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BALKABAGINDAN (Cucurbita maxima) ELDE EDILEN
URUNLERDE in vitro KAROTENOID BiYOERISILEBILIRLIiGI,
ANTIOKSIDAN KAPASITE VE ANTIDIYABETIK AKTiVITENIN
SAPTANMASI

OZEL, Cansu

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Sedef Nehir EL
Aralik 2015, 49 Sayfa

Balkabagi (Cucurbita maxima) kullanilarak iki farkli fermente {iriin elde
edilmistir. ilk {iriin olan balkabag1 tursusu, ticari tursu hazirlama karisimi
yardimiyla, ikinci Uriin olan fermente balkabagi tozu ise, yiizey sterilizasyonu
uygulanmis balkabaklarma Lactobacillus plantarum ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalarinin inokulasyonunun ardindan elde edilmis, sonrasinda iiriin
kurutulmus ve ogiitiilerek elenmistir. Uriinlerde troloks esdegeri cinsinden
antioksidan kapasite, antidiyabetik 6zelliklerin belirlenmesinde yardimci olan a-
amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasiteleri, toplam karotenoid ve -
karoten miktarlar1 belirlenmistir. Ardindan in vitro sindirim uygulanmis ve yeniden
yapilan toplam karotenoid ve B-karoten tayinleriyle, hem toplam karotenoid, hem
de PB-karoten biyoerisilebilirlik yiizdelerine ulasilmistir. Elde edilen sonuglar,
balkabagi tursusunda buharda haslanmis balkabagina gore daha yiiksek toplam
karotenoid ve B-karoten biyoerisilebilirligi, fermente balkabagi tozunda ise yiiksek
antioksidan kapasite ve yiiksek o-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon
kapasiteleri seklindedir. Sonug olarak balkabagi tursusu direkt tiikketime hazir halde,
fermente balkabagi tozu ise ortamda yag bulunan bir gida matriksi igerisinde
kullanilabilecek bir ara iirlin seklinde tasarlanmis, karotenoid miktar1 agisindan
zengin ve antioksidan ve antidiyabetik ozelliklere sahip bir gida ve bir gida ara
irtinii olarak, hem gidalarin A vitamini ile zenginlestirilmesinde, hem de Tip 2

Diyabeti hedef alan fonksiyonel gidalarmn iiretiminde kullanilabilecek iki tiriindiir.

Anahtar  sozciikler:  Balkabagi, Cucurbita maxima, beta-karoten

biyoerisilebilirligi, antidiyabetik aktivite, antioksidan kapasite, fermente {iriin
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ABSTRACT

DETERMINATION OF in vitro CAROTENOID
BIOACCESSIBILITY, ANTIOXIDANT CAPACITY AND
ANTIDIABETIC ACTIVITY OF PRODUCTS OBTAINED FROM
PUMPKIN (Cucurbita maxima)

OZEL, Cansu

MSc in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Sedef Nehir EL
December 2015, 49 Pages

Two different fermented products were obtained by using pumpkin (Cucurbita
maxima). The first product pumpkin pickles were prepared using a commercial
pickle preparation mixtrure, and the second product fermented pumpkin powder
was prepared by the inoculation of Lactobacillus plantarum and Saccharomyces
cerevisiae microorganisms to surface-sterilizated pumpkin slices. Then the
fermented slices were dried, grinded and screened. Trolox equivalent antioxidant
capacity, a-amylase and a-glucosidase enzyme inhibition activities that helps to
evaluate the antidiabetic activity and both total carotenoids and B-carotene contents
and bioaccessibilities were detected on both products. Results obtained showed
higer carotenoid and B-carotene bioaccessibilities on pumpkin pickles when
compared to steamed pumpkins, and high a-amylase and a-glucosidase enzyme
inhibition activities on fermented pumpkin powder. Finally, pumpkin pickles were
designated for direct consumption and fermented pumpkin powder with a high
carotenoid content, antioxidant capacity and antidiabetic activity, was prepared as
a by-product for using oily food matrixes to either enrichment applications with
Vitamin A or tailor-made functional foods for Type 2 Diebetes management.

Keywords: Pumpkin, Cucurbita maxima, beta-carotene bioaccessibility,
antidiabetic activity, antioxidant capacity, fermented product
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1.  GIRiS

Giliniimiizde, teknolojinin gelismesine paralel olarak, toplumlarin yasam
standartlarinda ge¢cmise kiyasla ciddi degisiklikler gerceklesmistir. Kirsal
kesimlerden kentlere olan gdg, teknolojik yenilikler ve ¢ogunlukla masa basinda
gecirilen yogun is saatleri, kisilerin sedental yasam tarzina sebep olmus ve tiiketime
hazir ve iglenmis gidalarin iiretimine olan talep artmistir. Gida endiistrisi baslarda
bu talebe yonelik, yliksek enerji degerlerine sahip gidalar1 piyasaya sunmus ve
tiikketiciler tarafindan cogunlukla tercih edilmistir. Ozellikle tiiketime hazir gidalar
sunan restoran zincirleri, tiim diinyaya yayilarak bir¢ok kiiltiiriin i¢ine niifuz
etmistir. Fakat, s6zii gecen tiim bu yasam degisiklikleri, basta hareketsiz ve yeterli
ve dengeli olmayan beslenme modelleri bir takim hastaliklarin riskini de
beraberinde getirmistir. Bugiin, tiim diinyay1 etkileyen yiiksek tansiyon, kalp-damar
hastaliklar1, kanser ve diyabet gibi hastaliklar, yasam kalitesinde azalisa ve hatta
Oliimlere neden olmaktadir. Yasam kalitesini etkileyen bu hastaliklarin yillar i¢inde
giderek daha fazla artacag diisiiniilmektedir. Ote yandan, 6zellikle gelismis iilkeler,
dengeli ve besleyici beslenme ve diizenli egzersiz konusunda halklarini

bilinglendirmeye ¢alismaktadirlar.

Gida endiistrisi, artan s6z konusu hastaliklardan korunma amaci ile ¢esitli
fonksiyonel gidalar1 piyasaya siirmektedir. Ik olarak Japonya’da ortaya ¢ikan
fonksiyonel gida anlayis1, Avrupa Komisyonu tarafindan ‘giinliik diyet ile tiiketilen,
hastalik riskini azaltmaya ve iyi olma halini korumaya yonelik biyoaktif bilesenler
iceren gidalar’ olarak tanimlanmistir (Mohamed, 2014). Bu tanimim ardindan,
biyolojik olarak aktif kabul edilen maddeler iceren gidalar, degisik formlarda
ve/veya farkli hammaddelerle birlestirilerek fonksiyonel gida olarak piyasaya
sunulmustur. Tiketicilerin yogun talebi dogrultusunda da fonksiyonel gidalar ve
tim diinyada fonksiyonel gida iiretimi yeni ve biiyiimekte olan bir pazar halini

almastir.

Tip 2 Diyabet (T2D), diinyada goriilen diyabet hastaliklarinin %85-95’ini
olusturan ve insiilin direncine bagl olarak ¢evresel (periferik) hiicrelerde glukoz
kontroliiniin azalmasi, karaciger tarafindan asir1 glukoz liretimi, pankreatik B-

hiicrelerinde hasar ve azalma, insiilin salgilanmasinda ve hassasiyetinde aksakliklar



ile karakterize edilen bir hastaliktir (Nyenwe et al., 2011; Bharti et al., 2013;
Mohamed, 2014). T2D, gelecekte tiim diinyay1 etkileyecek bir saglik sorunu olarak
goriilmektedir (Chang et al., 2012). T2D tedavisinde gerekli klinik miidahalenin
yant sira diizenli egzersiz ve destekleyici fonksiyonel gidalar dnerilmektedir (Vats
et al., 2005). Uluslararast Diyabet Federasyonu’nun 2013 yili verilerine gore
Tiirkiye’nin diyabet hastalar1 Avrupa kayitlarinin %14.8°1 ile ilk siray1 almaktadir
(IDF, 2013; Simpson and Morris, 2014). Bu veriden anlasilacagi iizere, tilkemizde
diyabet, giderek daha ciddi boyutlara ulasacaktir.

Balkabagi (Cucurbita maxima), iilkemizde genellikle ¢ekirdegi i¢in tiiketilen
veya meyvesinden serbetli tatlis1 yapilan bir gida olarak bilinmektedir. Ancak sahip
oldugu biyoaktif bilesenler ve kimyasal yapisi, fonksiyonel gida tiretimine oldukga
elveriglidir. Ayrica, Caili et al. (2006) balkabaginin sahip oldugu biyoaktif

polisakkaritlerin fermantasyonla daha yararl bir forma doniistiigiinii bildirmistir.

Tez calismasi kapsaminda balkabagindan fermantasyon yoluyla iki gida
iiretimi gerceklestirilmistir. Bu gidalardan ilki, balkabagi tursusu olup, piyasadan
satin alman tursu yapma karisimlar1 kullanilarak elde edilmistir. Ikinci fermente
iirlin, ylizey sterilizasyonu uygulanmis balkabaklarma tursuda baskin iki tiir olan
Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus plantarum maya ve bakteri tiirlerinin
disaridan eklenmesi, fermantasyonu ve sonrasinda iiriiniin kurutularak toz haline
getirilmesiyle elde edilen fermente balkabagi tozudur. Bu iki iiriinde, antioksidan
kapasite, antidiyabetik aktiviteyle iligskilendirilen in vitro a-amilaz ve a-glukozidaz
enzim inhibisyonlar1 saptanmistir. Ayrica toplam karotenoid ve B-karoten in vitro
biyoerisebilirligi tiiketilebilir ve fermente olmayan balkabagi formu olarak

diisiiniilmiis kontrol iiriin olan buharda haslanmis balkabagi ile kiyaslanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Balkabag ile ilgili Genel Bilgiler ve Saghk Uzerine Etkileri

Balkabagi, literatiirde ¢ogunlukla antidiyabetik olarak agiklanan 6zellikleri
ile yer alan bir gidadir. Ilk olarak Amerika yerlileri tarafindan kiiltiirii yapilmis olan
bu bitki Cucurbitae familyasindan gelmektedir (Smith, 1997). Cucurbitae
familyasi, igerisinde kabak (Cucurbita pepo var. melopepo), kavun (Cucumis melo),
karpuz (Citrullus lanatus) ve balkabagi (Cucurbita sp.) bitkilerini bulunduran genis
bir ailedir. Balkabagi, temel olarak {i¢ tiir halinde yetistirilmektedir: Cucurbita
pepo, Cucurbita moschata ve Cucurbita maxima (Martinez-Valdivieso et al. 2015).
Diinyanin farkli bolgelerinde yetistirilen ve tliketilen tiirler degisiklik
gostermektedir. Ornegin Cucurbita pepo tiirii balkabaklari, genellikle Orta
Avrupa’da ¢ekirdeklerinden ekstrakte edilen yag i¢in yetistirilmektedir. Cucurbita
moschata ise Cin ve Orta Amerika’da geleneksel tip ve giinliik tiiketimde degisik
iiriinler igerisinde tiiketilmektedir. Ulkemizde genellikle tath tiir yiyeceklerle
tiiketilen balkabag tiirii Cucurbita maxima’dir. C. maxima, kis kabagi olarak da
bilinen ve ¢cogunlukla pulpu kullanilan ve diinyada meyve suyu, piire, regel, ¢orba
gibi ¢ok farkli gida gruplarmin formiilasyonuna giren bir sebzedir (Aydin ve
Gocmen, 2015). Ulkemizde de tiiketilen balkabag: tiiriiniin sahip oldugu besin

degerleri, Cizelge 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1. Cucurbita maxima



Cizelge 2.1. Cig balkabagi (Cucurbita maxima) besin degerleri (USDA Veritabani,

rapor no: 11489)

Besin ogesi 100 g icinde  Besin maddesi 100 g icinde
Nem 88.00 g Vitaminler
C Vitamini, (askorbik
Enerji 40 kcal ) 11.0 mg
asit)
Protein 2.00¢g Tiamin 0.070 mg
Toplam yag 0.50¢g Riboflavin 0.040 mg
:;EE:T doymus yag 0.103 g Niasin 0.500 mg
Toplam tekli
doymamis yag 0.037¢g Bs Vitamini 0.154 mg
asitleri
Toplam ¢oklu
doymamis yag 0.210¢g Folat 16 pug
asitleri
Kolesterol 0 mg B12 Vitamini 0.00 pug
A Vitamini (Retinal
Karbonhidratlar 8.70 g ) 68 ug
Aldehit)
E Vitamini (alfa-
Toplam diyet lifi 39¢ 0.16 mg
tokoferol)
Toplam seker 3.95¢ D Vitamini (D2+D3) 0.00 pg
Mineraller K Vitamini 1.3ug
Kalsiyum, Ca 14 mg
Magnezyum, Mg 19 mg
Fosfor, P 21 mg
Sodyum, Na 7mg
Cinko, Zn 0.13 mg
Balkabag1 icin antioksidan, antidiyabetik, antimikrobiyal,

hipokolesterolemik, antikanser, immunomodiilator, antimutajenik, antihelmintik
(bagirsak zararlilarin1 Oldiiriici) ve mesane tasina karsi etkili 6zellikleri

bildirilmistir (Caili et al., 2006; Kaushik et al., 2010; Jacobo-Valenzuela et al.,



2011; Zhou et al., 2014; Aydin ve Gocmen, 2015). Balkabagmin gosterdigi bu
ozellikler bilesiminde bulunan biyoaktif polisakkaritler, protein ve peptitler, para-
aminobenzoik asit ve sterollerden kaynaklanmaktadir (Adams et al., 2011; Ahmed
et al, 2014). Ayrica yiiksek karotenoid ve pektin igerigi sebebiyle bir¢ok
arastirmaci tarafindan fonksiyonel gida gelistirilmesinde kullanilmigtir (Jun et al.,
2006; Guiné et al., 2011; Ahmed et al., 2014; Berman et al., 2014). Ozellikle agir
metal birikiminin az olmasi sebebiyle bebek gidalarinda (Konopacka et al., 2010)
ve diisiik enerji degeri nedeniyle enerji azaltmaya yonelik uygulamalarda

(Nawirska-Olszanska et al., 2014) kullanimi1 6nerilmektedir.

2.2. Balkabag ve Tip 2 Diyabet

Balkabagmin sahip oldugu polisakkaritler, arastirmacilar tarafindan
cogunlukla antidiyabetik ve antioksidan aktivitelerin incelenmesi yoluyla
arastirilmistir. de Escalada Pla et al. (2007) C. pepo cinsi balkabaginin yapisinda
bulunan diyet lifinin glukoz alikonmasina yol agtig1 ve bu yolla da hipoglisemik
etkiye sebep oldugunu, uygulamis olduklar1 in vitro c¢alismalarm sonucunda
bildirmislerdir. Zhu et al. (2015) balkabagindan sicak su ekstraksiyonuyla elde
ettikleri polisakkaritleri streptozotosin (instilin {ireten beta hiicrelerine toksik etkisi
olan bir kimyasal madde) tarafindan hasara ugratilmis hiicrelerde incelemisler ve
programli hiicre Olimii olan apoptozun inhibisyonunu rapor etmislerdir.
Arastirmacilar, balkabagi polisakkaritlerini, T2D tedavisi igin yeni bir ajan olarak
nitelendirmiglerdir. Aldoz rediiktaz enzim inhibisyonunun ¢alisildigr bir
arastrmada balkabagi, calismanin pozitif kontrolii olan aminoguanidinden
(diyabetik bobrek yetmezligi tedavisi i¢in kullanilan bir bilesen) daha yiiksek
sonuclar elde edilmistir. Sonug olarak, balkabag1 T2D tedavisi icin terapdtik etkili
bir ajan olarak yorumlanmistir (Wang et al, 2012). Antidiyabetik etkiler,
cogunlukla hayvan denemeleri veya in vivo ¢alismalar ile degerlendirilmistir. Yine
su ve etanolik ekstraksiyonla elde edilen balkabagi polisakkaritlerinin, alloksan
(toksik bir glukoz analogu) ile indiiklenmis diyabetik tavsanlarda toplam kolesterol,
toplam trigliserit ve glikozil hemoglobin degerlerini kayda deger bir sekilde
diistirmesinin ardindan, arastirmacilar tarafindan potansiyel bir antidiyabetik ajan
olarak balkabagi polisakkaritlerini 6nermesine neden olmustur (Zhang et al., 2013).

Jin et al. (2013) tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada balkabag1 tozundan su ile



hipoglisemik olarak nitelendirilen komponentlerin ekstraksiyonu yapilmis ve
sonrasinda protein ve diger diisiik molekiil agirlikli bilesenlerin uzaklastirilmasiyla
liyofilize edilen tirlinde, gaz kromatografisiyle analiz edildiginde, glukoz, galaktoz,
arabinoz ve ramnoz bulunduran heterojen bir polisakkarit yapi1 tespit edilmistir.
Ayni ekstrakt, daha sonra alloksan-indiiklii diyabet fareler iizerinde denenmis ve
200 mg/kg viicut agirligi olarak verilen miktarin kan glukoz seviyesini 15.30+3.21
mM’den 7.1942.54 mM’e diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Beyaz kiigiik balkabagi
olarak bilinen ve balkabagi ile taksonomik olarak akraba olan Cucurbita ficifolia
ile yapilan klinik bir arastirmada ise, dort erkek ve alt1 kadin denekte agiz yoluyla
tilketiminin ardindan hipoglisemik aktivite bildirilmistir (Acosta-Patifio et al.,

2001).

Antidiyabetik etki ile ilgili caligmalar, literatiirde c¢ogunlukla fenolik
maddeler ile gerceklestirildigi i¢in, metanolik ekstraktlarin inhibisyon kapasite
verileri s6z konusudur. Ayrica ¢esitli biyoaktif peptitler de bu 6zelliklere sahip
olabilirler. i¢inde bulunduklar1 kaynaklarda biiyiik protein yapilarina bagh olan bu
peptitler, fermantasyon ve enzimatik hidroliz gibi islemlerden sonra biyoaktif
olarak nitelendirilen 6zellikler kazanabilirler (Soarez de Castro and Sato, 2015).
S6z konusu olan biyoaktif peptitler i¢in literatiirde antidiyabetik aktivitenin yani
sira, antihipertansif, antiobezite, antioksidan, bagisiklik sistemini diizenleyici ve
mineral baglama gibi 6zellikler de bildirilmistir (Nongonierma and FitzGerald,
2015; Soarez de Castro and Sato, 2015). Biyoaktif peptitlerin en bilinen hayvansal
kaynag siit ve siit Urlinleri (Hafeez et al., 2014; Nongonierma and FitzGerald,
2015), bitkisel kaynag1 ise soyadir (Soarez de Castro and Sato, 2015). Biyoaktif
peptitler, iiretim ve saflastirma asamalarmi gegirdikten sonra tanimlanirlar. Bu
yolla, spesifik etki gosteren biyoaktif peptitler i¢in c¢esitli veritabanlari
olusturulmustur (Iwaniak et al., 1999). Biyoaktif 6zellikleri saptamanin en 6nemli
in vitro yontemlerinden biri, belirli enzimler {izerine gosterilen inhibisyon
aktiviteleridir. Fermantasyon iglemi uygulanan siit (Solieri et al., 2015), bezelye
(Jakubeczyk et al., 2013) ve nohut (Xiao et al., 2015) gidalar1 i¢in anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibisyonu saptanmig ve sonugta olusan iiriinler antihipertansif
olarak degerlendirilmistir. Ayrica Kore usulii iiretilen fermente soya sosu i¢in de a-
glukozidaz enzimi lizerine inhibisyon aktivitesi bildirilmistir (Shukla et al., 2016).

Yine fermente bir iirlin olan ve soya iceren bir lezzetlendirici diyabetik fareler



tizerinde denenmis ve hem a-amilaz, hem de a-glukozidaz enzimleri i¢in inhibisyon

etkisi bildirilmistir (Ademiluyi and Oboh, 2013).

2.3. Balkabagi ve Antioksidan Aktivite

Balkabagma haslama, mikrodalga pisirme, sirke ile marinasyon, sarapla
pisirme ve liyofilizasyon gibi farkli gida isleme prosesleri uygulanarak antioksidan
kapasitesi degerlendirilmistir. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak
yapilan analizde uM Troloks/10g ¢ig pulp cinsinden en diisiik antioksidan aktiviteyi
liyofilize Ornek, en yiliksek aktiviteyi ise sarapla pisirilmis 6rnek gostermistir.
Calismanin bir bagka 6nemli noktasi da, liyofilizasyon digindaki biitiin gida igleme
proseslerinin, ¢ig balkabagina gore antioksidan aktivitede artisa sebep olmasidir
(Dini et al., 2013). Balkabagi polisakkaritlerinin antioksidan kapasitesinin
calisildigr iki calismada, asetilasyon (Song et al., 2013) ve fosforilasyon (Song et
al., 2015) islemleri uygulanmis olan balkabagi polisakkaritlerinde, s6z konusu
islemlerin uygulanmadig1 polisakkaritlere gore daha yiiksek antioksidan kapasite
gostermistir. Hiicre denemesi iceren bir ¢alismada ise, balkabagmin etanolik
polisakkarit ekstrakti, hidrojen peroksit ile hasara ugratilmig fare peritonel

makrofajlar1 lizerinde antioksidan aktivite gostermistir (Yang et al., 2007).

2.4. Balkabagi ve Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde renk maddesi olarak bulunan ve saglik iizerine
olumlu etkileri bildirilmis biyoaktif bilesenlerdir. Cesitlerine bazi drnekler Sekil
2.2°de verilmistir. Karotenoidler bitkilerde serbest formda veya yag asitleriyle ester
bag1 yapmis olarak bulunabilirler. Bulundugu bitkilerdeki miktar ve ¢esitleri, hasat
sonras1 faktorler, genotip, olgunlasma zamani, yetistirilme metodu, iklimsel
ozellikler ve igsleme yontemlerine baglh olarak degisiklik gosterebilir (Saini et al.,
2015). Gida isleme prosesleri, cis- ve trans- formlarin birbirine doniismesine neden
olabilir. B-karoten, tiim karotenoidler arasinda en ¢ok calisilmis olandir. Kimyasal
olarak 536 Da boyutunda ve yagda ¢oziinebilen bir pigment olarak tanimlanabilir
(Csepanyi et al., 2015). A vitamini 6n maddesi olmasi, yani insan viicuduna
girdiginde B-karoten 15,15’-monooksigenaz enzimi yardimiyla retinale ¢evrilmesi

nedeniyle, gidalarin A vitaminiyle zenginlestirilmesi gibi uygulamalarda siklikla



kullanilmaktadir (Bai et al., 2011). Glinlimiize kadar kesfedilen yaklasik 700 farkl
karotenoid tiiriiniin 50°sinin A vitamini 6n maddesi oldugu bilinmektedir (Amorim-
Carrilho et al., 2014). Bir karotenin A vitamini aktivitesi gosterebilmesi i¢in
yapisinda en az 11 karbon ve oksitlenmemis B-halkasi bulunmalidir. Gidalarin A
vitamini ile zenginlestirilmesi uygulamalarinda ¢ogunlukla B-karotenin ¢alisiliyor
olmasi, B-karotenin 6 mg’1, diger provitamin A maddelerinin ise 12 mg’inin 1 mg
retinole esit olmasidir (Fernandez-Garcia et al., 2012). Viicuda aliman p-karotenin
ise yaklasik %17’sinin A vitaminine doniistiiriildiigi bildirilmistir (Acar ve

Gokmen, 2014).

Viicuttaki karotenoid emilimi intestinal mukozada gercgeklesir. Karotenoid
emilimini gidanin matriks formu, biyokimyasal ve metabolik faktorler ve kisinin
tiiketim anindan sahip oldugu saglik durumu gibi faktorler de etkilese de, en 6nemli
degisken ortamda bulunan yagdir. Viicut igerisine alindiktan sonra taginmada ise
karoten cesidine gore degisiklik gozlemlenir. Daha apolar yapiya sahip olan -
karoten, a-karoten ve likopen gibi karotenoidler diisiik yogunluklu lipoproteinler
olan LDL, goreceli olarak daha polar yapiya sahip olan lutein gibi karotenoidler ise
yiiksek yogunluklu lipoproteinler olan HDL’ler yardimiyla tasinir. Karotenoidler
hedef organlara ulastiktan sonra ¢ogunlukla A vitamini gereksinimi i¢in veya

singlet oksijen tiirlerine kars1 antioksidan olarak kullanilirlar (Rock, 1997).

Balkabagi karotenleri arasindan en 6énemli ikisi a- ve B-karotendir. Yapilan
calismalar da, karotenoid miktarlar1 ve biyoyararhliklar iizerine yogunlagsmaktadir.
Biyoerisilebilirlik, sindirim sonrasi gidanin yapisindan ayrilan maksimum miktar1
olarak tanimlanmaktadir (Ekesa et al, 2012). Balkabaginda karotenoid
biyoerisilebilirligi uygulanan in vitro veya in vivo sindirim yontemi, gidanin yapisi,
ekstraksiyon ve tayin yontemlerine gore degisiklik gostermektedir. Bu faktorler
SLAMENGHI kisaltmasiyla ifade edilmektedir. Kisaltmadaki harfler sirasiyla
karotenoid tiirii (species of carotenoids, S), molekiiler diizeydeki baglar (linkages
at molecular levels, L), karotenoid miktari (amount of carotenoids, A), matriks
(matrix, M), efektor organ (effectors, E), besin 6gesi durumu (nutrient status, N),
genetik faktorler (genetics, G), konaket ile iligkili faktorler (host-related factors, H)
ve bu degiskenler arasindaki interaksiyonlar (interactions among these variables, 1)
olarak ifade edilmektedir (van het Hof et al., 2000; Knockaert et al., 2012; Amorim-



Carrilho et al., 2014). Lipofilik karaktere sahip olan karotenoidlerin ¢dziinmesi ve
dolayistyla da biyoerisilebilirlik degerleri, ortamda bulunan yag miktarma baglhdir
(Pérez-Galvez et al., 2005). Yapilan ¢aligmalar, aycigek ve soya gibi yaglarin sahip
oldugu trigliseritlere gére daha uzun trigliseritlere sahip olan zeytinyaginimn,
karotenoid biyoerisilebilirligini daha da arttirabilecegini gostermistir (Lemmens et
al., 2014). Reboul et al. (2006) tarafindan a-karoten i¢in %6.71+0.63, B-karoten i¢in
ise %1.30+0.22 olarak bulunmustur. Yapilan bagka bir ¢alismada uygulanan in vitro
sindirimin ardindan HPLC ile belirlenen % biyoerisilebilir B-karoten balkabaginda
tek basina %15.8 iken, misket limonu ile birlikte sindirildiginde %31.8 olarak
hesaplanmistir (Veda et al., 2008). van Lieshout et al. (2003) ise, Endonezya’da
yagsayan c¢ocuklar iizerinde yapmus olduklari in vivo calismada, cocuklarin
balkabagi ve 1spanak tiiketiminin ardindan digkilarini incelemisler ve balkabag1 -
karoteni biyoerisilebilirligi miktar olarak i1spanak B-karoteni biyoerisilebilirligine
gore 1.7 kat daha fazla olsa da, tiiketilen miktarlar g6z 6niine alindiginda ve yiizde
olarak hesaplama yapildiginda yaklasik olarak esit yiizde biyoerisilebilirlik rapor
etmiglerdir. Son yillarda, diisiik karotenoid biyoyararliligini arttirmak {izere nano-
tastyici sistemler tasarlaniyor olsa da, bu sistemlerin ticari olarak hayata gegirilmesi

heniiz miimkiin olmamustir (Shin et al., 2015).

2.5. Balkabag1 Kullamlarak Tasarlanan Fonksiyonel Gidalar

Sahip oldugu biyoaktif bilesenler ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
balkabagi, fonksiyonel gida iiretimi i¢in arastirmacilar tarafindan elverisli kabul
edilmekte ve degisik formulasyonlara uygulanmaktadir. Bir uygulamada, balkabagi
demir ve askorbik asit¢ce zenginlestirilmis ve kurutma islemi uygulanmigstir. Renk
koyulagmasinin gozlendigi sonuglar igin, aragtirmacilar fonksiyonel bir gida olarak
nitelendirilmeden 6nce duyusal analizlerin ve tiiketici kabuliiniin gerekliligine
dikkat cekmistir (Genevois et al, 2014). Balkabagmin uzun siireli depolama
esnasinda sahip oldugu biyoaktif bilesenleri korumak i¢in, Lozicki et al. (2015),
kurutulmus seker pancar1 kullanmiglar ve depolama sirasinda polifenol miktarinda
artis, karotenoid ve a-tokoferol miktarinda ise azalma tespit etmislerdir.
Antioksidan aktivite uygulamanin Oncesinde ve sonrasinda degisiklik
gostermemistir. Bir baska uygulamada, Hokkaido tipi balkabaklarmin tozu,

askorbik asit ve ufalanmig musir taneleri, ekstriizyon yontemi ile biraraya getirilmis
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ve meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore
ekstriizyon yag miktarinda azalmaya ve protein miktarinda artisa sebep olmustur.
a- ve B-karotenler ise, ekstriizyon islemi ile degredasyona ugramislardir. Askorbik
asit ve balkabagi tozunun birlikte eklenmesi polifenollerin ve antioksidan
aktivitenin artigini saglamistir (Obradovic et al., 2015). Son yillarda yapilan tiim bu
uygulamalar, balkabaginin ¢esitli formiilasyonlarda denenmesinin ardindan

endiistriyel boyutta fonksiyonel gida liretimine gecise katkida bulunacaktir.
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Sekil 2.2. Karotenoidlerin yapisi ve bazi1 6rnekleri
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan balkabaklar1 (Cucurbita maxima), izmir’deki semt
pazarlarindan temin edilmistir ve ayni giin tiretimler gerceklestirilmistir. Kontrol
(haslanmig) ve balkabagi tursusu oOrnekleri 50 g’lik paketler halinde -20°C’de
dondurularak, fermente balkabagi tozu 6rnegi ise oda sicakliginda, hava, 151k ve
nem gegcirgenligi diisiik ambalaj icerisinde analizlere kadar saklanmistir. Balkabagi
tursusu iretiminde kullanilan tursu hazirlama karigimi (Dr. Oetker, Tiirkiye) ve
elma sirkesi (Kemal Kiikrer, Tiirkiye), Izmir ili icerisindeki siipermarketlerden

temin edilmistir.

Analizlerde kullanilan MRS Broth (110661), MRS Agar (110660), sodyum
kloriir (106404), petrol eteri (101775) ve sodyum hidroksit (106462) Merck
(Darmstadt, Almanya); sodyum metabisiilfit (S9000), metanol (34860), 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) (D9132), 6-hidroksi-2,5,7,8-tatrametil-kroman-2-
karboksilik asit (238813), sodyum fosfat monobazik (04269), sodyum fosfat
dibazik (795410), potasyum iyodiir (746428), iyot (207772), hidroklorik asit
(320331), nisasta (33615), fare intestinal aseton tozu (a-glukozidaz enzimi)
(11630), 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (N1377), aseton (270725), insan agiz
amilaz1 (A1031), pepsin (P6887), pankreatin (P7545), safra (B3883), 4-Amidino-
Nq-(naftalen-2-siilfonilglisil-DL-fenilalanin-piperidin ~ asetat tuzu (76308),
potasyum kloriir (746436), potasyum fosfat monobazik (795488), sodyum
bikarbonat (792159), magnezyum kloriir hekzahidrat (M9272), amonyum karbonat
(207861), kalsiyum kloriir dihidrat (C8106), sentetik beta-karoten standardi
(C4582), kloroform (650498), asetonitril (34998), hekzan (34859), trietilamin
(17924), fenolftalein (33518), giimiis nitrat (209139) ve potasyum kromat (216615)
Sigma-Aldrich ~ (Steinheim, Almanya); pankreatik a-amilaz  Megazyme
International Ireland Limited (Wicklow, Irlanda), akarboz tablet Glucobay® Bayer
(Istanbul, Tiirkiye), sodyum siilfat Carlo Erba (Val-de-Reuil, Fransa) firmalaridan
satin alinmustir. Mikrobiyolojik  kiiltiirler; Saccharomyces cerevisiae ve
Lactobacillus plantarum Ege Universitesi Gida Miihendisligi Bolimii

Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.
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Analizlerde kullanilan ekipmanlar; ev tipi buharli pisirici (Braun,
Multigourmet Plus FS20R, Almanya), dolap tipi inkiibatér (Jeio Tech. Co. Ltd.,
Kore), mikrobiyolojik ekim kabini (Niive, LN 090/120, Tirkiye), etiiv (Memmert,
UNB 400, Almanya), ev tipi kahve 6giitiicii (Sinbo, SCM-2914, Tiirkiye), vakumlu
etiiv (Gallenkamp, Ingiltere), goriiniir bolge spektrofotometre (Novaspec Plus
Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences, General Electric, Tiirkiye),
santrifiij (Thermo Scientific, IEC CI312 Multispeed Centrifuge, Almanya), su
banyosu (Memmert, WNB14, Almanya), homojenizator (IKA, T25 Digital Ultra-
Turrax, Almanya), mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan Flash,
Finlandiya), vakumlu evaporator (Polyscience, 120V, ABD), ¢alkalamali inkiibator
(Stuart, S1500 OSA, Birlesik Krallik), HPLC (Agilent Technologies, 1200 Series,
Almanya) ve pH metre (WTW, inoLab® pH 7110, Almanya)’dir.

3.2. Calisma Plam

Projenin ¢alisma plam1  Sekil 3.1’de verilmistir. Analizler farkli
balkabaklarindan ti¢ ayr1 iirtin elde edildikten sonra, ii¢ tekrar ve {i¢ paralel olacak

sekilde gerceklestirilmistir.

3.3. Uriinlerin Eldesi
3.3.1. Kontrol iiriin (Haslanms balkabagi)

Balkabaklar1 esit biiyiikliikkte (~2cmx2cm) kiipler halinde dilimlenmis ve
buharli pisirme makinasinda 8 dakika boyunca haslama islemi uygulanmistir.
Sonrasinda kiiclik miktarlarda partilere ayrilmis ve dondurularak (-20°C)

saklanmustir.



Balkahag:
l v l
Hazlanmy Balkabag (Fontral) Ferments Balkzhazm Tazn Balkabag Tursusu
pH ve Titre Edilsbilir
* Asitlike Tavini
+——— Tuz Tayini
¥

Analizler

In vitro Simdirim
Uyzulamen Hem Tayind

Amntioksidan Aktivite Tayini

u-glukeozidaz Inhibizyom

l

[f-karoten Analizi

|

Toplam Earotenoid Analizi
Sekil 3.1. Calisma Plani

3.3.2. Balkabag tursusu

Salamura, ticari tursu hazirlama karisimmin ambalajindaki talimata gore
hazirlanmistir. Bu islem igin, 750 mL saf su kaynatildiktan sonra oda sicakligina
sogutulmustur. Sogutma islemi esnasinda mikrobiyal kontaminasyonu onlemek
amaciyla kap kapali tutulmustur. Sogumanin ardindan, tursu hazirlama tozu tel

stizgeg ile suya eklenmek suretiyle eritilmistir. Boylece tane karabiber ve defne
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yapragi gibi uygulanacak olan analizlerin sonucunu etkileyebilecek materyaller
ortamdan elimine edilmistir. Daha sonra 250 mL elma sirkesi ilave edilmistir. 2.5
cm boyutunda ve kiip seklinde dilimlenen balkabaklar1 yaklasik 370 g olacak
sekilde kavanozlara dizilmis ve iizerine hazirlanan salamura sivisi hava boslugu
kalmayacak sekilde aktarilmistir. Tursu kavanozlari, 151k gegirmeyen, 25°C sabit
sicakliktaki inkiibatorde 10 giin boyunca fermantasyona birakilmistir. Onuncu
giiniin sonunda fermantasyon sonlandirilarak {iriin daha kiigiik miktarda partilere

ayrilmis ve hemen dondurulmustur (-20°C).

Sekil 3.2. Balkabag tursusu

3.3.3. Fermente balkabag tozu

Oncelikle Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus plantarum kiiltiirlerine
canlandirma uygulanmis ve {iriin igerisine eklenecek olan konsantrasyonlar her iki
mikroorganizmadan da baslangi¢ mikroorganizma yiikii 10° ila 10® kob/g olacak
sekilde belirlenmistir. Bu amagla yayma plak yontemi kullanilmistir. MRS Broth
icerisinde S. cerevisiae i¢in 48, L. plantarum i¢in 36 saat canlandirma uygulanan
stvi kiiltiirler, %0.9 NaCl igeren steril fizyolojik su ile ¢esitli konsantrasyonlarda
seyreltilmis ve katt MRS Agar tizerine 100 pL inokulasyonun ardindan biiylimeye
birakilmistir. Koloni olusumu sonucunda sayim islemi gergeklestirilmis ve
baslangi¢c mikroorganizma yiikii olarak belirlenen konsantrasyon araliginin denk
geldigi seyreltme orani tespit edilerek, yeniden canlandirma islemi uygulanmis ve

gerekli seyreltmelerden sonra iiretime gecilmistir.
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Kiltiirlerin hazirlanmasinin  ardindan balkabaklar1 ~0.5 cm kalinlikta
dilimlenmis ve 30 dakika boyunca 1000 ppm sodyum metabisiilfit ¢ozeltisinde
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Islemin sonunda, balkabag1 dilimleri steril
ultra saf su ile ii¢ kez yikanarak sodyum metabisiilfitin uzaklasmasi saglanmistir.
UV sterilizasyonu uygulanmis fermantasyon kaplarma 300 g kadar olacak sekilde
balkabagi dilimleri, 2:1 oraninda L. plantarum ve S. cerevisiae kiiltiirleri (sirasiyla
3ve 1.5 mL) ve 600 mL steril ultra saf su eklenmis ve fermantasyon kaplari, hem
hava girisi, hem de kontaminasyonu Onlemek icin parafilm seritleri ile sikica
sartlmigtir. 30°C sabit sicakliga sahip olan inkiibatore alinan kaplar, 72 saat

sliresince fermantasyona birakilmistir.

Sekil 3.3. Balkabag dilimlerinin fermantasyon ortami

Fermantasyon siiresinin sonunda, balkabag1 dilimleri cam tepsilere dizilmis
ve 60°C sicakliktaki etiivde kurutulmustur. Kuruyan fermente balkabag: dilimleri
ev tipi bir dgiitiiciide toz haline getirilmis ve standart partikiil boyutuna ulasabilmek
icin 0.54 mm por c¢apl elek kullanilarak elenmistir. Son {iriin, 151k, nem ve hava

gecirmeyen ambalajda ve oda kosullarinda saklanmaistir.
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Sekil 3.4. (a) Kurutulmus, (b) Ogiitiilmiis ve elenmis balkabag dilimleri

3.4. Analizler
3.4.1. pH ve titre edilebilir asitlik tayini

Titre edilebilir asitlik tayini AOAC (1990) standart prosediirii ile
uygulanmistir. Bu amagla, 5 mL salamura suyu, bir erlenmayere alinarak {izerine 3
damla fenolftalein indikator ¢ozeltisi (%35, etanol igerisinde) eklenmistir. 0.1 N
sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle titrasyon sonuncunda elde edilen sarfiyat ile laktik
asit cinsinden (g/L) titre edilebilir asitlik hesaplanmustir.

Titre edilebilir asitlik

_ Sarfiyat (mL)x NaOH normalitesi (N)x Laktik asit esdegeri (mEq)x 1000 (1)
- Ornek miktar: (mL)

Laktik asit egsdegeri, 0.090 mEq’dir.

3.4.2. Tuztayini
Tuz miktar, Mohr Yoéntemi (Mohr, 1856) olarak bilinen klor tayin
yontemiyle tespit edilmistir. Yonteme gore, 5 mL salamura 6rnegi, 95 mL kaynar
ultra saf'su ile 30 saniye boyunca karigtirilmis, 1 dakika bekleme siiresinin ardindan
30 saniye daha karistirma islemi uygulanmis ve 1 mL %5’lik potasyum kromat
indikator ¢ozeltisi eklenerek 0.1 N giimiis nitrat ile titrasyon yapilmistir. Sonuglar,

% sodyumkloriir cinsinden hesaplanmuistir.
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)

Sarfiyat (mL) x AGNO; Normalitesi (N) x MWy ¢, Grol )
x 100

%Sod klorir =
YoSodyumklorir ornek miktar: (mL)

Sodyum kloriiriin molekiil agirlig1 58.5 g/mol’diir.
3.4.3.  Nem tayini

Elde edilen iirlinlerin nem tayinleri i¢in, AOAC (1990) metodu
uygulanmistir. Buna gore nem kaplari, 105°C’de 3 saat boyunca kurutulup,
desikatorde oda sicakligina getirildikten sonra daralar1 alinmistir. Kontrol 6rnegi,
catalla ezilerek, balkabagi tursusu bir bicak yardimiyla ¢ok ince kiyilarak homojen
hale getirilmis, fermente balkabagi tozu ise homojen kabul edilip ilk iki 6rnekten 5
g, son ornekten 1g kadar tartilarak vakumlu etiivde 10 bar, 60°C kosullarinda 96
saat boyunca nem analizine tabi tutulmustur. Siirenin sonunda 6rnekler yeniden
tartilarak Onceden belirlenen nem kaplarmin daralar1 ¢ikarilarak ilk ve son

tartimlara ulasilmig ve formiil hesaplamasi ile % nem miktar1 bulunmustur.

% Nem

kurutma 6ncesi tartilan 6rnek miktari — kurutma sonrasi tartilan 6rnek miktart (3)

kurutma oncesi tartilan 6rnek miktari

3.4.4. Antioksidan aktivite tayini (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity, Troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasite, TEAC)

Orneklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde Re et al. (1999) ve
Dini et al. (2013) yontemlerinden yararlanilmis ve bazi modifikasyonlar
yapilmistir. Buna gore 10g (fermente balkabagi tozu 1g) olarak tartilan 6rneklerin
tizerine 15 mL 80:20 metanol:su ¢6zeltisi eklenmis, vortekslendikten sonra 4°C,
3000xg kosullarinda, 15 dakika santrifiij uygulanmistir. Ayni islem 3 kez daha
tekrar edildikten sonra ekstraktlar birlestirilip, S0mL’e tamamlanmis ve analiz

asamasina geg¢ilmistir.

Analiz i¢in test tiiplerine 180 puL, 60 uM DPPH radikali konulmus ve 30’ar
saniye ara ile ornek ekstraktindan sirastyla 20, 30, 40, 50 ve 60 pL eklenerek
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vortekslenmis, ardindan ornekler karanlikta 90 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda yine 30’ar saniye ara ile, spektrofotometrede 515 nm’de absorbans

olciilmiistiir. Inhibisyon yiizdesi asagida verilen formiile gore hesaplanmustir.

. Abs — Abs; 4
% inhibisyon = DPZIZS ek x 100 @
DPPH

Hesaplanan inhibisyon degerleri, 6rnek miktarma karsi grafige yerlestirilmis
ve elde edilen lineer dogrunun egimi tespit edilmistir. Analiz asamasi ig¢in
uygulanan islemlerin aynist 6rnek miktarlar1 yerine 5, 10, 25, 50, 75, 100 ve 150
uM Troloks konsantrasyonlari ile tekrar edilmis ve ayni basamaklar takip edilerek
Troloks standart grafigi olusturulmustur. Son olarak elde edilen egimlerin Troloks
standart grafigi egimlerine boliinmesiyle pM Troloks/g 6rnek cinsinden TEAC

hesaplanmaistir.

3.4.5. In vitro wa-amilaz enzim inhibisyon kapasitesinin
belirlenmesi

Uriinlerin karbonhidrat sindirim enzimlerini inhibisyon kapasiteleri a-amilaz
ve a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasitelerinin belirlenmesi ile saptanmistir. Koh
et al. (2010) ve Simsek vd. (2014) tarafindan kullanilan yontem, ekstraksiyon
kismimnda baz1 degisiklikler yapildiktan sonra kullanilmistir. Buna gore
ekstraksiyon asamasi i¢in kontrol ve tursu 6rneklerinden 10 g, fermente balkabagi
tozu 0rneginden 1 g tartilarak {izerine 10 mL pH 6.9, 6.85 mM NaCl iceren fosfat
tamponu (PBS) ilave edilmis ve 5 dakika boyunca vortekslenmistir. Sonrasinda, 1
dakika 107 W ultrasonik prob uygulamasi yapilan ornekler, 8500xg’de 15 dakika
santriftijlenerek, sivi kisim ayrilmis ve analiz agsamasina gecilmistir. Ekstraktlar
PBS ile 2, 5 ve 10 kat seyreltilmistir. a-amilaz enzimi (104 U/mg toz) PBS ile
hazirlanmis ve enzimin bir kismi kaynar su banyosunda 5 dakika boyunca tutularak

inaktive edilmistir.

Analiz i¢in dort farkli test tiipii hazirlanmistir. Bu tiiplerden ilki PBS ve aktif

enzim (Kontrol), ikincisi PBS ve inaktif enzim (Kontrol-Kor), tigiinciisii 6rnek ve
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aktif enzim (Ornek) ve sonuncusu da drnek ve inaktif enzim (Ornek-Kor) igermistir.
Test tiiplerine ornekler veya PBS’den 410 pL konulmus ve iizerlerine aktif veya
inaktif a-amilaz enziminden 50 pL eklenmistir. Sonra, 40 pulL %1’lik nisasta
cozeltisi eklenerek 37°C’lik su banyosunda 12 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Siirenin sonunda 250 pL %10’luk HCl ile reaksiyon sonlandirilmis ve
kalan nigastay1 boyamak amaciyla tiiplere 75 pL 0.0025M I> ve 0.0065M KI igeren
iyot ¢Ozeltisi eklenmistir. Son olarak 620 nm’de absorbans Sl¢limii yapilmis ve

asagidaki formiile gore inhibisyon ylizdesi hesaplanmistir.

% inhibisyon — (Abskontrol - Abskantrol—kér) B (Absérnek B Absi)’rnek—ki)’r) x 100 (5)
Abskantrol - Abskontrol—kér

ICs0 degeri icin, reaksiyon ortami konsantrasyonunun (mg Ornek/mL
reaksiyon ortami) logaritmasina karst % inhibisyon olarak GraphPad Prism
programi ile grafik ¢izdirilmistir. Daha sonra tiim islemler; 20, 30, 40, 50, 70, 90,
100, 500, 750, 1000 uM akarboz ile yeniden tekrarlanmis ve akarboz standart
grafigi olusturulmustur. Son olarak, ICso degerlerinin birbirlerine boliinmesiyle ve
gerekli birim ¢evirmelerle, mg Ornek/mg akarboz cinsinden a-amilaz enzim

inhibisyon kapasitesi degerleri elde edilmistir.

3.4.6. In vitro a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasitesinin

belirlenmesi

Ekstraksiyon asamasinda, o-amilaz enzim inhibisyon kapasitesinin
belirlenmesinde kullanilan ekstraksiyon asamasinin aynisi tekrar edilmistir.
Ekstraktlar 2, 5 ve 10 kat seyreltilmistir. Analizin 25 mg/mL konsantrasyondaki
enzim hazirlama asamasinda ise tartilan enzim PBS ile tamamlandiktan sonra 5
dakika vortekslenmistir. Daha sonra, 4°C’de 10000xg’de 30 dakika santrifiij
sonrasi s1v1 kisim ayrilarak kullanilmistir. Hazirlanan enzimin bir kismu1 kaynar su
banyosunda inaktive edilmis ve aktif ve inaktif enzimlerle, PBS ve 6rnek igerek

dort farkli kombinasyon olusturulacak sekilde test tiipleri hazirlanmastir.
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Analiz asamasinda test tiiplerine 6rnekler veya PBS’den 340 pL konmus,
tizerlerine 20 pL a-glukozidaz enzimi eklenmis ve 37°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Siirenin sonunda 40 pL, 30 mM pNPG substrati eklenmis ve 37°C’de
15 dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in 190 pL
1M Na>COs eklenmis ve 400 nm’de absorbans dl¢iimii yapilmistir.

Inhibisyon yiizdesi 5. nolu esitlik kullanilarak hesaplanmis ve 6rnek
konsantrasyonlarmin logaritmalarma karst % inhibisyon degerlerinin grafikleri
GraphPad Prism programinda c¢izdirilerek ICso degerleri elde edilmistir. Analizde
uygulanan iglemler aynm sekilde 10, 20, 30, 60, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM
akarboz konsantrasyonlar1 i¢in yeniden yapilarak akarboz standart grafigi
cikarilmistir. Elde edilen ICsp degerlerinin birbirlerine oranlanmasiyla mg
ornek/mg akarboz cinsinden o-glukozidaz enzim inhibisyon kapasiteleri

bulunmustur.

3.4.7. Invitro sindirim uygulamasi

Biyoerisilebilir toplam karotenoid ve PB-karoten miktarini1 saptamak icin
orneklere in vitro sindirim uygulamasi yapilmis ve bunun i¢in de Minekus et al.
(2014) metodu uygulanmistir. Yontem, simule sindirim sivilarmim ve sindirim

enzimlerinin kullanimiyla uygulanan statik bir in vitro sindirim metodudur.

[Ik asamada, 15.1 mmol/L KC1, 3.7 mmol/L KH2PO4, 13.6 mmol/L NaHCOs3,
0.15 mmol/L MgCl>(H20)s, ve 0.06 mmol/L (NH4)2COs3 igeren simule agiz sivisi
(Simulated Saliva Fluid, SSF) hazirlanmistir. Sonrasinda 6.9 mmol/L KCL, 0.9
mmol/L KHzPO4, 25 mmol/L NaHCOs, 47.2 mmol/L NaCl, 0.1 mmol/L
MgCl2(H20)e, ve 0.5 mmol/L (NH4)2COs igeren simule mide sivist (Simulated
Gastric Fluid, SGF) hazirlanmistir. Son olarak, 6.8 mmol/L KCl, 0.8 mmol/L
KH2PO4, 85 mmol/L NaHCOs3, 38.4 mmol/L NaCl ve 0.33 mmol/L MgCl>(H20)s
iceren simule intestinal sivi (Simulated Intestinal Fluid, SIF) hazirlanarak sindirim
stvilart  tamamlanmistir.  Ayrica, sindirim igleminden hemen Once enzim

aktivasyonlarini saglamak iizere 0.3 mol/L CaClz2(H20)2 hazirlanmustir.
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Enzimler, uygulamada belirtildigi sekilde ultrasaf su veya sindirim sivilarinda
hazirlanmistir. Buna gore 75 U/mL aktivitede agiz amilazi, 2000 U/mL aksitivede
pepsin ve 100 tripsin U/mL olacak sekilde pankreatin sindirim enzimleri olarak

hazirlanmistir. Enzimlere ek olarak, 10 mM konsantrasyonda safra hazirlanmistir.

Sindirim iglemi i¢in, kontrol ve balkabagi tursusu 6rnekleri ev tipi bir kiyma
makinasindan gegirilerek 5 g tartilmis, fermente balkabagi tozu ise 1 g tartilip 10
mL ultrasaf su icerisinde ¢oziildiikten sonra, 5 mL alinarak analize gecilmistir.
Orneklerin iizerine 3.5 mL SSF, 0.5 mL agiz amilazi, 25 uL 0.3 M CaCl, ve 975
mL ultrasaf su eklenerek 100 rpm, 37°C’de 2 dakika, ¢alkalamali su banyosunda

inkiibasyona birakilarak sindirim isleminin agiz asamas1 tamamlanmistir.

Stirenin sonunda vakit kaybetmeksizin 7.5 mL SGF, 1.6 mL pepsin ve 5 puL
CaCl, eklenerek 6M HCI ile pH 3’¢ ayarlanmis ve bu islem i¢in harcanan HCI
miktar1 kaydedilmistir. Son hacim 20 mL olacak sekilde, eklenen HCI de goz
oniinde bulundurularak bir hesaplama yapildiktan sonra eksik olan kisim ultrasaf
su ile tamamlanip 100 rpm, 37°C’de 2 saat boyunca siirecek olan inkiibasyon
baslatilmistir. Tki saatin sonunda 11 mL SIF, 5 mL pankreatin, 2.5 mL safra ve 40
uL CaClz eklenip 1 M NaOH kullanilarak pH 7’ye ayarlanmistir. Yine toplam
hacim bu defa 40 mL olacak sekilde, harcanan NaOH miktar1 da g6z oOniinde
bulundurulup eksik kisim ultrasaf su ile tamamlanmis ve 100 rpm, 37°C’de 2 saat
daha inkiibasyona birakilmistir. Tiim sindirim siiresinin sonunda, ortama 150 mM

Pefabloc® enzim inhibitorii eklenerek reaksiyon durdurulmustur.

Sindirim igleminin sonunda elde edilen sivi Oncelikle 1000xg’de
santrifiijlenerek sindirime ugramamis kat1 kisim uzaklastirilmistir. Daha sonra
kalan sivi kisim, 0.45 pum seliiloz asetat filtreden gegirilerek filtre altinda kalan
kisim biyoerigilebilir materyalde toplam karotenoid ve [-karoten analizleri

yapilmistir (Courraud et al., 2013).



22

3.4.8. Karotenoid analizleri

Toplam karotenoid tayini

Spektrofotometrik toplam karotenoid miktarinin saptanmasinda Rodriguez-
Amaya (2001) ve de Carvalho et al. (2012) kaynaklarindan yararlanilmistir.
Y Ontem, aseton ve petrol eteri kullanilarak ekstraksiyon yapildiktan sonra dogrudan
absorbans Ol¢limiine dayanmaktadir. Buna gore kontrol ve balkabagi tursusu
orneklerinden 2.5 g, fermente balkabagi tozundan ise 0.25 g tartildiktan sonra 5 mL
soguk aseton eklenmis ve Ornekler homojenizatorde pargalanmustir.
Homojenizatorde kalan 6rnek, 5 mL daha soguk aseton ile yikanarak almmis ve
tim siv1 kaba filtre kagidindan gecirilmistir. 5 mL daha soguk aseton eklenerek
kaba filtre kagidinda renk kalmayana kadar, toplamda 25 mL aseton ile

karotenoidlerin yapidan ayrilmasi saglanmastir.

Sonraki asamada bir ayrma hunisine 20 mL petrol eteri konulmus ve
aseton:0rnek ekstrakti ayirma hunisine aktarilmistir. 150 mL ultrasaf su, kenardan
sizdirilarak eklenmis ve Ornegin petrol eteri fazinda c¢oziinmesi saglanmustir.
Fazlarin ayrilmasinin beklenmesinin ardindan alt faz alinmis ve toplamda 400 mL
ultrasaf su ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemin sonucunda petrol

eteri:karotenoid fazi elde edilmistir.

Bir huninin dar kismina cam yiinii yerlestirildikten sonra iizerine 7.5 ¢
sodyum siilfat eklenmis ve kalmti suyun uzaklastirilmasi i¢in faz buradan
gecirilmistir. Sonra, ayirma hunisi, 5 mL daha petrol eteri ile yikanarak sodyum
siilfat ve camyliniinden gecirilmis ve tiim karotenoidler petrol eteri fazinda
toplandiktan sonra hacim tamamlamasi yapilmistir. Son olarak, 450 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢iimii yapilmis ve asagidaki formiilden toplam karotenoid

miktar1 hesaplanmistir.

Abs x topl kstrakt h i (mL)x 10*
Toplam karotenoid (%) = S X topeam exstra acmi (mL)x (6)

Al%

1em X 6rnek miktari (g)
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Bu formiilde A% icin, B-karotenin petrol eterindeki soniimleme katsayisi

olan 2592 degeri kullanilmistir.

B-karoten analizi

B-karoten miktarinin belirlenmesinde Bhatnagar-Panwar et al. (2013)
yontemi uygulanmistir. Yontem, dereceli eliisyonla O6lgiim yapmaktadir.
Ekstraksiyon asamasi i¢in farkli bir yontem kullanilmamus, fakat spektrofotometrik
toplam karotenoid tayininde kullanilan ekstraksiyon yontemi tekrar edildikten
sonra, ekstraktlar vakumlu evaporatorde 50°C’de mutlak sekilde kurutulmus ve
karotenoidler, uygulanan yontemin yiiriitiici faz1 ile ¢oziildiikten sonra 0.45 um

PTFE filtreden gegirilerek viallere alinmustir.

Yontem i¢in 30°C sicaklik, 1.2 mL akis hizi, 20 pL enjeksiyon, DAD
dedektor kosullari sisteme programlanmistir. Kullanilan kolon, ODS-2 RP C18 (5,
4.6mmx250mm) (Thermo Scientific, ABD) 6zelliklerine sahiptir. Dereceli eliisyon
iki farkli solventle gerceklestirilmistir. Solvent A; 50:40:10 oraninda sirastyla %0.5
trietilamin i¢eren metanol, asetonitril ve kloroform, Solvent B ise; 35:35:30
oraninda sirastyla %0.5 trietilamin igeren metanol, asetonitril ve kloroform
icermektedir. Program ilk 2 dakika solvent A, sonraki 8 dakika boyunca lineer
sekilde artan solvent B ve kalan dakikalarda yeniden lineer sekilde artacak bigimde
solvent A olarak programlanmistir. Absorbans dl¢timleri 450 nm’de yapilmustir.

Tek analiz siiresi 20 dakikadir.

B-karoten standardi ise 1 mg/mL stok konsantrasyon olacak sekilde n-
hekzanda ¢oziilmiis ve sirasiyla 0, 0.001, 0.010, 0.100 ve 0.500 mg/mL olacak
sekilde seyreltildikten sonra sisteme verilmis ve konsantrasyona karsi pik alani

grafigi elde edilmistir.

Bivyoerisilebilirlik:

Biyoerisilebilir kismin saptanmasi i¢in, asagida verilen formiil kullanilmistir.
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% Biyoerisilebilirlik

sindirim sonrasinda bulunan karotenoid miktart (ﬂ) (7

= g X 100
sindirim oncesinde bulunan karoteoid miktarl(?)

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Arastirmanm tiim istatistiksel analizleri, SPSS version 15.0 for Windows
paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve
bagimsiz 6rnekler t-testi ile degerlendirilmistir. Enzim inhibisyonlarinin tespitinde
GraphPad Prism 5 for Windows, versiyon 5.03 programi kullanilmstir. Diger veri

hesaplamalar1 Microsoft Excel 2010 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Balkabagi Tursusuna Uygulanan Analizler
4.1.1. pH ve titre edilebilir asitlik

Balkabagi tursusunun pH’ s1 3.13+0.03, titre edilebilir asitligi ise laktik asit
cinsinden 1.43+0.05 g/L olarak saptanmustir.

Bu tarithe dek yapilan arastirmalar sonucunda literatiirde balkabagi tursusu
ornegine rastlanmamustir. Ancak balkabagi tursusu igcinde bulunan laktik asit
miktari, farkl sebzelerden iiretilen tursu ve benzeri fermente iiriinlerin laktik asit
miktarlartyla uyum gostermektedir. Ornegin, Akbudak vd. (2007), salatalik tursusu
icin %0.13 ila 0.21 arasi titre edilebilir asitlik degerleri bildirmistir. Balkabagi
tursusunda bulunan laktik asit miktar1 yiizde olarak hesaplandiginda ise veri, %0.14

dir.

41.2. Tuz

Balkabag1 tursusunda %4.79+0.13 NaCl saptanmistir. Tuz miktari literatiirde
farkli sebzelerin tursuya islenmesinde genellikle %8 NaCl olarak verilmektedir
(Zhao and Ding, 2008; Li et al., 2009). Bu anlamda, ticari tursu hazirlama
karisimimin igerisinde bulunandan fazla tuz eklenmemis olan balkabagi tursusunda

bulunan %4.79+0.13 degeri, diisiik olarak degerlendirilebilir.

4.2. Nem

Nem igerigi, ¢ig balkabagi i¢in %91.27+1.14, buharda haslama yapilan
kontrol 6rnek i¢in %90.94+1.14, balkabagi tursusu i¢in %89.18+0.44 ve fermente
balkabagi tozu i¢in %12.69+0.64 olarak bulunmustur. Daha 6nce yapilan 6n
denemelerde, fermente olan {iriine uygulanan daha uzun kurutma islemleri, renkte
koyulagsmaya neden oldugu i¢in, kurutma asamasi giivenli kabul edilen bir deger

olan %12-14 araliginda sonlandirilmstir.

Ornekler kendi aralarinda kiyaslandiginda, ¢ig balkabagi, kontrol ve
balkabagi tursusu birbirlerine yakin sonuglara sahiptir. Fermente balkabagi tozu ise,
kuru gida sayilabilecek Ozelliklere sahip oldugundan diger 6rneklere gore daha

diisiik nem yiizdesine sahiptir. Balkabaginin ve balkabagindan elde edilen iirtinlerin
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bilesimi, yetistigi bolgenin iklim ve toprak 6zellikleri, isleme sekli ve tiir 6zellikleri
gibi bir ¢cok faktor tarafindan etkilenmektedir. USDA Veritabaninda ¢ig balkabagi
icin nem %88 olarak verilmistir (Cizelge 2.1). Wang and Sang (2011) sicak hava
ile kuruttuklar1 balkabagi dilimlerinin ylizde nem degerini %7.8 olarak
bildirmislerdir.

4.3. Antioksidan Kapasite

Troloks esdegeri (TEAC) cinsinden antioksidan kapasitenin belirlenmesinde
elde edilen grafikler Sekil 4.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglar ise Cizelge 4.1°de

verilmistir.
Cizelge 4.1. Antioksidan kapasite (TEAC) sonuclar1”
Ornekler TEAC (mmol Troloks/g KM™ 6rnek)
Cig Balkabag! 11.36+0.28%% ¢
Kontrol™ 14.67+0.73%Y:¢
Balkabagi Tursusu 19.97+0.13%¢
Fermente Balkabagi Tozu 62.53+0.14P

* Farkli tissel harfler, tiim &rnekler arasindaki, farkli x-y-z harfleri fermenten balkabag1 tozu
hari¢ olan 6rnekler arasindaki ve a-p harfleri balkabagi tursusu hari¢ olan érnekler arasindaki
farklarn énemli oldugunu gostermektedir (P<0.05).

“Kontrol, 8 dakika boyunca buharda haslama yapilmis balkabag1 6rnegidir.

"KM, kurumaddeyi ifade etmektedir.

Troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasite, farkli arastirmalarin
sonuglartyla  kiyaslama yapabilmeyi saglayan bir yontemdir. Ornekler
degerlendirildiklerinde, ¢ig balkabagi, kontrol ve balkabagi tursusu arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Fermente balkabagi tozu ise,
en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip Ornektir (p<0.05). Istatistiksel analize
fermente balkabagi tozu alinmadiginda, tiim Ornekler birbirinden farkli olarak
goriilmektedir (p<0.05). Balkabagi tursusu istatistiksel analiz dis1 birakildiginda

ise, fermente balkabagi tozu, ¢ig balkabagi ve kontrole gore farkli olarak

bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.1. TEAC Grafikleri. (a) Cig Balkabag, (b) Kontrol, (c) Balkabagi Tursusu ve (d)

Fermente Balkabad Tozu érnekleri.

Deng et al. (2013) 56 farkli sebzenin antioksidan kapasitelerini incelemis ve
balkabag: tiirleri i¢in antioksidan kapasitenin incelenen diger orneklere kiyasla
diistik oldugunu rapor etmistir. Kunyanga et al. (2012), C. maxima tiri
balkabaklarmin metanolik ekstraktlar1 ile yaptiklar1 calismada DPPH radikalini
inhibe edici aktivitesini ¢ig balkabagi icin %81.0+0.59, sicak suda haslanmis
balkabagi i¢cin %83.0+0.59 ve haslama isleminden sonra hemen soguk suya alinmis
(blanching islemi) balkabagi igin ise %78.0+1.77 olarak rapor etmislerdir. Benzer
sekilde, Que et al. (2008), sicak hava kullanilarak kuruttuklar1 balkabagi dilimleri
icin %80-90 aras1 DPPH radikali inhibisyonu saptamislardir. Dini et al. (2013),
balkabagma uyguladiklar1 farkli proseslerden sonra DPPH kullanarak TEAC
belirlemiglerdir. Sirke ile marinasyon ve liyofilizasyon islemleri sonrasinda
antioksidan aktiviteyi sirasiyla 388.68+6.4 ve 295.51+1.0 umol Troloks/10 g olarak
saptamiglardir. Caligmalarda elde edilen veriler arasindaki farkliliklar balkabaginin
yetigmesi sirasinda rol oynayan iklim, toprak kosullar1 gibi zirai etkenlerle
aciklanabilir. Fermente balkabagi tozunun TEAC verilerindeki yiikseklik,
fermantasyon ortaminda bulunan maya ve bakteri faaliyetlerinin bir gdstergesi

olabilir.
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4.4, In vitro Karbonhidrat Sindirim Enzimleri Inhibisyon
Kapasiteleri

4.4.1. Invitro a-amilaz enzimi inhibisyon kapasitesi

Enzim inhibisyon grafikleri, Sekil 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen %
inhibisyon degerlerinin GraphPad Prism programmda [Csp hesaplamalari
gergeklestirilmis ve bulunan degerler, pozitif kontrol olan akarboz ile oranlanmustir.

ICso degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. In vitro a-amilaz enzimi inhibisyon kapasiteleri”

Ornekler ICs0 (Mg KM™ 6rnek/mL) ICs0 (mg KM 6rnek/mg akarboz)
Cig Balkabagi 24.55%% ¢ 13.36+£3.28%% ¢

Kontrol 23.08% % ¢ 13.01+£3.01% %

Balkabag1 Tursusu  20.26" % 12.2441.15%%

Fermente 1.82¢P 62.48+5.04% P

Balkabagi1 Tozu

* Farkli tissel harfler, tiim &rnekler arasindaki, farkhi x-y-z harfleri fermenten balkabag1 tozu
hari¢ olan 6rnekler arasindaki ve a-p harfleri balkabagi tursusu hari¢ olan érnekler arasindaki
farklarm énemli oldugunu gostermektedir (P<0.05).

KM, kuru maddeyi ifade etmektedir.

Antidiyabetik 6zelliklerle iliskilendirilen in vitro a-amilaz ve a-glukozidaz
enzimlerinin inhibisyon kapasiteleri, 1Cso degeriyle ifade edilmektedir. Reaksiyon
ortaminin mililitresinde bulunan miligram O6rnegin kurumaddesi (mg KM
ornek/mL) birimi lizerinden degerlendirme yapildiginda tiim 6rnekler arasinda en
diisiik ICso degeri fermente balkabagi tozuna aittir. Balkabagi tursusu ise, ¢ig
balkabag1 ve kontrole gore anlamli bir farka sahiptir (p<0.05). Fermente balkabag:
tozu istatistiksel analize dahil edilmediginde, balkabagi tursusu ile ¢ig balkabagi ve
kontrol arasinda istatistiksel olarak bir fark gériilmemektedir (p>0.05). Fermente
balkabagi tursusu analize benzer sekilde dahil edilmezse, fermente balkabagi tozu,
¢ig balkabagi ve kontrol 6rnegin onda birinden daha az bir 1Cso degerine sahiptir
(p<0.05). Tiim bu sonuglar, fermente balkabagina uygulanan islemlerin a-amilaz
enzim inhibisyonunu arttirdig1 seklinde yorumlanabilir. Ornekler igin miligram

akarboza kars1 esdeger miligram kurumadde miktar1 tizerinden (mg KM 6rnek/mg
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akarboz) degerlendirme yapilacak olursa, ¢ig balkabagi, kontrol ve balkabagi
tursusu arasinda istatistiksel bir fark yoktur. Fermente balkabagi tozu ise en yliksek
ICs0 degerine sahiptir (p<0.05). Fermente balkabagi tozu analize dahil
edilmediginde, 6rnekler arasinda benzer sekilde fark goriilmemektedir (p>0.05).
Balkabag1 tursusu degerlendirmeye alinmadiginda ise, fermente balkabagi tozunun

1 mg akarboza olan esdeger kurumadde agirligi oldukea yiiksektir.
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Sekil 4.2. In vitro a-amilaz Enzimi Inhibisyonu Grafikleri. (a) Cig Balkabag, (b)

Kontrol, (c) Balkabag Tursusu ve (d) Fermente Balkabag Tozu 6rnekleri.

4.4.2. Invitro a-glukozidaz enzimi inhibisyon kapasitesi

Orneklerin in vitro a-glukozidaz enzim inhibisyon grafikleri Sekil 4.3’te
verilmistir. Bir dnceki uygulama olan in vitro o- amilaz enzim inhibisyonunda
oldugu gibi, yine elde edilen %inhibisyon degerlerinin GraphPad Prism
programimda ICsp hesaplamalar1 gergeklestirilmis ve bulunan degerler, pozitif
kontrol olan akarboz ile oranlanmistir. Cizelge 4.3, elde edilen verilere gore

hesaplanan 1Csp verilerini igermektedir.



30

Cizelge 4.3. In vitro a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasiteleri”

Ornekler ICso (Mg KM™ 6rnek/mL) ICso (Mg KM™ 6rnek/mg akarboz)
Cig Balkabagi ~ 11.32%*¢ 0.41+0.01%%*

Kontrol 13.840P 0.52+0.05% ¢

Balkabag: 39.21¢2 1.78+0.06"Y

Tursusu

Fermente 1.220. 2.26+0.75"P

Balkabagi1 Tozu

* Farkli iissel harfler, tiim &rnekler arasindaki, farkhi x-y-z harfleri fermenten balkabag1 tozu
harig olan drnekler arasindaki ve a-B- y harfleri balkabagi tursusu harig olan érnekler arasindaki
farklarin énemli oldugunu gostermektedir (P<0.05).

KM, kurumaddeyi ifade etmektedir.

ICso degerleri, kurumadde miktarlar1 {izerinden ve reaksiyon ortaminin 1
mL’sinde goriilen kurumadde Ornegin mg’it (mg KM o6rnek/mL) iizerinden
degerlendirildiginde, 6rneklerin hepsi istatistiksel olarak birbirinden farklidir. En
diisiik IC50 degeri ise, kontrol 6rnegin onda biri olan bir degerle fermente balkabagi
tozuna aittir (p<0.05). Fermente balkabagi tozu istatistiksel analize dahil
edilmediginde, ¢ig balkabagi, kontrol ve fermente balkabagi tozu kendi aralarinda
farklansa da, balkabagi tursusunun daha yiiksek bir IC50 degerine sahip oldugu
goriilmektedir (p<0.05). Balkabag1 tursusu ayni sekilde varyans analizine dahil
edilmediginde, yine tiim Orneklerin farklanmasi goriilmekle birlikte, fermente
balkabagi tozunun IC50 degerinin ¢ig balkabag1 ve kontrole kiyasla ¢ok daha diisiik
oldugu sonucuna varilmaktadir. Tim bu analizlerden c¢ikarilan ortak sonug,
fermente balkabagi tozuna uygulanan proseslerin, a-glukozidaz enzim inhibisyonu
tizerinde etkili oldugu seklindedir. Orneklerin mg’inm akarboz esdegeri olarak
degerlendirildigi analizde ise, ¢ig balkabagi ile kontrol, balkabagi tursusu ile de
fermente balkabagi tozu arasinda istatistiksel olarak bir fark yoktur. Ancak
trtinlerin ICso degerleri, kontrol ornekten daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Fermente balkabagi tozu olmadan yapilan degerlendirmede, balkabag: tususunun
istatistiksel olarak farkli ve daha yiiksek IC50 degerine, balkabagi tursusu olmadan
uygulanan varyans analizinde ise fermente balkabagi tozunun benzer sekilde farkl

ve daha yiiksek IC50 degerine sahip oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4.3. In vitro o-glukozidaz Enzimi inhibisyonu Grafikleri. (a) Cig Balkabag, (b)

Kontrol, (c) Balkabagi Tursusu ve (d) Fermente Balkabag: Tozu érnekleri.

4.4.3. oe-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon sonug¢larinin

birbirleri ile ve 6nceki calismalarla kiyaslanmasi

Kunyanga et al. (2012), balkabaginin yenilebilir kisimlarinin metanolik
ekstraktlar1 i¢in ¢ig olarak, sicak suda pisirilmis olarak ve haglama isleminin
ardindan soguk suya alinmis olarak swrasiyla, %?28.33+6.49, %8.66+1.53 ve
%11.66+0.29 in vitro a-amilaz; %13.33+£5.91, %17.67+5.91 ve %22.67+7.08 in
vitro a-glukozidaz inhibisyonu rapor etmislerdir. Wongsa et al. (2012) ise,
C.moschata tiirii balkabaginin yapraklarinin metanolik ekstraktinin hem a-amilaz,
hem de a-glukozidaz enzimlerini %20 inhibe ettiZi sonucuna varmistir.
Duraiswamy et al. (2015) igerisinde Cucurbitae ailesinden aci kabak ve ayrica
guava, amla, jamun ve jimnema gibi tropikal meyveler ve ¢emenotu bulunan bir
formiilasyon gelistirmisler ve a-amilaz i¢in 0.41+£0.03 mg/mL, a-glukozidaz i¢in
ise 0.51+0.01 mg/mL gibi I1Cso degerleri rapor etmislerdir. Bu formiilasyonda,
kullanilan hammaddelerin ¢esitliligi ve basta fenolik maddeler olmak iizere, bir cok
biyoaktif maddenin sinerjistik ¢alismasi bu ICso verisine ulasmay1 saglamis olabilir.

Calisma kapsaminda bulunan iiriinler fermantasyon islemi ge¢irmis olduklarindan,
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fermente trilinlerin a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyon verilerinin de bu
kapsamda degerlendirilmesi gerekmektedir. Ornegin; Shukla et al. (2016) Kore
bolgesinde soya fasulyesinin fermente edilmesiyle elde edilen bir iiriin olan
Doenjang isimli iriin igin degisik starter kiiltiirler kullanarak hazirladiklari
formiilasyonlarda a-glukozidaz enzim inhibisyonunu incelemisler ve 27.40-40.98
mg/mL ICso verileri elde etmislerdir, ancak bu ¢alismanin sonuglar1 akarboz ile
kiyaslanmamustir. Simsek vd. (2014) ise, mercimek ve boriilcenin ¢imlenmis tohum
ve filizlerini i¢eren fermente sebze sular1 i¢in 149+17 uM a-amilaz ve 350+54 uM

a-glukozidaz 1Cso degerleri rapor etmislerdir.

4.5. Toplam Karotenoid Miktar: ve Biyoerisilebilirligi

Spektrofotometrik toplam karotenoid miktarinin saptanmasinda Rodriguez-
Amaya (2001), metodu uygulanmis olup, in vitro sindirim isleminden sonra ayni
analizin tekrarindan elde edilen sonuglarla da, % biyoerisilebilirlik verilerine
ulagilmistir. Bulgular, Cizelge 4.4’te verilmistir. Cig balkabagi orneklerine ¢ig

tiiketilmedigi i¢in sindirim islemi uygulanmamistir.

Cizelge 4.4. Toplam karotenoid miktarlar1 ve biyoerisilebilirlik yiizdeleri "

in vitro Sindirim Oncesi | V1tro Sindirim
Sonrasi Toplam

Toplam Karotenoid % Biyoerisilebilirlik

- o Karotenoid Miktari
Ornekler Miktar1 KM

(ng/g ) (ng/g KM)
Cig balkabagi 886.05+0.64° - -
Kontrol 953.31+17.13b 29.26+0.192 3.07+0.072
Balkabagi tursusu 210.68+8.64° 30.43+5.08? 14.41+1.82°
Fermente balkabagi 650.60+2.63¢ 6.41+0.90 1.00:£0.19¢
tozu

“Ayn1 kolonda bulunan farkli iissel harfler, 6rnekler arasindaki farkin &nemli oldugunu
gostermektedir(P<0.05).

* KM, kurumaddeyi ifade etmektedir.

Kurumadde miktarlar1 iizerinden yapilan degerlendirme sonucunda, en
yiiksek karotenoid miktarmin buharda haslanmis olan kontrolde bulundugu
saptanmistir. Buharda haslama islemi, hiicre yapismi bozarak, daha fazla

karotenoidin a¢iga ¢ikmasina neden olmus olabilir. Azizah et al. (2009) Cucurbita
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moschata tiirii balkabaklarinda haslama ve kizartma olarak uygulanan 1s1l iglemin
sonucunda inceledikleri karotenoidlerin hepsinde farkli oranlarda artig tespit
etmislerdir. Fermente balkabagi tozu {iiretimi siiresince karotenoid kaybi soz
konusudur. Bu kayip, kurutma siiresince {iiriiniin hava ile temasina baglanabilir.
Zira, karotenoid yapidaki bilesikler yiiksek sicakliklarda stabil kalsalar da 151k ve
iretim siirecinde maruz kaldiklar1 kuru havadan aldiklar1 oksijene duyarli
bilesiklerdir (Acar ve Gokmen, 2014). Balkabagi1 tursusu, kurumadde miktar1
iizerinden yapilan degerlendirmede de en fazla karotenoid kaybina ugramis 6rnek
olarak tespit edilmistir (p<0.05). Buna Kkarotenoidlerin tursu fermantasyonu
sirasinda degrade olmalari neden olabilir. Minguez-Mosquera et al. (1989) sofralik
zeytin liretimi i¢in uygulanan fermantasyon ve salamurada saklama yontemleri igin
B-karoten ve lutein disindaki karotenoidlerde izomerlerine doniisiim bildirmistir.
Farkli bir ¢alismalarinda ise bu degredasyon mekanizmalarmi agiklamislardir
(Minguez-Mosquera and Gandul-Rojas, 1994). Kun et al. (2008) ise,
Bifidobakterleri kullandiklar1 fermente havug suyu iiretiminin 24 saatlik
fermantasyonundan sonra o- ve B-karoten miktarlarinda diisiis saptamuglardir. Bir
baska muhtemel neden de, tursu balkabag1 kiiplerinden salamura suyuna karotenoid
gecisi olasiligidir. Balkabagi tursusuna spektrofotometrik toplam karotenoid
analizi, tursu haline gelen balkabagi kiipleri kullanilarak uygulanmis, salamura
tilketimi genellikle olmadigindan, 6rnegin sivi kismi analize dahil edilmemistir.
Fermente balkabagi tozu, birim agirlikta daha fazla karotenoid miktarma sahiptir

(p<0.05).

Gidalarda bulunan karotenoid miktarlar1 gidalarin ¢esidinin disinda, ayni tiir
gidanin da ¢esit, iklimsel, cografi, gidada bulundugu kisim, yetistirme ve yetistirme
sonrasindaki isleme ve depolama sartlarindan oldukga fazla etkilendikleri i¢in kendi
aralarinda da oldukga gesitlilik gostermektedirler (Rodriguez-Amaya, 2010; Saini
et al., 2015). Bhaskarachary et al. (1998) ¢alismasinda C. maxima tiirii balkabaklar1
icin 20.6+7.7 ve lacuzzo and Dalla Costa (2005) da, yine ayni tiir i¢cin 58-68 pg/g
toplam karotenoid miktar1 bildirmislerdir. Projede ¢aligilan tiir olan C. maxima igin
mevcut sonuclar ¢ig balkabaklarinda 74.28+5.32, kontrol 6rnekte 85.36+2.06 ug/g
olarak bulunmustur. Ayrica, Wang and Sang (2011) sicak hava kullanilarak
kurutulmus C. maxima dilimleri igin 235.27+2.87 ng/g toplam karotenoid miktar1

rapor etmislerdir. Tarafimizca yapilan ¢caligma kapsaminda fermantasyon isleminin
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ardindan kurutulan fermente balkabagi tozu i¢in ise 568.03+£2.29 pg/kg toplam

karotenoid miktar1 tespit edilmistir.

Orneklere in vitro sindirim islemi uygulanmasinin ardindan tekrar edilen
toplam karotenoid tayininin sonuglari, sindirim Oncesine gore Onemli diisiisler
oldugunu belirlemistir. Bunun temel nedeni, ortamda karotenoidlerin ¢6ziilmesini
saglayacak yag miktar1 bulunmamasidir. Orneklerin gecirdigi fermantasyon
strecleri de, yagda c¢oziinen bilesiklerin biyoerisilebilir materyale gegisini

saglamamistir.

In vitro sindirim sonrasi drnekler degerlendirildiginde, kontrol ve balkabagi
tursusu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamustir (p>0.05). Fermente

balkabagi tozu, kurumaddede en diisiik karotenoid miktarini vermistir (p<0.05).

4.6. B-karoten Miktari ve Biyoerisilebilirligi

HPLC ile B-karoten miktarmm saptanmasinda ise Bhatnagar-Panwar et al.
(2013) yontemi uygulanmis olup, sonuglar benzer sekilde Cizelge 4.5te

gosterilmistir.

Fakl1 ekstraksiyon ve HPLC programlariyla B-karoten, her tiir balkabagmin
karbonhidratlariyla birlikte en ¢ok calisilan biyoaktif bilesenidir. Cesitli HPLC
yontemleri ile C. maxima tiirii ¢ig balkabaklarinda belirlenen B-karoten miktarlari,
14-74 pg/g (Murkovic et al., 2002), 13.38+2.55 ng/g (Provesiet al., 2011), 11.6£5.7
ng/g (Bhaskarachary et al., 1998), 362+89.3 ng/g (Hels et al., 2004) gibi verilerden
de anlagilacagi gibi ¢esitlilik gostermektedir. Diger iki tiir olan C. moschata igin
244.22+49.63 (de Carvalho et al., 2012) ve 8540+£289 ng/g (Kidmose et al., 2006),
C. pepo i¢in ise 1133.744.1 pg/g (Medoua and Oldewage-Theron, 2011) gibi
oldukca farkli sonuglar bildirilmistir. Triphati et al. (2014) C. pepo tiirii
balkabaklarimi koruma amacli uygulama yaptiklari bir calismada ¢ig balkabaklar1
icin ilk glinde 4.75+1.21, 21. giinde 3.42+0.65 pg/g; ayn1 balkabaklarina 1kGy
radyasyon uygulamasi yaptiktan sonra ilk giin i¢in 4.80+0.96 ve 21. giin i¢in
2.40+0.26 pg/g B-karoten miktari rapor etmislerdir.



35

Cizelge 4.5. p-karoten miktarlar ve % biyoerisilebilirlik degerleri”

in vitro Sindirim Oncesi  in vitro Sindirim

. B-karoten Miktar1 Sonrasi B-karoten % Biyoerisilebilirlik
Ornekler (ng/g KM™) Miktar (ng/g KM)

Kontrol 149.51428.182 22.9143.96° 15.0342.16
Balkabagi 46.88+9.13" 17.17+0.78" 36.80+5.70°

tursusu

Fermente 181.05+18.44¢ 22.81+4.197 12.68+2.56°
balkabag1 tozu

“Farkl1 iisse0l harfler, 6rnekler arasindaki farkin énemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

KM, kurumaddeyi ifade etmektedir.

Ornekler i¢in degerlendirme yapildiginda, en yiiksek B-karoten miktarmin,
fermente balkabagi tozunda oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Toplam karotenoid
miktarinda saptanan diisiise karsin, B-karoten miktarimin yiiksek olmasi, -
karotenoidlerin, diger karotenoidlerle kiyaslandiginda daha dayanmikli olarak
degerlendirildigi verileri dogrulamaktadir. Balkabagi tursusunda gerceklesen
fermantasyon islemi ise, toplam karotenoid miktarinda oldugu gibi, yine diisiise

neden olmustur.

In vitro sindirim sonrasi agiga ¢ikan biyoerisilebilir B-karoten
degerlendirildiginde, kontrol ve fermente balkabagi tozu Ornekleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir. Balkabagi tursusunda ise daha
diisiik miktarda B-karoten agiga ¢ikmustir (p<0.05). Ancak, balkabagi tursusu
orneginin, yukarida da belirtildigi {izere, in vitro sindirim islemine tabi tutulmadan
once, fermantasyon asamasinda B-karoten kaybina ugradigi, degerlendirme

acisimndan onemlidir.

Toplam karotenoid biyoerisilebilirlik degerleri, sindirim sonrasi toplam
karotenoid miktarlar1 ile benzer sekilde dusiiktir. Toplam karotenoid
biyoerisilebilirligi i¢in ornekler arasinda anlaml farklar bulunmaktadir (p<0.05).
Fermente balkabagi tozu, li¢ 6rnek arasinda en diisiik, balkabagi tursusu ise en

yiiksek toplam karotenoid biyoerisilebilirligine sahip olan drneklerdir.



36

B-karoten biyoerisilebilirligi degerlendirilecek olursa, toplam karotenoidlere
gore daha yiiksek biyoerisilebilirlik verileri elde edilmistir. Bu farklanmanin
nedeni, B-karoten disinda kalan karotenoidlerde B-karotene kiyasla daha fazla
olusmus olabilecek kayiplar veya yontemler arasindaki 6lgtim farkliliklar1 olabilir.
Ancak, sayisal olarak farkli degerler bulunsa da, en yiiksek [-karoten
biyoerisilebilirligi degerine %36.80+5.70 ile balkabagi tursusu sahiptir (p<0.05) ve
diger iki 6rnek olan kontrol ve balkabagi tursusu arasinda bir fark bulunmamaktadir
(p>0.05). Balkabagi tursusu i¢in elde edilen B-karoten biyoerisilebilirligi, kontrol

ornegin iki katindan fazladir.

Karotenoid biyoerisilebilirligi, havug ve turuncu renkli domates (Palmero et
al., 2013), tath patates (Tumuhimbise et al., 2009), havug ve 1spanak (Courraud et
al., 2013) gibi farkh gidalarla da denenmistir. Balkabag ile ise, Veda et al. (2006)
iki farkli in vitro sindirim ve iki farkli pisirme yontemi denedikleri ¢alismada
basingla pisirilmis balkabaklarinda kullandiklar1 her iki metot ile de %0, yagda
kizarttiklar1 balkabaklarinda ise %353 ve %10 [-karoten biyoerisilebilirligi
bildirmislerdir. Bu c¢alisma, karotenoidlerin sindiriminde ortamda yag
bulunmasiin yarattig1 farki agiklamaktadir. Jeffery et al. (2012), kis kabagi olarak
bilinen bir balkabag tiiriinii de iceren farkli gidalarla yapmis olduklar1 ¢aligmada,
B-karoten icin %16.5 biyoerisilebilirlik sonucuna varmuglardir. Balkabagi ile
taksonomik olarak ayni ailede bulunan turuncu etli kavun (Cucumis melo) i¢in ise
%?3.2 gibi oldukga diisiik karotenoid biyoyararlilig1 bildirilmistir (Fleshman et al.,
2011). Karotenoid biyoerisilebilirligini SLAMENGHI olarak kisaltilan bir ¢ok
faktor etkilemektedir. SLAMENGHI ile ilgili bilgi, literatiir 6zeti kisminda ayrmtili
sekilde verildiginden bu kisimda ayrintiya girilmeyecektir. Ayrica uygulanan in
vitro sindirim yonteminden gelebilecek farkliliklarin da, kiyaslamada goz oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Ozet olarak, yapilan bir ¢ok ¢alismada, ortamda
yag bulunmayan durumlar i¢in karotenoid biyoerisilebilirlik verileri oldukca

diigiiktiir.
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5. GENEL SONUCLAR

Ulkemizde yetistirilen ve semt pazarlarinda kolay ulasilabilir durumda olan
balkabagi (Cucurbita maxima), bir¢ok arastirmaci tarafindan Tip 2 Diyabetten
korunma ve tedavide, 6nemli bir ajan olarak rapor edilmistir. Ancak iilkemizde
balkabag tiiketimi, en bilinen haliyle serbetli tath ile sinirlt kalmigtir. Balkabagi,
belirtilen antidiyabetik etkisini biiyiik 6l¢iide sahip oldugu polisakkarit yapisi ve
yapisinda olduk¢a fazla bulunan p-karoten biyoaktif bilesenleri etkisiyle

gostermektedir.

B-karoten, molekiil yapisinda iki B-iyonon halkasi bulundurmasi nedeniyle
tanimlanmis olan diger A vitamini ©On maddelerine gore iki kat daha fazla A
vitamini aktivitesi gdstermesi acisindan tektir. Bu nedenle, gidalarin A vitamini ile
zenginlestirilmesi ¢alismalarmmda en fazla kullanilan biyoaktif bilesen
konumundadir. Ancak, biyoyararliligi arastirmalarda, c¢ogu gidanin iginde
istenilenden daha az bulunmaktadir. -karoten biyoyararliligini etkileyen toplamda
9 faktor belirtilmektedir. Bu etkiler ve birbirleriyle olan iligkilerin incelenmesi
sonucu tasarlanacak olan gidalar, biyoyararliligi arttirmaya yonelik adimlar
olacaktir. Tiirlerin sahip olduklar1 enzimlerin farkli olmasindan dolay1
biyoyararlilik arastirmalari, hayvan denemelerinden ziyade, insanlar lizerinde
calisildiginda daha giivenilir sonuglar vermektedir. Ancak, insan denemeleri,
pahali, zaman alan ve kontrolii olduk¢a zor olan ¢aligmalar oldugundan, ilk etapta
biyorayararlilik hakkinda 6n bilgi edinilmesini kolaylastiran bir yontem olan in
vitro biyoerisilebilirlik yiizdelerinin saptanmasi olduk¢a Onemli bilgilerin

edinilmesine yardimci olmaktadir.

Elde edilen veriler, balkabagmim fermantasyon igeren bir {iretim prosesinin
ardindan, antidiyabetik etkisinin arttigi yoniindedir. Bu amacla tez caligmasi
kapsaminda iki farkli fermantasyon asamasi uygulanmis olan gida iiretimi
gerceklestirilmistir. ik {iriin olan balkabag1 tursusu, ev ortaminda uygulanan ve
ticari olarak piyasada bulunan tursu hazirlama karigimi kullanilarak tiretilmistir.
Ikinci iiriin, fermente balkabag1 tozu, balkabagmin sahip oldugu dogal
mikrofloranin yiizey sterilizasyonu uygulamasiyla elimine edilmesinin ardindan,

kontrollii sekilde gergeklestirilen bir fermantasyon prosesiyle {iretilmis ve
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fermantasyonun ardindan balkabagi dilimleri kurutulup oOgiitiildiikkten sonra
elenerek toz bir ara iirlin eldesi gergeklestirilmistir. Kontrol iiriin olarak, buharda
haglanmig balkabagi kullanilmasi, fermantasyonun etkilerini gozlemlemeyi
amaglamistir. Kontrol iiriin, ayn1 zamanda ¢ig balkabagi ile de kiyaslanmis ve
yapilan biitlin ¢aligmalarda ¢ig balkabagi ve kontrol arasinda istatistiksel bir fark
bulunmadig i¢in, tiiketimi daha muhtemel olan haglanmis balkabagi ile kiyaslama
secilmistir. Elde edilen {irtinlerde antioksidan kapasite, antidiyabetik 6zelliklerle
iliskilendirilen a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe etme kapasitesi, toplam
karotenoid ve 6zellikle B-karoten miktar ve biyoerisilebilirlikleri, yapilan analizler

yardimiyla incelenmistir. Caliymanin sonucunda;

X Kontrol i¢in 14.67+0.73, balkabag1 tursusu i¢in 19.97+0.13 ve
fermente balkabagi tozu igin 62.53+0.14 mmol Troloks/g KM 6rnek olarak
antioksidan kapasite,

<> Kontrol 6rnekte 13.01+3.01, balkabagi tursusunda 12.24+1.15 ve
fermente balkabagi tozunda 62.48+5.04 mg KM 6rnek/mg akarboz a-amilaz
enzim inhibisyon kapasitesi,

<> Kontrol o6rnekte 0.52+0.05, balkabagi tursusunda 1.78+0.06 ve
fermente balkabagi tozunda 2.26+0.75 mg KM ornek/mg akarboz a-
glukozidaz inhibisyon kapasitesi,

X Kontrol i¢cin 953+17, balkabagi tursusu i¢in 211+9 ve fermente
balkabagi tozu i¢in 65143 ng/g KM toplam karotenoid miktari,

<> Uygulanan prosediiriin ardindan yapilan hesaplamalarla kontrol igin
%3.07+0.07, balkabag:i tursusu i¢in %14.41+1.82 ve fermente balkabagi
tozu i¢in %1.00+0.19 toplam karotenoid biyoerisilebilirlik degerleri,

X Kontrol 6rnek i¢in 150428, balkabagi tursusu igin 47+9 ve fermente
balkabagi tozu i¢in 181+18 pg/g KM B-karoten,

o> Yine in vitro sindirim uygulamasmim ardindan saptanan B-karoten
miktarlar1 ile yapilan benzer hesaplama sonucunda kontrol ornek icin

%15.034+2.16, balkabag tursusu i¢in %36.80+5.70 ve fermente balkabagi
tozu i¢in %12.68+2.56 B-karoten biyoerisilebilirligi bulunmustur.

Yapilan calismanin  sonuglar1  antidiyabetik  aktivite  acisindan

degerlendirildiginde literatiire olumlu sonuglar saglamistir. Uygulanan
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fermantasyon prosesleri, a-amilaz ve o-glukozidaz enzim inhibisyon
kapasitelerinde ornekler iizerinden degerlendirildiginde artis sonucu verse de,
kurumadde miktarlar1 gz 6niinde bulunduruldugunda artisa neden olmasa da,

diisiis saglamamustir.

Toplam karotenoid ve B-karoten biyoerisilebilirlik degerleri incelendiginde,
balkabagi tursusu Ornegi, kontrole gore daha yiiksek biyoerisilebilirlik degeri

gosterse de, mevcut degerler sonug itibariyle diisiik kalmaktadir.

Fermente balkabagi tozu, bir ara iiriin olarak tasarlanmistir. Uretilen bu ara
iirlin, cesitli emiilsiyonlarin veya direkt olarak yag iceren gidalarin tasariminda
kullanildiginda toplam karotenoid ve B-karoten biyoerisilebilirlik yiizdelerinde artis

olmas1 6ngoriilmektedir.

Sonug olarak, balkabagi tursusu ve fermente balkabagi tozu, oOzellikle
antidiyabetik etki agisindan toplumun tiiketimine sunulabilecek iki gida tasarim
ornegi olabilir. Ozellikle fermente balkabag1 tozu, yapisinda yag bulunan gidalarla
birlestiginde tip 2 diyabetten korunma ve tedavisine yardimci olma ve A vitamini
eksikligini giderebilme agisindan umut vaadeden bir ara {iriin olma potansiyeli

tasimaktadir.
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EKLER

Ek 1 Calismada kullanilan 6rneklerin metanolik ekstraktlarinin TEAC verilerini
saptama amaci ile hazirlanmis Troloks standart egrisi (% inhibisyon —

Konsantrasyon (uM))

Ek 2 Calismada kullanilan 6rneklerin PBS ile elde edilen ekstraktlarmin in vitro
a-amilaz enzim inhibisyon kapasitesini saptama amaci ile hazirlanan

Akarboz standart egrisi (% inhibisyon — Konsantrasyon (uM))

Ek 3 Calismada kullanilan 6rneklerin PBS ile elde edilen ekstraktlarinin in vitro
a-glukozidaz enzim inhibisyon kapasitesini saptama amaci ile hazirlanan

Akarboz standart egrisi (% inhibisyon — Konsantrasyon (uM)).

Ek 4 Calismada kullanilan 6rneklerin in vitro sindirim 6ncesi HPLC
kromatogramlari. (a) ¢ig balkabagi, (b) kontrol, (c¢) balkabagi tursusu ve (d)

fermente balkabagi tozu.

Ek 5 Calismada kullanilan 6rneklerin in vitro sindirim sonras1t HPLC
kromatogramlari. (a) kontrol, (b) balkabag: tursusu ve (c) fermente
balkabag1 tozu.

Ek 6 Calismada kullanilan 6rneklerin HPLC ile B-karoten miktarlarinin
saptanmasi amaci ile hazirlanan B-karoten standart kromatogrami (1mg/mL)
ve ¢esitli konsantrasyonlar i¢in hazirlanan egrisi (Pik Alan1 — Konsantrasyon
(mg/mL)).
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Akarboz Standart Grafigi, a-glukozidaz Enzim
Inhibisyon Kapasitesi
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Ek 4 Calismada kullanilan drneklerin in vitro sindirim 6ncesi HPLC kromatogramlari. (a) ¢ig balkabagi, (b) kontrol, (c¢) balkabagi tursusu ve
(d) fermente balkabagi tozu



Ek 5 Calismada kullanilan 6rneklerin in vitro sindirim sonrast HPLC kromatogramlari. (a) kontrol, (b) balkabagi tursusu ve (c) fermente
balkabagi tozu.
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