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OZET

Doktora Tezi

ESME CESIDI AYVA (Cydonia oblonga Miller) YAPRAGI, KABUGU,
CEKIRDEGI, MEYVE POSASI VE SUYUNUN ANTIOKSIDAN VE
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Seda ALTUNTAS

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Bu ¢alismada, ayvanin (Cydonia oblonga Miller) farkli boliimlerine ait (kabuk, yaprak,
posa, su ve cekirdek) fenolik ekstraksiyonlarinin toplam fenolik madde (TFM),
antioksidan aktivite (AA), fenolik bilesen ve antimikrobiyal aktive analizleri
gerceklestirilmis, yliksek biyolojik aktivite sergileyen ayva kabugunun yogurtlara
ilavesinin  fizikokimyasal, reolojik, biyolojik ve mikrobiyolojik o6zellikleri
degerlendirilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 solvent ¢esidi (su, aseton ve metanol), orani
(%0-100) ve ekstraksiyon yontemi (maserasyon ve ultrason destekli ekstraksiyon)
degiskenleri kullanilarak optimize edilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyonun (UDE) ve
farkli oranlarda sulu aseton ekstraktlarinin ayva boliimleri i¢in (ayva cekirdegi haric)
optimum oldugu bulunmustur. En yiiksek TFM ve AA degerlerinin yaprak > kabuk > su
> posa > ¢ekirdek olarak siralandigi, ayvanin farkli boliimlerinde en ¢ok hidroksisinamik
asitlerin bulundugu, ayva ¢ekirdeginin fenolik bilesence fakir oldugu belirlenmistir. Ayva
bolimlerinin in vitro sindirimi sonrasinda genel olarak TFM ve AA’da diisiis yasandigi
saptanmigtir. Ayva kabugunun Gram-negatif bakterilere, ayva yapraginin ise Gram-
pozitif bakterilere daha etkili oldugu bulunmustur. In vitro sindirim sonrasi ayva
boliimlerinin bazi mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisinin arttig1 bazilarinda
ise azaldig1 tespit edilmigstir. Yiiksek biyolojik aktiviteye sahip ayva kabugunun gida
matrisinde denenmesi amacglanmis; %1, %2 ve %3 oraninda ayva kabugu ve
Lactobacillus acidophilus LA-5 ilaveli probiyotik yogurt liretimi gergeklestirilmistir.
Ayva kabugunun L. acidophilus LA-5 canlilig1 tizerinde olumlu etkide bulundugu, tim
probiyotik yogurtlarin raf émrii sonunda en az 6 log kob/g probiyotik bakteri igerdigi
tespit edilmistir. Ayva kabugu orani arttik¢a yogurtlarin biyolojik aktivitileri artmis ancak
bazi yapisal ve mikrobiyolojik kusurlar meydana gelmis, sinerezis artmis ve tiiketici
kabul edilebilirligi azalmistir. Bu sorunlarin muhtemel ¢6ziimii i¢in ayva kabugunun
yogurtta ekstrakt olarak kullanimi ya da posa ile birlikte kullanimi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ayva, fenolik bilesikler, ekstraksiyon optimizasyonu, biyolojik

aktivite, in vitro sindirim, probiyotik yogurt
2023, xvii + 143 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF
ESME QUINCE (Cydonia oblonga Miller) LEAVES, PEELS, SEEDS, PULPS AND
JUICE

Seda ALTUNTAS

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

In this study, total phenolic content (TPC), antioxidant activity (AA), phenolic component
and antimicrobial activity analyzes of phenolic extracts from different parts of quince
(Cydonia oblonga Miller) (peel, leaf, pulp, juice and seed) were performed. The
physicochemical, rheological, biological and microbiological properties of the addition
of quince peel to yoghurts were evaluated. Extraction conditions were optimized using
the parameters of solvent type (water, acetone and methanol), solvent ratio (0-100%) and
extraction method (maceration and ultrasound assisted extraction). Ultrasound assisted
extraction (UAE) was found to be optimal with different ratios of aqueous acetone extract
(excluding quince seeds). It was determined that the highest TPC and AA values were
listed as leaf > peel > juice > pulp > seed, hydroxycinnamic acids were found the most in
different parts of the quince, and quince seed was lack of phenolic compounds. In general,
decreases in TPC and AA after in vitro digestion of quince parts was detected. Quince
peel was found to be more effective against Gram-negatives and quince leaf against
Gram-positives. After in vitro digestion, it was determined that the antimicrobial effect
of quince parts against some microorganisms increased and some decreased. It was aimed
to test the quince peel, which has high biological activity, in the food matrix; Probiotic
yoghurt with 1%, 2% and 3% quince peel and Lactobacillus acidophilus LA-5 added was
produced. It has been determined that quince peel has a positive effect on L. acidophilus
LA-5 viability, and all probiotic yogurts contain > 6 log cfu/g probiotic bacteria at the
end of shelf life. As the quince peel ratio increased, the biological activities of yoghurts
increased, but some structural and microbiological defects occurred, syneresis increased
and consumer acceptability decreased. For the possible solution of these problems, it is
recommended to use quince peel as an extract in yoghurt or use it together with pulp.

Key words: Quince, phenolic compounds, extraction optimization, biological activity, in

vitro digestion, probiotic yoghurt
2023, xvii + 143 pages.
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1. GIRIS

Akdeniz diyetinin 6nemli pargasini olusturan meyve ve sebzeler, vitamin ve lif kaynagi
bakimindan zengindir. Meyve ve sebze tiiketimi, kanser, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklar dahil olmak {iizere bir ¢ok hastalifin olusma riskini
azaltmaktadir. Bu etki meyve ve sebzelerde bulunan C ve E vitaminleri, karatenoidler,
fenolik asitler, flavanoidler gibi antioksidanlarin varligi ile iliskilendirilmektedir
(Haminiuk, Maciel, Plata-Oveido ve Peralta, 2012; Khoddami, Wikes ve Roberts, 2013;
Wojdyto, Teleszko ve Oszmianski, 2014a). Dengeli ve besleyici bir diyet, genel sagligi
tyilestirmede ve cesitli hastaliklar1 6nlemede ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Saglik
risklerinin onlenmesi ya da faydalarinin beslenmeyle iliskisini destekleyen ¢aligmalarin
artigl, giinimiizde tiiketicileri biyoaktif bilesence zengin {riinlerin tliketimine

yoneltmistir.

Fonksiyonel gida terimi ilk olarak, 1984 yillinda Japonya’da kullanilmigtir. Japon
hiikiimeti, Saghk Ig¢in Ozel Kullamm Amagli Gida (FOSHU) adli yeni bir iiriin
kategorisini, "sagliga yonelik islevleri olan ve insan saglig1 iizerinde fizyolojik etkilerinin
oldugu resmi olarak onaylanmis bir bilesen igeren gida" olarak tanimlamustir. Japonya'y1,
90'larda ilk saglik iddia yasasin1 gelistiren, ancak fonksiyonel gidanin resmi bir tanimini
ortaya koymayan Amerika Birlesik Devletleri (ABD) izlemistir. Avrupa iilkelerinde,
fonksiyonel gida kavraminin atilmasindan 10 yili askin bir siire sonra, Avrupa
Parlamentosu ve Konseyi tarafindan beslenme ve saglik beyanlarina iliskin bir
yonetmelik yaymlamis ancak burada da resmi bir tanimdan bahsedilmemistir.
Fonksiyonel gidalar, vitamin ve minerallerle zenginlestirilmis gidalar, probiyotikler,
prebiyotikler, omega-3 yag asitleri, bitki sterolleri ve fitokimyasallar gibi biyoaktif
bilesikleri iceren gidalardir. Bu pazar, siit iiriinleri, unlu mamuller, igecekler, tahillar ve
atistirmaliklar gibi ¢ok cesitli gida endiistrisinde kullanim alani bulmustur. Kiiresel
fonksiyonel gida pazarinin yillik yaklasik %8 biiylime orani ile 2025 yilina kadar 280
milyar ABD dolarina ulasacagi oéngorillmiistiir (Alongi ve Anese, 2021). Pazar hacmi,
artan tiiketici talebi, yeni trtinlerin gelistirilmesi ve genisleyen dagitim kanallar1 gibi
faktorlerin etkisiyle yillar iginde istikrarli bir sekilde artmis ve artmaya devam etmektedir.

Tiiketici talebindeki artista, hazir gidalarin yiiksek miktarda tiketimi, yetersiz egzersiz ve



hizli yasam tarzi etkili olmustur (Topolska, Florkiewicz ve Filipiak-Florkiewicz, 2021).
Ozellikle COVID-19 salgini sonras: tiiketiciler bagisikligi giiclendirici, vitaminler,
antioksidanlar ve bitki ekstratktlar1 ile zenginlestirilmis gidalar1 tiikketmeye daha ¢ok
egilim gostermislerdir (Butler ve Barrientos, 2020; Mentella, Scaldaferri, Gasbarrini ve
Miggiano, 2021).

Bir fenol halkasi, bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren kimyasal yapilan ile
karakterize edilen fenolik bilesikler, insan sagligi tizerinde sagladiklar1 pozitif etki
nedeniyle, 90l yillardan beri 6nemli ve popiiler bir aragtirma konusu haline gelmistir.
Fenolik bilesikler, ¢esitli bitkisel kaynakli gidalarda bulunan, farkli kimyasal yapilara ve
ozelliklere sahip ¢ok ¢esitli bilesikleri igeren fitokimyasallardir (Silva ve digerleri, 2023).
Giliniimiize kadar 16 farkli smifta 8000 adet fenolik bilesik tanimlanmistir. Giligli
antioksidan Ozellikleri nedeniyle, bitki fenoliklerinin kanser, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi cesitli oksidatif stresle iliskili kronik hastaliklar1 6nledigi
bilimsel olarak kanitlanmistir. Bunun yani sira, fenolik bilesiklerin anti-enflamatuar,
antimikrobiyal, anti-proliferatif, anti-karsinojenik, anti-diyabetik o6zelliklerini ortaya
koyan bir¢ok klinik bilimsel ¢aligma bulunmaktadir (Singh, Pal Singh, Kaur ve Singh,
2020).

Bitki materyallerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, biyoaktivite ve potansiyel
uygulamalarini ortaya koymak igin olduk¢a 6nemli bir adimdir. Literatiirde genel kabul
gormiis bir ekstraksiyon prosediirii olmayisi, arastirmacilart farkli ekstraksiyon
kosullarin1 arastirmaya ve yiiksek verimde fenolik bilesen elde etmek icin yontemleri
gelistirmeye tesvik etmistir. Ozellikle geleneksel ekstraksiyon ydntemlerinin yerini,
cevre dostu, daha az ¢6ziici kullanim1 ve zaman gerektiren, daha yiiksek verim saglayan,
mikrodalga, ultrason, ohmik, yiiksek basing ve vurgulu elektrik alan destekli, siiperkritik
akigkan gibi ekstraksiyon yontemleri almistir. Ultrason destekli ekstraksiyonda bitki
matrisinin hiicre duvarin1 bozarak ortama salinmasini saglayan ve ekstraksiyon
verimliligini arttiran yiliksek frekansli ses dalgalari (ultrason) kullanilmaktadir. Bu yiiksek
frekansli ses dalgalari, sok dalgalari iireten kavitasyona neden olmakta ve ¢oziicii ile
hedef bilesikler arasindaki temas yiizeyi artmaktadir. Ultrason destekli ekstraksiyonda

daha kisa siire ve solvent kullaniminin yani sira, diigiik sicakliklarda calisildigi igin 1s1l



dayanimi yiiksek olmayan biyoaktif bilesiklerin korunmasi da saglanmis olur (Nipornram

Tochampa, Rattanatraiwong ve Singanusong, 2018; Santos ve Martins, 2023).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in ¢esitli faktorlerin
dikkate alinmasi ve optimize edilmesi gerekir. Bu faktorler arasinda, ekstraksiyon
solventlerinin se¢imi, ekstraksiyon siiresi ve sicakligi, solvent-numune orani, tekrar
ekstraksiyon sayisi ve ekstraksiyon metodu gibi parametreler yer almaktadir (Cong-cong,
Bing, Yi-Qiong, Jian-Sheng ve Tong, 2017). Optimizasyon calismalari, fenoliklerin
verimini, safligin1 ve biyoaktivitesini artirmay1 ve bdylece farmasotik, nutrasotik ve
fonksiyonel gida uygulamalar1 icin etkili dogal friinlerin gelistirilmesine katkida

bulunmay1 amaglamaktadir.

Sindirim kosullar1 bazi maddeleri ¢esitli biyoyararliliga sahip baska bilesiklere
doniistiirebilmektedir. Bdylece, gidalarin  biyoaktif 0Ozellikleri azalmakta ya da
artmaktadir. Herhangi bir biyoaktif bilesenin etkisini gdsterebilmesi i¢in Oncelikle kan
dolagimina girmesi ve dokulara etkili bir sekilde dagilmasi gerekmektedir (Heleno ve
digerleri, 2015). Flavonoidlerin ve fenolik asitlerin, yutulduktan ve gastrointestinal
absorpsiyondan sonra biiylik 6l¢iide metabolize edildigi, genellikle ana molekiillerden
daha disiik biyolojik aktiviteye sahip plazma metabolitlerine donistiirildigi iyi
bilinmektedir. Sindirim siirecini modelleyen arastirmalar, biyoaktif bilesiklerin
igeriginin, gastrointestinal sistemin ¢esitli boliimlerinden gegerken pH degisiklikleri,
enzimatik faliyetler ve bagirsak mikrobiyotasinin metabolik aktivitesinin bir sonucu
olarak degistirildigini gdstermistir. Ornegin, klorojenik asit iceriginin yaklasik {icte
birinin ince baZirsakta emildigi, licte ikisinin ise mikrobiyota tarafindan metabolize
edilecekleri kolona ulagtig1 belirlenmistir (Correa ve digerleri, 2017). Tiim bu gerekgeler
15181nda, bilimsel ¢calismaya konu olan materyalin simiile edilmis gastrointestinal sindirim

stvilariyla biyolojik aktivitelerinin de degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Rosaceae familyasinin bir iiyesi olan ayva (Cydonia oblonga Miller) yumusak ¢ekirdekli
meyveler grubunda yer almaktadir. Ayva eksi, sert, sulu, altin saris1 renkte ve hos kokulu
bir meyvedir. Diisiik kalorili ve iyi bir diyet lifi kaynagi olan ayvanin C vitamini,

potasyum, bakir, antioksidanlar, vitamin, mineraller agisindan da zengin oldugu



bilinmektedir. Acilik, burukluk ve kiispe sertliginden dolay1 ayvanin diger meyvelere
kiyasla taze olarak tiiketimi daha az tercih edilmektedir. Bununla birlikte, meyve ve
yapragi, insan sagligi tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinen polifenol bilesiklerin iyi ve
ucuz bir dogal kaynagidir. Ayvanin farkli boliimleri 6nemli ve farkli miktarda fenolik
bilesik icermektedir. Ayva meyvesinin ozellikle 3-O- kafeoilkinik ve 5-O- kafeoilkinik
asitler ile karakterize edildigi, posa ve kabukta kafeoilkinik asitlerin yani sira kaempferol,
rutin ve kuersetin glikozitlerinin bulundugu bildirilmistir (Pacifico ve digerleri, 2012;

Stojanovic ve digerleri, 2017).

Ayvanin sert eti ve buruk tadi nedeniyle ¢ig olarak dogrudan tiiketiminin uygun
olmamasi, elma ve armut gibi diger ¢ekirdekli meyve tiirlerine goére daha az popiiler
olmasi, endiistride kullanimimin sinirli kalmasi ve besin degerinin yiiksekligi sebebiyle
tez konusu olarak ele alinmas1 uygun goriilmiistiir. Bu tez kapsaminda, ayva boliimleri
(yaprak, kabuk, posa, su ve ¢ekirdek) farkli ekstraksiyon kosullarinda fenolik bilesikleri
ekstrakte edilmis ve toplam fenolik madde miktar1 yoniinden optimize edilmistir.
Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen fenolik ekstraktlarin antimikrobiyal ve
antioksidan aktivitesi kapsamli olarak incelenmistir. Ayrica ¢aligmada in vitro gastrik
simiilasyon sonrast her bir sindirim asamasinda ayva boliimlerinin ayr1 ayri
biyoyararlilig1 ortaya konmustur. Ayrica ¢alisma kapsaminda yeterince kullanim alani
olmayan ayvaya karsi insanlarin, ireticinin ve endistrinin farkindaligini arttirmak,
marmelat, recel gibi geleneksel formlarindan farkli formlarda kullanim olanagi sunmak
ve ucuz bir polifenol kaynagi olan ayva kabugunun yogurda ilavesiyle antioksidan

kapasitesine katki yapilarak degerlendirilmesi amacglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Ayva

Ayva (Cydonia oblonga Miller) Rosaceae familyasina ait, siklikla Akdeniz ikliminde
yetisen, eksi, sert ve sulu bir meyvedir. Ayvanin taze olarak tiiketilmesindeki giicliik
nedeniyle recel, marmelat veya komposto olarak islenmesi yaygindir. Orta Dogu'da ¢ok
genis bir tarihe sahip olan ayva, Incilde “altin elma” olarak ge¢gmekte, yunan mitolojisinde
Afrodite sunulan kutsal bir meyve olarak bilinmekte ve romalilar tarafindan ise balin
icinde saklandigindan “balli elma” olarak tasvir edilmektedir (Karar, Pletzer, Jaiswal,
Weingart ve Kuhnert, 2014). Tarihi kanitlar ayva agacinin 4500 yildir Trans-Kafkasya ve
fran’in kuzeyinden diinyanin en bati bolgelerine yayildigimi gostermektedir. Islah
calismalarinin, milattan 6nce 650 yilinda ilk olarak Mezopotamya’da yapildigi ve
ayvanin {istiin 1rklarmin segilerek, énce Yunanistan ve Italya’ya sonrasinda ise Avrupa

tilkelerine dagildigi raporlanmistir (Abdollahi, 2019).

Ayva, 5-8 m yiikseklige kadar biiyiiyen, iist ylizeyi piirlizsiiz, altlar1 tiiylii dallardan
olusan, yaprak doken bir agactir. Agacin 6mrii 50 yildan fazla olup ekonomik 6mrii 25
yildir. ilkbaharda beyaz pembe renkli gigekler iireten ayva agact yumusak cekirdekli
meyve verir. Meyve karakteristik bir kokuya ve icerdigi yiiksek miktardaki tanen
sebebiyle de buruk bir tada sahiptir. Meyve sekline gore iki ¢esit Ayva mevcuttur (C.
oblonga subsp. Maliformis ve Polyformis). Birinci tiiriin meyveleri elma, ikinci tiiriin
meyveleri armut bi¢imlidir. Elma seklindeki meyveler, armut sekline kiyasla daha buruk
bir tada ve sert ete sahiptir. Olgunlasma Oncesinde tiiylerle kapli olan meyve,
olgunlastik¢a tiiylerden arinir ve altin saris1 meyve rengine doniisiir. Ayva yapraklari 6-
11 cm uzunlugunda ve elips seklinde olup dis yiizeyinde beyaz tiiyler bulunmaktadir (Al-
Zughbi ve Krayem, 2022; Ashraf, Muhammad, Hussain ve Bukhari, 2016; Hanan,
Sharma ve Ahmad, 2020).

Ayva yetistiriciliginin, 1liman iklim ve iyi drene edilmis topraklara sahip bolgeler igin
uygun oldugu bildirilmistir. Dona dayanikli ve -20 °C’ye kadar diisiik sicakliklar1 tolere
edebilen agacin, ¢iceklenmeyi tesvik etmek ve meyve iiretimini baglatmak i¢in soguga

ihtiyact vardir. Ayva, EKim-Kasim aylarinda hasat edilmekte ve uygun kosullarda Mart



ayina kadar depolanabilmektedir (Sekil 2.1). Meyvenin %90,6’s1 meyve etinden, %4,4
kabuktan ve %5’1 ise ¢ekirdekten olusmaktadir (Al-Zughbi ve Krayem, 2022; Burcu,
2017). Hanan ve digerlerinin (2020) yayinladiklar1 derlemede, ayvanin nem degerlerinin
%80,36 - 86,9; kiil degerlerinin %0,60 - 2,50; ham protein degerlerinin %0,60 - 1,58; ham
lif degerlerinin %1,6 - 5,7 ve ham yag degerlerinin %0,24-2,29 arasinda degistigini
bildirmistir. Ayva diisiik yagli, karbonhidrat, lif, protein, vitamin, organik asit ve mineral
bakiminda zengin bir meyvedir. Kalsiyum, potasyum ve fosfor minerallerini yiiksek
miktarda iceren ayvanin, ayn1 familyadan olan elmaya kiyasla neredeyse iki kat daha
yiiksek miktarda mineral igerigine sahip oldugu belirtilmistir (Al-Zughbi ve Krayem,
2022; Zapata ve digerleri, 2019). Benzer sekilde askorbik asit (C vitamini) ve toplam
fenolik madde miktar1 bakimindan da ayvanin, elma ve armuttan daha iistiin besin
degerine sahip oldugu bildirilmistir (Benahmed Djilali ve digerleri, 2021; Trigueros,
Pérez-Alvarez, Viuda-Martos ve Sendra, 2011).

Sekil 2.1. Temmuz ayinda ayva (sag) ve Ekim ayinda ayva (sol)

2.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Ayva Uretimi

Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme
Enstitiistiniin 2021 yilinda yayimladigi rapora gore, diinya ayva dikili alanlart son 5 yilda
%13,6 artarak 93.699 ha’a ulasmustir. Dikili alanlarda Cin ilk, iran ikinci ve Tiirkiye
ticlincii siray1 alirken, ayva tliretiminde Tiirkiye lider konumda yer almaktadir. Tiirkiye,

hektar basina ayva verim ortalamasmin 3,6 kati1 kadar daha yiiksek verime sahiptir.



Uretimde rol oynayan diger iilkeler ise sirasiyla Cin, Ozbekistan, Iran, Morokko ve
Azerbeycan’dir. Diinyada ayva ihracatinin Tiirkiye, Hollanda, Ispanya, Yunanistan ve
Avusturya'dan olusan 5 iilke tarafindan yapildiginin belirtildigi raporda, Tiirkiyenin
%41,4°liik pay ile ihracatta da birinci oldugu vurgulanmistir. Ithalatta ise Rusya %19’luk
pay ile ilk sirada yer almaktadir (Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisi,
2021).

Diinya ¢apinda yetistirilen 70’den fazla genotip ¢esitliligine sahip ayvanin, ticari 6neme
sahip cesitleri arasinda “Smyrna”, “Bereczcki”, “Vranja”, “Portugal”, “Ekmek”
“Gamboa" "Orange", "Meech's Prolific", "Van Deman", "Pineapple”, "Botermo",
"Morava" ve "Champion” gesitlerinin yer aldig1 belirtilmektedir (Rasheed ve digerleri,
2018). Tirkiye’de ayva yetistiriciliginin yogun yapildigi bolge Marmara bdlgesi olup
tiretimin %80°1 Sakarya, Bursa, Denizli, Bilecik, Canakkale, Isparta ve Amasya illerinde
yapilmaktadir. Tirkiye’de iyi bilinen ticari ayva cesitleri arasinda ise “Isfahan”,
“Ekmek”, “Seker”, “Limon”, “Bardak™ ve “Esme” yer almaktadir. Egsme ¢esidi ayvanin
son yillarda Marmara bolgesinde yetistiriciliginin arttig1 belirtilmistir. Bu ¢esidin meyve
etinin gevrek, bol sulu ve mayhos tada sahip oldugu ve sofralik degerinin yiiksek oldugu

vurgulanmstir (Gergekgioglu, Ertiirk ve Oz Atasever, 2018).

2.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, yapisal olarak aromatik veya alifatik yapilara, bir veya daha fazla
hidroksil grubunun baglandig1 en az bir aromatik halkaya sahip bilesikler olarak
tanimlanirlar (Ambriz-Pérez, Leyva-Lopez, Gutierrez-Grijalva ve Heredia, 2016). Bu
bilesikler; tahil taneleri, sebzeler, baklagiller, meyveler, yemisler gibi bitkisel gidalarda
ve bu bitkisel kaynaklardan islenen gidalarda (meyve sulari, sarap, ¢ay vb.) bulunurlar.
Fenolik bilesikler bitkilerin aromatik amino asit metabolizmas: sirasinda lretilen ara
bilesikleri olup, ikincil metabolitleridir. Bu bilesikler canli hiicrelerin normal biiylime,
gelisme ve iireme fonksiyonlarinin yani sira, ultraviyole (UV) isinlari, uygun olmayan
sicaklik, elverigsiz toprak pH degeri, patojenler ve diger istilaci1 tiirlere karsi bitki

savunmasinda dogrudan rol oynamaktadirlar. Ayrica bitkilerin pigmentasyonundan ve



organoleptik (tat ve koku) ozelliklerinden de sorumludurlar (Alara, Abdurahman ve

Ukaegbu, 2021; Dias, Sousa, Alves ve Ferreira, 2016; Kilig, 2021).

Fenolik bilesiklerin literatiirde ¢ok farkli sekilde simiflandirildigi tespit edilmistir.

Molekiildeki fenol birimlerinin sayisina gore; basit fenoller veya polifenoller olarak,

flavanoidler ve flavanoid olmayanlar seklinde,

aromatik halka sayisina, suda

¢Oziinebilirlige, karbon yapisina gore siiflandirma yapilabildigi goriilmiistiir (Sekil 2.2)

(Khoddami ve digerleri, 2013; Kilig, 2021).

Fenolik Bilegikler
I 1
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1 1 ! I
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—  Flavanonlar
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— Antosivanidinler

—  Izoflavonlar

Sekil 2.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Gao ve digerleri, 2022)

Son yillarda bitkisel gida atiklarinin ¢ogunda biiyiik miktarlarda polifenollerin rapor

edildigi ve bunlarin ucuz birer polifenol kaynagi olduklar1 vurgulanmistir. Meyve atig



olarak kabul edilen ve meyve isleme endiistrisinin yan {irlinleri olan ¢ekirdek, tohum,
prina ve kabuk bazi meyvelerin toplam agirhigmin %30’unu  olusturmaktadir
(Albuquerque, Heleno, Oliveira, Barros ve Ferreira, 2021; Dibanda, Akdowa, Rani,
Tongwa ve Mbofung, 2020). Sarap iiretimi sonrasinda kalan atiklarin toplam islenmis
tiziimlerin agirlikca %?20-30’una karsilik geldigi ve iiziim polifenollerinin yaklasik
%70’inin posada kaldig1 belirtilmistir. Yine tiim meyvenin %40’ mi1 olusturan ve fenolik
bilesikler bakimindan zengin nar (Punica granatum L.) kabuklarinin genel olarak atik
olarak goriildiigii, endiistriyel olarak degerlendirilemedigi bildirilmektedir (Albuquerque
ve digerleri, 2021). Kizilcik suyu isleme endiistrisinin yan iiriinii olan posanin da, iyi bir
ellagik asit kaynagi oldugu raporlanmigtir (Martins ve digerleri, 2011). Narenciye
endiistrisi yan Uriinleri, 6zellikle kabuklarin yenilebilir kisimlara kiyasla daha yiiksek
miktarlarda toplam fenolik igerdigi bulunmustur. Elma, seftali ve armut kabuklarinin,
soyulmus meyvelerde bulunandan iki kat daha fazla toplam fenolik madde igerdigi
belirtilmistir. Muzun yenilebilir posasinin 232 mg/100 g kuru agirlik fenolik igerdigi, bu
miktarn kabuktaki fenolik madde mikarinin yaklasik %25’ine karsilik geldigi

raporlanmustir (Balasundram, Sundram ve Samman, 2006).

2.3.1. Fenolik Asitler

Karboksilik asit i¢eren fenolik bilesiklere fenolik asitler denilmektedir. Karboksilik asitin
fonksiyonel grubu, dogrudan fenol halkasina bagliysa, hidroksibenzoik asit, karboksilik
asit fonksiyonel grubu ve fenol halkas1 iki ¢ift bagli karbonla (bir C=C bag1) ayrilmus ise,
hidroksisinnamik asit olarak adlandirilirlar (Hamad, 2016). Hidroksibenzoik asitlere
ornek olarak, salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik ve
vanilik asit verilebilir. Bitkisel gidalar, bu bilesikleri iz miktarda igermekte ya da hig
icermemektedirler. Hidroksisinamik asitlerin ise, hidroksibenzoik asitlere kiyasla
gidalarda daha fazla bulundugu bilinmektedir. Onemli hidroksisinnamik asitler olarak
ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-kumarik asit verilebilir (Gao ve digerleri,
2022). Fenolik asitler esterler, glikozitler veya amidler formunda bulunmakla birlikte
nadiren serbest formda da bulunabilmektedir. Fenolik asitlerdeki c¢esitlilik, aromatik
halkadaki hidroksil gruplarinin sayisi ve yerlesimin farkliligindan ileri gelmektedir
(Khoddami ve digerleri, 2013)



2.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler, bilinen sekiz bini askin fenolik bilesigin yarisindan fazlasini olusturan ve
insan diyetinin baslica polifenolleri arasinda yer alan fenolik bilesiklerdendir. Bu
bilesikler bitkinin karotenoidler ve klorofillerle birlikte mavi, mor, sar1, turuncu ve
kirmizi renklerinden sorumludurlar. Flavonoidler difenil propan ve iki benzen halkasinin
ticlii karbon zinciriyle birlesmesinden olusurlar. Flavonoid yapisindaki ¢esitlilik, temel
molekiili degistiren hidroksilasyon, prenilasyon, alkalilestirme ve glikosilasyon
reaksiyonlarindan kaynakli meydana gelmektedir (Khoddami ve digerleri, 2013)
Flavanoidler bir veya daha fazla seker molekiiliine bagli olduklarinda flavonoid glikozit
olarak ve bir seker molekiiliine bagl olmadiklarinda ise aglikonlar olarak
adlandirilmaktadirlar (Haminiuk ve digerleri, 2012). Flavonoidler merkezi konumda yer
alan karbon halkasmin oksidasyon durumuna gore flavonoller flavonlar, flavanonlar,

flavan 3-oller, antosiyaninler, ve izoflavonlar olmak tizere 6 gruba ayrilirlar.

Flavonollerin baslica temsilcileri; mirisetin, kaempferol ve kuersetin olup, pirasa, brokoli,
karalahana ve soganda bol miktarda bulunmaktadirlar. Cay ve kirmizi sarap, flavonollerin
glikoz veya rhamnoz gibi baz1 basit sekerlerle glikozit formunu da i¢ermektedir.
Katesinler olarak da bilinen flavanollerin, ¢ay, kakao, elma ve ¢ilek gibi bazi meyvelerde
bol miktarda oldugu belirtilmistir. Epikatesin, epikatesin gallat ve epigallokatesin gallat,
katesin ornekleridir. Flavanoller, antioksidan aktiviteleri ile bilinir ve kardiyovaskiiler
saglik yararlari ile iligkilendirilirler (Alara ve digerleri, 2021). Hesperidin ve naringenin
gibi flavanonlar turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadirlar (Singh ve digerleri, 2020).
Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleriyle bilinmektedirler. Antosiyaninler, bitkilerde
bol miktarda bulunan bir flavonoid grubu icinde suda ¢oziiniir dogal pigmentlerin bir
siifidir. Antosiyaninler, yapilarindaki hidroksil gruplarinin yeri ve miktarina, glikasyon
derecesine ve elektron donorlerine bagli olarak iyi bir antioksidan aktiviteye sahiptir.
Antosiyaninler, bircok meyve ve sebzede canli kirmizi, mor ve mavi renklerden
sorumludurlar. Iyi bilinen antosiyanin bilesikleri arasinda siyanidin, delfinidin ve
malvidin siralanabilir (Albuquerque ve digerleri, 2021). Genistein ve daidzein gibi

izoflavonlar agirlikli olarak baklagillerde, 6zellikle soya fasulyesinde bulunur. Ostrojenik
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aktiviteleri ile taninirlar ve menopoz semptomlarint hafifletmek ve hormonla iligkili
belirli kanser riskini azaltmak dahil olmak iizere potansiyel saglik yararlari ile ilgi

¢ekmektedirler (Vitale, Piazza, Melilli, Drago ve Salomone, 2013).

2.3.3. Lignanlar

Lignanlar, iki fenilpropanoid biriminin oksidatif eslesme reaksiyonlar1 sonucu
dimerizasyon yoluyla olusmaktadir. Genis yapisal cesitlilikleri, terminolojilerinde ve
simiflandirmalarinda farkliliklara neden olmustur. Sekiz tip lignan, karbon zinciri
iskeletine, oksijenin iskelete entegre edilme sekline ve siklizasyon moduna gore
smiflandirilmaktadir (Ecevit, Barros, Silva, ve Reis, 2022; Lv ve digerleri, 2021). Dogal
bitki bilesiklerinin bir sinifi olan lighanlar keten tohumu, susam ve balkabaginda yaygin
olarak sentezlenirler. Lignanlarin &strojenik ve anti-strojenik aktiviteye sahip olduklari

bildirilmistir (Albuquerque ve digerleri., 2021; Gao ve digerleri, 2022).

2.3.4. Stilbenler

Stilbenler, liziim, ¢ilek, yer fistig1, kirmizi sarap ve bazi sifali bitkiler gibi cok cesitli diyet
kaynaklarinda dogal olarak bulunan bir fenolik bilesik sinifidir. Ancak ana diyet
kaynaklar1 yer fistigi ve tiztimdiir. Stilben bilesiklerinin temel kimyasal yapisi 1,2-
difeniletilendir ve bitkilerde trans formu yaygin olarak bulunur. Son zamanlarda
stilbenler, antiinflamasyon, antikarsinojenik, antidiyabet ve antidislipidemi aktiviteleri
gibi ¢ok cesitli saglhiga yararli etkileri nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmistir. Bu grubun ana
temsili bilesigi, kardiyovaskiiler sistemde antioksidan etkiler gosteren ve gesitli tiimor
hiicrelerinde ¢oklu ilag direncini kemoterapotik ajanlara duyarli hale getirerek tersine
cevirebilen resveratrol bilesigidir (Gao ve digerleri., 2022; Lv ve digerleri, 2021; Zhang,
Cai, Cheng ve Zhang, 2022).

2.4. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Diyet polifenollerinin beslenme ve saglik arasindaki iligkisini ortaya koyan giiglii bilimsel
kanitlarin varligi, giinlimiizde aragtirmacilari bu bilesiklerin bitki dokularindan minimum

hasar ile elde etmesini amaglayan caligmalara yoneltmistir. Fenolik bilesikler, fenolik
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asitler gibi monomerlerden tanenler gibi olduk¢a polimerize molekiillere kadar degisen
¢ok karmasik bir bilesik ailesini temsil etmektedir. Bu karmasik yapiya ilave olarak bu
bilesikler hidroksil gruplarina bagl bir veya daha fazla seker birimi (monosakkaritler,
disakkaritler ve hatta oligosakkaritler) ile konjuge formlarda bulunurlar. Ayrica
karboksilik asitler, aminler ve lipitler (6rn. terpenler) gibi diger bilesiklerle de bag
yapabilirler. Bununla birlikte bitki materyallerinden fenolik bilesiklerin geri kazanimini
etkileyen ¢ozgen polaritesi, bilesiklerin stabilitesi, ekstraksiyon dncesi 6rnek hazirlama
ve ekstraksiyon yontemleri gibi ¢ok fazla parametre bulunmaktadir. Yapilan ¢ok sayida
nitelikli bilimsel ¢alismaya ragmen tiim fenoliklerin veya belirli bir grubun ekstraksiyonu

icin genel kabul gérmiis bir prosediir olugturulamamistir (Alara ve digerleri, 2021).

Geleneksel olarak, fenolik bilesiklerin, 0Ozellikle serbest fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu, su, aseton, etanol, metanol gibi organik ¢oziictilerin kullanildig: farkli
geleneksel kati-sivi ekstraksiyon teknikleri (Soxhlet, maserasyon, hidrodistilasyon vb.)
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Ekstraksiyonun kantitatif ve kalitatif performansinin
biiyiik olglide kullanilan ¢oziicliniin polaritesine bagli oldugu bilinmekle birlikte,
ekstrakte edilecek fenolik bilesiklerin kimyasal bilesimine, bunlarin hidroksil gruplarinin
sayis1 ve konumuna, molekiiler boyutuna, sicaklik, temas siiresi, partikiil boyutu, substrat
:¢Oziicii oranina ve gida matrisine baglh olarak degismektedir (Lama-Muiioz ve Contreras,

2022).

Geleneksel yontemlerden biri olan maserasyon, toz haline getirilmis bir numunenin
kapal1 bir sistem i¢inde uygun ¢oziiciiye batirilmasi ve ardindan oda sicakliginda sabit
veya diizenli ¢alkalamanin kullanildigi basit bir ekstraksiyon yontemidir. Ekstraksiyon
sonrast kati kismi ¢oziiciiden ayirmada genellikle filtreleme islemi kullanilmaktadir.
Maserasyon kolay bir teknik olmasina ragmen, zaman alic1 olmasi ve biiyiik hacimlerde
solvent gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir (Alara ve digerleri, 2021). Dekoksiyon
teknigi, bitki orneklerinin kaynatilmasin1 veya bitki orneklerinin iizerine kaynamis su
dokiilerek karisimin belirli bir siire bekletilmesini iceren, ¢ogunlukla eczacilikta 1siya
dayanikli ve suda ¢oziiniir fitokimyasallarin ekstrakte edilmesinde kullanilan bir tekniktir.
Yine eczacilikta siklikla kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri olan perkolasyon

teknigi toz haline getirilmis numunenin perkolatdor denilen kapali bir sisteme
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yerlestirilmesini ve ¢oziicliniin kademeli olarak yukaridan asagiya dogru belirli araliklarla
damitilmasini igermektedir (Belokurov, Narkevich, Flisyuk, Kaukhova ve Aroyan, 2019).
Soxhlet ekstraksiyonu yaygin olarak "kati-sivi ekstraksiyonu" olarak bilinen en eski
ektsraksiyon tekniklerinden biridir. Soxhlet ekstraksiyonunda seliilozik bir yapiya sahip
kartus igerisine kiigiik parcalara ayrilmis kat1 materyal konur ve ekstraksiyon kolonuna
yerlestirilir. Cam balona ¢ozgen ilave edilir ve 1sitict yardimiyla bu ¢dzgenin
buharlagmas1 saglanir. Buharlasan ¢ozgen once ekstraksiyon kolonuna sonrada geri
sogutucuya ulasip yogusturulur ve tekrar ekstraksiyon kolonuna gelerek ¢oziinecek
maddenin ¢dziiciiye gecisi saglanir. Ardindan ¢dzgen tekrar cam balona geri doner.
Siirekli bir proses olan soxhlet ekstraksiyonunun, maserasyon yontemine gore daha az
zaman ve solvent gerektirmesi, ekstraksiyon sonrasi filtrasyon gerektirmemesi gibi
avantajlara sahip oldugu bildirilmistir. Ancak geleneksel soxhlet ekstraksiyonunun da
cozgenin kaynama noktasinda katt maddeye muamelesi nedeniyle 1stya duyarl
bilesiklerin hasara ugramasi s6z konusudur. Gilinlimiizde yiiksek basing, ultrason ve
mikrodalga gibi yardimci enerji bigimlerininin dahil edilerek soxhlet ektraksiyonu
modifiye edilmis, Ornek hazirlama ve ekstraksiyon siirelerinin kisaltilmast ve

ekstraksiyon diizeneginin otomatiklestirilmesi amaglanmistir (Castro, 2010) .

Geleneksel ekstraksiyon teknikleri basit prosediirlere sahip olsalar da, diisiik ekstraksiyon
verimi, uzun zaman ve yogun is giicli gereksinimi, toksik olabilen ve ekstraktlarda eser
miktarda kalabilen yiiksek miktarda organik ¢oziicii tiiketimi gibi dezavantajlara sahiptir.
Bu dezavantajlardan dolayi, son yillarda bu geleneksel tekniklerin yerini, bir enerji
kaynagimin kullanildig1 alternatif ekstraksiyon yontemleri almaktadir. Yesil teknoloji
(green technology) temeline dayanan bu teknikler, enerji tiiketimini azaltan, toksik
olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen, tesislere uygun, islem sonunda geri kazanimi
miimkiin ¢6ziiciilerin kullanimina izin veren, yiiksek verimlilik ve saflikta ekstrakt elde
etmeyi saglayan, az miktarda ¢6ziicii tiiketimi nedeniyle diisiik maliyetli yontemler olarak
goriilmektedir.  Giiniimiizde fenolik bilesiklerin  ekstraksiyonunda  geleneksel
ekstraksiyon tekniklerinin yan1 sira, siiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga destekli
ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan, darbeli ohmik 1sitma,

yiiksek basing gibi tekniklerin kullanilmaya baslandig1 ve sonuglarin umut verici oldugu
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belirtilmistir (Bubalo, Vidovic, Redovnikovic ve Jokic, 2018; Huang ve digerleri., 2023,;
Moro, Bender, da Silva ve Penna, 2021).

Kesfinden bu yana biiyiik bilimsel ilgi goren siiper kritik sivi ekstraksiyonu; cevresel,
farmasotik, polimer ve gida analizi uygulamalarinda yer almaya baglamistir. Gida
endiistrisinde ¢ay ve kahvenin kafeinsizlestirilmesi, aroma ve renk maddeleri, vitaminler
gibi gida bilesenlerinin {retimi, pestisitlerin gidalardan uzaklastirilmasi, tarimsal
endiistriyel atiklardan biyoaktif bilesenlerin ekstrakte edilmesi gibi ¢esitli uygulamalarda
kullanildig1 goriilmektedir. Karbondioksit (COz) inert olmasi, toksik olmamasi ve diisiik
kritik sicaklikta ekstraksiyona izin vermesi nedeniyle siiper kritik siv1 ekstraksiyonunda
ideal ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Ancak siiper kritik CO2’nin polar olmayan karakteri
sebebiyle polifenoller gibi polar bilesikleri ¢6zme kapasitesinin az oldugu bildirilmistir.
Bu nedenle ekstraksiyon verimini arttirmak amaciyla etanol, metanol, aseton veya su gibi
yardimci ¢oziiciilerin sisteme eklenmesi gerektigi raporlanmistir (Moro ve digerleri,

2021).

Ultrasonikasyon saniyede 20000 veya daha fazla titresime sahip ses dalgalarinin enerji
iretimi olarak tanimlanmaktadir. Ultrasonikasyon igin gelistirilmis cihazlar 20 kHz - 10
MHz frekans iiretebilmektedir. Ultrasonikasyonun 1s1l isleme gore en 6nemli avantajinin,
proses sicakligi diigiikken, bozulma yapan ve patojenik mikroorganizmalarin ve
istenmeyen enzimlerin inaktivasyonunu saglayarak {irlinlin tat, koku, doku ve besin
maddelerinin daha iyi korunmasi oldugu bildirilmistir (Yikmis, Aksu, C6l ve Alpaslan
2019). Ultrason destekli ekstraksiyonda yiiksek frekansli ultrasonik dalgalarin
olusturdugu kavitasyon nedeniyle hiicre duvari pargalanir ve iiretilen termal enerji ile
birlikte coziicii doku icine penetre olur ve ¢dziinen maddenin ¢oziiciiye transferi
gerceklesir (Huang ve digerleri, 2023; Martinez-Ramos ve digerleri, 2020). Bitki
bilesenlerinin 6ziitlenmesinde ultrason destekli ekstraksiyon daha kisa siire, daha az
¢coziici kullanimi, iyi kalite ve yiiksek verimde ekstrakt geri kazanimi sebebiyle
onerilmektedir (Carrera, Ruiz-Rodriguez, Palma ve Barroso, 2012). Turunggil
kabugundan fenolik bilesen ekstraksiyonunda maserasyon ve ultrason destekli

ekstraksiyonun etkilerinin arastirildigi  ¢alismada ultrason destekli ekstraksiyonun

14



maserasyon yontemine kiyasla daha diisiik sicaklikta daha yiiksek ekstraksiyon verimine
sahip oldugu tespit edilmistir (Ma, Chen, Liu ve Ye, 2009).

Mikrodalga, 300 MHz ila 300 GHz frekans araligina sahip elektromanyetik enerjiye
sahiptir. Elektromanyetik enerji, iyonik iletim ve dipol doniisii yoluyla 1s1 enerjisine
aktarilmaktadir. Mikrodalga enerjisi tarafindan {retilen elektrik alan pargaciklarin
hareketine neden olmakta ve hizli bir enerji salinimi gergeklesmektedir (Alvi, Asif ve
Khan, 2022). Mikrodalga destekli esktraksiyonda bitki dokulari ve hiicre duvari ile
etkilesime giren ve bitki matrisinde bulunan nemin 1sinmasina ve buharlasmasina neden
olan bosluklu magnetrondan elektromanyetik dalgalar iiretilir. Mikrodalganin yarattigi
basing, bitki hiicrelerinin sigmesine, matristeki yapisal degisikliklere ve hiicrelerin
parcalanmasina neden olmakta ve ¢6ziinen maddelerin kiitle transferini ve bitkiden
fitokimyasalin 6ziitlenmesi saglamaktadir (Dhua, Kumar, Sharanagat ve Nema, 2022).
Mikrodalga destekli esktraksiyonun etkinligi solvente, mikrodalga 1sinlama giiciine,
ekstraksiyon siiresine, sicakliga, basinca, solvent-numune oranina ve bitki matrislerinin
Ozelliklerine (nem ve partikiil boyutu dahil) bagl olarak degismektedir. Mikrodalga
destekli esktraksiyon daha diisiik solvent tiiketimi, ¢evreye daha az atik salinimi, daha
hizli ekstraksiyon (genel olarak 1-20 dakika) ve mikrodalgalarin cihazi 1sitmayarak
sadece numuneyi 1sitmasi sebebiyle enerji tasarrufu saglamasi gibi geleneksel yontemlere
kiyasla bir¢ok avantaja sahip oldugu vurgulanmistir (Dibanda ve digerleri, 2020; Tomasi,

Santos, Boaventura ve Botelho, 2023).

Polifenolleri ekstrakte etmek i¢in kullanilan ¢oziiciiler arasinda su, metanol, kloroform,
n-heksan, etanol, propanol, etil asetat ve aseton bulunmaktadir. Bu ¢oziiciilerin
polaritelerinde farklilik fitokimyasallarin ekstraksiyonu tizerinde farkli etkilere neden
olmaktadir. Bir numuneden tiim fenolik bilesik siiflarin1 ayn1 anda ekstrakte edebilen
tek bir solventin olmadigi, genel olarak asetonun, proantosiyanidinleri ve tanenleri;
etanoliin flavonoidleri ve bunlarin glikozitlerini; metanolun fenolik asitler ve katesini
oziitlemede daha iyi oldugu belirtilmistir. Bu durum ¢o6ziicliniin molekiiler agirligi ne
kadar yiiksekse, polaritenin o kadar diisiik olmasi ve benzer molekiiler agirliga sahip diger
maddeleri daha kolay ekstrakte edebilmesiyle agiklanmistir. Aseton, etanol ve metanoliin

polaritesi sirasiyla 0,355; 0,654 ve 0,762 oldugundan, diisiik polariteye sahip asetonun
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yogunlagtirilmis tanenler gibi yliksek molekiiler agirliga sahip fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in ideal oldugu raporlanmistir (Mokrani ve Madani, 2016).

Mutlak organik ¢6ziiciilere kiyasla sulu organik ¢6zgen kullaniminin daha iyi 6ziitleme
verimliligine sahip oldugu belirtilmistir (Alara ve digerleri, 2021). Cine 6zgii geleneksel
tibbi bir bitkiden fenolik bilesen ekstraksiyonunda farkli ¢ozgen (etanol, metanol ve
aseton) ve sulu formlarinin etkisi incelenmis ve her ii¢ organik ¢6ziictiniin %0-70
konsantrasyon araliginda konsantrasyon arttik¢a toplam fenolik madde igeriginin arttigi
belirlenmistir. Ancak %70-90 arasinda, organik ¢oziicli konsantrasyonunun artmasiyla
fenolik bilesen igeriginin ii¢ organik ¢oziicii i¢in de azaldigi vurgulanmistir (Ma ve

digerleri, 2021).

Optimum ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin secilmesine ek olarak, siire ve sicaklik bitkisel
gidalardan ekstrakte edilen fenoliklerin verimini etkileyen diger iki nemli parametredir.
Genel olarak, artan zaman ve sicaklik ¢6ziinecek maddenin ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir
ancak bitki fenolikleri uzun ekstraksiyon siireleri ve yiiksek sicakliklar nedeniyle
enzimatik oksidasyon gibi istenmeyen reaksiyonlara maruz kalip bozulurlar. Santos ve
Martins'in (2023) yenilebilir ¢gigekten fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin yaptiklari
optimizasyon c¢alismasinda, antosiyaninlerin ekstraksiyonunun en ¢ok sicaklik
parametresinin etkiledigini, fenolik bilesiklerin ve flavonoidlerin iceriginin geri kazanim

verimini ise en ¢ok zamanin etkiledigini bulmuslardir.

Solvent-numune oraninin ve gerceklestirilen tekrarli ekstraksiyonlarin sayisinin da
fenoliklerin geri kazanmmini etkiledigi bildirilmistir. Solvent-numune oraninin
arttirtlmasinin, bitki numunelerinden fenolik bilesikleri 6ziitlemeyi tesvik ettigi ancak
solvent miktarinin dikkate alinmasi ve solventin fenolik bilesikler bakimindan
doygunluga ulagmasini en aza indirmek i¢in optimum oranin belirlenmesi 6nerilmektedir

(Khoddami ve digerleri, 2013).
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2.5. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Aktive ile Tliskisi

Reaktif oksijen tiirlerinin ¢ok kararsiz oldugu ve DNA, membran lipitleri ve proteinler
dahil olmak iizere bir¢ok bilesikle hizla reaksiyona girerek diyabet, hipertansiyon, kanser,
norodejeneratif, mide {ilserleri ve artrit gibi diinya ¢apinda artan vakalarla sonuglanan
saglik sorunlarina neden oldugu bilinmektedir. Fenolik bilesikler acisindan zengin bir
diyetin, hiicre metabolizmasindan bu serbest radikalleri temizleyerek yaslanmaya ve yasa
bagl hastaliklara yol agan oksidatif hasar1 6nleyebilecegi 6ne siiriilmektedir (Feumba ve
digerleri, 2020). Bir¢ok c¢alismada, yiiksek oranda polifenol tiikketiminin kanser ve
enflamatuvar hastaliklara karsi koruyucu oldugu raporlanmistir (Oliveira ve digerleri,
2012).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, serbest radikalleri temizleme, oksidasyon
slirecinde yer alan enzimleri inhibe etme, hidrojen atomu ya da elektron doénorii olma
veya metal katyonlarini selatlama yeteneklerinden ileri gelmektedir. Fenolik bilesiklerin
kimyasal yapisi, radikal yakalama ve metal selatlama aktivitelerinde belirleyici
olmaktadir. Fenolik asitler sz konusu oldugunda, antioksidan aktivite, hidroksil grubu
sayisina ve konumuna bagl degismektedir. Bu bilesiklerde hidroksil gruplarinin sayisi ne
kadar yiiksekse, bilesigin o kadar yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi bilinmektedir. ki
hidroksil grubuna sahip kafeik asidin (3,4-dihidroksi-sinnamik asit), aromatik halkaya
bagli yalnizca bir hidroksil grubuna sahip olan p-kumarik asitten (4-hidroksisinnamik
asit) daha iyi antioksidan oldugu raporlanmistir (Olszowy, 2019). Karboksil grubuna (-
COOH) orto- veya para- pozisyonunda bulunan hidroksil grubuna sahip
monohidroksibenzoik asitlerin hi¢bir antioksidan aktivite géstermedikleri belirlenmistir.
Hidroksisinamik asitlerin, hidroksibenzoik asitlere kiyasla daha yiiksek antioksidan
aktivite sergiledigi vurgulanmistir. Flavonoidlerin yapi-aktivite iliskisi, flavonoid
molekiillerinin  gorece karmasikligindan dolayr genellikle hidroksibenzoik ve
hidroksisinamik asitlerden daha kompleks oldugu, bu bilesiklerde antioksidan aktiviteyi
B ve C halkalarindaki ikamelerin bazi yapisal 6zellikleri belirledigi ifade edilmistir.
Ornegin B halkasinin 30-, 40- ve 50- konumlarinda hidroksil gruplarmin varliginin, tek
bir hidroksil grubuna sahip olanlara kiyasla antioksidan aktivitesini arttirdigi

bildirilmistir. Ancak bu durumun antosiyanidinler i¢in gecerli olup katesinler i¢in tam
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tersi etki yarattigi da ortaya konmustur. C halkasina 3-hidroksil grubu bagli flavonoidlerin
antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Balasundram ve digerleri,

2006; Oliveira ve digerleri, 2015).

a COOH p CH=CHCOOH
1 1
6 2 6 2
5 3 5 3
4 4

Sekil 2.3. a) benzoik asit, b) sinamik asit ve c) flavonoidin temel yapilari

Baz1 fenolik bilesikler (6zellikle flavonoidler), canli organizmalarda oksidasyon
sirecinde yer alan enzimlerin aktivitesini etkileyebilmektedirler. Flavonoidlerin
glutatyon ile iliskili enzimleri (glutatyon S transferaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz) aktive edebildigi bilinmektedir. Gentisik asit, gallik asit, ferulik asit ve p-
kumarik asidin ardisik 14 giin boyunca 100 mg/kg viicut agirligi dozunda siganlara
verildigi caligmada, karaciger ve ince bagirsakta siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz aktivitesinde artisa neden oldugu raporlanmistir (Yeh ve Yen,
2006).

Caligmalar, polifenollerin antioksidan kapasitesinin protein-fenolik etkilesimlerden
etkilenebilecegini de gostermektedir (Oliveira ve digerleri, 2015). Bir arastirmada siit
proteinlerinin polifenollerin DPPH radikal yakalama aktivitesini %70 oraninda azalttig:
raporlanmistir (Xiao ve digerleri, 2011). Dubeau, Samson ve Tajmir-Riahi (2010)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise caylara siit eklenmesinin ABTS radikal
yakalama kapasitesi ile Ol¢iilen antioksidan kapasitelerinde %6 ile %20 arasinda

azalmaya yol agtigini1 gézlemlemislerdir.
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2.6. Fenolik Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktive ile Tliskisi

Yapilan literatiir arastirmasinda, fenolik bilesiklerin potansiyel antimikrobiyal
Ozelliklerinin kapsamli olarak incelendigi belirlenmistir. Fenolik bilesikler ve
antimikrobiyal aktivite arasindaki iliski, bu bilesiklerin ilag, gida muhafazasi ve saglik
hizmetleri dahil olmak iizere ¢esitli endiistrilerdeki potansiyel uygulamalarindan dolay1

biiyiik ilgi gormektedir.

Fenolik bilesiklerin belki de en eski tibbi uygulamasi fenoliin antiseptik olarak
kullanilmasidir. Staphylococcus aureus’a karsi etkili olan modern antiseptik maddelerin,
%S5’lik (a/h) bir fenol ¢ozeltisiyle karsilastirildigi ve giliniimiizde fenoliin %1,4°liik
konsantrasyonda bogaz pastillerinde oral anestezik olarak kullanildigi belirtilmistir

(Vermerris ve Nicholson, 2006).

Fenolik bilesikler birden fazla mekanizma yoluyla antimikrobiyal aktivite
sergilemektedirler. Ana mekanizmalardan biri, mikroorganizmanin hiicre zar
gecirgenligini  bozmasidir. Bu durum hiicresel bilesenlerin disari sizmasma ve
nihayetinde hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Hiicre zar1 lizerindeki bu yikicr etki, fenolik
bilesiklerin hiicre zarinda bulunan lipidler ve proteinlerle etkilesime girmelerini saglayan
hidrofobik dogasi ile iligkilendirilmistir (Bouarab-Chibane ve digerleri, 2019). Ayrica
fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliginin antimikrobiyal aktivitelerine de katkida
bulundugu bildirilmistir. Fenolik bilesiklerin neden oldugu oksidatif stresin,
mikroorganizmalarin DNA’sina, proteinlerine ve lipidlerine zarar vererek biiylimelerini
ve hayatta kalmalarini etkiledigi raporlanmistir. Bu etki mekanizmalarinin yani sira,
metabolizmada yer alan ¢esitli enzimlerin aktivitesini modiile ettikleri de belirlenmistir
(Ecevit ve digerleri, 2022; Lima ve digerleri, 2019). Ferulik asit, gallik asit, karvakrol,
timol ve Gjenol gibi bircok fenolik bilesigin, iyon akiginda yarattiklar1i degisimler
nedeniyle mikroorganizmanin hiicre i¢i pH’sinin bozulmasina neden olduklar1 ve enerji
tiretim sistemine miidahale ederek iretimi bloke ettikleri belirtilmistir (Zamuz ve

digerleri, 2021).
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Fenolik bilesiklerin antimikrobiyel aktivitesi kimyasal yapilarina, konsantrasyona ve
hedeflenen mikroorganizmaya bagli olarak degismektedir. Resveratrol ve kuersetin gibi
baz1 fenolik bilesiklerin, ¢ok ¢esitli mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu
antimikrobiyel aktivite gosterdigi ancak timol ve 6jenol gibi fenoliklerin 6zellikle bakteri
ve mantarlara kars1 daha spesifik antimikrobiyal etki ortaya koyduklar1 belirtilmistir
(Lima ve digerleri, 2019; Zamuz ve digerleri, 2021). Bir arastirmada kurkumin,
resveratrol, sinemaldehid, p-kumarik asit ve koniferil alkoliin Escherichia coli W1485 ve
Bacillus cereus suslari tizerindeki antibakteriyel etkisi incelenmis ve 240 pg/mL
resveratroliin E. coli W1485’1i 48; 240 pg/mL sinemaldehitin B. cereus’u 4 saatte inhibe
ettigi tespit edilmistir (Makwana, Choudhary, Haddock ve Kohli, 2015). Bir¢ok meyve,
sebze ve bitkide bulunan baslica klorojenik asitlerden biri olan 5-O-kafeoilkinik asitin (5-
CQA) yapisal, spektroskopik ve biyolojik aktivetisinin kapsamli olarak arastirildig:
calismada, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Candida albicans'a karsi
minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) degerlerinin 5-10 mg/mL oldugu ve test edilen
mikroorganizmalar arasinda en gii¢lii antimikrobiyal aktivitenin K. pneumoniae 'ye karsi
belirlendigi  raporlanmistir  (Bajko, Kalinowska, Borowski, Siergiejczyk ve
Lewandowski, 2016). Baz1 sentetik gida koruyucular1 veya biyositlere alternatif olarak
dogal bitki bazli antimikrobiyal bilesiklerin kullaniminin tartisildig1 derlemede, pek ¢ok
bitki fenolik bilesiginin antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmis ve gida ile temas eden
yiizeylerde biyofilm kontrolii i¢in fenolik bakimindan zengin bitki 6zlerinin kullaniminin

fayda saglayacagi vurgulanmistir (Oulahal ve Degraeve, 2022).

Antimikrobiyal ilaglarin gelisigizel kullanimi sonucunda, son yillarda belirli
antibiyotiklere karsi direngli patojen mikroorganizmalarin ortaya ¢ikist artmustir.
Bakteriyel patojenlerde antimikrobiyal direng, yiiksek morbidite ve mortalite ile
iliskilendirilmektedir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerdeki ¢oklu ilag direnci
modellerinin tedavisi olduk¢a zordur ve geleneksel antibiyotik tedavilerini etkisiz
kilmaktadir. Buchmann ve digerleri (2022) ve Hossain ve digerlerinin (2020)
arastirmalarinda geleneksel antibiyotiklerle kombinasyon halinde fenolik bilesiklerin
kullaniminin sinerjistik antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Calisma bulgulari

fenolik bilesiklerin antibiyotiklerle kombinasyonunun hem Gram-pozitif hem de Gram-
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negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkinligi arttirdigin1 gostermektedir. Bu durum
hastalarda potansiyel olarak gerekli antibiyotik dozunun azaltilabilecegini ve antibiyotik

direnci gelisiminin en aza indirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Aragtirmalar fenolik bilesiklerin, E. coli ve Salmonella tiirleri gibi bakterilerin yani sira
Aspergillus tiirleri gibi kiifler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli gida kaynakli patojenlerine
karsi Onleyici etkileri sebebiyle, gida muhafazasi i¢in dogal koruyucu olarak
kullanilabileceklerini gostermektedir. Giiglii antimikrobiyal aktiviteleri ve bitkilerde
yaygin olarak bulunmalari, fenolik bilesikleri bulasic hastaliklara kars1 miicadelede yeni
antimikrobiyal ajanlarin ve stratejilerin gelistirilmesi i¢in umut verici adaylar haline

getirmektedir (Pires ve digerleri, 2018; Zambrano ve digerleri, 2019).

2.7. Ayvada Bulunan Fenolik Bilesikler

Ayvanin farkli boliimleri énemli ve farkli miktarlarda fenolik bilesik icermektedir.
Ayvanin, kafeoilkinik asit tiirevleri ve kumaroilkinik asit tiirevlerini i¢ceren otuz dort adet
polifenole sahip oldugu rapor edilmistir (Hanan ve digerleri, 2020). Mono ve
dikaffeoilkinik asitlerin (3-O-kafeoilkinik, 4-O-kafeoilkinik, 5-Okafeoilkinik ve 3,5-O-
dikaffeoilkinik asit) varlig1 ile karakterize edilen ayvanin posasinda kafeoilkinik asitlerin
fenolik kompozisyonun %99 unu olusturdugu ve en bol bulunan kafeoilkinik asitin 5-O-
kafeoilkinik asit (%57) (neoklorojenik asit) oldugu belirtilmistir (Pacifico ve digerleri,
2012). Hanan ve digerlerinin (2020) ayvanin kompozisyonu ve tibbi kullanimi hakkinda
derledikleri makalede ise ayva posasinda en yiiksek miktarda tespit edilen fenolik
bilesigin neoklorojenik asit oldugunu, ancak Pacifico ve digerlerinin (2012)
bulduklarindan daha diisiik olarak %37 oraninda neoklorojenik asit igerdigi
raporlanmistir. Ayn1 derlemede posada ayrica kuersetin-3-O-galaktozit, kuersetin-3-O-
rutinosit, kampferol-3-O-glukozit ve kampferol-3-O-rutinosit fenolik bilesiklerinin de
tanimlandig1 bildirilmistir. Ancak genel olarak kuersetin ve kaempferol tiirevlerinin
ayvada az miktarda bulundugu, prosiyanidinler ve klorojenik asit tiirevlerinin ise
polifenolik fraksiyonun ¢ogunlugunu olusturdugu vurgulanmistir. Bu bulgularin aksine
Silva ve digerleri (2004), ayva posasinda 3-O- kafeoilkinik asitin (klorojenik asit) en fazla
bulunan (%46) fenolik bilesik oldugunu tespit etmislerdir. Ayvanin %70 sulu etanol
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ekstraktinin  fenolik profilinin incelendigi aragtirmada, fenolik asitlerin %84,
flavonollerin %8, flavon-3ol ve prosiyanidinlerin %8 oraninda bulundugu bildirilmistir
(Strugata ve digerleri, 2018). Meyvelerin olgunlagsmasi ve olgunluk indeksi, fitokimyasal
bilesiklerin bilesimini belirlemektedir. Ayva meyvesinde olgunluk indeksi arttik¢a
fenolik bilesiklerin ve toplam ¢6ziinebilir kuru maddenin azaldigi belirtilmistir (Al-
Zughbi ve Krayem, 2022). Literatiirdeki farkliliklar ekstraksiyon kosularinin &tesinde

meyvelerin hasat zamani farkliliklari ile de agiklanabilir.

Ayva kabugunda kuersetin ve p-kumarik asitle agillenmis kaempferol tiirevlerinin
bulundugu, en yiiksek oranda rutin (kuersetin 3-O-rutinosit) fenolik bilesenini igerdigi
tespit edilmistir. Ayvanin elma ile kiyaslamali fenolik profilinin incelendigi bagka bir
calismada ayva kabugunda on dort adet fenolik bilesik tanimlanirken, elma kabugunda
dokuz adet fenolik bulunmustur. Kafeik, 3-kafeoilsikimik, 3-O-kafeoilkinik ve 4-O-
kafeoilkinik asitlerin sadece ayva kabugunda saptandigi belirtilmistir. Ayrica ayva
kabugunun elma kabugu ile kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda klorojenik asit
(kafeoilkinik asit) tiirevlerini ve prosiyanidin B1 igerdigi raporlanmistir (Sut, Dall’ Acqua,
Poloniato, Maggi ve Malagoli, 2018). Ayva kabugunda kirmizi pigment olusturan
siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3,5-diglukozitin belirlenen baslica antosiyaninler

oldugu saptanmistir (Stojanovi¢ ve digerleri, 2017)

Ayva yapraginda en fazla bulunan fenolik bilesigin 5-O-kafeoilkinik asit (%36,2) oldugu
bunu kuersetin-3-O-rutinositin (%21,1) takip ettigi bildirilmistir. Ayva yapragi ve
kabugunda kampferol glikozitlerin 6nemli bilesenler oldugu, yaprakta ve kabukta toplam
fenolik icerigin sirasityla %12,5 ve %4’iliniin kampferol-3-O-rutinositin olusturdugu
belirtilmistir (Oliveira ve digerleri, 2007). Kabuk ve yaprakta yiiksek oranda tespit edilen
flavonollerin meyveyi UV radyasyonundan koruma ile iliskili bir savunma mekanizmasi
oldugu raporlanmistir (Oliveira ve digerleri, 2012). Meyve ve yapraklarinin fenolik
kompozisyon ve antioksidan aktivitesinin belirlendigi ¢aligmada, genel olarak
yapraklarin meyveden daha yiiksek polifonel igerdigi belirlenmistir. Ayva yapraginin
meyvesinden 4 kat daha fazla fenolik madde icerdigi ve en yiiksek fenolik maddenin
stirastyla ayva, kizilcik, elma, aronya, Japon ayvasi, yaban mersini ve frenk iiziimi

yapraklarinda tespit edildigi bildirilmistir. Ayva yapraginda toplam fenoligin %33 {inlin
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polimerize proantosiyanidinlerin olusturdugu raporlanmistir (Teleszko ve Wojdyto,
2015). Oliveira ve digerleri. (2007) ayva posasinda sadece alt1 adet, ayva kabugunda on
lic adet ve ayva yapraginda ise dokuz adet fenolik bilesen tanimlamiglardir. Ayni
calismada ayva yapraginin en yiiksek fenolik bilesen miktarina sahip oldugu da ortaya

konmustur.

Ayva suyu fenolik bilesiklerinin antioksidan 6zelligi ve depolama stabilitesi ilizerine
yapilan bir ¢alismada, ayva suyunda baslica polifenolik gruplarin flavan-3-oller
(polimerik prosiyanidinler) (%63) > hidroksisinamik asitler (%36) > flavonoller (%1)
oldugu belirtilmistir. Ayva suyunda alt1 adet flavan-3-ol ((-)-epicatechin, (+)-catechin,

prosiyanidin B2 ve C1, prosiyanidin dimerleri ve trimerleri), bes adet kafeoilkinik asit
tirevi, alt1 adet flavonol (kaempferol ve kuersetin tlirevi) tanimlanmistir. Ayva suyunda
yiiksek prosiyanidin konsantrasyonunun meyve suyundaki acilik ve burukluk ile

dogrudan iliskili oldugu vurgulanmistir (Wojdyto ve digerleri, 2014a).

Ayva cekirdeginde on bir adet fenolik bilesenin tanimlandigi, bunlardan dordiiniin
hidroksisinamik asit ve tiirevleri oldugu, digerlerinin ise C-glikozil flavonlar (lusenin-
2,visenin-2, stellarin-2, izosaftosid, saftosid, 6-C pentozil-8-C glukozil krizoeriol ve 6-C-
glukozil-8-C-pentosil krizoeriol) oldugu raporlanmistir (Oliveira ve digerleri, 2007).
Ayva g¢ekirdeginin stellarin-2 (%18) agisindan zengin oldugu ancak diger ayva boliimleri
arasinda en diisiik fenolik icerige sahip oldugu bildirilmistir (Hanan ve digerleri, 2020).
Baska bir ¢alismada kafeoilkinik asitlerin, ¢ekirdek ekstraktinin belirlenen fenoliklerinin
%350’sini temsil etmekte oldugu, 5-O-kafeoilkinik asitin en fazla (%20) bulunan
kafeoilkinik asit tiirevi oldugu belirtilmistir. Aym1 c¢alismada ¢ekirdek C-glikozit
flavonlarin %50 oraninda icerdigi ve en fazla stellarin-2’nin (yaklasik %17) bulundugu

raporlanmustir (Silva ve digerleri, 2004).

2.8. Ayvanin Insan Saghg Uzerine Etkileri ve Kullanim Alanlar

Ayva ¢ok eski tarihlerden beri tibbi 6zellikleri ile bilinen essiz bir meyvedir. Geleneksel
tipta, ayva meyvesinin Oksiiriik tedavisinde, sistit, karin agris1 ve kabizligin

giderilmesinde, cildin nemlendirilmesinde kullanildigi bildirilmektedir (Pacifico ve
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digerleri, 2012). Gastrointestinal sistem tlizerindeki olumlu etkinin, ayvanin yiiksek lif
icerigi ile ilgili oldugu, ayvanin diski hacmini arttirarak ve diizenli bagirsak hareketi
saglayarak kabizlik gibi rahatsizliklar1 hafiflettigi belirtilmistir. Solunum sistemi
tizerindeki yatistirici ve iyilestirici etkisi ise ayvanin yliksek pektin igerigine atfedilen
yapigkan yapinin, bogazda koruyucu bir tabaka olusturarak rahatlama saglamasi ve tahrisi
azaltmast ile iligkilendirilmistir (Al-Zughbi ve Krayem, 2022). Meyvenin ayrica sinirlilik,
uykusuzluk, dizanteri, rahim kanamalari, yaralar ve bir¢ok cilt hastaligina kars1 etkili
oldugu bildirilmistir. Ayva yapraginin grip, bronsit, karin agris1 ve diyareye iyi geldigi
ayrica yatistirict etkisinin de bulundugu belirtilmistir. Ayva c¢ekirdeginin ise ishal,
dizanteri, kolik ve kabizlik gibi gastro intestinal sistem bozukluklarimin tedavisinde
kullanildigi raporlanmigtir (Hanan ve digerleri, 2020; Rather ve digerleri, 2023). Ayrica
literatiirde ayva cekirdegi miisilajinin yaralar1 iyilestirdigini kanitlayan c¢ok sayida
yayinin oldugu tespit edilmistir (Darvishi, Kahrizi, Arkan, Hosseinabadi ve Nematpour,
2021; Hemmati, Kalantari, Jalali, Rezai ve Zadeh, 2012; Oran, Unal ve Gunduz, 2022).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, belirli kanser tipleri ve norodejeneratif hastaliklar dahil
olmak {iizere cesitli kronik rahatsizliklarda onemli rol oynayan oksidatif stresin
azaltilmasinda ayvada bulunan fenolik bilesikler ve C vitamini gibi antioksidanlar etkili
olmakta ve hastalik riskini azaltmaktadir. Ayvanin kardiyovaskiiler saglik i¢in 6nemli bir
meyve oldugu diizenli ayva tiiketiminin kan basincini ve LDL kolesterol seviyelerini
diistirmeye ve genel kalp sagligini iyilestirmeye yardimei olabilecegi vurgulanmistir. Bu
durum meyvenin zengin potasyum igerigi ve antioksidan bilesiklerin varlig1 ile

aciklanmistir (Amerizadeh, Vaseghi, Esmaeilian ve Asgary, 2022).

Ayva, potansiyel anti-enflamatuar ozellikleriyle de bilinmektedir. Ayvada bulunan
kuersetin ve kampferol gibi bazi bilesikler, artrit ve enflamatuar bagirsak hastaligi gibi
iltihapla iliskili semptomlar1 hafifletmeye yardimci olabilecek anti-inflamatuar etkiye
sahiptir (Rather ve digerleri, 2023). Ayvada bulunan fenolik asitler ve flavonoidler dahil
olmak tizere baz1 biyoaktif bilesiklerin, belirli mikroorganizmalar {izerinde statik ya da
sidal etki saglayarak mikrobiyal enfeksiyonlarin Onlenmesi ve tedavisine katkida

bulunabilecegi belirtilmistir (Lima ve digerleri, 2019).
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Modern tiptaki ve farmakolojik kullanimlari incelendiginde ayvanin birgok calismaya
konu oldugu goriilmiistiir. Ayva meyvesinin sicak su ekstraktinin, kontrol ve tedavi
gruplarina ayrilan farelerin tip I alerji (atopik dermatit) iizerine etkileri incelenmis ve
ozellikle %5 oraninda ekstrak ile 8 hafta boyunca beslenen farelerin kontrole gére daha
diistik IgE degerlerine sahip olduklar1 bildirilmistir (Shinomiya, Hamauzu ve Kawahara,
2009). Baska bir ¢aligmada ayva meyve kabugu fenoliklerinin, insan THP-1 hiicre
hattinda enflamasyonu siddetlendirdikten sonra antiinflamatuar ve anti-alerjik 6zellikleri
acisindan incelenmistir. Ayva meyve kabugu ekstraktinin, mast hiicrelerinden
Interleukin-10 ve Interleukin-6 salimimimi indiikleyerek sitokinler (TNF-a) ve
interlokinler (IL-8) gibi enflamatuar mediatérlerin salinimini 6nemli Sl¢iide inhibe ettigi
bulunmustur (Essafi-Benkhadir ve digerleri, 2012). Literatiirdeki ¢alismalar ayvanin sulu
meyve ektraktinin diyabetle iligkili komplikasyonlari azalttigini ortaya koymaktadir. Oral
giinliik ayva ekstrakt dozunun 28 giin boyunca (80, 160 ve 240 mg/kg viicut agirligi),
diyabetin indiiklendigi erkek sicanlardeki etkileri aclik kan sekeri Olgiilerek
degerlendirilmistir. Sonuglar, aclik kan sekerinin doza bagli olarak 6nemli oOlgiide
azaldigin1 gostermistir (Mohebbi ve digerleri, 2019). Ayva ¢ekirdegi miisilajinin yara
iyilestirici 6zelliginin in vivo olarak arastirildigi bir ¢alismada, %10 ve %20 ayva
cekirdegi miisilaji ilaveli kremle tedavi edilen grubun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak farkli oldugu, %20 ilaveli krem ile tedavi edilen tavsanlarin en iyi sonuglara sahip
olduklart ve yaranin 13 giinde tamamen iyilestigi bulunmustur (Tamri, Hemmati ve
Boroujerdnia, 2014).

Ayvanin gida sanayiindeki marmelat, komposto, regel, meyve suyu haricindeki farkli
kullanim alanlar1 incelendiginde ayva c¢ekirdeginin farkli 6zelliklerinin bilimsel
calismalara konu oldugu goriilmiistiir. Ayva cekirdeginin %0,5 ve %0,7 oraninda
ilavesinin dondurmada buz kristalleri olusumunu ve sertligini azalttig1, pliriizsiizIigi ve
genel kabul edilebilirligi iyilestirdigi belirtilmistir (Kurt ve Atalar, 2018). Ayrica ayva
cekirdegi miisilajinin, emiilsifiye edici, koyulastirici ve reolojik 6zellikleri nedeniyle gida
iriinli  formiilasyonlar1 i¢in uygun olabilecegi ve degerlendirilmesi gerektigi
vurgulanmistir (Rather ve digerleri, 2023). Dokoohaki, Sekhavatizadeh ve Hosseinzadeh
(2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, aljinat-ayva ¢ekirdegi miisilaji iginde

kapsiillenen Lactobacillus rhamnosus'un siitlii tath isleme kosullarinda korundugu ve
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gastrointestinal sisteme ulasan kapsiillerin uygun zamanda acildig1 belirtilmistir. Tekstil
enddistrisi, agir kimyasal madde kullanimi nedeniyle en yiiksek kirleticilerin olustugu bir
sanayidir. Bunun yan sira alerjik reaksiyonlarin sentetik boyalarla da iliskilendirildigi
bilinmektedir. Cevre dostu firiinlerin sentetik triinlerle yer degistirme anlayisinin
benimsenmesi (yesil teknoloji), ayva gibi diger meyvelerin de alternatif kullanim
olanaklarini arttirmigtir. Cerempei, Muresan, Cimpoesu, Carp-Carare ve Rimbu (2016)

ayva yapraginin tekstil sanayiinde dogal boya maddesi olarak kullanimini 6nermektedir.

2.9. Fenolik Bilesiklerin Biyoerisebilirligi ve Biyoyararlanimi

Biyoerisilebilirlik sindirimden sonra bagirsaga emilim i¢in ulasabilen, sindirilen gida
irtiniiniin miktar1 olarak tanimlanirken, biyoyararlilik ise viicuttaki metabolik veya
fizyolojik faaliyetlerde kullanilmak iizere sindirilmis gida matrisinden salinan besin ya
da biyoaktif bilesenlerin kan plazmasinda hazir halde bulunma orani seklinde tanimlanir
(Ince, Kose ve Cagindi, 2021). Guda iiriinlerinin biyoyararlanimi ve biyoerisilebilirligi,
hem in vivo hem de in vitro deneylerle 6lgiilebilmektedir. In vivo sindirim, bir besinin
tilketilmesinden sonra canlilarin analiz edilmesiyle, in vitro sindirim ise agiz, mide ve
bagirsak kosullariin laboratuvar ortaminda olusturulmasiyla gerceklestirilmektedir.
Giiniimiizde birgok bilimsel ¢aligmada in vivo sindirim ¢alismalarinin yerini, bireysel
farklilik, fizyolojik durum, doz ve diger gida bilesenlerinin sonuglari etkilemesi,
deneylerde insan ve hayvan varligina iliskin etik kisitlamalar sebebiyle in vitro sindirim
simiilasyon deneyleri almistir. In vitro ve in vivo degerlendirme sonuglar1 arasinda bazi
sapmalarin oldugu bilinmekle birlikte, in vitro sindirim daha basit, ucuz ve tekrarlanabilir
olmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Toktas, 2018).

Diyetteki fenolik bilesiklerin saglik iizerine fayda saglayabilmesi, diger fenoliklerle
konjugasyon durumlari, glikozilasyon/asilasyon derecesi, molekiiler biiyiikliik ve
¢ozliniirliik dahil olmak iizere yapilari tarafindan belirlenen emilim derecelerine baglidir.
Ayrica fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi, hiicre duvar1 yapilarindaki degisikliklerden,
hiicrelerdeki glikozitlerin yerlesiminden, metabolizmadaki bireysel farkliliklardan ve
fenolik bilesiklerin gida matrisindeki baglanmasindan da etkilenebilmektedir. Genel

olarak, fenolik bilesikler, suda sinirh ¢oziiniirliiliik, gastrointestinal sistem ve karacigerde
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yaygin metabolize edilme ve bagirsak epiteli boyunca zayif emilim gibi faktorler
nedeniyle diisiik biyoyararlanima sahiptirler. Diyetle alinan fenolik bilesiklerin yaklasik
%5-10’unun ince bagirsaklarda emilip periferik dolagima girebildigi belirtilmistir.
Fenolik bilesiklerin metilasyon, siilfasyon ya da glukoronidasyonu gibi enzimatik
biyotransformasyonlar sonucu meydana gelen yeni bilesiklerin, genellikle antioksidan
aktivitelerinin daha diisiik oldugu saptanmistir (Balasundram ve digerleri, 2006). Ayrica,
fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi, bagirsak mikrobiyota bilesimi, genetik varyasyonlar
ve genel saglik durumu gibi bireysel faktorlerden de etkilendigi belirtilmistir. Bazi
bireyler, bu faktdrlere bagli olarak fenolik bilesikleri absorbe etme ve metabolize etme
konusunda daha yiiksek veya daha diisiik yetenege sahip olabilmektedirler (Karakaya,
2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Meyvenin temini

Calismaya konu olan Esme ¢esidi Ayva meyvesi ve yapragi Aydin ilinden 2019 y1l1 Ocak

ayinda temin edilmistir.

3.1.2. Standartlar ve ¢ozeltiler

Metanol, aseton, hidroklorik asit (HCI), potasyum persiilfat, sodyum asetat ve asetik asit
Carlo Erba'dan (Milano, Italya) satin alinmistir. Formik asit (%98-100) Isolab
Chemicals'dan (Wertheim, Almanya) temin edildmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi, susuz
sodyum karbonat, sodyum nitrit, sodyum hidroksit, sodyum kloriir, sodyum bikarbonat
ve demir (IT) siilfat heptahidrat, siilfiirik asit (%95-97), borik asit, amil alkol (%>98),
ringer tablet (1/4 kuvvetinde), kjeldahl tablet, Violet Red Bile-Lactose (VRB-L) agar,
Malt Extract (ME) agar, M17 agar, Man Ragosa Sharp (MRS) agar, MRS broth ve
anaerojen kavanoz Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Troloks (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrame  tilkroman-2-karboksilik  asit), 2,20-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit) (ABTS), 2,4,6- insan tiikiriigiinden tri(2-piridinil)-
1,3,5-triazin (TPTZ), sodyum fosfat dibazik, potasyum fosfat monobazik, brom kresol
yesili, metil kirmizisi, fenolftalein, pepsin (P7000), safra tuzlar1 (B-8631), a-laktoz mono
hidrat ve a--amilaz Sigma-Aldrich’den (Steinheim, Almanya) satin alinmistir.
Ekstraktlarin fenolik bilesen analizinde gallik asit (Carl Roth, Karlsruhe, Almanya),
katesin (Carl Roth, Karlsruhe, Almanya), kafeik asit (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Almanya), klorojenik asit (Carl Roth, Karlsruhe, Almanya), p-kumarik asit (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Almanya) ve kuersetin dihidrat (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Almanya) kullanilmistir. 4-O-kumaroilkinik asit (HC1) esdegeri olarak p-kumarik asit,
4-O-kafeoilkinik asit (4-CQA, kriptoklorojenik asit), 5-O-kafeoilkinik asit (5-CQA,
neoklorojenik asit) ve 3,5-dikaffeoilkinik asit (3,5-diCQA) esdegeri olarak klorojenik
asit, kuersetin-3-galaktozid (Q-Ga) ve kuersetin-3-rutinoside (Q-Ru) esdegeri olarak

kuersetin kullanilmistir.

28



3.1.3. Mikroorganizmalar

Calismada Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 8213,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Bacillus cereus DSM 4312, Escherichia coli ATCC
35218, E. coli O157:H7 NCTC 12900, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 suslar1 Bursa Teknik
Universitesi kiiltiir koleksiyonundan temin edilmis, Lactobacillus plantarum 29 (peynir
izolat1), Lactobacillus acidophilus LA-5® (Chr.Hansen), yogurt starter kiiltiirii YC-X16
(Chr.Hansen), Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (klinik izolat), Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404 ve Penicillium roqueforti (peynir izolat1) ise Bursa Uludag
Universitesi  kiiltiir koleksiyonundan temin edilmis ve antimikrobiyal aktivite

analizlerinde kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Meyveye uygulanan on islemler

Ayva meyvesi bol su ve fir¢a ile yikanarak temizlenmis, ardindan kabuk ve cekirdek
kisimlar1 ayrilmistir. Ayva yapraklar ve c¢ekirdekleri bol su ile yikanarak, filtre kagidi
tizerinde oda sicakliginda 48 saat kurumaya birakilmistir (Sekil 3.1). Meyve suyu ve posa
eldesi igin katt meyve sikacagi (Arzum, AR191) kullanilmistir. Ardindan kabuk, posa ve
su 1,0 x 10 mbar vakum altinda, -60 °C de liyofilizator (Teknosem, Istanbul, Tiirkiye)

Sekil 3.1. Ayva yapraginin kurutulmasi
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Sekil 3.2. Ayva boliimlerinin liyofilizasyonu

yardimiyla kurutulmustur (Sekil 3.2). Meyvenin tiim kurutulmus kisimlari ve yapragi, bir
kahve degirmeni kullanilarak ince toz haline getirilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C'de

agz1 sikica kapatilmig bir cam sisede saklanmustir.

3.2.2. Deneme deseni

Her bir ayva boliimiiniin ekstraksiyonu i¢in Design Expert Versiyon 12 programinda
deneme deseni kurulmus, kullanilan ¢ézgen (su, aseton, metanol) ve ekstraksiyon
yontemi (maserasyon, ultrases destekli) ve ¢Ozgen konsantrasyonu (%0 - %2100)
tanimlanmistir. Denemede iki adet kategorik bir adet numerik parametre yer aldigindan

0zel tasarim (custom design) ile optimum kosullar belirlenmistir (Cizelge 3.1).

3.2.3. Ekstraksiyon

Yapilan 6n denemelerde oOrnek:cozgen oraninin 1:40 olmasina karar verilmistir.
Maserasyon ile ekstraksiyon icin 0,1 g toz ayva boliimii tartilmig, 4 mL ¢oziicii ilave
sonrasi oda sicakliginda 24 saat galkalamali su banyosunda tutulmustur (Alizadeh,
Rahnema, Semnani ve Hajizadeh, 2013). Ultrases destekli ekstrasksiyon igin ise ayni

miktarda ayva boliimii tartilmis ardindan 1 mL ¢o6ziicii ilave edilmistir. Karisim, oda
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sicakliginda 1 saat boyunca bir ultrason banyosunda (Daihan WiseClean® WUC-D10H,
Daihan Scientific, G. Kore) tutulmus ve falkon tiipler (15 mL) santrifiij (10 dakika, oda
sicakligl, 4000 x g) edilmistir. S1vi kisim ayr1 bir falkon tiipte toplanmis, ardindan kati
igerigin bulundugu tiipe, ayn1 konsantrasyonda taze solvent eklenmis ve bu islem 4 kez
tekrarlanmistir (Fattouch ve digerleri, 2007; Stojanovi¢ ve digerleri, 2017). Sicaklik
artisin1 Onlemek icin, ultrasonik banyo sogutmali su sirkiilatorii ile entegre edilmistir.
Parametrelerin optimizasyonunda, ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarmnin en
yiiksek oldugu kosullar segilmistir. Onerilen ekstraksiyon kosullarinda ayva boliimleri
tekrar ekstrakte edilmis ve toplam fenolik madde (TFM) miktari, antioksidan aktivite
(AA), fenolik bilesen, antimikrobiyal aktivite analizleri optimum kosullarda iiretilen

ekstraktlar ile yapilmistir.

Cizelge 3.1. Design Expert programi1 deneme deseni

No Cozgen Oram1  Cozgen Tipi  Yontem No Cozgen Oram1  Cdzgen Tipi Yontem

1 0 Aseton Ultrasonikasyon 10 26 Aseton Maserasyon
2 37 Aseton Ultrasonikasyon 11 63 Aseton Maserasyon
3 74 Aseton Ultrasonikasyon 12 100 Aseton Maserasyon
4 74 Aseton Ultrasonikasyon 13 100 Aseton Maserasyon
5 26 Metanol Ultrasonikasyon 14 0 Metanol Maserasyon
6 26 Metanol Ultrasonikasyon 15 0 Metanol Maserasyon
7 63 Metanol Ultrasonikasyon 16 37 Metanol Maserasyon
8 100 Metanol Ultrasonikasyon 17 74 Metanol Maserasyon
9 0 Aseton Maserasyon 18 74 Metanol Maserasyon

3.2.4. Toplam fenolik madde (TFM) miktari

Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 Miiller, Gnoyke, Popken ve Bohm
(2010) yontemine gore 96 kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirilmistir. Geleneksel
yontem ile mikroplaka yonteminin kiyaslandigi bir ¢aligmada, iki yontem arasinda
istatistiksel farkin olmadig1 ve mikroplaka yontemi ile toplam fenol analizinin kaynak ve
zaman tasarrufu sagladigi vurgulanmistir (Bobo-Garcia ve digerleri, 2015). Buna gére 20
uL ekstrakt kuyucuklara aktarilmig, ardindan 1:10 (0,2N) oraninda diliie edilmis Folin-
Ciocalteu reaktifi 100 pL olarak eklenmis ve 5 dakika karistirilmistir. Karigimin {izerine
75 puL sodyum karbonat (NaxCOs3) ¢ozeltisi (75 g/L) eklenmis ve 2 saat boyunca

karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda absorbans degerleri, 740 nm dalga boyunda
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mikroplaka okuyucuda (Epoch, Biotek) belirlenmistir. Gallik asit (10-100 ppm) standart

egrisi olusturulmus ve sonuglar mg GAE/ g kuru ayva boliimii olarak verilmistir.

3.2.5. Ekstraktlarin HPLC ile fenolik bilesen analizi

Ekstraktlarin fenolik bilesen karakterizasyon analizleri i¢in yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak hizmet alimiyla belirlenmistir (Silva, Andrade,
Seabra ve Ferreira, 2001). Shimadzu LC-20A HPLC sistemi (Kyoto, Japonya), ikili
pompa (LC-20AT), UV-Vis fotodiyot dizisi dedektorii (SPD-M20A), gaz giderici (DGU-
20A) ve kolon firmindan (CTO-10AS) olusmaktadir. Oncelikle, ayva ekstraktlar:
santrifiijlenmis, seyreltilmis ve HPLC analizlerinden 6nce 0,45 pm filtre (Merck
Millipore, Darmstadt, Germany) kullanilarak siiziilmistiir. Analizler, ACE-3 C18 ters
fazli kolon (150x4.6 mm; 3 pm) kullanilarak gergeklestirilmistir. HPLC-DAD
(Shimadzu, SPD-M20, Kyoto, Japonya)’de orneklerin enjeksiyon hacmi 20 uL olarak
verilmistir. Kolon sicakligi 30 °C’de sabit tutulmustur. Kromatogramlar 320 ve 360
nm'de kaydedilmistir. Ayirma, ¢oziicii A (su i¢inde %5 formik asit) ve ¢oziicii B'den
(metanol) olusan bir mobil faz ile 0,8 mL/dk gradyan kosulu altinda (1. dakikada %5 B,
2. dakikada %15 B, 9. dakikada %25 B, 17. dakikada %30 B, 24. dakikada %35 B, 26.
ve 28. dakikada %45 B, 30. dakikada %50 B, 32. dakikada %55 B, 34. dakikada %70 B,
38. dakikada %75 B, 40. dakikada %80 B) gerceklestirildi. Tiim mobil fazlar 0.45 pm
Millipore filtre kullanilarak filtrelenmis ve ultrasonik banyoda gazdan armdirilmistir.
Sonuglar pg/g numune olarak ifade edilmistir. Verileri analiz etmek igin sivi
kromatografisi (LC) ¢6ziim yazilimi kullanilmistir. Fenolik karakterizasyon ig¢in
standartlar (gallik asit, katesin, Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, kuersetin) ve

literatiir caligsmalar1 kullanilmigtir. Tim analizler iki paralel olarak yapilmistir.

3.2.6. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi
3.2.6.1. DPPH yontemi

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radikal ¢6zeltisi, metanol i¢erisinde 0.20 mmol/L
olarak hazirlanmistir. Mikro plaka kuyucuklarina, 150 uL. hazirlanmigs DPPH ¢ozeltisi ve
50 pL ekstrakt ilave edilmis ve 60 saniye ¢alkalanmistir. Karanlikta oda sicakliginda 30
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dakika inkiibasyon sonrasinda, mikroplaka okuyucu (Epoch; Bio-Tek Instruments,
Winooski, Vermont, ABD) kullanilarak 515 nm de absorbans degerleri ol¢iilmiistiir.
Troloks standart egrisi i¢in, metanol iginde 10—250 umol/L arasinda hazirlanmis troloks
cOzeltisi absorbans degerlerine karsilik konsantrasyon grafigi elde edilmistir. Sonuglar,
numunenin g kuru agirligr basina mmol esdeger troloks olarak verilmistir (Yang ve

digerleri, 2020). Calisma ¢ozeltisi, taze olarak analiz 6ncesinde hazirlanmigtir.

3.2.6.2. ABTS yontemi

ABTS" (2,20-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) analizinde, esit hacimlerde
ultra saf su ile hazirlanan ABTS (7 mmol/L) ve K>S;0s (2,45 mmol/L, nihai
konsantrasyon) cozeltileri oda sicakliginda 12-16 saat karanlikta inkiibe edilmistir.
Calisma c¢ozeltisi, absorbans degeri 0,70 + 0.02 olacak sekilde %50 etanol ile
seyreltilmistir. Ekstrakt (50 pL) kuyucuklarda bulunan 150 uL taze ABTSe" soliisyonu
ile kanistirilmistir. Karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra absorbans degerleri 734 nm
de dl¢lilmiistiir. Etanol icinde hazirlanmis troloks stok soliisyonu (1 mM) seyreltilerek
10-250 puM arasindaki troloks konsantrasyonuna karsilik absorban degerleri grafigi elde
edilmistir (Yang ve digerleri, 2020). Sonuglar, numunenin g kuru agirligi basina mmol

esdeger troloks olarak verilmistir.

3.2.6.3. FRAP yontemi

Calisma ¢ozeltisi, 10:1:1 hacimde sirasiyla 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 40 mM HCI
ile ¢oziindiirtilmiis 10 mM TPTZ ve suda 20 mM FeCls karigtirilarak hazirlanmistir. Taze
FRAP ¢o6zeltisi kullanimdan 6nce 37 °C’de 10 dakika beklemeye birakilmistir. 150 pL
FRAP cozeltisine 50 pL ekstrakt ilave edilmistir. Karisim 30 dakika 37 °C'de inkiibe
edilmis ve absorbans degerleri 593 nm’de okunmustur. Kalibrasyon egrisi ¢ozeltisi igin,
ultra saf suyla hazirlanmis 5 mM FeSO4.7H20 stok ¢ozeltisi seyreltilerek (10-350 pM)
elde edilmistir (Al-Duais, Miiller, Bohm ve Jetschke, 2009). Sonuglar, 6rnegin g kuru

agirlig1 basia mmol Fe*? olarak verilmistir.
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3.2.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Antimikrobiyel aktivite analizi i¢in Oncelikle ayvanmin farkli kisimlarina ait
ekstraktlarlarin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra sivi mikrodiliisyon yontemi ve
agar kuyucuk diflizyon yontemi olmak iizere 2 farkli yontem ile antimikrobiyel aktivite

belirlenmistir. Antimikrobiyel aktivite ile ilgili kosullar Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan antimikrobiyal aktivite analiz yontemleri i¢in deneysel
kosullar

_ _ o . Son inkiibasyon  inkiibasyon

Metot Mikroorganizma Besiyeri Inokulum
Sicakhigr (°C)  Siiresi (sa)

(KOB/mL)
Patojen bakteriler MHB 5,0 x 10° 37 24
L. plantarum 29 MRS broth 5,0x10° 30 48
S1vi L. acidophilus MRS broth 5,0x10° 37 48
Mikrodiliisyon  Yogurt bakterileri MRS broth 5,0 x 10° 42 48
Kif MEB 5,0 x 104 28 72
Maya MEB 0,5-2,5 x 10° 28 48
Patojen bakteriler MHA 1,0-2,0 x 108 37 24
L. plantarum 29 MRS-Agar 1,0-2,0 x 108 30 48-72
Agar Kuyucuk L. acidophilus MRS-Agar 1,0-2,0 x 108 37 48-72
Difiizyon Yogurt bakterileri MRS-Agar 1,0-2,0 x 108 42 48-72
Kif MEA 1,0 x 108 28 72-96
Maya MEA 1,0-5,0 x 106 28 48

3.2.7.1. inokulum ve stok cozeltilerin hazirlanmasi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ayva boliimlerine ait ekstraktlarin
cozgenleri, 40 °C’de vakumlu doner buharlastiric1 yardimiyla uzaklastirilmis, ardindan
liyofilize edilmistir. Liyofilize ekstraktlar patojenler i¢in Mueller Hinton Broth
(MHB)’da; kiif-maya i¢in Malt Extract Broth (MEB)’da; laktik asit bakterileri i¢in Man
Ragosa Sharp (MRS) s1v1 besiyerinde ¢oziindiiriilmiis ve hazirlanan stok ¢ozeltiler 0,45
pum steril membran filtre kullanilarak steril edilmistir. Cekirdek ekstrakti stok ¢ozeltisi
jellesme nedeniyle filtre edilemediginden tindalizasyon yontemi (3 giin arka arkaya 85
°C’de 45 dakika muamele) ile steril edilip, kullanilmistir (Sood, Kaushal ve Sharma,
2020). Kiif sporlart eldesi i¢in 7-14 giin gelistirilmis kif petrileri %0,1 lik Tween 80

cozeltisi ile yikanarak sporlar toplanmis ardindan yayma plak yontemi ile spor
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siispansiyonunun kiif popiilasyonu belirlenmistir. Cozeltiler mikroorganizmaya uygun

olan siv1 besiyeri kullanilarak seyreltilmis, 0,78- 100 mg/mL dozlar1 elde edilmistir.

3.2.7.2. Sivi mikrodiliisyon yontemi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerleri CLSI’'nin M07-A10 ve M27-A2
referans dokiimanlarina gore gerceklestirilmistir (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008; 2015). Ekstraktlarin belirtilen dozlarda sahip oldugu bulanikligin
degerlendirilebilmesi i¢in mikroorganizmanin bulunmadigi kuyucuklar negatif kontrol,
tiremenin degerlendirilebilmesi i¢in etken maddenin bulunmayip sadece uygun besiyeri
ve mikroorganimanin bulundugu kuyucuklar tireme kontrol ve sadece besiyerinin
bulundugu kuyucuklar sterilite kuyucugu olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, mikro plakalardaki kuyucuklarin absorbans degerleri 600 nm’de mikro plaka
okuyucuda (Epoch-2, Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, USA) okunmustur.
Mikroorganizma gelisimini iireme kontrol kuyucuklaria gore %90 oraninda inhibe eden
doz MIK olarak belirlenmistir. MIK dozu ve daha yiiksek konsantrasyondaki
kuyucuklardan 10 pL alinip, test edilen mikroorganizmaya uygun agar yiizeyine
aktarilmistir. Uremenin olmadig1 doz Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) ya

da Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFK) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2).
3.2.7.3. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Agar kuyucuk difiizyon analizi i¢in, uygun kat1 besiyerine 100 pL inokulum aktarilmig
ve yayilmistir. Ardindan 7 mm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve 50 pL (50 mg/mL) ekstrakt
kuyucuklara aktarilmigtir. Inkiibasyon sonrasi berrak zon caplari dijital kumpas

yardimiyla mm olarak 6l¢iilmiistiir (Denev ve digerleri, 2014).

3.2.8. In vitro gastrik simiilasyon

Ayva bolimleri Lingua, Theumer, Kruzynski, Wunderlin ve Baroninin (2019)
yonteminde belirtildigi gibi ii¢ ardisik faz (agiz, mide ve diyaliz dahil ince bagirsak) ile
In vitro sindirim simiilasyonuna tabi tutulmustur. Liyofilize ayva bdliimleri (1g) ayr1 ayri

5 mL saf su ile homojenize edilmis ardindan 2 mL tiikiiriik soliisyonu (2,38 g Na2HPOg,
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0,19 g KH2PO4, 8 g NaCl ve 200 U/L a-amilaz) ile karigtirilmistir. Karigim 37+2 °C’deki
su banyosunda 150 rpm’de 10 dakika calkalanmistir. Amilaz etkisini durdurmak igin
karisimin pH degeri, 1,5 M HCl ile 2’ye ayarlanmistir. Pepsin soliisyonu (1 mL) (0,1 M
HCI i¢inde 40 mg/mL), oral sindirimden elde edilen karisima ilave edilmis ve 2 saat
stireyle 37 °C'de galkalamali su banyosuna (150 rpm) yerlestirilmistir. Daha sonra mide
sindirim karigiminin pH degeri, 1,5 M NaOH ile 7,5’a ayarlanmis ve 3 mL pankreatin-
safra soltisyonu (0,1 M sodyum bikarbonat i¢inde 5 mg/mL pankreatin ve 25 mg/mL safra
tuzlar1) ile karistirtlmistir. Karisim 37 °C’de galkalamali su banyosunda 2 saat
inkiibasyondan sonra, diyaliz torbasi (10 kDa’l1 zar; 10 cm) igerisine aktarilmistir. Daha
sonra 20 mL 0,1 M NaHCOs3 (pH 7,5) iceren cam beher igerisine diyaliz torbasi tamamen
daldirilarak 37 °C'de 2 saat diyaliz islemine birakilmistir. Diyaliz edilemeyen (diyaliz
torbasinin iginde) ve diyaliz edilebilir fraksiyon (diyaliz torbasinin disinda) ayri ayri
toplanmistir (Sekil 3.3). Calkalama islemi sirasinda karisimlar 1siktan korunmustur. Her
bir ayva boliimiine ait agiz, mide ve diyalize edilemeyen sindirim sivilar1 +4 °C'de 10
dakika 9000 g’de santrifiijlenmistir. Diyaliz edilemeyen ve edilebilir fraksiyonlar, formik
asit ile pH 2’ye diisiiriilmiis ve sindirilen tiim {iriinler, analize kadar -20 °C’de
saklanmistir (Sekil 3.4). Kor deneme icin ayva bolimil yerine ayni miktarda su
kullanilmistir. Biyoyararlilik agsagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (3.1) (Dutra ve
digerleri, 2017).

Dialize edilebilir fraksiyon TFM
Dialize edilemeyen fraksiyon TFM

Biyoyararhlik (%) = x100 (3.1)

3.2.8.1. Toplam fenolik madde miktar:

Her bir ayva boliimii i¢in her bir sindirim agamasinda alinan sivilarin TFM miktari

3.2.4°deki gibi belirlenmistir.

3.2.8.2. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Her bir ayva boliimii i¢in her bir sindirim asamasinda alinan sivilarin AA degerleri

3.2.6°daki gibi belirlenmistir.
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3.2.8.3. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Mikrobiyolojik analiz i¢in, her bir ayva boliimiine ait diyaliz edilemeyen fraksiyonu, pH

2’ye ayarlanmadan, hemen

-80 °C’de dondurulmus ve enzimatik reaksiyonu

durdurulmustur. Daha sonra fraksiyon liyofilize edilmis ve analize alinincaya kadar -20

°C’de saklanmistir. Antimikrobiyal aktivite analizleri 3.2.7°deki gibi belirlenmistir (Sekil

3.5).

5 mL saf su

4

Dialize olmayan
fraksiyon

Dializ tiipdi ici

(Kolon similasyonu,
bagirsak igi)

1 g liyofilize ayva bolimii

A1z
Sindirimi

lpH 2,0'ye ayarlama (HCl ile)

Mide
Sindirimi

lpH 7,5've ayarlama (NaOH ile)

Bagirsak
Sindirimi

LH 7,5'ye ayarlama (NaOH ile)

Dializ

o .

Dialize fraksiyon

Dializ tipd disi

(Epitel bariyer
similasyonu)

2.38 g/L of Na2HPO4,
0.19 g/L of KH2PO4,

8 g/L of NaCl ;_3 mL/g liyofilize drnek
200 U/L a-amylase

150 rpm, 10 dk. /37 °C

40 mg/mL pepsin 0.1 M HCI 1 mL/g liyofilize 6rnek
icinde L

150 rpm, 2 sa /37 °C

5 mg/mL pankreatin,
25 mg/mL safra tuzu 0.1 M P,
NaHCO3 icinde >_§ mL/g liyofilize 6rnek

150 rpm, 2 sa /37°C

Karisim dialize tiipt (10
kDa; 10 cm)igerisine

yerlestirilip, 0.1 M NaHCO3 20 mL/g liyofilize ornek
bulunan beher igine
daldirihyor.

p—

150 rpm, 2sa /37°C

Sekil 3.3. In vitro gastrik simiilasyon (Lingua ve digerleri, 2019)
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Sekil 3.4. Ayva boliimlerinin in vitro sindirim simiilasyonu

Sekil 3.5. Diyalize olmayan fraksiyonun liyofilizasyonu ve 96 kuyucuklu plakada
antimikrobiyal analizleri

3.2.9. Ayva kabugu katkih probiyotik yogurt iiretimi

Ayva yapraginin yiiksek toplam fenolik igerik, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasma ragmen genotoksik analizlerle etki dozu tez kapsaminda yer
almadigindan, probiyotik yogurt iiretiminde sadece ayva kabugu kullanimina karar
verilmistir. Kullanilan ayva kabugunun mikrobiyolojik analiz sonuglari ve renk degerleri

Cizelge 3.3°de verilmistir. Bu amagla 6n denemelerle belirlenen %1, %2 ve %3 ayva
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kabugu dozlar1 kullanilarak L. acidophilus LA-5® (Chr.Hansen) ticari probiyotik kiiltiirii
igeren ve icermeyen yogurtlarin {iretimi gergeklestirilmistir (Cizelge 3.5). Ticari olarak
satin alinan pastorize siitiin kompozisyon degerleri Cizelge 3.4’de verilmistir. 8,5 L
pastdrize siit 872 °C de 5 dakika tekrar pastorize edilmistir. Burada yiiksek sicaklikta
pastorizasyon ile yogurt yapisini iyilestirmek amaclanmistir. Ardindan siit 43 °C ye
sogutulmus ve 8 esit hacme boliinmiistiir. Yogurt starter kiiltiirleri (Chr.Hansen, YCX-
16) ve L. acidophilus LA-5® (Chr.Hansen) ayr1 ayr1 (%] a/h) yagsiz UHT siite ilave
edilerek 30 dakika 41 °C’de inkiibasyona birakilmis ve bulk (son) kiiltiir elde edilmistir.
Hazirlanan bulk kiiltiirler %3 (h/h) oraninda ilave edilmistir. Kiltiirlii siitler 100 mL’lik
steril numune kaplarina aktarilmistir. Ayva kabugu tozu kullanim Oncesinde steril
petrilere konulmus 1 saat UV sterilizasyona birakilmistir (Sekil 3.6). Kiiltiirli siitlerin
igerisine ayva kabugu tozlar1 ilave edilmis ve {irlinler 41+1 °C inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon 4,55+0,05 pH degerinde sonlandirilmistir. Uriinler buzlu soguk su banyosu
igerisinde 15 °C ye sogutulmus ve pihtis1 kirilmistir (Wang, Kristo ve LaPointe, 2020).
Yogurtlar +4 °C de buzdolabinda 28 giin boyunca depolanmistir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8).

Cizelge 3.3. Ayva kabugu tozunun mikrobiyolojik ve renk analiz sonuclar

Parametre Ayva kabugu tozu

Koliform (Log kob/qg) <1,0
Kiif (Log kob/g) <2,0
Maya (Log kob/g) <2,0

TAMB (Log kob/g) 2,31+0,38

L* 42,62 +1,10

a* 5,87 + 0,33

b* 11,68 + 0,96

TAMB: Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayisi

Cizelge 3.4. Yogurt iiretiminde kullanilan pastorize siitiin kompozisyon degerleri

Uriin Kuru madde Yag Protein Kiil
(9/10009) (9/100 mL) (9/1009) (g/100g)
Pastorize siit 11,54 + 0,03 2,8+0,2 2,89+ 0,01 0,68 + 0,01
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Sekil 3.6. Ayva kabugunun UV sterilizasyonu

3.2.10. Yogurtlarda yapilan analizler
3.2.10.1. Inkiibasyon takibi

Uriinlerin inkiibasyon baslangicinda (to anindaki) ve inkiibasyon siiresince analiz 6ncesi
kalibrasyonu yapilmis masa tipi bir pH metre (OHAUS/ST3100, New Jersey, ABD) ile
pH degerleri ol¢lilmiistiir.

3.2.10.2. Kuru madde analizi

Uriinlerin kuru madde analizi igin yaklasik 5 g iiriin tartilmis ve 105 °C’de sabit tartima
gelinceye kadar kurutulmustur. Desikatorde oda sicakligina sogutulan 6rnekler hassas
terazide (Denver Instrument / TP-3002, Gottingen, Almanya) tartilmistir (Association of
Official Analytical Chemists, 1990). Kuru madde sonuglar1 3.2’deki formiil kullanilarak

belirlenmistir. Tiim Slgtimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Kuru madde (%) = % x 100 (3.2)

2—Mmy

M= Bos kurutma kabinin agirligi (g)
M= Ornek ile birlikte kabin agirligi (g)
M3s= Kurutulmus 6rnek ile birlikte kabin agirligi (g)
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Pastorize siit

Yiiksek sicaklikta
pastorizasyon
(87 £2 °C/5 dk) Yagsi1z UHT siit

'

Sogutma (43 °C) Kiiltiir ilavesi (%1 m/v)

Kiiltir ilavesi - Bulk - Inkiibasyon
UV Ayva (%3 v/v) kiiltiir (41£1 °C)
. kabugu
sterilizasyon —» tozu — fnkiibasyon
(1 saat) tlavesi (41+1°C,
4,55+0,5 pH)

Sogutma (15 °C)
P1iht1 kirma

v

Depolama (28 giin)

Sekil 3.7. Yogurt liretim akis semasi

Sekil 3.8. Kontrol grubu ile birlikte ayva kabugu katkili probiyotik kiiltlir i¢eren ve
icermeyen yogurtlar
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Cizelge 3.5. Uretilen yogurtlarin igerikleri

Yogurt icerigi Kodlama
Kontrol yogurt (YCX-16 kiiltiirii) K-Y
Kontrol probiyotik yogurt (YCX-16 ve LAS5 kiiltiirleri) K-PY
%1 (a/h) ayva kabuklu yogurt (YCX-16 kiiltiirii) %1 AK-Y
%2 (a/h) ayva kabuklu yogurt (YCX-16 kiiltiirii) %2 AK-Y
%3 (a/h) ayva kabuklu yogurt (YCX-16 kiiltirii) %3 AK-Y
%1 (a/h) ayva kabuklu probiyotik yogurt (YCX-16 ve LAS5 kiiltiirleri) %1 AK-PY
%2 (a/h) ayva kabuklu probiyotik yogurt (YCX-16 ve LAS5 kiiltiirleri) %2 AK-PY
%3 (a’/h) ayva kabuklu probiyotik yogurt (YCX-16 ve LAS5 kiiltiirleri) %3 AK-PY

3.2.10.3. Kiil analizi

Porselen krozeler 105 °C’de etiivde kurutularak sabit tartima getirilmis ve darasi
alimmistir. Ardindan krozelere yaklasik 2 g Ornek aktarilmis ve o6n yakma islemi
uygulanmistir. Daha sonra 550 °C ye ayarli kiil firin1 igerisine yerlestirilmis ve beyaz kiil
elde edilinceye kadar yakma islemine devam edilmistir. Krozeler desikatérde oda
sicakligina sogutulmus ve tartilmistir. Kiil degerleri asagidaki formiil kullanilarak
belirlenmistir (3.3) (AOAC, 1990). Tiim 6lglimler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

t3—t;

Kil (%) = x 100 (3.3)

tr—ty

t1= Kroze bos agirlik (g)
to= Ornek ile birlikte kroze agirligi (g)

t3= Yakma sonrasi 6rnek ile birlikte kroze agirligi ()

3.2.10.4. Protein tayini

Orneklerin protein degerleri Kjeldahl yontemiyle Kjeltec azot tayin cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Yakma tiipii icerisine 5 g ornek tartilmis ve 3 adet katalizor tablet ilave
edilmistir. Ardindan 15 mL H2SO4 ilave edilmis ve tiipler yakma cihazinda kademeli
sicaklik artisi ile yakilmistir. Yakma islemine berrak yesil renk elde edilinceye kadar
devam edilmis ardindan sogutma iinitesine alinmistir. Destilatin toplanacag: tarafa, 25
mL %4 lik borik asit, brom kresol yesili ve metil kirmizis1 indikatorlerinin bulundugu

¢Ozelti bulunan 250 mL’lik erlen yerlestirilmistir. Tiipler destilasyon iinitesine alinmais,
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tiip igerisine su ve %40’lik NaOH ilavesi otomatik olarak yapilmistir. Erlen icerisinde
toplanan destilat 0,1 N HCI ile titre edilerek mor-menekse renk doniisiimndeki sarfiyat
kaydedilmistir. Kér deneme igin ayn1 miktarda su érnegi kullanilmistir. Orneklerin azot
degeri asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistirn (3.4). Bulunan azot degerleri 6,25
faktorii ile carpilmis ve protein degerleri hesaplanmistir (AOAC, 2005). Tiim dl¢timler 3
tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

(S—Sksr) X F x 0.0014 x 100
m

Azot miktart (%) = (3.4)

S = Sarfiyat hacmi (mL)

Sksr = KOr icin harcanan sarfiyat hacmi (mL)
F = Faktor

m = Ornek miktari (g)

3.2.10.5. Yag tayini

Yogurtlarin yag tayini Gerber yontemi ile belirlenmistir. Gerber siit biitirometrelerinin
icerisinde 10 mL siilfiirik asit (%90°1ik) aktarilmis ve tizerine 1:1 oraninda seyreltilmis
orneklerden 11 mL ilave edilmistir. Son olarak 1 mL amil alkol (%98 a/a) aktarilip
biitirometre tikaglar1 kapatilmistir. Olusan piht1 ¢6ziiniinceye kadar alt iist edilmis ve
gerber santrifiijiine yerlestirilmistir. Butirometreler 1200 rpm’de 69°C’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra okunan deger 2 ile ¢arpilmis ve sonug verilmistir (AOAC, 1990).

Tim oOlgtimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.10.6. Duyusal analiz

Yogurtlarin duyusal degerlendirmesi raf émriiniin 3. giiniinde Bursa Teknik Universitesi
ogretim liyeleri ve lisansiistli 6grencilerinden olusan on dort kisilik panelist (yas araligi
19-50, 9 kadin, 5 erkek) tarafindan yapilmistir. Duyusal analiz renk, koku, tat, kivam ve
tim izlenim olarak ve 9 puanlik hedonik skala kullanilarak gergeklestirilmistir (Issar,
Sharma ve Gupta, 2017). Duyusal analiz degerlendirmesinde kullanilan form Sekil 3.9’

da verilmistir.
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3.2.10.7. Depolama analizleri

Yogurtlarin raf 6mrii boyunca 1. 14. ve 28. giinlerinde pH, asitlik (%laktik asit cinsinden),

sinerezis, renk, tekstiir, reoloji, TFM miktari, AA ve mikrobiyolojik analizleri yapilmistir.

3.2.10.7.1. pH

Orneklerin pH degerleri masa tipi pH metre (OHAUS/ST3100, New Jersey, ABD) ile

belirlenmistir. Tiim 6l¢limler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.10.7.2. Asitlik (% Laktik asit cinsinden)

Orneklerin asitlik degerleri igin erlen icerisine 10 g 6rnek tartilmis ve 10 mL saf su ilave
edilmistir. Ardindan %?2’lik fenolftalein indikatorii damlatilmis, 0,1 N NaOH ile kalici
acik pembe renk elde edilinceye kadar titre edilmistir (Y1ldiz ve Ozcan, 2019). Sarfiyat
kaydedilmis ve agagidaki formiil kullanilarak yogurtlarin % laktik asit cinsinden asitlik

degerleri belirlenmistir (3.5). Tiim lgimler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Asitlik (%Laktik asit) = 2222XF (3.5)

m

S = Sarfiyat hacmi (mL)
F = Faktor
m = Ornek miktar1 (g)

44



9 PUANLIK HEDONIK SKALA
Uriin: Yogurt
Panelistin cinsiyeti ve yasi: Tarih:

Ornekler arasinda gecis yaparken agzini suyla calkalayiniz ve 30 s bekleyiniz. Tadim yaptifiniz
bu 8 ornegi belirtilen Gzellikler agisindan degerlendirerek asagidaki skalaya gore puanlayiniz.
(Her érnede puan veriniz.)

_— Renk Kivam Koku Tat Tiim izlenim
Urdnler —_— e D — —_—

249

158

736

124

378

967

461

872

Hangi iiriinii satm alirdiniz? e

IISIOIOISIOICIOIC)

Mukemmel

Berbat Cok Kath Biraz Ne iyi Biraz i Cok

Kati Kdth Ne Kétl vl vl

Sekil 3.9. Duyusal degerlendirme formu

3.2.10.7.3. Sinerezis

Sinerezis analizi Wang ve digerleri (2020)’nin yontemi modifiye edilerek yapilmistir.
Kullanilacak falkon tiipiin daras1 alinmis ve i¢ine 5 g ornek tartilmis, 220 g (1520 rpm)’
de 10 dakika boyunca 4 °C de santrifiij edilmis ve slipernatant atilmis ve tekrar tartim
alinmigtir. Sinerezis degerleri (%) asagidaki formiile gore belirlenmistir (3.6). Tiim

Olctimler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

M2-M3
M2-M1

%Sinerezis = (3.6)
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M= Falkon tiipiin agirlig1
M2= Santrifiij 6ncesi yogurt ilaveli falkon tiipiin agirligi

M3= Santrifiij sonrasinda serumun atilmasi sonrasindaki falkon tiipiin agirlig1

3.2.10.7.4. Renk

Yogurtlarin renk 6zellikleri kolorimetre (PCE Instruments, CSM3, Tiirkiye) ile analiz
edilmistir. Kolorimetre cihazinin siyah ve beyaz kalibrasyonlar1 yapilmis ardindan L*,
a*, b* C ve h® degerleri 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Vela, Villanueva, Ozturk,
Hamaker ve Ronda, 2023).

3.2.10.7.5. Tekstiir

Yogurtlarin tekstiir analizleri 25 kg’lik yiikleme hiicresi ile kalibre edilmis TA.HD plus
tekstiir cihazi (Stable Micro Systems, Godalming, Ingiltere) kullanilarak geri ekstriizyon
(back extrusion) (disk 35 mm, hiz 1 mm/s, sikistirma %60) yontemi ile belirlenmistir (
Wang ve digerleri, 2020). Analiz sonucunda sertlik, kivam, yapigkanlik ve viskozite

indeksi degerleri elde edilmistir. Analiz 4 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.2.10.7.6. Reolojik ol¢iimler

Reoloji analizleri i¢in Physica MCR 302 reometre (Anton Paar GmbH, Graz, Avusturya)
ile PP25 paralel plakal1 (0,5 mm bosluklu) prob kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iimler 1-
100 1/s kayma hiz1 araliginda 4 °C de gergeklestirilmistir. Homojen 6rnek alimi igin
ornekler karigtirllmig ardindan yapmin geri kazanimi igin {iriin reometre yiizeyine
aktarildiktan sonra 5 dakika boyunca 4 °C’de dinlenmeye birakilmistir (Ramirez-
Santiago ve digerleri, 2010). Akis egrisi Herschel Bulkley regresyon modeline gore
olusturulmustur (3.7).

T =10 + Ky" (3.7)

Burada t kayma gerilimini (Pa), 0 akma gerilimini (Pa), K tutarlilik indeksini (Pa.s), y

kayma hizin1 (1/s), n degeri ise akis davranis indeksini (Newton akiskanlari i¢in n = 1,
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psodoplastik akigkanlar i¢in n < 1 ve dilatant akigkanlar i¢in n > 1) ifade etmektedir

(Ramirez-Santiago ve digerleri, 2010).

Yogurtlarin viskoelastik 6zelliklerini belirlemek i¢in 6ncelikle dogrusal bolgeyi bulmak
adma genlik taramasi1 (amplitude sweep) gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda viskoz
karakteri tanimlayan kayip modiilii (G', kayip modiilii); elastik karakteri tanimlayan
depolama modiilii (G’, depolama modiilii) elde edilmistir. Tiim reolojik ol¢timler 3

tekrarli olarak yapilmistir (Ramirez-Santiago ve digerleri, 2010).

3.2.10.7.7. Toplam fenolik madde (TFM) miktar:

Yogurtlarda TFM miktar1 ve AA’nin belirlenmesi igin ekstraksiyon kosullar1 Oztiirk ve
digerlerinin (2018) yontemine gore belirlenmistir. 5 g yogurt 6rnegi 25 mL %75’lik
metanol : su ¢ozeltisi ile karistirilmis ve ultratoraksta homojenize edilmistir. Ardindan
ornekler 7200 rpm’de 10 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen

supernatant sliziilmiis ve analize alinmistir. TFM miktar1 3.2.4’°teki gibi belirlenmistir.

3.2.10.7.8. Antioksidan aktivite

Yogurtlarin antioksidan aktivite degerleri DPPH, ABTS ve FRAP yontemleriyle sirasiyla
3.2.6.1, 3.2.6.2, 3.2.6.3’teki gibi belirlenmistir.

3.2.10.7.9. Mikrobiyolojik analizler

Yogurtlarin mikrobiyolojik analizi i¢in 10 g Ornek steril filtreli stomacher torbasina
tartilmis ardindan 90 g '4 kuvvetindeki ringer ¢ozeltisi ilave edilmis ve stomacherda
(IUL/DQ400, Barselona, Ispanya) 60 s homojenize edilmistir. Uygun seri diliisyonlar

hazirlanan 6rneklerin mikrobiyolojik ekimleri 3 paralel olacak sekilde yapilmistir.
Koliform sayimi Violet Red Bile-Lactose (VRB-L) agara cift katli dokme plak teknigi

uygulanarak gerceklestirilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi, kirmizi renkteki

koloniler sayilmistir (EI-kholy, Bisar ve Aamer, 2023).
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Kiif-maya sayim1 yayma plak teknigine uygun olarak Malt Extract (ME) agarda 28 °C’de
5-7 giin inkiibasyon kosulunda yapilmistir (Ozkan ve digerleri, 2021).

Yogurt baslangi¢ kiiltiirlerinden Streptococcus thermophilus saymmi igin %5 (h/h)
laktozlu M17 agar kullanilmig, ekim dokme plak teknigine uygun olarak
gerceklestirilmigtir. Petriler 37 °C’de 48 saat aerobik ortamda inkiibe edilmis ve koloniler
sayilmistir (Gebara, Ribeiro, Chaves, Gandara ve Gigante, 2015).

Diger bir baslangi¢ kiiltiirii olan Lactobacillus bulgaricus sayimi 42 °C’de 72 saat
anaerobik ortamda Man Rogosa Sharp (MRS) agarda yapilmistir (Gebara ve digerleri,
2015).

Lactobacillus acidophilus LA-5 sayimi i¢in ise %10 (a/h) safra tuzu katkili MRS agar
kullanilmistir. Inkiibasyon 37 °C’de 72 saat aerobik ortamda gergeklestirilmistir (Gebara
ve digerleri, 2015).

3.2.11. istatistiksel analiz

Elde edilen wverilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS versiyon 22 programi
kullanilmustir. Oncelikle veri setlerinin normallik dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelenmis, ardindan uygun istatistik yontemi (parametrik veri setlerinde - ANOVA ve
Duncan ¢oklu karsilastirma testleri, parametrik olmayan veri setlerinde- Kruskal Wallis
ve Mann Whitney U testleri) %95 giiven araliginda uygulanmistir. Depolama boyunca

tekrarlanan 6l¢iimler ANOVA (Bonferroni) testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Kosullarinmn Toplam Fenolik Madde (TFM) Miktar1 Uzerine
Etkisi

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon veriminin segilen ekstraksiyon metodu, zaman, sicaklik,
¢ozgen:kat1 orani, ¢ozgen ¢esidi ve orani gibi bir¢ok faktdrden etkilendigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismada her bir ayva boliimiiniin en yiiksek TFM miktarina sahip ekstraksiyon
kosullarinin  belirlenmesi igin Design Expert (optimal-6zel tasarim) programi
kullanilmistir. Ayvanin farkli béliimlerine ait ekstraksiyon kosullarinin TFM miktari
tizerindeki etkisi Sekil 4.1°de verilmistir. Sonuglara goére TFM miktarinin ayva
boliimlerine, ekstraksiyon yontemine, ¢oziicli ¢esidine ve oranina bagl olarak degistigini
gostermistir. Ultrason destekli ekstraksiyonun (UDE), ¢ozgen ¢esidi (su, aseton veya
metanol) ve oranina (%0-100) bakilmaksizin tim ayva bdliimleri igin maserasyona
kiyasla daha etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Oroian, Dranca ve Ursachi (2020)
propolisten fenolik madde ekstraksiyonunda maserasyon, mikrodalga destekli (MDE) ve
UDE yontemlerini kullanmig ve en yiiksek fenolik madde veriminin UDE’de alindigini
belirtmislerdir. Benzer sonuglar mango kabugu (Kaur, Panesar ve Anal, 2022), mandalina
kabugu (Nipornram ve digerleri, 2018), yabanmersini (Bamba ve digerleri, 2018), zeytin
(Deng ve digerleri, 2017) fenolik ekstraksiyon g¢alismalarinda da alinmistir. Yapilan
caligmalarda UDE’de fenolik bilesiklerin ¢6ziintirligiinii artiran ve ortama daha fazla
salinimini saglayan kavitasyon ve mikro akis akimlarmin varliginin polifenolleri geri

kazanma konusunda daha etkili oldugu vurgulanmuistir.

Calismada ¢ekirdek hari¢ tiim ayva boliimlerine ait aseton ekstraktlarinin metanol
ekstraktlarina kiyasla daha yiiksek oranda TFM igerdigi tespit edilmistir. Benzer bir
gozlem ayva kabugu ve posasindan optimum fenolik ekstraksiyonu igin yapilan
calismada da goriilmistiir (Stojanovi¢ ve digerleri, 2017). Literatiirde baz1 ¢dzgenlerin
baz1 fenolik maddeleri 6ziitlemede daha iyi olmasi ¢ozgenlerin polaritelerindeki farklilik
ile iliskilendirilmistir. Molekiil agirlig1 yiiksek olan ¢ozgenin polaritesinin daha diisiik
oldugu ve c¢ozgen ile benzer molekiil agirligina sahip bilesiklerin bu ¢6zgen igerisinde

daha kolay ¢o6ziindiigii vurgulanmustir. Su, metanol ve asetonun polaritelerinin sirasiyla
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Sekil 4.1. Ayva boliimlerinin farkli ekstraksiyon yontemi (ultrason destekli (UDE),
maserasyon (ME)) ve farkli ¢6zgen oranlarinda (%0-100) elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde (TFM) miktarlar1 (mg Gallik Asit Eslenigi (GAE)/100 g kuru meyve
agirlign)

I; 0,762 ve 0,355 oldugu ve asetonun bir¢cok organik ¢oziicii igerisinde en diisiik
polariteye sahip olmasi ile yiiksek molekiiler agirlikli bilesikleri ¢cozmede daha etkin
oldugu bildirilmistir (Mokrani ve Madani, 2016). Martinez-Ramos ve digerleri (2020)
asetonun bazi fenolikleri ¢ozmedeki basarisin1 tanenler, proantosiyanidinler ve
flavanoller gibi protonlanabilir fonksiyonel gruplara sahip bilesikleri daha iyi ¢ozebilmesi
ile agiklamigtir. Ayvada bulunan baslica fenolik bilesik sinifin flavanoller olmasi,

asetonun ekstraksiyonda daha etkili olmasin1 agiklar niteliktedir.

50



Aseton konsantrasyonu yaklasik %50 degerlerine kadar yiikseldiginde posa, kabuk ve
meyve suyu ekstraktlarin @ TFM miktart  yiikselmis ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda Sekil 4.1°de gosterildigi gibi TFM miktarlarinda azalma tespit
edilmistir. Bu bulgunun Mokrani ve Madani (2016), Lasano ve digerleri (2019) ve Ma ve
digerlerinin (2021) calismalari ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Ayva boliimleri igin

program tarafindan onerilen ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Design Expert Programi kullanilarak elde edilen optimum ekstraksiyon
kosullar1

Ayva Boliimleri Cozgen Orani Cozgen Cesidi Yontem
Posa 42 Aseton Ultrasonikasyon
Kabuk 54 Aseton Ultrasonikasyon
Cekirdek 51 Metanol Ultrasonikasyon
Yaprak 48 Aseton Ultrasonikasyon
Meyve suyu 50 Aseton Ultrasonikasyon

Calismada ayva boliimlerinin ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen tim su
ekstraktlarinin en diisiik TFM miktarina sahip oldugu (posa 239,41 mg/100g kuru meyve
agirligl; kabuk 1352,94 mg/100 g kuru meyve agirligi; ¢ekirdek 109,57 mg/100 g kuru
meyve agirligi, yaprak 5301,96 mg/100 g kuru meyve agirligi ve meyve suyu 289,61
mg/100 g kuru meyve agirligi) bununla birlikte, maserasyon teknigi ile ¢ekirdek ve
yapraktan elde edilen ekstraktlarin TFM bakimindan aseton ve metanol kadar etkili

oldugu tespit edilmistir.

4.2. Optimum Ekstraksiyon Kosullarinda Elde Edilen Ekstraktlarin Antioksidan
Aktivite (AA) ve Toplam Fenolik Madde (TFM) Miktari

Glinimiizde TFM miktar1 ve AA’nin belirlenmesinde ¢esitli kantitatif analizler
kullanilmaktadir. Cogunlukla renk yogunlugu OoOlglimiine dayali olan bu analizler
geleneksel yonteme gore daha az numune, reaktif ve ¢ozgen gereksinimi, daha az zaman
ve iscilik gibi bazi avantajlar sunmasi sebebiyle 96 kuyucuklu mikroplaka kullanilarak
yapilmaya baslanmistir (Bobo-Garcia ve digerleri, 2015; Herald, Gadgil ve Tilley, 2012;
Yang ve digerleri, 2020)
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Literatirde TFM miktar1 ve AA sonuglart kuru agirlik ya da yas agirlik iizerinden
verilebilmektedir. Calismadaki sonuglarin mevcut literatiirle kiyaslanabilmesi amaciyla,
ayva bolimlerinde kuru madde degerleri belirlenmis ve Cizelge 4.2°de verilmistir.
Calismada, posa ve kabugun kuru madde degerleri sirasiyla %19,93 + 0,17 ve %26,25 +
2,08 olarak tespit edilmistir. Rop ve digerlerinin (2011) 22 farkli ayva ¢esidinin bazi
fizikokimyasal 6zelliklerini belirledikleri ¢caligmada, ayva meyve eti ve kabugu birlikte
analize alinmis ve kuru madde degerleri %13,39 + 0,11 ile % 21,84 + 0,08 arasinda
bulunmustur. Bagka bir ¢calismada, ayva posasinin kuru madde degerinin %19,66 oldugu
belirtilmistir (Ponder ve Hallmann, 2017). Bu calismalara benzer olarak Najman ve
digerleri (2023) kabuklu ayva posast kuru madde degerini %18,60 + 0,16 olarak
bildirmislerdir. Ayva boliimleri arasinda en yiiksek kuru madde degeri ¢ekirdekte
(%95,62+0,24) tespit edilmistir. Kurt ve Atalar (2018), ayva ¢ekirdegi kuru maddesinin
%92,28 + 0,03 oldugunu belirtmislerdir. Ayva yagraginin 30 + 2 °C’de 5 giin kurutuldugu
calismada, kuru madde degerinin %49,82 oldugu raporlanmistir (Oliveira ve digerleri,
2008). Calismada ise yapragin kuru maddesi %40,20 + 0,62 olarak belirlenmistir. Ayva
suyunun biyoaktif 6zelliklerinin incelendigi arastirmada, kuru madde degeri %16,92 +
0,07 olarak bildirilmistir (Najman ve digerleri, 2023). Farkl1 ayva ¢esitlerinin meyve suyu
eldesinde verim, renk, duyusal 6zellikleri tizerine etkilerinin belirlendigi ¢alismada,
meyve suyunun ortalama %11,8 kuru madde igerdigi, ancak kuru madde degerlerinin
ceside gore farklilik gosterdigi ve % 9,7 ile %13,9 arasinda degistigi bildirilmistir
(Wojdyto, Teleszko ve Oszmianski, 2014b). Calismada elde edilen meyve suyu kuru
madde degeri ise %12,81 + 1,12 olarak belirlenmistir. Ayva boliimlerinin kuru madde

analiz sonuglarinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.2°de sunuldugu gibi, ayvanin farkli boliimlerinin istatistiksel olarak 6nemli
olgiide, farkli miktarlarda fenolik igerige sahip oldugu belirlenmistir (p < 0,05). TFM
miktar1 en yiiksek olan ayva boliimiintin 86,44 + 4.53 mg GAE/g kuru agirlik ile ayva
yaprag1 oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Kabuk ve meyve suyundaki fenolik bilesenler
yapraktan sirastyla 2,32 ve 3,76 kat daha diisiik bulunmustur. Teleszko ve Wojdyto
(2015) tarafindan birgok meyve ve yapraginin incelendigi ¢alismada, ayva yapraginin
(69,24 mg/g kuru agirlik) meyvesine gore 4 kat daha fazla fenolik bilesik igerdigi

raporlanmistir. EIma, japon ayvasi, siyah frenk iiziimii, aronya, turna yemisi ve yaban
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mersini yapraklarinin da incelendigi ayni ¢aligmada ayva yapraginin en zengin polifenol
icerige ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu vurgulanmistir. Szychowsk,
Munera-Picazo, Szumny, Carbonell-Barrachina ve Hernandez (2014), ispanyada
yetistirilen ayvanin kabugundan fenolik bilesikleri ekstrakte etmisler ve TFM miktarinin
3,27 — 5,81 mg GAE/g arasinda oldugunu belirtmislerdir. Bu degerin ¢alismada alinan
sonugtan (9,83 +£0,20 mg GAE/g kuru agirlik) daha diisiik oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde ayni1 ¢alismadaki ayva posasi sonuglar1 da ¢alismada elde edilen sonugtan daha
diisiik bulunmustur. Bir baska ¢alismada ayva kabugu ve posasinin TFM miktarinin
sirasiyla 17,35 ve 4,18 mg/g oldugu bildirilmistir (Sut ve digerleri, 2018). Her iki
calismada kabugun posaya gore daha yiiksek fenolik icerige sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu tespit yapilan ¢alismada da gézlenmistir. Rasheed ve digerleri (2018) ayva
posasinin TFM miktarin 0,65 — 0,68 mg GAE/g oldugunu raporlamislardir. Bu deger
elde edilen degerden (1,81+0,08 mg GAE/Q) oldukga diisiiktiir. Calismada ayva suyunun
TFM miktar1 22,96 + 1.30 mg GAE/g kuru agirlik (2.94 mg GAE/g yas agirlik) olarak
bulunmustur. Literatiirde ayva suyunun TFM miktarinim 0,59 - 4,35 mg GAE/mL
arasinda oldugu goriilmiistiir (Nowicka, Wojdyto ve Teleszko, 2017; Yikmis ve digerleri,
2019). Bu degerler elde edilen sonug ile uyumluluk gostermektedir. On iki farkli ayva
¢esidinden elde edile ayva sularmin kromatografik cihazlarla fenolik miktarinin
incelendigi bagka bir ¢alismada ise degerlerin 7,21-36,15 mg/mL arasinda degistigi
raporlanmistir. Ayvanin farkli boliimlerine ait fenolik igerikleri ile ilgili bu farkliliklar,
ekstraksiyon kosullari, iklim, toprak ve meyvenin cesit farkliligi ile aciklanabilir

(Stojanovic ve digerleri, 2017; Wojdyto ve digerleri, 2014a).

Ayva cekirdeginin Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi fenolik madde yoniinden yoksun oldugu
ve ayva bolliimleri arasinda en diisiik TFM miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Ancak
ayva ¢ekirdeginin seliiloz, suda ¢6ziinen polisakkarit ve amino asitlerden olusan miisinli
yapiya sahip olmasi bazi arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu nedenle ayva cekirdegine
ait caligmalar, antioksidan ya da toplam fenol igerigi 6zelliklerinden ziyade gidalarda
dogal viskozite arttirict olarak kullanimina odaklanmistir (Jouki, Mortazavi, Yazdi ve
Koocheki, 2014; Kirtil ve Oztop, 2016; Kurt ve Atalar, 2018). Ayva ¢ekirdegine 6zgii bu

seliilozik yap1 sebebiyle analizin diisiik TFM degeri ile sonuglanmis olabilecegi, ayva
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cekirdegi gibi jel kivamindaki iiriinler icin TFM ve AA metotlarinin gelistirilmesi

gerektigi diigiiniilmektedir.

Literatiirde daha oOnce belirtildigi gibi, fenolik bilesikler, serbest radikallerin
temizlenmesinde, bazi enzimlerin inhibe edilmesinde ve oksidasyonun Onlenmesinde
anahtar rol oynamaktadirlar (Oliveira ve digerleri, 2012). Bu 6zellikleri sebebiyle fenolik
bilesikler antioksidan aktiviteden sorumlu bilesikler olarak goriilmektedirler. AA’nin
fenolik bilesiklerin miktar1 ve ¢esidi ile dogrudan iliskili oldugu ve baz1 belirli polifenol
gruplarinin antioksidan aktivite {izerinde belirleyici oldugu raporlanmistir. Ozellikle
hidroksisinnamik asitler, flavan-3-oller ve prosiyanidinlerin AA sergileyen baslica
fenolik bilesikler oldugu kanitlanmistir (Antoniewska, Rutkowska ve Pineda, 2019;
Wojdyto ve digerleri, 2014a). Calismada TFM miktart ile tutarh olarak, hangi yontemle
AA analizi yapilirsa yapilsin, ayva yapragmin diger ayva boliimlerine kiyasla daha
yiiksek AA’ya sahip oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Ayva yapraginin DPPH, ABTS
ve FRAP yontemleri ile elde edilen degerleri sirasiyla 653,02 + 14,84 pumol troloks
eslenigi/g kuru agirlik, 1031,42 £+ 16,66 pmol troloks eslenigi/g kuru agirlik ve 2039,95
+ 31,22 pmol Fe*? eslenigi/g kuru agirlik olarak tespit edilmistir. Ayva boliimlerinin AA
sonuglarmin sirasiyla yaprak> kabuk > su > posa > c¢ekirdek olarak azaldig
goriilmektedir (Cizelge 4.2). Yapragin DPPH yontemi ile yapilan AA sonuglar1 posa,
meyve suyu ve kabuk sonuglarindan 15 kat, 5,5 kat ve 2,4 kat daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.2. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraklarin kuru madde,
toplam fenolik madde (TFM) miktar1 ve AA degerleri

Antioksidan Aktivite

Kuru Toplam
Béliim Fenolik
madde Madde (TFM) DPPH ABTS FRAP
(%) Miktar1
Posa 19,93+0,17 9,06 + 0,41 42,64 + 0,669 109,62 + 4,409 106,77 + 3,70¢
Kabuk 26,25+2,08 37,44 +0,74° 272,53 +3,20° 461,63 +£9,42° 515,35 + 9,49b
Cekirdek  95,62+0,24 1,76 + 0,06° 1,10 + 0,14¢ 9,98 + 0,87¢ 7,39+ 0,18¢
Yaprak 40,20+0,62 86,44+ 4,532 653,02+ 14,84% 1031,42+ 16,66 2039,95 + 31,222
Su 12,81+1,12 22,96 + 1,30° 117,49 + 3,69¢ 253,73 +9,49¢ 209,36 + 2,87¢

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n = 6). *® Ayni1 siitunda yer alan farkli harfler ayva
bolimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihigmn oldugunu belirtmektedir (p < 0,05). Toplam
fenolik madde miktar1 mg gallik asit eslenigi (GAE) / g kuru meyve agirlig1 olarak ifade edilmistir. DPPH
ve ABTS analizleri pmol troloks eslenigi / g kuru meyve agirligi olarak ifade edilmistir. FRAP analizi pmol
Fe*? eslenigi / g kuru meyve agirhgi olarak ifade edilmistir.
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ABTS yontemi ile yapilan yaprak AA sonuglari Teleszko ve Wojdyto (2015)’in sonuglari
(1164,9 uM TE/g kuru agirlik) ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Caligmada elde edilen
diger bir bulgu kabugun AA’simin posadan daha yiiksek oldugudur. Kabukta DPPH
yontemi ile belirlenen AA degeri 272,53 & 3,20 umol troloks eslenigi/g kuru agirlik iken,
posada bu deger 42,64 + 0,66 umol troloks eslenigi/g kuru agirlik olarak saptanmaistir.
Daha onceki g¢alismalarda da benzer gozlem ve yorumlarin oldugu belirlenmistir
(Benzarti, Belkadhi ve Hamdi, 2018; Fattouch ve digerleri, 2007; Szychowski, Munera-
Picazo, Szumny, Carbonell-Barrachina ve Hernandez, 2014). Baroni ve digerleri (2018)
ayva posasinin DPPH ve FRAP degerlerinin 21,66 £ 1,56 uM TE/g ve 24,33 £ 1,91 uM
TE/g oldugunu raporlamiglardir. Calismada ayva posasinin DPPH ve FRAP degerleri
8,50 £ 0,13 uM TE/g ve 21,28 + 0,74 TE/g yas agirlik olarak bulunmustur. On iki ¢esit
ayva suyunun antioksidan Ozelliklerini ve depolama stabilitesini inceleyen bagka bir
calismada DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri ile dl¢lilen AA degerlerinin sirastyla 22-
72 uM TE/mL, 78-108 uM TE/mL ve 2-30 uM TE/mL oldugu belirtilmistir (Wojdyto ve
digerleri, 2014a). Calismada ise ayva suyunun AA’s1 DPPH ile 15,05 + 0,47 uM TE/qg,
ABTS ile 32,50 + 1,22 uM TE/g ve FRAP ile 26,81 + 0,37 pmol Fe*? eslenigi/g olarak
Olciilmiistiir. Cekirdek en diisiik TFM miktarina sahip ayva boliimii olmasinin yanisira,
en diisiik AA’ya da sahiptir. DPPH, ABTS ve FRAP degerleri sirasiyla 1,10 + 0,14 pmol
troloks eslenigi/g kuru agirlik, 9,98 + 0,87 umol troloks eslenigi/g kuru agirlik ve 7,39 +
0,18 umol Fe*2 eslenigi/g kuru agirlik olarak belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda
cekirdegin AA’smin sadece bir yayinda incelendigi, calismalarin ayva c¢ekirdegi
miisilajimin 6zellikleri iizerine yogunlastigi tespit edilmistir. Belirtilen yayinda degerler
ICso degeri olarak verildiginden, c¢alismadaki ayva ¢ekirdegi AA bulgulan

kiyaslanamamustir.

Yapilan ti¢ farkli antioksidan aktivite analizinden FRAP ve ABTS yontemlerinin, DPPH
yonteminden daha yiiksek degerler verdigi goriilmektedir. Bu farkin belirli polifenol
gruplarinin ve miktarlarinin, analiz prensibini olusturan serbest radikal yakalama veya
demir indirgeme aktivitesine dayali reaksiyonlar iizerindeki farkli etkilerinden ileri

geldigi diistintilmektedir (Noreen, Semmar, Farman ve McCullagh, 2017).
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4.3 Ekstraktlarin Yiiksek Basin¢ Sivi Kromatografisi ile Fenolik Bilesen Analizi

Literatiirde elde edilen bulgular ayva meyvesi ve yapraginin, mono ve dikaffeoilkinik
asitlerin (3-O-kafeoilkinik, 4-O-kafeoilkinik, 5-Okafeoilkinik ve 3,5-O-dikaffeoilkinik
asitler) varligi ile karakterize edildigini gostermektedir (Oliveira ve digerleri, 2012; Silva
ve digerleri, 2004).

Yapilan ¢alismada ayva yapragi ve meyvenin diger boliimlerinde en bol bulunan fenolik
bilesigin hidroksisinamik asitler oldugu Cizelge 4.3, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5 ve Sekil 4.6’da goriilmektedir. Ayva yapragi ve kabugunun en ¢ok 3-O-kafeoilkinik
asit (klorojenik asit) icerdigi ve miktarlarimnin sirastyla 1166,40 pg/g kuru agirlik (468,89
ng/g) ve 751,75 ng/g kuru agirlik (197,34 pg/g) oldugu tespit edilmistir. Ayrica 3,5-
dikaffeoilkinik asitin ayva bdliimleri arasinda yine en ¢ok yaprakta bulundugu
belirlenmistir. Posa ve suda ise hidroksisinnamik asitler arasinda en fazla 5-O-
kafeoilkinik asit (neoklorojenik asit) bulunmaktadir. Benzer bulgu Stojanovi¢ ve
digerlerinin (2017) ¢alismasinda da alinmigtir. Magalhaes ve digerleri (2009) kabuk ve
posanin metanolik ekstraklarinin klorojenik asit icerigini 1280 pg/g ve 1000 pg/g olarak
belirlemislerdir. Zapata ve digerleri (2019), li¢ farkli ayva ¢esidinin klorojenik asit
igeriginin (1022,9 - 1115,5 pg/g kuru agirlik) neoklorojenik asit igeriginden (410,2 -
770,6 ng/g kuru agirlik) daha yiiksek oldugunu ve miktarlarinin gesitler arasinda 6nemli
Olgiide farkli oldugunu gostermistir. Yapilan galismada ekstraklarin klorojenik asit ve
neoklorojenik asit igerigi dnceki ¢alismalardan daha az miktarlarda tespit edilmistir. Bazi
arastirmalar fenolik bilesen farkliliklarinin iklim kosullari, hasat zamani ve cografi

kaynak ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Oliveira ve digerleri, 2007, 2012).

Ayva cekirdeginde tanimlanan fenolik bilesiklerin nicelik ve nitelik bakimindan oldukca
diisiik oldugu ve ayva boliimleri arasinda en diisiik fenolik bilesen i¢erigine sahip oldugu
Cizelge 4.3’te sunulmustur. Bu sonuglar ¢ekirdegin antioksidan aktivite ve TFM
sonuglarinin diigiikliigiinii agiklar niteliktedir. Yapilan ¢alismada ¢ekirdekte kantitatif
olarak belirlenen tek fenolik bilesigin klorojenik asit oldugu goriilmektedir. Cekirdekteki
klorojenik asit miktar1 ayva boliimleri arasinda en diisiik miktarda olup, 12,63 pg/g kuru

agirlik (12,08 mg/kg) olarak tespit edilmistir. Magalhaes ve digerleri (2009) ¢ekirdegin
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metanolik ekstraktinda 10 mg/kg diizeyinde klorojenik asit 50 mg/kg diizeyinde ise
neoklorojenik asit tespit ettiklerini bildirmislerdir. Aynmi1 calismada gekirdekte 3-5
dikaffeoilkinik asit, kuersetin ve kaempferol tiirevlerinin bulunmadig1 ancak posa ve
kabukta bulunmayan lucenin-2 (6,8-di-C-glucosyl luteolin), vicenin-2 (6,8-di-C-glucosyl
apigenin), stellarin-2 (6,8-di-C-glucosyl chrysoeriol), isoschaftoside (6-C-arabinosyl-8-
C-glucosyl apigenin), schaftoside (6-C-glucosyl-8-C-arabinosyl apigenin), 6-C-pentosyl-
8-C-glucosyl chrysoeriol, 6-C-glucosyl-8-C-pentosyl chrysoeriol fenolik bilesiklerinin

Cizelge 4.3. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraklarin fenolik bilesen
analiz sonuglari

Bilesik Ayva béliimii ekstraktlar: (ug/g kuru agirhk)
Posa Kabuk Cekirdek Yaprak Su

GA nd nd tr nd nd
CA nd nd nd nd nd
5-CQA 179,25 482,36 nd 354,96 628,84
HC1 22,22 37,65 tr 51,43 51,09
3-CQA 164,59 751,75 12,63 1166,40 548,67
4-CQA tr 35,40 tr 165,64 47,43
KAF tr tr tr tr tr
CouA nd nd nd nd nd
3,5-diCQA 29,28 76,38 nd 381,16 60,99
Q-Ga nd 57,23 nd 50,92 6,06
Q-Ru 5,01 589,50 nd 534,94 67,92
Que nd 50,26 nd 48,87 tr

Ortalama degerler pg/g kuru meyve agirligi olarak verilmistir. nd, belirlenemedi; tr, iz miktarda; GA, Gallik
asit; CA, katesin; 5-CQA, 5-O-kafeoilkinik asit; HC1, 4-p-kumaroilkinik asit; 3-CQA, 3-O- kafeoilkinik
asit; 4-CQA, 4-O- kafeoilkinik asit; KAF, kaffeik asit; CouA, p-kumarik asit; 3,5-diCQA, 3,5-di
kafeoilkinik asit; Q-Ga, kuersetin-3-galaktosid; Q-Ru, kuersetin-3-rutinosid; Que, kuersetin.

cekirdekte 20-80 mg/kg diizeyinde bulundugunu raporlamiglardir. Silva ve digerleri
(2004) ¢ekirdegin metanolik ekstraktinda fenolik bilesikleri analiz etmisler ve klorojenik
asidin (24 mg/kg) yani sira, ¢ekirdekte onemli miktarda neoklorojenik asit(54,4 mg/kg)
ve kriptoklorojenik asit (27,6 mg/kg) tanimlamislardir.

Cizelge 4.3’te goruldugi tizere, cekirdekte gallik asit, 4-p-kumaroilkinik asit, 4-O-
kafeoilkinik asit (kriptoklorojenik asit) ve kafeik asit de bulundugu ancak miktarlarin
tespit edilebilir diizeyin altinda kaldigindan belirlenemedigi goriilmektedir. Literatiir
calismalar1 incelendiginde, kromatogramda 10. ve 18. dakikalar arasinda tespit edilen
olasi piklerin lucenin-2, vicenin-2, stellarin-2, isoschaftoside, schaftoside, 6-C-pentosyl-

8-C-glucosyl chrysoeriol, 6-C-glucosyl-8-C-pentosyl chrysoeriol oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Ayva posasinin aseton ekstraktinin 320 nm (A) ve 360 nm (B)'de kaydedilen
HPLC kromatogramlari. (5-CQA: 5-O-kafeoilkinik asit; HC1: 4-p-kumaroilkinik asit; 3-CQA; 3-O-
kafeoilkinik asit; 3,5-diCQA: 3,5-dikaffeoilkinik asit, Q-Ru, kuersetin-3-rutinosit).

Sekil 4.3. Ayva kabugunun aseton ekstraktinin 320 nm (A) ve 360 nm (B)'de kaydedilen
HPLC kromatogramlari. (5-CQA: 5-O-kafeoilkinik asit, HC1: 4-p-kumaroilkinik asit, 3-CQA: 3-O-
kafeoilkinik asit, 4-CQA: 4-O-kafeoilkinik asit, 3,5-diCQA: 3,5-dikaffeoilkinik asit, Q-Ga: kuersetin-3-
galaktozid, Q-Ru: kuersetin-3-rutinosit, Que: kuersetin).
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Sekil 4.4. Ayva c¢ekirdeginin metanol ekstraktinin 320 nm (A) ve 350 nm (B)'de
kaydedilen HPLC kromatogramlari. 3-CQA: 3-O-kafeoilkinik asit. (5-CQA: 5-O-kafeoilkinik
asit, HC1: 4-p-kumaroilkinik asit, 3-CQA: 3-O-kafeoilkinik asit, 4-CQA: 4-O-kafeoilkinik asit, 3,5-
diCQA: 3,5-dikaffeoilkinik asit, Q-Ga: kuersetin-3-galaktozid, Q-Ru: Kkuersetin-3-rutinosit, Que:
kuersetin).
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Sekil 4.5. Ayva yapraginin aseton ekstraktinin 320 nm (A) ve 360 nm (B)'de kaydedilen
HPLC kromatogramlari. (5-CQA: 5-O-kafeoilkinik asit, HC1: 4-p-kumaroilkinik asit, 3-CQA: 3-O-
kafeoilkinik asit, 4-CQA.: 4-O-kafeoilkinik asit, 3,5-diCQA: 3,5-dikaffeoilkinik asit, Q-Ga: kuersetin-3-
galaktozid, Q-Ru: kuersetin-3-rutinosit, Que: kuersetin).
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Sekil 4.6. Ayva suyunun aseton ekstraktinin 320 nm (A) ve 360 nm (B)'de kaydedilen
HPLC kromatogramlari. (5-CQA: 5-O-kafeoilkinik asit, HC1: 4-p-kumaroilkinik asit, 3-CQA: 3-O-
kafeoilkinik asit, 4-CQA.: 4-O-kafeoilkinik asit, 3,5-diCQA: 3,5-dikaffeoilkinik asit, Q-Ga: kuersetin-3-
galaktozid, Q-Ru: kuersetin-3-rutinosit, Que: kuersetin).

Toplam flavonol miktar1 degerlendirildiginde kabuk (696,99 pg/g kuru agirlik) > yaprak
(634,73 pg/g kuru agirlik) > meyve suyu (73,98 pg/g kuru agirlik) > posa (5,01 pg/g kuru
agirlik) > cekirdek (belirlenemedi) olarak azaldigi belirlenmistir. Birgok c¢aligmada
meyve kabugunda diger ayva boliimlerine kiyasla daha fazla flavonol birikiminin, giines
1s181ina daha fazla maruz kalma ile iliskilendirildigi ifade edilmektedir (Stojanovi¢ ve
digerleri, 2017; Wojdylo ve digerleri, 2014). Ikinci en yiiksek flavonol igeriginin
yapraklarda bulundugu goz 6niine alindiginda, flavonollerin meyvelerin yapraklarini ve

kabuklarin1 UV 1sinlarindan korumada rol oynadigir sonucuna varilmaktadir. Benzer
yorum Oliveira ve digerleri (2012) tarafindan da yapilmistir. Kuersetin-3-rutinositin (Q-
Ru), kabuk, yaprak ve meyve suyundaki en yiiksek ve posadaki tek flavonol oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmada posada bulunan Q-Ru miktar1 (1,00 mg/kg), Stojanovi¢ ve
digerlerinin (2017) daha 6nce belirledikleri miktardan (2,94-8,45 mg/kg) daha disiik
bulunmustur. Ancak ayni ¢aligmada kabukta tespit edilen Q-Ru miktarinin (123,5-254,2
mg/kg) calisma ile tutarli oldugu belirlenmistir. Sut ve digerleri (2018) ise kabuk ve
posanin Q-Ru igeriklerini sirasiyla 9,26 ve 0,05 mg/kg olarak belirlemistir. Bu ¢calismada
elde edilen sonuglar, mevcut ¢alismadan yaklasik 15 kat daha disiik olarak tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismada posada belirlenen fenolik profile benzer sekilde, Silva ve
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digerleri (2004) posanin Q-Ga igermedigini ancak kabugun Q-Ga miktarinin 491,2 mg/kg
diizeyinde oldugunu bildirmislerdir. Ancak belirtilen degerin calismada elde edilen

miktardan oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.4 In vitro Sindirim Simiilasyonunun Fenolik icerik ve Antioksidan Aktivite
Uzerindeki Etkisi

Sindirimin bir sonucu olarak, gida bilesenleri gastrointestinal sistemdeki bir dizi sindirim
enzimi sonrasi1 farkli bilesiklere doniistiiriilmektedir. Bu nedenle degisime ugrayan
bilesikler sindirim 6ncesi sahip olduklar1 biyolojik aktivitelerini kaybedebilir veya tam
tersine olusan bilesiklerin biyolojik aktivitelerinde artig goriilebilir (Yen ve digerleri,
2017). Bu nedenle in vitro sindirim simiilasyon bulgulari, bu bilesiklerin biyolojik
aktivitelerindeki degisimleri degerlendirmek ve biitiinciil bir yaklagimla ¢alismay1 ortaya

koymak i¢in 6nem tasimaktadir.

Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de ayr1 ayr1 her sindirim adiminda
farkli ayva boliimlerinin toplam fenolik igerigi ve DPPH, ABTS ve FRAP analizi ile AA
degerleri gosterilmistir. Yapilan literatiir taramasina gore; mevcut ¢aligma, sindirimin
(ag1z, mide, bagirsak-diyalize ve bagirsak-diyalize olmayan) tim ayva bdliimlerinin
fenolik icerigi ve radikal yakalama aktivitesi {izerindeki etkisini arastiran ilk ¢alisma
niteligi tagimaktadir. In vitro sindirim simiilasyonu sonrasinda ayva ¢ekirdegi harig tiim
ayva bolimlerinin ekstrakt formlarina kiyasla fenolik igerikte ortalama 5 kat ve
antioksidan aktivitede 2,5 kattan fazla azalma oldugu tespit edilmistir. Lee, Lee, Yim ve
Hur (2020) sogandaki fenolik bilesiklerden biri olan kuersetinin sindirim sonrasi
miktarinda azalma oldugunu ve bu nedenle insanda kuersetin biyoyararlaniminin daha az
oldugunu raporlamiglardir. Corréa ve digerleri (2017) Merlot {iziim posasinin
hidroetanollii ekstraktinda 20 adet antosiyanin olmayan fenolik bilesik tanimlamislardir.
Ayni ¢alismada in vitro sindirim sonrasi sadece 11 antosiyanin olmayan bilesigin
tanimlandigr ve tanimlanan bilesiklerin miktarinda 18 kata kadar azalmanin oldugu
bildirilmistir. Beyaz iiziim ve beyaz iiziimden yapilan sarabin fenolik bilesiklerinin
biyoyararlanimi {izerine yapilan baska bir ¢alismada, hem iizimde hem de sarapta
sindirim sonrast TFM miktarinda azalmanin oldugu ayrica fenolik bilesiklerin ¢cogunun

tespit edilebilir diizeyin altinda kaldigi raporlanmistir. Arastirmacilar sarabin {iziime
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kiyasla biyoyararlaniminin daha yiiksek oldugunu bunun nedeninin {iziim gibi kati
meyvelerde, polifenollerin biyolojik olarak erisilebilir olmasi i¢in besin matrisinden
ekstrakte edilmesinin gerekliligini ancak sarap gibi sivi 6rneklerde ise polifenollerin zaten
erigilebilir oldugunu vurgulamislardir (Lingua ve digerleri, 2019). Bu ¢alismalarin aksine
literatlirde sindirim sonrast TFM miktarinda ve antioksidan aktivitede artisin oldugunu
ortaya koyan ¢aligmalarin da oldugu tespit edilmistir. Sengul, Surek ve Nilufer-Erdil
(2014) narin mide sindirimi sonrasi fraksiyonunda meyvenin metanolik ekstraktindan
daha yiiksek toplam fenolik igerige sahip oldugunu bulmuslardir. Elma, armut ve
kavunun incelendigi baska bir ¢alismada, yine in vitro sindirim sonrasi daha yiiksek
toplam fenolik igerigin oldugu raporlanmistir (Chen ve digerleri, 2014). Baz1 tahillar,
makarna ve baklagillerin sindirimden sonra 6nemli 6l¢iide daha yiiksek fenolik icerige ve
buna bagli olarak daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Correa ve
digerleri, 2017; Pigni ve digerleri, 2020). Bu ¢alismalar mevcut fenolik bilesiklerin tiirii
ve stabilitesinin, gida matrisinin karmasikliginin ve kati veya sivi formda olmasinin, in
vitro sindirim sonrasi biyolojik aktivite {izerinde etkisinin olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Yapilan ¢alismada genel olarak, mide sindirimi sonrast salinan TFM miktarinin, diger
sindirim adimlarindan 6nemli Slgiide daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7, Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.11) (p < 0,05). Calismada elde edilen sonuglar, ayva boliimlerinin
fenolik igeriginin agiz sindiriminden mide sindirimine dogru artis gosterdigini ve ancak
bagirsak basamaklarinda (diyaliz edilemeyen ve diyaliz edilebilir fraksiyonlar) TFM
miktarinda dramatik bir azalmanin oldugunu ortaya koymaktadir. Sekil 4.7, Sekil 4.8,
4.10 ve 4.11°de posa, kabuk, yaprak ve meyve suyunun antioksidan aktivite degerlerinde
de mide sindiriminden sonra elde edilen TFM miktar1 ile uyumlu olarak azalma oldugu
goriilmektedir. Ayva boliimlerine ait optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin TFM
miktart %100 olarak degerlendirildiginde, yapragin bagirsak sindirimi sonrasi diyalize
edilemeyen fraksiyonunun TFM degerinin %13,5a diistiigli ve diger ayva bolimlerinin
bu orandan daha diigiik degerlere sahip oldugu hesaplanmistir. Benzer bulgular, kirmizi
liziim ve sarabin her bir sindirim basamaginda fenolik profil, TFM miktar1 ve antioksidan
kapasitesini ortaya koyan Lingua ve digerleri (2018) tarafindan da tespit edilmistir.

Bilindigi iizere in vitro sindirim ¢aligsmalarinda, ortamin pH degeri mide simiilasyonu igin
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1,5-2,0 degerlerine, bagirsak simiilasyonu i¢in ise 7,5-8,0 degerlerine ayarlanmaktadir.
Birgok ¢aligma mide sindiriminden sonra 6nemli miktarda fenolik igerik kaybini, fenolik
bilesiklerin asidik kosullardan ziyade notr veya alkali kosullar altinda daha kararsiz
olmasi ile agiklamaktadir (Chen ve digerleri, 2014; de Morais ve digerleri, 2020; Lingua
ve digerleri, 2018; Sengul ve digerleri, 2014).
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Sekil 4.7. Ayva posasinin her bir in vitro sindirim simiilasyon adimindaki TFM miktari
ve antioksidan aktivite degisimi

Kolonu simiile eden diyaliz edilemeyen fraksiyonun TFM miktari incelendiginde, bu
fraksiyonun epitel bagirsak hiicre bariyerini asip emilimi simiile eden diyaliz edilebilir
fraksiyondan daha yiiksek TFM miktar1 igerdigi tespit edilmistir. Bu durum kolona ulagan
fenolik maddelerin ¢ogunun viicut tarafindan emilemedigini gostermektedir. Benzer
tespit Pigni ve digerlerinin (2020) c¢alismalarinda da yapilmistir. Ancak bazi
arastirmacilar kolona ulasan fenolik bilesiklerin kolondaki bakteriler tarafindan
metabolize edilebilecegini ve potansiyel olarak biyo-doniistiiriilmiis molekiillerin
konakg1 tizerinde olumlu etkiler gosterebilecegini vurgulamiglardir (de Morais ve
digerleri, 2020; Lingua ve digerleri, 2018). Kolona ulasan fenoliklerin kolondoki
mikrobiyota {lizerine etkilerini, bu mikroorganizmalar tarafindan kullanim olanaklarini ve
metabolize bilesiklerin neler oldugunu ortaya koyan ileri c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sekil 4.8. Ayva kabugunun her bir in vitro sindirim simiilasyon adimindaki TFM miktari
ve antioksidan aktivite degisimi
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Sekil 4.9. Ayva ¢ekirdeginin her bir in vitro sindirim simiilasyon adimindaki TFM miktari
ve antioksidan aktivite degisimi
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Sekil 4.10. Ayva yapraginin her bir in vitro sindirim simiilasyon adimindaki TFM miktar1
ve antioksidan aktivite degisimi

Veriler incelendiginde posanin TFM miktarinin en yiiksek belirlendigi sindirim adiminin
mide (1,78 + 0,04 mg GAE/g kuru agirlik) oldugu ardindan agiz (1,21+ 0,02 mg GAE/g
kuru agirlik) , diyalize edilemeyen (0,27 = 0,01 mg GAE/g kuru agirlik) ve diyalize olan
0,05 + 0,00 mg GAE/g kuru agirlik) fraksiyon olarak siralandigi goriilmektedir. AA
analizlerinde genel olarak tiim ayva boliimleri i¢in DPPH metodunun ABTS ve FRAP
yontemlerine kiyasla daha diisiik sonu¢ verdigi belirlenmistir. DPPH ydntemine gore
posanin agiz ve mide sindirimi sonrasi antioksidan aktivitesi istatistiksel olarak ayni
bulunmustur (p < 0,05) ancak ABTS ve FRAP yontemlerinde mide > agiz > diyalize
edilemeyen > diyalize edilebilir fraksiyon olarak siralandigi goriilmektedir. Posanin
optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktinin DPPH sonuglari sindirim
sonrasi veriler ile kiyaslandiginda AA’nin mide sindirimi sonrasi yaklagik 12 kat daha az
oldugu belirlenmistir. ABTS ve FRAP yontemlerinde ise bu degerin yaklasik 7 kat daha
diistik oldugu tespit edilmistir.

Ayva kabugunun TFM miktarinin posada oldugu gibi sindirim asamalar1 arasinda en
yiiksek degerin mide sindirimi sonrasinda tespit edildigi (7,07 + 0,11), diyalize
fraksiyonun (0,82 + 0,06) ise en diisik TFM miktarma sahip oldugu bulunmustur.

Antioksidan aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde, yapilan {i¢ yontemle de en yiiksek
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Sekil 4.11. Ayva suyunun her bir in vitro sindirim simiilasyon adimindaki TFM miktari
ve antioksidan aktivite degisimi

degerin mide sindirimi sonrast oldugu belirlenmistir. Diyalize ve diyalize olmayan
fraksiyonun ABTS yontemi ile yapilan AA sonuglari istatistiksel olarak farkli degilken,
diger yontemler diyalize olmayan fraksiyonun daha yiiksek AA’ya sahip oldugunu
gostermektedir. Ayva kabugu ekstraktinin TFM miktar1 mide sindirimi sonrasi elde
edilen degerden 5 kat, AA bakimindan DPPH yontemiyle yaklasik 6 kat, ABTS ile 7 kat,
FRAP ile 14 kat daha yiiksek bulunmustur.

Tiim ayva pargalar1 arasinda sadece ayva g¢ekirdeginin mide ve diyalize edilemeyen
sindirim asamalarinda metanolik ekstraktindan daha fazla toplam fenolik icerik tespit
edilmistir. Ozellikle mide sindirimindeki fenolik bilesik miktarinin ekstrakt formuna gére
yaklasik 2,40 kat arttig1 belirlenmistir. Sindirim agamalarindaki fenolik bilesen salinimi
degerlendirildiginde mide > diyalize olmayan fraksiyon > agi1z = diyalize fraksiyon olarak
siralandig goriilmektedir. Cekirdegin diyalize olmayan fraksiyonunun fenolik bilesik
salinimi (3.16 = 0.09 mg GAE/g kuru agirlik) kabuktan (1.88 + 0.05 mg GAE/g kuru
agirlik) daha yiiksek bulunmustur. Bu durum cekirdegin sindirim sonrasit bazi
fenoliklerinin miktarinda ya da sayisinda artis oldugunu ortaya koymaktadir. Cekirdekte
yapilan AA analiz yontemlerinden DPPH yontemi ile agiz, mide ve diyalize fraksiyondan

sonug¢ alinamazken, sadece diyalize olmayan fraksiyonda olduk¢a diisiik miktarda AA
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belirlenebilmistir. Ancak ABTS yontemi ile belirlenen en yiiksek AA degerlerinin mide
sindirimi asamasinda oldugu ve 3,20 umol TE/g kuru agirlik olarak belirlenmistir. Diger
analiz yontemi olan FRAP ile ise daha diisiik degerlerin oldugu goriilmiistiir. Bu durum
cekirdekte artan TFM miktarmin AA’da artisa neden olmadigini, her fenolik bilesigin

biyolojik aktivite sergileyemeyecegini kanitlar niteliktedir.

Ayva yapraginin TFM miktarinin agiz (19.98 £0.67 mg GAE/g kuru agirlik) ve mide
sindirimi sonras1 (19.20+0.46 mg GAE/g kuru agirlik) istatistiksel olarak farklilik
gostermedigi (p > 0,05), ancak bagirsak sindirimi sonrasi fenolik igerigin kademeli olarak
azaldig1 belirlenmistir. Ekstrakt sonuglarinda oldugu gibi ayva yapragimin diger ayva
boliimlerine gore tiim sindirim asamalarinda en yiiksek TFM miktar1 ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak ekstrakt ile kiyaslandiginda TFM
miktarinda yaklasik 4 kat, antioksidan aktivitede ise 4,5 ila 10 arasinda azalisin oldugu
tespit edilmistir. Sindirim asamalar1 arasinda TFM miktar1 agiz ve mide sindirimi sonrasi
istatistiksel olarak farkli bulunmazken (p > 0,05), diyalize edilemeyen fraksiyonun TFM
miktar diyalize fraksiyondan daha yiiksek bulunmustur (p < 0,05).

Ayva suyunun TFM miktarinin istatistiksel olarak mide > agiz > diyalize fraksiyon =
diyalize edilemeyen fraksiyon seklinde siralandig1 ve midede hesaplanan TFM miktarinin
4,32 mg GAE/g kuru agirlik oldugu belirlenmistir. AA sonuglarinda DPPH ydnteminin
ABTS ve FRAP yontemleri ile istatistiksel olarak uyumlu olmadigi ve genel durumun
aksine DPPH yontemi ile elde edilen bulgularin agiz ve bagirsak sindirim asamalarinda
diger yontemlerden daha ytiksek tespit edildigi goriilmiistiir. Ancak TFM miktar1 ile AA
arasindaki iliskinin ABTS ve FRAP yontemleri ile paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
Ayva suyu ekstraktinin mide sindirimine tabi tutulmus 6rnekten yaklasik 5,5 kat daha
yiiksek fenolik bilesen igerdigi yine 3 - 6 kat daha yiiksek AA’ya sahip oldugu

belirlenmistir.

Ayva boliimlerine ait biyoerisebilirlik degerleri incelendiginde; meyve suyu
(%64,65+£0,58) > kabuk (%43,52+1,60) > vyaprak (%41,97+0,75) > ¢ekirdek
(%23,94+0,80) > posa (%19,59+0,59) olarak siralandig1 belirlenmistir. Ayrica AA

sonuglarinin, ayva boliimlerinin TFM miktar1 ile genel olarak pozitif korelasyon
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gosterdigi goriilmiistiir. Benzer korelasyon Dutra ve digerleri (2017) ve Shahidi ve

Zhong’un (2015) caligmalarinda da tespit edilmistir.

4.5. Ayva Boliimlerinin Optimum Kosullarda FElde Edilen Ekstraktlarimin
Antimikrobiyal Aktivitesi

Literatlirde ayva ya da bolimlerinin saglik tizerine cesitli etkilerini, AA, TFM miktari,
fenolik kompozisyon ve ugucu bilesikleri yoniinden kapsamli olarak incelendigi ancak
antimikrobiyal 6zelligini ortaya koyan ¢alismalarin oldukga sinirli oldugu goriilmiistiir.
Ayva meyvesinin kabuguyla birlikte degerlendirildigi ii¢ adet (Alizadeh ve digerleri,
2013; Cioch, Satora, Skotniczny, Semik-Szczurak ve Tarko, 2017; Silva ve Oliveira,
2013), ayva yapraginda yedi adet (Alizadeh ve digerleri, 2013, 2014; Benzarti ve
digerleri, 2018; Cerempei ve digerleri, 2016; Cioch ve digerleri, 2017; Nasiri Semnani,
Hajizadeh ve Alizadeh, 2017; Silva ve Oliveira, 2013) posa ve kabukta iki adet(Fattouch
ve digerleri, 2008; Fattouch ve digerleri, 2007), ayva suyunda bir adet (Lele ve digerleri.,
2018), ayva ¢ekirdeginde iki adet (Alizadeh ve digerleri, 2013; Shaida, Singh ve Singh,
2020) olmak iizere toplamda on bir adet akademik ¢alisma bulunabilmistir. Bulunan
akademik yaymnlarda genel olarak antimikrobiyal etkinin agar-kuyucuk ya da disk
diflizyon yontemleri ile belirlendigi goriilmiistiir. Bu ¢aligsma ile ayva boliimleri fenolik
ekstraktinin Gram-pozitif ve Gram-negatif patojen bakterilere, laktik asit bakterilerine ve
kiif ile mayalara karsi etkisini belirleyen kapsamli aragtirma olma niteligi tagimaktadir.
Ayrica bu ¢alisma kapsaminda ¢ogu mikroorganizma igin ilk defa MIK/MBK ya da MFK
degerleri belirlenebilmistir. Ayva boliimlerinin optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivitesi Cizelge 4.4 'te sunulmustur. Genel olarak,
en yiiksek antibakteriyal aktivitenin goriildiigii ayva boliimiiniin yaprakta tespit edilmesi,
en yiiksek fenolik bilesen icerigine sahip olmast ile agiklanabilir. Ayrica, literatiirde bazi
fenolik bilesiklerin antimikrobiyal aktivite lizerinde daha etkili oldugu raporlanmistir.
Fattouch ve digerleri (2007), yaptiklar1 c¢alismada Klorojenik asidin Kkuersetin ve
kaempferolden daha giiglii bir antimikrobiyal bilesik oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
calisma dogrultusunda, yapragin yiiksek antimikrobiyal 6zelliginin yiiksek klorojenik asit
icerigi ile dogrudan iliskili oldugu diistiniilmektedir. Ayva yaprag: ekstraktina en duyarl
grubun Gram-pozitif patojenler oldugu ve MIK degerlerinin 0,78 mg/mL; MBK

R

degerlerinin 1,56 - 3,12 mg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. Literatiirde Gram-pozitif
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bakterilerin Gram-negatiflere kiyasla fenolik bilesiklere karsi daha duyarli oldugunu
gosteren ¢aligmalar sunulmustur (Cueva ve digerleri, 2010; Dimkic ve digerleri, 2016;
Govardhan Singh, Negi ve Radha, 2013; Pires ve digerleri, 2018). Fenolik bilesiklerin
hiicre zar1 gegirgenligine gecici ya da kalic1 zarar verme, hiicre sitoplazmasindaki bazi
fonksiyonlar1 ve hiicre i¢i pH’sin1 degistirme gibi antimikrobiyal aktivitede rol oynayan
etki mekanizmalarina sahip oldugu bildirilmistir (Khochapong, Ketnawa, Ogawa ve
Punbusayakul, 2021; Oulahal ve Degraeve, 2022). Cueva ve digerleri (2010) on ti¢ farkli
fenolik asitin 3 farkli E. coli susu, Lactobacillus spp., S. aureus, Pseudomonas aeruginosa
ve Candida albicans tizerine etkilerini arastirmiglardir. Calismada Gram-pozitif olan S.
aureus’un fenolik asitlere karsi en duyarli bakteri oldugu, P. aeruginosa gelisiminin ise
test edilen dozdaki higbir fenolik asit varliginda etkilenmedigi belirtilmistir. Fenolik
asitlerin patojenlere karsi antimikrobiyal etkisini aciklayan olasi bir mekanizmalardan
birinin fenolik asitlerin ¢6ziinmesinin bir sonucu olarak plazma zari interfazinda
hiperasidifikasyona neden olmasi1 olarak agiklanmistir. Bu hiperasidifikasyon, hiicre zar1
potansiyelini degistirerek hiicre zarin1 daha gegirgen hale getirmekte ve ayrica ATP
sentezinde yer alan sodyum-potasyum ATPaz pompasini etkilemektedir. Gram-pozitif
bakteriler fenolik asitlerin hiicre duvarindan difiizyonunu, hiicre igi asitlesmeyi ve
sodyum-potasyum ATPaz pompasinda geri doniisiimsiiz degisiklikleri engelleyecek bir
dis zardan yoksundur. Bunun aksine Gram-negatif bakterilerin sahip oldugu dis zar,
hiperasidifikasyona karsi bir bariyer gorevi gormekte ve toksinleri hiicre digina
pompalayan MexE-MexF-OprN operon tasima sistemi ile birlikte fenolik bilesiklerin
etkisine karsi direngli olmaktadirlar. Ayrica dis zarin hidrofilik karakterde olmasi
hidrofobik 6zellik gdosteren bazi fenolik molekiilleri itmesi ile sonuglanmaktadir (Oulahal

ve Degraeve, 2022).

Calismada, yaprak ekstraktinin L. bulgaricus - S.thermophilus, L. acidophilus ve L.
plantarum 29 iizerindeki inhibisyon etkisinin diger Gram-pozitif patojenlere gore daha
zayif kaldign goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Bu bakterilerin MIK degerleri 12,5 mg/mL,
MBK degerleri ise L. acidophilus i¢in 25 mg/mL, L. bulgaricus - S.thermophilus ve L.
plantarum 29 i¢in ise 50 mg/mL olarak belirlenmistir. Alt1 adet hidroksisinamik asit ve
alt1 adet hidroksibenzoik asitin L. plantarum, Lactobacillus hammesii, Lactobacillus

fermentum, Lactobacillus reuteri, E. coli ve Bacillus subtilis tizerindeki etkilerinin
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Cizelge 4.4. Ayva boliimii ekstraktlarinin minimum inhibe edici (MIK), bakterisidal veya fungisidal (MBK/MFK) konsantrasyonlar1 ve zon
cap1 Olgiimleri

Mikroorganizma MIK (mg/mL) MBK/MFK (mg/mL) Zon Cap1 (50 mg/mL) (mm)

Ayva Boliimii Posa Kabuk Cekirdek Yaprak Su Posa Kabuk Cekirdek Yaprak Su Posa Kabuk  Cekirdek Yaprak Su

S. aureus 25 3.12 125 0.78 125 25 6.25 >100 1.56 25  9.3240.39 12.4440.34 nd 16.85+0.17 nd
E. faecalis 125 3.12 125 0.78 125 25 6.25 >100 1.56 25 nd 11.1940.15 nd 16.20+0.25 nd
M. luteus 125 1.56 125 0.78 125 50 6.25 >100 1.56 25 nd 13.5340.04 nd 17.67+0.35 nd
B. cereus 25 3.12 25 0.78 125 >100 50 >100 312 >100 9.77+0.31 13.85+0.57 nd 17.03+0.31  10.79+0.47
E. coli 100 >100 25 100 100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd
E. coli O157:H7 125 3.12 25 6.25 125 >100 50 >100 125 >100 9.86+0.16 13.29+0.14 nd 15.73£0.09  10.62+0.07
S. Typhimurium 125 3.12 12.5 125 125 >100 50 >100 25 >100 9.87+0.01 13.23+0.16 nd 15.54+0.22  11.45+0.39
K. pneumoniae >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd
L. acidophilus 100 >100 >100 125 100 >100 >100 >100 25 >100 nd nd nd nd nd
L. plantarum 100 50 50 125 100 >100 >100 >100 50 >100 nd nd nd nd nd
Yoghurt cultures 100 >100 >100 125 100 100 >100 >100 50 100 nd nd nd nd nd
S. cerevisiae >100 >100 >100 6.25 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd
C. albicans >100 >100 >100 25 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd
A. brasilensis >100 >100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd
P. roqueforti >100 >100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 nd nd nd nd nd

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 8213, Micrococcus luteus ATCC 9341, Bacillus cereus DSM 4312, Escherichia coli ATCC 35218, E. coli 0157:H7
NCTC 12900, Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Lactobacillus plantarum 29 (peynir izolati), Lactobacillus acidophilus LA-
5® (Chr.Hansen), yogurt starter kiiltiirii YC-X16 (Chr.Hansen), Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (klinik izolat), Aspergillus brasilensis ATCC 16404 ve Penicillium roqueforti
(Tulum peyniri izolatr). MIK: minimum inhibisyon konsantrasyonu; MBK: minimum bakterisidal konsantrasyon; MFK: minimum fungisidal konsantrasyon; MiK ve MBK/MFK analizleri
iki paralel olarak yapilmistir. Zon ¢ap1 6lgtimleri ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).



arastirildigr baska bir ¢aligmada, laktik asit bakterilerinin fenolik asitlere kars1 E. coli ve
B. subtilis’a kiyasla 6nemli 6l¢iide daha toleransli oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada
L. plantarum’un klorojenik asit harig test edilen diger tiim fenolik asitleri, L. reuteri’nin
sadece klorojenik asidi, L. fermentum’un p-kumarik asit ve ferulik asidi metabolize ettigi
belirlenmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan metobolize edilen fenolik asit
metabolitlerinin antimikrobiyal aktivitesinin ana bilesige kiyasla 2-5 kat daha diisiik
oldugu, L. plantarum’un en yiiksek ve L. reuteri’nin en diisiik metabolik aktiviteye sahip
olmas1 ile iliskili olarak caligmadaki en diren¢li ve en duyarli bakteriler oldugu
vurgulanmigtir (Sanchez-Maldonado, Schieber ve Ganzle, 2011). Bu ¢alisma laktik asit
bakterilerinin fenolik bilesiklere karsi toleransinin fenolik bilesikleri metabolize etme
becerilerinden ileri geldigini carpici bir sekilde ortaya koymaktadir. Benzer yaklasimla
aycicegi ununda basta klorojenik asit sebebiyle meydana gelen kararmalarin Oniine
gecilmesinde laktik asit bakterilerinden faydalanildigi goriilmustiir (Fritsch, Heinrich,
Vogel ve Toelstede, 2016). Baska bir ¢caligmada; i¢lerinde nar kabugu, kekik ve karanfilin
de bulundugu 6 farkl bitkinin fenolik ekstraktinin 5 yaygin patojen (B. cereus, E. coli, S.
Typhimurium, Shigella flexneri ve S. aureus) ve 5 yaygin laktik asit bakterisi (L.
acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei, L. plantarum ve L. rhamnosus)
tizerindeki etkisi arastirllmis ve fenolik ekstraktlarin gida patojenlerini farkli dozlarda
inhibe ettigini ancak laktik asit bakterilerin inhibisyonu i¢in ¢ok yiiksek dozlarin gerekli

oldugu vurgulanmistir (Chan, Gan, Shah ve Corke, 2018).

Gram-negatif bakterilerde yaprak ekstraktina karst duyarliligin E. coli O157:H7
NTCC12900 > S. Typhimurium ATCC 14028 > E. coli ATCC 35218 > K. pneumoniae
ATCC 700603 olarak siralandig1 goriilmiistiir. MBK sonuglar degerlendirildiginde, 100
mg/mL yaprak ekstraktinin E. coli ATCC 35218 ve K. pneumoniae ATCC 700603'yi
oldiirmek icin yeterli olmadigi, ancak 12,5 mg/mL ve 25 mg/mL dozlarinin sirasiyla E.
coli O157:H7 NTCC 12900 ve S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in tamamen 6ldiirticii etki
gosterdigi belirlenmigtir. Nasiri Semnani ve digerleri (2017) ayva yapragi asetonik
ekstraktinin S. aureus, S. Typhimurium, E. coli ve K. pneumoniae'ye kars1 MIK
degerlerinin 98-196 mg/mL arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bu degerler caligmada

elde edilen degerlerden oldukc¢a yiiksektir. Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda
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ekstrakta ait 6zelliklerin (¢oziicii, ekstraksiyon yontemi, cografi kdken, iklim ve mevsim)

yani sira kullanilan susun farklilig1 da antimikrobiyal etki iizerinde belirleyici olmaktadir.

Yapilan calismada ayva yapragi ekstraktinin kiif ve mayalar iizerindeki antifungal
etkisinin diger ayva boliimlerine kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yaprak
ekstraktinin MiK degerinin S. cerevisiae i¢in 6,25 mg/mL oldugu, bu dozun S. cerevisiae
gelisimini ortalama %93,8 oraninda inhibe ettigi ancak dikkat ¢ekici olarak daha yiiksek
dozlarda bu etkinin azaldigi, 100 mg/mL'lik dozun inhibisyon oraninin %57,29+0, 38'e
kadar diistiigii belirlenmistir (Cizelge 4.5). C. albicans i¢in de benzer sonucun alindigi,
MIK degeri olan 25 mg/mL yaprak ekstrakti dozu iizerinde inhibisyonun azaldig1 ancak
%90’1n altina diismedigi saptanmistir. Oldukea ilgi ¢ekici olan bu bulgularin sebebinin,
kiif ve mayalarin yiiksek enzimatik faaliyetleri sayesinde ekstraktta bulunan bilesikleri
metabolize etme yeteneginden kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmiistiir. Calismada A.
brasiliensis ATCC 16404 ve P. roqueforti’nin ayva yapragmin 100 mg/mL dozunda
gelisimlerinin  sirasiyla  %57,17+2,47 ve %63,58+1,44 oraninda inhibe oldugu
belirlenmis, MIK ve MFK degerleri tespit edilememistir (>100 mg/mL). Literatiirde
ayvanin antifungal etkisini arastiran sadece bir adet makalenin oldugu belirlenmistir.
Calismada elde edilen bulgularin Alizadeh ve digerleri (2014)’nin galisma sonuglariyla
uyumlu oldugu goriilmiis, ayva yapraginin aseton ekstraktinin MIK ve MFK degetlerinin
strastyla 200 mg/mL ve 400 mg/mL oldugu raporlanmigtir.

Yaprak ekstraktinin 50 mg/mL dozunun agar kuyucuk yontemi ile elde edilen zon
caplarinda, Gram-pozitif patojenlerin hepsinde >16 mm iizerinde zon cap1 tespit
edilirken, Gram-negatiflerde sadece E. coli O157:H7 NTCC 12900 ve S. Typhimurium
ATCC 14028 de sirasiyla 15,73 = 0,09 mm ve 15,54 + 0,22 mm zon ¢ap1 Olglilmiistiir.
Denev ve digerleri (2014) agar kuyusu difiizyon sonuglarini 6l¢iilen zon ¢apina gore zayif
inhibisyon (inhibisyon bolgesi < 12 mm), orta inhibisyon (12 mm < inhibisyon bolgesi <
20 mm) ve gii¢lii inhibisyon (inhibisyon bolgesi > 20 mm) olarak siniflandirmislardir. Bu
simiflandirmaya gore zon oOlgiilen bakterilerin tiimiinde yaprak ekstraktina karst orta
derecede inhibisyon tespit edilmistir. Calismada 50 mg/mL yaprak ekstraktina kars1 E.
coli ATCC 35218, K. pneumoniae ATCC 700603, laktik asit bakterileri, kiif ve mayalarda

zon ¢ap1 Olcililememistir.
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Cizelge 4.5. Farkli dozlardaki ayva yapragi ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Aspergillus brasilensis ATCC 16404, Penicillium roqueforti gelisimi
tizerine inhibisyon oranlar1

%Iinhibisyon
ID(ci)iZf-(ll\;Ingég]L)/ S. cerevisiae C. albicans A.ybrasilensis P. roqueforti
ATCC 16404

100 57,29 £ 0,38 98,60 + 0,16 57,17 £2,47 63,58 + 1,44
50 87,67 £4,47 100 + 4,65 48,65 + 1,27 54,67 £ 2,73
25 96,45 + 12,87 100 +2,71 45,49 +2,26 4528 +3,21
12,5 95,96 +£2,79 87,42+ 10,72 nd 38,52+2,18
6,25 93,80+ 1,80 78,63 + 10,32 nd nd
3,12 78,59 £ 1,36 79,10 £+ 6,69 nd nd
1,56 86,82 + 0,05 23,83 +9,65 nd nd
0,78 76,25+ 3,74 7,74 £0,23 nd nd

Bu ¢alismada ayva kabuk ekstraktina en duyarl bakterinin M. luteus ATCC 9341 (1,56
mg/mL) oldugu ve patojen bakteriler arasinda E. coli ATCC 35218 ve K. pneumoniae
ATCC 700603 harig¢ diger patojen bakterilerde 3,12 mg/mL dozun gelisimi %90 oraninda
inhibe ettigi bulunmustur. Kabuk ekstraktinin antibakteriyal sonuglar1 yaprak ekstrakti ile
kiyaslandiginda, Gram-pozitifler lizerinde yaprak ekstraktinin, Gram-negatiflerde ise
genel olarak kabuk ekstraktinin {istiin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle E. coli O157:H7
NCTC 12900 ve S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in MIK degerlerinin sirasiyla yaprak
ekstraktina kiyasla 2 ve 4 kat daha diisiik tespit edilmesi oldukga dikkat cekicidir. Bu
sonuglar HPLC ile belirlenen fenolik bilesen kompozisyon analizinde kabugun
neoklorojenik asit (5-O-kafeoilkinik asit), kuersetin, kuersetin-galaktozit ve kuersetin-
rutinosit miktarlarinin yapraktan daha yiiksek olmasi ile iliskilendirilebilir (Azeem ve
digerleri, 2023; Bajko ve digerleri, 2016). Bobinaité ve digerleri (2020)’nin kus iivezi
posasinin farkli solventlerle hazirlanan ekstraktlarinin bazi 6zelliklerini incelemisler ve
test edilen suslara kars1 en giiclii antimikrobiyal aktivitenin aseton ekstraktinda oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar bu durumu aseton ekstraktinin en yiiksek neoklorojenik
asit igerigine sahip olmasi ile agiklamiglardir. Neoklorojenik asitin yani sira kuersetinin
antimikrobiyal etkinligini ortaya koyan ve ¢ok gii¢lii bir antimikrobiyal ve antiviral ajan
oldugunu belirten ¢calismalarin oldugu belirlenmistir (Azeem ve digerleri, 2023; Gatto ve
digerleri, 2002; Nguyen ve Bhattacharya, 2022). Antibiyotige direngli baz1 bakterilere
kars1 kuersetinin oldukga etkili olusu saglik otoriteleri tarafindan umut vadedici bir

fenolik bilesik olarak goriilmesini saglamistir. Kuersetinin antimikrobiyal ve antiviral

73



mekanizmalari arasinda hiicre membranina hasar verme, membran gecirgenligini bozma,
niikleik asit ve proteinlerin sentezini engelleme, viriilens farktorlerin ifadesini azaltma,
mitokondriyi islevsizlestirme, biyofilm olusumunu 6nleme gibi mekanizmalarin yer
aldig1 belirtilmistir (Nguyen ve Bhattacharya, 2022). Ayva kabugunun sulu aseton
ekstraktinin antibakteriyel etkisinin arastirildig1 baska bir ¢alismada, 0,1 mg/mL dozunun
S. aureus ATCC 6538’1 ve 1 mg/mL dozunun ise E. coli ATCC 35218’i inhibe etmeyi
basardig: bildirilmistir (Fattouch ve digerleri, 2008). Calismada kabuk ekstraktinin 6,25
mg/mL dozunun Gram-pozitif bakterilerden S. aureus ATCC 6538, E. faecalis ATCC
8213 ve M. luteus ATCC 9341 {izerinde bakterisidal etki gosterdigi ancak diger bir Gram-
pozitif olan B. cereus DSM 4312’1 6ldiirmek i¢in 50 mg/mL ayva kabugu ekstraktinin
gerekli oldugu belirlenmistir. B. cereus’un diger Gram-pozitif bakterilerden daha yiiksek
MIK degerine sahip olmasi spor olusturabilme yetenegi ile iliskilendirilebilir. Benzer
sonug Fattouch ve digerlerinin (2008) sonuglarinda da gézlemlenmis, B. cereus ATCC
11778’in ¢alismadaki diger Gram-pozitif bakterilerin MIK degerlerinden 5 kat daha
yiiksek MIK degerine sahip oldugu belirlenmistir. Gram-negatif bakterilerin MBK
verileri incelendiginde yaprak ekstraktinda oldugu gibi, E. coli ATCC 35218 ve K.
pneumoniae ATCC 700603 ’nin ¢alismada en yiiksek doz olan 100 mg/mL kabuk
ekstrakti ile oldiiriilemedigi ancak E. coli O157:H7 NTCC 12900 ve S. Typhimurium
ATCC 14028 igin 100 mg/mL kabuk ekstraktinin bakterisidal etki gosterdigi

belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinden L. plantarum 29’un ayva kabugu ekstraktinin 50 mg/mL
dozunda gelisiminin %90 oraninda inhibe oldugu ancak ticari suslar olan L. acidophilus
ve L. bulgaricus - S.thermophilus bakterilerinin MIK degerlerinin >100 mg/mL oldugu
tespit edilmistir. Ayrica MBK degerleri incelendiginde, higbir laktik asit bakterisinin 100
mg/mL ayva kabugu dozunda 6ldiiriilemedigi belirlenmistir. Literatiirde ayva kabugunun

laktik asit bakterileri iizerine etkisini inceleyen ¢alisma bulunamamastir.

Ayva kabugu ekstraktinin ¢alismada test edilen kiif ve mayalar iizerinde MiK ve MFK
degerlerinin >100 mg/mL oldugu ve antimikrobiyal etkinin patojen bakterilerden genel
olarak daha zayif kaldig: tespit edilmistir. Ayva yapragi ekstraktinin mayalar tizerindeki

etkisine benzer olarak, kabuk ekstraktinda da S. cerevisiae ve C. albicans iizerindeki
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inhibisyon etki belli bir doza kadar artis egiliminde olup belli bir dozdan sonra azalma
egilimindedir (Cizelge 4.6). 25 mg/mL ayva kabugu ekstraktinin S. cerevisiae igin en
yiiksek inhibisyon sagladigi ancak daha yliksek dozlarda antifungal etkinin kademeli
olarak azaldig1 ve 100 mg/mL dozunda etkinin % 21,39 + 6,60’ a kadar geriledigi
belirlenmistir. Benzer sekilde C. albicans i¢in 50 mg/mL dozun gelisimi % 88,22 + 2,49
oraninda inhibe ettigi; 100 mg/mL dozunda ise bu degerin %43,05 + 10,64’¢ diistigi
goriilmiistiir. Calismada ayva kabugu ekstraktinin A. brasilensis ATCC 16404 {izerinde
antifungal etkinin belirlenemedigi ancak en diisiik dozun P. roqueforti gelisimini %42,25
+ 3,83 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Daha yiiksek dozlarda ise inhibisyon
goriilmemistir. Fattouch ve digerleri (2008), ayva kabugunun su:aseton (1:3) ekstraktinin
C. albicans ATCC 14053 igin MiK ve MBK degelerini 5 mg/mL olarak belirlemislerdir.
Bu durum c¢alismadaki hastane izolat1 olan C. albicans’in ATCC kodlu sustan daha
diren¢li oldugunu gostermektedir. Ayni ¢alismada bu ekstraktin A. niger iizerinde

antifungal etkisinin olmadig1 vurgulanmistir.

Cizelge 4.6. Farkli dozlardaki ayva kabugu ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Aspergillus brasilensis ATCC 16404, Penicillium roqueforti gelisimi
tizerine inhibisyon oranlari

% Inhibisyon
ID(?izf_(th)/,r;L)/ S. cerevisiae C. albicans A.ybrasilensis P. roqueforti
ATCC 16404

100 21,39+ 6,60  43,05+10,64 nd nd
50 70,51 + 0,37 88,22 + 2,49 nd nd
25 80,64 + 0,68 71,94 £ 4,79 nd nd
12,5 86,57 + 7,25 54,15+ 4,22 nd nd
6,25 88,38 £ 0,33 63,37 £2,27 nd nd
3,12 71,26 + 4,36 58,40 + 1,10 nd nd
1,56 63,40 + 3,49 12,05 +2,10 nd nd
0,78 65,93 + 8,12 6,03+ 1,19 nd 42,25+ 3,83

Zon capt Olctimleri degerlendirildiginde ayva kabugu ekstraktinin Gram-pozitif tim
bakterilerde, Gram-negatif bakterilerde ise E. coli O157:H7 NTCC 12900 ve S.
Typhimurium ATCC 14028 suslarinda inhibisyonu zonu olusturdugu belirlenmistir. Bu
bakteriler lizerindeki etki orta dereceli inhibisyon olarak siniflandirilmistir. Kabugun %75
aseton ekstraktinin S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 8739 ve C. albicans ATCC
14053 suslari tizerindeki antimikrobiyal etkinin arastirildig1 baska bir ¢alismada, sirasiyla

27,1 £ 2,6 mm, 10,5 £ 1,1 mm ve 9,6 £0,1 mm zon ¢ap1 Slglilmiistiir. Farkli 6l¢tim
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sonuglarinin farkli sus ve farkli iklim-toprakta yetisen meyve kullanimi ile iligkili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Ayva suyu ve posasinin antimikrobiyal aktivite analiz sonuglariin genel olarak benzer
oldugu sadece S. aureus ATCC 6538, B. cereus DSM 4312’nin MIK degerlerinin ayva
suyunda posaya gore iki kat daha disiik oldugu belirlenmistir. MBK verileri
degerlendirildiginde ise sadece M. luteus ATCC 9341 {izerine ayva suyunun posaya
kiyasla daha etkili oldugu belirlenmistir. Suyun ve posanin analiz edilen fenolik bilesen
miktarlarmin farkli oldugu ve buna paralel olarak da AA’da ayva suyunun daha yiiksek
DPPH, ABTS ve FRAP sonuglarinin oldugu tespit edilmesine ragmen antimikrobiyal
aktivitede olduk¢a benzer sonuglarin olmasi ilgi ¢ekicidir. Bu durum posa ve suda fenolik
bilesen analizinde miktarlar1 belirlenen fenoliklerin yan1 sira diger fenolik bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitede etkin olabilecegini gostermektedir. Yogurt bakterileri, L.
acidophilus ve L. plantarum 29’un ayva suyu ve posasi icin MiK degerleri 100 mg/mL
ve MBK degerleri yogurt bakterileri igin 100 mg/mL diger laktik asit bakterileri i¢in >100
mg/mL olarak belirlenmistir. Calismadaki kiif-mayalar icin ise MiK ve MBK degetleri
belirlenememistir. Ancak yaprak ve kabuk ekstraktinda oldugu gibi ayva posasi ve
suyunda da antifungal etkinin belirli bir doza kadar artig gosterdigi ve ardindan azaldigi
gorilmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Ayvanin bu boliimlerinin seker agisindan
zengin oldugu bilinmektedir. Ozellikle mayalarm sekeri kullanarak yiiksek dozdaki posa
ve su ekstraktlarindan etkilenmedigini aksine gelisimlerini tesvik edebilecegi

Ongorilmistiir.

Cizelge 4.7. Farkli dozlardaki ayva suyu ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Aspergillus brasilensis ATCC 16404, Penicillium roqueforti gelisimi tizerine
inhibisyon oranlari

Doz (mg/mL)/ N _ %Inhibisyon o _
Kiif-Maya S. cerevisiae C. albicans A. brasilensis P. roqueforti
ATCC 16404

100 5,64 £ 1,61 34,26 = 8,51 nd nd
50 57,47+ 1,46 64,24 £ 0,66 nd nd
25 59,51 +7,53 76,44 + 1,23 nd nd
12,5 78,48 £ 1,39 71,40+ 5,13 nd nd
6,25 63,61 + 2,06 52,03 +0,13 nd nd
3,12 57,53 + 4,26 47,66 + 9,28 nd 24,06+ 1,71
1,56 44,16 + 1,12 28,15+9,65 36,63 + 3,38 37,03+ 1,69
0,78 30,91 +5,33 11,66 £ 2,65 29,76 + 1,29 49,66 = 1,47
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Cizelge 4.8. Farkli dozlardaki ayva posasi ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Aspergillus brasilensis ATCC 16404, Penicillium roqueforti gelisimi
tizerine inhibisyon oranlar1

%] nhibisyon
ID(ci)iZf-(ll\;Ing/g]L)/ S. cerevisiae C. albicans A. brasilensis P. roqueforti
Y ATCC 16404

100 nd 28,44 + 1,60 nd nd
50 68,22 + 5,66 63,62 + 2,68 nd nd
25 84,51 +0,61 66,54 + 8,80 nd nd
12,5 82,24 + 5,43 62,81 + 14,44 nd nd
6,25 38,64 + 1,08 9,59+ 0,45 nd 34,11 + 3,67
3,12 24,69 + 4,87 8,81 +2,73 nd 16,82 + 0,33
1,56 25,23 +£7,02 2,77 +0,08 nd 11,57 + 6,38
0,78 21,77 £ 8,83 0,65+ 0,30 nd 13,01 £ 0,70

Deneme materyali olan ayvanin meyve suyunda sadece B. cereus DSM 4312, E. coli
0O157:H7 NTCC 12900 ve S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in zon ¢ap1 oOlgiiliirken,
posada bu bakterilere ilave olarak S. aureus ATCC 6538’de de inhibisyon zonu tespit
edilebilmistir. Olgiilen zon ¢aplart <12 mm oldugu igin ayva posasi ve suyun etkisi zay1f

inhibisyon olarak siniflandirilmistir.

Calismanin en dikkat ¢ekici bulgularindan biri ayva ¢ekirdeginin en diisiik toplam fenolik
ve antioksidan aktiviteye sahip olmasina ve ayrica test edilen fenoliklerden sadece
klorojenik asit icermesine ragmen, bazi1 mikroorganizmalar i¢in en az ayva suyu ve posasl
kadar, bazi mikroorganizmalar i¢in ise diger ayva boliimlerine kiyasla daha diisiik
miktarlarda mikroorganizma gelisimini engelleyebilmesidir. Ozellikle E. coli ATCC
35218 igin MIK degerinin 25 mg/mL olarak belirlenmesi ¢ekirdek ekstraktmni bu
bakteriye kars1 ayva boliimleri arasinda en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Ancak MBK degerleri incelendiginde cekirdek ekstrakti caligmadaki
hi¢bir mikroorganizmaya karsi sidal etki gésterememis ve zon ¢ap1 6lgiilememistir. Elde
edilen bulgularin aksine Shaida ve digerleri (2020) ayva cekirdegi etanol ekstraktinin S.
aureus MTCC 87, E. coli MTTC 68 ve C. albicans MTCC 183 i¢in olusturdugu
inhibisyon zon ¢aplarmi 24,01 + 0,31 mm, 8,15 + 0,25 mm ve 25,82 + 0,39 mm olarak
Olcmiislerdir. Buradaki farkliligin petriye aktarilan mikroorganizma yiikii ve sus
farkliligindan ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir. Shaida ve digerleri (2020) disk

difiizyon testi icin petriye 10° kob/mL diizeyinde mikroorganizma asilamislardir. Yapilan
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caligmada ise petriye inokiile edilen mikroorganizma sayist Balouiri, Sadiki ve
Ibnsouda'nin  (2016) derlemesinde oOzetlendigi gibi, CLSI standartlarina gore
gergeklestirilmis ve mikroorganizma yiikiiniin analiz sonug¢larin1 dogrudan etkileyen bir
parametre oldugu bilinmektedir. Ayva ¢ekirdeginin su, aseton, etanol ekstraktlarinin E.
coli 225 ve K. pneumoniae i¢cin MiK degerlerinin belirlendigi baska bir ¢alismada, aseton
ekstraktinin su ve etanol ektsraktina gére daha yiiksek antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
ve MIK degerlerinin sirasiyla 212 mg/mL ve 350 mg/mL oldugu raporlanmistir. Silva ve
digerleri, (2004, 2005) ayva ¢ekirdeginde ayvanin diger boliimlerinde hi¢ bulunmayan
stellarin-2, visenin-2, lusenin-2, saftosid, izosaftosid ve C-glikozil flavonlar gibi
flavanoidlerin oldugunu tespit etmislerdir. Ayva ¢ekirdeginde bulunan bu fenolik
bilesiklerin bazi mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir.
Basile, Giordano, Lopez-Saez ve Cobianchi (1999) bazi yosunlardan izole edilen saf
flavonoidlerin antibakteriyal 6zelliklerini incelemislerdir. Lusenin-2’nin S. typhi ATCC
19430 ve K. pneumoniae ATCC 27736’nin yani sira birgok bakteride etki gosterdigini ve
bu bakteriler icin MIK degerlerinin 8 pg/mL ve 64 pg/mL oldugunu raporlamislardir.
Alam, Mohammadin, Shafique, Amjad ve Asad (2022) tarafindan yayinlanan derlemede
iceriginde visenin-2 ve lusenin-2 bulunan kumkuat ekstraktinin antibakteriyal 6zellikl
gosterdigi belirtilmistir. Bunun yani sira lusenin-2’nin antiviral aktiviteye sahip oldugunu
vurgulayan ¢alismalar da mevcuttur (Hamed ve digerleri, 2021; Youssef, EL-Swaify,
Maaty ve Youssef, 2021).

Yapilan ¢alismada diger kayda deger bir durum ise diger ayva boliimlerinin hi¢ birinde
calismadaki kiifler icin MiK degeri belirlenemezken, ¢ekirdek ekstraktinda 100 mg/mL
dozu hem A. brasilensis ATCC 16404 hem de P. roqueforti gelisimini %90 oraninda

inhibe etmeye yetmistir.

Bu ¢alismada K. pneumoniae ATCC 700603°iin ayva boliimlerinin tiim ekstraktlarina en
direngli bakteri oldugu tespit edilmistir. Semnani ve ve digerleri (2017) tarafindan yapilan
ayva yapragimin degerlendirildigi bir ¢alismada da benzer gézlem yapilmistir. Ayrica E.
coli ATCC 35218, K. pneumoniae ATCC 700603 ve kiif-maya i¢in ayva boliimiine ait

higbir ekstrakt sidal etki gosterememistir.
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4.6. Ayva Boliimlerinin in vitro Sindirim Simiilasyonu Sonrasi1 Antimikrobiyal
Aktivitesi

Cizelge 4.9’ da ayva bdoliimlerinin in vitro sindirim simiilasyonu sonrasi kolonu temsil
eden diyalize olmayan fraksiyonun antimikrobiyal sonug¢lart sunulmustur. Bu ¢alismanin,
sindirilmis ayva bolimlerinin antimikrobiyal aktivitesini degerlendiren ilk arastirma
oldugu diistiniilmektedir. Sonuglar kor deney olarak gerceklestirilen suyun sindirim
sonrast diyaliz edilemeyen fraksiyonu ile kiyaslanarak verilmistir. Kor deneyin
MIK/MBK sonuglar1 ile ayn1 ya da daha diisiik degerdeki MIK degerleri, 0 ayva
boliimiiniin o mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin varlig1 seklinde
yorumlanmistir. Genel olarak, ayva yapragiin sindirim dncesinde de oldugu gibi diger
ayva boliimlerine kiyasla en yliksek antibakteriyel aktiviteyi sergiledigi belirlenmistir.
Sindirilmis ayva yapragina karsi en duyarli bakteri S. aureus ATCC 6538 olmustur.
Ayrica MIK ve MBC sonuglar1 dikkate alindiginda sindirilmis ayva boliimlerinin
tamamina duyarli olan tek bakterinin S. aureus ATCC 6538 oldugu goriilmektedir. Ayva
yapraginin E. faecalis ATCC 8213 haricindeki tiim patojen bakterileri farkli dozlarda
inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica ayva yapragi ekstraktinin 100 mg/mL dozu K.
pneumoniae ATCC 700603 gelisimini %90 oraninda inhibe etmeyi bagaramazken, ayva

yaprag1 sindirim sonrasi fraksiyonunun bu bakteri i¢in MIK degeri 25 mg/mL’dir.

Sindirim sonrasi kabuk, posa ve suyun test edilen bakterilerin higbirini inhibe edemedigi
tespit edilmigtir. Bunun nedeni olarak fenolik bilesiklerin ince bagirsaktaki alkali
kosullarda kararsiz olmasi ve sindirim sonrasi doniisen yeni bilesiklerin daha az
antimikrobiyal Ozelliklere sahip olmasi olabilir. Benzer bir yorum Khochapong ve
digerleri (2021) ve Correa ve digerleri (2017) tarafindan da yapilmistir. Buna karsin, 25
mg/mL ve 100 mg/mL sindirilmis ayva ¢ekirdeginin, sirasiyla E. coli O157:H7
NTCC12900 ve E. faecalis ATCC 8213 gelisimini %90 oraninda sinirladigt
belirlenmistir. Literatiirde in vitro sindirim simiilasyonu sonrasi bazi fenoliklerde ve
biyolojik aktivitede artisin (Heleno ve digerleri, 2015; Ombra ve digerleri, 2015) ya da
azaligin (Correa ve digerleri, 2017; Yen ve digerleri, 2017) oldugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur. Bu artis ya da azalis, sindirim sonrasi farkli biyoyararlanimlara ve fonksiyonel

Ozelliklere sahip yeni bilesiklerin meydana gelmesi olarak agiklanmustir.
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Cizelge 4.9. Ayva boliimlerinin in vitro sindirim sonras1 (diyalize olmayan fraksiyon) minimum inhibe edici (MIK) ve bakterisidal veya
fungisidal (MBK/MFK) konsantrasyonlari.

Mikroorganizmalar MIK (mg/mL) MBK/MFK (mg/mL)

Ayva boliimii Posa Kabuk Cekirdek Yaprak Su Kor Posa Kabuk Cekirdek Yaprak Su Kor

S. aureus 50 25 50 3.12 50 50 50 25 50 3.12 50 100
E. faecalis >100 >100 100 >100 >100 100 100 >100 >100 >100 >100 100
M. luteus 50 50 100 125 100 25 100 50 >100 12.5 100 50
B. cereus 100 100 100 25 100 50 >100 >100 100 >100 >100 >100
E. coli >100 100 >100 50 100 50 100 100 >100 50 >100 50
E. coli 0157:H7 >100 100 25 25 100 50 >100 >100 >100 >100 >100 >100
S. Typhimurium >100 100 100 25 100 50 >100 >100 100 >100 >100 >100
K. pneumoniae >100 100 >100 25 100 50 100 100 >100 25 100 50
L. acidophilus 50 50 100 50 100 12.5 100 50 50 50 >100 12.5
L. plantarum 12.5 12.5 6.25 25 12.5 1.56 100 50 25 25 >100 25
Yoghurt cultures 50 50 100 50 100 1.56 100 50 50 50 >100 6.25
S. cerevisiae 50 6.25 25 1.56 25 >100 100 >100 >100 1.56 >100 >100
C. albicans 100 100 >100 12.25 >100 50 >100 >100 >100 >100 >100 100
A. brasilensis 100 100 >100 25 100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
P. roqueforti 100 25 100 12.25 100 100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 8213, Micrococcus luteus ATCC 9341, Bacillus cereus DSM 4312, Escherichia coli ATCC 35218, E. coli O157:H7
NCTC 12900, Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Lactobacillus plantarum 29 (peynir izolat1), Lactobacillus acidophilus LA-
5® (Chr.Hansen), yogurt starter kiiltiirii YC-X16 (Chr.Hansen), Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (klinik izolat), Aspergillus brasilensis ATCC 16404 ve Penicillium roqueforti
(Tulum peyniri izolat). MIK: minimum inhibisyon konsantrasyonu; MBK: minimum bakterisidal konsantrasyon; MFK: minimum fungisidal konsantrasyon; MiK ve MBK/MFK analizleri
iki paralel olarak yapilmustir. Zon ¢ap1 dlgtimleri ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).



Kor deneme sonuglar ile karsilagtirildiginda, L. acidophilus, L. plantarum 29 ve yogurt
kiltiirlerinin, in vitro sindirim sonrast hi¢bir ayva bdliimiinden etkilenmedigi
goriilmiistiir. Ancak 1,56 mg/mL koér dozun L. plantarum 29 izolati (peynirden) ve yogurt
kiiltiiriinii inhibe etmek i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir. Yogurt bakterilerinin sindirim
stvilarina duyarli oldugu ve kolona ulagmadigi bilinmektedir. L. plantarum 29 izolatinin
da sindirim kosullarina direngli olmamasi ve yogurt bakterileri gibi L. plantarum 29’un
da probiyotik 6zelliklere sahip olmadigin1 géstermektedir. Ticari bir probiyotik sus olan
L. acidophilus LA-5’in MIK degerleri, diger laktik asit bakterilerine kiyasla hem kér hem
de sindirilmis ayva boliimlerine kars1 daha diisiik tespit edilmistir. Ancak L. acidophilus

LA-5’in, bir¢ok patojene kiyasla daha diisiik dozlarda inhibe oldugu belirlenmistir.

Tim sindirim sonrasi ayva boliimleri, S. cerevisiae gelisimini %90 oraninda inhibe
etmeyi basarmistir ve bu ¢alismada S. cerevisiae en duyarli maya olarak belirlenmistir.
Test edilen tiim fungal suslarin, ayva yapragimin in vitro sindirim sonrasi fraksiyonundan
1,56-25 mg/mL doz araliginda etkilendigi goriilmiistiir. Yapragin fenolik ekstraktindan
etkilenmeyen kiiflerin in vitro sindirim sonrasi etkilenmesi olduk¢a dikkat g¢ekici
bulunmustur. Bu durum sindirim sonrasi doniisen bilesiklerin bakterilerin yani sira kiifler
tizerinde de etkili oldugunu ortaya koymaktadir. MFK verileri incelendiginde, C.
albicans, A. brasilensis ATCC 16404 ve P. roqueforti (>100 mg/mL) igin herhangi bir
ayva bolimiiniin sindirim sonrasinda fungisidal etki gostermedigi belirlenmistir.
Calismada ayrica agar kuyucuk testi ile sindirim sonrasi ayva boliimlerinin
antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmis ancak hi¢bir mikroorganizma i¢in zon ¢api

Olclilememistir.

4.7. Ayva Kabugu ile Zenginlestirilmis Yogurtlarin Analiz Sonuclar:

Ayva yapraginin yiiksek toplam fenolik igerik, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasina ragmen sitotoksisite ve genotoksisite analizlerle etki dozu tez kapsaminda
yer almadigindan, probiyotik yogurt iiretiminde ayva kabugu kullanimma Kkarar
verilmistir. Ayva kabugu (AK) ile 8 farkli igerikte yogurt tiretimi gergeklestirilmis ve elde
edilen yogurtlarda fizikokimyasal, duyusal, reolojik, biyolojik aktivite ve mikrobiyolojik

analizler yapilmistir. Depolamanin 1. 14. ve 28. giinlerinde ise yogurtlarin titre edilebilir
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asitlik (% laktik asit cinsinden), pH, renk, sinerezis, tekstiir, reoloji, toplam fenolik madde
miktari, antioksidan aktivite (DPPH, ABTS ve FRAP yontemleriyle), mikrobiyolojik
(koliform, kiif-maya, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus,

Lactobacillus acidophilus LA-5) ve duyusal analizler gergeklestirilmistir.

4.7.1. inkiibasyon boyunca asitlik gelisimi

Yogurtlarin inkiibasyon baslangicinda (to anindaki) ve inkiibasyon siiresince belirli
araliklarla pH degerleri kaydedilmistir (Cizelge 4.10). Yogurtlarin yaklasik 3-4 saat
sonunda pH degerlerinin inkiibasyonu sonlandirma pH degeri olan 4,55 + 0,05’a ulastig
goriilmiistiir. Ayrica hem probiyotik kiiltiir icermeyen hem de igeren grupta ayva kabugu
yiizdesi arttikga baslangic pH degerinin azaldig: tespit edilmistir (p < 0,05). Bilindigi
lizere ayva asitligi yliksek bir meyvedir. Ayva posasinin ve kabugunun organik asit
kompozisyonunun belirlendigi ¢alismada, ayva kabugunun en yiiksek malik ve kuinik
asit igerdigi (6706,9 mg/kg), bunun yani sira kabukta okzalik, sitrik, askorbik, sikimik
asitlerinin de bulundugu tespit edilmistir (Silva ve digerleri, 2004). Yapilan ¢aligmalar
ayvanin malik asit cinsinden ortalama %1,2 + 0,8 oraninda asitlige sahip oldugunu
gostermistir (Rasheed ve digerleri, 2018; Sharma, Joshi ve Rana, 2011). Bu nedenle ayva
kabugu eklenen iiriinlerin baglangi¢ pH degerlerinin diisiik olmasi beklenen bir durumdur.
Benzer sekilde Roseacea familyasinin diger bir {iyesi olan elmanin posasi ile yogurt
tiretilmis ve elma posasit miktar: arttikga baslangi¢c pH degerinin distiigii belirtilmistir

(Jovanovic ve digerleri, 2020).

Probiyotik kiiltiir icermeyen grupta ayva kabugu ilavesinin inkiibasyonun 115. dakikasina
kadar etkili oldugu ancak bu dakikadan sonra kontrol yogurt 6rnegi ile benzer pH
degerlerinin goriildiigii tespit edilmistir. Calismada L. acidophilus La5 igermeyen grupta,
%1 ve %2 AK ilaveli yogurtlar kontrole kiyasla 15 dk daha geg¢ inkiibasyon sonu pH
degerine ulasmistir. Ancak %3 ayva kabuklu yogurt (%3 AK-Y) kontrol ile ayni siirede
fermentasyonu tamamlamistir. Ayrica yogurtlara probiyotik bakteri ilavesinin asitlik
gelisimine etkisi oldugu goriilmiistiir. Probiyotik kiiltiir ilaveli grupta %3 ayva kabuklu
probiyotik yogurdun (%3 AK-PY) inkiibasyon sonuna 2,92 saatte ulasarak
fermentasyonu en erken tamamlayan 6rnek grubu olmustur (p <0,05). %3 oranindan AK

ilavesinin fermentasyon {izerinde olumlu etkisi oldugu distiniilebilir. Diger probiyotik
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yogurtlarin %3 ayva kabuklu probiyotik yogurttan (% 3 AK-PY) 30 dk daha ge¢ fermente
oldugu ancak probiyotik icermeyen gruba kiyasla 30 dk erken yogurt olusumunun
gerceklestigi goriilmiistiir. Benzer gbézlem Sah, Vasiljevic, Mckechnie ve Donkor'un
(2016) calismasinda da tespit edilmis, {iiretilen probiyotik yogurtlarda ananas atigi
tozunun probiyotik bakteri gelisimini destekledigi vurgulanmistir. Espirito-Santo ve
digerleri (2012) carkifelek meyvesi kabugunun probiyotik yogurt iiretimine etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar 4,3-5,5 saat sonunda inkiibasyonun sonlandigini, kabuk
ilavesinin fermentasyonu hizlandirdigini raporlamislardir. Benzer sekilde igde unu ilavesi
de yogurtlarin inkiibasyon siiresini kontrol grubuna gore kisaltmistir. Bu durum igde
unundaki %20,67-30,65 diyet lifi, %27,1% fruktoz ve %22,3 glukoz igerigiyle
iliskilendirilmistir (Oztiirk ve digerleri, 2018).

4.7.2 Yogurtlarn fizikokimyasal analizleri

Yogurdun fizikokimyasal Ozellikleri yogurtta arzu edilen yapi ve tat kriterlerinin
olusmasinda belirleyici olmaktadir. Yiiksek kuru madde, protein ve yag degerlerinin
tekstiirel ve duyusal olarak tiiketici begenisiyle sonuglandigi bilinmektedir (Wang ve
digerleri, 2020). Bunun yani sira Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi
(2022/44)’nde yag, protein ve asitlik degerlerinin yasal simirlari bulunmaktadir. Bu
caligmada, ilave edilen AK’nin ve probiyotik bakterinin yogurdun fizikokimyasal etkisi
tizerindeki etkisini degerlendirmek amaclanmistir. Yogurtlarin kuru madde, yag, protein
ve kiil degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir.  Uretilen yogurtlarda kuru madde
degerlerinin %11,39 + 0,02- 13,83 + 0,03 arasinda oldugu belirlenmistir. Kuru madde
analizinde %3 ayva kabuklu probiyotik yogurdun ( %3 AK-PY) diger gruplara kiyasla en
yiiksek kuru madde igerigine sahip oldugu ve bunu sirasiyla %3 ayva kabuklu yogurt (%3
AK-Y), %2 ayva kabuklu probiyotik yogurt (%2 AK-PY) ve %2 ayva kabuklu yogurdun
(%2 AK-Y) takip ettigi gorilmektedir. Beklenildigi gibi AK ilavesinin yogurtlarin kuru
madde miktarlarinda artisa sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica probiyotik bakteri iceren
yogurtlarda daha yiiksek kuru madde tespiti L. acidophilus’un ekzopolisakkarit tiretme
yetenegi ile agiklanabilir (Espirito-Santo ve digerleri, 2013; Tiwari, Kavitake, Devi ve
Halady Shetty, 2021). Uretilen yogurtlarin kuru madde degerlerinin genel olarak diisiik
oldugu belirlenmistir. Endiistriyel yogurt tretiminde yogurt siitinde protein ve yag

standardizasyonu yapilmakta ve evaporasyon ya da siittozu ilavesi ile kuru maddesi
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arttirllmis konsantre yogurt siitiiniin kuru madde degerlerinin %14,70 £ 0,10 oldugu
bilinmektedir. Bu deger meyveli yogurtlarda meyveden gelecek suyu tolere etmek
amaciyla %17,30 = 0,20 degerlerine kadar ylikseltilmektedir. Literatiirde meyve posasi
ya da kabugu ile zenginlestirilmis yogurtlarin kuru madde degerlerinin oldukga farkli
araliklarda degistigi belirlenmistir. Baz1 akademik ¢alismalarda yogurt tiretiminde yagsiz
slittozu, seker, jelatin ya da nisasta ilavesi ile yogurdun kuru maddesinin arttirildig
saptanmustir (Oztiirk ve digerleri 2018; Sengul, Erkaya, Sengul ve Yildiz, 2012; Yildiz
ve Ozcan, 2019). Mango ve nar kabugu ile yogurt iiretiminin yogurdun kalite 6zellikleri
tizerine etkisinin degerlendirildigi calismada %2 nar kabugu ilavesinin %14,36 + 0,06 ve
%2 mango kabugu ilavesinin ise %14,21 + 0,09 kuru madde ile sonuglandigini
belirtilmisir (El-Batawy, Ashoush ve Mehanna, 2014). Jucara meyve posasinin L.
acidophilus LA-5 probiyotik kiiltiirii ile yogurt iiretiminin yapildigi ¢aligmada ise kuru
maddenin %11,27 olarak belirlendigi raporlanmistir (Geraldi, Tulini, Souza ve Martinis,
2018). Balkabagi, kabak, havug ve bezelye piirelerinin ayr1 ayri %10 oraninda katildig:

yogurtlarin kuru madde degerlerinin de %11,01-12,42 arasinda oldugu belirlenmistir.

Fermente siit tirtinleri tebliginde yogurdun kiitlece en az %3 oraninda protein igermesi
gerektigi bildirilmistir. Calismada en diisiik protein igeriginin %2,97 orani ile %2 AK-
PY’de, en yiiksek ise %3,08 protein orani ile kontrol yogurt 6rneginde oldugu tespit
edilmistir. Bagka bir ¢alismada murt olarak da bilinen mersin bitkisinin meyvesi ile
zenginlestirilmis yogurtlarin protein degerlerinin  %2,49-3,10 arasinda degistigi

raporlanmistir (Bouacida ve digerleri, 2022).

Uretilen yogurtlarda yag degerlerinin %2,00 — 2,60 arasinda degistigi goriilmiistiir.
Fermente siit Uriinleri tebliginde tam yaglh yogurtlarin yag degeri en az %3 olmasi
gerektigi, yarim yaglh yogurtlarda ise yag degerinin %1,50 - 2,00 oldugu, tebligde tam
yagli, yarim yagli ve yagsiz yogurt siniflar1 disinda kalan siit yaginin etikette yiizdesel
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Cizelge 4.10. Yogurtlarin inkiibasyon siirecindeki pH degisimleri

Zaman

(dky/Uriin K-Y %1 AK-Y %2 AK-Y %3 AK-Y K-PY %1 AK-PY %2 AK-PY %3 AK-PY
0 6,72 £ 0,02 6,68 +£0,01° 6,62 + 0,02¢ 6,51 +£0,03¢ 6,73+ 0,012 6,67 £ 0,02b° 6,64 = 0,00 6,52+ 0,01°
115 5,23+ 0,012 5,22 + 0,022 5,05 + 0,02¢ 5,01 +0,01° 5,18 +£0,00° 5,16 +0,03° 5,09 + 0,02¢ 4,89 + 0,02
130 5,03 £ 0,022 5,05+ 0,032 5,02+ 0,012 4,93 + 0,020 5,05 £ 0.012 4,94 +0.03° 4,90 + 0,02° 4,72 £ 0.00¢
145 490+0,01° 4.85+ 0,03 4,87 + 0,020 4,80 £ 0,03° 4,96 =+ 0,022 4,85 + 0,01« 4,82 +0,01% 4,67 = 0,01°
160 4.79 + 0.02° 4.73 £ 0.024d° 4,81 + 0,032 4,75 + 0.01¢ 4,83 +£ 0,032 4,70 +£0,01¢ 4,72 +£0,03% 4,58 +0,01°
175 4,68 £ 0,020 4.68+0,01° 477 +0,012 4,66 + 0,00° 4,76 + 0,012 4,63 £ 0,02¢ 4,63 £0,01¢ 4,52 +0,02¢
205 4.57+0,01¢ 4,60 + 0,02° 4,68 + 0,022 456 +0,01° 4,52 + 0,009 4,52 +0,01¢ 4,53 + 0,024 -
220 4,54 + 0,00° 4,58 + 0,012 4,61 + 0,032 4,52 +0,01° - - - -
235 - 4,53 + 0,012 4,54 + 0,022 - - - - -

g8

&f Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasinda farklilig: ifade etmektedir (p < 0,05). K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2
ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY: kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva
kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt

Cizelge 4.11. Yogurtlarin depolama baglangicinda kuru madde, yag, protein ve kiil degerleri

Parametre /

. K-Y %1 AK-Y %2 AK-Y %3 AK-Y K-PY %1 AK-PY %2 AK-PY %3 AK-PY
Uriin
Kuru madde 11,53 + 0,02 12,37 + 0,00° 13,00 + 0,06¢ 13,66 +0,01° 11,39 + 0,029 12,42 +0,05¢ 13,21 +0,06° 13,83 +0,03?
Yag 2,50+ 0,102 2,10+ 0,10 2,00 + 0,00¢ 2,30+ 0,10° 2,60 + 0,007 2,20 + 0,00b° 2,10 + 0,10 2,00 + 0,004
Protein 3,08+£0,012 3,07 £0,022 2,99 +£0,01° 3,01 £0,02° 3,07+0,012 2,98 +£ 0,01 2,97 +0,03¢ 2,99 + 0,03b¢
Kiil 0,71 £0,01% 0,70 + 0,00° 0,71 £ 0,00% 0,73 £ 0,00° 0,72+ 0,01 0,73 + 0,00 0,75+ 0,012 0,73 +0,00°

&f Ayn1 satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasinda farkliligi ifade etmektedir (p < 0,05). K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2
ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY: kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva
kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt



olarak yazilmasi gerektigi belirtilmektedir. Visne posasinin yogurdun fizikokimyasal
ozellikleri, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi {izerine etkisinin
incelendigi ¢alismada, visne posasi eklenen yogurtlarda kontrol yogurt 6rnegine gore yag,
protein ve kiil degerlerinin istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirtilmistir. Yaptiklari
calismada kontrolde %3,80 yag tespit edilirken, %8 %12 ve %16 visne posasi ilaveli
yogurtlarin yag degerleri sirasiyla %2,85 + 0,07; %2,73 + 0,11 ve %2,40 + 0,28 olarak
belirlenmistir. Arastirmacilar bu durumu vigne posasinin protein, yag ve kiil igceriginin

diisiik olmasi ile agiklamiglardir (Sengul ve digerleri, 2012).

Calismada yogurtlarin kiil degerlerinin %0,70-0,75 arasinda oldugu belirlenmistir.
Benzer degerlerin Atwaa ve digerleri (2022) ve Shalabi'nin (2022) ¢alismalarinda da
tespit edildigi goriilmiistiir. Ayrica bu yayinlarda yogurtta yapilan zenginlestirmelerin kiil

acisindan kontrol grubu ile istatistiksel olarak farkli olmadig1 belirtilmistir.
4.7.3. Duyusal degerlendirme

Duyusal degerlendirme, gida endiistrisinde regete modifikasyonu, iriinlerin kalite
kontrolii, pazarlanmas1 ve yeni gida iriinlerinin kabuliinde kilit bir rol oynamaktadir
(Munoz, 2002). Yogurtlarin duyusal analiz sonuglari Sekil 4.12°de sunulmustur.
Panelistlerin bazilar1 yogurtlara ayva kabugu ilavesini olumlu, bazilar1 ise olumsuz
degerlendirdiklerinden skorlamada standart sapma degerlerinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durum yogurtlarin goriiniis, kivam, tat ve kokuda istatistiksel olarak
ayni olarak degerlendirilmesine neden olmustur. Yogurtlar tiim izlenim bakimindan
kiyaslandiginda ise K-PY en yiiksek skoru alirken ayva kabugu ilaveli yogurtlarin
duyusal olarak daha az tercih edildigi tespit edilmistir. Benzer sonug igde unu ile yapilan
yogurtlarda da alinmig, kontrol yogurt panelistler tarafindan daha yiiksek puanlanmigtir
(Oztiirk ve digerleri, 2018). Laktik asit bakterileri sadece laktozu ve sitrati fermente
etmekle kalmaz, aym1 zamanda kisa zincirli yag asitlerini, vitaminleri ve
ekzopolisakaritleri diisiik miktarlarda sentezlemektedirler, boylece fermente iriiniin
organoleptik kalitesini ve doku gelisimini etkilemektedirler (de Souza Oliveira, Torres,
Perego, de Oliveira ve Converti, 2012). L. acidophilus LA-5 ilaveli kontrol yogurdun

daha yiiksek skorlanmasi iirettigi metabolitler ile iliskili olabilir.
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Portakal posasti ile liretilen yogurtlarin duyusal degerlendirmesinde %1 portakal posasi
ilaveli yogurdun kontrol ile istatistiksel olarak benzer oldugu, ancak %?2 ve iizeri oraninda
katilan portakal posasinin yogurtlarin skorlamasinda ciddi diisiise neden oldugu
vurgulanmistir (Acharjee, Muntazima ve Nandan, 2021). Benzer sekilde elma posasinin
yogurtlara %5’e kadar ilavesinin duyusal olarak begenildigi ancak %7,5 ve %10 oraninda
elma posasi ilavesinin diisiik skorlandigi belirtilmistir (Issar ve digerleri, 2017). Limon
ve portakal kabugu ile iiretilmis yogurtlarda %0,50 oraninda turunggil kabugu ilavesinin
kontrol yogurt ile benzer puanlandigi ve bu dozun tizerindeki yogurtlarin panelistlerden
daha diisiik puan aldig1 raporlanmistir (Fathy, ElI-maksoud ve Cheng, 2022). Gelistirilen
yeni iirlin biyolojik aktif bilesen igerigi yoniinden zenginlestirilirken tiiketici begenisine
de kazanmis olmalidir. Yapilan ¢alismalar duyusal degerlendirme sonuglarinin saglik

faydalar1 sunan bu katkilarin kullanimini sinirlandirdigini gostermistir.

Duyusal Analiz
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Sekil 4.12. Yogurtlarin duyusal analiz sonuglar1 *¢ Ayni renkteki barlar iizerinde yer alan
farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasinda farkliligi ifade etmektedir (p < 0,05). K-
Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu
ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY: kontrol probiyotik
yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva
kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt.
Panelistlerin {irlin satin alma verileri incelendiginde 14 panelistten 10 panelistin kontrol
ya da probiyotik bakteri iceren kontrol yogurdu tercih ettigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada
endiistriye uygulanabilirligi agisindan AK ekstrakti yerine, AK’nin kendisi yogurtlara

ilave edilmistir. Ancak AK tozunun piitiirli yapist yogurt tiikketiminde hos

87



karsilanmamistir. Bu nedenle yliksek TFM miktarina ve biyolojik aktiviteye sahip
AK’nin yogurtta tercih edilebilirligini arttirmak adina, ayva posasi ile birlikte ya da

ekstraktin dogrudan kullanimi 6nerilebilir.
4.7.4. Depolama analizleri
4.7.4.1. Yogurtlarda post-asidifikasyon

Fermente siit iiriinlerinin depolama, nakliye ve satis1 sirasinda aside yiiksek tolerans
gosteren L. bulgaricus basta olmak iizere laktik asit bakterileri tarafindan laktik asit
tiretimi devam etmektedir. Yiiksek miktarda tiretilen laktik asit yogurdun tadinin eksimesi
ile sonu¢lanmaktadir. Bu olguya post-asidifikasyon denilmektedir (Deshwal, Tiwari,

Kumar, Raman ve Kadyan, 2022).

Yogurtlarin soguk depolama boyunca pH ve titre edilebilir asitlik sonuglar1 Cizelge 4.12°
de verilmistir. Depolamanin 1. giliniinde yapilan pH analizinde probiyotik ilave edilmeyen
yogurtlarin istatistiksel olarak probiyotik katkili yogurtlara gére daha yiiksek pH degerine
sahip oldugu, L. acidophilus LA-5 kiiltiiriiniin yogurtlarin asitlik gelisimine katkida
bulundugu gozlemlenmistir. Ancak ayni durum depolamanin 14. ve 28. giinlerinde
goriilmemistir. Hem probiyotik iceren hem de icermeyen kontrol grubu yogurtlarda
istatistiksel olarak diger gruplara kiyasla daha yiliksek pH degerleri 6l¢iilmiistiir (p <
0,05). Yogurtlarin genel olarak 14. giinlerinde depolama baslangicina gore istatistiksel
olarak anlaml bir asitlik gelisimi oldugu ancak 14. ve 28. giin pH degerlerinin benzer
oldugu tespit edilmistir. Sadece %2 AK-PY ve %3 AK-PY iirlinlerinde 28 giin boyunca
asitlik gelisimi devam etmistir. Bu durum L. acidophilus’un AK’y1 besin kaynagi olarak
kullanmas1 ve fermentasyona devam ettmesi ile agiklanabilir. Literatiirde farkl: katkilar
ile zenginlestirilmis yogurtlarin post-asidifikasyon sonuglar1 oldukga farklilik
gostermektedir. Igde unu ilaveli yogurtlarin depolama boyunca pH degerleri dl¢iilmiis ve
kabugu soyulmus %1 ve %2 oraninda igde unu katkili yogurtlarin 28 giin boyunca pH
degerlerinin sabit kaldig1 ancak kabugu soyulmamis %1 ve %2 oraninda igde unu ilave
edilmis yogurtlarda ilk 14 giin pH’da degisimin goriilmedigi, 28. giinde pH degerinde
diisiistin oldugu raporlanmistir. Arastirmacilar bu durumu L. bulgaricus sayisi ile

iliskilendirmislerdir (Oztiirk ve digerleri, 2018). Jiménez-Redondo ve digerleri (2022),
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tar¢in ilaveli yogurtlarda depolamanin baslangicinda ve 30. giiniinde pH degerlerinin
%0,5 ilaveli yogurtlarda diistiigiinii %1,5 ilaveli yogurtlarda arttigin1 belirlemislerdir. Bu
durum %1,5 oraninda ilave edilen tar¢inin laktik asit bakterilerinin gelisimi iizerinde
olumsuz etkisi oldugu ve bu etkinin targinda bulunan baglica sinamaldehit ve 6jenol
fenolik bilesiklerinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmigtir. Portakal posasi ilaveli
yogurtlarda ise tiim katilan portakal posasi oranlarinda (%1, %2, %3), depolama siiresince

pH degerinin diistiigii belirtilmistir.

Yogurtlarin laktik asit cinsinden titre edilebilir asitlik degerlerinde ise depolamanin 1.
giiniinde AK ilaveli probiyotik yogurtlarin degerleri daha yiiksek bulunmustur. Ancak pH
sonuclarinda oldugu gibi titre edilebilir asitlik degerlerinde de depolamanin 14. ve 28.
giinlerinde AK ilaveli probiyotik yogurtlar ile diger yogurtlar arasinda belirgin bir
farklilik goriilmemistir. pH sonuglari ile uyumlu olarak laktik asit cinsinden titre edilebilir
asitlik degerlerinin genel olarak 14. ve 28. gilinde istatistiksel olarak benzer oldugu ve
depolama baslangicina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Benzer durumun {iziim
posast ilaveli yogurtlarda da tespit edildigi raporlanmistir. Depolamanin 1. giintinde %
0,74 — 0,93 arasinda olan titre edilebilir asitlik degerleri 21. giinde % 0,88 — 1,07 arasinda
degismistir (Demirkol ve Tarakci, 2018). Baska bir ¢alismada Rosaceae familyasinin bir
iiyesi olan erikten konsantre meyve suyu elde edilmis ve yogurtlara %9 oraninda ilave
edilmistir. Post-asidifikasyonun 3 giinde bir degerlendirildigi bu ¢alismada, depolamanin
ilk 10 giiniinde titre edilebilir asitligin arttig1, ardindan 16. giine kadar sabit kaldig1 ve 24
giine kadar tekrar artisin oldugu belirtilmistir (Hernandez-Herrero ve Frutos, 2014).

4.7.4.2. Sinerezis

Sinerezis, serum ayrilmasi olarak da bilinen, kazein misellerinin destabilizasyonu sonucu
meydana gelen yogurtta istenmeyen bir olgudur. Sinerezis, jel agmin zayiflamasi
nedeniyle yogurt jelinin serum fazini tutma yeteneginin kaybolmasi ile olugsmaktadir

(Vital Pelaes ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2020).

Sinerezis verileri incelendiginde, depolama baslangicinda %3 AK-Y, %3 AK-PY ve %2
AK-Y kodlu yogurtlarda diger gruplara kiyasla daha fazla serum ayrilmasi tespit
edilmistir (p < 0,05) (Cizelge 4.13). Depolamanin 14. ve 28. giinlerinde ise %3 AK-Y
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kodlu yogurt en fazla su salmanin tespit edildigi deneme grubu olmustur. Probiyotik
iceren ve icermeyen kontrol grubu yogurtlarin sinerezis degerlerinin tiim Ol¢iim
zamanlarinda genel olarak en diisiik degerlere sahip oldugu belirlenmistir (p < 0,05).
Sinerezisin siitiin protein ve kuru madde igerigi, homojenizasyon iglemi, 1s1l islem, serum
proteinlerinin denatiirasyonu, siitiin mineral igerigi, yogurdun asitligi ve depolama
sicakligindan etkilendigi bilinmektedir. Genel olarak yogurda meyve ve sebze ilavesinin
su tutma kapasitesini arttiracagi ¢iinkii bu maddelerin yogurtta kuru madde artisina neden
oldugu ayrica sebze ve meyvelerden gelen pektinin de yogurda yapi1 kazandiracagi
diistiniilmektedir. Ancak yiiksek asitligin yogurtlarda sinereziSi arttiran en Onemli
faktorlerden biri oldugu birgok calismada vurgulanmistir (Acharjee ve digerleri, 2021;
Yildiz ve Ozcan, 2019). Bu durum izoelektrik pH degeri sonrasindaki asitlik artisininin
kazeinin stabilitesini bozmasina neden olmakta ve meydana gelen kazein
destabilizasyonu da pihtilasmada zayiflama, su tutma kapasitesinde azalma ile
sonuglanmaktadir. Yogurtlarin pH ve sinerezis verileri birlikte incelendiginde verilerin
normal dagilima uymamasi sebebiyle parametrik olmayan spearman’s korelasyon testi ile
iliskileri degerlendirilmistir. Korelasyon katsayisi -0,303 olarak belirlenmis, istatistiksel
olarak anlaml1 negatif korelasyon iligkisine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonug asitlik

artisinin sinerezisi arttirdigini dogrular niteliktedir.

Depolama boyunca tiim iiriinlerde depolama baglangicinda ve depolamanin 14. giiniinde
sinerezis degerleri istatistiksel olarak sabit kalirken, 28. giinde artmistir. Bu durum 28.

giinde tiim {irtinlerde goriilen diisiik pH degerleri ile agiklanabilir.

Urkek, Sengiil, Aktas ve Giirbiiz (2019), %2, %4 ve %6 oraninda ayva tozunu yogurt
slitiine pastorizasyon Oncesinde ilave etmisler ve yogurtlarin fizikokimyasal, reolojik ve
mikrobiyolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Calismada elde ettigimiz bulgularin aksine,
bu calismada en yiiksek serum ayrilmasinin kontrol grubunda gorildiigi ve

depolanmanin sinerezisi etkilemedigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.12. Yogurtlarin depolama boyunca pH ve titre edilebilir asitlik (% laktik asit cinsinden) sonuglari

o . pH Titre edilebilir asitlik (% laktik asit cinsinden)

Uriinler /Giin 1 14 28 1 14 28
K-Y 4,44 +£0,01% 4,22 +0,01%8 4,23 +0,02% 0,73 £ 0,018 0,79 + 0,0208 0,83 + 0,00
%1 AK-Y 4,43 +£0,01%A 4,13+0,01%8 4,14 £+ 0,028 0,73 £ 0,018 0,90 + 0,002 0,89 + 0,004
%2 AK-Y 4,44 +£0,01%A 4,16 £ 0,008 4,15+ 0,018 0,74 + 0,00 0,87 + 0,008 0,91 + 0,004
%3 AK-Y 4,43 + 0,004 4,12 £ 0,018 4,10 £ 0,029 0,77 + 0,008 0,88 = 0,032cAB 0,89 +0,019%
K-PY 4,38 £0,01°A 4,13 +0,00%8 4,18 £ 0,028 0,77 + 0,008 0,86 + 0,00 0,86 + 0,014
%1 AK-PY 4,37 £ 0,004 4,15+ 0,01%® 4,15 £ 0,008 0,83 + 0,002 0,89 = 0,00%A 0,89 £ 0,00%A
%2 AK-PY 4,39 £ 0,004 4,17 + 0,008 4,11 + 0,009 0,84 + 0,028 0,89 + 0,018 0,93 £ 0,018
%3 AK-PY 4,37 £ 0,004 4,20 £ 0,00*® 4,14 £ 0,02%¢ 0,83 + 0,002 0,88 £ 0,013cAB 0,90 £ 0,004

&f Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasinda farklilig: ifade etmektedir (p < 0,05). ). AC Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak 8lgiim zamanlari arasindaki
farkliligi ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabuklu probiyotik yogurt

Cizelge 4.13. Yogurtlarin depolama boyunca sinerezis (%) sonuglari

Sinerezis (%)
Uriinler/Giin 1 14 28

K-Y 12,82 + 0,988 12,14 + 0,75%8 14,62 + 0,954
%1 AK-Y 11,82 + 0,108 14,79 + 1,10°48 17,93 £ 0,699
%2 AK-Y 15,99 + 0,45% 13,95 + 1,088 21,67 £ 0,694
%3 AK-Y 15,48 + 0,8728 17,76 + 0,048 22,69 + 0,534
K-PY 12,77 + 0,528 11,62 + 0,78¢8 15,00 + 0,37¢A
%1 AK-PY 12,22 + 1,098 11,88 + 0,288 19,53 + 0,364
%2 AK-PY 13,03+ 0,13%8 13,91 + 0,518 18,20 + 0,229A
%3 AK-PY 15,42 + 0,27%8 13,14 + 0,618 19,25 + 0,14~

&¢ Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklihig: ifade etmektedir (p < 0,05). A8 Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak &lgiim zamanlari arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik
yogurt



Rosaceae familyasinin bir liyesi olan erik (%10, %15 ve %20) ile iiretilen yogurtlarda en
yiiksek sinerezis degerinin %20 erik ilaveli yogurtta tespit edildigi raporlanmistir.
Aragtirmacilar bu durumu meyve parcalarinin kazein miselleri arasinda bosluk birakarak
jel giictinii zayiflatmasi ile agiklamislardir (Arora, Chaudhary, Yadav, Singh ve Bathla,
2021).

Elma posasi ile iiretilmis yogurtlarda doza bagli olarak yogurda ilave edilen elma posasi
dozu arttikca sinerezisin azaldig1, en az sinerezisin %3 oraninda ilave edilen yogurtlarda
goriildiigl ve %3 oranin elma posasi ilavesinin serum ayrilmasini kontrole gore yaklasik
yarist kadar azalttig1 belirtilmistir. Ayrica tim deneme gruplarinda raf émrii sonunda en

yiiksek serum ayrilmasinin saptandigi raporlanmistir (Wang ve digerleri 2020).

Yapilan ¢aligmada probiyotik bakteri ilavesinin sinerezisi azalttig1 diistiniilmektedir. %1
AK-PY hari¢ diger probiyotik yogurtlarda %2 ve %3 ayva kabugu tozu ilaveli probiyotik
bakteri icermeyen gruplara kiyasla daha az miktarda serum ayrilmasi goriilmiistiir.
Probiyotik bakteri iceren kontrol grubu yogurt 14. giinde en az sinerezis degerine sahip
gruptur (p < 0,05). Depolamanin 28. giiniinde en diisiik serum ayrilmasinin gorildigi
deneme grubu da kontrol 6rnegi ile birlikte probiyotik bakteri iceren kontrol grubu
yogurttur. Bu sonuglar probiyotik bakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) iliretme yetenegi ile
aciklanabilir. Benzer durum Wang ve digerlerinin (2019) c¢aligmasinda da tespit

edilmistir.

4.7.4.3. Yogurtlarin renk ozellikleri

Renk, gidalarin tiiketiciler tarafindan algilanan ilk duyusal 6zelligidir ve bu nedenle
genellikle tiiketicinin tercihini etkilemektedir.Y ogurtlarin renk tayini depolamanin 1., 14.
ve 28. glinlerinde yapilmis ve degerler Cizelge 4.14’te sunulmustur. Renk ii¢ boyut ile
ifade edilmektedir. L* degeri 0-100 araliginda degismekte ve parlakligi gostermektedir.
a* degerinin yesil (-60) veya kirmiziligi (+60) ve b* degerinin ise mavi (-60) veya sariligi
(+60) temsil ettigi bilinmektedir. Ton agis1 degeri (H°) ve kroma degerleri a* ve b*
degerlerinden hesaplanmaktadir (H® = tan 1 b*/a*)(C = [a*2 + b*2]1/2). Ton agis1 degeri

(h®) numune rengini (0° veya 360° = kirmizi, 90° = sar1, 180° = yesil, 270° = mavi) ve
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kroma ise renk safligini veya doygunlugunu gostermektedir. Kromanin yiiksek degerleri
daha canli renk olarak nitelendirilmektedir (Hernandez-Herrero ve Frutos, 2014).

AK tozunun L*, a* ve b* degerleri sirasiyla 42,62 + 1,10; 5,87 = 0,33 ve 11,68 + 0,96
olarak Ol¢ililmiistiir. Su stresinin ayvanin ugucu bilesenleri, duyusal ve kalite 6zellikleri
tizerine etkisinin arastirildigi calismada, kontrol grubu ayvanin kabugunun degerleri
sirasiyla 73,04; -1,39 ve 56,14 olarak olgtildiigi belirtilmistir (Grinan ve digerleri, 2019).
AK’nin altin saris1 renkte oldugu bilinmektedir ve bu ¢alismada 6lgiilen b* degerinin 60
degerine yakinlig1 ayvanin sar1 rengiyle iligkilidir. Ancak meyvenin kesilmesi sonrasinda,
acik sar1 renkli meyve etinin ve sar1 renkli kabugunun ¢ok ¢abuk karardigi, bu duruma
icerdigi polifenolik bilesiklerin 151k varliginda polifenol oksidaz ile oksidasyonun neden
oldugu bildirilmistir (Najman ve digerleri, 2023). Soyulmus ayve eti ve toz hale getirilmis
ayvanin renk degerlerinin verildigi arastirmada, tepsi kurutucu kullanilarak kurutulup toz
hale getirilen ayvanin L* ve b* azalis gosterirken, a* degerinde artis tespit edilmistir
(Burak ve digerleri, 2020). Kurutmanin aydinlik ve sariligi azaltirken, kirmiziligi
arttirmas1 gergeklesen oksidasyon sebebiyle beklenen bir durumdur. Mevcut ¢aligmada

da benzer degerlerde azalig ve artig goriilmiistiir.

Orneklerin L* degerleri incelendiginde, depolamanin 1. giiniinde kontrol grubu
yogurtlarm (K-Y ve K-PY) en yiiksek, %1 ve %2 ayva kabugu ilaveli yogurtlarin (%1
AK-Y, %1 AK-PY, %2 AK-Y ve %2 AK-PY) ayn1 ve %3 ayva kabugu ilaveli yogurtlarin
ise en diisiik L* degerine sahip oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). K-PY kodlu yogurdun
a* degerinin K-Y’den istatistiksel olarak daha diisiik oldugu ve ayva kabugu dozu arttik¢a
yogurtlarin kirmiziliga yaklastigi belirlenmistir. %1 AK-Y ile %1 AK-PY nin a* degeri
istatistiksel olarak benzerken, %2 AK-PY’de belirlenen kirmizilik degerinin %3 AK-Y
ile benzer oldugu saptanmistir. En yiliksek a* degeri ise %3 AK-PY’de oOlgiilmiistiir.
Sarilig1 ifade eden b* degerleri kiyaslandiginda, diger renk parametrelerinde oldugu gibi
b* degerlerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p <
0,05). Kontrol grubu yogurtlarda b* degeri en diisiik dl¢iiliirken %1 ve %2 ayva kabugu
ilaveli yogurtlarin kendi aralarinda benzer sarilik degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ancak %3 AK-Y’nin %2 AK ilaveli yogurtlar ile ayn1 sarilik degerinde oldugu, %3 AK-

PY’nin ise en yiiksek b* degerine sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.14. Yogurtlarin depolama boyunca renk degerleri

Uriinler Giin L* ax* b* C h°
K-Y 59,84 + 0,513 10,76 £ 0,26%A 12,46 + 0,219 16,46 £ 0,319 49,20 + 0,309
%1 AK-Y 57,40 +£0,84%4 12,55 + 0,499 15,40 + 0,33¢A 19,86 + 0,55 50,84 + 0,574
%2 AK-Y 55,32+ 0,07°A 13,36 £ 0,14 16,78 + 0,294 22,03 £ 0,380 50,61 + 0,25%
%3 AK-Y 1 52,79 + 0,70%A 14,27 £ 0,264 16,59 +£ 0,114 21,31 £0,17°4 51,16 £ 0,148
K-PY 59,89 + 1,5928 6,46 £ 0,42 12,77 £ 0,319 14,31 + 0,46% 63,22 + 0,978
%1 AK-PY 56,70 + 0,99°A 12,10 + 0,109 15,64 + 0,12¢A 19,78 + 0,139 52,29 + 0,274
%2 AK-PY 55,47 + 1,50 14,15 + 0,04~ 16,49 + 0,344 21,74 + 0,24bA 4936 + 0,6398
%3 AK-PY 51,43 + 1,00%A 15,37 £ 0,162 17,43 £0,312A 2324 +0,31% 48,59 + 0,388
K-Y 59,51 + 0,455 2,39+ 0,16 9,02 £ 0,14 9,60 + 0,209 70,03 + 0,80~
%1 AK-Y 52,59 + 0,60%4A 8,36+ 0,11% 11,46+ 0,119 14,19 + 0,03¢8 53,89 + 0,624
%2 AK-Y 50,91 + 0,479%A8 9,11 + 0,068 11,81+ 0,129 14,91 £ 0,10 52,34+ 0,299
%3 AK-Y 1 46,76 + 0,38 10,45+ 0,57%® 14,76 £ 0,858 18,09+ 1,018 54,71 + 0,547
K-PY 63,02 + 0,45 3,28 +£0,18%8 8,74 + 0,098 9,06 +0,13% 74,71 £ 0,862
%1 AK-PY 52,95 + 1,74°A8 8,33 +0,27% 11,93 £0,21% 14,55 + 0,29¢C 55,08 + 0,694
%2 AK-PY 51,89 + 0,68¢4AB 9,82 + 0,108 12,71 £0,11¢¢ 16,06 + 0,098 52,30 + 0,439A
%3 AK-PY 49,70 £ 0,51A 10,26 + 0,188C 13,42 £ 0,15%C 16,89 + 0,23%C 52,61 + 0,209
K-Y 49,96 + 1,658 8,94 + 0,53 10,64 + 0,39¢A8 13,90 + 0,63 50,01 + 0,668
%1 AK-Y 47,66 + 0,920¢8 10,93 + 0,35% 12,74 + 0,138 16,79 + 0,33¢A 49,40 + 0,6280cA
%2 AK-Y 47,85 + 0,688 11,98 + 0,39¢A 13,61 + 0,258 18,13 + 0,448 48,65 + 0,448
%3 AK-Y 28 47,61 + 1,24b¢8 12,84 + 0,588 14,83 + 0,242 19,60 + 0,562 49,11 + 0,79208
K-PY 50,90 + 1,662 10,03 + 0,13¢A 11,83 +0,27% 15,51+ 0,28% 49,71 + 0,302C
%1 AK-PY 47,58 + 0,420B 12,48 £ 0,13bcA 14,03 £ 0,118 18,61 £ 0,298 48,36+ 0,168
%2 AK-PY 47,71 £ 0,958 13,00 + 0,234 15,01 £ 0,35%® 20,43 £ 0,528 4729 +0,16%
%3 AK-PY 47,19 + 0,344 13,86 + 0,392 14,97 +0,13%® 19,83 +0,25% 49,02 + 0,2720cB

af Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklilig ifade etmektedir (p < 0,05). B Ayn1 satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak dl¢iim zamanlar1 arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik
yogurt



Depolamanin 14. giiniinde ise K-PY ’nin K-Y’den daha beyaz oldugu, AK ilavesi arttik¢a
beyazligin azaldig1 ve en diisiikk L* degerinin 46,76 + 0,38 ile %3 AK-Y kodlu yogurtta
ol¢iildiigii saptanmustir. En yiiksek a* ve b* degerleri de en yiiksek oranda AK katkili
yogurtlarda tespit edilmis ve kontrol gruplarina yaklastikga a* ve b* degerlerinin azaldigi
goriilmiistir (p < 0,05). Bazi gruplarda probiyotik yogurtlarin a* ve b* degerleri
probiyotik bakteri igermeyen yogurtlara gére daha yiliksek bulunmustur.

Depolamanin 28. giiniinde ise yogurtlarin L* degerlerinin 47,19 + 0,34 ile 50,90 + 1,66
arasinda degistigi, K-PY ve %3 AK-PY nin L* degerlerinin diger 6rnek gruplarindan
istatistiksel olarak farkli oldugu ancak diger denemelerin benzer beyazlik degerlerine
sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik a* ve b* degerlerinin diger 6l¢iim zamanlarinda
oldugu gibi kontrol grubu 6rneklerde 6l¢iildiigli ve genel olarak ayni 6rnek gruplar
birbirleri ile kiyaslandiginda probiyotik yogurtlarin daha yiiksek a* ve b* degerlerine
sahip oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak AK ilavesinin yogurtlarin L* degerlerini azalttigi, a* ve b* degerlerini ise
arttirdigi soylenebilir. AK’ nin rengi sar1 renkte olup kuruma iglemi sirasinda meydana
gelen enzimatik reaksiyon (polifenol oksidaz enziminin etkisi) ve enzimatikolmayan
esmerlesmenin (Maillard reaksiyonu) etkileri sonucu daha kirmizi-kahverengi renge
dontismektedir. Bu nedenle AK ilavesinin yogurtlarda beyazligi azaltip, kirmizilik ve
sarthgl arttirmasi beklenen bir durumdur. Bouacida ve digerlerinin (2022) yaptigi
caligmada, yaban mersini ilave edilmis yogurtlarda kontrol 6rnegine kiyasla L* degerinin
azaldigi, a* ve b* degerlerinin ise arttig1 raporlanmistir. Kayisi posasi ilaveli yogurtlarda
en yiiksek L* degerinin kontrol grubu yogurtta alindigi, kayisi ilave orani arttica L*
degerinin azalip, a* ve b* degerlerinin arttig1 belirtilmistir (Karaca, Giizeler, Tangiiler,
Yasar ve Ak, 2019). Bu sonuglarin elde ettigimiz bulgular ile uyumlu oldugu

gorilmiistiir.

Calismada yogurtlarin depolama siiresince L* degerlerinde azalma belirlenmistir. Bu
durumyogurdun beyaz gériiniimiine katkida bulunan yag globiilleri ve kazein misellerinin
pH diististi sebebiyle yapisal degisikliklere ugramasi kaynakli olabilir. Perez, Arteaga,

Andrade, Durango ve Salcedo (2021), asitlik artisinin L* degerinde azalmaya neden
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oldugunu bildirmislerdir. a* ve b* degerlerinin ise genel olarak depolama baslangici ve
sonunda daha ¢ok benzer ancak 14. giinde bu degerlerin diger 6l¢lim zamanlarindan daha
diisiik degerlerde oldugu tespit edilmistir. Ton agis1 ve kroma degerleri bakimindan
orneklerin AK orani arttikga saridan uzaklasip kirmiziya yaklastifi ve daha canli

goriindiigii belirlenmistir.

4.7.4.4. Yogurtlarin reolojik ve tekstiir ozellikleri

Reolojik ve tekstiirel 6zellikler, duyusal degerlendirmede ve tiiketici kabuliinde 6nemli
rol oynamaktadir. Yogurt yapisini siitiin protein orani, kullanilan kiiltiirlerin asitlik
gelistirme hiz1 ve proteolitik aktivitelerinin belirledigi ifade edilmistir (Sah ve digerleri,
2016).Yogurtta en sik goriilen kusurlarin, diisiik viskozite ve sikilik veya sinerezis oldugu

bildirilmistir (Vital ve digerleri, 2015).

Yogurtlarin depolama boyunca kayma hizina karsilik kayma gerilimi grafikleri Sekil
4.13’te sunulmustur. Ayrica Herschel-Bulkley modeline gore reolojik parametre degerleri
de Cizelge 4.15’te verilmistir. Bu sonuglara gore tim yogurtlarin Newton olmayan
pseudoplastik davranis sergiledikleri, diisiik kayma kuvvetinde yiiksek viskozite, yliksek
kayma kuvvetinde diisiik viskozite akis tipine sahip olduklari saptanmistir. Yogurtlarin n
degerlerinin tiim 6l¢iim zamanlarinda 0,53-0,79 arasinda degistigi belirlenmistir (n < 1).
Beklendigi gibi diisiik viskozitenin gostergesi olan en diisiik K ve en yliksek n degerleri,

yogurtlarin 28. giliniinde elde edilmistir.

Herschel-Bulkley modelinde yiiksek K degerinin daha viskoz bir iriin ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Gul, Saricaoglu ve Atalar, 2021). K degerinin genel olarak depolama ile
azaldig1 goriilmektedir. Uriinlerin depolama baslangicinda K degerleri istatistiksel olarak
oldukca benzerken depolamanin 14. ve 28. giinlerinde gruplar arasinda farkliliklarin
oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Raf omrii sonunda {iriinlerin K degerlerinin 0,720 +
0,045 ile 3,493 + 0,244 arasinda degistigi, en diisiik K degerinin %3 AK-Y kodlu iiriinde
Olclildiigii tespit edilmistir. Bu bulgu sinerezis sonucunu desteklemektedir. Ayrica

yogurtlarin 1. ve 14. giinlerinde L. acidophilus LA-5 ilavesinin etkisi goriillmezken,
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depolama sonunda 6zellikle ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurtlarda daha kivamli {iriin
yapist edilmistir. Uriinlerin L. acidophilus LA-5 sayimlar1 incelendiginde kontrol grupta
raf dmrii sonunda L. acidophilus LA-5 sayisinda dramatik diisiisiin yasandig1 ancak ayva
kabugu ilaveli iriinlerde L. acidophilus LA-5 popiilasyonunun stabil kaldigi
belirlenmistir. Probiyotik kontrol grubu yogurdun raf omrii sonundaki diisiik kivam

degeri L. acidophilus LA-5 sayisinin diistikliigi ile iliskili olabilir.

Diger bir parametre olan akma geriliminin (to) yiiksek degerleri yapinin kararliligini
ortaya koymaktadir. Yiiksek akma gerilimi, akisin baslamasi i¢in daha biiylik kayma
geriliminin gerekli oldugu anlamina gelmektedir (Chetachukwu, Thongraung ve
Yupanqui 2019). Genel olarak kontrol grubu yogurtlarda diger gruplara kiyasla daha
yiiksek akma geriliminin oldugu tespit edilmistir. Depolama baslangicinda sadece K-PY
kodlu yogurtta istatistiksek olarak daha yiiksek akma gerilimi tespit edilirken (p < 0,05),
diger 6rneklerin ayn1 akma gerilimine sahip oldugu bulunmustur (p > 0,05). Depolamanin
14. giinlinde en yliksek akma gerilimi K-PY kodlu tirtinde goriilmiis ve bunu sirasiyla K-
Y ve %1 AK-PY kodlu iiriinler takip etmistir. Diger yogurtlar istatistiksel olarak en diisiik
ve benzer akma gerilimi degerlerine sahiptir (p > 0,05). Depolama sonunda ise degerlerin
K-PY > K-Y > %3 AK-PY >% 1 AK-PY = %3 AK-Y olarak siralandig1 belirlenmistir.

Yogurtlarin depolama boyunca G' ve G" degerleri Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18 de
gosterilmistir. G' degeri (depolama modiilii) 6rnegin yapisinda depolanan ve daha sonra
serbest birakilan enerjiyi, G" degeri (kayip modiilii) ise uygulanan gerilime bagh
kaybolan enerjiyi ifade etmektedir. Frekans taramasi boyunca, G™G" olmasi ornekte
viskoelastik 6zelligin (jel-benzeri yap1), G'<G" olmasi 6rnekte viskoz 6zelligin baskin
oldugunu gostermektedir. Lineer viskoelastik bolgede Yyogurtlarin tim 6l¢iim
zamanlarinda viskoelastik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar Molaee Parvarei,
Fazeli, Mortazavian, Sarem Nezhad ve Mortazavi (2021), Heydari ve digerleri (2018) ve
Sun-Waterhouse, Zhou ve Wadhwa'nin (2012) sonuglari ile uyumludur. G’ degeri ne
kadar yiliksek olursa molekiiller arast agin o kadar gii¢lii ve proteinler arasindaki
etkilesimlerin o kadar fazla oldugu raporlanmistir (Gul ve digerleri, 2021). Depolama
baslangicinda kontrol gruplarin G’ ve G” degerleri %1 ve %2 oraninda katilan AK’l1
yogurtlardan daha yiiksek tespit edilirken, %3 AK-Y ve %3 AK-PY kodlu yogurtlarin
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kontrol gruplarindan oldukca yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak ayni
davranig depolamanin 14. ve 28. giiniinde saptanmamistir. Bu 6l¢giim zamanlarinda %3
ayva kabugu ilaveli iirlinler kontrol ile olduk¢a yakin G’ ve G” degerlerine sahiptir. Bu
durum depolama baslangicinda yogurtlarin pH, sinerezis, laktik asit bakterileri sayis1 ve
kazein ve diger makromolekiillerin zaman igindeki dagilimi ve yapisal degisimi gibi
degiskenlerden etkilenmemesi ile agiklanabilir. Genel olarak kontrol grubu yogurtlardan

diisiik olmak kaydiyla yogurtlarin G’ ve G” degerleri AK dozu arttik¢a artmustir.

Tekstiir, yogurtlarda 6nemli bir kalite kriteridir. Bu amagla, yogurtlarin geri ekstriizyon
analizi ile belirlenen sertlik, kivam, yapiskanlik ve viskozite indeksi degerleri Cizelge
4.16’da verilmistir. Diislik sikilik (firmness) degerleri yogurdun zayif jel yapist ile
iligkilendirilmektedir (Sah ve digerleri, 2016). Depolama baglangicinda genel olarak
yogurtlarin sikilik degerlerinin ayn1 oldugu (p > 0,05) sadece %3 AK-Y kodlu yogurdun
K-Y’den daha diisiik sikilik degerine sahip oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Ancak
depolamanin 14. giiniinde kontrol grubu yogurtlarin (K-Y ve K-PY) istatistiksel olarak
tim AK ilaveli yogurtlardan daha gii¢lii jel yapisinda oldugu belirlenmistir. Ayni durum
28. giinde de goriilmiis, en diisiik sikilik degerleri %3 ayva kabugu ilaveli yogurtlarda
saptanmistir. Bu sonuglar yogurtlarin sinerezis degerleri ile uyumludur. Raf omri
sonunda sadece kontrol grubu yogurtlarin sikilik degerlerinde artis, %3 AK ilaveli

yogurtlarda azalis diger orneklerde ise degerlerin stabil kaldig: tespit edilmistir.

Orneklerin 1. giiniindeki kivam (consistency) 6zellikleri degerlendirildiginde, AK ilavesi
arttikca degerlerin arttig1 goriiliirken en yliksek degerin %3 AK-PY’de oldugu tespit
edilmistir. Ancak depolamanin 14. ve 28. giinlerinde kivam degerleri tam tersi bir egilim
sergilemis, AK ilavesi arttik¢a degerlerin dramatik olarak diistiigii belirlenmistir. Her iki
Ol¢lim zamaninda da en yliksek kivam degerleri kontrol grubu (K-Y ve K-PY) yogurtlarda
Olctilmiistiir (p < 0,05). Bu durum 6rneklerin depolama siiresince artan asitlik sebebiyle
meydana gelen kazein destablizasyonu ile ag¢iklanabilir. Daha 6nce de vurgulandigr gibi
AK ilaveli yogurtlarda depolama baslangicinda benzer olan pH degerleri depolama
sonunda kontrol grubu yogurtlardan ayrismis ve daha diisiik tespit edilmistir. Kivam

degerlerinde L. acidophilus LA-5 ilaveli yogurtlarda genel olarak daha yiiksek sonuglar
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Sekil 4.14. Yogurtlarin depolamanin 1. giinlindeki frekansa (Hz) karsilik depolama
modiili (G', Pa) ve kayip modiilii (G”, Pa) degerleri a) Probiyotik ilavesiz yogurtlar b)
Probiyotik ilaveli yogurtlar
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Sekil 4.15. Yogurtlarin depolamanin 14. giiniindeki frekansa (Hz) karsilik depolama
modiilii (G', Pa) ve kayip modiilii (G”, Pa) degerleri a) Probiyotik ilavesiz yogurtlar b)
Probiyotik ilaveli yogurtlar
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Sekil 4.16. Yogurtlarin depolamanin 28. giiniindeki frekansa (Hz) karsilik depolama
modiili (G', Pa) ve kayip modiilii (G”, Pa) degerleri a) Probiyotik ilavesiz yogurtlar b)
Probiyotik ilaveli yogurtlar
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Cizelge 4.15. Yogurtlarin depolama boyunca Herschel-Bulkley modeli ile elde edilen katsay1 degerleri

Uriinler

Giin 70(Pa) K (Pa.sn) n
K-Y 3,807 £ 0,039° 5,129 + 0,5022 0,534 +0,015f
%1 AK-Y 2,658 £ 0,105 3,729 + 0,243¢ 0,660 + 0,0072
%2 AK-Y 3,318+ 1,497° 4,577 £ 0,754%® 0,632 + 0,022b¢
%3 AK-Y 1 2,786 + 0,043 4,438 £ 0,1413¢ 0,624 + 0,012¢
K-PY 4,966 +0,115° 3,679 £0,128¢ 0,544 + 0,006
%1 AK-PY 3,103 +0,121° 4,614 +0,207% 0,567 +0,010¢
%2 AK-PY 3,121 + 0,308 4215+0,311% 0,594 +0,0119
%3 AK-PY 2,986 +0,102° 4,434 + 0,2238bc 0,651 + 0,009
K-Y 3,948 + 0,308 3,703 + 0,3072 0,601 +0,019%
%1 AK-Y 1,535 £ 0,144¢ 2,042 +0,146° 0,749 £ 0,0122
%2 AK-Y 3,546 + 0,350° 2,998 + 0,784° 0,634 + 0,085
%3 AK-Y 1 1,454 + 0,368¢ 1,898 + 0,453¢ 0,720 + 0,0492
K-PY 5,035+0,1182 3,037 £ 0,138 0,553 + 0,005¢
%1 AK-PY 2,484 + 0,247° 2,427 + 0,128 0,673 + 0,014b¢
%2 AK-PY 1,750 + 0,130¢ 2,219 + 0,130° 0,739 + 0,023
%3 AK-PY 1,88 = 0,050¢ 2,443 + 0,058b° 0,696 + 0,0052¢
K-Y 4,142 +£0,277° 3,493 + 0,2442 0,606 + 0,009%
%1 AK-Y 1,146 + 0,228¢ 1,253 +0,123¢ 0,795 + 0,007
%2 AK-Y 1,280 +0,181¢ 0,732 + 0,033¢ 0,847 + 0,0592
%3 AK-Y )8 1,525 + 0,049 0,720 + 0,045¢° 0,742 + 0,079
K-PY 4,943 + 0,2392 2,619+0,111° 0,572 + 0,007¢
%1 AK-PY 1,867 £ 0,214¢ 1,737 £ 0,248°¢ 0,712 + 0,015
%2 AK-PY 1,134+ 0,091¢ 1,301 + 0,093¢ 0,743 + 0,010b¢
%3 AK-PY 2,740 £ 0,04¢ 1,685 + 0,085¢ 0,669 + 0,052¢

af Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklilig ifade etmektedir (p < 0,05). B Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak dl¢iim zamanlar1 arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik
yogurt



elde edilmistir. Bu durum yogurtlarin yapilarinda iyilesmeye neden olan L. acidophilus

LA-5 tarafindan iiretilmis EPS yapist ile iliskili olabilir.

I¢ yapiskanlik (cohesiveness) ve viskozite indeksi (viscosity index) degerleri vektorel
olarak negatif degerlere sahiplerdir. I¢ yapiskanlik degeri geri ekstriizyonda minimum
kuvvetin negatif tepe noktasini, viskozite indeksi ise bu egrinin altinda kalan negatif alan1
ifade eder. Bir¢ok yayinda bu degerler pozitif olarak sunulmustur. Bu calismada da
degerler pozitif olarak gosterilmis ve istatistiksel degerlendirme negatiflik

gozetilmeksizin yapilmistir.

I¢ yapiskanlik duyusal olarak gida yiizeyi ile dis, damak yiizeyi arasindaki ¢ekime kars1
koymak i¢in gerekli giic olarak ifade edilmektedir. Yogurtlarda yiiksek i¢ yapiskanlik
degeri yogurdun yapisini olusturan i¢ baglarin mukavemetini gostermektedir (Mutlu,
2019; Wang ve digerleri, 2020). Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gore,
depolama baslangicinda AK ilavesi arttikca artan i¢c yapiskanhigin, diger Olgiim
zamanlarinda kivam degerlerinde oldugu gibi azalan egilim gosterdigi belirlenmistir.
Depolama sonunda en diisiik i¢ yapiskanlik degerinin %3 AK-Y kodlu yogurtta alinmasi,
en fazla serum ayrilmasinin yine bu iiriinde tespitini destekler niteliktedir. I¢ yapiskanlik
degerlerinin genel olarak AK ilaveli yogurtlarda depolama boyunca azalma egiliminde
oldugu, ancak depolama baslangici ve sonundaki farkin istatistiksel olarak dnemsiz
bulundugu belirlenmistir. Sadece %3 AK ilaveli yogurtlarin 1.gilin degerleri 28. giine gore

daha yiiksek olcililmiistiir (p < 0,05).

Viskozite indeksinin geri ekstriizyon sirasinda 6rnegin akmaya kars1 gosterdigi direnci
ifade ettigi belirtilmistir (Konak Goztepe, 2017). Depolama baglangicinda orneklerin
viskozite indeksi 1,04 + 0,09 N.s ile 2,18 + 0,34 N.s arasinda Ol¢tilmiistiir. Tim 6l¢im
zamanlar1 degerlendirildiginde viskozite indeksinin de diger tekstiir parametrelerinde
oldugu gibi ayn1 davranis1 sergiledigi belirlenmistir. Kontrol grubu yogurtlarin daha
yiiksek, %3 AK katkili yogurtlarin ise daha diisiik viskozite indeksi degerlerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Depolama sonunda %3 AK-Y kodlu yogurdun viskozite indeksi
0,10 £ 0,05 N.s degerlerine kadar diistligii saptanmustir.
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Cizelge 4.16. Yogurtlarin depolama boyunca tekstiir parametreleri

Uriinler Giin Sikilik (N) Kivam (N.s) i¢ Yapiskanhk (N) Viskozite indeksi (N.s)
K-Y 0,62 + 0,048 11,03 £ 1,25%A 1,03+ 0,180 1,57 £ 0,07%A
%1 AK-Y 0,50 + 0,014 7,52 +£0,42°8 1,28 £ 0,03 1,57 £ 0,05%A
%2 AK-Y 0,62 £ 0,09%A 8,36 + 1,088 1,75+ 0,26 1,83 £0,34%A
%3 AK-Y 1 0,47 £ 0,04~ 9,01 £ 0,52b¢A 1,96 + 0,114 1,75 £ 0,193cA
K-PY 0,50 + 0,032C 8,11 + 0,68 0,97 + 0,05~ 1,04 + 0,098
%1 AK-PY 0,62 + 0,09%A 9,71 + 1,17%A 1,12 £ 0,254 1,60 + 0,320cA
%2 AK-PY 0,52 + 0,10%A 9,19 + 1,39bcAB 1,16 £ 0,254 1,31 £ 0,304
%3 AK-PY 0,60 + 0,064 12,48 + 1,17%A 1,20 £ 0,17°A 2,18 + 0,342A
K-Y 0,71 £ 0,012 13,70 + 1,832A 1,16+ 0,213 1,95 + 0,344
%1 AK-Y 0,44 + 0,014 9,28 + 0,50 0,80 + 0,012cC 1,36 + 0,07b¢8B
%2 AK-Y 0,35+ 0,010 6,89 + 00,4408 0,77 £ 0,072cB 1,21+ 0,18bB
%3 AK-Y 1 0,27 + 0,02°8 6,12+ 0,298 0,40 +0,07°B 0,42 +0,1298
K-PY 0,73 + 0,048 15,89 £ 0,933 1,02 + 0,03%cA 1,75 £ 0,09%A
%1 AK-PY 0,50+ 0,07°A 7,61 + 0,07°A 1,21 +0,37% 1,38 £ 0,162
%2 AK-PY 0,40 + 0,020 7,85 + 0,435B 0,65 £ 0,100B 1,05+ 0,15
%3 AK-PY 0,42 + 0,04b°B 8,22 + 0,41°A 0,56 +0,01°8 1,02 + 0,038
K-Y 0,99 + 0,0824 14,89 + 1,272A 1,74+ 0,113 2,38 +0,23%A
%1 AK-Y 0,51 +0,01%A 8,85 + 0,430cAB 1,27 £ 0,034 1,57+0,11%
%2 AK-Y 0,60 + 0,07 9,34 + 0,800A 1,25+0,11° 1,76 £ 0,13~
%3 AK-Y 28 0,26 + 0,058 5,03 +0,37% 0,24 + 0,039 0,10+ 0,05
K-PY 0,81 + 0,05~ 14,47+ 1,12%8 0,98 + 0,05~ 1,59+ 0,108
%1 AK-PY 0,66 + 0,090°A 11,30+ 1,31P4 1,09 £ 0,100 1,62 +£0,13%
%2 AK-PY 0,56 + 0,057 10,09 + 0,814 1,02 £ 0,164 1,56 £ 0,24
%3 AK-PY 0,36 + 0,029C 7,07 + 0,29¢48 0,65 + 0,058 0,90 + 0,098

af Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklilig ifade etmektedir (p < 0,05). A8 Ayn1 satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak dl¢iim zamanlar1 arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik
yogurt



Kavak mantari ekstrakt tozu ile zenginlestirilmis yogurtlarda kontrol yogurdun depolama
boyunca daha yiiksek sikilik degerine sahip oldugu, ekstrakt ilavesinin jel yapisin
gevsettigi raporlanmustir (Vital Pelaes ve digerleri, 2015). Benzer sonug igde unu ilavesi
ile iiretilmis yogurtlarda da alinmustir. ide unu katkili yogurtlarin sikilik degerleri
kontrolden istatistiksel olarak daha diisiik 6l¢iilmiistiir. Arastirmacilar bu durumu liflerin
kazein miselleri i¢inde dagilmalart ve yogurt jelinde bosluk yaratmalar ile
aciklamiglardir. Ayrica yogurtlarda daha yiiksek polisakkarit igeriginin, protein-protein
baglarindan daha zayif olan polisakkarit-protein etkilesimlerinin olugsmasina neden
oldugu ve jel yapisinin gevsedigi vurgulanmustir (Oztiirk ve digerleri, 2018). El-Said,
Haggag, Fakhr EI-Din, Gad ve Farahat'in (2014) yaptig1 ¢alismada, nar kabugu ilave
edilmis yogurtlarda viskozitenin artan kabuk dozuna bagli olarak diistiigii raporlanmustir.
Bu durum ilave edilen kabugun proteinin su baglama kapasitesini azaltmasi ile

aciklanmugtir.

Ancak bu calismalarin aksine literatiirde farkli bitki ya da meyvelerle zenginlestirilmis
yogurtlarin tekstiirel 6zelliklerine olumlu katkida bulundugunu gosteren ¢aligsmalar da
mevcuttur. Elma posast ilaveli yogurtlarin fizikokimyasal, tekstiirel ve reolojik
Ozelliklerinin incelendigi arastirmada, elma posast miktar1 arttikga tiim tekstiir
parametrelerinde artisin oldugu, elma posasi ilavesinin ayrilan serumu geri kazanma

yoniinde olumlu katkisinin oldugu belirtilmistir (Wang ve digerleri, 2020).

4.7.4.5. Yogurtlarm biyoaktivite 6zellikleri

Fenolik bilesiklerin baslica diyet kaynaginin meyveler oldugu belirtilmistir. Meyve
sularinin, tozlarinin ve ekstraktlarinin, siit sektorti de dahil olmak {izere ¢esitli gidalarda
fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Karaarslan, Ozden,
Vardin ve Turkoglu, 2011). Yogurdun her yas grubu tarafindan tiiketilir olmas1 ve saglik
tizerine etkileri olan gesitli bilesenleri igermesine ragmen, 6nemli bir polifenol kaynagi
olmamasi, arastirmacilari yogurdun fenolik bilesikler bakimindan zenginlestirilmesine
yoneltmistir (Demirkol ve Tarakci, 2018; Wang ve digerleri, 2020).

Yogurtlarin TFM sonuglart Sekil 4.17°te gosterilmistir. Tiim 6l¢lim zamanlarinda en
diisiik TFM miktarina sahip grubun kontrol yogurt oldugu, bunu probiyotik bakteri iceren
kontrol 6rnegin takip ettigi belirlenmistir. AK ilavesi arttik¢a yogurtlarin TFM miktarinin
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da arttig1 tespit edilmistir. Bu durum AK’nin yiiksek fenolik bilesen igerigine sahip
olmasi ile iligkilidir. Depolama boyunca %3 AK katkili probiyotik i¢eren ve igermeyen
yogurtlar istatistiksel olarak ayn1 TFM miktarina sahiptir (p > 0,05). Ancak %2 ve %1
AK ilaveli probiyotik yogurtlar, probiyotik bakteri icermeyen 6rneklere kiyasla daha
fazla TFM igermektedir (p < 0,05). Depolama baslangicinda kontrol grubu probiyotik
icermeyen ve igeren yogurtlarin TFM miktarlari sirasiyla 5,48 + 0,23 ve 7,21 £ 0,10 mg
GAE/100 g olarak bulunmustur. Yogurda elma posasi ilavesinin bazi 6zellikleri iizerine
etkisinin arastirildigi ¢alismalarda kontrol grubu yogurdun 1. giindeki TFM miktarinin
4,12 + 0,01 mg GAE/100 g ve 4,17 + 0,03 mg GAE/100 mL oldugu belirtilmistir
(Jovanovic ve digerleri, 2020; Wang ve digerleri, 2020). Ancak Yildiz ve Ozcan'm (2019)
yapti81 calismada, sade yogurdun TFM degeri 0,534 mg GAE/100 g olarak bulunmustur.
Bu deger ¢alismadaki sonugtan yaklasik 10 kat daha diistiktiir.
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Sekil 4.17. Yogurtlarin depolama boyunca toplam fenolik madde (TFM) miktar1 (mg
GAE/100 g)

Yapilan calismada %1 oraninda AK ilavesinin kontrol grubu yogurtlardan yaklasik 2 kat
daha fazla fenolik madde icerdigi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (p < 0,05). Tiim Slglim zamanlarinda %3 AK ilaveli yogurtlarin kendi
kontrol gruplarina kiyasla 3-4,5 kat fazla fenolik maddeye sahip oldugu ve degerlerin
21,02 + 0,40 ile 23,34 + 0,46 mg GAE/100 g arasinda degistigi belirlenmistir. Genel

olarak yogurtlarin depolama siiresince TFM miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
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degisim saptanmamistir (%2 AK-Y, %1 AK-PY ve %3 AK-PY hari¢). Farkli {iziim
cesitlerine ait liziim posalart ile zenginlestirilmis yogurtlarda da 21 giin boyunca tim
orneklerde TFM miktar1 sabit kalmistir (Marchiani ve digerleri, 2016). Ayn1 ¢alismada
TFM degerlerinin 0,91 — 1,58 mg GAE/100 g arasinda oldugu belirtilmistir. Uziim
posasinin yiiksek TFM igerigine ragmen bu ¢alismadan daha diisiik degerlerde sonug
bulunmasi, posanin otoklavda sterilize edilmesi sonucu biyoaktif bilesenlerin

degradasyonu ile iligkili olabilir.

Sekil 4.17. incelendiginde, %3 AK-PY kodlu iiriinde depolamaya bagli olarak azalis
goriiliirken, %2 AK-Y, %1 AK-PY kodlu 6rneklerde artig tespit edilmistir. Bagka bir
caligmada, elma posasi ilaveli yogurtlarin tiim elma posast dozlarinda (%1, %2 ve %3)
depolama sonuna dogru TFM degerlerinde artisin oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar bu
durumu elma posasindan polifenollerin saliniminin depolama boyunca devam etmesi ile
aciklamiglardir. Ayrica elma posasinda baslica bulunan prosiyanidinler, katesin,
epikatesin, klorojenik asit, konjuge kuersetin fenoliklerinin depolama boyunca arttigini

gosteren ¢alismalarin oldugunu vurgulamislardir (Wang ve digerleri, 2020).

Yogurtlarin DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri ile AA sonuglart Sekil 4.18’te
sunulmustur. Ayva bdliimlerine ait fenolik ekstraktlarin AA sonuglarinda oldugu gibi
FRAP ve ABTS yontemlerinin DPPH yonteminden daha yiiksek degerler verdigi
goriilmektedir. Belirtilen 3 yontemle tiim 6l¢iim zamanlarinda en diisiik AA degerlerinin
kontrol grubu yogurtlarda, en yiiksek degerlerin ise %3 AK-Y ve %3 AK-PY’lerde
oldugu tespit edilmistir. AK ilavesinin yogurtlarda AA’y1 istatistiksel olarak arttirdigi,
doz azaldikg¢a biyolojik aktivitenin de azaldig belirlenmistir (p < 0,05).

Siitiin fermantasyonu sirasinda a-laktalbumin, B-laktoglobulin ve a-kazeinden iretilen

peptitlerin AA’ya katkida bulundugu bilinmektedir(Fathy ve digerleri, 2022). Kontrol

grubu yogurtlarda AA tespit edilmesinin nedeni bu peptitlerin varligi ile agiklanabilir.
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DPPH ve ABTS analiz sonuglarma gore probiyotik bakteri iceren yogurtlarda
icermeyenlere kiyasla daha yliksek AA tespit edilirken, FRAP sonuglarinda bu durum
gecerli olmamistir. Ayrica yogurtlarin TFM degerleri ile AA degerleri arasinda yiiksek
korelasyon (TFM-DDPH r: 0,85; TFM-ABTS r:0,89; TFM-FRAP r:0,89) oldugu
belirlenmistir. TFM ile AA arasinda benzer pozitif korelasyonun elma posas: ilaveli

yogurtlarda da saptandigi raporlanmistir (Jovanovic ve digerleri, 2020).

Kennas, Amellal-Chibane, Kessal, ve Halladj'in (2020) yaptigi ¢alismada, nar kabugu
tozu ve bal ilavesinin yogurtlarda antioksidan potansiyelini arttirdig1, %10 nar kabugu ve
%35 bal ilaveli yogurtlarin en yiiksek AA’ya sahip oldugu belirtilmistir. Yogurtlarin
ananas kabugu ve posasi ile zenginlestirildigi bagka bir calismada da kontrole kiyasla
zenginlestirilmis yogurtlarda daha yiiksek AA saptanmustir (Sah ve digerleri, 2016).
Marchiani ve digerleri (2016), iziim posasi ilaveli yogurtlarin kontrole kiyasla %66 daha
yilksek AA’ya sahip oldugunu raporlamislardir. Mevcut calismada tiim depolama
zamanlarinda %3 AK-PY ve %3 AK-Y ’nin kendi kontrol gruplarindan sirasiyla en az 2,5

en ¢ok 12 kat daha fazla antioksidan 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Tiim analiz metotlarinda bazi yogurtlarin AA degerlerinin depolama ile azaldig
bazilariin ise sabit kaldigi tespit edilmistir. Bu sonug¢ farkli fenolik kaynak ya da
ekstraktlarla iretilmis yogurtlarin AA’larmin degerlendirildigi Karaaslan ve digerleri
(2011), Hlupapalayam, Smith ve Gamlath (2014) ve Vital Pelaes ve digerlerinin (2015)
caligmalari ile uyumludur. Oliveira ve digerleri (2017), endistriyel olarak hazirlanmis
seftali piliresinin %20 oraninda ilave edildigi yogurtlarda 28. giin sonunda depolama

baslangicina gore antioksidan kapasitede %24 oranin azalma tespit etmislerdir.

4.7.4.6. Yogurtlarim mikrobiyolojik 6zellikleri

Fonksiyonel probiyotik gidalarin gelistirilmesinde, uygun bir gidanin se¢ilmesi, canlilik
ve duyusal 6zelliklerin korunmasi bu {iriinlerin pazardaki basarisi i¢in ana kriterlerdir.
Siitlin tamponlama yetenegi, fermantasyon siireci ve sogukta muhafaza gerekliligi
sebebiyle yogurt, probiyotik bakteriler igin potansiyel gida olarak benimsenmistir
Probiyotik yogurt tiiketiminin bagirsak mikroflorasint iyilestirdigi, kilo kontrolii

sagladigi, obezite, kanser ve Kkardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigi bildirilmistir
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(Meybodi, Mortazavian, Arab ve Nematollahi, 2020). Bu calismada polifenol igerigi
yiiksek ayva kabugu ilavesiyle probiyotik yogurt iiretimi gergeklestirilmis ve yogurtlarin

mikrobiyolojik kalitesi belirlenmistir.

Yogurtlarin mikrobiyolojik analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tim Ol¢im
zamanlarinda yogurtlarda koliform ve maya tiremesi tespit edilmemistir. Ancak
depolamanin 14. giiniinde sadece %3 AK ilaveli yogurtlarda 2 log kob/g diizeyinde kiif
tespit edilirken, bir sonraki 6l¢iim periyodunda tiim AK katkili yogurtlarda 2,00 + 0,00
ile 4,06 + 0,02 log kob/g arasinda kiif tiremesi goriilmistiir. Bu yogurtlarda kiif tespit
edilmesinin AK ilavesi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir. AK’da yapilan kiif-maya
ekimlerinde kif tespit edilmemistir (<2,00 log kob/g), ancak yayma plak yontemi ile
birlikte analiz duyarliligi 100 kiifiin {izerinde bir yiikii saptayabilmektedir. Bu sonuglar
UV-sterilizasyonun AK’dan gelen kiif popiilasyonunu inhibe etmede yeteri kadar basarili

olamadigini ve alternatif yontemlerin degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Yogurt bakterilerinin raf dmrii boyunca yapilan sayim sonuglari incelendiginde, genel
olarak tiim yogurtlarda S. thermophilus i¢in 8 log kob/g ve L. bulgaricus i¢in ise 7 log
kob/g tizerinde degerlerin elde edildigi goriilmiistiir. Yogurt olusum mekanizmasinda S.
thermophilus ile L. bulgaricus’un simbiyotik iliskisi bir¢ok ¢alismada belirtilmistir.
Ayrica S. thermophilus’un gelisiminin L. bulgaricus’tan daha hizli gergeklestigi ve sayica
iistiinliik sagladig1 da raporlanmistir (de Souza Oliveira ve digerleri, 2012; Markakiou,
Gaspar, Johansen, Zeidan ve Neves, 2020; Saccaro, Tamime ve Lu, 2009). Bu tez
kapsaminda AK ekstraktinin yogurt bakterileri iizerinde inhibe edici etkisi olmadigi
belirlenmisti. Yogurtlarda yapilan sayim sonuclarmin bu bulguyu destekledigi tespit
edilmistir. Depolamanin 1. ve 14. giinlerinde yogurtlarda S. thermophilus sayilarinda
genel olarak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi tespit edilmistir
(p > 0,05). Ancak depolama sonunda en yiiksek S. thermophilus sayisinin %3 AK-Y’de
sayildigi, bunu %2 AK-Y ve %1 AK-Y’nin takip ettii belirlenmistir. Yogurtlarin S.
thermophilus sayilarinin genel olarak 14 giin boyunca sabit kaldig1 ancak 28. giinde L.
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Cizelge 4.17. Yogurtlarin mikrobiyolojik analiz sonuglar1

AN

Uriinler Giin . Loguo kob/g . . . .

Koliform Kif Maya S. thermophilus L. bulgaricus L. acidophilus

K-Y <1 <2 <2 8,39 + 0,00°8 8,42 + 0,064

%1 AK-Y <1 <2 <2 8,87 +0,13%4 8,05 £ 0,125

%2 AK-Y <1 <2 <2 8,14 +£0,14°® 8,11 + 0,097

%3 AK-Y 1 <1 <2 <2 8,79 £ 0,05 7,98 £ 0,07°A

K-PY <1 <2 <2 8,91+ 0,05% 8,20 + 0,132 7,89 + 0,163

%1 AK-PY <1 <2 <2 8,87 £ 0,02 8,11 +0,2204 7,88 + 0,092

%2 AK-PY <1 <2 <2 8,79 £ 0,064 6,87 +£0,17% 7,95 £ 0,002

%3 AK-PY <1 <2 <2 8,81+ 0,07 7,65 £ 0,054 7,84 £0,07%4

K-Y <1 <2 <2 8,37+ 0,108 7,67 + 0,020¢C

%1 AK-Y <1 <2 <2 8,71 £0,05% 7,59 + 0,040B

%2 AK-Y <1 <2 <2 8,71 £0,17%A 8,17 £ 0,093

%3 AK-Y 14 <1 2,00 £ 0,00 <2 8,76 £ 0,114 7,16+ 0,018

K-PY <1 <2 <2 8,690,012 7,44 £ 0,058 7,87 £ 0,092

%1 AK-PY <1 <2 <2 8,81 £ 0,04% 7,86 £ 0,07°A 7,67 £ 0,088

%2 AK-PY <1 <2 <2 8,51+0,11% 7,20 + 0,039%B 7,84+0,01%8

%3 AK-PY <1 2,00+ 0,00 <2 8,82 +0,10% 7,10 £ 0,40%4 7,75 £ 0,034

K-Y <1 <2 <2 8,52 £ 0,02¢A 8,22 + 0,068

%1 AK-Y <1 3,12+0,19° <2 8,79 + 0,064 8,15 + 0,045¢A

%2 AK-Y <1 3,23 +£0,05° <2 8,86 + 0,044 8,21 + 0,06"A

%3 AK-Y 28 <1 4,06 = 0,022 <2 9,04 £ 0,134 8,31+ 0,023

K-PY <1 <2 <2 8,47 +0,17C 8,12 £ 0,04°A 6,20 £ 0,238

%1 AK-PY <1 2,50 £ 0,20° <2 8,57 0,10 8,14 + 0,015 7,27 +0,15%¢

%2 AK-PY <1 2,54 + 0,00° <2 8,57 +0,03°® 8,14 + 0,09°A 7,55+0,13%

%3 AK-PY <1 2,00 £ 0,00¢ <2 8,53 +£0,13 7,99 £ 0,039 7,49 + 0,163

&¢ Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklilig1 ifade etmektedir (p < 0,05). #B Ayni saiitundaki farkli harfler istatistiksel olarak 6lgiim zamanlar1 arasindaki
farklilig1 ifade etmektedir. K-Y: kontrol yogurt, %1 AK-Y: %1 ayva kabugu ilaveli yogurt, %2 AK-Y: %2 ayva kabugu ilaveli yogurt, %3 AK-Y: %3 ayva kabugu ilaveli yogurt, K-PY:
kontrol probiyotik yogurt, %1 AK-PY: %1 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %2 AK-PY: %2 ayva kabugu ilaveli probiyotik yogurt, %3 AK- PY: %3 ayva kabugu ilaveli probiyotik
yogurt



acidophilus LA-5 ilaveli yogurtlarda S. thermophilus sayisinin diger yogurtlara gore daha
diisiik oldugu ve S. thermophilus’un depolamadan olumsuz etkilendigi bulunmustur.
Daha 6nceki ¢alismada L. acidophilus 74-2’nin S. thermophilus popiilasyonu tizerinde bir
etkisi olmadigi belirlenmisti (Altuntas ve Korukluoglu, 2019). Ancak sus farkliliklarinin
farkli etkileri olabilecegi bilinmektedir. L. acidophilusun sinif II bakteriyosinlere ait
1stya dayanikli, diisiik molekiiler agirlikli bakteriyosinler {irettigi raporlanmustir. L.
acidophilus LA-5 tarafindan iiretilen laktasin B nin gen diizeyinde incelendigi calismada
S. thermophilus STY-31 varliginda bakteriyosin iireten gen ifadesinde artis tespit
edilmistir (Tabasco, Garcia-cayuela, Pelaez ve Requena, 2009). Bu ¢alismada L.
acidophilus LA-5 varliginda belirledigimiz S. thermophilus sayisindaki diisiisiin

nedenleri ileri arastirmalarla ortaya konulmalidir.

Raf 6mrii sonunda %3 AK-Y istatistiksel olarak diger gruplardan daha fazla sayida L.
bulgaricus igermektedir. Bu durum %3 AK-Y kodlu yogurdun depolama sonundaki
yiiksek asitlik gelisimini ve buna bagli gelisen serum ayrilmasini agiklar niteliktedir.
Arastirmalar yiiksek L. bulgaricus popiilasyonunun yogurtlardaki diisiik pH ile iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir (Altuntas ve Korukluoglu, 2019; Yue ve digerleri, 2022).

Depolama baglangicinda AK ilavesinin L. acidophilus LA5 iizerinde olumlu ya da
olumsuz bir etkisi goriilmezken raf dmrii sonunda kontrol grubunda probiyotik bakteri
popiilasyonunda dramatik bir azalma goriilmiis ve saymnin 6 log kob/g degerlerine
diistiigi tespit edilmistir. Buna karsin AK ilave edilmis yogurtlarda yaklasik 7,5 log kob/g
degerleri elde edilmistir. Bu durum AK’nin L. acidophilus LA5 canliligi iizerinde olumlu
etkisi olarak yorumlanabilir. Uziim posas1 ile probiyotik fermente kegi siitii iiretiminde
iziim posasinin L. acidophilus LA-5 canliligint korudugu belirtilmistir (dos Santos ve
digerleri, 2016). Baska bir ¢alismada yogurtlara ilave edilen kayisi posasi orani arttikga
L. acidophilus LA-5 sayisinda da istatistiksel olarak artis oldugu vurgulanmistir (Karaca
(dos Santos ve digerleri, 2019). Portakal ve limon suyu yan iiriinlerinden elde edilen
posanin MRS sivi besiyerinde L. acidophilus CECT 903 yasayabilirliginde 6nemli
derecede artis sagladigi, 1-2 log kob/mL daha fazla koloni sayildigi raporlanmigtir

(Sendra ve digerleri, 2008). Mango suyu ile zenginlestirilmis probiyotik fermente siit
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iceceginin iiretildigi ¢aligmada, %10 oraninda mango suyu ilave edilmis igecekte raf dmrii
sonunda 7.72 log kob/mL diizeyinde L. acidophilus LA-5 tespit edilirken, %20, %30 ve
%40 mango suyu ilavesinin L. acidophilus LA-5 canliliginda negatif etki yarattigi
belirtilmistir. Ayrica kontrol grubu 6rnekte de 5 haftalik sogukta depolama sonunda < 6
log kob/mL diizeyinde L. acidophilus LA-5 sayilabilmistir. Ayni ¢alismada in vitro
sindirimin mide ve bagirsak ortamlarinda farkli oranlarda mango suyu ilaveli iceceklerde
L. acidophilus LA-5 sayim1 gergeklestirilmis ve benzer koruyucu etkinin burada da tespit
edildigi vurgulanmistir. Bu ¢alismanin bulgular1 mango suyunun L. acidophilus LA-5
yasayabilirligine olumlu katki sagladigini ortaya koymaktadir (Ryan, Hutchings ve Fang,
2020).

Yapilan c¢alismada depolama boyunca L. acidophilus LA-5'in sayisinda azalma
saptanmigtir. Literatiirde L. acidophilus LA-5'in canliligini etkileyen en Onemli
faktorlerin depolama ile artan asitlik ve hidrojen peroksit oldugu belirtilmistir (Karaca ve
digerleri, 2019). Tiim probiyotik yogurtlarda raf 6mrii boyunca L. acidophilus LA-5
sayisinda diistis tespit edilmesine ragmen, sayimlarin terapotik minimum esigin tizerinde

(> 6 log kob/g) oldugu bulunmustur.

5. SONUC

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Ayvabdélimlerinden fenolik bilesik ekstraksiyonunda segilen solvent ¢esidi, orant
ve ekstraksiyon metodu fenolik bilesen veriminde belirleyici olmaktadir. Tiim
ayva boliimleri i¢in ultrason destekli ekstraksiyonun (UDE) maserasyona (ME)
kiyasla daha etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Ayrica ayva ¢ekirdegi harig
diger tiim ayva boliimlerinde optimum fenolik ekstraksiyon igin sulu-aseton

ekstraktinin en uygun ¢dzgen oldugu tespit edilmistir.

2. Optimum ektraksiyon kosullarinda ayvanin farkli boliimlerinin istatistiksel olarak
onemli Olciide farkli miktarlarda fenolik igerige sahip oldugu, en yliksek TFM
miktarinin ayva yapraginda tespit edildigi bunu sirasiyla kabuk, su, posa ve

cekirdegin takip ettigi belirlenmistir.
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3. TFM miktarina paralel olarak AA degerlerininde yaprak> kabuk > su > posa >
cekirdek olarak siralandigi tespit edilmistir. Yapilan {i¢ farkli antioksidan aktivite
analizinden FRAP ve ABTS yontemlerinin DPPH yonteminden daha yiiksek
degerler verdigi goriilmektedir. Bu fark, belirli polifenol gruplarinin ve
miktarlariin, analiz prensibini olusturan serbest radikal yakalama veya demir
indirgeme aktivitesine dayali reaksiyonlar tizerindeki farkli etkileri ile
acilanabilir. Literatiir verileri ile kapsamli bir kiyaslama ortaya koyabilmek adina

ic yontemin de yapilmasinin fayda saglayacag diisiiniilmektedir.

4. Yapilan calismada HPLC analizi ile ayva yapragi ve meyvenin diger boliimlerinde
en bol bulunan fenolik bilesigin hidroksisinamik asitler oldugu, literatiirde de
belirtildigi gibi ayva yapragi ve meyvesinin mono ve dikaffeoilkinik asitlerin
varlig1 ile karakterize edildigi ortaya konmustur. Ayva ¢ekirdeginde tanimlanan
fenolik bilesiklerin nicelik ve nitelik bakimindan oldukga diisiik oldugu ve ayva
bolimleri arasinda en diisiik fenolik bilesen igerigine sahip oldugu tespit
edilmistir. HPLC, TFM miktar1 ve AA analizlerinde, ayva c¢ekirdegine o6zgii
seliilozik yapinin sahip oldugu fenolik bilesen igeriginden daha diisiik sayida ve
miktarda tespit edilmesine neden olabilecegi, ayva ¢ekirdegi gibi jel kivamindaki

tiriinler i¢in alternatif metotlarinin gelistirilmesi gerektigi diigiiniilmektedir.

5. HPLC analizi sonucunca toplam flavonol miktarlarinin kabuk > yaprak > meyve
suyu > posa > ¢ekirdek (belirlenemedi) olarak siralandigi, meyve kabugunda diger
ayva bolimlerine kiyasla daha fazla flavonol birikiminin oldugu, bunun
literatiirde de agiklandig1 gibi giines 1s18ina daha fazla maruz kalma ile ilgili

oldugu belirlenmistir.

6. In vitro sindirim simiilasyonu sonrasinda ayva cekirdegi hari¢ tiim ayva
bolimlerinin ekstrakt formlarmna kiyasla TFM miktarinda ortalama 5 kat ve
AA’da 2,5 kattan fazla azalma oldugu saptanmistir. Genel olarak, mide sindirimi
sonrasi salinan TFM miktarinin, diger sindirim adimlarindan 6nemli 6l¢iide daha

yiiksek oldugu saptanirken, kolonu simiile eden diyalize edilemeyen fraksiyonun,
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10.

11.

12.

emilimi simiile eden diyalize edilebilir fraksiyondan daha fazla TFM igerdigi

belirlenmistir.

En yiiksek antibakteriyal aktivitenin ayva yapraginda gortldigi ve ekstrakta en
duyarl grubun Gram-pozitif patojenler oldugu ve MiK degerlerinin 0,78 mg/mL;
MBK degerlerinin 1,56 - 3,12 mg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. Ayrica,
ayva yapragi ekstraktinin kiif ve mayalar tizerindeki antifungal etkisinin de diger

ayva boliimlerine kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kabuk ekstraktinin antibakteriyal sonuglart yaprak ekstrakti ile kiyaslandiginda,
Gram-pozitifler lizerinde yaprak ekstraktinin, Gram-negatiflerde ise genel olarak
kabuk ekstraktmin iistiin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle E. coli O157:H7 NCTC
12900 ve S. Typhimurium ATCC 14028 icin MIK degerleri sirasiyla yaprak
ekstraktina kiyasla 2 ve 4 kat daha diisiik tespit edilmistir.

Ayva yapragi, kabugu, suyu ve posasinda kiif ve mayalarda antifungal etkinin
belirli bir doza kadar artig gosterdigi ve ardindan azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum
ayvada bulunan polisakkaritelerin kiif-mayalarda bulun yiiksek enzimatik aktivite

yetenekleri sayesinde bu bilesikleri metabolize etmeleri ile iligskilendirilmistir.

Ayva ¢ekirdeginin en diisiik toplam fenolik ve antioksidan aktiviteye sahip
olmasia ragmen, E. coli ATCC 35218’e, kiif ve mayalara daha etkili oldugu

belirlenmistir.

K. pneumoniae ATCC 700603’{in ayva boliimlerinin tiim ekstraktlarina karsi en

direncli bakteri oldugu tespit edilmistir.

Sindirilmis ayva boliimlerinin tamamina duyarli olan tek bakterinin S. aureus
ATCC 6538 oldugu, ayva yapraginin E. faecalis ATCC 8213 haricindeki tim
patojen bakterileri farkli dozlarda inhibe ettigi belirlenmistir. Sindirim sonrasi

kabuk, posa ve suyun test edilen bakterilerin higbirini inhibe edemedigi, bu
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

durumun sindirim sonrasi doniisen yeni bilesiklerin daha az antimikrobiyal

ozelliklere sahip olmasi ile agiklanabilecegi ortaya konmustur.

Yapragin fenolik ekstraktindan etkilenmeyen K. pneumoniae ATCC 700603 ve

kiiflerin in vitro sindirim sonrasi etkilenmesi oldukg¢a dikkat ¢ekici bulunmustur.

Ayva kabugu ilaveli yogurtlarda inkiibasyon baglangicinda kontrole kiyasla daha
diisiik pH degerleri 6lciilse de, bu etki inkiibasyon boyunca etkili olmamustir.
Uriinlerin kuru madde degerlerinde beklenildigi gibi kabuk ilavesi arttikga kuru

madde degeri artmistir.

Yogurlarda goriiniis, kivam, tat ve koku bakimindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmezken, tiim izlenim bakimindan kiyaslandiginda K-PY en
yiiksek skoru aldig1 ve ayva kabugu ilaveli yogurtlarin duyusal olarak daha az
begenildigi saptanmistir. Bu durum ayva kabugunun piitiirlii yapist ve kabugun
yutma esnasinda takilma hissi ile ilgili olabilir. Yiiksek TFM miktarina ve
biyolojik aktiviteye sahip ayva kabugunun yogurtta tercih edilebilirligini
arttirmak adina, ayva posast ile birlikte ya da ekstraktin dogrudan kullanimi

Onerilebilir.

Sinerezisin en fazla %3 AK-Y kodlu yogurtta tespit edildigi, artan kuru maddeye
ragmen bu durumun yasanmasinda depolama sonunda gelisen yliksek post-

asidifikaksyonun etkili oldugu saptanmaistir.

Ayva kabugu ilavesinin yogurtlarin L* degerlerini azalttigi, a* ve b* degerlerini

ise arttirdig1 belirlenmistir.

Yogurtlarin pseudoplastik akis davranisi sergiledikleri, en diisiik K degerinin %3
AK-Y kodlu iiriinde 6l¢iildiigii, depolama sonunda 6zellikle ayva kabugu ilaveli
probiyotik yogurtlarda daha kivamli {irtin yapis1 elde edildigi belirlenmistir. En
diisiik sikilik degerlerinin de %3 ayva kabugu ilaveli yogurtlarda oldugu, reolojik

ve tekstiir analiz sonuglarinin sinerezis bulgularini destekledigi goriilmustiir.
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19.

20.

21.

Tiim 6lglim zamanlarinda en diisiik TFM miktarina sahip grubun kontrol yogurt
oldugu, bunu probiyotik bakteri iceren kontrol 6rnegin takip ettigi, ayva kabugu
ilavesi arttikca yogurtlarin TFM miktarinin da arttig1 tespit edilmistir. Tiim 6l¢tiim
zamanlarinda %3 ayva kabugu ilaveli yogurtlarin kendi kontrol gruplarina kiyasla
3-4,5 kat fazla fenolik maddeye sahip oldugu ortaya konmustur. Buna paralel
olarak ayva kabugu ilavesinin yogurtlarda AA’y1 istatistiksel olarak arttirdigi, doz

azaldikca biyolojik aktivitenin de azaldig1 belirlenmistir.

Depolama baslangicinda yogurtlar kiif tespit edilmemistir Ancak depolamanin 14.
giinde sadece %3 ayva kabugu ilaveli yogurtlarda (%3 AK-Y ve %3 AK-PY), 28.
giinde ise tiim ayva kabugu katkili yogurtlarda kiif tiremesi goriilmiistiir. Bu
sonuglar UV-sterilizasyonun ayva kabugundan gelen kiif popiilasyonunu inhibe
etmede yeteri kadar basarili olamadigin1 ve alternatif yontemlerin veya ¢oklu
secenekelerin degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ayva kabugunun
lityofilizasyon oncesi klorlu su ile yikanmasi, sicak suya daldirilmast ya da

potasyum sorbat ¢ozeltisi ile silinmesi de bu konuda fayda saglayabilir.

Tim probiyotik yogurtlarda raf émrii boyunca L. acidophilus LA-5 sayisinda
terapotik dozun saglanabildigi ancak kontrol grubu yogurdun raf dmrii sonunda
daha az sayida L. acidophilus LA-5 igermesi ayva kabugunun L. acidophilus LA5

canlilig1 iizerinde olumlu etkisi olarak yorumlanabilir.
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