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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ULKEMIZDE YETISTiSTIiRiCIiLiGi YAPILAN HiNDIiBA (Cichorium spp.)
TURLERININ FENOLIK BIiLESIKLERININ, ANTIOKSIDAN
KAPASITELERININ ve ANTIOKSIDAN BILESENLERIN
BiYOALINABILIRLiGININ ARASTIRILMASI

Aynur YILDIRIM
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Ozan GURBUZ

Bu calismada, Tirkiye'de yetistirilen hindiba gesitlerinin (Cichorium spp.) toplam
fenolik madde, antosiyanin, antioksidan kapasite ve biyoalinabiliklerindeki degisimler
arastirilmistir. Hindiba ¢esitlerinde toplam on dokuz fenolik standart taranmis ve en
yogun fenolik asitlerin sirasiyla siringik asit (2.54 mg/kg) ve trans-ferulik asit (1.85
mg/kg) oldugu, katesinin de ana flavanol bilesik oldugu bulunmustur. En yiiksek
flavanol igerigi yesil hindiba 6rneklerinde (0.62 mg / kg) belirlenmistir. Kirmiz1 hindiba
cesidi, diger cesitlerden daha yiliksek antosiyanin (12.80 mg / kg), ekstrakte edilebilir
(8855.50 mg GAE / 100g) ve hidrolize edilebilir (7005.51 mg GAE / 100g) toplam
fenol oOzelligi gostermistir. Ayrica, hindiba c¢esitlerinde CUPRAC testi ile Olciilen
antioksidan kapasite degerleri (sirasiyla 570.54 ve 425.14 umol troloks/g dw), diger
yontemler ile elde edilen sonucglardan daha genis bir fark araligina sahiptir. Yesil
hindiba ¢esitlerinde antioksidan aktivitenin biyoalinabilirligi daha yiiksek (% 85.88)
iken beyaz hindibada toplam fenoliklerin biyoalinabilirligi daha ytiksektir (% 61.48).

Anahtar Kelimeler: Hindiba (Cichorium), fenolik bilesikler, antioksidan kapasite,
biyoalinabilirlik, HPLC.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE PHENOLIC COMPOUNDS, ANTIOXIDANT
CAPACITY AND BIOACCESSIBILITY OF ANTIOXIDANT COMPONENTS OF
CHICORY CULTIVARS (Cichorium Spp.) GROWN IN TURKEY

Aynur YILDIRIM
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Ozan GURBUZ

In this study, the changes in phenolics, anthocyanin, antioxidant capacity, and
bioaccessibility of chicory varieties (Cichorium spp.) in Turkey were investigated. A
total of nineteen phenolic standards have been screened in the chicory varieties studied,
and the most abundant phenolic acids were syringic acid (2.54 mg/kg) and trans-ferulic
acid (1.85 mg/kg), respectively, also (+)-catechin was found to be the main flavanol
compounds. The highest flavanol content was determined in green chicory samples
(0.62 mg/kg). The red chicory variety showed higher anthocyanin (12.80 mg/kg),
extractable (8855.50 mg GAE/100g) and hydrolysable (7005.51 mg GAE/100g) total
phenolic than the other varieties. Also, the antioxidant capacities in this variety, as
measured by the CUPRAC assay (570.54 and 425.14 umol trolox/g dw, respectively),
had a wider range of difference than was found in the other assays. Total phenolics was
more bioaccessible from the white chicory variety (61.48 %). However, the
bioaccessibility of antioxidant activity was higher in the green chicory variety (85.88
%).

Keywords: Chicory, phenolic compounds, antioxidant capacity, bioaccessibility, HPLC



TESEKKUR

Bu arastirma Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Ozan GURBUZ yénetiminde hazirlanarak Uludag
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Bu tez calismasinin planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda
her tiirlii bilgi ve deneyimiyle bana yol gosteren, yiiksek lisans egitimim siiresince
destegini hissettiim danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ozan GURBUZ’e sonsuz
tesekkiirlerimi bir borg bilirim. Yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel
temeller 1s18inda sekillendirmemi saglayan, yardimlarimi higbir zaman esirgemeyen
Uludag Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim Dali Ogretim Uyelerinden Saym Dog.
Dr. Yasemin SAHAN’a ve Bandirma Onyedi Eyliil Universitesi’nden Dog. Dr. Nurcan
DEGIRMENCIOGLU’na saygi ve siikranlarimi sunarim. Ozellikle tezimin yazim
asamasinda yardime1 olan arkadasim Uludag Universitesi Gida Miihendisligi Anabilim
Dal1 arastirma gorevlilerinden Elif YILDIZ a tesekkiirler.

Ayrica, hammadde temin etmemde yardimci olan Nomad Tarim’dan Arman BADUR’a
katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarini bilecek sekilde yetistirerek
getiren ve benden hi¢bir zaman destegini esirgemeyen degerli aileme tiim kalbimle
tesekkiir ederim. Essiz ve kiymetli esim Samet YILDIRIM’a hayatima girdigi ilk
giinden beri yanimda oldugu i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Karnimdaki minik
bebegime de tekmeleriyle bana eslik ettigi icin kocaman sevgiler...



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..t i
ABSTRACT L. I
TESEKKUR .....coiiiiiiiiiiteiieistisse ettt ss sttt i
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI ....c.ccooiiiiiniiiieiesceeese e Vi
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiieieiiiceciceeeeeee ettt vii
CIZELGELER DIZINT ...ooiiiiiie ettt viii
L GIRIS ot 1
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI .....c.ccooviiiiiiiiiiiiiiee 2
2.1. Hindiba ile Igili Genel Bil@iler ...........cceivieveviuiiiriieieeeesieeeiss e 2
2.2. Hindibanin Kullanim Alanlari ve Saglik Uzerine Etkileri..........c.cocoevveverrieverennnnn. 3
B T S 410 1 S 331 1TSS 1 < PSP 5
2.4. Hindibadaki FENOIIK BILESIKIET ........ccueiiviiiiiiiirie it ere e srre v nee 8
3. MATERYAL VE YONTEM ....ccoeooitiiiieiiieieieeetetee e 10
UL MALEIYAL ... et 10
R 071 11<) o SO PP PR 13
3.2.1. Toplam Kurumadde TaYiNi.......cccccveeiieieiieieeie e sre e 13
3.2.2. Suda Coziinen Kurumadde Tayini .........ccoevieiiiiiiienie e 13
3.2.3. KU TAYIN «vtuveeiieiiiitiesiee ettt bbbt ettt et n e 13
K B o] I\ Y/ 1 1 OSSOSO 13
3.2.5. Titre Edilebilir Asitlik Tayini (9/1000).......ccccciveieiiieiiiieiiese e 14
3.2.6. Toplam Fenol Igeriginin Belirlenmesi ............cceeveiririvevereriiecreresesseseeese e, 14
3.2.7. Toplam Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi ...........cccocoeiiiiiiniiiicnic 16
3.2.8. ABTS, DPPH ve CUPRAC Yontemleri ile Antiosidan Kapasitenin
BElIFENMEST ... 17
3.2.9. Antioksidan Bilesenlerin Biyoalinabilirliginin Belirlenmesi............cccoccovivenennn. 20
3.2.10. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi ..........cccccvvvviieiiiiniie e 21
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ot 24
4.1. Toplam Kurumadde TaYiNi.......ccccciiiiiiiie e 24
4.2. Suda Coziinen Kurumadde Tayini ........cccevruieriiiiienieiii e 24
4.3, KUL TAYINT 1.vveiiiieiie et e e neennn e ere e 24



A4, PH TAYINT ettt b bbbtk b et e e et bbb b ebeene s 25

4.5. Titre Edilebilir Asitlik Tayini (9/1000) ......cccoeriiiriiiiirisieeeeee e 25
4.6. Toplam Fenol Igeriginin Belirlenmesi ..........cocoeveveveeeieieeeseissee e, 26
4.7. Toplam Antosiyanin Miktarmin Belirlenmesi ..........ccccvcvvviiiniiiniiiieiie e, 27

4.8. ABTS, DPPH ve CUPRAC Yontemleri ile Antiosidan Kapasitenin Belirlenmesi . 27

4.9. Antioksidan Bilesenlerin Biyoalinabilirliginin Belirlenmesi............c.ccccoovviininnnne 29
4.10. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi .........c.coccovvvivieiieiiic e 30
5. SONUQ ..ottt nr e 36
KAYNAKLAR bbbt 37
OZGECMIS .ottt ettt ettt n et 43



Simgeler

rpm
g
um
mL

ppm
nm

Kisaltmalar

CUPRAC
DAD

SD

HPLC
PBS

uv
DPPH
ABTS

TE

SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi
Aciklama

Dakikadaki Devir Sayisi
Gram

Mikrometre

Mililitre

Milyonda Bir Kisim
Nanometre

Aciklama

Bakir Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasitesi
Diode Array Dedektor

Standart Sapma

Yiiksek Performansli Likit Kromatografisi

Tuzlu Fosfat Tampon

Ultraviyole

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
Troloks esdegeri

Vi



SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Fenolik maddelerin siniflandirtlmast .........coooveeieiiiiiiiiiiicieccee e 6
Sekil 2.2. Fenolik asitlerin yapilart .........ccoceiviiiiiiieiiiicie e 7
Sekil 3.1. Analizlerde kullanilan hindiba tirleri..........ccccocoiieiiiiiii e, 10
Sekil 3.2. Beyaz hindiba (Cichorium intybus L. "Witlof ) ..........cccoovvveiiiiiiieceec 11
Sekil 3.3.Yesil (kivircik) hindiba (Cichorium endivia L. (Crispum group) 'Gloire de
PEXPOSITION) ...ttt bbb bbbt 11
Sekil 3.4. Kirmiz1 hindiba (Cichorium intybus L. (Rubifolium group) 'A Palla Rossa ) 11
Sekil 4.1. Beyaz hindiba etanol karigimi fenolik ierigi..........ccovvrvvrrvrrerereieninesenneans 31
Sekil 4.2. Kirmiz1 hindiba etanol karisim1 fenolik i¢eriZi.......cccuvvrrvererrvnrersiersenrinsnnees 32
Sekil 4.3. Yesil hindiba-etanol karisim1 fenolik i¢erigi ......ccvuvververieriinrierienieseerieseenees 32
Sekil 4.4. Beyaz hindiba metanol-formik asit karisim1 fenolik i¢erigi ..........ccoovvvvrvenenn. 33
Sekil 4.5. Kirmizi hindiba metanol-formik asit karisimi fenolik i¢erigi...........covvrvennen. 33
Sekil 4.6. Yesil hindiba metanol-formik asit karisimi fenolik i¢erigi.........c.ccervvrrvrrnenne. 34
Sekil 4.7. Yesil hindiba fenolik bileSiKIer........c.ccviiiiiieiiiie e 34

vii



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan hindiba 6rnekleri ...........ocoooviiiiiiiiiiiini 10
Cizelge 4.1. Hindiba 6rneklerinin briks, toplam kurumadde ve kiil miktarlari .............. 25
Cizelge 4.2. Hindiba 6rneklerinin pH degerleri ve toplam asitlikleri.................ccccee.. 26
Cizelge 4.3. Ekstrakte edilebilir fenolik bilesikler ve antioksidan kapasite .................. 26
Cizelge 4.4. Hidrolize edilebilir fenolik bilesikler ve antioksidan kapasite .................. 27
Cizelge 4.5. Hindiba 6rneklerinin toplam antosiyanin miktarlari..........ccccoeveiiiiirinnnnnns 27
Cizelge 4.6. Hindiba 6rneklerindeki fenolik bilesikler...........cccovvviiiviiiiiieiiiiccee, 30

viii



1. GIRIS

Ulkemizde birgok bolgede yetisme olanagimin olmasina ragmen,
hindiba (Cichorium spp.) bitkisinin kdk ve yapraklari, baz1 bolgelerde sinirli olarak,
salata seklinde veya yemegi yapilarak tiiketilmektedir. Degerlendirilme olanaklar
kisitli, yenilebilen bir bitki olan hindiba (Cichorium spp.) kok ve yapraklar ile ilgili

tilkemizde yapilmis kapsamli bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir.

Fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin rengine ve o6zellikle agizda buruk bir tat
birakarak lezzetine etki eden; meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az miktarlarda

bulunmakta olan 6nemli bir bilesen grubudur (Shahidi ve Naczk 1995).

Genellikle sebze olarak tiiketilen hindiba (Cichorium spp.) bitkisinin kimyasal
bilesiminin belirlenmesi; bilesimi belirlenen bitkinin antioksidan kapasitesinin ve
antioksidan bilesenlerinin biyoalinabilirliginin belirlenmesi; fenolik bilesiklerinin
belirlenerek besleyici 6zelliginin ortaya konulmasi bu tez caligmasimnin konusunu

olusturmaktadir.

Tiirkiye’de yetistirilen kirmizi hindiba (Cichorium intybus L. (Rubifolium Group) 'A
Palla Rossa’), beyaz (Belgika) hindiba (Cichorium intybusL. 'Witlof') ve yesil
(kivircik) hindiba (Cichorium endivia L. (Crispum Group) ‘Gloire de I'Exposition')
tirlerinin ~ antioksidan  kapasitelerini  belirlemede  ABTS  (2,2'-azinobis-(3
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve CUPRAC
(Bakir Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) metotlart kullanilmis ve farkh
metotlarin analitik performanslart degerlendirmistir. Hindiba bitkisinin sahip oldugu
antioksidan bilesenlerin ne kadarmin insanlar tarafindan kullanilabildiginin tespiti
amacityla tez kapsaminda antioksidan kapasite iceriginin biyoalinabilirliginin
belirlenmesi ilizerine ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Ters-faz teknigi yiiksek performansli sivi
kromatografisi kullanilarak fenolik bilesikler kantitatif olarak belirlenmis ve ¢alisma

sonucunda ortalama miktarlart mg/kg cinsinden tespit edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.  Hindiba ile Ilgili Genel Bilgiler

Hindiba (Cichorium intybus L.) Asteraceae ailesine ait; talya, Ispanya, Yunanistan ve
Tiirkiye gibi Akdeniz {ilkelerinin yam sira Kuzey Amerika ve Avrasya gibi iliman
bolgelerde de yetistirilen (Sinkovi¢ ve ark. 2014), yaklasik 14 tiirii bulunan bir Akdeniz
bitkisidir (Dermarderosian, 2002). Bitkinin yapraklar1 ¢ig halde salata olarak veya
pisirilerek sebze olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1984; Edingliler, 2000). Hindiba
ayrica mavi papatya, mavi karahindiba, mavi denizci, yabani hindiba, mavi ot, kahve
otu, musir ¢igegi, at otu, hindibeh olarak da bilinmektedir (Bias ve Ravishankar, 2001;
Mulabagal ve ark. 2009; Sinkovi¢ ark. 2014; Cardina ark. 2013).

Tohumculuk sektoriinlin gelisimi ile birlikte, tilkemizde tilketim
aligkanliginin gelismeye baslamasiyla, yeni tiirler ve bu tiirlere ait ¢ok sayida hindiba
cesidi piyasada goriilmeye baslamistir (Baytop 1984; Edingliler 2000). Avrupa ve
Kuzey Amerika’da sikca yetistilen hindibanin toprak iistii kisimlari; yem bitkisi, yem
katk: maddesi, fruktoz ve baharat iiretiminde hammadde olarak kullanilir iken kokleri
ise sakiz yapiminda kullanilmaktadir (Liu ve ark. 2011; Dalar ve Konczak 2014).
Kurutulmus ve kavrulmus hindiba kokleri aroma i¢in kahve ile birlikte
harmanlanmaktadir (Bais ve Ravishankar 2001; Galazka 2002). Kurutulmus hindiba
koklerinden elde edilen hindiba unu, ekmek katki maddesi olarak kullanilabilir ve
ekmek firmlandig1 zaman hindiba, ekmegin aroma, renk ve lezzetini arttirict 6zelliktedir
(Willeman ve ark. 2014). Ayrica endiistriyel hindiba (Cichorium intybus var. sativum),
diinyadaki bir¢ok zirai bolgede iniilin kaynagi olarak kullanilmas: sebebi ile ekonomik
oneme sahiptir (Wang ve Cui 2011). Taze hindiba yapraklar1 sahip olduklar yiiksek
iniilin igerikleri ile probiyotik bakterilerde gelisme faktorii olarak ©6zel bir 6neme

sahiptir (Park ve ark. 2007; Abbas ve ark. 2015).

Yabani hindiba yapraklar1 ac1 ve baharatl bir tada sahiptirler ancak bu tat kaynatilarak
azaltilabilir (Back ve Cadwallader 1998; Bais ve Ravishankar 2001). Yapraklar iyi bir

K, Ca ve P kaynagi olmalarinin yani sira, A ve C vitaminleri agisindan da zengindir



(Mulabagal ve ark. 2009; Koner ve ark. 2011). Polifenoller agisindan dnemli bir kaynak
olan hindibadan ekstrakte edilebilen diger dogal bilesikler ise sakkaritler, organik
asitler, alkoloidler, triterpenler, seskiterpenler, kumarinler, flavonlardir (Mares ve ark.
2005; Kocsis ve ark. 2003; Hoste ve ark. 2006; Milala ve ark. 2009). Yabani hindiba
ornegi iizerinde yapilan element tayinlerinde Fe (5.44 mg/100 g), Cu (1.71 mg/100 g),
Mn (4.20 mg/100) g, Mg (0.02 mg/100 g), Zn (5.40 mg/100 g), Na (0.06 mg/100 g), K
(0.49 mg/100 g), Ca (0.12 mg/100 g), P (0.04 mg/100 g) olarak tespit edilmistir. Yine
ayni ¢alismada orneklerin kiil miktar1 16 mg/100 g, pH degeri 5.59, protein miktari
20.65 g/100 g, azot miktari ise %3.3 olarak rapor edilmistir (Kaya ve ark. 2002).

2.2.  Hindibanin Kullanim Alanlar1 ve Saghk Uzerine Etkileri

Geleneksel Hint tibbinda Cichorium intybus tiiriinden hazirlanan “ayurveda” adli tonik;
yiiksek ates, ishal, dalak biiyiimesi durumlarinda tedavi amach kullanilmistir (Chopra
ve ark. 1958). Hindiba 17.yy.’dan bu yana, karaciger ve sindirim sistemi tizerindeki
etkisinden dolay1 karaciger bozukluklari, sarilik tedavisi, karaciger biiyiimesi, gut, safra
tas1 rahatsizliklari, romatizmal hastaliklar, idrar yollar1 iltihaplanmalari ve tip-2- diyabet
tedavisinde alternatif ila¢ olarak kullanilmaktadir (Kocsis ve ark. 2003; Pushparaj ve
ark. 2007; Muthusamy ve ark. 2008). Hindiba antik Roma ve Yunanistan’da tibbi bitki
ve sebze olarak yetistirilmis, fitokimyasal igerigi ile fenolik asit, flavonoid, akumarin,
sinnamik ve kinik asit tiirevleri ile antosiyaninler gibi nutrasotik icerigi ile dikkat

cekmistir (Montefusco ve ark., 2015).

Hindiba bitkisinin tiim kisimlari; alkaloid, iniilin, seskiterpen lakton, kumarin, vitamin,
klorofil pigmentleri, doymamis steroller, flavanoid, saponin ve tannin gibi Onemli
bilesenlerin varligi nedeniyle biiyiik tibbi 6neme sahiptir (Molan ve ark. 2003;
Nandagopal ve Kumari 2007). Pb,Zn, Cu, and Cd gibi bir¢ok agir metal igeren hindiba
bitkisi; anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti-mutajenik, anti-kanserojen, hiperglisemik
ve anti-ilserojenik etkiye sahip; sindirim problemlerine ve mide yanmasi
rahatsizliklarinda, artirite, karaciger ile safra kesesi rahatsizliklari tizerinde tedavi edici
ve bagisiklik sistemini destekleyici 6zellik gosteren odunsu bir bitkidir (Aksoy, 2008;
Wilson ve ark. 2004; Dalar ve Konczak 2014; Mares ve ark. 2005; Abbas ve ark. 2015;



Mulabagal ve ark. 2009). Bu etkilerinin yanisira, yapilan ¢alismalar; idrar soktiiriicii,
diyaforetik, istah agici, parazitler igin toksik, herbisidal (Trifolium repens L., Lolium
perenne L., ve Abutilon theophrasti tizerinde), kuvvet verici, adet donemini diizenleyici,
ates distiriicii ve safra soktiiriicti etkilerinin bulundugunu gostermistir (Sun ve ark.
2010; Baytop 1984; Edingliler 2000; Jasniewski 1994). Hindibadan izole edilen laktosin
ve laktokosiprin gibi seskiterpenlerin, antibakteriyel ve antimalaryal aktiviteleri
bulunmakla birlikte, antifungal ve bdcek oldiiriicii etkilerinin de oldugu ifade

edilmektedir (Nandagopal ve Kumari, 2007).

Hindiba bitkisinin etanol ekstraktinin karacigerdeki glukoz-6-fosfataz aktivitesini
azaltarak, streptosin yliklenmis diyabetik farelerde anti-diyabetik ve hipolipidemik,
antibakteriyel, antialerjik aktivite gosterdigi yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir
(Pushparaj ve ark. 2007; Nishimura ve ark. 2000; Tursunay ve ark. 2009). Tousch ve
ark. (2008) tarafindan yapilan bir calismada da, hindibadan ekstrakte edilen kikorik
asidin 2,3 dikaffeoiltartarik asit esterinin potansiyel bir antidiyabetik oldugu ilk kez
bildirilmis olup, hem kikorik asidin hem de klorojenik asidin insiilin konsantrasyonunu
stimiile edici etkisinin oldugu, kikorik asidin de insiilin salgilama 6zelligi nedeni ile

potansiyel antidiyabetik ajan oldugu ifade edilmektedir.

Hindiba ekstraktlar1 canlandirici igecek iiretimi i¢in kullanilirken, hindiba koklerinden
fruktoz surubu ve etanol iiretiminde faydalanilmaktadir (Bais ve Ravishankar 2001).
Hindiba koklerinin, kan1 detoksifiye edici ve i¢ organlar i¢in dekonjestan 6zelliginin
oldugu bildirilmektedir (Nishmura ve ark., 2000). Kaynatilan yaprak ve kokler
antienflamatuar etki gosterirken, yaprak ve koklerin zengin iniilin igerigi de bifidojenik
ozellik gostermektedir (Koner ve ark. 2011). Hindiba kokleri, sakkaroz, glikoz ve
fruktoz gibi karbonhidratlarin yani sira, fruktooligosakkaritler ve ortalama % 21
diizeyinde inulin igermektedir. Suda ¢oziiniir polifruktan olan inulin diyet lifi grubuna
dahildir. Inulin zincirleri, p-(2-1) glikozidik baglarla baglanmis 100’iin iizerinde D-
fruktofuronaz {initelerinden meydana gelmektedir (Galazka, 2002). Bu bilesikler,
patojenik ve kokusmaya neden olan bakterileri inhibe etmekte ve yararli mikrofloranin
gelisimini (Bifidobacterium ve Lactobacillus) arttirmaktadir. Ilave olarak bagirsak

peristaltigini stimiile ederek, kalsiyum, magnezyum ve demir gibi minerallerin ve



0zellikle B grubu vitaminlerin emilimini arttirmakta, amonyak gibi toksik metabolitlerin
ve diskidaki S-glukoronidaz gibi zararli enzimlerin miktarin1 azaltarak kolon kanseri ve
hiperkolesterolemi riskini diisiirmektedirler (Delzenne ve Roberfroid 1994; Torrent
2002; Krol ve Zdunczyk 2005). Hindiba koklerindeki polifenolik asitlerin anti-viral,
anti-karsinojenik, anti-bakteriyel, anti-inflamatuar, anti-fungal, anti-mutajenik, anti-
oksidan, bagisiklik sistemini stimiile edici, kandaki kolesterol seviyesini azaltic1 6zelligi
ve HIV viriisiine karst koruyucu etkileri de bulunmaktadir (Wang ve ark., 2003;
Innocenti ve ark., 2005; Mares ve ark., 2005; Ren ve ark. 2008).

Yapilan ¢aligmalarda, hindiba yapraklarinin sulu ekstraktinin fenolik bilesen icerigi,
serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ve DNA hasarlar ile protein oksidasyonuna karsi
koruyucu etkisi ile dikkat ¢ekmektedir ve hindiba yapraklari besinsel veya farmasotik
amacli dogal antioksidanlarin bir kaynag: olarak degerlendirilmektedir (llaiyaraja ve
Farhath 2010; Seeram ve Nair 2002; Seeram ve ark. 2003). In-vitro ¢alismalar, hindiba
bitkisinin icerigindeki klorojenik asidin DNA hasarlarima neden olan prosesleri ve
mutajenik ve karsinojenik n-nitroso bilesiklerinin sentezlenmesini inhibe ettigini ortaya
koymaktadir (Jueskiewicz ve ark. 2011). Bunun yani sira, kafeik asit ve tiirevlerinin,
neoplastik hiicrelere karst in-vitro kosullarda c¢ogalmayi engelleyici aktivitesi
bulunmaktadir (Rodriguez ve Hadley 2002). Diyetle alinan klorojenik ve kafeik asitler,
toplam kolesterol ve LDL Kkolesterolin oksidasyonunu azaltarak kardiyovaskiiler
hastalik riskini azaltmaktadir (Balasundram ve ark. 2006). Yapilan diger ¢aligmalarda,
klorojenik asidin toplam kolesterol seviyelerini; serum ve karacier lipitlerinin
birikimini azalttig1, insiilin duyarliligini arttirarak minerallerin dagilimini iyilestirdigi,
hiperlipidemik ve insiiline direncli farelerde glikoz toleransini arttirdig: tespit edilmistir

(Rodriguez ve Hadley 2002).

2.3.  Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Bocek ve
hayvan zararlilarina karsi bitkiyi korurlar. Fenolik bilesikler bitki kokenli pek ¢ok
gidanin tat ve aromasina katkida bulunabilirler. Ozellikle gidalarda acilik ve buruklugun

kaynagidirlar (Nizamlioglu ve Nas 2010). Fenolik maddeler, meyvelerde, sebzelerde,



yapraklarda, gekirdeklerde, ¢iceklerde ve kabuklarda bulunmaktadir. Dogal yollarla
tilkketilerek insan beslenmesinin bir pargasini olusturmalarinin yani sira tibbi amaclh
kullanimlar1 da s6z konusudur. Eski caglardan bu yana, insanlar yaygin saglk
problemlerini iyilestirmek icin bitkisel kaynaklardan faydalanmaktadir. Ancak, bu
bilesiklerin saglik iizerine 6nemi son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarla anlagilmistir

(Shahidi, 1995).

Basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere temelde iki gruba ayrilan fenolik
maddeler, hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak iizere
ic kisimda incelenmektedirler (Sekil 2.1). Flavonoidler ise katesinler, antosiyanidinler,
flavonoller, flavanonlar ve proantosiyanidinler (I6koantosiyanidinler) olmak iizere bes

alt gruba ayrilmaktadirlar (Cemeroglu ve Acar 1986).

FENOLIK
MADDELER

Hidroksibenzoik Hidroksisinnamik Flavonoidl
Asitler Asitler avonoidier

— Katesinler

I Antosivanidinler

— Flavonoller

Flavanonlar

Proantosivanidinler
(Lkoantosivanidinler)

Sekil 2.1. Fenolik maddelerin siniflandirilmasi

Flavonoidlerin genis bir grubu gidalarin renginden sorumludur. Flavonoidler arasinda
bulunan antosiyanidinler dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit yapmis
olarak bulunurlar ve antosiyanin adimi alirlar (Cemeroglu, 2004). Antosiyaninler,
bitkilerdeki suda ¢oziinebilen pigmentlerin en 6nemli grubudur ve antosiyanidinlerin

glikozid formudur (Kong ve ark. 2003). Antosiyaninler dogal renk maddeleri olup



sebzeler, meyveler, meyve sulari ve saraplarin pembe, kirmizi, mavi ve mor
renklerinden sorumludurlar. Antosiyaninlerin, gida endiistrisinde dogal renklendirici
olarak kullanilmasi1 fenolik bilesiklerin 6nemini artirmaktadir. (Nizamlioglu ve Nas
2010). Diger major fenolikler arasinda gallik asit, p-hidroksibenzoikasit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, ellagik asit, (+)-katesin, (-)-epikatesin, mirisetin, kuarsetin ve

kaemferol vardir (Sellappan ve ark., 2002). Baz1 fenolik asitlerin yapilart Sekil 2.2°de

OH OH
OH OH OH
HO. (0] @ HO. 0 @ HO. 0 O
X SSOR NS
OH ) OH OH

yer almaktadir.

QH Q OH O OH O
Kuarsetin Mirisetin Kaemferol
OCH;5 OH
OH OH OH
HO 0O @ HO O Q HO 0 O
44 I ¢
OH

OH O OH O OH O

isorhamnetin Luteolin Apigenin

Sekil 2.2. Fenolik asitlerin yapilari

Fenolik bilesikler dogal antioksidan madde oOzelligi de gostermektedirler. Serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlari durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp
hastalig1 ve akciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliklarin olusumuna engel olurlar
(Nizamlioglu ve Nas 2010). Bitkisel iirlinlerin antioksidan etkileri 6zellikle flavonoidler
basta olmak {izere sinnamik asit ve tiirevleri, kumarinler gibi fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir (Saldamli, 2007). Bu bilesikler fonksiyonel 6zelligini, bircok enzim
sisteminde inhibitor ya da aktivatér olmalari, metal selati olusturmalar1 ve serbest
radikallerin  siipiiriilmesinde rol almalari ile gostermektedir (Briviba, 1994).
Antioksidanlar serbest radikallerin neden oldugu zararli etkileri, disiik yogunluklu
lipoproteinleri (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu Onleyerek saglik {izerinde olumlu

etkiler yapmaktadirlar (Kafkas ve ark., 2006)



Sebzelerdeki antioksidan ve fenolik bilesiklerin igerigi saglikli beslenme i¢in 6nemlidir.
Ancak, besinlerin biyoalinabilirlik 6zelligi gidalarda mevcut antioksidan igerigi kadar
onemlidir. Hindiba gibi baz1 bitkilerde yiiksek antioksidan kapasitesi yaninda, viicut
tarafindan kullanilabilir ya da degerlendirilebilir antioksidan miktar1 da ¢ok 6nemlidir

ve bu biyoalinabilirligi olarak kabul edilebilir.

2.4. Hindibadaki Fenolik Bilesikler

Gidalarda bulunan fenolik bilesikler, lezzet, tat ve renk gibi bir¢ok organoleptik
fonksiyondan sorumludur. Ayrica viicut hiicrelerinde, bazi enzimatik faaliyetlerin
diizenlenmesinde rol oynamasinin yani sira bazi bilesenlerin oksidasyonunu 6nlemede
de antioksidan olarak rol almaktadir. 3,5-di-o-kaffeoil kuinik asit ve klorojenik asit,
hindiba antioksidan aktivitesinin yaklasik % 70’ini olusturmaktadir (Fraisse ve ark.,
2011).

Hindiba fenolik bakimindan zengin bir sebzedir (Innocenti ve ark. 2005; Papetti ve ark.
2006). Bazi hindiba ¢esitleri, tavsiye edilen giinliikk polifenol alimmin %40'mn1
saglayabilmektedir (Sinkovi¢ ve ark. 2014). Literatiir arastirmalarina gore; hindibadaki
fenolik bilesen kompozisyonu, bitki tiiriine ve bitkinin kisimlarina (6rnegin, kok, govde,
i¢c ve dis yapraklar) gore farklilik gostermektedir (Afzal ve ark. 2014; Innocenti ve ark.
2005; Sinkovi¢ ve ark. 2014).

Yabani hindibanin, kafeik asit ve tiirevleri ile kuarsetin ve kaemferol glikozitler gibi
flavonoidlerin varligindan dolayr yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. (Di Venere ve ark., 2009). Antioksidanlar, “oksidasyonu 6nemli diizeyde
geciktiren ya da engelleyen maddeler” olarak tanimlanmaktadir (Huang ve ark. 2005).
Fenoliklerin antioksidan etkileri ise, serbest radikalleri baglamalari, metallerle selat
olusturmalart ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmeleriyle agiklanmaktadir (Frankel,
1999). Hindiba yaprak ve kdklerinin aktif bilesenleri ise, klorojenik asidin kuinik ve
kafeik asitlerle yaptigi bir ester olan monokaffeoilkuinik (MCQA), dikaffeoilkuinik
asit-sinarin (DCQA) ve kikorik asittir (Hoste ve ark., 2006; Mulinacci ve ark., 2001,
Haffke ve Engelhard, 1986; Clifford, 2000). Ayrica Cichorium intybus L.'nin liyofilize



yaprak  ektraktesinin  fenoliklerinin ~ ve  antosiyaninlerin  biyoaktivitesinin
hidroksisinnamik asit, flavonoidler, klorojenik asit, kaftarik asit, kikorik asit ve luteolin
hegzosidden meydana geldigi gorilmistiir (Dalar ve Konczak, 2014; Sinkovi¢ ve ark.,
2014).

Bu arastirmada; yesil kirmizi ve beyaz hindiba tiirlerinin fizikokimyasal ozellikleri,
fenolik bilesikleri, antioksidan kapasitesi ve antioksidan bilesiklerinin biyoalinabilirligi
incelenmistir. Aym1 zamanda fenolik bilesikler, Tirkiye'de yetistirilen bir tiir olan
kirmizi hindiba (Cichorium intybus L. (Rubifolium Group) 'A Palla Rossa'), beyaz
(Belgika) hindiba (Cichorium intybus L. 'Witlof') ve yesil (kivircik) hindiba (Cichorium

endivia L. (Crispum Group) 'Gloire de I'Exposition’) tiirleri arasinda karsilastirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada kullanilan hindiba tiirleri Bursa Metro Grossmarket’ten temin edilmistir.

Arastirmada kullanilan hindiba 6rnekleri Cizelge 3.1 * de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan hindiba 6rnekleri

No Ornek Kod Tiir

1 Beyaz Hindiba B Cichorium intybus L. 'Witlof'
2 Yesil (Kivircik) Y Cichorium endivia L. (Crispum group) 'Gloire de

Hindiba I'Exposition’
3 K Cichorium intybus L. (Rubifolium group) ‘A
Kirmizi Hindiba Palla Rossa’

Beyaz hindibalarin (Cichorium intybus L. 'Witlof') yetistiriciligi Nomad Tarim
tarafindan Istanbul-Silivri’de yapilmaktadir. Kirmizi hindiba (Cichorium intybus L.
(Rubifolium Group) 'A Palla Rossa’) ve yesil (kivircik) hindiba (Cichorium endivia L.
(Crispum Group) 'Gloire de I'Exposition’) gesitlerinin yetistiriciligi ise Erlist Tarim
tarafindan Antalya bolgesinde yapilmaktadir. Hindiba gesitlerinin gorselleri Sekil 3.1,
Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4’te verilmistir. Optimum olgunlukta hasat edilen hindiba

cesitleri analizleri gergeklestirilinceye kadar -24°C’de muhafaza edilmistir.

! S -

Sekil 3.1. Analizlerde kullanilan hindiba tiirleri
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Sekil 3.3. Yesil (kivircik) hindiba (Cichorium endivia L. (Crispum Group) ‘Gloire de
I'Exposition’)
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Sekil 3.4. Kirmiz1 hindiba (Cichorium intybus L. (Rubifolium Group) 'A Palla Rossa")
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Hindiba 6rneklerinin bir kismi toplam kurumadde, Suda ¢oziinen kurumadde, kiil, titre
edilebilir asitlik, toplam antosiyanin tayinleri ile toplam fenol igeriginin belirlenmesi ve
antioksidan kapasite analizlerinde kullanilirken, bir kismu da fenolik madde

kompozisyonunun HPLC ile belirlenmesinde kullanilmistir.

Analizlerde kullanilacak hindiba 6rneklerinin dis yapraklari temizlenmis, yesil hindiba
ornekleri koklerinden ayrilmis, daha sonrasinda orneklerin her bdélgesinden alinan

hindiba yapraklari1 porselen havanda ezilerek homojen hale getirilmistir.

Yapilan fizikokimyasal ve kromatografik analizler, Uludag Universitesi Gida

Miihendisligi Boliimii Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyonda kullanilan etanol Fluka (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA)’dan;
antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) (ABTS) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich Co. LLC’den,
potasyum persiilfat Merck Co. (Darmstadt, Almanya)’den; spektrofotometrik toplam
fenol analizinde kullanilan folin-ciocalteu reaktifi ve Na,CO3; Merck Co. (Darmstadt,
Almanya)’dan, HPLC ile fenolik madde tayininde kullanilan gallik asit (91,215), trans-
kaffeik asit (51,868), (+)-katesin (43,412), ferulik asit (46,278), mirisetin (72,576),
kaemferol (96,353), resveratrol (34,092) Fluka (St. Louis, MO, USA) firmasindan;
kuersetin (Q4951) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan; Kkafeik asit
(C0625), siringik asit (S6881), p-kumarik asit (C9008), naringin (N1376), hesperidin
(H5254), neohesperidin (N1887), rutin hidrat (R5143) Sigma (St. Louis, MO, USA)
firmasindan; transferulik asit (128,708) vanilik asit (H36001) Aldrich (St. Louis, MO,
USA) firmasindan; Kklorojenik asit (0050-05-09) HWI Analytic GmbH (Ruelzheim,
Germany) firmasindan; protokatesik asit (99-50-3) Alfa Aser GmbH & Co. KG.
(Karlsruhe, Germany) firmasindan temin edilmistir. . Analizlerde kullanilan HPLC
safliginda asetonitril (CH3CN), methanol (CH3OH), formik asit Merck Scientist

firmasindan temin edilmistir.
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Calismada, HPLC (Thermo Scientific™ Dionex™ UltiMate™ 3000 RSLC system,
including Autosampler, and DAD detector Thermo Scientific™ Dionex™
Chromeleon™ Chromatography Data System Software 7.1.), RP-C18 HPLC kolon
(250x4.6 mm, Agilent, CA, USA), dedektor (DAD-3000 Detector), pompa (LPG-
3400SD PUMP), ornekleyici (ACC-3000T Autosampler), filtre (Thermo Scientific™
Target2™ Nylon Syringe), 0.45 um, 30 mm (P/N F2500-1) mebran filtreler, ¢alkalamali
su banyosu (Julabo SW22, JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach, Almanya),
santrifiij (Heraeus Megafuge 40R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc..,USA),
spektrofotometre (Optizen 3220UV, Optizen Labs LLC, Warsaw, Polonya)

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Toplam Kurumadde Tayini

Kurumadde tayini, AOAC Metot No: 984.25’¢e gore yapilmistir (AOAC 1990).

3.2.2. Suda Coziinen Kurumadde Tayini

Suda ¢6ziinen kurumadde tayini, AOAC Metot No: 970.59’a gbre yapilmistir (AOAC
1990).

3.2.3. Kiil Tayini

Kiil tayini, AOAC Metot No: 940.26’ya gore yapilmistir (AOAC 1990).

3.2.4. pH Tayini

pH tayini, AOAC Metot No: 981.12’ye gore yapilmistir (AOAC 1990).
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3.2.5. Titre Edilebilir Asitlik Tayini (g/100g)

Titre edilebilir asitlik tayini, AOAC Metot No: 942.15’¢ gore yapilmistir (AOAC 1990).

3.2.6. Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Ekstrakte Edilebilir Fenolik Madde Ektraksiyonu

Hindiba orneklerinin ekstrakte edilebilir fenolik madde ekstraksiyonu, Vitali ve ark.
(2009)’nin yontemi uygulanarak gerceklestirilmistir. Yontem dogrultusunda homojen
haldeki oOrneklerden 10 ¢ tartilmis ve iizerine 1:80:10 oraninda 20 mL
HClyony/methanol/su ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ornek ve ¢dzelti karisimi calkaliyicili su
banyosunda (JB50-D; Shanghai, China) 20 °C’de 2 saat calkalanmistir. Elde edilen
karisim siire sonunda 3500 rpm hizda 10 dk santrifiijlenmistir (Sigma 3K 30, Germany).
Santrifiij isleminden sonra berrak kisim ayrilmis ve analizler gergeklestirilinceye kadar

-24°C’de muhafaza edilmistir.

Hidrolize Edilebilir Fenolik Madde Ektraksiyonu

Hindiba &rneklerinin hidrolize edilebilir fenolik madde ekstraksiyonu i¢in Vitali ve ark.
(2009)’nin gelistirdigi yontem kullanilmistir. Serbest fenolik madde ekstraksiyonunda,
santrifiij isleminden sonra Kkalan tortu (residu) agzi teflon kapakli pyrex tiiplere
konulmus ve tizerine 20 ml 10:1 oraninda methanol/H2SOgcon ¢Ozeltisi ilave edilmistir.
Karigim, ¢alkaliyicihi su banyosunda, 85 °C’de 20 saat calkalanmis ve siire sonunda
3500 rpm hizda 10 dk santrifiijlenmistir (Sigma 3K 30, Germany). Islem sonras1 elde

edilen berrak kisim analizler gergeklestirilinceye kadar -24°C’de muhafaza edilmistir.
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Analiz Yontemi

Hindiba 6rneklerinin toplam fenolik madde miktar1, Apak ve ark. (2008)’nin yontemine
gore belirlenmistir. Yontemde Folin Ciocalteu ¢ozeltisi kullanilarak, 750 nm dalga

boyunda spektrofotometrik analiz yapilmistir.

Analizde Lowry A ¢ozeltisi ve Lowry B ¢ozeltisi hazirlanmistir. Lowry A ve Lowry B

¢ozeltileri 50:1 (v/v) oraninda karistirilarak Lowry C ¢6zeltisi elde edilmistir.

Lowry A c¢ozeltisi; 0.1 mol/L NaOH iginde %2’lik Na;COs olacak sekilde

hazirlanmistir.

Lowry B c¢ozeltisi; %1 ’lik NaKC4H4Op icinde %0.5 CuSQy4 olacak sekilde

hazirlanmistir.

Deney tiiptine 100 wxL hindiba ekstraktlarindan konulmus ve ftizerine 2 mL’ye
tamamlayacak sekilde saf su ve 2.5 mL Lowry C ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilmistir.
Karigtirma islemi ardindan 10 dk beklenmis ve siire sonunda 1:3 oraninda su ile
seyreltilmis Folin Ciocalteu reaktifinden 0.25 mL ilave edilmistir. Karistirma iglemi
sonrasinda karisim karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda
olusan mavi renk i¢in Orneklerin ve standartlarin absorbans  degerleri
spektrofotometrede (Optizen 3220UV, Optizen Labs LLC, Warsaw, Polonya) 750 nm
dalga boyunda okunmustur. Folin Ciocalteu yontemi uygulanan toplam fenolik madde

tayini ti¢ tekrarl olarak gerceklestirilmistir.

Toplam fenolik madde tayininde standart madde olarak gallik asit kullanilmastir.
Kalibrasyon grafigi i¢in 5-50 mg/L konsantrasyon araliginda gallik asit ¢ozeltileri

hazirlanmstir.
Hindiba ekstraktlariin  spektrofotometrik  okumalarinin  yapilmast  sirasinda

gergeklestirilen islem basamaklart gallik asit standartina uygulanmis ve en kiiciik

kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir. Ekstraktlar i¢in toplam fenol
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miktarlart hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanilarak mg gallik asit/100g o6rnek

olarak ifade edilmistir.

3.2.7. Toplam Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Hindiba orneklerindeki toplam antosiyanin miktar1 pH-diferansiyel metoduyla tayin
edilmistir (Sellappan ve ark., 2002; Wrolstad ve ark., 2005). Metodun ilkesi monomerik
antosiyaninlerin pH 1.0’da renkli oksonyum formunun, pH 4.5°te ise, renksiz hemiketal
formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore ortam pH 1.0 ve pH 4.5 oldugu
zaman Olgiilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile
orantilidir. Ekstraktlardaki antosiyanin konsantrasyonu siyanidin-3-glukozid esdegeri
olarak hesaplanmis, taze ve kuru agirlikta antosiyanin konsantrasyonu mg / kg olarak

ifade edilmistir.

Ornek Hazirlama

Antosiyaninlerin hindiba 6rneklerinden ekstrakte edilmesi i¢in % 95°lik etil alkol ile 1.5
N HCl ¢ozeltisinin = 85:15 oraninda karistirilmasiyla  elde edilen  ¢ozelti
kullanilmistir. Toplam antosiyanin tayini i¢in 100 g hindiba 6rnegi blender haznesine
tartilmis, tartilan Grnegin tizerine 100 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilerek blender
maksimum hizda birka¢ dakika calistirilmis ve 6rnek homojen hale getirilmistir. Ornek
bir behere aktarilip agzi1 parafilm ile kapatildiktan sonra +4 °C’de (buzdolabinda) bir
gece bekletilmistir. Siire sonunda beher igerigi, buchner hunisi yardimiyla whatman
no:1 filtre kagidindan filtre edilmis ve elde edilen ekstrakt 500 mL’lik 6l¢ii balonuna
aktarilarak hacme tamamlanmigtir. Ekstrakt 0.45 pum gozenek capindaki polivinilkloriir

filtreden gecirilerek toplam antosiyanin analizine hazir hale getirilmistir.
Ol¢iim ve Hesaplama
Spektrofotometrik 6l¢iim isleminden dnce seyreltme faktorii belirlenmistir. Ornekler,

belirlenen seyreltme faktoriine uygun olarak potasyum Kkloriir tampon (pH 1.0) ve

sodyum asetat tampon ile (pH 4.5) ayn1 oranda seyreltildikten sonra spektrofotometrede
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(UV Mecasys Optizen 3220) 510 ve 700 nm dalgaboylarinda Slgiim  yapilmistir.

Seyreltilen 6rnegin absorbansi agagidaki formiille hesaplanmaistir.
A= (As10 — Azo) pH 1.0 — (As10 — Azo0) pH 4.5 (3.1)
Toplam antosiyanin miktar1 (mg/kg) = A x MW x DF x 100 (e x 1) (3.2)
formiilii kullanilarak hesaplanmustir.
A . (Amax abs — Azoo) PH 1.0

MW  : Baz alinacak antosiyaninin molekiil agirlig1 (Siyanidin -3-glikozit i¢in = 449.2)
SF : Seyreltme faktorii

€ : Molar absorbans katsayis1 (Siyanidin -3-glikozit i¢in = 26.900)
W : Ornek miktar1
V : Hacim, mL

3.28. ABTS, DPPH ve CUPRAC Yontemleri ile Antiosidan Kapasitenin

Belirlenmesi

Hindiba 6rneklerinin fenolik bilesiklerinin antioksidan kapasitesi ABTS (2,2'-azinobis-
(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve CUPRAC
(bakir iyon indirgeme antioksidan kapasitesi) metotlart olmak iizere ii¢ farkli metot ile
belirlenmistir. Analizlerde Apak ve ark. (2008) ve Boskou ve ark. (2006) tarafindan
gelistirilen analitik yontemler kullanilmistir. Analizler {ic paralelli yapilmis olup,

sonuglar g agirlik bagina umol troloks esdegeri (TE) olarak hesaplanmistir.

ABTS Yontemi ile Antiosidan Kapasitenin Belirlenmesi

ABTS yonteminin ilkesi, ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gergeklestirilen
reaksiyon sonucu olusan mavi/yesil renkli ABTS™ radikal katyonu tarafindan tutulan
antioksidatif maddelerin miktarinin sentetik bir antioksidan olan troloksun standart
miktariyla kiyaslanarak bagil Ol¢limiiniin saglanmasima dayanmaktadir (Cemeroglu

2010).
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Analizde kullanilan ABTS ¢ozeltisi, 7 mM ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit) ile 2,45 mM K;,S,0s’ 1n karistirilarak karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle
elde edilmistir. ABTS ¢ozeltisinin analize hazir hale gelebilmesi i¢in, ¢6zelti % 96’lik

etanolle 1:10 oraninda seyreltilmistir.

ABTS ¢ozeltisi igin; 38.4 mg ABTS ve 6.6 mg K,S;0g tartilmis olup 10 mL balon

jojede hacme tamamlanmustir.

Analizde 4 mL etanol ve 1 mL ABTS karistirilarak 6. dk sonunda 734 nm dalga
boyunda kor 6rnek i¢in absorbans degeri okunmustur (Ayg). Ardindan her bir hindiba
tiiri i¢in X mL ekstrakt alinmis iizerine (4-x) mL etanol ve 1 mL ABTS c¢ozeltisi ilave

edilerek karistirilmis ve 6 dk sonunda 734 nm’ de absorbans degeri okunmustur (Agmek)-

% Inhibisyonwaloo (3:3)

or

Olgiimler sonucunda hem ekstraktlar hem de fenolik bilesikler igin % inhibisyon

degerleri hesaplanmustir.

ABTS yontemi ile antioksidan kapasitenin belirlenmesinde standart olarak troloks
kullanilir. Kalibrasyon grafigi, 0.00625-0.05000 mg araliginda troloks cozeltileri ile
cizilmistir ve bu grafikten yararlanilarak ekstraktlarin antioksidan aktivite tayinleri zmol

troloks/g 6rnek olarak hesaplanmustir.
DPPH Yontemi ile Antiosidan Kapasitenin Belirlenmesi

Bu yontem, antioksidan bilesiklerin mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH radikalini
indirgeme yetenekleri ile iligkilidir. Mor renkli DPPH radikali, 515-517 nm
dalgaboyunda kuvvetli bir absorbsiyon gostermekte ve bu durum spektrofotometrede
kolaylikla belirlenebilmektedir (Prior ve ark. 2005; Sanchez-Moreno 2002). Yontem
temel olarak, metanol ya da etanolde hazirlanan DPPH radikal ¢6zeltisi {izerine test

bilesiginin eklenmesi sonucu radikal ¢ozeltisinin mor renginde meydana gelen
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azalmanin spektrofotometrede 515-517 nm dalgaboyunda Ol¢iilmesine dayanmaktadir

(Cemeroglu 2010).

DPPH c¢ozeltisi; 0.0394 ¢ DPPH, 100 mL’lik bir olcii balonunda metanol ile
hacme tamamlanmistir. I mM konsantrasyona sahip bu ¢ozeltiden 6 mL alinip

100mL ye tamamlanarak 6x10™ M konsantrasyonunda DPPH ¢izeltisi hazirlanmistir.

0.1 mL metanol (kontrol) ve hindiba 6rnekleri iizerine 3.9 mL DPPH (6 x107° M)
cozeltisi eklenmistir. Tipler 30 dk siireyle karanlik bir ortamda, oda sicakliginda
bekletilmigtir. Tip igeriklerinin absorbans degerleri spektrofotometrede (Optizen
3220UV, Optizen Labs LLC, Warsaw, Polonya) 515 nm dalgaboyunda okunmustur ve

% inhibisyon degeri agsagidaki formiil ile hesaplanmustir.
% inhibisyon = [1- (AP/ADPPH) ] x 100 (34)

A, : 515 nm dalga boyunda 6rnegin absorpsiyonu
ApppH : 515 nm dalga boyunda kontroliin absorpsiyonu

CUPPRAC Yontemi ile Antiosidan Kapasitenin Belirlenmesi
Hindiba o6rneklerinin antioksidan kapasitesinin CUPRAC yontemi ile belirlenmesinde
Apak ve ark. (2008)’nin gelistirdigi yontem izlenmistir. Analizde CuCl,, neokuproin,

amonyum asetat ¢cozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmastir:

Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi: 0.4262 g CuCl, tartilarak 100 mL él¢ii balonuna alinmis

ve saf su ile ¢izgisine tamamlanarak hazirlanmistir.

Neokuproin ¢ozeltisi: 0.0390 g neokuproin 25 mL él¢ii balona tartilmis ve %

96°lik etil alkolle ¢izgisine tamamlanarak hazirlanmustir.

Amonyum asetat ¢ozeltisi: 7.708 g amonyum asetat 100 mL élgii balonuna

alinmis ve saf su ile ¢izgisine tamamlanarak hazirlanmistir.
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CUPRAC yonteminde standart olarak troloks ¢ozeltisinden yaralanilmaktadir. Cozelti
hazirlaniken 0.0256 g troloks tartilmis ve 100 mL metanolde ¢ozdiirilmiistiir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10, 25, 50, 100, 150 ve 300 L konsatrasyonlarinda alinmis ve saf

su ile toplam hacim 1 mL olacak sekilde tamamlanmustir.

Hazirlanan saf su, troloks ¢ozeltisi karisimina toplam hacim 4 mL olacak sekilde 1’er
mL CuCl,, neokuproin ve amonyum asetat ¢ozeltilerinden ilave edilmistir.
Karistirildiktan sonra 30 dk karanlikta bekletilmis ve antioksidan bulunmayan 6rnege

kars1 450 nm dalgaboyunda absorbans degerleri okunmustur.

Kalibrasyon grafigi i¢in 0.0073-0.0430 mg araliginda troloks ¢ozeltileri hazirlanmis ve
en kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplamistir. Ekstraktlar i¢in antioksidan
aktivite degeri, hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanilarak umol troloks/g 6rnek

olarak hesaplanmustir.

3.2.9. Antioksidan Bilesenlerin Biyoalinabilirliginin Belirlenmesi

Antioksidan bilesenlerin biyoalinabilirliginin belirlenebilmesi i¢in yapay kosullarda
mide ve bagirsak ortami yaratilmigtir. Analizde Vitali ve ark. (2009)’nin gelistirdigi
yontem kullanilmustir.

Mide Ortam

500 mg homojenize edilmis 6rnek tizerine 10 mL saf su ve 0.5 mL pepsin ¢ozeltisi
eklenmistir. Karistmin pH’s1 5 mol/L HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 2 ‘ye ayarlanmis ve

karisim 37 °C’de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletilmistir.

Pepsin ¢ozeltisi; 2 g pepsin tartilarak 100 mL 6l¢ii balonuna konulmus, 0.1

mol/L HCI asit ¢ozeltisi ile ¢izgisine tamamlanarak hazirlanmustir.
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Bagirsak Ortam

37 °C’de 1 saat calkalamali su banyosunda bekletilen 6rnek, saf su ve pepsin karisimi
iizerine 1 M NaHCO;s eklenerek pH 7.2°ye ayarlanmustir. Uzerine 2.5 mL
bile/pankreatin soliisyonu ve 2.5 mL NaCl/KCl eklenerek 37 °C’de 2.5 saat
bekletilmistir. Ornekler 3500 rpm’de 10 dK santrifiijlenmis ve {izerine trikloroasetik asit
(%20 w/w) eklenmistir.

Bile/pankreatin soliisyonu, 0.5 g pankreatin ve 3 g bile tuzunun tartilip, 250
mL’lik élgii balonunda ¢izgisine 0.1 M NaHCOj3 ¢ozeltisiyle tamamlanmasiyla

hazirlanmigtir

NaCI/KCI; 100 mL i¢in 0.7 g NaCl ve 0.04 g KCI tartilmis ve ayri ayri

cizgilerine saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Elde edilen ekstraktlar izerine ABTS, DPPH ve CUPRAC yo6ntemleri uygulanarak

toplam antioksidan kapasiteleri hesaplanmistir.

3.2.10. Fenolik Bilesiklerinin HPLC ile Belirlenmesi

Ekstraksiyon Yontemi

Arastirmada kullanilan hindiba bitkilerinin ekstraksiyonunda Ehlenfeldt ve Prior (2001)
ve Prior ve ark., (2001)’ nin metodu modifiye edilerek uygulanmistir. Hindiba 6rnekleri
havanda ezilerek homojen hale getirilmis ve homojen haldeki hindiba bitkilerinden 5’er
g ornek tartilmistir. Ornekler {izerine 15 mL %4 formik asit iceren metanol ¢dzeltisi
ilave edilmis ve 25°C sicakliga ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda 15 saat siireyle
bekletilmistir. Siire sonunda 15 dk ultrasonik su banyosunda bekletilen drnekler 2000
rpm devirde 40 °C’de 10 dk santrifiijlenmistir (Sigma 3K30, UK). Elde edilen berrak
kisimlar 6000 rpm devirde 40°C’de 20 dk siireyle ikinci kez santrifiijlenmistir. Son
olarak berrak kistmlar membran filtreden (Sigma Z290793, pore size 0.45 um, diam. 47

mm) gegirilerek hindiba bitkisinin fenolik bilesiklerinin HPLC ile belirlenmesinde
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kullanilmak tizere ayr1 ayr1 ornek tiiplerine konulmustur. Ekstraktlar -80°C sicaklikta

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Analiz Yontemi

Ekstraktlar tekrar 0.45 um’lik membran filtreden (Thermo Scientific™ Target2™
Nylon Syringe Filters, 0.45um, 30 mm (P/N F2500-1)) gegirilmistir. Fenolik
kompozisyonun HPLC ile belirlenmesinde Sellappan ve ark., (2002), You ve ark.
(2011), Maatta-Riihinen ve ark. (2005), Willeman ve ark., (2014)’nin metodu modifiye

edilerek kullanilmistir.

Fenolik ekstraktlar, Autosampler (ACC-3000T), pompa (LPG-3400SD), DAD
detektoric  (DAD-3000); (Thermo  Scientific™  Dionex™  Chromeleon™
Chromatography Data System Software 7.1) ve ters fazli C18 kolon (250x4.6 mm,
Agilent, CA, ABD) bulunduran Thermo Scientific ™ Dionex ™ UltiMate ™ 3000
RSLC sistemi ile donatilmigs HPLC sisteminde analiz edilmistir. Firin ve ornekleyici

sicaklig 40°C ve 25°C’ye ayarlanmustir.
Fenolik bilesiklere ait piklerin tanimlanmasi ve konsantrasyonlarinin hesaplanmasi
bilesiklerin maksimum absorbans degeri verdigi dalga boyunda gergeklestirilmistir.

Aragtirilan fenolik bilesikler ve analiz edildikleri dalgaboylar1 agagidaki gibidir.

280 nm: gsiringik asit, galik asit, (+) - katesin, kafeik asit, vanilik asit,

protokatesik asit, naringin, hesperidin ve neohesperidin

320 nm: trans-ferulik asit, trans-kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit,

ferulik asit ve resveratrol

360 nm: mirisetin, rutin hidrat, kaemferol ve kuarsetin

Metanol:su:formik asit (3.5/96.4/0.1, v/vl/v, solvent A) ve asetonitril: formik asit (98/2,

v/v, solvent B) mobil fazdan olusan gradient elusyon kullanilmistir. B kompozisyonu 1
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dakikada % 0.5, 4 dakikada 9% 2, 15 dakikada % 3, 20 dakikada % 16, 15 dakikada %
35, 9 dakikada % 62, 4 dakikada % 96, 4 dakidada % 99.5 ve 8 dakikada da % 0.5
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 uL, akis hiz1 oda sicakliginda
0.7 mL/dakika olup, tek bir run siiresi 80 dakikadir.

Fenolik bilesikler harici bir standart (external standart) kullanilarak kalibre edilmistir.

Fenolik ekstraktlar ve standartlar ayn1 kosullar altinda analiz edilmis ve enjeksiyonlar

arasinda 10 dakikalik denge siiresi verilmistir. Tiim analizler 3 paralelli yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Hindiba 6rnekleri toplam kurumadde, suda ¢6ziinen kurumadde, kiil, pH, titre edilebilir
asit, toplam antosiyanin miktarlar1 ve toplam fenol igerikleri , antiosidan kapasiteleri ile
antioksidan  bilesenlerin  biyoalmabilirligi  yoniinden  karsilagtirilmig,  hindiba
orneklerinin fenolik bilesikleri HPLC ile belirlenip miktar ve tiir bazli degisikligi tespit

edilmistir.
4.1. Toplam Kurumadde Tayini

Hindiba 6rneklerinin toplam kuru madde miktari i¢in genel olarak benzer sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 4.1). Kirmizi hindiba tiiriinde en yiiksek toplam kuru madde
miktarma rastlanirken (6.44 + 0.11%), bunu sirastyla yesil (6.03 = 0.09%) ve beyaz (5.65
+ 0.13%) hindiba tiirleri takip etmistir. Jurgonbski ve ark. (2011)’nin yaptig1 kurumadde
tayininde kurumadde orani hindiba yapraklarinda 95.0+0.20° olarak bulunmustur. Konu
ile ilgili bir baska calismada (Kaya ve ark. 2002), % nem miktar1 yabani hindiba
tirtinde % 5 olarak tespit edilmistir. Sonuglarin bizim ¢alismamiza kiyasla bu kadar
farkli ¢gitkmasinin sebebi ¢alismalarda yabani hindibanin kurutulmus 6rnekleri tizerinde

analizlerin yapilmis olmasidir.

4.2. Suda Coziinen Kurumadde Tayini

Hindibalarin suda ¢oziinlir kurumadde miktarlar1 refraktometre ile belirlenmistir ve
briks olarak ifade edilmistir. Beyaz ve yesil hindiba numunelerinin briks degeleri
birbirine yakin ¢ikarken kirmizi hindiba numunesi 2.33+0.01° briks degeri ile en diisiik
brikse sahip numunedir (Cizelge 4.1).

4.3. Kiil Tayini

Hindiba 6rneklerinde kiil miktari, tiire gore degisiklikler géstermektedir. Yesil hindiba

ornegi 1.30+0.02% g/100 g ile en fazla kiil icerigine sahip tiir olarak tespit edilmistir.
Bunu da sirasiyla kirmizi (1.01£0.04°%) ve beyaz (0.65+0.02°) hindiba &rnekleri
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izlemektedir (Cizelge 4.1). Kaya ve ark. (2002)’nin kurutulmus yabani hindiba
orneklerinde yaptiklar kiil tayininde, 6rneklerin % 16 kiil igerigine sahip oldugu tespit
edilmistir. Diger bir ¢alismada (Jurgonbski ve ark. 2011), hindiba yapraklarinin ve
koklerinin kiil miktar1 sirasiyla 3.8+0.03% ve 6.6+0.06° 9/100 g olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Hindiba 6rneklerinin briks, toplam kurumadde ve kiil miktarlari

N Kod Briks Toplam Kiil

0 (9/100mL Kurumadde (9/1009)
) (9/100 g)

1 B  5.60+0.01° 5.65+0.13% 0.65+0.02°

2 Y  5.73£0.01% 6.03 + 0.09% 1.30+0.02°

3 K 233+0.01°  6.44+0.11*  1.01+0.04°

4.4. pH Tayini

Analiz edilen hindiba 6rneklerinin pH araligit 5.76 - 6.13 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.2). Kirmiz1 hindiba 6rnegi pH 5.76 ile en asidik hindiba 6zelligi gosterir iken
yesil hindiba 6rnegi pH 6.13 ile ndtre en yakin hindiba O6rnegidir. Kaya ve ark.
(2002)’nin ¢aligmalarinda hindiba pH degeri 5.59 olarak rapor edilmistir. Aynit metot
uygulanarak yapilan bu ¢alisma sonucu tespit edilen pH degeri bizim buldugumuz pH
araligina yakin olmakla beraber aradaki sapmaya tiir bazli degisikligin sebep oldugu

distintiilmiistiir.
4.5. Titre Edilebilir Asitlik Tayini (g/100g)

Analizler 3 paralelde yapilmis olup harcanan NaOH miktar1 esas alinarak hesaplanan
toplam asit miktarlar1 Cizelge 4.2°de kikorik asit cinsinden g/100g olarak verilmistir.
Toplam asitlik miktar1 0.13 — 0.24 g/100 g aralifinda tespit edilmis olup, en yliksek
asitlige 0.24+0.04% degeri ile beyaz hindiba numunesi sahiptir. Kirmizi hindiba
numunesinin toplam asitligi ise 0.21+0.04% g/100g ile beyaz hindiba numunesine

yakindir. 0.13+0.01° g/100g ile yesil hindiba en diisiik toplam asitlige sahip numunedir.
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Cizelge 4.2. Hindiba 6rneklerinin pH degerleri ve toplam asitlikleri

No Kod pH Toplam asitlik
(9/1009)

1 B 6.02+0.01° 0.24+0.042

2 Y 6.13+0.012 0.13+0.01°

3 K 5.76+0.01° 0.21+0.04%

4.6. Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Hindiba 6rneklerinin hidrolize edilebilir toplam fenol igerigi Cizelge 4.3 te, ekstrakte
edilebilir toplam fenol igerigi Cizelge 4.4’ te gosterilmistir. Bu ¢alismada analiz edilen
hindiba orneklerinin toplam fenol igerikleri 3315.01-8855.50 mg/100 g GAE dw
(ekstrakte edilebilir) ve 4183.51-7005.51 mg/100 g GAE dw (hidrolize edilebilir) olarak
belirlenmistir. Ekstrakte edilebilir ve hidrolize edilebilir hindiba toplam fenolik
icerikleri arasinda farklar (p<0.05) gozlemlenmistir ve diger drneklere kiyasla ekstrakte
edilebilir kirmiz1 hindiba fenoliklerinin toplam igeriginin, daha yiiksek (p<0.05) oldugu
tespit edilmistir. Jurgonbski ve ark. (2011)’nin ¢alismalarinda toplam fenol igegi
4.2240.07° 9/100 g olarak belirlenmistir. Bu deger bizim deger araligimizda yer almakla
beraber degisik yontemlerin kullanilmasindan kaynaklanan farklarin olmasi beklenen

bir sonuctur.

Cizelge 4.3. Ekstrakte edilebilir fenolik bilesikler ve antioksidan kapasite

N Kod Toplam Fenolik Antioksidan Kapasite
0 Bilesik (umol TE/g dw)
(mg/100g GAE ABTS CUPRAC DPPH
Dw)

1 B 3315.01£14.59°  138.5245.14° 126.02£6.20° 241.50+3.13%
2 Y 4051.65+£23.71°  161.80+8.22° 278.88+4.14° 233.66+9.18"
3 K 8855.50+29.43% 179.61+7.78% 570.54+11.29* 205.27+7.50°

ABTS (2,2'-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) yontemi, DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) yontemi, CUPRAC (Bakir iyon Indirgeme Antioksidan Kapasitesi)
yontemi
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Cizelge 4.4. Hidrolize edilebilir fenolik bilesikler ve antioksidan kapasite

N Kod Toplam Fenolik Antioksidan Kapasite
0 Bilesik (wmol TE/g dw)
(mg/100g GAE ABTS CUPRAC DPPH
Dw)

1 B 4183.51+12.14°  82.49+3.52° 207.46+6.43° 117.01£6.25°
2 Y 6887.76+£33.45°  82.41+1.45° 328.63+5.39° 129.64+8.14°
3 K 7005.51£28.32%  105.65+6.41% 425.14+12.84* 220.36+9.26°

ABTS (2,2'-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) yontemi, DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) yéntemi, CUPRAC (Bakir Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasitesi)
yontemi

4.7. Toplam Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmiz1 ve mor tondaki ¢esitli renklerini
veren suda ¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir (Nizamlioglu ve Nas 2010). Bu
nedenle en yiiksek antosiyanin miktar1 12.80+1.93% mg/kg ile kirmizi1 hindibada tespit
edilir iken yesil hindiba 6rneginde antosiyanin miktari1 tespit edilememistir. Hindiba

orneklerinin toplam antosiyanin miktarlar1 Cizelge 4.5’te mg/kg olarak verilmistir.

Cizelge 4.5. Hindiba 6rneklerinin toplam antosiyanin miktarlari

No Kod Toplam antosiyanin
miktar1 (mg/kg)

1 B 321+ 0.89°
2 Y Nd*
3 K 12.80+1.932

48. ABTS, DPPH ve CUPRAC Yontemleri ile Antiosidan Kapasitenin

Belirlenmesi

Antioksidan kapasitenin 6l¢iimii, 6l¢iim prensiplerine, analiz sartlarina ve antioksidan
bilesenlere degisen yanitlarina gore farklilik gostermektedir (Sartburun ve ark. 2010).
Ekstrakte edilebilir ve hidrolize edilebilir hindiba fenoliklerinin antioksidan kapasiteleri
Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Bu sonuglar ekstraktedilebilir ve
hidrolizedilebilir kirmizi hindiba fenoliklerinin (179.61-105.65 umol TE/g ve 570.54-
425.14 umol TE/g), diger orneklere kiyasla daha yliksek TEACaBTs ve TEACcupPrAC
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degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Kirmizi hindiba kiiltiird, iyi bilinen antioksidan
ozelligi olan diger yiyeceklerden daha listiin ve daha diisiik maliyetlidir (Rossetto ve
ark. 2005). Onceki arastirmalar gostermektedir ki kirmizi hindiba tiirii diger hindiba
tiirleri igerisinde en yiiksek DPPH temizleme yetegine sahip hindiba tiiriidiir (Papetti ve
ark. 2006).

ABTS, CUPRAC ve DPPH metotlar1 elektron transfer 6l¢iimlerinde ayni mekanizma
reaksiyonuna sahiptir (Apak ve ark. 2008; Fidrianny ve ark. 2013) fakat bu ¢alismanin
sonuclari, ekstrakte edilebilir beyaz hindiba 6rnekleri haricinde, hindiba 6rneklerinde,
CUPRAC yonteminin ABTS ve DPPH yontemlerinden daha yiiksek antioksidan
kapasite degerleri ortaya koydugunu gostermistir. Hindiba oOrneklerinde, CUPRAC
yontemi degerleri 126.02-570.54 umol TE/g (ekstrakte edilebilir fenolikler) ve 207.46-
425.15 umol TE/g (hidrolize edilebilir fenolikler) deger araliginda bulunmustur. Bu
durum, fenolik asitlerin (hidroksisinnamik asit) yapisal 6zelliklerinin, normal olarak, iki
—OH grubu tastyan kafeik ve klorojenik asitlerin, monofenolik (tek —OH grubu tasiyan)
ferulik ve p-kumarik asitlerden daha fazla TEAC katsayilar1 sergilemesi gerektigi
gercegi ile aciklanabilir. Bu nedenle, yapisal gereklilikler, hidroksisinnamik asitlerin,
ABTS yontemi ile degil, TEAC diizenine sahip CUPRAC yontemi ile oOlgiilmesi
gerektigini belirtir (Apak ve ark. 2008).

Jurgonbski ve ark. (2011)’nin hindiba Orneginin yapraklarinda DPPH yontemi ile
yaptig1 antioksidan kapasite 6l¢limiiniin sonucu 210.1+5.8° olarak tespit edilmistir. Bu
deger DPPH yontemi ile elde ettigimiz antioksidan kapasite deger araliginda
(241.50+3.13% - 205.27+7.50°) yer almaktadir. Yine ayni c¢alismada hindiba
koklerindeki antioksidan kapasite 30.2+3.1% umol TE/g, hindiba tohumunda ise
505.1£6.0% umol TE/g bulunmustur.

Milala ve ark. (2009)’nin ¢alismasinda dondurularak kurutulmus materyalin TAEC
(mmol Trolox/g) olarak ifade edilen preparatlarmin antioksidan aktivitesi hindiba
tohumlarindan elde edilen ekstraktede, 0.513 mmol TE/g (128 mg TE /g) degeri ile en
yiiksek antioksidan aktivite 6zelligi gostermistir. En diisiik antioksidan aktivite, hindiba
koklerinden elde edilen ekstraktlardan elde edilmistir (0,26 mmol TE /g (6.5 mg TE g)).
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Hindiba yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitesi ise 0.207 mmol
TE /g (51.8 mg TE /g) olarak tespit edilmistir.

4.9. Antioksidan Bilesenlerin Biyoalinabilirliginin Belirlenmesi

Gastrointestinal sindirim sirasinda, polifenoller hem indirgenmis (degerleri diisiiriilmiis)
diger yiyecekler (ince bagirsaktaki antosiyaninler gibi) ile etkilesimde bulunabilirler
hem de hidrolizler tarafindan metabolize edilebilirler. Bu yapisal degisiklikler hem
onlarm emilimlerini hem de biyoaktivitelerini etkileyebilir. Ornegin; bagimsiz
fenollerin antioksidan aktiviteleri onlarin glikozit ve demir — fenol baglarindan daha
yiiksektir (Bouayed ve ark., 2012). Gida polifenolleri ile ilgili bir¢ok literatiir verileri
sadece sulu organik ekstraktlarda ¢6ziinen bilesiklerle ilgilidir (ekstrakte edilebilir
polifenoller). Baz1 polifenoller, 6zellikle yiiksek polimerizasyon derecesine sahip ve
yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerle baglantili polifenoller (ekstrakte edilemeyen
polifenoller), kullanilan standart ekstraksiyon yontemlerinden kagabilir. Bu gida
polifenol fraksiyonu, bagirsaklarda; ince bagirsakta sindirim enzimleri ve kalin
bagirsakta bakteriyel bozulma etkisi ile gida matrisinden serbest birakildiktan sonra

biyoaktif hale gelebilir (Jenner ve ark. 2005).

Orneklerin toplam fenolik madde baslangig igeriginin biyoalmabilirligi % 41.82-61.48
olarak tespit edilmistir. TEACagts, TEACcuprac Ve TEACpppy’te ise orneklerin
biyoalinabilirligi, %77.60-85.88, %62.12-73.49, ve %64.66-76.2°dir. Beyaz hindibanin
toplam fenolik iceriginin biyoalinabilirliginin diger hindiba Orneklerine gore daha
yiksek olmasina karsin, yesil hindiba, daha yiiksek antioksidan aktivitenin
biyoalinabilirligine sahiptir. Bu farkliligin nedeni, bitki materyali, yetistirilme kosullar
ve Ol¢limler i¢in kullanilan sartlar ile ilgili faktorlerle baglantili olabilir. Biitiin bu
sonuglar, farkli hindiba 6rneklerinin, toplam fenoliklerin ve antioksidan kapasitelerinin
ortaya cikmasinda etkiye sahip oldugunu kanitlar ve bu nedenle, biyolojik olarak

kullanilabilir fraksiyonu etkiler
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4.10. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi

Hindiba orneklerinden ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin HPLC nicel analitik

sonuglar1 Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Hindiba 6rneklerinde toplam ondokuz fenolik

standart calisilmistir. Fenolik bilesiklerin yogunlugu, beyaz, yesil ve kirmizi hindiba

numunelerinde sirasiyla 0.02-2.54 mg/kg, 0.02-1.77 mg/kg, ve 0.02-1.95 mg/kg olarak

tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Hindiba 6rneklerindeki fenolik bilesikler

Fenolik Duraklama Dalga Beyaz Yesil Kirmzi
Bilesikler Zamani Boyu (A) Hindiba Hindib Hindiba
(dk) a

Gallik Asit 13.49 280 Nd* 0.03+£0.00° Nd
Protokatesik Asit 19.17 280 0.02£0.00*°  0.05+0.00° Nd
(+)-Katesin 23.76 280  2.01£0.15°  0.02+0.00° 1.95+0.23°
Klorojenik Asit 24,61 320 0.02+0.00°  0.36+0.00° 0.74+0.17°
Kafeik Asit 26.91 280 0.06:£0.00®  0.02+0.00* 0.02+0.00?
Trans-Kafeik Asit 27.00 320 0.05+0.00°  0.03+0.00* 0.05+0.00°
Vanilik Asit 27.23 280 Nd 0.08+0.00% 0.11+0.02°
Siringik Asit 28.13 280 2.54+0.41a* 0.23£0.06° 0.12+0.00°
P - Kumarik Asit 32.30 320 Nd 0.03+0.00%°  0.05+0.00°
Rutin Hidrat 32.63 360 Nd 0.27+0.02%  0.30+0.00°
Ferulik Asit 34.44 320 Nd Nd 0.02+0.00%
Trans-Ferulik Asit 34.50 320 0.01£0.00° 1.77+0.11* 1.85+0.19°
Naringin 35.86 280  0.36£0.05° Nd 0.11+0.00°
Hesperidin 36.52 280 0.09+0.00°  0.17+0.00° 0.42+0.09°
Neohesperidin 37.52 280  0.03£0.00° 0.05+0.00° 0.14+0.00°
Mirisetin 39.56 360 Nd 0.05£0.00°  0.17+0.00°
Resveratrol 41.42 320 Nd 0.02+0.00%  0.02+0.00°
Kuarsetin 45.29 360 Nd 0.62+0.03* Nd
Kaemferol 50.01 360 Nd Nd Nd
TOPLAM 5.18+0.20  3.75+0.12  5.97+0.20

Beyaz hindibada siringik asit, yesil hindibada trans-ferulik asit ve kirmizi hindibada (+)-

katesin baskin fenolik bilesikler olarak karsimiza c¢ikmustir. Tanimlanmis fenolik

bilesikler arasinda, yogunluklar yiiksekten algaga dogru olan énemli fenolik bilesikler

siringik asit > (+)-katesin > trans-ferulik asit > klorojenik asit > kuarsetin seklindedir.

Fenolik bilesikler, hindiba 6rnekleri arasinda onemli Olg¢iide farklilik gostermislerdir.

Higbir hindiba 6rneginde kaemferol belirlenmemistir.
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Milala ve ark. (2009)’nin ¢alismasinda hindiba kok ekstraktlarmin ana polifenolik
bilesenlerinin, 16. dakika bekletme zamaninda olusan klorojenik asit ve 22.8-24.8
dakikalik alikonma zamaninda goriinen klorojenik asit tiirevleri oldugu belirtilmistir.
Hindiba tohumundan alinan ekstrakte de 5-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) ve
klorojenik asit tlirevlerine rastlanmigtir. Yine ayni ¢alismada Hindiba yapraklarindan
alinan liyofilize ekstraktin kromatografisinde ana polifenolik bilesenlerin, kikorik asit,
kuarsetin, glukuronid ve klorojenik asit oldugu (sirasiyla 24.03, 22.5 ve 16.1 dakika

tutulma stireleri) tespit edilmistir.

Hindiba 6rneklerinden beyaz hindibanin etanol ile karisimimin HPLC’ye verilmesi ile

elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

1-27062014 #30 sample 1 Uv_VvIs_1
2-27062014 #90 sample 1 Uv_wvis_2
4-27062014 #90 sample 1 UV VIS 4
400,000 mAL VWWL:280 nm
300,000 —H
200,000
3 P S
100,000 4
] A ]
H ’LMLM | 17 BN |
-50,000 L T L L A fTilﬂ
0.0 10.0 20.0 30.0 400 50.0 60.0 70.0 80.0

Sekil 4.1. Beyaz hindiba etanol karigim1 fenolik igerigi
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Hindiba 6rneklerinden kirmizi hindibanin etanol ile karisimmin HPLC’ye verilmesi ile

elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.2°de verilmistir.

1- 27062014 #91 sample 2 UV VIS 1
2 - 27062014 91 sample 2 UV VIS 2
4- 27062014 #91 sample 2 UV VIS 4
600.000 A WL 280 nm
500,000 |
375,000
250,000
t
126,000 L l
T Al

22

N | R % B A

-100,000 T T T T T T T
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 500 60.0 70.0 80.0

min

Sekil 4.2. Kirmiz1 hindiba etanol karisimi fenolik igerigi

Hindiba 6rneklerinden yesil hindibanin etanol ile karisimmin HPLC’ye verilmesi ile
elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.3’te verilmistir.

1- 27062014 #92 sample 3 UV_VIS 1
2 - 27062014 £92 sample 3 UV VIS 2
4-27062014 #92 sample 3 UV VIS 4
250,000 5 TWL250 nm
200,000 -
150,000
100,000 -, |
50,000 |
:2
0 M
50000 T T T T T T T o
0.0 100 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0

Sekil 4.3. Yesil hindiba etanol karisim1 fenolik igerigi
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Hindiba orneklerinden beyaz hindibanin metanol-formik asit ile karisimmin HPLC’ye

verilmesi ile elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.4’te verilmistir.

140,000

100,000

75,000

50,000

25,000

-20,000

1-27062014 #93 sample 4 Uv_wvIs_1
2-27062014 #93 sample 4 Uv_\vIs_2
4 - 27062014 #93 sample 4 Uv VIS 4
AL WVL:280 nm
4
AP N\
! . | A
L \_'M__‘Jlj\_‘_J__‘_.»_——-ﬂu——““)\
min
T T T T T T T
00 10.0 20.0 30.0 40.0 500 60.0 700 80.0

Sekil 4.4. Beyaz hindiba metanol-formik asit karisimi fenolik icerigi

Hindiba 6rneklerinden kirmizi hindibanin metanol-formik asit ile karistminin HPLC’ye

verilmesi ile elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.5’te verilmistir.

250,000

200,000

150,000

100,000

50,000

-50,000

1-27062014 #94 sample 5 UV_VIS_1
2-27062014#94 sample &5 UV_VIS_ 2
4-27062014 #94 sample 5 UV VIS 4
JmAU WWL:280 nm
h ] e
i tr— S
h L\A__A_,_.A.._.-‘.\
min
T T T T T T T
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 500 60.0 70.0 80.0

Sekil 4.5. Kirmiz1 hindiba metanol-formik asit karisimi fenolik igerigi
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Hindiba 6rneklerinden yesil hindibanin metanol-formik asit ile karisiminin HPLC’ye
verilmesi ile elde edilen HPLC grafigi Sekil 4.6’da verilmistir.

1-27062014 #95 sample 6 UV_VIS_1

2 - 27062014 #95 sample 6 UV VIS 2
4 - 27062014 #95 sample 6 Uv VIS 4
350,000 - WWVL280nm
200,000 —+
4 L
100,000 —
2 N R ¥ ] eirden |
_1_Jb-—~L——-—A—»—-—"~ S “A“LJL‘J‘\
_50‘000 T T T T T T T min
00 10.0 200 300 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0

Sekil 4.6. Yesil hindiba metanol-formik asit karisimi fenolik igerigi

Benzer ¢alismalarda, kiiltiire alinmis hindiba gesitlerinde baskin fenolik bilesiklerin
Klorojenik ve kikorik asit oldugu bulunmustur (Sinkovi¢ ve ark. 2015). Sekil 4.7°de

yesil hindibada bulunan fenolik bilesiklere ait kromotogram gosterilmistir.

200,000 MAY I - UV-VIS  WVL: 280 nm
© ® z ]
1 S 2 ] 2
g S =2 2 §
] o s S c £
' T |l 3 . g
E & © ) * b = o
100,000 = : - S & é g g
= £\ e g = 3 o
3 H 7] F g < J
| e S g 2
- b= g0
m ] o
. J b v T Z
.4 v /
min
-50,000 , | | : :

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

Sekil 4.7. Yesil hindiba fenolik bilesikleri
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Fenolik asitlerin yapilarinda hidroksil gruplar1 bulundugu icin antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 bilinir ve bunlarin endojen serbest radikallere bagli oksidatif hasara kars1
savunma sistemine katkilar1 son derece énemlidir (Saggu ve ark. 2014). Abbas ve ark.
(2015)’nin yaptig1 ¢alismada hindiba yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin iyi bir
fenolik bilesen kaynagi oldugu ve fenolik bilesenlerin indirgeme giiciine ve DPPH
radikallerini temizleme kapasitesine sahip olduklart bulunmustur. Bu c¢alismadaki
orneklerin, antioksidan ektiviteye katki yapabilecek zengin, yiiksek flavonoid ve fenolik

icerige sahip olduklari tespit edilmistir.
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5. SONUC

Tez calismasi sonucu elde veriler, ii¢ hindiba 6rneginin fenolik igeriginin, toplam
miktarlarda ve belirli fenoliklerde degisiklik gosterdigini gostermektedir. Beyaz
(Cichorium intybus L. 'Witlof) ve kirmizi hindiba (Cichorium intybus L.
(Rubifolium group) 'A Palla Rossa) orneklerinin toplam fenol miktarlarinin benzer
olmasma (sirastyla 5.18+0.20 mg/g dw ve 5.97+0.20 mg/g dw) karsilik, beyaz
hindibada, calismada incelenen on dokuz standartin dokuzunun haricinde, bireysel
fenollerde belirgin olarak daha yiiksek sonuglar elde edilmistir. HPLC ile belirlenen
fenolik maddelerin konsantrasyonlar1 toplam ile, spektrofotometrik olarak belirlenen
toplam fenolik madde miktar1 degiskenlik gosterse de HPLC ile belirlenen fenolik
maddelerin konsantrasyonlari toplaminda da spektrofotometre ile belirlenen toplam
fenol igeriginde de kirmizi hindiba fenolik bilesiklerce en zengin tiir olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Yesil hindiba tiiri HPLC ile belirlenen fenolik madde miktar1 en diisiik
ornek iken spektrofotometrik olarak belirlenen toplam fenolik madde miktar: en diisiik

ornek beyaz hindibadir.

Kirmizi, yesil ve beyaz hindiba tiirlerinin antioksidan kapasiteleri, ektrakte edilebilir ve
hidrolize edilebilir toplam fenol icerikleriyle kiyaslandiginda sonuglar parelellik
gostermektedir. Buna gore, toplam fenol igerigi en yliksek olan kirmizi hindiba tiirii
antioksidan kapasitesinin de en yiiksek oldugu tiir olarak tespit edilmistir. Bunu
sirastyla yesil ve beyaz hindiba tiirleri takip etmektedir. Insan saglig1 ve beslenmesinde
onemi ve kullanimi giin gectikge artan hindiba toplam fenolik bilesik igeriklerinin,

hindiba tiirline bagl olarak degistigi saptanmustir.
Sonug olarak, hindiba bitkisi, tiiketicilere fenolik ve antioksidan iceriklerinden ve bu

bilesiklerin biyoalinabilirliklerinden dolayr Onemli saglik faydalar1 saglayacak

potansiyele sahiptir.
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