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Taze fasulye (Phaseolus vulgaris) fenolik bilesen igeridi yiksek olan bir sebze olup, antioksidan igerigi ve aktivitesi
bakimindan zengin olan ve yaygin tiketilen sebzeler igerisinde siniflandiriimaktadir. Bu galismada taze fasulyenin
endustriyel dondurulma iglemi sirasinda gesitli Gretim basamaklardan alinan numunelerde toplam fenolik maddede,
toplam flavonoid maddede ve toplam antioksidan kapasitede meydana gelen degisimleri belirlemek ve hammadde,
atik ve dondurulmus Urlin i¢in sirasiyla agiz, mide ve bagirsak sindirimi asamalarindan olusan standartlastiriimis in
vitro gastrointestinal sindirim modeli kullanilarak fenoliklerin, flavonoidlerin ve antioksidan kapasitenin
biyoerisilebilirliklerinin degerlendiriimesi amaclanmistir. Toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde ve toplam
antioksidan kapasitedeki degisimler spektrofotometrik yontemlerle tespit edilmis olup, toplam antioksidan kapasitenin
belirlenmesinde ABTS, CUPRAC, DPPH ve FRAP olmak lizere 4 farkli metot kullaniimistir. Elde edilen sonuglar
endustriyel dondurma isleminin taze fasulyenin toplam fenolik ve flavonoid madde igerigini korundugunu ve atik olarak
ayrilan yan urtnun toplam flavonoid madde igeriginin ve antioksidan kapasitesinin hammaddeden yuksek oldugunu
gostermistir (sirasiyla %117 ve %97’ye kadar) (p<0.05). ilaveten, in vitro gastrointestinal sindirim sonrasinda
dondurulmus taze fasulyenin ve atik Griiniin hammaddeye kiyasla sirasiyla %12-23, %143-148 ve %10-230 kadar
daha fazla biyoerigilebilir toplam fenolik maddeye, toplam flavonoid maddeye ve toplam antioksidan kapasiteye sahip
oldugu gordlmastir (p<0.05). Sonug olarak bu c¢alisma gida islemenin polifenollerin biyoerigilebilirligini
etkileyebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, IQF, Biyoerisilebilirlik, Polifenoller

Changes in Green Bean Phenolics, Flavonoids and Antioxidant Capacity during Industrial
Freezing Process and in vitro Gastrointestinal Digestion

ABSTRACT

Green bean (Phaseolus vulgaris) contains high amounts of phenolic compounds, and it is classified as one of the
widely consumed vegetables, which is rich in antioxidant content and activity. The aim of this study was to determine
the changes in total phenolic content, total flavonoid content and total antioxidant capacity in the samples taken from
various production steps of the industrial freezing process of green beans, and to evaluate the bioaccessibility of
phenolics, flavonoids and antioxidant capacity for raw material, waste and frozen product using the standardized in
vitro gastrointestinal digestion model simulating the digestion in the mouth, stomach and intestine, respectively. Total
phenolic content, total flavonoid content and total antioxidant capacity were determined using spectrophotometric
methods and for the evaluation of total antioxidant capacity 4 different methods including ABTS, CUPRAC, DPPH and
FRAP were used. Results showed that the total phenolic and flavonoid contents of the fresh green beans were
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preserved after industrial freezing process and their by-product that is separated as waste contains higher total
flavonoid content and antioxidant capacity compared to raw material (117% and up to 97%, respectively) (p<0.05). In
addition, after in vitro gastrointestinal digestion, frozen green beans and waste contained 12—-23%, 143-148% and
10-230% more bioaccessible total phenolics, flavonoids and antioxidant capacity, respectively compared to fresh
green beans (p<0.05). In conclusion, this study showed that food processing may affect the bioaccessibility of

polyphenols.

Keywords: Phaseolus vulgaris, IQF, Bioaccessibility, Polyphenols

GIRiS

Epidemiyolojik calismalar sebzelerce zengin bir diyetin
kardiyovaskuler hastaliklar, kanser ve tip 2 diyabet gibi
bazi kronik hastaliklarin gelisme riskini azalttig
gOstermistir [1]. Saghk Uzerine s6z konusu olan bu
olumlu etkiler antioksidan 6zellik gosteren fenolik
bilesenlerin varligi ile iliskilendiriimektedir [2]. Taze
fasulye (Phaseolus vulgaris) fenolik bilesen icerigi
yiksek olan bir sebze olup, antioksidan igerigi ve
aktivitesi bakimindan zengin olan ve yaygin tiketilen ilk
10 sebze igerisinde siniflandiriimistir. Ozellikle kuersetin
ve kaempferol glikozitleri agisindan énemli bir flavonoid
kaynagidir [3].

Dondurma islemi, global olarak gida endustrisinde taze
fasulye de dahil olmak Uzere birgok sebze igcin gida
kalitesinin korunmasinda en iyi ydontemlerden biri olarak
kabul edilmektedir. Sicaklik dislsu ile sebzelerde hasat
sonrasl olusan metabolik slreglerin énlemesinin yani
sira, Urun kalitesini bozan mikrobiyolojik Ureme hizi da
yavaslatiimaktadir [4]. Ote yandan, dondurma iglemi tek
basina enzimatik reaksiyonlari ve mikrobiyal Gremeyi
tamamen durdurmak igin yeterli degildir ve bu nedenle
on islem olarak haslama yapilmasi gerekmektedir [5].
Literatirde daha 6nce yapilmis calismalar haslama ve
dondurma gibi islemlerin sebzelerin fenolik bilesen
miktarini  ve antioksidan kapasitesini  etkiledigini
gdstermistir [4-6]. ilaveten, taze fasulyenin endistriyel
dondurma iglemi esnasinda kesim neticesinde aciga
cikan fasulye uglarini ve saplarini iceren bir atik drlin
olugsmaktadir. Sanayide olusan bu tur atik Grinlerin
bertarafi hem gevre Uzerinde potansiyel bir olumsuz etki
yaratmakta hem de JUretici icin buyiuk bir maliyet
olusturmaktadir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalarda
bazi endustriyel atiklarin fenolik bilesen kaynagi olarak
kullanilabilecegi ortaya koyulmustur [7, 8].

Son zamanlarda gastrointestinal kosullarin simulasyonu
icin hizli, guvenilir ve in vivo metotlarda oldugu gibi etik
kaygilarla kisitlamasi  olmayan in vitro sindirim
yontemleri yaygin olarak kullanilimaktadir. in vitro
gastrointestinal sindirim modelleri fenolik bilesiklerin
gida matriksinden saliniminin belirlenmesini ve vicutta
emilmeden ©6nce meydana gelen degisikliklerin
degerlendiriimesini  saglamaktadir. Ote  yandan,
uygulanan modellerin kosullarindaki varyasyonlar farkli
calismalarda elde edilen sonuglarin birbirleri ile
karsilastirilmasini guglestirmistir [9]. Bu sorunu ortadan
kaldirmak igin, yakin zaman 6nce sirasiyla agiz, mide ve
bagirsak sindirimi asamalarindan olusan
standartlastirilmis ve pratik bir statik model onerilmistir
[10]. Bu model daha 6nce bazi gidalarda dondurma
isleminin  fenolik  bilesenlerinin  biyoerisilebilirligine
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etkisini arastirmak icin uygulanmigtir [11]. Bununla
birlikte, bilindigi kadariyla, daha ©once vyapilan
calismalarda endistriyel dondurma isleminin taze

fasulyenin fenolik bilesenlerinin biyoerisilebilirligine olan
etkisi incelenmemistir. ilaveten, bitki bazli gidalarda
fenolik bilesiklerin biyoerisilebilirligini ve biyoyararlihdini
arttirmaya yonelik gida isleme stratejileri konusunda
yapilmis guncel bir derleme [12], dondurma isleminin
polifenollerin  sindirimine  olan  etkisini  inceleyen
calismalarin sayisinin arttiriimasini desteklemistir.

Yukarida sunulan bilgiler dikkate alinarak bu ¢alismanin
amaci, (i) taze fasulyenin endustriyel dondurulma islemi
sirasinda  ¢esitli  Uretim  basamaklardan  alinan
numunelerde toplam fenolik maddede, toplam flavonoid
maddede ve toplam antioksidan kapasitede meydana
gelen degisimlerin belirlenmesi ve (i) hammadde, atik
ve dondurulmus Urlin igin standartlastiriimis in vitro
gastrointestinal sindirim modeli kullanilarak fenoliklerin,
flavonoidlerin ve antioksidan kapasitenin
biyoerigilebilirliklerinin degerlendiriimesidir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Antakya’da ticari olgunlukta hasat edilen Gina cinsi taze
fasulyeler (Phaseolus vulgaris) Nisan 2018’de bir gida
isleme fabrikasinda (Mevsim Gida Sanayi ve Soguk
Depo Ticaret A.$, Salihli, Manisa) Sekil 1°de verilen
akim semasina gore endustriyel dondurma islemine tabii
tutulmuslardir. Akim semasi Uzerinde gosterilen 5
noktadan 3 farkh Uretim gind numuneler toplanmis ve
ertesi hafta soguk zincirle laboratuvara nakledilinceye
kadar -20°C’de muhafaza edilmisti. Numuneler,
sogutulmus degirmen (IKA, Almanya) kullanilarak sivi
azot icerisinde ince bir toz halinde &gutulmas ve
analizlerden énce -80°C’de depolanmistir.

In vitro gastrointestinal sindirim icin kullanilan a-amilaz
(Aspergillus  oryzae’dan), pepsin (domuz mide
mukozasindan), pankreatin (domuz pankreasindan) ve
safra Sigma-Aldrich'den (Almanya) temin edilmistir.
Spektrofotometrik analizlerde kullanilan diger
kimyasallar ve reaktifler de analitik saflik derecesinde
olup aksi belirtiimedigi takdirde ayni firmadan (Sigma-
Aldrich) temin edilmistir.

Nem Tayini

Numunelerin nem tayini Resmi Analitik Kimyacilar
Dernegi (AOAC) protokolinde belirtilen sekilde
yapiimigtir [13]. 2.00£0.01 g numune 6nceden tartiimig
aliminyum kaplara alinlp, nem igerigi dengeye
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ulasincaya kadar etiv (Memmert, Almanya) icerisinde

105°C'de kurutulmustur. Etlivden ¢ikarilan kaplar
desikatérde = sogumaya birakimis  ve  tekrar
tartilmiglardir. Nem iceridi yuzde (%) olarak ifade

edilmigtir.
Ekstraksiyon
Sindiriimemis numunelerin ekstraksiyon islemi

Kamiloglu ve Capanoglu'nun [14] calismasi referans
alinarak yapilmistir. 2.00+0.01 g numune 5 mL %0.1

Hammadde
(Taze Fasulye)

formik asit iceren %75 metanol (Merck, Almanya)
solisyonu ile muamele edilmistir. Sonrasinda 15 dk.
boyunca 20°C’ye sogutulmus ultrasonik banyoda (VWR,
ABD) tutulmug ve akabinde 4°C’de 2700xg devirde 10
dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Almanya). Ust faz ayri
bir tlpe alinarak, ayni islemler bir kez daha
tekrarlanmistir. En sonunda iki Ust faz birlestirilip, son
hacim 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ekstraktlar
spektrofotometrik analizlere kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.
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A

y

Yikama,

Uc Alma

Organik
Atik

A

y

Secme, Ayiklama

Haslama
(94-96°C, 34 dk.)

y Atk Su

A

0

Sogutma
(10-20°C)

y Atk Su

A

y

Segme, Ayiklama

A 4

Bireysel Hizl Dondurma (IQF)
(-20°C, 8-10 dk.)

V@

Eleme,

Kontrol

A 4

Paketleme

A 4

Metal Kontrol

A 4

Depolama

Sekil 1. Taze fasulyenin endustriyel dondurulma isleminin akim semasi. Analiz i¢in toplanan
numuneler: 1: Hammadde, 2: Atik, 3: Kesim sonrasi, 4: Haslama sonrasi, 5: Dondurma sonrasi.

178



S. Kamiloglu Akademik Gida 17(2) (2019) 176-184

Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktari Velioglu ve ark. [15]
tarafindan uygulanan sekilde tespit edilmistir. 100 pL
ekstrakta 0.75 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildikten
sonra karisim 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra 0.75 mL %6 sodyum
karbonat solisyonu eklenmis ve 90 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra, spektrofotometre
(Optima, Japonya) ile 725 nm’de absorbans
Olgulmustir. Gallik asit standart egrisi (lineer aralik: 10—
400 ppm, R?= 0.999) kullanilarak Orneklerin toplam
fenolik madde miktarlari belirlenmis olup, sonuglar mg
gallik asit esdegeri (GAE)/100 g kuru agirlk (KA) olarak
ifade edilmigtir.

Toplam Flavonoid Madde Tayini

Toplam flavonoid madde miktari Kim ve ark.’nin [16]
calismasinda tarif edilen sekilde belirlenmistir. 1 mL
ekstrakta 0.3 mL %5 sodyum nitrit sollsyonu ilave
edilerek 5 dakika oda sicakhdinda inkibasyona
birakilmigtir. inkiibasyondan sonra 0.3 mL %10
aliminyum kloriir sollisyonu ilave edilmis ve 1 dakika
sonrasinda karisima 2 mL 1 M sodyum hidroksit
eklenmistir. Akabinde 2.4 mL saf su ilave edilmis ve
spektrofotometre ile 510 nm’de absorbans Olgiimustdir.
Kuersetin standart egrisi (lineer aralik: 10400 ppm, R?=
0.998) kullanilarak 6rneklerin toplam flavonoid madde
miktarlari belirlenmis olup, sonuglar mg kuersetin
esdegeri (KE)/100 g KA olarak ifade edilmistir.

ABTS Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

ABTS (2,2—azinobis(3—etilbenzotiazolin—6—slilfonik asit
diamonyum tuzu)) metodu Miller ve RiceEvans’'in [17]
galismasinda belirtilen sekilde uygulanmistir. ABTS stok
soliisyonu (Applichem, Almanya) 50 mM pH 8 potasyum
fosfat tamponu igerisinde 734 nm’'de 0.90+0.05
absorbans derecesine seyreltiimistir. Daha sonra, 100
pL ekstrakta 1 mL ABTS-calisma solisyonu ilave edilip,
1 dakika inkibasyondan sonra spektrofotometre ile 734
nm'de absorbans &lgllmustir. Trolox® standart egrisi
(lineer aralk: 1-100 ppm, R?= 0.994) kullanilarak
orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri belirlenmis
olup, sonuglar mg Trolox® esdegeri (TE)/100 g KA
olarak ifade edilmistir.

CUPRAC Tayini

CUPRAC (Bakir (Il) iyonu indirgenme Antioksidan
Kapasitesi) metodu Apak ve ark. [18] tarafindan
belirtilen sekilde uygulanmistir. 100 pL ekstrakta
sirasityla 1 mL 10 mM bakir (ll) klorir, 1 mL 7.5 mM
neokuproin, 1 mL 1 M amonyum asetat ve 1 mL distile
su ilave edilip, hacim 4.1 mL'ye tamamlanmistir. Oda
sicakhginda 30 dakika inkibasyondan sonra
spektrofotometre ile 450 nm’de absorbans 6lgllmustir.
Trolox® standart egrisi (lineer aralik: 10-600 ppm, R?=
0.997) kullanilarak  Orneklerin  toplam  antioksidan
kapasiteleri belirlenmis olup, sonuglar mg Trolox®
esdegeri (TE)/100 g KA olarak ifade edilmigtir.
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DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Tayini

DPPH (2,2—difenil-1—pikrilhidrazil) metodu Kumaran ve
Karunakaran [19] tarafindan belirtilen  sekilde
uygulanmigtir. 100 yL ekstrakta 2 mL 0.1 mM metanolde
¢ozinmis DPPH reaktifi ilave edilmistir. Oda
sicakhginda 30 dakika inkubasyondan sonra
spektrofotometre ile 517 nm’de absorbans dlglimustir.
Trolox® standart egrisi (lineer aralik: 10-100 ppm, R*=
0.999) kullanilarak &rneklerin  toplam antioksidan
kapasiteleri belirlenmis olup, sonuglar mg Trolox®
esdegeri (TE)/100 g KA olarak ifade edilmistir.

FRAP Tayini
FRAP (Demir (lll) iyonu Indirgeyici Antioksidan Giig)
metodu daha o6nce Benzie ve Strain'nin [20]

calismasinda belirtilen sekilde uygulanmigtir. 100 pL
ekstrakta 900 uL FRAP reaktifi (10:1:1 oranlarinda pH
3.6 asetat tamponu, 10 mM 24,6-tripiridi-s—triazin
(TPTZ) soliusyonu ve 20 mM demir (lll) klorur karisimi)
ilave  edilmigti. Oda sicakhginda 4  dakika
inkiibasyondan sonra spektrofotometre ile 593 nm'de
absorbans olglilmustir. Trolox® standart egrisi (lineer
aralik: 10-100 ppm, R?= 0.991) kullanilarak 6rneklerin
toplam antioksidan kapasiteleri belirlenmis olup,
sonuglar mg Trolox® esdegeri (TE)/100 g KA olarak
ifade edilmigtir.

In vitro Gastrointestinal Sindirim

Minekus ve ark.’nin [10] galismasindan uyarlanan in
vitro gastrointestinal sindirim modeli Sekil 2'de
gOsterilmistir.  Agiz, mide ve bagirsak sindirimi
asamalarindan olusan prosedur ¢alkalayicili su banyosu
(Memmert, Almanya) kullanilarak hammadde, atik ve
dondurulmus drln igin Ug tekrarli olarak uygulanmistir.
Kullanilan elektrolit solisyonlari Minekus ve ark.'in [10]
calismasinda belirtilen sekilde hazirlanmistir. ilaveten,
taze fasulye numuneleri katilmadan ayni kosullar altinda
inkibasyonlar yapilmis ve elde edilen koér Ornekler
sindiim  sivilarindan  kaynaklanan  etkilesimlerin
dizeltimesi icin kullaniimistir. Numune ve sindirim
sivilarini iceren ve homojen olarak toplanan érneklerin
pH’sI formik asit ile 2'ye ayarlanmis ve 4°C'de, 23000xg
hizinda 5 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Ust fazlar ayri
bir tipe alinarak analizlere kadar -20°C'de muhafaza
edilmistir. Sonrasinda bu érnekler toplam fenolik madde,
toplam flavanoid madde ve toplam antioksidan kapasite
analizlerine tabi tutulmus, ve sonuglar, 6érneklem miktari
icerisindeki 6rnek miktari oranina gére hesaplanmisgtir.

istatistiksel Analiz

Analizler 3 tekerrirll olarak temin edilen numunelerde 3
paralelli élgimler yapilarak gergeklestiriimis olup, elde
edilen sonuglar ortalamazstandart sapma seklinde ifade
edilmistir. Veriler SPSS yazilimi (IBM, ABD) kullanilarak
tek yonli varyans analizine (ANOVA) tabii tutulmustur.
Ornekler arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey
testi kullaniimistir (p<0.05). Analizler arasi korelasyon
katsayilari (R?) Excel yaziimi (Microsoft, ABD)
kullanilarak hesaplanmistir.
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5.004£0.01 g hammadde/atik/dondurulmus drin tozu
3.5 mL agiz elektrolit soltisyonu
0.5 mL a-amilaz soltsyonu (1500 U/mL)
25 pL 0.3 M kalsiyum Klorir
975 L distile su

37°C’de 2 dk.
calkalayarak inkiibasyon

2 mL érnekleme ——

6 mL mide elektrolit sollisyonu
1.28 mL pepsin soliisyonu (25000 U/mL)
4 pL 0.3 M kalsiyum klortr
1 M HCl ile pH 3’e getirilir
Distile su ile hacimg mL’ye tamamlanir

37°C’de 2 saat
calkalayarak inktibasyon

2 mL 6rnekleme <€¢————

7.7 mL bagirsak elektrolit soliisyonu
3.5 mL pankreatin soliisyonu (800 U/mL)
1.75 mL 160 ml\/l+ safra sollisyonu
28 pL 0.3 M kalsiyum klortr
1 M NaOH ile pH 7’ye getirilir
Distile su ile hacim T4 mL’ye tamamlanir

37 °C’de 2 saat
calkalayarak inkiibasyon

Ornekleme

+

+

+

+

—+

—+

—+

+

+

+

AQiz
(PH7)

Mide
(PH 3)

Bagirsak
(PH 7)

j—

Sekil 2. In vitro gastrointestinal sindirim modeli

BULGULAR ve TARTISMA

Endiistriyel Dondurma !§Iemi Basamaklarinin
Toplam Fenolik Madde Igerigi ve Antioksidan
Kapasiteye Etkileri

Endustriyel dondurma islemi sirasinda taze fasulyenin
nem miktarinda meydana gelen degisimler Tablo 1'de
verilmistir. Hammadde igin tespit edilen nem miktar
literattrle (%90.3) uyumlu olup [21], haslama basamagi
haricinde diger Uretim basamaklarinda hammaddeye
kiyasla istatistiksel olarak énemli bir fark gortilmemistir.
Haslama basamaginda nem miktarinda meydana gelen
%2 artisin (p<0.05) haslama suyunun Urln igine penetre
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olmasindan kaynakli oldugu distnulmektedir.
Numunelerin nem miktarlarindaki farkhliklari ortadan
kaldirmak igin, bu galismadaki tim sonuglar kuru agirlik
(KA) olarak ifade edilmisgtir.

Taze fasulye hammaddesi icin tespit edilen toplam
fenolik madde igerigi (Tablo 1) literatirde daha 6nce
belirtilen degerler (70.5-225.6 mg GAE/100 g KA)
araligindadir [22, 23]. Fasulyenin cinsi, olgunlugu,
uygulanan tarimsal iglemler, Urin toplandiktan sonra
fabrikaya ulasincaya kadar muhafaza edilen depo
sicakhgi ve suresi, oksijen veya 1sik varligi gibi
kosullardaki farkliliklar fasulyenin fenolik bilesen igerigini
etkileyebilmektedir. Haglama basamaginda gérulen %80
artis (p<0.05) haricinde diger tim basamaklarda toplam
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fenolik madde igerigi hammaddeye kiyasla istatistiksel
olarak 6nemsizdir. Haslama neticesinde toplam fenolik
madde miktarinda gérilen artigin 1sil islem nedeniyle
hicre duvari ve hiucre alti boélimlerin yapisinin

bozularak fenolik bilesenlerin serbest kalmasi ve
bdylece daha iyi ekstrakte edilmesinden kaynaklaniyor
olmasi muhtemeldir [24].

Tablo 1. Taze fasulyenin endustriyel dondurulma islemi sirasinda farkl Uretim basamaklarinda nem miktarinda,
toplam fenolik madde miktarinda, toplam flavonoid madde miktarinda ve toplam antioksidan kapasitede meydana

gelen degigimler

Analizler Hammadde Atik Kesim Haslama Dondurma
Nem miktari (%) 91.5£0.2 b 91.940.2 ab 91.940.7 ab 93.5¢1.3a 91.9+0.3 ab
Toplam fenolik madde

icerigi (mg GAE/100 g KA) 108.5¢11.2 bc  107.2+7.1bc 94.0+10.3 c 194.9+23.7 a 144.3+21.0b
Toplam flavonoid madde 426.9:t71.5b  924.9:199.2a 374.5:91.8b  601.1:1484b  557.3:80.5 b
icerigi (mg KE/100 g KA)

ABTS (mg TE/100 g KA) 372.5+38.8 ¢ 603.1459.2 ab  458.8+92.4bc  793.44107.0a 585.9+39.1b
CUPRAC (mg TE/100 g KA)  323.5+33.0 b 638.8+62.8 a 460.9+42.2ab  541.2+118.5a 446.1+85.8 ab
DPPH (mg TE/100 g KA) 94.1+11.6 b 144.2+16.3ab  78.2+15.1b 207.9+51.9 a 158.5+40.7 ab
FRAP (mg TE/100 g KA) 32.3#8.7 c 63.7+11.4 bc 42.0+8.5 ¢ 146.5£19.0 a 102.1£25.4 b

Bu tabloda gosterilen veriler 3 tekerrirli ve 3 paralelli olarak yapilmig olglimlerin ortalama

+

standart sapma degerleridir.

Satirlardaki farkl harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklari temsil etmektedir (p<0.05).

Taze fasulye hammaddesinin toplam flavonoid madde
icerigi (Tablo 1) literatir ile uyumlu olup [25], endustriyel
dondurma iglemi basamaklarinda gorilen degisiklikler
istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir. Ote yandan,
atik olarak ayrilan fasulye ug ve saplarinin toplam
flavonoid madde igeriginin hammaddeye kiyasla %117
daha yiksek (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
taze fasulyede bulunan flavonoidlerin fasulyenin ug ve
sap kisimlarinda yogunlastigini ve dolayisiyla atik
olarak ayrilan bu endustriyel yan Griinin iyi bir flavonoid
kaynagi oldugunu ortaya koymustur.

Endustriyel dondurma islemi basamaklarinin taze
fasulyenin toplam antioksidan kapasitesi Uzerine olan
etkileri 4 farkl metot (ABTS, CUPRAC, DPPH ve FRAP)
kullanilarak incelenmigtir (Tablo 1). En yiliksek toplam
antioksidan kapasite miktari ABTS ve CUPRAC
metotlar ile elde edilmistir. Gézlenen bu durum ABTS
ve CUPRAC metotlari ile gida maddelerinde bulunan
hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar tespit
edilebiliyorken, DPPH metodu ile sadece lipofilik
antioksidanlarin ve FRAP metodu ile de sadece hidrofilik
antioksidanlarin tespit edilebiliyor olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, FRAP metodu yavas
kinetik ozelliklere sahip olan antioksidan bilesenlerin
protokol suresi icinde (4 dk.) reaksiyona giremediginden
dolayr tespit edilemiyor olmasi nedeni ile de
elestiriimektedir [26]. Atik olarak ayrilan yan urdnin
hammaddeye kiyasla %97'ye kadar (p<0.05) daha
yuksek miktarda toplam antioksidan kapasiteye sahip
oldugu gorulmustir. Bu durum toplam flavonoid madde
icerigi icin elde edilen sonuglarla paraleldir. Kesim
basamaginda gortlen degisimler istatistiksel olarak
onemsiz olmakla birlikte, haslama sonrasinda tim
metotlarda elde edilen sonuglar hammaddeye kiyasla
istatistiksel olarak 6nemli artiglarin olduguna isaret etmis
olup, bu artislar ABTS, CUPRAC, DPPH ve FRAP
metotlari igin sirasi ile %113, %67, %121 ve %354
olarak tespit edilmistir (p<0.05). Hagslama sonrasi
dondurma igleminde haslamaya kiyasla azalmalar
gorulse de, dondurma sonrasinda elde edilen toplam
antioksidan kapasitenin hammaddeye kiyasla %38-216
daha ylksek oldugu tespit edilmistir. Dondurma islemi
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sirasinda buz kristallerinin olusumu nedeniyle gida
matrisine zarar verilmektedir ve bu matriks degisiklikleri
hicre duvari maserasyonuna neden olarak biyoaktif
bilesiklerin ekstrakte edilebilirligini arttirmaktadir. Fakat
ayni zamanda oksidasyon ve bozulmaya karsi daha
yiuksek duyarlihk da olusmaktadir [27]. Toplam
antioksidan kapasite miktarindaki degisimlerin trendi
toplam fenolik madde igerigi igin elde edilen sonuglarla
uyumlu olup, 6zellikle FRAP metodu ile toplam fenolik
madde igerigi arasinda iyi bir korelasyon oldugu
(R?=0.873) gortlmustr.

in vitro Gastrointestinal ~ Sindirimin  Toplam
Fenolik Madde Igerigi ve Antioksidan Kapasiteye
Etkileri

in vitro gastrointestinal sindirimin toplam fenolik madde
icerigi Uzerine etkileri Tablo 2'de verilmistir. Agiz
sindirimi sonrasinda sindiriimemis &rneklere kiyasla
%63-72 daha dusik miktarda toplam fenolik madde
icerigi elde edilmistir. Goértlen bu durum agiz sindirimi
icin uygulanan inkiibasyon siresinin (2 dk.) fenolik
bilesenlerin gida matrisinden salinimi igin yeterli
olmamasindan da kaynaklaniyor olabilir. Nitekim, 2 saat
siren mide sindirimi  similasyonu  sonrasinda
sindiriimemis numunelerde bulunan toplam fenolik
madde igeriginin %93-130 kadar acida ¢cikmistir. Mide
sindirimi simudlasyonundan sonra toplam fenolik madde
iceriginde gorilen %30’a varan bu artis enzimatik
hidroliz sonucunda gida matriksine bagh fenolik
bilesenlenlerin serbest kalmasindan kaynaklaniyor
olabilir. in vitro bagirsak sindirimi toplam fenolik madde
iceriginde sindirilmemis orneklere kiyasla daha da fazla
artisa neden olmus olup (%18-44), bu durumun ilave
ekstraksiyon suresi (arti 2 saat) ve/veya enzimlerin etkisi
ile ilgili oldugu disiinilmektedir [28]. /h vitro
gastrointestinal sindirim sonucunda atik ve dondurulmus
artin igin elde edilen biyoerisilebilir toplam fenolik madde
icerigi hammaddeye kiyasla %12-23 daha yuksek
bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar, gida islemenin
sindirim sirasinda fenolik bilesiklerin matriksten salinimi
etkiledigini gostermis olup, sindiriimemis Ornekler igin
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tespit edilen degerlerin biyoerigilebilirlik degerlerinden
farkl olabilecegine isaret etmistir.

In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda toplam
flavonoid madde igeriginde meydana gelen degisimler
Tablo 2’de gosterilmistir. Toplam fenolik madde igerigi
sonuglarinda oldugunda gibi agiz sindirimi sonrasinda
sindiriimemis Orneklere kiyasla daha disik miktarlarda
(%47-55) toplam flavonoid madde icerigi tespit
edilmistir. Bu durum daha Once bahsedildigi gibi agiz
sindirimi  icin  uygulanan inklibasyon  siresinin
flavonoidlerin gida matrisinden salinimi igin yeterli
olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Yine toplam
fenolik madde icin elde edilen sonuglarda oldugu gibi,
mide sindirimi simulasyonu sonrasinda toplam flavonoid
madde degerleri agiz sindirimine kiyasla artis gostermis

olup, sindiriimemis numunelerde tespit edilen miktarlarin
%47-83'Une kadar ulasmistir. Bagirsak sindiriminden
sonra ise sindiriimemis numunelerde bulunan toplam
flavonoid madde igeriginin %77-146 kadari agiga ¢ikmis
olup, atik ve dondurulmus Urlin igin elde edilen
biyoerigilebilir ~ toplam  flavonoid madde igerigi
hammaddeye kiyasla istatistiksel olarak dnemli miktarda
yuksek bulunmustur (%143-148) (p<0.05). Literatirde
daha once yapilmis bazi calismalarda da dondurma
islemi sonucunda biyoerisilebilir polifenol miktarlarinda
artislar goérdlmus olup [11, 29], bu durum dondurma
islemi sirasinda olusan buz kristallerinin gida makrisinde
meydana getirdigi degisimlerin polifenollerin sindirim
sirasindaki  ekstrakte edilebilirligini  arttirmasindan
kaynaklaniyor olabilecedi 6ne siriimustur.

Tablo 2. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda taze fasulye Urlnlerinin toplam fenolik madde miktarinda, toplam
flavonoid madde miktarinda ve toplam antioksidan kapasitesinde meydana gelen degisimler

Numune Sindiriimemis Agiz Mide Bagirsak
Toplam fenolik madde icerigi (mg GAE/100 g KA)

Hammadde 108.5+11.2 ABa 30.3+4.4 Cb 125.7+22.6 Aa 138.3+12.7 Ba

Atik 107.2+7.1 Bb 39.5+1.2 Bc 139.0+21.3 Aab 154.7+12.4 Aba

Dondurulmus Urin 144.3+21.0 Aa 52.2+4.0 Ab 133.8+13.0 Aa 170.4+12.8 Aa

Toplam flavonoid madde icerigi (mg KE/100 g KA)

Hammadde 426.9+71.5 Ba 236.9+13.7 Bbc 199.2+39.9 Cc 327.8434.2 Bab

Atik 924.9+199.2 Aa 438.0+44.7 Aa 717.1£90.6 Aa 796.0£285.7 Aa

Dondurulmus Grin 557.3+80.5 Bb 303.2+11.3 Bb 461.5+£86.0 Bb 814.8+123.4 Aa
ABTS (mg TE/100 g KA)

Hammadde 372.5+38.8 Bb 93.8+5.9 Bc 441.0£29.4 Bb 690.9+47.1 Ba

Atik 603.1+£59.2 Ab 159.3+£6.4 Ac 604.5+6.5 Ab 901.0+£73.6 Aa

Dondurulmus Grin 585.9+39.1 Ab 172.9+12.4 Ac 454.1+68.8 Bb 756.6+70.7 Aba

CUPRAC (mg TE/100 g KA)

Hammadde 323.5+33.0 Ba 153.4£14.1 Cb 419.7£52.1 Aa 380.9+102.2 Ba

Atik 638.8+62.8 Aab 332.0+1.8 Ac 531.1£3.2 Ab 709.6+64.9 Aa

Dondurulmus Grin 446.1+85.8 Ba 188.5£14.2 Bb 466.3+88.8 Aa 605.1+66.5 Aa
DPPH (mg TE/100 g KA)

Hammadde 94.1£11.6 Ac 48.5+2.7 Bc 215.8+10.6 Bb 558.2+65.7 Ba

Atik 144.2+16.3 Abc 79.0£2.8 Ac 267.2+7.1 ABb 716.9+98.2 Aba

Dondurulmus Grin 158.5+40.7 Ac 85.6+4.5 Ac 315.0+£34.9 Ab 740.1+£33.2 Aa
FRAP (mg TE/100 g KA)

Hammadde 32.3+8.7 Bb 38.5+2.4 Bb 132.3£19.4 Ba 40.0+6.7 Bb

Atik 63.7+11.4 ABc 64.3+5.1 Ac 206.3+31.7 Aa 131.8£19.9 Ab

Dondurulmus Griin 102.1£25.4 Aa 51.347.4 ABb 137.6423.7 Ba 109.0+11.8 Aa

Bu tabloda gosterilen veriler 3 tekerrirli ve 3 paralelli olarak temin edilen numunelerde yapilan 6lgimlerin ortalama + standart
sapma degerleridir. Satirlardaki kiigik harfler ve sUtunlardaki blyik harfler kendi aralarinda istatistiksel olarak énemli farkhliklari

temsil etmektedir (p<0.05).

In vitro gastrointestinal sindirimin toplam antioksidan
kapasite Uzerine olan etkileri genel olarak toplam fenolik
ve flavonoid madde igerikleri icin elde edilen sonuglara
benzerlik gostermistir (Tablo 2). Agiz sindirimi
simulasyonu sonrasinda FRAP metodu hari¢ diger tim
metotlarda sindirilmemis Orneklerden %45-75 kadar
daha disik miktarda toplam antioksidan kapasite
miktar tespit edilmis olup, 6zellikle FRAP ve CUPRAC
metotlar ile toplam flavonoid madde igerigi arasinda
pozitif lineer iligki tespit edilmistir (R?=0.809-0.900).
Mide sindirimi sonrasinda tim metotlarla tespit edilen
toplam antioksidan kapasite miktarlari agiz sindirimine
kiyasla istatistiksel olarak dnemli artiglar gostermis olup,
DPPH metodu igin sindiriimemis numunelerde tespit
edilen degerlerden %85-129 kadar daha ylksek
miktarlar bulunmustur (p<0.05). Bagirsak sindirimi
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similasyonundan sonra ise degisken sonuglar elde
edilmis olsa da, genel olarak sindiriimemis &rneklere
kiyasla daha yuksek toplam antioksidan kapasite
degerleri tespit edilmis olup, ABTS ve DPPH metotlar
icin %29-493 kadar istatistiksel olarak énemli artislar
gorilmistir (p<0.05). ilaveten, atik ve dondurulmus
artn icin hammaddeye kiyasla %10-230 daha yuksek
biyoerigilebilir ~ toplam antioksidan kapasite elde
edilmistir. Mide ve bagirsak sindiriminden sonra toplam
antioksidan kapasite ile toplam fenolik ve flavonoid
madde igerikleri arasinda daha ortalama bir iligki
gérilmistir (R2<0.730). Bu g¢alismada uygulanan
toplam antioksidan kapasite tayin metotlarinin ¢alisma
pH’lari g6z Onune alindiginda, FRAP metodunun (pH
3.6), midedeki antioksidan aktiviteyi degerlendirmek igin
daha uygun bir metot olabilecegi, CUPRAC ve DPPH
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metotlarinin (pH 7.0-8.0) ise agiz ve bagirsaktaki
toplam antioksidan kapasitenin tayini i¢in daha uygun
olabilecegi varsayilabilir. Sonug¢ olarak, tek bir
antioksidan kapasite 6lgim metodu kullanarak gidalarin
antioksidan kapasitesinin 6lgilmesi ile tatmin edici bir
degerlendirme  yapmanin  mimkin  olamayacagi
gOrtimastur. Bu nedenle toplam antioksidan kapasitenin
tayininde farkli mekanizmalara sahip birden fazla
metodun kullaniimasi énerilmektedir [30]. Ayrica, toplam
fenolik madde tayini icin kullanilan Folin-Ciocalteu
metodu sadece fenolik bilesenlere 6zgi olan bir test
olmayip, askorbik asit, sitrik asit, basit sekerler ve bazi
amino asitler gibi indirgen bilesenleri de dlgerek, toplam
fenolik madde igeriginin gergek degerinden farkl
¢clkmasina neden olabilmektedir [31]. Benzer sekilde
toplam flavonoid madde tayini igin kullanilan metot da
sadece flavonoidlere 6zgu bir test olmayip,
flavonoidlerle birlikte, fenolik asitler de bu testte oldukga
glgli bir reaksiyon verirken, flavan-3-oller harig birgok
flavonoid bu teste zayif reaksiyon vermektedir [32]. Tim
bunlar  dikkate  alindiginda, ileride  yapilacak
galismalarda fenolik bilesiklerin miktarlarinin tespiti igin
spektrofotometrik metotlarin yani sira daha spesifik
sonu¢ veren kromatografik yontemlerin de kullanmasi
tavsiye edilmektedir.

SONUG

Bu calismada elde edilen sonuglar endustriyel
dondurma igleminin taze fasulyenin toplam fenolik ve
flavonoid madde igerigini korundugunu ve atik olarak
ayrilan yan Griindn toplam flavonoid madde igeriginin ve
antioksidan  kapasitesinin  hammaddeden  yiksek
oldugunu gostermistir. ilaveten, in vitro gastrointestinal
sindirim sonrasinda dondurulmus taze fasulyenin ve atik
ariniin hammaddeye kiyasla daha fazla biyoerisilebilir
toplam fenolik maddeye, toplam flavonoid maddeye ve
toplam  antioksidan  kapasiteye  sahip  oldugu
gorulmastur. Bu bulgular dikkate alindiginda, endustriyel
dondurma isleminin, polifenollerin biyoerisilebilirligini
artirmak  igin  alternatif ~ bir  strateji olabilecegi
sOylenilebilir. Ancak, bu calismada, sadece dondurma
isleminin etkisi incelenmis olup, ileriki arastirmalarda
polifenollerin  biyoerisilebilirliginin  arttinimasi  igin
optimum kosullari  belirlemek amaciyla depolama
sirasinda polifenollerdeki degisikliklerin de calisiimasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, polifenollerin
stabilitesini, biyoerigilebilirligini ve biyoaktivitesini tam
olarak anlamak igin in vivo ¢alismalara da ihtiyag vardir.
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