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oz

Bu calismanin amaci, Bursa’ya ait unutulmaya yiiz tutmus geleneksel bir gida olan Anjelika regelinin biyoaktif
bilesenlerini ortaya koyarak fonksiyonel ézelliklerini degerlendirmektir. Bu baglamda, farkli 6zitleme yontemlerinin
toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik madde ve toplam flavonoit madde miktarlarina olan etkisi ve  vitro sindirim
modeli ile bu biyoaktif bilesenlerin biyoerisilebilirligi de incelenmistir. Geleneksel yontemine gére tiretilen Anjelika regeli
%0.1 formik asit iceren %75 metanol, %00.5 asetik asit iceren %70 aseton ve %70 etanol ile 6zitlenmistir. Elde edilen
sonugclara gore biyoaktif bilesen miktarlari 6ziitleme yontemlerine gore farklilik gstermistir. Regelin toplam antioksidan
kapasitesi en fazla metanolik bazli 6zttiinden, DPPH, CUPRAC ve ABTS yontemleriyle sirastyla 21.7713.38 mg troloks
esdegeti (TE)/100 g kuru madde (KM), 69.97 £ 10.85 mg TE/100g KM ve 111.97 + 9.17 mg TE/100g KM olarak
elde edilmistir. Sonuglara gore, fenolik ve flavonoit madde miktart en fazla aseton bazli 6zitten sirastyla 12.10+0.55 mg
gallik asit esdegeri/100 g KM ve 10.48%0.63 mg rutin esdegeri/100 g KM olarak elde edilmistir. Ayrica, recellerin
bagirsakta sindirimi neticesinde elde edilen toplam fenol miktari ve toplam antioksidan miktarlarinda (DPPH
metoduyla) artts gbzlenmistir.

Anahtar kelimeler: Anjelika, regel, biyoaktif bilesen, gelencksel gidalar, antioksidan kapasite

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC COMPOUND, ANTIOXIDANT CAPACITY
OF THE TRADITIONAL ANGELICA JAM AND THEIR BIOACCESIBILTY WITH IN
VITRO DIGESTIVE MODEL

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the functional properties of Angelica jam, a traditional food produced in
Bursa, by revealing its bioactive components. In this context, the effect of different extraction methods on
total antioxidant capacity, total phenolic and total flavonoid contents and bioavailability of those bioactive
components with the iz vitro digestion model were also investigated. For this purposes, Angelica jam produced
according to its traditional method was extracted with three different solvents including 75% methanol
containing 0.1% formic acid, 70% acetone containing 0.5% acetic acid, and 70% ethanol. According to the
analytical results, the antioxidant capacity of the jams changed with extraction methods and the samples
extracted by methanolic solvent showed more antioxidant capacity using DPPH, CUPRAC and ABTS
methods, as 21.7713.38 mg TE/100 ¢ DM, 69.97 £10.85 mg trolox equivalent (TE)/100 g dry matter (DM),
and 111.97£9.17 mg TE/100 g DM, respectively. Moreover, the highest amount of phenolic and flavonoid
contents were obtained from acetone-based extracts as 12.1010.55 mg gallic acid equivalent/100 g DM and
10.4810.63 mg rutin equivalent/100 g DM, respectively. Increased total phenol content and total antioxidant
levels (by DPPH method) were observed as a result of intestinal digestion of the jam.
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GIRIS
Kiltirel mirasin bir parcast olan geleneksel
gidalar, bir yérenin iklimi, cografyasi, geleneksel
gida isleme yOntemleri ve beslenme bigimleri
hakkinda bilgi veren 6nemli degerleridir. Nesilden
nesile aktarilarak kiltiirel bir miras haline gelen
geleneksel gidalar saglikli ve lezzetli olmalarinin

yaninda,  bulunduklart  bélgenin  ihracat
potansiyelini artirarak bolge ekonomisine katki
saglamaktadir  (Trichopoulou  vd.,  2000).

Turkiye’nin zengin meyve ve sebze cesitliliginin
bir sonucu olarak, geleneksel gidalari arasinda
receller de bulunmaktadir. Anjelika (melek otu)
receli, Bursa’ya ait unutulmaya yiz tutmus
geleneksel trtinler arasinda siralanmistir (Kog ve
Yolct Omeroglu, 2019).

Turk Gida Kodeksi (TGK) Regel, Jéle, Marmelat
ve Tatlandirlmis Kestane Piresi Tebligi'nde
regeller; regel, ekstra recel, geleneksel recel ve
ckstra gelencksel recel olmak tzere dort farklh
grupta stniflandirmaya tabi tutulmustur (Anonim,
2000). TGK’ne gore ekstra geleneksel regel, en az
%068 oraninda ¢O6zinir kuru madde ve %45
oraninda meyve icermektedit. Ko¢ ve Yola
Omeroglu (2019), geleneksel Anjelika regelinin
fizikokimyasal ve duyusal O6zelliklerini ortaya
koymus ve mevzuatta belirtilen kriterlere
uygunluk  gbsterdiginden  dolayt  “ekstra
geleneksel” sinifinda yer aldigini kanitlamustir.

Anjelika receli, Uludag’in essiz bitki 6rtiistinde
nadir bulunan bir bitki olan _Angelica sylvestris
govdesi (melek otu) ile dretilmektedir (Akkor,
2009). Maydonozgiller familyasinin bir tiyesi olan
Angelica sylvestris, uzunlugu 2 m’ye yaklasan ¢ok
yillik bir bitkidir. .Angelica sylvestris genellikle sulak
alanlarda, nemli ve golgeli yerlerde yetismekte
olup Avrupa ve Asya’nin iliman ilkelerinde
gorilmektedir. Cicekleri actk formda ve ¢ok
katmanl semsiye seklinde olan bu bitkinin
yapraklari, yesilimsi veya beyaza yakin tozpembe
renktedir (Stpiczynska vd., 2015). Bu familyanin
Turkiye’de yetisen iki ¢esidinden biri olan Angelica
sylvestris endemik bir tlr olarak bilinmektedir ve
Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Bélimii
Herberyumu'nda 26232 sayt ile kayit altina
alinmistr (Daskin ve Kaynak, 2012).

Uzak Dogu basta olmak tizere pek ¢ok tlkede
geleneksel tipta  kullantlan  _Angelica  sylvestris;
bronsit, astim, grip ve solunum, vaskiler ve
sindirim  sistemlerinde gorilen  hastaliklarin
tedavisinde antibakteriyel ajan gérevi gérmektedir
(Stankovic vd., 2016). Gida ve ila¢ olarak
kullantminin yani sira Avrupa’da kadinlar icin bir
besin takviyesi olarak da kullanildigs bilinmektedir
(Wei vd., 2016). Antioksidanlar, serbest radikalleri
noétralize ederek oksidasyonu engelleyen ve bu
sayede bagisiklik ve sinir sistemi ile kalp damar
hastaliklarinda koruyucu etkileri olan biyoaktif
maddelerdir.  Stankovic vd. (2016) yaptg:
calismada Angelica sylvestris'in antioksidan bilesikler
icerdigini ortaya koymustur. Angelica cinsinin
cesitli tlrlerinde ve ayni zamanda Apiasceae
(maydanozgiller) familyasinda goriilmekte olan
kumarinler, steroller ve fenolik asitler hakkinda
kapsamli calismalar mevcuttur (Wei vd., 2016).
Antioksidan bilesiklerin analizleri icin etkin bir
sekilde spektrofotometrik ve kromatografik
yontemler kullaniimaktadir (Rice-Evans vd., 1997;
Apak vd., 2004; Kumaran ve Karunakaran, 2000;
Kamiloglu, 20192). Bu yontemlerin ik
asamasinda, bu bilesenlerin numuneden etkin bir
sekilde oziitlenmesi gerekmektedir. Oziitleme
¢ozlcust, sicaklik, kati-stvi orani ve partikil
buytukligi, Ozitleme islemini etkileyen 6nemli
parametrelerdir (Qu vd., 2010).

Gidayla alinan  biyoaktif bilesenlerin  saglik
tzerindeki etkilerini gdsterebilmeleri igin; yeme
sonrasinda gida matriksinden serbest birakilmast,
mide-bagirsak sisteminde biyoerisilebilir olmast
(gtda matriksinden salinim ile daha sonraki alim ve
emilim i¢in elverisli olan form) ve etki gésterecegi
hedef bolgeye ulagsmast, yani bir baska deyisle,
biyoyararli olmasi gerekmektedir (Manach vd.,
2005). Gida ve beslenme arasindaki iliskinin
anlagilabilmesi  i¢in  saglik ile ilgili gida
bilesenlerinin biyoyararliliklarinin ve
biyoerisilebilirliklerin degerlendirilmesi 6nemlidir
(Fernandez-Garcia vd., 2009). Bu baglamda, insan
sindirim sistemini simiile eden z vitro yontemler;
hizli ve giivenilir olmalari, uygulama kosullarinin
standardize edilebilir olmasi ve (i vivo yontemler
icin bir dezavantaj olan) etik kurallar nedeni ile
kisitlamalarin  olmamasi gibi avantajli yonleri
sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (You vd.,
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2010). Regel yapmminda meyvelere uygulanan
kesme, ezme (parcalama) ve kaynatma (isil islem
uygulamast) prosesleri, farkli antioksidan grubu
bilesenler agisindan zengin bilesenlerin (meyve,
baharat, limon suyu, vb.) birlikte kullanimi, seker
lavesi gibi, biyoerisilebilirlik ve biyoyararlilik
tzerine etkili olabilecek, cok sayida faktSr bir
arada bulunmaktadir (Kamiloglu vd., 2015;
Tomas vd., 2017).

Osmanli déneminde macun yapiminda kullanilan
bu bitki ve regeli glnimizde pek fazla
bilinmemektedir. Bu  baglamda, literatiire
bakildiginda _Angelica sylvestrisin  antimikrobiyal
(Canlt vd., 2016), fizikokimyasal ve duyusal
zellikleri (Kog ve Yolet Omeroglu, 2019) ile ilgili
calismalarin  oldugu; fakat bu bitkinin gdvde
kismindan dretilen gelencksel regelin biyoaktif
bilesen miktarinin ve bunlarin
biyoerisilebilirliginin tanimlanmadigt
gorilmistir. Bu ¢alismadaki amacimiz; Bursa’da
geleneksel olarak tretilen ancak unutulmaya yiiz
tutmus Anjelika recelinin igerdigi biyoaktif
bilesenlerini tanimlamak (toplam antioksidan,
toplam fenol ve toplam flavonoit olarak), farkls
oziitleme yontemlerinin  biyoaktif bilesenlerine
olan etkisini ve standartlagturilmis iz vitro
gastrointestinal sindirim modeli kullanarak bu
bilesenlerin biyoerisilebilirligini incelemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Recel Uretimi ve Numune Hazirlama
Anjelika receli, Bursa’da bulunan tek yerel
treticisinin (Ulus Pastanesi) yillardir stiregelen
geleneksel formiiliine uygun olarak uretilmistir.
Regelin - hammaddesi  olan _Angelica  sylvestris,
Uretimin yapidigt 2017 yiin  Mayis-Haziran
aylarinda Uludag’in eteklerindeki dag koylerinde
yasayan ciftciler tarafindan el ile hasat edilerek,
recel Uretiminde kullanmilan govdeleri, kék ve
ciceklerinden ayrilmis bir sekilde politiretan
torbalarda 1-2 gin icerisinde ulastirilmustir.
Govde kisimlarindaki ince kabuklar ayrilip, yiiziik
seklinde (yaklagtk 30 mm c¢apinda ve 10 mm
kalinliginda) kesilip recel Uretimine hazir hale
getirilmistir. Seker ve su 2:1 (w/w) oraninda,
surup elde etme amaciyla acik kazanda kaynamaya
(koyulastirma) brrakilmistir. Bu sirada seker ile
agirlikca aynt miktardaki bitki de eklenerek regel

kivamt elde edilinceye kadar kaynatma devam
ettirilmistir. Kaynatma (koyulastirma) islemi
sonlandirilmadan 6nce regele asit ilavesi olarak
sitrik asit (1 kg regele 1 g olacak sekilde)
eklenmistir. Son agamada cam kavanozlara sicak
dolum yapilip, kapagt kapatildiktan sonra ters
cevirilerek sogumaya birakilmistir (Akkor, 2009).
Sekil 1°de Anjelika recelinin geleneksel tiretim akis
semast yer almaktadir.

Bu c¢alismada kullanddan  Anjelika  regelinin
tizikokimyasal ve duyusal Ozelliklerini Kog ve
Yolet  Omeroglu  (2019)  yaptiklart  ¢alisma
sonucunda ortaya koymustur. Yapilan ¢alismada,
Anjelika regelinin meyve agirligt oraninin %45.83,
pHmin 3.72 ve refraktrometre ile tayin edilen
suda ¢Ozinur kuru madde miktarmnin %72.24
oldugu belirtilmistir. Uretilen receller analizler
gerceklesene  kadar 4 °C’de  buzdolabinda
muhafaza edilmistit. Analizlerden 6nce, recel
numuneleri degirmen (IKA, Almanya) yardimiyla
stvt azot igerisinde ince bir toz halinde 6glitilmus
ve analizlere kadar -80°C' de muhafaza edilmistit.

Kimyasallar

Analizlerde kullanilan tim kimyasallar analitik
saflikta olup Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)
ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan
temin edilmistit. Tum analizlerde damitik su
cihazindan elde edilen damittk su kullandmigtir
(TKA GenPure).

Sindirilmemis Numunelerin Oziitlenmesi

Geleneksel olarak tretilen Anjelika regelinden
antioksidan  bilesiklerin  dogru  bir  sekilde
Ozitlenebilmesi i¢cin A-metanol:formik asit:su
(75/0.1/24.9, v/v) (Capanoglu vd., 2008), B-
etanol:su(70:30, v/v) (Perk vd., 2016), C-
aseton:asetik asit:su (70:0.5:29, 5, v/v) (Kamiloglu
vd., 2015; Kamiloglu, 2019a), C-etanol:su (70:30,
v/v), olmak tizere 3 farkli yontem kullanilmigtir.
1.00£0.01 g toz halinde 6gitilmils numune
uygun bir behere alinarak tizerine 5 mL 6ziitleme
¢ozeltileri eklenmis, 1 dakika vortekslendikten
(IKA VorteksGenius 3, IKA®-
WerkeGmbH&CO.KG, Almanya) sonra 15
dakika su banyosunda (Memmert/WNB 22,
Almanya) bekletilmigtir. Daha sonra 5000 rpm,
4°Cde 10 dakika santrifij (Sigma 2-16PK,
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Almanya) edildikten sonra st faz temiz bir falkon
tipline aktarlarak, dibe ¢oken kalintiya tekrar 5
mlL 6zitleme ¢ozeltisi ilave edilmis ve ilk asamada
yaplan islemler tekrarlanmistir.  Birlestirilen
Ozutler analize kadar falkon tiipl igerisinde

-20°C’de  saklanmustir.  Her bir  6ziitleme
yonteminden elde edilen 6zitlerin  toplam
antioksidan kapasite, toplam fenolik ve toplam
flavonoit madde miktarlar1 spektrofotometrik
olarak Slctlmustir.

temini

Angelica sylvestris govdesi (melek otu)

U

Yikama ve kabuk soyma

g

Yiiziik seklinde dograma
(3 cm capmda. 1 cm kalinligr)
(1:1 w/w. seker-bitki)

Surup 6n pisirme
(2:1 w/w, seker-su)

iy

!

Pisirme (A¢ik kazanda; regel kivamina gelene kadar)/Koyulastirma

i}

Sitrik asit ilavesi

L

Sicak dolum ( 370ml’lik cam kavanoz)
ve kapak sterilizasyonu

!

Sogutma (20°C)

. &

Sekil 1. Anjelika regeli (Baser, 2014; Kog ve Yolct Omeroglu, 2019).
Figure 1. Angelica jam (Bager, 2014;Ko¢ and Y olei Omerggln, 2019).
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In vitro Gastrointestinal Sindirim Modeli

In vitro gastrointestinal sindirim icin, Minekus vd.
(2014) tarafindan ilgili fizyolojik kosullara uygun
olarak gelistirilerek standart hale getirilmis 7 vitro
sindirim modeli uygulanmistir. Bu model, agiz,
mide ve ince bagirsaktaki sindirimi simiile eden ¢
asamadan olugmaktadir. Tum bu asamalarin
detaylar1 Kamiloglu (2019b) tarafindan detaylt
olarak ele alinmustir. Birinci basamakta, agizdaki
sindirimi ~ simtle etmek icin, 5.00£0.01 ¢
ogutilmis numune, tikarik stvist  (degisik
derisim ve hacimlerde karstirllan potasyum
klortir, =~ monopotasyum  fosfat,  sodyum
bikarbonat, magnezyum kloriir hekzahidrat,
amonyum karbonat ve hidroklorik asitten
olusmaktadir; pH 7.0), a-amilaz enzimi, kalsiyum
kloriir ve damitik su ile karistirilarak 37°C’deki
calkamali su banyosunda 2 dakika siire ile inkiibe
edilmistir. Tkinci basamakta, midedeki sindirimin
simiilasyonu i¢in, ag1z sindirimi simiilasyonundan
alinan numune, mide stvist (degisik derisim ve
hacimlerde  karistilan  potasyum  Kkloriir,
monopotasyum  fosfat, sodyum bikarbonat,
sodyum klortir, magnezyum kloriir hekzahidrat,
amonyum karbonat ve hidroklorik asitten
olugmaktadir; pH 3.0), pepsin enzimi ve kalsiyum
Klorir ile kanstirlarmus ve pH degeri hidroklorik
asit ile 3.0 degerine ayarlanmigtir. Sonrasinda
37°C’deki calkamali su banyosunda 2 saat stire ile
inkiibe edilmistir. Uglinci basamakta, bagirsak
sindiriminin simiilasyonu icin, mideden gelen
numune, bagirsak sivist (degisik derisim  ve
hacimlerde  karstirilan  potasyum  kloriir,
monopotasyum  fosfat, sodyum bikarbonat,
sodyum kloriir, magnezyum klortr hekzahidrat ve
hidroklorik asitten olusmaktadir; pH 7.0),
pankreatin enzimi, safra ve kalsiyam klorir ile
karstirilmis ve pH degeri sodyum hidroksit ile 7.0
degerine ayarlanmugtir. Bagirsaktan emilen ve
atilan kisimlarin ayrt ayrt gézlemlenebilmesi i¢in
bagirsak  swvilart  eklendikten sonra  diyaliz
posetlerinin igerisine 20 mL. NaHCOj; ¢6zeltisi
konularak diyaliz posetleri bagirsak stvisinin
bulundugu behere konmustur (beherden diyaliz
posetlerine gegen kisim bagirsaktan emilen kismi-
IN, beherde kalan kisim ise bagirsaktan atilan-
OUT kismt1 temsil etmektedir). Bagirsak stvilarinin
ve diyaliz posetlerinin icinde bulundugu beher
37°C’deki calkamali su banyosunda yine 2 saat

stire ile inkiibe edilmistir. Ag1z, mide ve bagirsak
sindirimi (emilen ve atillan ayr1 ayri) agsamalarindan
sonra 2 mL numuneler almnarak pH’lart 2’ye
ayatlanmis ve +4°C sicaklikta 23000 g hizinda 5
dk santrifiijlenmis ve Ustte kalan sivi kisim analiz
edilmek iizere toplanmustir. Bu numunelerde
toplam antioksidan kapasite, toplam fenol ve
flavonoit analizleri spektrofotometrik yontemlere
dayanarak gerceklestitilmis ve sindirim sonrast
numuneler i¢in elde edilen degerler, baslangic
recel numuneleri (sindirime ugramamis) icin elde
edilen degerler ile karsilasurlmistir.  Bu
karsilastirmalar ile sindirimin ag1z, mide ve
bagirsak asamalarindan sonra, orijinal regel
numunelerindeki biyoaktif bilesenlerin etkinligin
ne oranda korundugu, yani ne kadarinin
potansiyel olarak biyoerisilebilir (%) oldugu
degerlendirilmistir.

Spektrofotometrik Analizler

Numunelerin toplam antioksidan kapasitesinin
tayini icin 3 farkli yontem kullantlmistir. Bu
yontemler, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil),

CUPRAC  (Bakir indirgeyici  Antioksidan
Kapasitesi)y ve  ABTS  (2,2-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid)  olarak

belitlenmistir.

CUPRAC yoéntemi icin (Apak vd., 2004), 100
ullik ozitlenmis numuneler tipe konulmus,
daha sonra sirasiyla, 1 mL 10 mM CuCl..2H>O
¢ozeltisi, 1 mL 7.5 mM Neocuproine ¢ozeltisi, 1
mL 1 M amonyum asetat (pH=7) ¢ozeltisi ve 1
mL su ilave edilmistir. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra spektrofotometre (Shimadzu
UV-1700, Tokyo, Japonya) ile 450 nm’de kére
karst Slctilmustir. Farkli derisimlerde hazirlanan
trolox  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) (10-800 ppm) varliginda Cuprac
¢Ozeltisinin absorbansindaki degisimin
Olclilmesiyle bir trolox kalibrasyon egrisi elde
edilmis olup (Rz> 0.996) sonuglar mg TE/100g
KM olarak ifade edilmistir.

ABTS yoéntemi i¢in, 220 mg ABTSnin 200 mL
suda ¢ozilmesiyle elde edilen ABTS ¢6zeltisi, 38
mg potasyum perstlfatin 2 mL suda ¢6ziilmesiyle
elde edilen potasyum persiilfat ¢ozelti ile muamele
edilmistir (Rice-Evans vd., 1997). Karisim oda
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sicakliginda ve karanlik ortamda bir gece (12 saat)
koyu mavi renk olusana kadar bekletilmistir. Koyu
mavi renkli bu ¢ozelti, 0.05 M fosfat tampon
¢ozelti (pH 8.0 kullanilarak) absorbans 734 nm’de
0.910.05 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra
100 pL o6zitlenmis numune ile seyreltilmis
¢ozeltiden 1 ml (ABTS c¢ozeltisi) alinarak
karistirilmis  ve 1 dk  bekletildikten sonra
absorbans degeri spektrofotometre ile 734 nm’de
Olcilmustar. Farklt derisimlerde hazirlanan trolox
(10-800 ppm) wvarliginda ABTS ¢6zeltisinin
absorbansindaki degisimin dl¢tilmesiyle bir trolox
kalibrasyon egrisi elde edilmis olup (R2> 0.990)
sonuclar mg TE/100g KM olarak ifade edilmistir.

DPPH yontemi igin, gerekli seyreltmeler
yapildiktan sonra tiplere konulan 100 pL. numune
Ozitine ya da standarda 2 mL. 0.1 mM DPPH
(1,1-difenil-2-  pikrilhidrazil) ilave edilmistir
(Kumaran ve Karunakaran, 2006). Vorteksleme
ve 30 dk oda sicakhiginda karanhkta bekletme
sonrasinda spektrofotometre ile 517 nm’de saf
suya karst absorbanslar okunmustur. Farklt
derisimlerde hazirlanan trolox (10-800 ppm)
varliginda DPPH ¢6zeltisinin  absorbansindaki
degisimin OSlciilmesiyle bir trolox kalibrasyon
egrisi elde edilmis (R?> 0.996) olup, sonuglar mg
TE/100g KM olarak ifade edilmistir.

Toplam fenolik madde analizinde yaygin olarak
kullanilan Folin-Ciocalteu yontemi (Velioglu vd.
1998) kullanilmugtir. Buna gore; 100 upL
Ozutlenmis numune tzetine %10°luk 0.75 mlL
Folin-Ciocalteu  reaktifi — eklenmis, 5 dk
bekletildikten sonra bu karisima 0.75 mL (%6’l1k)
doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek
vortekslenmigtir. Elde edilen karisim oda
sicakliginda 90 dk karanlikta bekletildikten sonra
olusan rengin absorbanst spektrofotometrede 725
nm’de okunmustur. Farkli derisimlerde hazirlanan
gallik asit (10-800 ppm) varliginda absorbansin
Olctlmesiyle bir gallik asit kalibrasyon egrisi elde
edilmis olup (R?> 0.996) sonuglar mg GAE (gallik
asit esdegeri)/100g KM olarak ifade edilmistir.

Toplam flavonoit madde igerigi, kolorimetrik
olarak Kim vd. (2003)’nin y6ntemine gdore
belirlenmistir. Bu yonteme gére; 1 mL 6zitlenmis
numune gerekli seyreltimler yapildiktan sonra

tiplere konulmustur. Kronometre ile siire
baslatilip oda sicakliginda sirastyla 0.3 mL %5’lik
NaNO; (t=0 dk aninda), 0.3 mL %10’luk AlCls
(t=5 dk aninda) ve 2 mL 1M NaOH (t=6 dk
aninda) ilave edilmistir. En son 2.4 mL su ilave
edilerek vortekslenmis ve spektrofotometre ile
510 nm’de absorbansda okunmustur. Farkli
derisimlerde hazirlanan rutin  (10-800 ppm)
varliginda absorbansin  Slctilmesiyle bir rutin
kalibrasyon egrisi elde edilmis (R?> 0.996) olup
sonuglar mg RE (rutin esdegeri) /100g KM olarak
ifade edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Geleneksel ~ Anjelika  regelinin = biyoaktif
Ozelliklerini incelemek icin analizler sonrasinda
elde edilen degerler istatistiksel teknikler

kullamilarak yorumlanmistir. Calisma kapsaminda
her deneme (uretim, 6zitleme, biyoerisilebilirlik
modeli, spektrofotometrik analizler) 3 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler
SPSS istatistik programt (versiyon 23.0, SPSS,
Chicago, 1L, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.
Karsilastirmalar  tek  yonlii  varyans  analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey ¢oklu-karsilastirma
testi yapilarak P< 0.05 anlaml kabul edilmistir.
Korelasyon katsayiart (R?), Microsoft Office
Excel 2011 yaziimi (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, ABD) kullanilarak hesaplanip
veriler ortalama * standart sapma olarak rapor
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Farkli Oziitleme Yontemlerinin Etkisi
Fizikokimyasal 6zellikleri Kog ve Yolct Omeroglu
(2019) tarafindan ortaya konulmus olan Anjelika
recelinin antioksidan bilesenlerinin sindirilmemis
recel numunelerinden  etkin  bir  sekilde
Ozitlenebilmesi icin metanol, etanol ve aseton
bazli t¢ farkll ¢6zgen kullandmustir. Her bir
Ozitleme yo6nteminden elde edilen 6zitlerle
yapilan analizlere ait sonuglar Cizelge 1°de
sunulmustur.

Toplam antioksidan kapasite analizi icin
gerceklestirilen ABTS ve DPPH metanolik ve
etanolik bazli 6zitlemeler arasinda istatistiksel
olarak fark olmadig (P > 0.05) fakat aseton
Ozutleme ile elde edilen sonucun bunlardan daha
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dustik citktigt ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu (P < 0.05) gbrillmustiir.
CUPRAC metodunda etanol ve aseton bazl
Ozitleme yontemleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmadigi (P> 0.05) ve metanolik bazli
Ozitlemenin bunlardan farkh olarak en yiiksek
degeri verdigi gbrilmustir. Toplam fenolik
madde analizinde ise 3 O6zlitleme metodu da

istatistiksel olarak anlamli derecede birbirinden
farkli olup (P< 0.05), en fazla fenolik madde
aseton bazli 6ziitleme yontemi ile elde edildigi, en
az fenolik madde miktar1 ise metanol bazl
Ozitlemeden elde edildigi gbzlenmistir. Benzer
gozlemler flavonoit madde miktarinda da
gozlenmistir. Ancak en az flavonoit maddenin
etanolik 6zlitlemeden elde edildigi gézlenmistir.

Gizelge 1. Farkli 6ziitleme yontemlerinin Anjelika recelinin toplam antoksidan kapasitesi, toplam
fenolik ve toplam flavonoit madde miktarlart tizerine etkisi
Table 1. The effect of different extraction methods on total antioxidant capacity, total phenolic and total flavonoid
contents of Anjelica jam

Oziitleme yéntemi
Extraction method

Metanol (A) Etanol (B) Aseton (C)
(metanol:formikasit:su) (etanol:su) (aseton:asetikasit:su)
(75:0.1:24.9 viv) (70:30 v:v) (70:0.5:29.5 v:v)
Methano! (A) Ethanol (B) Aseton (C)
(methanol:formic acid:water) (ethanol:water) (aseton:formic acid:water)

Toplam Antioksidan Kapasite (mg TE/ 100 g KM)- Total Antioxidant Capacity (mg TE/ 100 g DM)

ABTS 111.97£9.17» 110.5319.882 96.71+£10.13b
CUPRAC 69.97£10.852 43.43%5.98> 46.43£6.40>
DPPH 21.77£3.382 19.49+2.11 7.61£1.03b

Toplam Fenol Madde Miktart (mg GAE/ 100 g KM)- Total Phenolic Content (mg GAE/ 100 g DM)

6.33£1.09¢ 10.20£1.44b 12.10£0.552

Toplam Flavonoit Madde Miktari (mg RE/100 g KM)-Tozal Flavonoid Content (mg RE/ 100 g DM=

3.87+0.73b

2.59+0.35¢ 10.4810.632

Satir boyunca verilen tst simgeler 6rnekler arasinda anlamli farklilik oldugunu géstermektedir (P <0.05).
Different letters in the same column are significantly different (P <0.05).

Biyoaktif  bilesenleri  etkin  bir  sekilde
ozitleyebilecek ¢ozgenler her gida icin farklidir
(Demir vd., 2019). Bu nedenle gidalarin bilesimine
gbre en uygun Ozitleme solventi segilmesi
gerekmektedir. Ayrica 6zitlenecek  biyoaktif
bilesene uygun polaritedeki ¢bzlici se¢mek
gerekmektedir. Ornegin, sulu aseton ¢ozgeni
Ozellikle yiiksek molekiler agirliklt polifenollerin
ozutlenmesinde etkilidir (Ttrkyilmaz vd., 2017).
Oziitleme ¢oziiciileri, ¢oziiciilerin polaritesindeki
farkldiklardan  dolayt bu ¢alismada toplam
antioksidan ~ maddelerin,  toplam  fenolik

maddelerin  ve toplam flavonoit maddelerin
numunelerden 6zitlenmesi tzerinde 6nemli bir
etki gbstermigtir. Literatiire paralel olarak (Demir
vd., 2019) %75 metanol/ %0.1 formik asit/%:24.9
su Ozitleme yoOntemiyle analiz edilen recel
numunelerinin daha fazla antioksidan aktivite
gosterdigi  gbrilmustir. Dogan  vd. (2014),
yaptiklart calismada farkli 6zitleme ¢6zgenleri ile
hazirlanan numunelerin fenolik madde miktarinin
istatistiksel olarak birbirlerinden farkli oldugunu
ve en ylksek etkinligin metanol ile Oziitleme
yonteminde goruldigini tespit etmislerdir.
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Ancak yaptgimiz ¢alismada, toplam fenol ve
flavonoit analizlerinde en yiksek sonucu aseton
bazli 6zitleme yoéntemi vermistit. Bu durum,
numunelerin icerdigi fenoliklerin c¢esidine baglt
olmast ile agiklanabilir. Ancak ayni 6zilitleme
yontemiyle tim  biyoaktif madde analizi
gerceklestirilebilecegi icin bir sonraki ¢aligmalarda
metanolik bazli Gziitleme yOnteminin tercih
edilmesi 6nerilebilir.

Toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik
madde ve toplam flavonoit madde miktari
Anjelika regelinin metanolik bazli 6zitlemesi
sonucunda sindirilmemis numunelerin
antioksidan kapasitesi ABTS, CUPRAC ve DPPH
yontemiyle strastyla 111.97£9.17 mg TE/100 g
KM, 69.97£10.85 mg TE/100 g KM ve
21.77%3.38 olarak bulunmustur (Cizelge 1). En
yiksek antioksidan kapasite sonucu ABTS
yontemi ile elde edilmistir. Antioksidan kapasite
analizleri sonucunda ABTS metodunun en yiksek
degeri vermesinin ABTS metodunun, hem sulu
radikallerin hem de lipit peroksil radikallerinin
antioksidan  kapasitelerini  Slgebilmesinden
(Tarkyilmaz vd., 2017) ve ABTS radikalinin genis
bir pH araliginda kararliik (Biyiiktuncel, 2013)
gostermesinden  kaynakli  oldugu  tahmin
edilmektedir. DPPH radikali sadece organik
ortamda ¢6zlntp (6zellikle alkol ortaminda), sulu
ortamda ¢6zlinemedigi icin hidrofilik
antioksidanlarin analizinde 6nemli  bir
sintrlamadir. Kiglk molekiller radikale daha
kolay ulasacagindan, daha yitksek antioksidan
kapasite ~ degerlerine  sahiptirler. Tiyol tipi
antioksidanlart okside etmek i¢in hizlt bir ydntem
olan CUPRAC reaktifinin daha dustik elektrot
potansiyeline sahip olmast nedeniyle, girisime
neden olacak basit sekerler ve sitrik asit bu
reaktifle okside olmazlar (Buyiiktuncel 2013). Bu
da regel gibi sekerli matrikslerde glivenilir sonug
alinmasint saglamaktadur.

Bilesiklerin antioksidan kapasitelerini belirlemede
kullantlan ~ ¢esitli  analittk yOntemlerde  bir
antioksidan, segilen bir dl¢me yontemi ile yitksek
antioksidan kapasite gOsterirken, ayni
antioksidanin diger bir yontemle daha disiik bir
aktivite  gOsterebildigi  literatiirde  yer
calismalarda da gorilmistir (Gildiken vd., 2016,

alan

Tomas vd., 2017). Dolayistyla literatiirde yapilan
onceki calismalarda g6z Ontne alindiginda,
gidalarda antioksidan kapasite Slctimiinde farkls
prensiplere  sahip  birden fazla metodun
uygulanmast gerektigi sonucuna varilmustir.

Anjelika recelinin metanolik bazli 6ziitlenmesi
sonucunda sindirilmemis numunenin toplam
fenolik madde ve flavonoit madde miktar
sirastyla 6.3311.09 mg GAE/100 ¢ KM ve
3.8710.73 mg RE/100g KM olarak tespit
edilmistir. Stankovic vd. (2016) geleneksel sifalt
bitkilerin ~ antioksidan =~ ve  antibakteriyel
Ozellikleriyle ilgili yaptklart calismada, Angelica
sylvestrisin polifenol ve flavonoit iceriginin diger
bitkilere gére daha disiik ¢iktigint belirtmislerdir.
Bununla bitlikte; recel ve marmelat islenmesi
sirasinda  hiicre  yapisinin - bozulmast  ve
hammaddenin enzimatik olmayan oksidasyona
yatkin hale gelmesinden dolay: fenolik bilesenlerin
azaldigint  belirten calismalar da literatiirde
mevcuttur (Tomas vd., 2017).

In vitro gastrointestinal sindirim modeli

In vitro  gastrointestinal sindirimin  Anjelika
recelinin biyoaktif bilesen madde icerigi tzerine
etkileri Cizelge 2’de verilmistir.

Anjelika regelinin toplam fenol ve flavonoit
miktarina, agiz  sonrast  sindirimin  etkisi
incelendiginde, toplam fenol miktarinin ihmal
edilebilir diizeyde degistigi (%1.5) ve toplam
flavonoit miktarlarinin %44 arttug gézlenmistir.
Bu durum; digsik miktarlarda gerceklestirilen
Olcimlerin  dogal hatast olarak agiklanabilir.
Toplam  antioksidan  kapasitesine  etkisi
incelendiginde ise, agiz sonrasi sindiriminden
sonra  Olgiillen  antioksidan  kapasitesinin
sindirilmemis numunenin antioksidan
kapasitesine oranla %100’e varan oranda dusiik
ctktgl  gozlenmistir.  Kamiloglu  (2019a) bu
durumu ag1z sindirimi icin uygulanan inkiibasyon
stresinin (2 dk) bu bilesenlerin gida matrisinden
salinimi i¢in yeterli olmadigt seklinde agiklamugtir.
Dolayistyla, 2 saatlik bir inkiibasyon gerektiren
mide sindirim modeli siiresince, ortam pH’st ve
enzimlerin etkisiyle toplam fenol, flavonoit ve
DPPH ile olgtlen toplam antioksidan kapasite
miktarlarinda, sindirilmemis numunenin
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degerlerine  goére fazla artis  gézlenmistir.
Kamiloglu (2019b) bu durumu mide sindirimi
strasinda  gidadan  gegen fenolik  Oziitleme
isleminin etkin bir sekilde devam ederken
stabilitesini de korumasina baglamaktadir. Ayrica
literatirde (Dogan vd., 2014), Folin-Ciocalteu
metodunun fenolik bilesenler yaninda; askorbik
asit, sitrik asit, basit sekerler ve bazt amino asitler
gibi indirgen bilesenleri de Slgerek, toplam fenolik
madde iceriginin gercek degerinden fazla
Olctilmesine neden oldugu belirtilmigtir. Bu da
spektrofotometrik ~ yontemlerin  yaninda bu
calismalarin kromatografik analizlerle
desteklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Biyoaktif  bilesenler, bagirsakta gerceklesen
sindirim siresinin yeterli olmasi sonucunda,

ortamda bulunan stvilar  ve enzimler ile
parcalanarak aciga ctkmaktadirlar (Tamer, 2018),
dolayistyla bu  bilesenlerin  toplam antioksidan
degerlerinin (ABTS ve CUPRAC) ve toplam fenol
miktarlarinin, mide sonrast sindirim degetlerine
gore daha yliksek oldugu gozlenmistir. Anjelika
recelinin toplam antioksidan kapasitesinin ABTS,
CUPRAC ve DPPH metoduyla 6l¢tilmesi sonucu
strastyla  sindirilmemis numuneye gére %97,
%18.89 ve %736 oraninda biyoerisilebilirlik
oranina sahip oldugu (geri kazanim) gézlenmistir.
Toplam fenol miktart ise %211 oraninda geri
kazanilmigtir. Toplam flavonoit miktarr ise
bagirsak sonrast sindirimde ihmal edilir diizeyde
saptanmistit.

Cizelge 2. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda toplam fenolik madde, toplam flavonoit madde ve
toplam antioksidan kapasitede meydana gelen degisimler
Table 2. Changes in total phenolic content, total flavonoid content and total antioxidant capacity during in vitro
gastrointestinal digestion

Sindirilmemis

(Met.anol Ozit)-S Az Mide
Undigested Mouth Stomach
(Methanolic oo

extract)-UD

Geri
Bagirsakta Bagirsaktan Kazanim, %
Emilen-IN Atilan-OUT (S/IN) x100
Dialysable fraction- Undialysable Recovery, %
IN Sraction-IN (UD/IN)
x100

Toplam Antioksidan Kapasite (mg TE/ 100 g KM)- Total Antioxidant Capacity (mg TE/ 100 g DM)

ABTS

111.97£9.17> te-nd 43.53+1.07¢
CUPRAC

69.97+10.852 2.3040.304 11.06+1.43¢
DPPH

21.77%£3.38¢ 10.70£1.704  252.0416.922

110.10£3.73b 233.26+17.56 97
13.22+1.42¢ 21.44+1.59> 19
160.47£68.95P 131.12422.25P 736

Toplam Fenol Madde Miktatt (mg GAE/ 100 g KM)- Total Phenolic Content (mg GAE/ 100 g DM)

6.33£1.094 6.40£1.604 11.03£0.85¢

13.3910.93>

17.12+1.342 211

Toplam Flavonoit Madde Miktari (mg RE/ 100 g KM)-Total Flavonoid Content (mg RE/ 100 g DM)

3.87£0.73¢ 5.514+0.53b 13.21+2.952

0.35£0.064

0.51£0.054 9

Bu cizelgede gosterilen veriler 3 tekrarli olarak temin edilen numunelerde yapilan 6l¢timlerin ortalama * standart
sapma degerleridir. Satirlardaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklart temsil etmektedir (P < 0.05). te:

tespit edilemedi.

Data presented in this table represents average values Y standard deviation of 3 batches. Different letters in the rows represent

statistically significant differences (P < 0.05). nd: not detected

Sonug olarak, Bursa’ya ait geleneksel bir recel olan
Anjelika  regeli ile yapidan bu ¢alismada,
antioksidan aktivite analizlerinde %75’lik metanol
Ozutlemenin diger ¢ozgenlere gbre en verimli
sonuclart verdigi ve antioksidan kapasitelerinin

Ozitleme yOntemine gore farklilik gosterdigi
gorilmustir. Yapilan analiz sonuglarina gore, tek
bir antioksidan kapasite 6lcim  metodu
kullanmasinin tatmin edict bir degerlendirme

yapilmasina olanak saglamayacagt sonucuna
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vardmistit.  Bu nedenle 6l¢timlerinde  farkls
mekanizmalara sahip birden fazla metodun
kullanilmasi Onerilmektedir. Anjelika regelinin

biyoaktif  bilesenler icermesinin  tliketiciler
tarafindan  talebi arttiracagt ve bu sayede
unutulmaya yiz tutmus Anjelika regelinin

taninirliginin artarak katma degeri olan geleneksel
trtinler icerisinde yer alacagt beklenmektedir.
Gidalarda  bulunan  biyoaktif  bilesenlerin
biyoerisilebilirliklerini, gida islemede kullanilan

kesme-parcalama, kurutma, 1sil islem gibi
uygulamalar  pozitif ~ve  negatif  yo6nde
etkilemektedir.  Dolayistyla  Angelica  sylvestris

govdesinin sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin
ortaya konulmast, bu bilesenlere recele isleme
sirecinin etkisinin irdelenmesi, bu baglamda
recelde tretim ve depolama kosullarinin optimize
edilmesi, gelecekte yapilacak calismalarda detayh
bir sekilde ele alinmalidir. Ayrica, Anjelika
recelinin geleneksel ozelliklerinin korunmasinin
yant sira ticari boyutta Gretilmesi i¢in yéntemlerin
aragtirlmast ~ ve  drin  gesitliliginin - ve
fonksiyonelliginin ~ artirilmast  igin  regetenin
duzenlenmesi de bir sonraki calisgmalarda ele
alinmast gereken konulardir.
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