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OZET
Baz Fenolik Asitlerin ve Flavonoidlerin Biyoerisilebilirliginin Belirlenmesi

Son yillarda fenolik bilesiklere yonelik arastirmalardan elde edilen bulgular dikkat
¢ekici nitelikte olup, bu alandaki ¢alisma sayisi giderek artmaktadir. Fenolik bilesiklerin
biyoerisilebilirligi tizerine yapilan ¢aligmalar, gida matriksleri ile gastrointestinal ortamin
karmasik ve etkilesimli dogasi nedeniyle net sonuclar sunmakta yetersiz kalmaktadir. Bu
belirsizlik, fenolik bilesiklerin fonksiyonel gidalarda ya da nutrasétik formiilasyonlarda tek
basma kullanimina iliskin etkilerin daha kapsamli arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Bu tez
calismasinda, gida matrikslerinde yaygm olarak bulunan fenolik asitler (galik asit,
protokatekuik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit, trans-sinnamik asit ve kafeik asit) ile
flavonoidler (kuersetin ve mirisetin) ele alinmig; bu bilesiklerin in vitro sindirim sureci
oncesi ve sonrasindaki antioksidan aktiviteleri ile biyoerisilebilirlik diizeyleri karsilagtirmali
olarak degerlendirilmistir. In vitro sindirim simiilasyonu ile gastrik ve intestinal faz kosullar1
laboratuvar ortaminda modellenmis, sindirim sonrasi elde edilen siipernatantlarin
antioksidan aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve demir indirgeme antioksidan
giicii (FRAP) yontemleri ile analiz edilmistir. Kuersetin, mirisetin ve kafeik asitte sindirim
sonrasi antioksidan kapasite artis1 gézlemlenirken; vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve t-
sinnamik asitte belirgin azalma meydana gelmistir. Standart fenolik bilesiklerin in vitro
sindirimi sonrasi elde edilen sindirim fraksiyonlarinda ters faz yiliksek performanslh sivi
kromatografisi  fotodiyot dizisi dedektori (RP-HPLC-PDA) ile fenolik madde
kompozisyonundaki degisimler tespit edilmistir. Ozellikle kafeik asit ciddi oranda
degredasyona ugrayarak %3.73 oranla en diistik, t-sinnamik asit ise %98.56 oranla en ylksek
sonucu verdigi saptanmustir. Ote yandan kuarsetin ve gallik asit sirasiyla %20.12 ve %13.98
biyorisilebilirlik oranlar1 ile biyoyararlanim potansiyeli diisiik kalmistir Elde edilen bulgular,
fenolik bilesiklerin biyolojik etkilerini degerlendirirken sadece toplam igeriklerinin degil,
biyoerisilebilirliklerinin ve sindirime kars1 stabilitelerinin de dikkate alinmasi gerektigini
gostermektedir. Bu yoniiyle calisma, fenolik bilesiklerin fonksiyonel gidalarda ve nutrasotik

formiilasyonlarda kullanimi agisindan degerli bir bilimsel altyap: sunmaktadir.

Anahtar Sozcukler: Antioksidan aktivite, Biyoerisilebilirlik, Fenolik bilesikler, In vitro

sindirim

Xi



ABSTRACT

Determination of the Bioaccessibility of Certain Phenolic Acids and Flavonoids

In recent years, findings from studies on phenolic compounds have been particularly
noteworthy, and the number of studies in this field has been steadily increasing. However,
research on the bioaccessibility of phenolic compounds remains limited in providing
definitive results due to the complex and interactive nature of food matrices and the
gastrointestinal environment. This uncertainty necessitates a more comprehensive
investigation into the effects of using phenolic compounds alone in functional foods or
nutraceutical formulations. In this thesis, commonly found phenolic acids in food matrices
(gallic acid, protocatechuic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, trans-cinnamic acid,
and caffeic acid) and flavonoids (quercetin and myricetin) were examined. The antioxidant
activities and bioaccessibility levels of these compounds before and after the in vitro
digestion process were comparatively evaluated. In vitro digestion simulation was used to
model gastric and intestinal phase conditions in a laboratory setting, and the antioxidant
activity of the post-digestion supernatants was analyzed using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) methods. An increase
in antioxidant capacity was observed after digestion for quercetin, myricetin, and caffeic
acid, while a significant decrease was noted for vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, and
trans-cinnamic acid. Changes in the phenolic composition of the digestion fractions obtained
after the in vitro digestion of standard phenolic compounds were identified using reversed-
phase high-performance liquid chromatography with photodiode array detection (RP-HPLC-
PDA). Notably, caffeic acid underwent significant degradation, resulting in the lowest
recovery rate (3.73%), whereas trans-cinnamic acid showed the highest recovery (98.56%).
On the other hand, quercetin and gallic acid exhibited low bioaccessibility rates of 20.12%
and 13.98%, respectively, indicating limited bioavailability potential. The findings suggest
that in evaluating the biological effects of phenolic compounds, not only their total content
but also their bioaccessibility and stability against digestion should be considered. In this
respect, the study provides a valuable scientific foundation for the use of phenolic

compounds in functional foods and nutraceutical formulations.

Keywords: Antioxidant activite, Bioaccessibility, In vitro digestion, Phenolic compound
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1. GIRIS VE AMAC

Insanlarin ¢ok eski dénemlerden bu yana yiyecek, icecek, barinma, hastaliklarin ve
yaralarm tedavisi ile endiistriyel gereksinimler i¢in bitki kaynakli dogal maddeler kullandig1
bilinmektedir. 2500 yillik Cin tibbindan Hintlilerin 5000 yillik Ayurvedik tedavi sistemine
kadar pek cok farkl kiiltiirde, bitki kokenli maddelerin 6zellikle ila¢ olarak kullanildigma
dair giiclii kanitlar bulunmaktadir (1,2).

Son yillarda fenolik bilesikler {izerine yapilan ¢alismalar 6nemli lgiide artmis ve
elde edilen sonuglar bu alana olan bilimsel ilgiyi daha da artirmustir. Fenolik bilesiklerin
yiiksek antioksidan kapasiteleri ve giinliik beslenmede yaygin olarak bulunmalar1 bu ilginin
bashca nedenlerindendir. Ozellikle oksidatif stresin rol oynadig: kanser, nérodejeneratif
hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde antioksidan

bilesiklerin dnemli bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (3,4)

Bitkiler primer ve sekonder olmak Uzere iki tip metabolit sentezler. Primer
metabolitler tiim bitkilerde ortak olup temel yasamsal faaliyetler i¢in gereklidir. Sekonder
metabolitler ise her bitkide farkli miktar ve yapida sentezlenen, genellikle bitkinin cevresel
streslere ve biyotik etkilesimlere yanit olarak tiretilen daha kompleks yapilardir (5,6). Hem
dogal hem de bazi sentetik antioksidanlarin saglik iizerinde hastaliklardan koruyucu ve
tedavi edici etkileri gesitli ¢alismalarla kanitlanmistir (7). Bu nedenle fitokimyasallarin
potansiyel saglik etkileri giiniimiizde onemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Bu
bilesiklerin antihepatotoksik, antiinflamatuar, antiaterojenik, antialerjik ve antikanser

ozellikler gosterdigi bilinmektedir (8).

Fenolik bilesiklerin biyolojik etkinligini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri
biyoyararlanimlaridir. Sindirim siirecinde bu bilesikler fiziksel ve kimyasal etkilere maruz
kalarak yapisal degisimlere ugrayabilir, enzimlerle ve diger bilesiklerle kompleksler
olusturarak biyolojik etkinliklerini dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilirler (254).
Fenolik bilesiklerin biyokimyasal etkilerini incelemek amaciyla in vivo ve in vitro sindirim
modelleri kullanilmaktadir. Sindirim sireci in vitro modellerde gercek metabolik kosullar
taklit edilerek sindirim enzimleri yardimiyla yUritulur. Gastrik fazda pepsin ve HCI,
pankreatik fazda ise pankreatin ve safra tuzlar1 kullanilarak fenolik bilesiklerin sindirime

bagli doniisiimleri ve stabiliteleri arastirilir (66, 183).



Gergek sindirim siirecinde farkli olarak fenolikler ¢esitli metabolitlerle kompleksler
de olusturur ve bu durum antioksidan aktiviteyi olumlu ya da olumsuz olarak etkiler. Ayni
sekilde emilim islevi en ¢ok bagirsakta gerceklesir ve bagirsak mikroflorasinin iyi ve koti
durumda olmas1 da fenoliklerin biyoyararlanimini etkiler. Yapilan caligmalarin amaci
fenoliklerin dokulardaki antioksidan etkinligini tespit etmek ve degerlendirmektir. Birgok
caligmada yalnizca bir ya da birka¢ fenolik bilesenin bitki ve meyve oziitiindeki in vitro ya

da in vivo incelemesi yapilmistir.

Bu calismada, fenolik bilesiklerin toplam fenolik igeriklerinin sindirim sonrasi
biyoerisilebilir formlarindaki degisikliklerin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda,
sekiz farkli saf standart fenolik bilesigin (gallik asit, vanilik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, kafeik asit, t-sinnamik asit, kuersetin ve mirisetin) sindirim 6ncesi ve sonrasi
antioksidan kapasiteleri, Demir (III) Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) ve DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi Tayini yontemleri kullanilarak analiz
edilmistir. In vitro sindirim sonrasi elde edilen siipernatantlarda RP-HPLC-PDA ile fenolik

madde profili tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fenolik Bilesikler

1930 yilinda portakaldan izole edilen bir madde ilk zamanlarda yeni bir vitamin
olarak diistliniilerek P vitamini olarak adlandirilmistir. Ancak daha sonralar1 yeni bir madde
grubu oldugu anlasilan bu maddelere vitamin tanimina uymadiklari i¢in fenolik asit ad1
verilmistir (9). Fenolik bilesikler en az bir aromatik halkaya bagli bir veya daha fazla OH
grubu iceren basit bir fenolik molekiilden karmagik molekiiler polimerlere doniisebilen,
8000 den fazla farkli bilesigi igeren ¢ogunlukla bitkilerde bulunan sekonder biyoaktif
bilesiklerdir (10). Bitkilere disardan gelen zararli madde ve canlilara karsi koruyucu etki
gOstererek bu driinlerin gesitli duyusal 6zelliklerine ve kalitesine katkida bulunan
bilesiklerdir (11). Besinlerdeki fenolik bilesikler (Tablo 1) saglik agisindan faydalari,
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gostermeleri, tat ve koku olusumu tizerindeki etkileri
sebebiyle bir¢ok acidan dnem arz etmektedir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi -OH
sayistyla dogru orantili olarak artarken ayni bilesiklerde antioksidan etki -meta, -orto, -para
seklindeki siraya gore artis gostermektedir(12). Fenolik bilesikler bitkilerde ikincil
metabolitlerdir ve molekiilde bulunan fenol halkalarin sayisia ve bunlar1 birbirine baglayan

yapisal bilesenlere gore fenolik asitler ve flavonoidler olarak ikiye ayrilirlar (4).



Tablo 1. Gidalarda bulunan fenolik bilesikler (Manach’tan, 3)

Polifenol icerigi
Kaynak Agirhk veya Porsiyon
hacim olarak

Mg/kg taze mg/porsiyon
agirhk(ya da
mg/mL)
Hidroksibenzoik asitler Ahududu (100 gr) 80-270 8-27
Protokatekuik asit Bogiirtlen (100 gr) 60-100 6-10
Gallik asit Siyah frenk Gzimi (100 gr) 40-130 4-13
p-Hidroksibenzoik asit Cilek (200 gr) 20-90 4-18
Hidroksisinnamik asit Yaban mersini (100 gr) 2000-2200 200-220
Kafeik asit Kivi (100 gr) 600-1000 60-100
Klorojenik asit Kiraz (200 gr) 180-1150 36-230
Kumarik asit Erik (200 gr) 140-1150 28-330
Ferulik asit Patlican (200 gr) 600-660 120-132
Sinapik asit Elma (200 gr) 50-600 10-120
Armut (200 gr) 15-600 3-120
Hindiba (200 gr) 200-500 40-100
Enginar (200 gr) 450 45
Patates (200 gr) 100-190 20-38
Misir unu (75 g) 310 23
Un: bugday, piring,yulaf (75 g) 70-90 5-7
Elma sarabi (200 mL) 10-500 2-100
Kahve (200 mL) 350-1750 70-350
Antosiyaninler Patlican (200 gr) 7500 1500
Siyanidin Bogiirtlen (100 gr) 1000-4000 100-400
Pelargonidin Siyah frenk zim (100 gr) 250-5000 25-500
Peonidin Yaban mersini (100 gr) 250-5000 25-500
Delfinidin Siyah zlim (200 gr) 300-7500 60-1500
Malvinidin Kiraz (200 gr) 350-4500 70-900
Ravent (100 gr) 2000 200
Cilek (200 gr) 150-750 30-150
Kirmizi sarap (100 gr) 200-350 20-35
Erik (200 gr) 20-250 4-50
Kirmizi lahana (200 gr) 250 50
Flavonoller Sar1 sogan (100 gr) 350-1200 35-120
Kuersetin Kivircik lahana (200 gr) 300-600 60-120
Kaempferol Pirasa (200 gr) 30-225 6-45
Mirisetin Ceri domates (200 gr) 15-200 3-40
Brokoli (200 gr) 40-100 8-20
Yaban mersini (100 gr) 30-160 3-16
Siyah frenk Gztm (100 gr) 30-70 3-7
Kayis1 (200 gr) 25-50 5-10
Elma (200 gr) 20-40 4-8
Yesil veya beyaz fasulye (200 gr) 10-50 2-10
Siyah izim (200 gr) 15-40 3-8
Domates (200 gr) 2-15 0,4-3
Siyah demleme ¢ay (200 mL) 30-45 6-9



2.1.1. Fenolik Asitler

Bitki dokularmi ¢esitli tehlikelere karst koruyan fenolik asitler canli dokularda
cogunlukla serbest olarak bulunmazlar (13). Serbest halde bulunan fenolik asitler ise
bagirsaklardan emilebilirler ancak organik maddelerle esterlestiklerinde
emilememektedirler (14). Fenolik hidroksil gruplar1 sekerlerle kompleks olusturup
glikozitlere doniisiirken, karboksil gruplar1 da glikozitler, aminoasit ya da proteinlerle
reaksiyona girebilirler, alkollerle fenol esterlere, amino bilesiklerle de amidlere doniisiirler

(12). Antioksidan 6zellige sahip bu bilesikler sinnamik veya benzoik asitlere OH ya da

-OCHjs grubu baglanmasi sonucu 9 karbon atomu iceren (Ce-C3) fenilpropan yapisindaki
hidroksisinnamik asitler ve 7 karbon atomu igeren (Ce-C1) fenilmetan yapisindaki

hidroksibenzoik asitler olarak iki gruba ayrilirlar (13).
2.1.1.1. Hidroksisinnamik Asitler

Fenilpropan halkasinda bagli olan hidroksil grubun yeri ve sayisina gore degisik
Ozellik gosteren hidroksisinnamik asitler bitkilerde genel olarak bulunur. En bilinen
hidroksisinnamik asitler kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asittir (Sekil 1).
Hidroksisinnamik asitlerin esterleri gidalarda ¢ogunlukla bulunur. Ornegin meyvelerde p-
kumarik asitin kuinik asitle olan esteri fazla bulunur(12) . Hidroksibenzoik asit olan t-
sinnamik asit bir¢ok bitkisel kaynakta dogal olarak bulunmaktadir. Cogunlukla tar¢in ve
giinliik agaci reginesinde bulunmustur (15). Kafeik asit glnlik insan beslenmesinde
rahatlikla bulunabilecek kekik, adagayi, nane, zeytin, zeytinyagi, kuru erik, kahve, ¢ay,
patates, havug gibi besinlerde ¢ok sik goriiliir (16). Bu besinlerle alinan kafeik asidin %95°1

ince bagirsaklardan emilir (17).



[ Hidroksisinnamik Asitler }

R;

R, \ o

OH
R;=OH: Kumarik Asit
R;=R,=0H: Kafeik Asit
R;=0CHj;,R,=OH: Ferulik Asit

Sekil 1. Hidroksisinnamik asitlerin genel yapis1 (Manach’tan, 13)

2.1.1.2. Hidroksibenzoik Asitler

Fenilmetan yapisinda olan hidroksibenzoik asitler, 10 ppm konsantrasyona sahip
olabilen baz1 kirmiz1 meyveler, kara turp ve sogan haricinde genellikle gidalarda iz miktarda
veya hi¢ bulunmazlar. Hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitlerden yag asitlerinin
beta oksidasyonu ile olusur (18). Gallik asit, salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit,
protokatekuik asit bu grupta bulunmaktadir (19). Akai iiziimii ve sogan tiirlerinde bulunan
hidroksibenzoik asit olan protokatekuik asitin kanser tizerindeki etkisi ile ilgili ¢alismalar
yapilmaktadir (20). Cay bitkisinde gallik asit miktar1 yiiksektir. Hidroksibenzoik asitler
rutinde tlikettigimiz besinlerden yalnizca birkaginda ve ¢ok az miktarda bulundugu ve
besinsel agidan 6nemli oldugu diisiiniilmedigi i¢in hakkinda ¢ok fazla kapsamli ¢alisma

yapilmamustir (13). En bilinen hidroksibenzoik asitler Sekil 2°de verilmistir.

[ Hidroksibenzoik Asitler }
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R;=R,=0H, R;=0H: Protokatekuik Asit
R;=R,=R;=0H: Gallik Asit

Sekil 2. Hidroksibenzoik asitlerin genel yapis1 (Manach’tan, 13)



2.2.1. Flavonoidler

Difenilpropan (C3-C6-C3) yapisindadirlar ve fenil gruplari arasinda ii¢lii karbon
kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir. Flavonoid ¢esitleri arasindaki fark hidroksil
komplekslerinin kurdugu bag sayisi, doymamislik seviyelerine gore degismektedir (12). Sar1
renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sari' anlaminda 'flavus' kelimesinden yola ¢ikilarak

'flavonoid ' olarak isimlendirilmiglerdir (21).

Nar, visne, yaban mersini, yesil biber, brokoli gibi trtinlerde dogal olarak bulunurlar.
Saglik tizerinde antimutajenik, antiproliferatif, antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar,

antikanser ve antialerjik aktivite gibi ¢esitli biyolojik aktivite gosteren maddelerdir (22-24).

Flavonoidler besinlerde monomer ve polimer formlarda bulunabilmektedirler (3).
Flavonoidler kimyasal olarak heterosiklik bir piran halkasi araciligiyla birbirine baglanan iki
benzen halkasindan olusan bes karbonlu diisiik molekiil agirligina sahip bir iskelet yapidir.
Flavonoidlerin farkli alt smiflari, oksidasyon dereceleri ve C halkasmim g¢esitli
konfigiirasyonlar1 agisindan farklilik gosterirken, ayni smif igerisindeki degisiklikler A ve B

halkalarmin farkli kombinasyonlar1 ile olusmaktadir (9).

Flavonoidler benzo-y-piron yapisma sahip genis bir grup polifenolik bilesikten
olusmaktadir. Onemli diizeyde antioksidan ve selatlama o6zelliklerine sahip
difenilpropanoidler olup fenil propanoid yoluyla sentezlenmektedirler (25). Tanimlanmis
4000°den fazla flavonoid olmakla birlikte flavonoidler; antosiyaninler, flavanlar,
flavanonlar, flavonlar, flavonoiler, izofalvanoidler, auronlar, kalkonlar ve kumarinler olmak
iizere bircok alt smifa ayrilmaktadir. Flavonoidler aglikonlar (seker kisimlar1 olmayan),

glikozitlerden (seker kisimlar1 olan) ve metillenmis tiirevlerinden olusur (26).

En temel flavonoid yap1 ise aglikondur (27). Bununla birlikte gidalarda ¢ogunlukla
glikozid formunda bulunmaktadr. Glikozid formunun bagirsaga ulasmadan hemen
oncesinde seker kismindan ayrigsmasi gerekirken aglikon formu direkt hiicre membranindan
gecer dolayistyla glikozid formun bagirsaklardan emilimi daha zordur (28,29). Onceleri
bagirsak epitelinde glikozid yapiy1 parcalayacak enzim bulunmadigr igin viicuttan
emiliminin dikkate deger bir diizeyde olmadig1 diisiiniilirken yapilan ¢alismalarla bazi

flavonoidlerin biyoyararliliklarinin bilinenden daha fazla oldugu tespit edilmistir (30-32).

Giinliik beslenmemizin 6nemli bir par¢ast olmasma ragmen genellikle besin dis1

olarak kabul edilen flavonoidler; gidalarda, igeceklerde, farkli bitkisel ilaglarda



bulunmaktadir (33). Onemli bir diyet bileseni olan flavonoidler hem in vivo hem de in vitro

caligmalarla desteklenen antioksidan o6zellikleri sayesinde insan sagligi agisindan tercih

edilebilir bir noktadadir (34).

Insan beslenmesinde degerlendirilen bilesik ve smif sayisi farklilik gdstermekle

beraber giinliik alim tahminleri 23 mg/giin ila 1000 mg/giin arasinda degismektedir (35).

Flavonoidler  iceren  bitkiler ~aynm1 zamanda g¢evresel sartlardan ve
mikroorganizmalardan kaynaklanan strese maruz kaldiklarinda kendi kendilerine ikincil
antioksidan savunma sistemi olarak da gorev yaparlar. Ayrica bitkilerin biiyiime faktorlerini
de duzenlerler (36). Flavonoidlerin biyolojik aktivitesi ve metabolizmasi, yapisinin
karakteristik sekline, toplam hidroksil grubu sayisma ve icerdikleri fonksiyonel gruplarin

yer degistirmesine bagl olarak degiskenlik gostermektedir.
2.2.1.1. Antosiyaninler

Yunancada “antho” g¢icek, “kyanos” da mavi anlamma gelmektedir. Bitkilerdeki
kirmizidan mora kadar degisen renklerinde sorumlu olan antosiyaninlerin temel yapis1 19.
yiizyilda kesfedilmistir (37,38). Bitki tiirlerinin bir¢ogunda bulunan polar ve kofullu renk
maddeleridir. Bogiirtlen, kirmizi ve siyah ahududu, kiraz, kan portakali, iizim, mirver, frenk
iizlimii, kirmiz1 sogan, yaban mersini, mor lahana, tatli patates gibi sebze ve meyvelerde
bulunur. Bitkilerin neredeyse her béliimiinde bulunabilir. Cogunlukla tag yaprak ve meyve
kisimlarinda olmakla beraber yaprak, govde ve depo organlarinda da bulunur (39,40). Farkli
bitki tiirleri hatta ayni tiirler arasinda dahi toplam antosiyanin igerigi 151k, sicaklik, gen ve

yetistirme tekniklerinden etkilenerek farklilik gosterir (39).

Antosiyanidinler ise antosiyaninlerin temel yapilaridir (Sekil 3). Glikozit formunda
(bir seker molekiiliine bagli) olurlarsa antosiyanin adini alirlar. Antosiyanidinlerin her biri
farkli seker ve asitlerle glikozillestirilerek kombine edilebildigi i¢cin bir¢ok farkli ¢esidi
vardir. Antosiyanidinler glukoz, galaktoz, ramnoz ve arabinoz gibi farkli sakkaritlerin
baglanmasi araciligiyla cesitli antosiyanin molekiilleri olusturur (41). Dogada 23 tane
antosiyanidin bulunmakla beraber bu antosiyanidinler; molekiildeki hidroksil grubu sayilar1
ve bu gruplarin metilasyon derecesi, bu gruba baglanan seker sayis1 ve sekerin gesitli
konfigiirasyonlar1 ile 630°den fazla antosiyanin molekiilii ortaya g¢ikmaktadir (41,42).
Antosiyanidinler biyoyararlanimi diisilk olmakla beraber antiinflamatuar ve antioksidan

Ozellikleri yiiksek bir flavonoid ¢esididir (43).



Antosiyaninler suda ¢ozlinebilen kismen polar molekiillerdir. Ekstraksiyon i¢in belli
bir yiizdeye kadar su, metanol, etanol veya aseton gibi polar ¢oziiciiler etkili olmaktadir
(44,45). Bugiine kadar 630°dan fazla antosiyanin tespit edilmistir (46). Antosiyanin
molekiiliinde iyonik karakterli bir bolge bulunmaktadir ve bu bolge molekiiliin polarligini
artirr dolayisiyla suda ¢Oziiniirliigii artirir (47). Antosiyaninlerin aglikon kismindaki
molekdillerin OH grubunun miktari arttik¢a mavilik, OCH3 grubunun miktari arttik¢a yogun

kirmiz1 ve turuncu renk artmaktadir (22).

Giinliik antosiyanin alimi kisiden kisiye degismekle birlikte yaz aylarinda kig aylarina
gore alimi daha fazla oldugu diistiniilmektedir (48). Endustriyel agidan da dogal renk verici
madde olarak kullaniminin artmasimin beklenen antosiyaninlerin hastaliklardan koruyucu ve
tedavi edici Ozellikleri in vitro, in vivo ve klinik ¢alismalarla da kanitlanmistir (49).
Antosiyaninler, bag dokusuna zarar veren enzimleri etkisiz hale getirme, antioksidan
ozellikleri sayesinde okside olmus maddelerin bag dokusunu tahrip etmesini 6nleme, damar
duvarlarindaki zarar goérmiis protein yapilar1 onarmak gibi ¢esitli sekillerde viicudu

korumaktadir (50).

R;=R,=H: Pelargonidin
R;=0H; R,=H: Siyanidin
R=R,=0H: Delfinidin
R1=0CH3: R2=0H: Petunidin
R,=R,=0CHj: Malvidin

Sekil 3. Antosiyanidinlerin genel yapisi1 (Manach’tan, 13)

2.2.1.2.Flavonlar ve Flavonoller

Bitkilerde yaygin olarak bulunurlar ve genellikle O-glikozitleri seklindedirler (Sekil
4). Yapilarindaki C halkasinda -OH grubu varsa flavonoller, H* var ise flavonlar adini alirlar.
Yesil ve kirmizi biber, marul, brokoli gibi sebzeler ve kekik, nane gibi baharatlar kuersetin,
kemferol, apigenin ve luteolin cokga icerirken meyvelerde ise gogunlukla kuersetin bulunur,
mirisetin ve kemferol ise eser miktarda bulunmaktadir (51). Flavanoller arasinda 6zellikle

kuersetin en genis dagilima sahip olan bilesiktir. Kuersetinin in vitro ortamda bir¢cok kanser



hiicresinin kotii huylu tiimor gelisimini engelledigi, 6zellikle de hiicre dongiisiinii durdurarak
ve bliylimeyi inhibe ederek bu etkiyi gosterdigi gozlemlenmistir. (52). Kuersetin ayni
zamanda antiviral 6zelligiyle de dikkat cekmektedir (53). Bitkileri yabanci boceklere ve
cesitli hastaliklara karsi korudugu igin flavonlar bir anlamda biyopestisit gorevi gorur.

Flavonlar diger flavonoid gesitlerine oranla daha az biyoyararlanima sahiptir (54,55).

Flavonoller Ry
R,

HO O O
] .

OH
OH o

R,=0H; R,;= R;=H: Kaempferol
R;=R,=OH; R;=0H : Kuersetin
R,=R,=R;=OH: Mirisetin

Sekil 4. Flavonollerin genel yapisi (Manach’tan, 13)

2.2.1.3. Flavanonlar

Dihidroflavonlar olarak da adlandirilan mono ve digligozitleri seklinde bulunurlar
(Sekil 5) (52,53). Ozellikle turuncgillerde aci tattan sorumlu olan ve meyvelerde igteki beyaz
kissmda ve zar kisminda bulunan flavanonlar reaktif bilesikler olup kolaylikla
hidroksilasyon, glikosilasyon ve metilasyona ugrarlar (56, 57, 58). Naringenin ve hesperedin
en bilinen flavanonlardandir. Greyfurt meyvesinde naringin flavanonunun glikozitleri
bulunurken portakal, mandalinada hesperedinin glikozit formlari, limonda ise eriyositrin
flavanonunun glikozit formlar1 bulunmaktadrr (56,59). Flavonoidler arasinda

biyoyararlanimi en yiiksek grup flavanonlardir (57,58).

R,=H; R,=OH : Naringenin
R;=R,=0H : Eriodictyol
R,=0OH; R,=OCHj; : Hesperetin

Sekil 5. Flavanonlarin genel yapist (Manach’tan, 13)
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2.2.1.4.Flavanoller (Katesinler)

Kateginler, C3 atomunda bir OH grubu bulundurdugu i¢in flavan-3-ol olarak
isimlendirilirler (Sekil 6). Diizlemsel degillerdir ve dort farkli izomeri bulunmaktadir (13).
Yapisal olarak en karmasik flavonoidlerdir. Hemen hemen her meyvede bulunan katesinler
renksiz molekullerdir. Havadaki oksijenle kolaylikla tepkimeye girerek yogunlasirlar ve
polimer hali olan proantosiyanidinlere doniisiirler (60). Elma, bogiirtlen, siyah kus tiziimii,

kizilcik, iiziim, seftali ve ¢ileklerde bulunurlar (61).

[ Flavanoller ] B R
O
OH

OH
R;=R,=0OH, R;=H: Kateginler
R;=R,= R; =OH : Gallokateginler

Trimerik Prosiyanidin

Sekil 6. Flavonollerin genel yapis1 (Manach’tan, 13)

2.2.1.5. izoflavonlar

Ostrojen benzeri etki gostermesi sebebiyle flavonoid yapida fitodstrojen olarak
adlandirilirlar (62-64). Ozellikle bitkilerin kok ve tohum kisimlarinda yogun bulunan
izoflavonlar en yaygm goriilen bir izoflavonoid formudur (65). Izoflavonlarin ana kaynag:
soya fasulyesi gibi baklagiller (6zellikle soya fasulyesi) ve kirmizi yoncadir (64).
Izoflavonlar yilksek miktarda soya ve tiirevi besinlerde glikozid ve aglikon formunda
bulunmaktadir (66). Ayni zamanda flavonlarla ayni kimyasal formiile sahip olmakla beraber
yapisal olarak (Sekil 7) farkli oldugu i¢in birbirinin izomeridirler ve diger flavanoid tiirlerine
gore daha az bulunurlar (67). Flavonoid gruplari arasinda biyoyararlanimi en yiiksek gruptur
(68). Iizoflavonlar ayni zamanda antimikrobiyal ve antifungal Ozellik gosteren

fitoaleksinlerin dncullu olarak gorev yaparlar (69).
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[ Izoflavonlar ]

T
koo I

OH

R;=H: Deidzein
R,;=0H : Genistein

Sekil 7. izoflavonlarm genel yapis1 (Manach’tan, 13)

Fenolik Bilesiklerin In Vitro Antioksidan Aktivitesi

In vitro kelimesi Latincede camm icinde anlamma gelmektedir. Organizmadaki
eylemleri organizma disinda taklit etmek amaciyla laboratuvar ortaminda test tiipii ya da
herhangi bir laboratuvar kabinin igerisinde yapilan ¢alisma ve deneylerin yapildigi ortamlara
in vitro ortam denir (70). Uzun yillardan beri dogal ya da izole edilmis fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesini analiz edebilmek i¢in gesitli in vitro analizler gelistirilmistir. Tek bir
yontem net yanit vermemekle birlikte farkli yontemler de ayni sonuglar1 vermemektedir. Bu
farkli yontemler ¢esitli mekanizmalar tizerinden etkinlik gostermektedir. Bunun sebebi ise
antioksidan aktivite mekanizmalarmin farkli ve karmasik olmasi, bilesiklerdeki antioksidan
dagilimmin farkli olmasi ve yapilan analizlerde kullanilan bilesiklerin farkli olmasidir (71-
73). Bununla birlikte, yalnizca in vitro analizlere dayanarak kesin sonuglara ulasmak dogru
degildir; ¢linkii bu siiregte bilesiklerin biyoyararlanimi ve in vivo ortamdaki olasi sinerjik
etkileri goz ard1 edilebilir. (74,75). Sonug olarak, insan ve hayvan sindiriminde ger¢eklesen
cok faktorlii ve karmasik reaksiyonlarin tiimiinii birebir taklit etmek miimkiin degildir.
Ayrica, bazi maddelerin kullanimi etik agidan sakincalar yaratabilir. Bu nedenle, ortamin pH
araligi, sindirim enzimleri ve sindirim siiresi gibi parametreler ayarlanarak canlilardaki
sindirim siireglerini taklit etmeye yonelik gelistirilen in vitro sindirim modelleri, dogrudan

in vivo sonuglar1 birebir yansitmasa da pek ¢ok acidan degerli ve pratik bir yaklasimdir
(76,77).

Fenolik bilesiklerin in vivo antioksidan aktivitesine yonelik caligmalar smirli
sayidadir ve in vitro sonuglara kiyasla daha karmasik olup dogrudan benzer sonuglar
vermemektedir. Ornegin in vitro ortamda yesil ¢ay ve siyah ¢aym antioksidan aktivitesi
birbirinden farkl1 sonuglar verse de plazma degerleri benzer sonuglar vermistir (78). in vitro
ortamda diisiik antioksidan aktivite gosteren bazi karmasik bilesikler, viicutta metabolize

olarak daha kiiclik molekiillere ayrildiginda, bu metabolitler daha yiiksek plazma
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antioksidan aktivitesi gosterebilir (79). Ayni zamanda, tek bir bilesigin antioksidan
aktivitesinin, birden fazla antioksidan bilesigin bir araya gelerek olusturdugu sinerjik etkiye
kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir (80,81). Benzer sekilde, fenolik bilesiklerin in vivo
ortamda karbohidratlar, proteinler ve yaglarla olusturdugu kompleksler de antioksidan
aktiviteyi olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilmektedir (82). Ornegin, protein igeren
gidalarda bu etkinin derecesi besinden besine degisiklik gosterebilir; bazi durumlarda
protein yapisi, fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini azaltabilmektedir. Buna karsilik,
karbohidrat iceren gidalardaki makro yapilar, besinsel bilesenlerin ve enzimlerin yapisinda
azalmaya yol acarak fenolik bilesiklerin daha az bozulmasini saglamakta ve bdylece

antioksidan kapasitenin korunmasina katkida bulunmaktadir (83-85).

Vicutta oksidatif strese yol acan serbest radikalleri olusturan mitokondriyal solunum
zinciri veya herhangi bir inflamatuar durum viicudun savunma sisteminin bir parcasidir
(86,87). Serbest radikaller, bir veya birden fazla eslesmemis elektrona sahip olmalar1
nedeniyle diger molekiillerle kolayca etkilesime giren; hiicrelerde endojen ya da ekzojen
kaynaklardan olusan, kararsiz ve diisiik molekiil agirhikli bilesiklerdir (88,89). Oksijen
kaynakli olan serbest radikal tiirleri, reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak isimlendirilirken
nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tirleri (RNS) olarak isimlendirilirler. ROS ve RNS,
tamami eslenmis reaktif tiirleri olan ve radikaller kadar rahat reaksiyona girmeyen nonreaktif
radikallere doniisebilirler (90,91). Oksijenin toksik etkisinin kismen indirgenmis oksijen
tiirlerinden kaynaklandigini ilk kez Gershman 1954 yilinda serbest radikal teorisi ile ortaya
cikardi. Reaktif oksijen turleri (ROS) ile reaktif azot turleri (RNS) vicutta Uretildikleri
miktarlara gére hem fayda saglayabilen hem de zarar verebilen molekdllerdir. Diisiik ve orta
diizeyde salindiklarinda viicutta enfeksiyona sebep olan birgok etkene karsi korunma,
hiicresel sinyal yollarinda gorev alma veya zararl hiicre bdliinmelerinin baskilanmasi gibi
faydali etkileri vardir. Fakat bu molekiller yiiksek miktarlarda olustugu zaman oksidatif
stresi ortaya ¢ikararak DNA, lipitler, proteinler de dahil olmak {izere birgok noktada hasar
olusumuna sebep olmaktadir (91-93). Aterosklerozda damarlarda biriken plaklardaki
makrofajlar oksitlenmis LDL Kolesteroldir. DNA oksidasyonundaki mutajenik hasar
antikarsinojenik etki yaparken, biyomolekiillerdeki oksidasyon diyabet hastaligina sebebiyet
verebilmektedir (94).

Antioksidan molekiiller disiik yogunlukta molekullerin oksidasyonunu 6nemli

Olciide yavaslatan veya tamamen engelleyebilen maddelerdir. /n vivo olusturulabildigi gibi

13



(indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD vb.) ¢ogunlukla disardan diyetle
de aliabilmektedir (95,96). Antioksidan aktivite reaksiyonlar1 ekzotermik reaksiyonlardir.
Antioksidanlarin, koruyucu etkilerini iki farkli mekanizma ile gosterdigi diisiiniilmektedir.
Bunlardan ilki, serbest radikallerin antioksidan molekillerden bir hidrojen atomu alarak
daha stabil hale gelmesi, yani radikal 6zelliklerini kaybederek inaktive olmalaridir.

R+ ArOH —> RH + ArO

Bu reaksiyonda O-H baglar1 ne kadar guigsiizse H gegisi kolay olacagi i¢in antioksidan
Ozellik o kadar etkin olur ve serbest radikaller daha kolay inaktive olur. Diger yol ise
antioksidan molekil serbest radikale tek elektron vererek kendisinin radikal katyona

dontigmesiyle olur.
R+ ArOH —> R+ ArOH"

Bu modele gore, bir bilesigin iyonizasyon potansiyeli ne kadar diisiikse elektron
gecisi o kadar kolay olur ve antioksidan etki o derece artar. Ancak olusan fenolik radikal,
baska bir serbest radikal reaksiyonuna neden olmamali veya farkli yollarla hizla okside
olmamalidir (97-100). Antioksidanlar bu mekanizmalar araciligiyla serbest radikallerin
zararh etkilerini azaltir veya etkisiz hale getirir. Ozellikle fenolik bilesikler, iyi bir hidrojen
ve elektron dondrii olmalar1 sayesinde gii¢lii antioksidan aktivite sergilerler (101-103).
Antioksidan aktivite, belirli bir reaktif oksijen veya nitrojen tiiriine karsi1 antioksidanin hiz
sabitini ifade eder ve viicutta olusan serbest radikallerin zararli etkilerinin 6nlenmesini
amagclar. Bu etkiyi saglamak i¢in organizmada enzimatik veya enzimatik olmayan bir¢ok
mekanizma bulunmakta ve bunlara ek olarak dogal ya da sentetik kaynakli antioksidan
bilesiklerden de yararlanilmaktadir (104,105). Ayrica fenolik bilesiklerin in vitro ortamda
antioksidan aktivitelerinin karotenoidler ve A, C vitaminlerine kiyasla daha yiliksek olmasi,

onlar1 gii¢lii dogal antioksidanlar olarak 6ne ¢ikarmaktadir (107,106).

Fenolik bilesiklerin viicut tarafindan kullanilabilirligi biiyiik 6l¢iide sindirim sonrasi
stabilitelerine ve bu asamadaki antioksidan aktivitelerine baghdir. Son yillarda yapilan
calismalar, 6zellikle meyve ve sebze Oziitlerindeki fenolik bilesiklerin in vitro antioksidan
aktiviteleri ve sindirim sonrasi biyoyararlanimlar1 iizerine yogunlagmistir (108,109).
Ornegin, in vitro kosullarda incelenen portakal suyunda flavonoid miktari, pH 2’ye
ayarlanarak pepsinle uygulanan gastrik sindirimde degismemis; ancak alkali ortamda
pankreatin ve safra tuzu ile gerceklestirilen intestinal sindirimden sonra flavanon miktarinin

azaldig bildirilmistir (110). Benzer sekilde, nar suyu iizerine yapilan bir ¢aligmada in vitro
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gastrik sindirim sirasinda antosiyanin emiliminin %10 oraninda arttig1, buna karsin intestinal
sindirim agsamasinda %80’e varan bir azalma oldugu gozlemlenmistir (111). Brokoli ¢icek
salkimlar1 tizerine uygulanan in vitro gastrik sindirimde flavonoid igeriginde kayda deger bir
azalma goriilmezken, hidroksisinnamik asit iceriginde %6 ila %25 arasinda degisen diisiisler
belirlenmistir. Buna karsilik, intestinal sindirim asamasinda her iki fenolik grup icin de
yuksek oranda (%84 ve %80) azalma tespit edilmistir (112). Bu tiir ¢alismalar, substratlarin
icerdigi fenolik asitlerin matrikse yayilmast ve diger molekiillerle kompleks yapilar
olusturabilmesi nedeniyle antioksidan aktivitenin etkinliginin bu etkilesimlerden
etkilendigini ortaya koymaktadir. Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, biliylik oranda
fenolik bilesiklerin yapisina, miktarma ve aralarindaki etkilesimlere baghdir (113). Caco-2
hiicreleri kullanilarak yapilan bir in vitro modelde, arpacik soganinda sindirim sonrasi
kuersetin miktar1 %50 oraninda azalmasina ragmen, Caco-2 hiicreleri tarafindan emilen
toplam kuersetin miktarinin sindirilmis ve sindirilmemis orneklerde benzer oldugu (2,8 +
0,4 nmol ve 2,7 = 0,2 nmol) gosterilmistir. Ayrica, arpacik sogani dziitiindeki kuersetinin
aglikon formunda, sindirilmemis kuersetin-4’-glukozit formuna kiyasla daha diisiik bir
emilim gozlemlenmistir (114). Soya fasulyesi ekmegindeki izoflavonlar ve arpacik
soganidaki kuersetin lizerine yapilan ¢alismalar, gastrik sindirim asamasinda antioksidan
aktivitenin gorece stabil kaldigmi, ancak pankreatik sindirimde belirgin azalmalar
yasandigint gostermektedir. Bu durum, fenolik bilesiklerin ince bagirsakta daha fazla
parcalandigmi ve safra tuzlarinin konsantrasyonu ile iliskili olarak sindirimin bu asamada
arttigin1 disiindiirmektedir (114,115). Ayrica, Walsh ve arkadaslarinin ¢alismalari, diyetle
alman yag ve protein igeriginin safra salgisini artirarak izoflavonoid biyoyararlanimini, saf

izoflavonoid takviyesine kiyasla daha fazla yiikseltebildigini ortaya koymustur (116).

Genel olarak, fenolik bilesiklerin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ve ferrik
indirgeme antioksidan giicii (FRAP) test sonuglarinin in vitro gastrik sindirim agamasinda
artig gosterdigi, buna karsilik intestinal sindirim asamasinda azalma egiliminde oldugu
gozlemlenmistir. Fenolik asitlerde oksijene bagl metil veya hidrojen grubu sayis arttikca,
oksijen atomlarinin benzen halkasiyla @ baglar1 olusturmasi daha stabil radikal yapilarin
olusumuna olanak saglar; bu da DPPH ve FRAP degerlerinin yiikselmesine katkida bulunur
(117,118).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite diizeylerinde kimyasal yapilar1 belirleyici bir

rol oynamaktadir. Ozellikle hidroksil grubu sayist ve bu gruplarm molekiil iizerindeki
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konumlari, antioksidan kapasiteyi etkileyen baslica faktorlerdendir (106,107,119). Serbest -
OH grubu sayisindaki artisin DPPH radikal giderme degerlerinde paralel bir artisa neden
oldugu belirlenmistir (120,121). Flavon-3-ol yapilarinda hidroksil grubu sayismin fazlahigi
antioksidan kapasiteyi yiikseltirken, flavanonlarda bu iliskinin daha degiskenlik gdsterdigi
bildirilmektedir ~ (107,122). Ayrica flavonoidlerde 3-OH grubunun (6rnegin rutin
molekiiliinde) denatiire olmasi antioksidan kapasitenin azalmasina yol agmaktadir (122—
124). B halkasinda yer alan orto-dihidroksi yapilarin molekiiliin kararliligin1 artirarak
antioksidan aktiviteye 6nemli katki sagladigi ifade edilmektedir (125,126). Bunun yani sira,
antioksidan aktivitenin, kullanilan ¢6ziicliniin tiirli ve polaritesi, ¢oziiniirliik 6zellikleri ve
elektron transfer yetenegi gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilecegi de
vurgulanmaktadir (127).

Genel olarak, toplam fenolik i¢erigin artmasi antioksidan aktivitenin de yiikselmesine
katkida bulunmaktadir. Her ne kadar bu iligkiyi her zaman dogrulamayan ¢aligmalar bulunsa
da, literatiirdeki genel egilim fenolik icerik ile antioksidan aktivite arasinda pozitif bir

korelasyon oldugunu gostermektedir (128-131).
2.3. Fenolik Bilesiklerin Biyoyararlanim

Vicuda aldigimiz gidalarin yalnizca miktar1 degil, onlar1 ne 6l¢iide kullanabildigimiz
de biylk oOnem tasmmaktadir. Besinlerden aldigimiz mikro ve makro Ggelerin
biyoyararlanimi uzun yillardir oldukga ilgi géren bir arastirma alani olmasina ragmen insan

calismalar1 hala smirlidir.

Biyoaktif bilesiklerden zengin besinlerin 6&iinlerle dogrudan tiiketilmesi fenoliklerin
gastrointestinal sistemde yiiksek miktarda bulunmasini saglamaktadir. Sonug¢ olarak
biyoyararlanimdan bagimsiz yalnizca biyoerisilebilir olmas1 bile gastrointestinal sistemde
oksidatif hasar1 6nleyebilmekte ve antikanserojen etki gosterebilmektedir (132). Sindirim
stirecine dahil olan polifenollerin ¢oziinerek sindirilen kisimlar1 biyoyararlanima katki
saglayabilmektedir. Cozlinemeyen polifenoller sindirim siirecinde biyoyararlanima katki
saglayamazken, ¢Ozlinebilen ancak sindirilemeyen grup bagirsak  bariyerini
gecememektedir. Bu bilesikler biyoyararlanima dahil olmamasina ragmen bagirsakta

antioksidan etki gostermektedir (133).

Biyoerisilebilirlik ve biyoyararlanim kavramlari, bir bilesigin viicutta gosterdigi
etkinligin  degerlendirilmesinde  birbirini tamamlayan iki Onemli parametredir.

Biyoerisilebilirlik, bir bilesigin gida matrisinden serbest kalip gastrointestinal sindirim
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stirecinde ¢ozlinerek intestinal epitel yiizeyine ulasabilen kismmi tanimlarken;
biyoyararlanim ise bu biyoerisilebilir fraksiyonun bagirsaklardan emilerek sistemik
dolasima ge¢me, hedef dokulara ulagsma ve biyolojik etkilerini gosterebilme kapasitesini
ifade eder (134,135). Bu baglamda, bir bilesigin yiiksek biyoyararlanim gosterebilmesi igin
oncelikle yeterli diizeyde biyoerisilebilir olmasi gereklidir. Ancak bu biyoerisilebilir olan
her bilesigin biyoyararlanabilir olacagi anlamma gelmemektedir; ¢linkii emilim sonrasi
biyoyararlanimi etkileyen birgok faktdr bulunmaktadir (66,136). Ozellikle fenolik bilesikler
icin bu iki kavram arasindaki ayrim oldukea kritiktir; zira ¢ogu polifenol yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip olmasma ragmen diisiik biyoyararlanim gostererek sistemik etkilerini sinirl

diizeyde yansitabilmektedir.

Biyoerisilebilirlik, bir bilesigin sindirim siirecinde serbestleserek absorpsiyonun
gerceklesecegi epitel yiizeyine ulasabilen fraksiyonunu ifade eder. Bagka bir deyisle, gida
matriksinden veya bilesigin konjugat formlarindan ayrilip bagirsak imeninde ¢6ziinebilir

ve potansiyel olarak emilebilir hile gelen kismidir (109,134).

Polifenoller i¢in biyoerisilebilirlik, yalnizca toplam igeriklerine degil, sindirim sistemindeki
pH degisimleri, enzimatik hidroliz, mikrobiyota etkisi ve matriks bilesenleriyle etkilesim
gibi faktorlere bagli olarak Onemli Olgiide degisebilir (137,138). Bu nedenle
biyoerisilebilirlik kavrami, polifenollerin gida formundan ayrilip absorbe edilebilir forma

donlisme potansiyelini 6lgmek acisindan kritik bir degerlendirme araci olarak kabul
edilmektedir (76,138).

Fenoliklerin biyoyararlanimmi dogrudan belirleyen ii¢ asama vardir. Ilk asama
fenoliklerin besin matriksinden salinmasi ve bagirsak ortamma girebilmesi, yani
biyoerisilebilirlik durumu ki bu kisim fenolik bilesiklerin salinmasi, ¢dziinmesi ve ortamla
etkilesime girmesini igerir. ikinci kistm bagirsak epiteli tarafindan emilmesi ve son asama

da sistemik dolasima dahil olarak kimyasal doniisiim geg¢irerek metabolizmaya katilmasidir

(139-144).

Fenolik bilesiklerin biyoyararlanim1 molekiil boyutu, diger fenoliklerle ya da farkl
besin bilesenleri ile etkilesimleri, aglikon ya da glikozidik formda olup olmamasi gibi birgok
i¢sel ve digsal faktorden etkilenmektedir. Kuersetin, gallik asit gibi kiiciik molekilli fenolik
bilesikler sindirim stirecinde kolaylikla emilirken, proantosiyanidinler gibi biiyiik molekiillii
fenolikler sindirim siirecinde daha kiiciikk pargalara ayrilmasi gerekmektedir (145,146).

Biyoyararlanimi etkileyen en 6nemli faktorlerden birinin, fenolik bilesiklere baglh seker
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gruplar1 oldugu diisiiniilmektedir (147,148). Ornegin kuersetin flavonoidinde oldugu gibi,
ramnoz bagl bilesiklerin emilebilmesi i¢in kalin bagirsaga kadar ulagsmasi ve burada
mikrobiyota tarafindan pargalanmasi gerekebilmektedir (149,150). Fenolik bilesikler
metabolize olurken bazi polifenoller farkl: alt formlara doniisebildigi ve ilk halinden daha
farkli biyolojik aktivite gosterebildigi tespit edilmistir (151,152). Besinlerin biyoaktif
Ogelerinin kompleks yapisi, lipofilik ve hidrofilik bilesenlerin emilim mekanizmalarindaki

farkliliklar besinlerdeki biyoyararlanimi tespit etmeyi giiclestirmektedir (153,154).

Viicut dokularma tasmnan besin Ogelerinin dokular tarafindan absorbe edilebilen
miktarimin kullanilabilir ve depolanabilir hale gelen kismina biyoyararlaniom adi
verilmektedir. Biyoyararlanim dogrudan emilim miktarina bakilarak 6l¢iilebilir, zira emilim
gerceklestikten sonra besin kaynagindan bagimsiz olarak biyolojik ortamda serbestce
kullanilabilir (155,156). Genel olarak biyoyararlanim mikro ve makro dgelerin sindirilen,
emilen, dokulara dagilan, viicut tarafindan kullanilan, depolanan miktarim1 ve
biyoaktivitesini kapsamaktadir. Fakat biyoaktivite Olgiiliirken ortaya ¢ikan zorluklar
biyoyararlanim kavramini biyoaktiviteden bagimsiz olarak sadece emilen, dolagima katilan
ve depolamada kullanilan kismi olarak degerlendirilmektedir (134). Biyoyararlanim
degerleri biiylik oranda kullanilan yonteme gore degisebildigi icin hangi yontemlerin
kullanilacagi belirlenmelidir. Biyoyararlanimi tespit etmek amaciyla kullanilan net bir analiz
yontemi bulunmamaktadir (157). Bununla birlikte ¢ogunlukla in vitro, in vivo ve Caco?2 in
vitro hiicre modeli gibi farkli etki mekanizmalari olan yontemler tercih edilmektedir. In vivo
biyoyararlanim modeli insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan uzun, ugrastirici ve maliyetli
bir yontemdir. Bu sebeple rutin kullanimi sinirhdir. Bu yOntemler arasinda en yaygin,
kullanilabilir ve diisitk maliyetli olan in vitro sindirim modelidir. Ayni1 zamanda in vivo
biyoyararlanim sonug¢larini daha uygun sartlarda ve kolay karsilastirilabilir yontemler
kullanilarak tahmin edebilmek icin ideal modeldir. Canli sindirim sisteminin simile edildigi
bu yontem hem saf hem de farkli gida bilesenleri kullanilarak ya da farkli islemlere tabi
tutulmus fenolik bilesiklerin nicel degerlendirmesini kolaylastirir. Yani sindirim sirasinda
saf fenolik bilesik ya da besinden salinan fenoliklerin doku mukozasina ulasan kisminin

biyolojik olarak kullanilabilir formu olarak tanimlanmaktadir. (158).

Canli viicudunda besinlerin biyoyararlanimin1 etkileyen bireysel farkliliklar,
mikrobiyota bilesimi, diyet igerigi, besin Ogelerinin biyoaktif bilesiklerle yaptigi
kompleksler, kiginin genetik faktorleri gibi bir¢ok etken vardir. Bu faktorler besinlerdeki
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biyoaktif bilesiklerin emilimini etkileyerek kullanimmi engellemektedir. Baz1 polifenoller
protein, lipit ya da karbonhidrat yapilariyla tutunur ve biyoaktif maddenin sindirim siirecinde
parcalanmasini Onleyerek bagirsaklara daha fazla miktarda ulasmasmi saglar. Bu ortamda
salgilanan enzimlerin yapiy1 parcalamasiyla polifenollerdeki biyoaktif meddeler kolona
salinarak canli yapiya zarar gérmeden kazandirilir (159). Protein gesidinin ve fiziksel
yapisinin polifenol igeriginin biyoyararlanimi Uizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢aligmada,
antosiyanin ve proantosiyaninlerin, gida matrisi ve bitki hiicre duvari yapisi sayesinde
korunarak bozunmadan bagirsak kanalina ulasabildigi tespit edilmistir. Kati protein
kaynaklarmin sivilara kiyasla sindirim enzimleriyle daha zor ¢dziinebilir olmas1 polifenol
bilesenin stabilitesini daha fazla koruyarak biyoyararlanimi artirdigi tespit edilmistir (160).
Protein yapisindaki aminoasitlerin de amino (-NH2) grubu ile fenolik bilesiklerin hidroksil
(-OH) grubu arasinda kurulan ¢apraz hidrojen baglarinin biyoyararlanimi olumsuz etkiledigi
tespit edilmistir (82,161). Biyoaktif bilesenleri i¢ceren gida matriksinin yapist ve bunlarin
kendi aralarinda olusturdugu kararlilik da biyoyararlanim iizerinde etkili olmaktadir. Kahve
polifenollerinin biyoyararlanimi tizerinde siit proteini ve yagmin etkisi olmazken, ¢ay
polifenollerinin protein ve yaban mersinindeki polifenollerin siit yagi eklenmesi yoluyla
antioksidan kapasitesinde dolayisiyla biyoyararlaniminda azalma meydana gelmistir. Farkli
bir calismada, kremayla beraber tiiketildiginde, midedeki gastrik bosalmay1 yavaslatarak
bagirsaga gegisi geciktirmesi sonucu cilekteki fenolik asitlerde azalma gézlemlenirken,
antosiyanin igerigini olumlu yonde etkiledigi ortaya konulmustur (162-165). Literatiirde
yapilan ¢alismalar genel olarak gastrik sindirimin biyoyararlanim {izerinde smirh etki
gosterdigi, intestinal sindirimin ise fenoliklerin par¢alanmasinda biiyiik rol oynadigini
gostermistir. Baz1 fenolik bilesiklerin farkli besin 6geleriyle yaptigi kompleksler midede
daha uzun siire kalmasini saglayarak biyoaktif bilesikler tizerinde koruyucu etki
olusturmakta ve bagirsak fazina gelene kadar mukoza tarafindan emilebilen formun stabil
kalmasini saglamaktadir (166,167). Literatiirde antosiyaninlerin in vitro sistemde bagirsak
fazinda emildigi gozlemlense de in vivo modelde gastrik sindirim fazinda dogrudan sisteme
dahil olabilmektedir. Antosiyaninlerin yalnizca %1’lik kismimin emilebilir olmas: diger
fenolik bilesiklere kiyasla daha diisiik biyoyararlanima sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Mide ve bagirsak sisteminde farkli enzim mekanizmalar1 araciligiyla emilen antosiyaninler
karacigerde metabolize olmakta, 15-60 dk icerisinde farkli dokulara niifuz ederek
biyoyararlanima katki saglamaktadirlar (13,168-170). Baz1 fenolik bilesikler de

kendilerinden ziyade alt bilesiklerinin icerdigi metabolitlerin biyoyararlanimmin daha
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yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ornegin soya fasulyesinde bulunan izoflavonlardan
genistein, deidzein ve glisitein yuksek biyoyararlanima sahip bilesiklerdir. Bu bilesiklerden
daidzeinin metaboliti olan equol, ©ncll izoflavondan daha yiiksek biyoyararlanim
gOstermektedir (171).

Diyetle sebze, meyve gibi kat1 bitkisel polifenollerin ortalama %48’inin, sivi
polifenol kaynaklarmin ise tamammin bagirsaga ulagarak biyoerisilebilir halde oldugu
bilinmektedir. Buna ragmen yalnizca %5-10’luk kisminin bagirsak epitelinden emilerek
dokularda biyoyararlanim gosterdigi tahmin edilmektedir (172). Diisiik molekiiler agirlikli
polifenoller 6zellikle aglikon formunda mide ve bagirsakta kolaylikla emilim
gostermektedir. Buna karsin glikozillenmis formlar1 mide asidine dayanikli olduklar1 icin
bagirsak mukozasina stabil bir sekilde ulasmakta ve yalnizca bazilar1 emilmektedir. Ornegin
ramnoz grubuna bagl polifenoller kolona kadar ulasmakta ve burada bulunan bagirsak
mikrobiyotasi tarafindan hidrolize edilebilmektedir (173). Besin kaynakli fenoliklerin
biyoerisilebilirligi, flavonoller hari¢ flavonoidlerin glikozillenmis formda olmasidan dolay1
Ozellikle gastrik fazda mide asidine direng gostermeleri sayesinde ylksektir. Bu sebeple
duodenuma zarar gormeden ulasabilirler. Benzer sekilde glikozit formlari duodenuma
saglam ulasan kuersetin ve daedzein gibi baz1 flavonoidler ise aglikon formunda gastrik
fazda kismen emilebildigi tespit edilmistir (174,175). Fenolik bilesiklerde aglikon formun
glikozit forma kiyasla daha kolay emildigi bilinmesine ragmen kuersetin glikozitlerinin ince
bagirsakta emilimleri daha yliksektir. Buradaki temel mekanizma olarak sodyum bagimli
glikoz tastyicist SGLT1 araciligiyla glikozitlerin -~ epitel hiicrelerine  tasindigi
diisiiniilmektedir (176-178). Insanlarla yapilan bir calismada, hafifce kizartilmis soganla
birlikte diyetle alman toplam 275 pmol flavonol glikozit (6zellikle kuersetin tlrevleri)
tiikketildikten yalnizca 30 dakika sonra, bu bilesiklerin faz II metabolitleri (glukuronid, siilfat
formlar1) seklinde dolasim sisteminde tespit edilmistir. Bu bulgu, flavonol glikozitlerin {ist
gastrointestinal sistemde parcalanarak bagirsak hiicrelerinde hizla metabolize edildigini,
ancak metabolitlerin biiylik oranda idrarla atilmasi nedeniyle biyoyararlanimlarinin sinirl

olabilecegini gostermektedir (179).

Literatiirdeki ¢alismalarin biiyiik bir kisminmn in vivo olmasi ¢alismada kullanilan
canlinin mikrobiyotasmin, kullanilan besinin formu, tiiketilen miktar ( maruz kalma siklig1,
coklu ya da tekli doz), gida matrisinin yapisi (kati, sivi, bitkisel, hayvansal formda olmasi),

molekiiler baglantilar1 (esterlesme, glikolizasyon), sindirim/emilimi etkileyen faktorler (lif,
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lesitin, misel olusumunu kolaylastiran protein gibi), bagirsakta etkili maddeler (HCI ve
cesitli enzimler, bagirsaktaki peristaltik hiz) ya da genetik yatkinliklar1 gibi ¢esitli faktorlerin
canli biyolojisi Uzerindeki etkisini de g6z Onlnde bulundurursak bize fenoliklerin
biyoyararlanimmin gercek potansiyeli hakkinda net bir bilgi vermemektedir (180). Ozellikle
antioksidan etkili madde olarak fenolik bilesiklerin biyoyararlanimini etkileyen ¢ok sayida
ekzojen ve endojen faktorler gz Oniinde bulunduruldugunda biyoyararlanimlarini tam
anlamiyla tespit edebilmek oldukga zor olmaktadir. Sekil 8’de besinlerin biyoyararlanimini
etkileyen faktorler ve Tablo 2’de insanlarda antioksidanlarin biyoyararlanimmi etkileyen

faktorler gosterilmistir.

CEVRE

METABOLIZMA

PSIKOLOJI

HANATISHI

ETKILESIM

BIYOLOJIK FONKSIYONLAR

GENETIK

Sekil 8. Besin biyoyararlanimini etkileyen faktorler (Porrini’den, 180)
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Tablo 2. insanlarda antioksidanlarin biyoyararlanimini etkileyen faktdrler (Porrini’den,

180)

Antioksidan Yapiyla Ilgili Kimyasal yap1
Tur/Form
Molekiiler baglant1
Gidalardaki konsantrasyon
Kullanilan miktar
Diger bilesiklerle etkilesim
Besin /Hazirlik Siireci ile Tlgili Gida matriksinin ozellikleri
Uygulanan teknolojik islemler
Emilimi olumlu etkileyen faktorler (yag,
protein, lesitin)
Emilimi olumsuz etkileyen faktorler (lif,
selatlayic1 faktorler)
Depolama Sdireci
Konak ile Ilgili Bozukluklar veya patolojiler
Enzim aktivitesi
Cinsiyet ve yas
Genetik
Hormonal durum
Bagirsak gecis siiresi
Mikroflora
Beslenme ve Antioksidan Durumu
Fizyolojik durum
HCI salgilanmasi
Harici Farkli ortamlara maruz kalma

Gida bulunabilirligi

Canli organizmalarin biyolojik ve fizyolojik farkliliklari, fenolik bilesiklerin
biyoyararlaniminin tam olarak belirlenmesini gliglestirebilir. Bu durum goz Oniinde

bulunduruldugunda, in vitro deneylerin antioksidan aktivite ve biyoyararlanimi belirleme
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acisindan daha kontrollii ve karsilastirilabilir sonuglar saglayabilecegi diisiiniilmektedir. in
vitro verilerden hareketle, in vivo biyoyararlanimmn ve antioksidan aktivitenin nasil
artirilabilecegi veya daha yiiksek verim elde edilebilecegi konusunda fikir edinmek
mumkuinddr. In vitro ¢aligsmalarda sindirim siireci genellikle mide ve bagirsak fazlar1 olmak
tizere iki agamada simiile edilmektedir (181). Bu asamalarda insan sindirim sistemi pepsin,
pankreatin enzimi ve safra tuzlari1 kullanilarak laboratuvar ortaminda taklit edilmektedir.

Genel bir in vitro sindirim protokolii ise asagidaki adimlar1 igermektedir:

1. Analizde kullanilacak ekstrakt veya saf fenolik bilesigin hazirlanmasi,
2. Qastrik sindirim fazinin simiilasyonu (pepsin enzimi ve diisiikk pH kullanilarak),

3. Ince bagirsak (intestinal) fazinin simiilasyonu (pankreatin enzimi ve safra tuzlari ile)

Son yillarda, in vitro sindirim modelleri, in vivo sistemlerin mikrobiyota etkisi, besin
matriksi etkilesimleri ve genetik farkliliklar gibi sinirliliklarini disarida birakarak fenolik
bilesiklerin potansiyel maksimum antioksidan aktivitesini ve biyoyararlanim diizeylerini
degerlendirmede 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Ayrica bu modeller, in vivo ¢alismalara
yonelik olarak fenolik bilesiklerin biyoerisilebilirligi, stabilitesi ve biyolojik etkilerinin 6n
degerlendirmesini yapmak agisindan da oldukga yararhdir. Ozellikle kuersetin, kafeik asit
ve gallik asit gibi fenolik bilesiklerin sindirim Oncesi ve sonrasi antioksidan aktivite
degisimlerinin karsilastirilabilir sekilde analiz edilmesi, bu yaklagimin 6nemini ortaya
koymaktadir (137,182,183). in vitro sindirim sonrast bazi fenolik bilesiklerin
biyoerisilebilirliginin arttig1 bildirilmektedir. Oregin, kabuksuz arpadan elde edilen,
¢Oziiniir ve ¢oziinmez lif iceren Oziitlerde sindirim Oncesi ve sonrasi antioksidan aktivite
degerlerinde artis gozlemlenmis; bu durum, sindirim siirecindeki alkali ve asidik ortamlarin
etkisiyle gerceklesen enzimatik reaksiyonlarin fenolik bilesiklerin salinimini artirmasiyla
iligkilendirilmistir  (184). Benzer sekilde, beyaz sarap fenoliklerinin in vitro sindirim
simiilasyonu  sonrasinda protokatekuik asit, katesin, epikatesin ve dimerik
proantosiyanidinlerin stabilitesinin artarak biyoerisilebilirliginin yiikseldigi ve bu durumun
biyoyararlanimi olumlu yonde etkileyebilecegi belirtilmistir (185). Katesinler iizerine
yapilan in vitro sindirim ¢aligmalarinda ise basit katesinlerin (C, EC) gallokatesinlere (EGC,
EGCQG) kuyasla sindirim kosullarinda daha stabil oldugu belirlenmistir. Ayrica katesinlerin
gastrik fazdaki kaybinin, bagirsak fazina gore daha diisiik oldugu ve bu sonucun in vivo
bulgularla da paralellik gdsterdigi ortaya konmustur (186). Ayni ¢alismada, sindirime tabi

tutulmayan kontrol 6rneklerinde katesin miktarindaki azalmanin daha smirlt oldugu,
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bununla birlikte pH degisimlerinin fenolik bilesiklerin stabilitesi lizerinde etkili olabilecegi
vurgulanmustir (186). Diger arastirmalar da katesinlerin midedeki asidik kosullarda
stabilitesinin korundugunu veya arttigini, buna karsin nétr ya da alkali bagirsak ortaminda
stabilitenin azaldigini gostermektedir (186). Ayrica, asiditenin katesin stabilitesi tizerindeki
etkisini inceleyen ¢aligsmalarda, sitrik asit ve C vitamininin hem gastrik hem de bagirsak
fazlarinda katesinleri oksidasyona karsi koruyarak stabilitelerini artirdigi ve bodylece
biyoyararlanimi destekledigi bulunmustur. Ozellikle C vitamininin katesinlerin hiicre disina
taginmasini saglayan efflux tasiyicilarii inhibe ederek biyoyararlanimini artirabildigi de

rapor edilmistir (187-191) .

Mahajan ve arkadaslarmin (2024) c¢alismasinda, in vitro sindirim sonrasi bitki
posasinda mide fazinda antosiyaninlerin, besin liflerine baglanmasi, asidik ortam kosullar1
ve pepsin enziminin etkisiyle stabilitesini korudugu ve bunun da antioksidan aktivitenin
yiiksek kalmasina katki sagladigi belirtilmistir. Buna karsilik bagirsak fazinda, alkali
ortamda antosiyaninlerin hidrolize ugrayarak flavilyum katyonu formuna doniistiigi;
flavonoid cesitlerinin ise pankreatin ve safra tuzlarinin etkisiyle ¢oziinerek yapisal degisime
ugradig1 ve dolayisiyla gastrik faza kiyasla antioksidan aktivitenin daha fazla azaldigi
gbzlemlenmistir (192-194). Flavonoidler in vitro ortamda yiksek antioksidan aktivite
gOsterirken, in vivo biyoyararlanimlar1 farklilik gostermektedir. Bu fark, emilim,
metabolizma ve dolasima katilma gibi biyolojik siireglerin etkisiyle ortaya cikmakta;
dolayisiyla fenolik bilesiklerin ger¢ek biyoyararlanimmnin yalnizca in vitro veya yalnizca in

Vivo verilere dayanarak degerlendirilmesinin yetersiz kalabilecegini gostermektedir (195—
197).

Uygulanan in vitro sindirim ¢alismalarinin biiyiik ¢ogunlugu meyve ve sebze sulari
veya ekstreleri ile gerceklestirilmis olup, bu matrislerde bulunan karbonhidrat, protein ve
diyet lifi gibi ¢esitli bilesenlerin hem kendi aralarindaki hem de fenolik bilesiklerle olan
etkilesimleri; ayrica fenolik bilesiklerin molekiiler yapi konfigilirasyonlari, antioksidan
aktiviteyi ve dolayisiyla biyoyararlanimi olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Bu durum, tekil bir fenolik bilesigin biyoyararlanimi hakkinda kesin ve bagimsiz bir
degerlendirme yapmay1 giiclestirmektedir (135,198). Saf fenolik standartlarla yapilan
calismalar sinirh sayida olmakla birlikte, bu tiir calismalar fenolik bilesiklerin gercek
kararliliklarinin ~ ve  biyoerisilebilirlik ~ diizeylerinin, dolayisiyla  biyoyararlanim

performanslarinin  daha dogru bir sekilde belirlenmesi agisindan biiyilk 6nem
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tasimaktadir (199). Saf fenolik bilesiklerin in vitro sindirim sonrasi stabilitesi ve antioksidan
aktivitesini inceleyen bir ¢alismada, intestinal sindirim asamasinda ¢ogu fenolik bilesigin
biyoyararlanim oraninin azaldig1 gézlemlenmistir. Buna karsin flavonon ve flavanonlarin
gastrik faz sonrasinda biyoyararlanim yiizdelerinin oral ve intestinal fazlara kiyasla daha
yiiksek oldugu belirlenmis; bu durum, gastrik fazda ortam pH’1 ve enzim etkileriyle fenolik
bilesiklerin antioksidan kapasitesi ve dolayisiyla biyoyararlanim diizeylerinin in vivo
sonuclarla daha iyi ortistigiinii gostermektedir (186,200). Sonuglar incelendiginde,
biyoyararlanim yiizdesindeki en biiyiik farkin intestinal fazda ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir.
Ozellikle bu farkin flavonol ve flavonoidlerde daha belirgin oldugu belirtilmistir (200).
Bagka bir ¢aligmada, saf iki farkli flavonoidin hem glikozit hem de aglikon formlarina in
vitro sindirim uygulandiginda, glikozit formlarinin antioksidan aktivitelerinin aglikon
formlarina kiyasla daha stabil oldugu ve sindirim siireci boyunca daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi; bunun da biyoyararlanimi dogrudan etkiledigi gézlemlenmistir (201). Saf
standart fenolikler {izerinde yapilan baska bir ¢alismada ise sindirim sonrasinda fenolik
aglikonlarm (rutin ve naringin), karsilik geldikleri diglikozit formlara (kuersetin ve
naringenin) gore daha diisiik konsantrasyonlarda ve biyoyararlanim yiizdelerinde bulundugu
belirlenmistir. Her iki formda da sindirim siireci sonrasinda hem antioksidan aktivitesinde
hem de biyoyararlanimda azalma oldugu rapor edilmistir (202). Glikozit ve aglikon formlar
arasindaki bu farkliliklarin, aglikonlarin sulu ortamda glikozlanmis formlarma kiyasla daha
diistik ¢oziiniirlikte olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (201). Ayrica, glikozit
formlarmin seker kisimlarinin sindirim ve mikrobiyal enzimler tarafindan hidrolize
edilebilecegi de belirtilmistir (203). Oral sindirimin de dahil edildigi bir ¢calismada ise kafeik
asit, rutin ve rosmarinik asitin in vitro sindirime tabi tutuldugunda, sindirim siirecinin oral
fazinda ¢ok kisa siire kalmalarindan dolayr bozunmalarinin sinirli oldugu ve polifenol
bozunumunun siiresine bagl olarak arttii, dolayisiyla bu asamada ¢ok az kayip yasandigi

rapor edilmistir (204).

Gastrik fazda ise 6nceki ¢aligmalarda da gosterildigi gibi, asidik pH ve enzim etkileri
polifenolleri kismen koruyarak bozunmay1 azaltmakta, dolayisiyla antioksidan aktivite ve
biyoyararlanim diizeylerinin daha yliksek kalmasma katkida bulunmaktadir. Ayni
calismada, onceki bulgularla uyumlu sekilde, rutin, kafeik asit ve rosmarinik asit i¢in
intestinal fazda belirgin bir diisiis gozlemlenmis ve bu bilesikler sirasiyla yalnizca %37, %8
ve %27 oraninda geri kazanim saglamistir (204—208). Fenolik bilesiklerin genel olarak alkali

kosullara hassas oldugu bilinmekle birlikte, bazi ¢alismalarda in vitro sindirim sonrasi
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rosmarinik asit (209) , katesin ve saf kuersetin (136), ellajik asit (210) ve ferulik asit (211)
gibi bilesiklerin stabilitesinin tahmin edilenden daha yiiksek oldugu da rapor edilmistir.
Ayrica, aynm saf bilesigin farkli caligmalar ve protokoller sonucunda farkli geri kazanim
oranlar1 sergiledigi de belirlenmistir. Ornegin, intestinal faz sonrasinda rutin bazi sindirim
kosullarinda yalnizca %3’lik bir kayip gosterirken, diger kosullarda neredeyse tamamen
kaybolabilmektedir (181,208). Benzer sekilde klorojenik asitte %44’ten %95.7’ye kadar,
kuersetinde ise %5.8’den neredeyse tamamen kayba kadar degisen oranlar rapor edilmistir
(208,212,213). Bu tiir farkliliklar, saf bilesikler kullanilarak yapilan in vitro sindirim
protokollerinin  de§isken  sonuglar  verebildigini  ve  sonuglarm  dogrudan

karsilastirilabilirligini smirladigini gostermektedir (214).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Standart Maddeler

Deneylerde kullanilan saf standart maddelerin satin alindig1 firmalar Tablo 3’te

gosterilmistir.

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan maddelerin satin alindig1 firmalar

Maddeler ve Satin Alinan Firma
Kuersetin (BLD Pharma, Cat. No: BD30401, Shanghai, China; 2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one)

p-Hidroksibenzoik asit (BLD Pharma, Cat. No: BD97870, Shanghai, China; 4-

Hydroxybenzoic acid, 98%)
Protokatekuik asit (BLD Pharma, Cat. No: BD4712, Shanghai, China; 3,4-
Dihydroxybenzoic acid, 98%)

Vanilik asit (BLD Pharma, Cat. No: BD6409, Shanghai, China; 4-Hydroxy-3-
methoxybenzoic acid, 98%)

trans-Sinnamik asit (BLD Pharma, Cat. No: BD154871, Shanghai, China; (2E)-

2-Phenyl-2-propenoic acid, 98%)

Mirisetin (BLD Pharma, Cat. No: BD140581, Shanghai, China; 3,5,7-
Trihydroxy-2-(3,4,5-trihnydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one, 98%)
Kafeik asit (Macklin, Cat. No: C804975, Shanghai, China; Caffeic acid, 98%)
Pankreatin (Sigma-Aldrich, Cat. No: P1750, St. Louis, MO, USA)

Safra tuzzu (Sigma-Aldrich, Cat. No: B8631, St. Louis, MO, USA)
Pepsin (Sigma-Aldrich, Cat. No: P7000, St. Louis, MO, USA)
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3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlarin marka ve modelleri Tablo 4’ te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar marka ve modelleri

Cihaz ve Marka/Model
UV-Visible spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
pH metre (Hanna Instruments, H12020-02 Edge®, Woonsocket, RI, USA)
Calkalamali inkiibator (Mikrotest, MCI-55, Tirkiye)
Vorteks karistirict (Weightlab Instruments, WN-2800, China)
Ultra saf su sistemi (Merck Millipore, Direct-Q 3 UV, Darmstadt, Germany)
Isiticih manyetik karistiric: (Heidolph, MR 3001, Schwabach, Germany)
HPLC sistemi (Shimadzu, LC-20AT, Kyoto, Japan)

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanig1 Tablo 5’te 6zetlenmistir (158, 219, 234).
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Tablo 5. Antioksidan aktivite tayini ve in vitro sindirim modelinde kullanilan ¢6zeltiler

Cozeltiler Hazirlamisi
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi Tayini
DPPH ¢ozeltisi (60 puM) 4 mg DPPH 100 ml %80’lik metanolde

¢Ozundurulmiistiir. Daha sonra DPPH
¢Ozeltisinin absorbansi kontrol edilerek
(yaklasik 2,5 nm dalga boyu) %80°1ik
metanol ile absorbansi 0,7 nm’ye
ayarlanmistir.
Demir (I11) indirgeme antioksidan guici (FRAP)
FRAP Reaktifi Asetat tamponu (300 mM, pH 3,6), 10 mM
TPTZ, 20 mM FeCls sirasiyla 10:1:1
oraninda olacak sekilde karistirilmis ve
taze olarak hazirlanmistir. Cozelti
karanlikta muhafaza edilmistir.
Asetat tamponu (pH 3,6, 300 mM) 0,775 g CH3COONa.3H20 ve 4 mL
glasiyel asetik asit saf su ile 250 mL’ye
tamamlanmaistir.
30 UM TPTZ Fe 7,8083 mg TPTZ 2,5 mL 40 mM HCI
igerisinde ¢oziindiirilmiistiir.
20 mM Fe Clz.6H20 540,66 mg FeCls6H20 distile su ile 100
mL’ye tamamlanmaistir.
40 mM HCI Saf su tlizerine 340 pL HCI (%37°1ik) ilave
edilmis ve hacim 100 mL’ye
tamamlanmuistir.
1000 uM Troloks 25,31 mg Troloks etanolle 100 mL’ye
tamamlanmustir.
In Vitro Sindirim Metodu
1 M NaHCOs3 8,4007 g NaHCO3 saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.
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3.4. Standartlarin Hazirlanmasi ve Kullanilan Antioksidan Tayin Yoéntemleri

Bu ¢alismada 6rneklerin (gallik asit, vanilik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit, kafeik asit, t-sinnamik asit, kuersetin ve mirisetin) sindirilebilirlik/biyoerisilebilirlik
Ozelliklerinin belirlenmesi igin in vitro sindirim similasyonu Ozkan vd. (2022a) ve Sessa
vd. (2011) tarafindan verilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. 10 mg 6rnek dncelikle
1 mL DMSO ile homojenize edilmistir. Her bir saf standart c¢tzeltinin gastrointestinal
sindirim 6ncesi demir (111) indirgeme antioksidan giicii (FRAP) ile antioksidan tayini ve
DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi tayini spektrofotometrik
yontemler kullanilarak belirlendi. Ardindan standart ¢ozeltilerine in vitro mide ve bagirsak
sindirim similasyonu uygulandi. Tum standart polifenollerin biyoerisilebilirligi in vitro
gastrointestinal sindirimden sonra belirlendi. 7n vitro sindirim sonras1 elde edilen
stipernatantlara demir (I11) indirgeme antioksidan giicii (FRAP) ile antioksidan tayini ve
DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi tayini yapildi. Sindirim
stirecinin antioksidan aktiviteye etkisi sindirim Oncesiyle kiyaslanarak antioksidan
aktivitenin sindirimden ne derece etkilendigi incelendi. Bunlara ek olarak, sindirim sonrasi
elde edilen siipernatantlarin fenolik profili, fenolik doniistimleri ve fenolik bilesik
miktarindaki artig/azalis ya da farkli bir fenolik bilesene doniisiimiiniin olup olmadig1 RP-

HPLC-PDA kullanilarak incelendi.
3.4.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Giderme Aktivitesi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi tayininde sentetik
olarak satin aliman DPPH’1in metanolik ¢ozeltisi hazirlandi. Fenolikler DPPH radikali ile
tepkimeye girerek koyu mor rengi sar1 renge doniistiiriir. Antioksidan aktivite ne kadar
fazlaysa fenolikler DPPH radikalini o kadar stiplrerek rengi sariya doniistiiriir. Antioksidan
aktivite arttikca renk o kadar acgilir. 1 mM Troloks kullanilarak hazirlanan standart
kalibrasyon 6lgiisii olusturuldu. DMSO ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
standart ¢ozeltileri elde edildi ve metanolik DPPH ile karistirilarak 30 dakika sureyle
karanlikta inkiibe edildi, ardindan 517 nm’de absorbanslar okundu. Kontrol ¢ozelti 50 pL
ornek c¢ozucusti (DMSO) ve 2,4 mL DPPH Kkaristirilarak hazirlandi. Konsantrasyon-
absorbans grafigi ¢izilerek bitin Orneklerin SCso degeri yani DPPH radikalinin
miktarin/absorbansini yariya indirmek i¢in gerekli numune konsantrasyonu hesaplandi
(215). Bu islem hem saf fenolik asit ¢6zeltilerine in vitro sindirim dncesi ve sonrasi ayr1 ayr1

uygulandi. Boylece antioksidan aktivitede meydana gelen degisim incelendi.
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Tablo 6. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi analiz proseduru

Numune Kor (DMSO) Standart
Fenolik standart 50 pL - -
DMSO - 50 pL -
Troloks (%80 - - 50 pL
metanol)
DPPH (60 pM) 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL

Tupler vortekslenir ve 37 °C’de karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans okunur.

3.4.2. Demir (III) indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

Bu yontem, Fe(lll)-TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) kompleksinin sulu cozeltiye
antioksidan 0Ozellikte bir maddenin eklenmesiyle mavi renkli Fe(Il)-TPTZ formuna
indirgenmesi esasmna dayanmaktadir. Hazirlanan bu kompleks koyu mavi renktedir ve
maksimum absorbanst 593 nm’de Olgiilmektedir. FRAP reaktifi, 300 mM pH 3,6 asetat
tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl-6H:O c¢ozeltilerinin 10:1:1 oraninda
karistirilmasiyla taze olarak hazirlandi. Sonuglarin karsilastirilabilmesi igin Troloks
antioksidan standardi bes farkli konsantrasyonda (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5
uM) hazirland1 (216,217). Sindirim uygulanmis ve uygulanmamis saf fenolik bilesiklerden
her biri ti¢ paralel halinde hazirlanarak, 50 ul 6rnek ve 1,5 ml FRAP reaktifi olacak sekilde
tiplere eklenip vorteksle homojenize edildi. Ayn1 sekilde, kor ¢ozelti olarak 50 pL ¢dzlici
(DMSO) ve 1,5 ml FRAP reaktifi igeren tiipler de hazirland1. Ornekler 37 °C’de karanlik
ortamda 4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim &rneklerin absorbans1 593
nm’de spektrofotometre ile dl¢lldi. Analiz metodunda yer alan pipetlemeler Tablo 7°de

detaylandirilmistir.
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Tablo 7. Demir (I11) indirgeme antioksidan guct (FRAP) analiz prosedirt

Numune Kor (DMSO) Standart
Fenolik standart 50 pL - -
DMSO - 50 pL -
Troloks - - 50 pL
FRAP reaktifi 1,5mL 1,5mL 1,5mL

Tupler vortekslenir ve 37 °C’de karanlikta 4 dakika bekletildikten sonra 593 nm’de absorbans okunur.

3.5. In Vitro Sindirim Metodu

Bu ¢alismada 6rneklerin (gallik asit, vanilik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit, kafeik asit, t-sinnamik asit, kuersetin ve mirisetin) sindirilebilirlik/biyoerisilebilirlik
ozelliklerinin belirlenmesi igin in vitro sindirim simulasyonu Ozkan vd. (2022a) ve Sessa
vd. (2011) tarafindan verilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. 10 mg 6rnek 1 mL

DMSO ile homojenize edilmistir.

Hazirlanan saf fenolik ¢ozeltileri baslangi¢ olarak 37 °C’de 15 dakika boyunca
inkiibatorde 100 rpm’de calkalandi. Sindirim uygulanacak ornekler nisasta icermediginden
dolay1r a-amilaz igeren oral faz asamasi kullanilmadi. Gastrik sindirime uygun ortami
ayarlamak icin 1 M HCI kullanilarak pH 2 ye ayarlandi. Ardindan pepsin enzimi son
konsantrasyon 1,3 mg/ml olacak sekilde eklendi. Hazirlanan karigim midede gegirdigi siireyi
simiile etmek i¢in inkiibatdrde 37 °C’de 2 saat boyunca 100 rpm’de ¢alkalandi. Gastrik fazin
ardindan bagirsak fazini simiile etmek icin inkiibatorden alinan 6rnekler 1 M NaHCOs3
kullanilarak pH degerleri 5,8 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra son konsantrasyonlari
sirastyla 0,175 mg/mL ve 1,1 mg/mL olacak sekilde 2,5 mL pankreatin enzimi ve safra tuzu
karigimi pH 5,8 e ayarlanmus sindirim ortamina eklendi. Ardindan pH 1 M NaHCOs ile 6,5°¢
ayarland1 ve hazirlanan karigim inkiibatérde 37 °C’de 2 saat boyunca 100 rpm’de ¢alkalandi.
Hemen ardindan enzimatik reaksiyonlarin devam etmemesi i¢in santrifllj edilinceye kadar
buz Uzerinde bekletildi. Coziiniir veya biyoerisilebilir fraksiyonu ve kalint1 fraksiyonunu
ayrrmak icin +4 °C’de 30 dakika boyunca 10 000 rpm’de santriflij edildi. Son olarak daha

sonradan antioksidan analizleri yapilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi (218).
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3.6. RP-HPLC-PDA ile Fenolik Madde Profilinin Belirlenmesi

In vitro sindirim uygulanan fenolik standart ¢Ozeltilerin kantitatif analizi icin RP-
HPLC-PDA kullanilmistir. In vitro sindirim prosesine tabi tutulan o6rneklere ait
stipernatantlarin fenolik bilesen profilinin tespiti i¢cin pH 2’ye ayarlandi. Daha sonra dietil
eter ve etil asetatla ekstrakte edildi ve organik faz darasi alinmigs balonda toplanarak
evaporatdrde ¢Oziici uzaklastirildi. Kalinti 2 mL metanolle ¢oziindiiriilerek 0,45 pm
capmdaki filtreden gecirildi. RP-HPLC-PDA analizi Shimadzu LC 20AT HPLC cihazi ile
C18 kolon (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilarak yapilmistir. Mobil faz asetonitril, ultra
saf su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi

20 pL’ye, akis hizi 1 mL/dk’ya ve kolon sicakligi 30 °C’ye ayarlanmustir (219).

Tespit islemi, PDA (Photodiode Array Detector) kullanilarak 8 fenolik standart icin (gallik
asit, protokatekuik asit, vanilik asit, kuersetin, kafeik asit, p-hidroksibenzoik asit, t-sinnamik
asit, mirisetin) 4 farkli dalga boyunda (250, 280, 320, 360) ger¢eklestirilmistir.

Fenolik bilesiklerin biyoerisilebilirlikleri, fenolik bilesiklerin sindirim &dncesi ve
sonrasi karsilastirilarak hesaplanmistir. Boylece sindirim siirecinin fenolik bilesiklerin

stabilitesi ve biyoerisilebilirligi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Orneklerin biyoerisilebilirlik indekslerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.
B1y06r1$lleblhrhk (%) = (BCsindirim sonra51/ BCba§]ang1g) X lOO

BCindirim sonrasi: 1N Vvitro sindirim sonucunda elde edilen supernatantta tespit edilen

miktar/aktivite

BChaslangic: Sindirim dncesinde tespit edilen miktar/aktivite

3.7. Istatistiksel Analizler

Tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonucglarmn istatistiksel analizi, SPSS 22.0
stiriimii kullanilarak Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncan ¢oklu karsilastirma
testi kullanilarak %35 anlamlilik diizeyinde (p<0.05) analiz edildi. Ornekler arasindaki fark
istatistiksel olarak karsilastirildi.

Ayrica, yontemler arasindaki iliskileri incelemek amaciyla temel regresyon analizi

yapilmig ve istatistiksel olarak anlamli iliskiler belirlenmistir (p<0.05).
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4. BULGULAR

Tez calismasit kapsaminda Oncelikle 8 farkli saf fenolik bilesigin; gallik asit,
protokatekuik asit, vanilik asit ve p-OH benzoik asit benzoik asit tiirevi; kafeik asit ve t-
sinnamik asit sinnamik asit tiirevi; kuersetin ve mirisetin ise flavonol yapisindaki bilegiklerin
baslangi¢ antioksidan aktiviteleri belirlendi. Bu asamay1 takiben biitiin saf fenolik bilesiklere
in vitro sindirim yontemi uygulanarak antioksidan aktivitelerine bakilmak igin yeniden

analiz edildi.
4.1. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Aktivitesi

4.1.1. GI Sindirim Oncesi ve Sonrasi DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali
Giderme Aktivitesi

Antioksidan aktivite, baslangi¢ saf standart fenoliklerinde DPPH yontemi kullanilarak
belirlenmistir. DPPH i¢in standart kalibrasyon egrisi 1000 mM Troloks kullanilarak
hazirlandi. Sonuglar, mmol Troloks/g standart cinsinden ifade edildi. Standart kalibrasyon

egrisi Sekil 9° da verilmistir.
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Sekil 9. DPPH Standart Troloks Grafigi

Baslangig saf fenolik standart 6rneklerinin DPPH giderme aktivitesi 6l¢uldi. DPPH

yontemiyle belirlenen radikal giderme aktiviteleri mmol Troloks esdegeri/g cinsinden
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hesaplanmis ve Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0.05)
(220).

Tablo 8. Sindirim dncesi ve sonrast DPPH sonuglari

) Baslangic Sindirim Sonrasi
Ornek

(mmol Troloks/g) (mmol Troloks/g)
t-sinnamik asit 0,41+0,01%® 0,34+0,02°4
Vanilik asit 2,51+0,14 7B 1,13+0,06**
Protokatekuik asit 3,49+0,329A 8,79+0,448
p-OH benzoik asit 0,42+0,02%® 0,05+0,004
Kafeik asit 2,12+0,08°A 6,90+0,33%
Kuersetin 14,38+1,12" 44,68+2,64%
Mirisetin 5,48+0,60°A 14,10+1,51°8
Gallik asit 3,14+0,06%A 8,49+0,25

a-f: Ayni siitunda yer alan farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi simgelemektedir
(p<0,05)
A-B: Ayni satirda yer alan farkl biiyiik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 simgelemektedir
(p<0,05)

Calismada yer alan sekiz farkli fenolik bilesigin sindirim 6ncesi ve sonrast DPPH
serbest radikal giderme kapasiteleri belirlenmis ve sonuglar Troloks esdegeri (mmol
Troloks/g) cinsinden ifade edilmistir (Tablo 8). Flavonoid grubu bilesikler arasinda yer alan
kuersetin (14,38+1,12 mmol Troloks/g), mirisetine (5,48+0,60 mmol Troloks/g) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yliksek DPPH radikal giderme kapasitesi
sergilemistir. Kafeik asit (2,12+0,08 mmol Troloks/g) ve protokatekuik asit (3,49+0,32
mmol Troloks/g), benzer sekilde DPPH yontemiyle Olglilen antioksidan kapasiteleri
acisindan vanilik asit (2,51+£0,14 mmol Troloks/g), gallik asit (3,14+0,06 mmol Troloks/g)
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ve mirisetin gibi baz1 bilesiklerden anlamli sekilde ayrilmistir. Ote yandan, p-OH benzoik
asit (0,42+0,02 mmol Troloks/g) ve t-sinnamik asit (0,41+0,01 mmol Troloks/g), en diisiikk
antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesikler olarak belirlenmistir ve istatistiksel olarak

aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

p-OH benzoik asit fenolik asitler icerisinde en diisiik antioksidan aktiviteyi
gostermistir. Ayni zamanda t-sinnamik asitte p-OH benzoik asit ile yaklasik olarak benzer

bir antioksidan aktivite gostermistir.

DPPH radikal giderme testine gore antioksidan kapasitesi bakimindan 6rnekler en
yiiksekten en diisiige su sekilde siralanmaktadir: Kuersetin > mirisetin > protokatekuik asit

> gallik asit > vanilik asit > t-sinnamik asit ~ p-OH benzoik asit.

Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari, incelenen sekiz farkli fenolik bilesigin
sindirim Oncesi antioksidan kapasiteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
oldugunu gostermistir (p<0,05). Duncan c¢oklu karsilagtirma testi sonuglarina gore,
kuersetin, calismadaki en yiliksek antioksidan kapasiteye sahip fenolik bilesik olarak

belirlenmis ve diger tiim bilesiklerden anlaml1 diizeyde farklilik géstermistir.

Sindirim sonrasi fenolik bilesiklerin DPPH radikal giderme kapasiteleri arasinda tek
yonlii varyans analizi (ANOV A) sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu
ortaya koyulmustur (p<0,05). Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile yapilan analizde, kuersetin
sindirim sonras1 en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesik olarak belirlenmis ve diger
tim bilesiklerden anlamli diizeyde farklilik gostermistir (44,68+2,64 mmol Troloks/g).
Kuersetini takiben, mirisetin (14,10+1,51 mmol Troloks/g), protokatekuik asit (8,79+0,44
mmol Troloks/g), gallik asit (8,49+0,25 mmol Troloks/g) ve kafeik asit (6,90+0,33 mmol
Troloks/g) sirasiyla sindirim sonrasi antioksidan aktivitesi anlaml diizeyde yiikselirken
diger bilesiklere kiyasla en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir.  Ozellikle,
protokatekuik asit ve gallik asit gibi hidroksibenzoik asit tiirevleri, sindirim sonrasi
antioksidan kapasitelerinde anlamli artiglar gostermistir. Buna karsilik, p-OH benzoik asit
(0,05+0,00 mmol Troloks/g), t-sinnamik asit (0,34+0,02 mmol Troloks/g) ve vanilik asit
(1,13+0,06 mmol Troloks/g), sindirim sonrasi antioksidan aktivitesi diiserken, sindirim
sonrast DPPH aktivitesi diger bilesiklere kiyasla daha diisiik bulunmustur; 6zellikle p-OH
benzoik asit ve t-sinnamik asit grubu, aralarinda anlamli farklilik gostermeksizin en zayif

antioksidan kapasiteyi sergilemistir.
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Sindirim sonrasi FRAP yontemi ile elde edilen antioksidan kapasite degerleri,
incelenen fenolik bilesikler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu
gostermistir (p<0,05). Tek yonli varyans analizi (ANOVA) sonuglarina gore, fenolik
ornekler arasinda antioksidan kapasite yoniinden anlamli farklilik gézlemlenmis ve Duncan

coklu karsilastirma testi ile bu farkliliklar detaylandirilmagtir.

Duncan testi sonucuna gore, sindirim sonrasi kuersetin, tim fenolik bilesikler
arasinda en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ornek olarak belirlenmistir (32,87+0,42
mmol Trolox/g). Kuersetini takiben kafeik asit (23,58+0,21 mmol Trolox/g) ve
protokatekuik asitte (17,24+0,88 mmol Trolox/g) yuksek antioksidan kapasite gostermistir.
Bu bilesiklerin her biri, istatistiksel olarak birbirinden anlamli sekilde farkli sonuglar
vermistir. Gallik asit, sindirim sonras1 12,72+0,95 mmol Trolox/g ve mirisetin 10,59+0,36
mmol Trolox/g ile birlikte istatistiksel olarak orta diizeyde antioksidan kapasite gostermistir.
Vanilik asit, sindirim sonrasi 3,64+0,08 mmol Trolox/g degeri ile daha diisiik antioksidan
kapasite gostermistir. Sonu¢ olarak sindirim Oncesi Olgiime gore anlamli bir azalma
gostermistir (p<0,05). t-sinnamik asit (1,19+0,22 mmol Trolox/g) ve p-OH benzoik asit
(0,77£0,02 mmol Trolox/g), diger fenolik bilesiklere kiyasla en diisiik antioksidan
kapasiteye sahip ornekler olmus ve her iki bilesigin de aralarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 ortaya konmustur (p>0,05).

Sonu¢ olarak, sindirim sonrasi fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri
karsilastirildiginda, flavonoid yapisindaki kuersetin ve mirisetin ile birlikte gallik, kafeik ve
protokatekuik asitlerin, diger bilesiklere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu durum, sindirim sonrasi antioksidan

kapasitede bilesik yapisina bagl degisimlerin 6nemli oldugunu gostermektedir.
4.1.2. GI Sindirim Oncesi ve Sonras1 Demir (111) indirgeme antioksidan gtici (FRAP)

Antioksidan aktivite, baglangi¢ saf standart fenolik 6rneklerinde FRAP Demir (111)

indirgeme antioksidan giicii yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 10. FRAP Standart Troloks Grafigi

Analizlerde Troloks/g standart cinsinden hazirlanarak kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve sonuglar mmol Troloks esdegeri/g standart cinsinden ifade edilmistir

(221). Standart kalibrasyon egrisi Sekil 10 ’da verilmistir.

Butun saf fenolik standartlar i¢cin sindirim 6ncesi ve sonrast FRAP sonuglar1 Tablo 9’da

verilmistir.

Tablo 9. Sindirim 6ncesi ve sonrasi FRAP sonuglari

Ornek Baslangi¢c (mmol Sindirim sonrasi

Troloks/g) (mmol Troloks/g)
Kafeik asit 11,97+0,87™ 23,58+0,21™®
Kuersetin 10,60+0,19%4 32,87+0,42%
p-OH benzoik asit 1,10+0,02%8 0,77+0,02%
t-sinnamik asit 1,20+0,12% 1,19+0,22A
Vanilik asit 6,000,018 3,64+0,08"*
Protokatekuik asit 11,97+0,14™ 17,24+0,88%
Mirisetin 7,76+0,16%* 10,59+0,36°8
Gallik asit 8,93+0,48% 12,72+0,95%

a-f: Ayni siitunda yer alan farkl kiigiik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 simgelemektedir (p<0,05)

A-B: Ayni satirda yer alan farkli biiylik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 simgelemektedir (p<<0,05)
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Tablodaki verilere gore saf standart fenolik bilesiklerin sindirim Oncesi indirgeme
kapasiteleri anlamli farklilik gostermistir (p<0.05). Tek yonli varyans analizi (ANOVA)
sonuglarina gore, fenolik bilesikler arasinda antioksidan kapasiteleri agisindan anlamli
farklar bulunmustur. (p<0.05). Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari, kafeik asit ve
protokatekuik asidin baglangicta en yiiksek FRAP degerine sahip grupta yer aldigini

gostermistir.

Duncan post hoc testi sonuglarina gore, kafeik asit (11,97+0,87 mmol Troloks/g) ve
protokatekuik asit (11,97+0,14 mmol Troloks/g), ferrik iyonu indirgeme kapasitesi
bakimindan istatistiksel olarak benzer diizeyde en yiiksek degerlere sahip bilesikler olarak
belirlenmistir. Bu iki bilesigi sirasiyla gallik asit (8,93+£0,48 mmol Troloks/g), mirisetin
(7,76+0,16 mmol Troloks/g) ve kuersetin (10,60£0,19 mmol Troloks/g) takip etmistir. En
yiiksek FRAP degerleri fenolik asit grubundan kafeik asit (11,97 mmol Troloks/g) ve
protokatekuik asitte (11,97 mmol Troloks/g) flavonol grubundan ise kuersetinde (10,60
mmol Troloks/g) 6l¢iilmiis ve bu bilesiklerin antioksidan kapasitesinin mirisetin (7,76 mmol
Troloks/g) ve gallik asitten (8,93 mmol Troloks/q) istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Mirisetin (7,76 mmol Troloks/g) ise orta seviyede bir aktivite gostermistir.
Basit fenolik asitler arasinda p-OH benzoik asit (1,10 mmol Troloks/g) ve t-sinnamik asit
(1,20 mmol Troloks/g) en diisiik antioksidan aktiviteye sahip bilesikler olarak bulunmustur.

Vanilik asit (6,00 mmol Troloks/g) ise orta diizeyde bir kapasite sergilemistir.

Sonu¢ olarak, ¢alismada kullanilan saf standart fenolikler arasinda antioksidan
kapasitesi bakimindan genel siralamanin kafeik asit =~ protokatekuik asit > kuersetin > gallik
asit > mirisetin > vanilik asit > t-sinnamik asit =~ p-OH benzoik asit seklinde oldugu

belirlenmistir.

Sindirim sonrast FRAP yontemi ile elde edilen antioksidan kapasite degerleri,
incelenen fenolik bilesikler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu
gostermistir (p<0,05). Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglarma gore, fenolik
ornekler arasinda antioksidan kapasite yoniinden anlamli farklilik gézlemlenmis ve Duncan

coklu karsilastirma testi ile bu farkliliklar detaylandirilmistir

Duncan testi sonucuna gore, sindirim sonrasi kuersetin, tiim fenolik bilesikler arasinda
en yiliksek antioksidan kapasiteye sahip Ornek olarak belirlenmistir (32,87+0,42 mmol
Troloks/g). Kuersetini takiben kafeik asit (23,58+0,21 mmol Troloks/g) ve protokatekuik
asit (17,24+0,88 mmol Troloks/g) de yiiksek antioksidan kapasite gostermistir. Bu
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bilesiklerin her biri, istatistiksel olarak birbirinden anlamli sekilde farkli gruplarda yer
almistir. Gallik asit, sindirim sonrast 12.72+0.95 mmol Troloks/g degeriyle orta diizeyde
antioksidan kapasite gostermistir. Bu degeriyle mirisetin (10.59+£0.36 mmol Troloks/g) ile
benzer bir antioksidan etki ortaya koymustur. Vanilik asit, sindirim sonras1 3.64+0.08 mmol
Troloks/g degeriyle daha diisiik bir antioksidan kapasite gostermistir. Bu deger, sindirim
oncesi Olgiimle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermektedir
(p<0.05). t-sinnamik asit (1.19£0.22 mmol Troloks/g) ve p-OH benzoik asit (0.77+0.02
mmol Troloks/g), calismada degerlendirilen fenolik bilesikler arasinda en diisiik antioksidan
kapasiteye sahip ornekler olmustur. Bu iki bilesik arasinda ise istatistiksel olarak anlaml1 bir

fark saptanmamistir (p>0.05).

Sonu¢ olarak sindirim sonrasi1 fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri
karsilastirildiginda, flavonoid yapisindaki kuersetin ve mirisetin ile birlikte gallik, kafeik ve
protokatekuik asitlerin, diger bilesiklere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha ytliksek

antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Fenolik bilesiklerin in vitro sindirim oncesi ve sonrasi antioksidan kapasiteleri FRAP
yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, sindirimin fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellikleri tizerinde 6nemli etkiler yarattigini gostermektedir. Tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonuglarma gore, sindirim oncesi ve

sonrasi Ol¢iilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (p <

0.05).

Sindirim sonras1 6l¢iilen FRAP degerlerinde genel bir artis egilimi gézlenmistir. En
dikkat ¢ekici artis, kuersetin Orneginde goézlenmis olup baslangigta 10.60£0.19 mmol
Troloks/g olan deger, sindirim sonras1 32.87+0.42 mmol Troloks/g seviyesine ulagsmistir. Bu
artig istatistiksel olarak anlamhdir ve kuersetinin sindirim sonrasi biyoyararlanimmin
oldukca yiiksek oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, kafeik asit ve protokatekuik asit
de sindirim sonrasi anlamli diizeyde daha yliksek FRAP degerlerine ulagsmistir. Kafeik asidin
baslangigta 11.97+0.87 mmol Troloks/g olan degeri, sindirim sonrasi 23.58+0.21 mmol
Troloks/g’ye yiikselmistir. Ayni sekilde, protokatekuik asidin degeri 11.97+0.14 mmol
Troloks/g’den 17.24+0.88 mmol Troloks/g’ye ¢ikmugtir. Gallik asit ve mirisetin
orneklerinde de sindirim sonrasi degerlerde artis gézlenmistir. Gallik asit 8.93+0.48 mmol
Troloks/g’den 12.72+0.95 mmol Troloks/g’ye, mirisetin ise 7.76+0.16 mmol Troloks/g’den
10.59+0.36 mmol Troloks/g’ye yiikselmistir. Bu artiglar da istatistiksel olarak anlamlidir (p

40



< 0.05). Vanilik asit 6rneginde ise sindirim sonrast FRAP degerinde anlamli bir azalma
gozlenmistir. Baglangigta 6.00£0.01 mmol Troloks/g olan deger, sindirim sonrasinda
3.64+0.08 mmol Troloks/g seviyesine diigmiistiir. Bu durum, vanilik asidin sindirim
sirasinda yapisal olarak pargalanabilecegini veya antioksidan formunu kaybedebilecegini
diistindiirmektedir. Daha diisiik baslangi¢ degerlerine sahip olan p-OH benzoik asit ve t-
sinnamik asitte ise belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. t-sinnamik asidin degeri 1.20+0.12
mmol Troloks/g’den 1.19+0.22 mmol Troloks/g’ye diiserken, p-OH benzoik asitte bu diisiis
1.10£0.02 mmol Troloks/g’den 0.77£0.02 mmol Troloks/g’ye olmustur. Bu bilesiklerdeki
fark istatistiksel olarak anlamli olsa da degisim miktar1 smirli kalmis ve genel antioksidan

etkide diisiik bir seviyede kalimmustir.

Sonug olarak, sindirim siireci bir¢ok fenolik bilesigin indirgeme giiciinii artirirken, bazi
bilesiklerde ise kayiplara neden oldugu goriilmiistiir. Kuersetin, kafeik asit, protokatekuik
asit ve gallik asit, sindirim sonrasi antioksidan kapasitelerinde gozlenen anlamli artis ile
yiiksek biyoerisilebilirlik gostermistir. Bu bulgu, s6z konusu bilesiklerin sindirim siireci
sonunda daha aktif formda bulunabilecegini ve potansiyel biyoyararlanimlarinin yiiksek
olabilecegini gostermektedir. Bu yoniiyle, sindirim sonrasi bu fenolik bilesiklerin viicutta

daha etkili antioksidan etki gdsterebilecegi diistiniilmektedir.

4.1.3. GI Sindiriminden Sonra Fenolik Bilesiklerin Biyoyararlaniminin HPLC-PDA ile

Degerlendirilmesi

Sindirim sonrasi1 yapilan HPLC analizleri sonucunda, her bir fenolik bilesigin %

biyoerisilebilirlik degerleri hesaplanmustir (Sekil 11).
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Sekil 11. Sindirim sonrasi fenolik bilesikler i¢in HPLC ile elde edilen kromotogramlar (a.
Kuersetin, b. Vanilik asit, c. Protokatekuik asit, d. Gallik asit, e. Mirisetin, f. p-OH benzoik

asit, g. T-sinnamik asit, h. Kafeik asit)

Fenolik bilesiklerin sindirim sonrast tespit edilen konsantrasyonlarinim ve hesaplanan
% biyoerisilebilirlik degerlerinin énemli farkliliklar gosterdigi gozlenmistir. Ornegin t-
sinnamik asit, %98.56 gibi en yiiksek % biyoerisilebilirlik oraniyla dikkat gekmekte olup ve

sindirim protokolii sonunda baslangica yakin miktarlarda tespit edilebilmistir. Buna karsin
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kafeik asit sindirim sonrasi yalnizca %3.73’liik bir biyoerisilebilirlik orani sergilemistir.

Kuersetin ise sindirim sonrasi %20.12 biyoerisilebilirlige ulagsmistir.

Sindirim sonrast HPLC sonuglarina gére, p-OH benzoik asit miktar1 biiyiik oranda
korunurken (0.5051 g/g), ayn1 zamanda numunede diisiik miktarda protokatekuik asite de
(0.0363 g/g) rastlanmistir. Vanilik asit %24.03’lik biyoerisilebilirlik orani ile sindirim
sonrasi miktarinda belirgin bir diisiis sergilemistir. Gallik asit %13.98°1lik biyoerisilebilirlik

orantyla sindirim sonrasi en fazla kayba ugrayan bilesiklerden biri olmustur.

In vitro sindirim sonrast HPLC kromatograminda mirisetinin standart retansiyon
stiresinde net bir pik gézlemlenmemis, ancak yaklasik 3—4 dakika sonra mirisetine benzer
bir primer pik tespit edilmistir. Mirisetinin sindirim sonrasi analizde <LOQ smirmin altinda

kaldigi i¢in teorik biyoerisilebilirligi % O olarak kabul edilmistir.

Tablo 10. Fenolik bilesiklerin in vitro sindirim sonrasi % biyoerisilebilirlik oranlar1

Fenolik Bilesikler % Biyoerisilebilirlik
Protokatekuik asit 44.06
Kuersetin 20.12
Vanilik asit 24.03
Kafeik asit 3.73
p-OH benzoik asit 50.51
Gallik asit 13.98
t-sinnamik asit 98.56

Mirisetin *

*Mirisetin sindirim sonrasi tespit edilememistir (SLOQ).

Calismada incelenen fenolik bilesiklerin in vitro sindirim sonrasi %biyoerisilebilirlik

oranlar1 farklilik gdstermistir. En yiksek biyoerisilebilirlik, t-sinnamik asitte gézlenmis
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olup %98,56 orani ile sindirim sonrasinda biiyilk oranda stabil kaldigi anlagilmaktadir.
Biyoerisilebilirligi en yiiksek ikinci bilesik p-hidroksibenzoik asit (%50.51) olmus, onu
sirasiyla protokatekuik asit (%44.06) ve vanilik asit (%24.03) takip etmistir. Buna karsim,
kuersetin (%20.12), gallik asit (%13.98) ve ozellikle kafeik asit (%3.73) gibi bazi
bilesiklerde biyoerisilebilirligin oldukea diisiik oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, sekiz farkli saf fenolik bilesigin (gallik asit, kafeik asit, vanilik asit,
mirisetin, kuersetin, p-OH benzoik asit, t-sinnamik asit, protokatekuik asit) sindirim 6ncesi
ve sonrast antioksidan aktiviteleri ile biyoerisilebilirlikleri, in vitro sindirim modeli
kullanilarak karsilagtirilmigtir. Her bir fenolik bilesik i¢cin baslangigta antioksidan aktivite
belirlenmis, ardindan s6z konusu fenolik bilesikler in vitro gastrointestinal sindirime tabi
tutulmustur. Sindirim siireci sonrasinda antioksidan aktiviteleri yeniden olculerek,
biyoerisilebilirlik diizeyleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, saf fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitelerinin sindirim kosullarina (pH degisimleri, enzimatik etkiler) bagh
olarak énemli dlciide degistigini ortaya koymustur. Literatiirde, fenolik bilesiklerin asidik
ortamda (mide fazi) goreceli olarak daha stabil kaldigi, buna karsin intestinal fazda oksidatif
bozunma ve yapisal doniistimler nedeniyle antioksidan aktivitelerinde belirgin azalmalar
meydana  gelebildigi  bildirilmektedir  (14,114,116,117,210). Fenolik bilesiklerin
biyoyararlanimi, yapilarindaki hidroksil grup sayisi, konjuge ¢ift baglarin varligi, A ve/veya
B halkalarinda metoksi grubu bulunmasi, ayrica C halkasinda gerceklesen glikozilasyon
veya hidrojenasyon gibi yapisal modifikasyonlardan etkilenmektedir. Bu yapisal 6zellikler,
bilesigin ¢oziiniirliigiinii, stabilitesini ve hiicresel tasinimini degistirerek biyoyararlanim

tizerinde belirleyici rol oynamaktadir (60,66).

Calismada fenolik bilesiklerin antioksidan ozelliklerini degerlendirmek amaciyla,
DPPH ve FRAP analizleri tercih edilmistir; ¢linkli bu yontemler sirasiyla bilesiklerin radikal
giderme aktivitelerini (DPPH) ve toplam indirgeme kapasitelerini (FRAP) 0&lcerek,
antioksidan etkiyi farkli mekanizmalar iizerinden degerlendirme imkani sunmaktadir

(100,222).

DPPH analiz sonuglari, fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin kimyasal
yapilartyla dogrudan iliskili oldugunu ve 6zellikle yapidaki hidroksil grubunun konumu ile
metoksilasyon veya glikozilasyon gibi modifikasyonlarin bu aktivite tizerinde 6nemli rol
oynadigini gostermektedir (223). Basit hidroksibenzoik asit tirevi olan p-OH benzoik asit
ve t-sinnamik asit, fenolik asitler igerisinde en diisiik antioksidan aktiviteyi gosterirken,
dihidroksi ve trihidroksi yapisindaki benzoik asit tiirevi fenolik asitlerden protokatekuik asit
ve gallik asite kiyasla daha yiiksek DPPH antioksidan aktivite gostermistir. Ayn1 zamanda
t-sinnamik asit de p-OH benzoik asit ile yaklasik olarak benzer bir antioksidan aktivite

gostermistir. Flavonoid grubu bilesiklerde, 6zellikle kuersetin ve mirisetin gibi yapilarinda
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B halkasinda bulunan hidroksil grubunun sayisi ile glikozilasyon durumu, antioksidan
aktivite diizeyini dogrudan etkilemektedir. Orto-dihidroksil yapiya sahip olan kuersetin,
DPPH radikalini etkili bir sekilde notralize ederek, mirisetine kiyasla daha yiiksek
antioksidan kapasite sergilemistir. Bu bulgular, fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesinin
kimyasal yapilarima bagh olarak degistigini ve yapi-aktivite iliskisini desteklemektedir
(224,225). Ozellikle saf standartlar arasinda, B halkasinda orto-dihidroksi grubu bulunan
kuersetin ile aromatik halkalarinda orto-dihidroksi yap1 igeren protokatekuik asit ve kafeik
asidin antioksidan aktiviteleri, bu yapisal Ozellikleri sayesinde daha yiiksek degerler
gostermistir (224,225). Calismada kuersetin, kafeik asit ve protokatekuik asit gibi daha fazla
hidroksil grubu igeren fenolik bilesikler daha yiiksek serbest radikal giderme aktivitesi
gostermistir. Sonu¢ olarak bu durum fenoliklerin hidroksil gruplarindan hidrojen vererek
radikal giderme kapasitesini artirarak elektronlar1 daha stabil hale getirmesi olarak
aciklanabilir (226). Ozellikle hidrofilik yapiya sahip olan gallik asit, protokatekuik asit ve
kafeik asit gibi fenolikler yapilarindaki ¢oklu hidroksil gruplar1 sayesinde DPPH radikaline
etkin bir sekilde (H*) ve elektron (e7) transfer ederek giiglii antioksidan 6zellik gdstermistir
(227). Calismada kullanilan fenolik bilesiklerin hidrofilik veya lipofilik 6zellikleri kimyasal
yapilarina bagh olarak DPPH sonuglar1 da farklilik gdstermektedir. Ozellikle gallik asit,
protokatekuik asit, kafeik asit, p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit gibi fenolik asitler
karboksil ve hidroksil gruplar1 sayesinde yiiksek polariteye sahip olup sulu ortamlarda iyi
cOziinlirliik gosterirler. Bu 06zellikleri, sindirim sirasinda ¢oziinebilirlikleri ve emilim
potansiyelleri agisindan 6nem tasimaktadir. Buna karsilik, flavonoid grubu bilesiklerden
kuersetin ve mirisetin daha karmasik aromatik iskelet yapilar1 ve konjuge sistemleri
nedeniyle hem polar hidroksil gruplar1 hem de lipofilik bdlgeler iceren amfipatik bir karakter
sergilerler. Sl sayida hidroksil grup igeren trans-sinnamik asit ise diger bilesiklere
kiyasla daha lipofilik bir yapida oldugundan daha diisiik antioksidan aktivite sergilemistir.
Bu yapi-fonksiyon farkliliklari, sindirim siirecinde ¢oziintirliik, stabilite ve biyoyararlanim
tizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir (228-230). Sonuglar, fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesinin yapisal oOzelliklerinden Onemli oOlgiide etkilendigini ortaya
koymustur. Orto-dihidroksi dizilimine sahip kafeik asit ve protokatekuik asit gibi 6rnekler
yuksek antioksidan kapasite gosterirken, protokatekuik asidin metoksi substitiie (-OCHz)
tirevi olan vanilik asit gibi bilesiklerin radikal giderme etkinligi nispeten daha disiik

bulunmustur. Bu farklilik, -OH grubu sayisi antioksidan aktivitede kritik belirleyici
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oldugundan, metoksi substitiisyonunun elektron transfer kapasitesini simirlayarak

antioksidan etkiyi azaltabilecegini diisiindiirmektedir (231,232).

Sindirim sonrasi en yiikksek DPPH radikal giderme kapasitesine sahip fenolik bilesik
olan kuersetinin sindirim sonrasinda antioksidan aktivitesinin ii¢ kat artmasi, kuersetinin
sindirim siirecinde aktif formunu korudugunu veya metabolitlerinin de antioksidan 6zellik
tagidigini diistindiirmektedir. Mirisetin Ornegi de benzer anlamli bir artis gostermistir
(p<0.05). Kuersetin ve mirisetin gibi flavonoid yapisinda olan bilesiklerde gozlenen bu artis,
yapilarindaki ¢ok sayida hidroksil grubunun, sindirim sonrasi daha aktif radikal giderici
formlara doniigebilecegini igaret etmektedir. Kafeik asit, protokatekuik asit ve gallik asit gibi
fenolik asitlerin de sindirim sonrasi antioksidan aktivitelerinde anlamli artislar
gozlemlenmistir (p<0.05). Bu artislar, 6zellikle hidroksil grubu sayis1 fazla olan fenolik
asitlerin de flavonoidlerle benzer sekilde sindirim sonrasi biyolojik olarak daha aktif hale
geldigini ortaya koymaktadir. Buna karsilik, vanilik asit, sindirim siireci sonunda baslangic
degerine kiyasla anlamli diizeyde azalma gostermistir (p<<0.05). Bu diisiis, fenolik bilesigin
sindirim ortamindaki pH degisimleri, enzimatik etkiler ya da oksidatif kosullara karsi
yeterince stabil olmamasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer sekilde, p-OH benzoik asit ve
t-sinnamik asit de, sindirim sonrasi1 en diisiik antioksidan kapasiteye sahip bilesikler arasinda
yer almis ve bu bilesiklerin her ikisinde de antioksidan kapasitede istatistiksel olarak anlaml1
bir azalma gozlenmistir (p<0.05). Bu bulgular, s6z konusu bilesiklerin sindirim siireci
boyunca pargalanarak yapisal biitiinliiklerini kaybedebilecegini ya da daha az antioksidan
Ozellige sahip metabolitlere doniisebilecegini diistindiirmektedir. Ayrica, bu bilesiklerin
disiik biyoerigilebilirlik  gostermesi, potansiyel biyoyararlanimlarinin  da  smirh
olabilecegine isaret etmektedir. Sonug olarak, sindirim sonrasi kuersetin, mirisetin, kafeik
asit, protokatekuik asit ve gallik asit gibi bilesiklerde antioksidan kapasitenin anlamli sekilde
arttig1; p-OH benzoik asit, vanilik asit ve t-sinnamik asit gibi bilesiklerde ise bu kapasitenin
azaldig1 belirlenmistir. Bu durum, fenolik bilesiklerin sindirim siireci boyunca yapisal
doniislimlere ugrayarak antioksidan aktivitelerinde farkliliklar ortaya ¢ikabilecegini
gostermektedir. Ayrica, bilesiklerin yapisal 6zelliklerinin (6rnegin hidroksil grubu sayisi,

aromatik yapi stabilitesi) bu siiregte etkili bir rol oynadig1 anlasilmaktadir.

FRAP analiz sonuglarma gore, fenolik bilesiklerin indirgeme kapasiteleri kimyasal
yapilariyla dogrudan iligkilidir; 6zellikle hidroksil grubu sayist ve konumu yani sira

metoksilasyon ya da glikozilasyon gibi modifikasyonlarin bu kapasiteleri belirgin sekilde
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etkiledigi gozlemlenmistir (233,234). Fenolik bilesiklerin indirgeyici giicii onlarin
antioksidan aktiviteleri ile iligkilidir. FRAP degeri ne kadar yliksekse fenolik bilesenlerin
Fe** indirgeyici kapasiteleri de o kadar yiiksektir (235,236). Yiiksek FRAP degerlerine sahip
saf fenolik bilesiklerin, gcli elektron verme yetenekleri sayesinde reaktif serbest radikalleri
daha stabil ve =zararsiz formlara doniistiirebilecek potansiyele sahip olduklar:
bildirilmektedir. Bu calisma kapsaminda elde edilen FRAP sonuglarma gore, en yiiksek
indirgeme kapasitesi sirasiyla kafeik asit, kuersetin ve protokatekuik asitte belirlenmis;
mirisetin ise bu bilesiklerle karsilastirildiginda orta diizeyde bir antioksidan kapasite

sergilemistir (237).

Basit fenolik asitler arasinda yer alan p-OH benzoik asit ve t-sinnamik asit, diisiik
indirgeme giicleriyle en zayif antioksidan aktiviteye sahip bilesikler olarak belirlenmistir.
Buna karsin, vanilik asidin orta diizey bir indirgeme kapasitesi sergiledigi gézlemlenmistir.
Bu gorece yiiksek deger, yapisindaki metoksi grubunun elektron yogunlugunu artirarak
molekiiliin indirgeme kapasitesini desteklemesiyle agiklanabilir. Bu sonuglar, fenolik
bilesiklerin FRAP reaktivitesinin yapisal ozelliklerine, o6zellikle hidroksil ve metoksi
gruplarinin varligina bagli olarak 6nemli Ol¢iide degistigini gostermektedir (234,237).
Fenolik yapi-aktivite iliskisi agisindan, orto-dihidroksi substitlientlere sahip kafeik asit,
protokatekuik asit ve kuersetin gibi bilesiklerin daha ytliksek antioksidan aktivite gostermesi
dikkat cekicidir. Bu sonug, hidroksil grubu sayismin ve pozisyonunun indirgeme kapasitesi
iizerinde belirleyici rol oynadigini desteklemektedir. FRAP testi indirgeme giiciini
Olctligiinden, molekiil yapisindaki konjuge sistemler ve elektron bagislayabilen gruplarin
varlig1 daha yiiksek 6l¢im sonuglarina yansimaktadir (238-241). Sindirim sonrast1 FRAP
degerlerini inceledigimizde, kuersetinin sindirim sonrast FRAP degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir ylikselme gdstermistir (p<0.05). Kuersetinin flavonol iskeleti, bes adet serbest
hidroksil grubu ve genis konjuge n-sistemi sayesinde ferrik iyonunu indirgeme kapasitesinin

sindirim stireciyle birlikte belirgin bigimde arttig1 diistiniilmektedir (242,243).

Kafeik asidin sindirim sonrast FRAP degerinde gbzlemlenen istatistiksel agidan
anlamli ylikselme orto-dihidroksi yapis1 ve konjuge yan zinciri, ferrik iyonlarmi indirgeme
yetenegini artirmakta ve sindirim ortamindaki pH degisimleri ile enzimatik reaksiyonlarin
etkisiyle daha reaktif formlara doniismesine katki sagladigi disiiniilmektedir (244,245).
Protokatekuik asit, mirisetin ve gallik asit de sindirim sonrasi dnemli artiglar gostermis olup,

bu bilesiklerin fenolik hidroksil grubu sayisinin fazla olusu ve aromatik halkadaki molekiil
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yapist ferrik iyon indirgeme yeteneklerini desteklemektedir (237). Gallik asit tg¢ hidroksil
grubuna sahip olmasina ragmen aromatik halkadaki ¢ift bag delokalizasyonu sinirli olmasi
nedeniyle kafeik asit ve kuersetin kadar yiiksek aktivite gostermemistir (237). Vanilik asit
ve p-OH benzoik asit ise sindirim sonrasi anlamli bir azalma gdstermistir. Vanilik asidin
metoksi grubu nedeniyle serbest hidroksil sayismin azalmasi ve p-OH benzoik asidin tek
hidroksil grubuna sahip olmasi, alkali bagirsak ortaminda olasi oksidatif bozunmalara bagl
olarak indirgeme kapasitelerinin diismesine yol agmustir (246). t-sinnamik asit ise aromatik
yapisinda hidroksil grubu icermemesi nedeniyle hem sindirim 6ncesi hem de sindirim
sonrast FRAP aktivite degerleri diisiik bulunmustur. Ayn1 zamanda istatistiksel olarak
sindirim 6ncesinde ve sonrasinda anlamli bir degisim géstermemistir. Bu durum, sindirim
stirecinin antioksidan kapasite iizerindeki etkisinin bilesige 6zgli oldugunu ve fenolik
bilesiklerin yalnizca kimyasal yapilarma degil, sindirim ortamindaki pH degisimleri,
enzimatik hidroliz ve salinim mekanizmalarina bagli olarak énemli 6lgiide degisebilecegini

gostermektedir (76,218,247).

HPLC sonuglar1 incelendiginde fenolik bilesiklerin in vitro sindirim sonrasi
biyoerisilebilirlikleri farklilik gostermistir. En yiiksek biyoerisilebilirlik, antioksidan aktivite
sonuglarindan tamamen farkli olarak en yiiksek trans-sinnamik asitte (%98,56)
gbdzlemlenmis olup sindirim sonrasinda biiyiik oranda stabil kaldigi anlasilmaktadir. Bu
durum, t-sinnamik asidin gastrointestinal kosullara daha dayanikli oldugu ve biyoyararlanim
acisindan daha avantajli oldugunu gostermektedir. Biyoerisilebilirligi en yiiksek ikinci
bilesik % 50.51 orani ile p-OH benzoik asit olmus, ardindan protokatekuik asit (%44.06) ve
vanilik asit (%24.03) onu takip etmistir. Bu sonuglar fenolik asit grubu bilesiklerin orta
diizeyde stabilite gosterdigini ve sindirim sonrasi belirli bir oranda emilime hazir formda
kalabildiklerini diisiiniilmektedir. Buna karsin FRAP ve DPPH sonuclarinda yiiksek
antioksidan aktivite gosteren kuersetin (%20.12), gallik asit (%13.98) ve 6zellikle kafeik
asidin (%3.73) biyoerisilebilirligi olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin
kuersetin, yapisindaki flavonol iskeleti nedeniyle oksidasyona ve pH degisimlerine
duyarlilik gosterebildigi; gallik asit ise ii¢ serbest hidroksil grubu tagimasina ragmen
aromatik halkadaki konjuge ¢ift bag sayisinin az olmasi ve alkali kosullarda meydana gelen
bozunmalar nedeniyle sindirim sonrasi stabilitesini koruyamamasindan kaynaklanmaktadir
(98,248,249). Bu c¢alismada en diisiik biyoerisilebilirlik oranna sahip fenolik bilesik olan
kafeik asidin ise sindirim sirasinda ciddi bir degradasyona ugradig: diisiiniilmektedir (250-
252).
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HPLC sonuglarinda mirisetine rastlanmamig olmasi, bu bilesigin sindirim siirecinde ya
tamamen parc¢alandigmi ya da kararsiz yapis1 nedeniyle tespit edilemeyecek diizeylere kadar
azaldigimi gostermektedir. Flavonoid yapida olan mirisetin, ozellikle oksidatif ve alkali
ortam kosullarina karsi olduk¢a hassas bir bilesiktir (253). Bu nedenle, sindirim sistemi
boyunca biyolojik olarak erisilebilir forma doniisemeden bozunmus ya da diger bilesiklerle

kompleks olusturarak serbest formda kalamamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fenolik bilesiklerin yapisal 6zellikleri, sindirim sistemi kosullarina kars1 gosterdikleri
stabilite ve metabolik doniisiim potansiyelleri biyoerisilebilirlikleri {izerinde belirleyici
olmaktadir. Her bir fenolik i¢in gozlemlenen farklilik, besinlerde bulunan fenoliklerin saglik
iizerindeki etkilerini degerlendirirken sadece toplam miktarin degil, ayni zamanda

biyoerisilebilirlik oranlarmin da dikkate alinmasi gerektigini géstermektedir.

Hem DPPH hem de FRAP yontemlerine gore vanilik asit, t-sinnamik asit, p-OH
benzoik asitte antioksidan aktivitede anlamli diizeyde azalma, kafeik asit, kuersetin,
mirisetin, protokatekuik asit, gallik asitte ise anlamli diizeyde artis gézlemlenmistir. Fenolik
bilesiklerin sindirim siirecindeki farkli davranislari, yapisal Ozelliklerine ve sindirim
ortamindaki kosullara baglh olarak degiskenlik gostermektedir. Biyoerisilebilirligi yiiksek
olan bilesiklerin potansiyel biyoyararlanimlarinin da yiiksek olabilecegi goz oOniinde
bulunduruldugunda, bu fenolikler fonksiyonel gidalar veya nutrasétik formiilasyonlar i¢in

umut vadeden bilesikler olarak degerlendirilmektedir.
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