CANAKKALE ONSEKIiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZIi

SIRKE URETIM PROSESININ KARADUT MEYVESININ
BIYOAKTIF BILESENLERI VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERINE
ETKISI
Fatma Ipek MARANGOZ
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

CANAKKALE



T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZI

SIRKE URETIM PROSESININ KARADUT MEYVESININ
BIYOAKTIF BILESENLERIi VE ANTIiOKSiDAN OZELLIKLERINE
ETKIiSI
Fatma ipek MARANGOZ
Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Tezin Sunuldugu Tarih: 25/01/2016

Tez Damsmani:

Yrd. Dog¢. Dr. Cigdem UYSAL PALA

CANAKKALE



Fatma Ipek MARANGOZ tarafindan Yrd. Do¢. Dr. Cigdem UYSAL PALA
yonetiminde hazrlanan ve 25/01/2016 tarihinde asagidaki jiri karsismda sunulan “Sirke
Uretim Prosesinin Karadut Meyvesinin Biyoaktif Bilesenleri ve Antioksidan
Ozelliklerine Etkisi” baglkl calsma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim Dah’nda  YUKSEK LISANS TEZI olarak
oybirligi ile kabul edilmistir.

JURI
Yrd. Dog. Dr. Cigdem UYSAL PALA
Baskan

Prof. Dr. Cengiz CANER
I"Jye

Yrd. Dog. Dr. Onur GUNESER

Uye
Prof. Dr. Levent GENC
Miudiir
Fen Bilimleri Enstitiist
Sra No: .........

Bu tez cahsmasi, Bilimsel Arastrma Projeleri (BAP) tarafindan FLY-2015-581 no'lu

projeden desteklenmistir.



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazih bicimde sunulan tiim bilgi ve sonuclann akademik ve
etik Kkurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu

calismaya 0zgii olmayan tiim sonuc¢ ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.

Fatma ipek MARANGOZ



TESEKKUR

Tez ¢aliymam siiresince, bilgi ve yardimlarm esirgemeyen, bana her konuda biiyik
bir Ozveriyle yardimci olan, daima yol gosteren, deneymlerinden faydalandigim c¢ok
degerli hocam Saym Yrd. Dog. Dr. Cigdem UYSAL PALA’ya en igten tesekkiirlerimi ve
saygllarimi sunarmm.

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiine,

Bilgi ve tecriibeleriyle cahsmalarrma katkida bulunan degerli hocam Ars. Gor.
Buket AYDENIZe,

Sirke tiretimi icin  gerekli olan maya ve enzim tedarigini sagladigimiz Suvla Sarap
Fabrikas1 (Eceabat/Canakkale) cahsam Tugba SAHIN’e ve sirke Kkiiltiirii temin ettigimiz
Taris Sirke Pekmez Isletmesi (Alasehir/Manisa) biinyesine,

Sirkecizade Firmasi sahibi Saym Ahmet CIMENDERe,

Iligi ve destekleriyle herzaman yanimda olan babam Hasan SAYIR, annem Perihan
SAYIR ve kardesim Hiiseyn SAYIR’a,

Calymamm her asamasmda yanimda olan degerli arkadaglarm Aygil CAN ve
Hatice ALDEMIR’e tesekkiirlerimi borg bilirim.

Fatma Ipek MARANGOZ
Canakkale, Ocak 2016



dw.
GAE
QE
Cy-3-glu
Cy-3-rut
ECso
DPPH
TEAC
FRAP
CUPRAC
ORAC
HPLC
TFA
TAS
TAA

SIMGELER VE KISALTMALAR

Taze agrrlik

Kuru agrrlik

Gallik asit esdegeri

Quercetin esdegeri

Siyanidin-30- glukozit
Siyanidin-30-rutinozit

Radikalin %50’sinin inhbisyonunu saglayan konsantrasyon
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

Trolox esdegeri antioksidan kapasitesi
Demir indirgeyici antioksidan kapasitesi
Bakrr indirgeyici antioksidan kapasitesi
Oksijen radikal absorbans kapasitesi
Yiksek performansli sivi kromotografisi
Triflora asetik asit

Sitrik asit cinsinden titrasyon asitligi

Asetik asit cinsinden titrasyon asitligi



OZET

SiRKE URETIM PROSESININ KARADUT MEYVESININ BIiYOAKTIF
BILESENLERI VE ANTIOKSIiDAN OZELLIKLERINE ETKIiSi

Fatma Ipek MARANGOZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Cigdem UYSAL PALA
25/01/2016, 75

Bu caligmann amaci biyoaktif bilesenlerce zengin karadut (Morus nigra)
meyvesinin sirke tiretiminde degerlendiriimesi ve bu siirecte biyoaktif bilesenler ile birlikte
antioksidan kapasitede meydana gelecek degisimlerin  belirlenmesidir. Bu amagla, sirke
tiretim  stirecinin - karadut meyvesinin (1) Biyoaktif bilesenleri (Fenolk Bilesen Profili,
toplam fenol ve monomerik antosiyanin icerig); (2) Antioksidan o&zellikleri (TEAC,
CUPRAC, DPPH ve FRAP); (3) Fizikokimyasal o&zellkleri (pH, Suda Coziinir
Kurumadde ve titrasyon asitligi) tizerine etkileri ile birlikte dretilen karadut sirkesinin
duyusal acgidan tilketici begenisi degerlendirimistir.  Yiizey  kiiltlir  yontemi ile
gerceklestirilen  sirke  dretim  siirecinde (n=3), karadut meyve suyu (KMS), alkol
fermentasyonu (AF) sonrasi ve asetifikasyon sonrasi (AS) olmak iizere Ornekleme
yapimistir.

KMS, AF ve AS oOrneklerinin toplam fenol icerikleri swrastyla 1064,65, 988,84 ve
855,55 mg GAE/L olarak degismis olup, bu azahs istatistiksel olarak Onemli
bulunmamustr  (P<0,05). KMS 06rmegnin 190,37 mg siyanidin-30-glukozit/L  olan
baslangic monomerik antosiyanin miktar, 20°C’de 15 giin alkol fermentasyonu sonrasi
95,94 mg siyanidin-30-glukozit/l. diizeyine ve asetifikasyon sonrast ise 22,13 mg
siyanidin-30-glukozit/L  diizeyine azalmistr. Karadut suyunun kendine 0Ozgli renginden
sorumlu O6nemli bir kalte kriteri olan monomerik antosiyanin icerigi sirke iiretimi
strecinde yaklasik %88,4 diizeyinde istatistiksel olarak onemli bir kayba ugramustir.

HPLC ile gergeklestirilen fenolik bilesen profil analizi sonuglarma gore, KMS
orneklerinde basat antosiyaninler siyanidin-30-glukozit (130,09 mg/L) ve siyanidin-30-
rutinozit (112,04 mg/L) olarak belirlenmis olup bunlarm dismda ¢ok daha az miktarda
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pelargonidin-30-glukozit (12,13 mg/L) tespit edimisti. Alkol fermentasyonu sonucunda
%89,04 ile en fazla kayba ugrayan bilesen siyanidin-30-glukozit olup siyanidin-30-
rutinozit antosiyaninde ise %84,5 ile en fazla kayp asetifikasyon sonrasmda gozlenmistir.
Bunun digsmda, KSM o&rneklerinde sirke fermentasyonu sonucunda flavanol grubu bir
bilesen olan katesin, hidroksisinamik asit grubu bir bilesen olan kafeik asit ve yine
hidroksisinamik  asit  esterlerinden  Klororjenik  asit  degerlerinde  Onemli  artiglar
belirlenmistir (P<0,05).

KMS, AF ve AS o6rneklerinin antioksidan degerleri, TEAC yontemine gore sirasiyla
6,78, 6,67 ve 10 mg trolox/L; DPPH yontemine gore ECso degerleri swastyla 17,14, 11,93
ve 11,66 pL/mL; CUPRAC yontemine gore ise srasiyla 296,22, 295,30 ve 404 mg vitC/L
ve 354,25, 353,21, 475,5 mgTE/L; FRAP yontemine gore srasiyla 716,28, 820,03 ve
869,06 mg vitC/L ve 1091,47, 1252,46 ve 1328,53 mg trolox/L olarak belirlenmistir. KMS
orneklerinin  antioksidan  aktivite  degerleri  fermentasyon  uygulamalari  (alkol
fermentasyonu ve asetifikasyon) sonucunda artan bir eglim gostermis olup AS
ormeklerinin TEAC, DPPH ve CUPRAC degerlerindeki bu artis, hem KMS hem de AF
orneklerine gore istatistiksel olarak onemli diizeyde gergeklesmistir (P<0,05).

Tiiketici begeni testi sonucuna gore karadut sirkesi hem lezzet hemde genel 6zellik

bakimmdan referans alman iizim sirkesine gore daha ¢ok begenilmistir.

Anahtar sozciikler: Karadut, Sirke, Biyoaktif bilesenler, Antioksidan aktivite,
Tiiketici begenisi.
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ABSTRACT

EFFECT ON BIOACTIVE COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF MULBERRY FRUIT OF VINEGAR PRODUCT PROCESSING

Fatma ipek MARANGOZ
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Science Department of Food Engineering
Advisor: Yard. Dog. Dr. Cigdem UYSAL PALA
25/01/2015, 75

The aim of these thesis is to evaluate black mulberry (Morus nigra) which is rich in
bioactive compounds for the production of vinegar and to determine changes that will
occur in antioxidant capacity together with bioactive compounds in this process. For this
purpose, the effects of vinegar production process have been evaluated effects on (1)
bioactive compounds (phenolic compound profile, total phenol and monomeric
anthocyanin contents) of mulberry, (2) antioxidant properties (TEAC, CUPRAC, DPPH,
FRAP) of mulberry, (3) physiscochemical properties (pH, water-soluble substance and
titration acidity) of mulberry during process and in terms of sensory consumer tastes of
black mulberrry vinegar that final product. Sample has been taken as black mulberry juice
(KMS), after alcohol fermantation (AF) and after acedification (AS) in the vinegar
production process that has been performed by means of surface culture method.

Total phenol contents of samples KMS, AF and AS were to 1064,65, 988,84 and
855,55 mg GAE/L respectively, but this decrease has not been found to be significant
(p<0,05). The amount of monomeric anthocyanin of sample KMS that initially 190,37 mg
siyanidin-30-glukozit/L. have decreased 95,94 mg siyanidin-30O-glukozit/L after 15 days of
alcohol fermantation at 20°C and also, 22,13 mg siyanidin-30-glukozit/L after
acedification. Monomeric anthocyanin content that is an important quality of parameter
and responsible distinctive color of black mulberry juice has incured a significant loss
about 77% in the vinegar production process.

According to the findings of the the phenolics profile analysis performed with
HPLC, principal antocyanins of KMS have been determined as cyanidin-30-glukoside
(115,54 mg/L) and cyanidin-30O-rutinoside (100,04 mg/L). Besides, KMS has been found
to have less amount pelargonidin-30-glukoside (10,96 mg/L). As a result of alcohol
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fermantation, compound that incured most loses with 87,1% was cyanidin-30-glukoside;
cyanidin-30-rutinoside was also observed to have highest lost after acetification. Morever,
KMS samples have been found to have statistically significant increases in values catechin
that is one of the compound of flavonoid groups, cafeic acid as a compound of the group
hydrocinnamic acid and chlorojenic acid as ester of hydrocinnamic acid (P<0,05).

Antioxidant values of KMS, AF and AS were determined according to TEAC
assay as 6,78, 6,67 and 10 mg trolox/L; according to DPPH assay values of ECso as 17,14,
11,93 and as 11,66 uL/mL; according to CUPRAC assay as 296,22, 295,30 and 404 mg
vitC/L and as 354,25, 353,21, 475,5 mgTE/L; according to FRAP assay as 716,28, 820,03
ve 869,06 mg wvitC/L and as 1091,47, 1252,46, 1328,53 mg trolox/L respectively.
Antioxidant activity values of KMS showed an increasing tendency as a result of
fermantation processes (alcohol fermantation and acedification). The increase in TEAC,
DPPH and CUPRAC values of AS is statistically significant level compared to both KMS
and AF samples (P<0,05).

According to results of consumer liking test, the black mulberry vinegar was liked

more than grape vinegar in terms of in both taste and general characteristics.

Keywords: Blakck mulberry, Vinegar, Bioactive compounds, Antioxidant activity,

Consumer test.
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BOLUM 1
GIRIS

Insan viicudunda, fizyolojik olaylar ve dis faktorlerin etkisiyle olusan serbest
radikaller, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gbi ciddi saghk sorunlarmm gelisiminine
neden olmaktadr. Uzimsii meyvelerin icerdikleri antioksidanlar nedeniyle bu hastalklara
karst koruyucu olabilecekleri diistiniilmektedir. Birgogu yabani olarak yetisen, kendilerine
Ozgii kirmuzi-siyah renkte antosiyanin pigmentlerini igeren, botanikte yumusak etli, sulu ve
cogu kez kiiciik ve yenilebilen meywelere sahip yar1 c¢ahmsi veya ¢almsi olarak
tanimlanan {iziimsti meyveler arasmda ahududu, yaban mersini, ¢ilek, dut, bogirtlen, frenk
ve bektasi iiziimii, mirver yemisi bulinmaktadr. Igerdikleri yiiksek miktardaki
antosiyanin, fenolik madde ve askorbik asit nedeniyle iiziimsii meyvelere ilgi ginden giine
artmaktadr ( Tosun ve Yiksel, 2003; Polat, 2013).

Uziimsii meyveler smifinda yeralan karadut meyvesi (Morus nigra), kendine 6zgii
tadi ve besleyicilik degerinin yannda icerdigi Onemli diizeyde antosiyaninler, fenolik
bilesenler ile dutgiller familyas1 arasmda dikkat c¢ekmektedir. Karadut meyvesi icerdigi
fenolik bilesikler sayesinde antioksidan oOzellik gostermektedir. Bununla birlikte, karadut
meyvesinin  kendine 6zgii koyu krmiz-mor rengini saglayan antosiyaninler, bu meywvelerin
Oonemli flavonoid gruplarmi  olusturmaktadw. Karadut meyvesinde bulunan  fenolik
bilesikler ve fenolik bilesiklerin alt grubu olan flavonoidler sadece antioksidan Ozellikte
olmayp aym zamanda antiinflamatuar, antitrombotik ve antimiktobiyal aktivite gibi
saglhga yararh etkiler de saglamaktadr ( Liu ve ark., 2004, Kang ve ark., 2006; Aramwit
ve ark., 2010; Tomas ve ark., 2015).

Karadut meyvesi her nekadar igerdigi antosiyanin ve gosterdigi yiiksek antioksidan
aktivite Ozelliklerinden dolayr fonksiyonel bir gida olarak diisiinilse de, yumusak bir
meyve yapisma sahip oldugundan tiiketimi toplama donemi ile kisth olan bir iriindir. Bu
nedenle karadut biyoyararlanmm arttrmak i¢in farklh gda triinleri {retiimektedir. Nitekim,
ilkemizde dut meyvesinden yorelere bagh olarak dut suyu, dut suyu konsantresi, dut
ezmesi, pekmez, regel, sarap, pestil, cevizli sucuk, kome gibi ¢esitl irinler elde
edilmektedir (Aramwit ve ark., 2010; Hepsag ve ark., 2012).

Uretimi M.O. 3000 yillarma dayanan sirke, saglk iizerine olumlu etkileri her
gecen gin daha iyi anlaslan ve gida endistrisinde kullanmm hergecen giin artan bir
trindir (Yetiman, 2012). Sirke, seker ve nisasta iceren hammaddelerden alkol ve asit
fermantasyonu ile elde edilen fermente bir iiriindiir. Uretiminde kullanlan hammaddeye
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bagh olarak icerdikleri biyoaktif bilesenler sayesinde sirke saglk fiizerine olumlu etkilere
sahiptir (Tan, 2003). Samanidou ve ark. (2001), sirkede bulunan biyoaktif maddelerin
kanser gelisimini Onleyici etkileri ile saghgmizi  koruduklarmi bildirmislerdir.  Bununla
birlikte, sirkenin sindirimi kolaylastirdig, istah agict ve kalsiyum emilimini destekledigi,
kan basmcm dengeledigi, antitiimér etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Ebihara ve
Nakajima, 1988; Kishi ve ark., 1999; Kondo ve ark., 2001; Abe ve ark., 2007).

S6z konusu tezin amaci, biyoaktif bilesenlerce zengin karadut (Morus nigra)
meyvesinin sirke tiretiminde degerlendirilmesi ve bu sliregte biyoaktif bilesenler ile birlikte
antioksidan kapasitede meydana gelecek degisimlerin belirflenmesidir. Bu kapsamda, sirke
tretim  Stirecinin =~ karadut meyvesinin  biyoaktif bilesenleri, antioksidan  6zellikleri,
fizikokimyasal Ozellkleri tizerine etkilerinin  belirlenmesi amaglanmistr.  Bununla  birlikte,
son {rlin karadut sirkesinin duyusal agidan tiikketici begenisi degerlendirimistir. Sunulan
tez kapsaminda degerlendirmeye alman karadut meyvesinden elde edilen sirkenin, hem
biyoaktif bilesenleri ve antioksidan oOzellikleri hem de duyusal begenisi ik defa ortaya
konulmas1 0zgiin yoniidiir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Biyoaktif Bilesenler ve Antioksidan Aktivite

Meyve ve  sebzelerde  ikincil metabolizma  sonucu  biyoaktif  bilesenler
(fitokimyasallar) olusmaktadr (Duda ve ark., 2015). Ektra-besleyici olarak adlandirilan
biyoaktif bilesenler, temel besin degerinin Otesinde saglk {izerine fizyolojik etkisi bulunan
ve gidalarda dogal olarak bulunan gida bilesenleri olarak tanmlanilar (Biesalski ve ark.,
2009; Marsanasco Ve ark., 2015).

Gidalarda simdiye kadar belirlenen birgok biyoaktif bilesen kimyasal yap1 ve
Ozelliklerine  gore; karotenoidler, flavonoidler, Klorofiller, fosfolipidler, steroller ve
polifenoller olarak smiflandriimaktadr. Ayrica, farmokolojik etkileri ortaya ¢ikan vitamin
ve mineraller de biyoaktif bilesenler olarak kategorize edilmektedir. (Duda ve ark., 2015;
Hamzalioglu ve Gokmen, 2016).

Fenolik bilesikler ve onlarm altgrubu olan flavonoidler, gidalarda en fazla bulunan
gda bilesenleri olup, antioksidan ozellik gosteren ve kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine
olumiu saglhk etkileri olusturan biyoaktif bilesenlerdir. Diger taraftan, fenolik bilesiklerin
antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu ve fenolk madde miktarma bagh olarak
antioksidan aktivitenin de arti@m bildiren birgok ¢alisma bulunmaktadr. Bunun disinda,
flavonoidlerin alt grubu olan ve gdalarm renginden sorumlu antosiyaninler de biyoaktif
bilesikler arasmda yer almaktadr (Kris-Etherton ve ark., 2002; Chang ve ark., 2007;
Perez-Vizcaino ve Duarte, 2010; Unliier, 2011; Charoenkiatkul ve ark., 2015; Hamzaloghi
ve Gokmen, 2016;).

Bioaktif karbonil grubu iceren biyoaktif Dbilesiklerin  birgogu  antioksidan
Ozellklerinin  yannda, antiviral, antirombotik, antialerjik antikarsinojik, antiinflamatuar,
antibakterial, antitimor, antiobezite ve antimikrobiyal Ozelliklere de sahiptir (da Silva ve
ark., 2016; Hamzalioglu ve Gokmen, 2016).

Biyoaktif bilesenlerce zengin gidalara dayal diyetin, kanser ve kardiyovaskiiler gibi
kronik hastalklarm olusma riskini azaltif, diyabet, alzeimer, katarakt, felg gibi
rahatsizlklar1 ~ Onledigi, baz  yaslanma  belirtilerini  azalttign  epidemiyolojik  birgok
cahsmayla ortaya konulmustur (Kahraman ve ark., 2002; Kris-Etherton ve ark., 2002;
Biesalski ve ark., 2009; Andrés ve ark., 2016; Hamzalioglu ve Gokmen, 2016).

Bir veya birden fazla eslenmemis elektron igeren kararsiz bilesikler serbest radikaller
olarak adlandrimaktadir (Akpoyraz ve Durak, 1995). Son derece reaktif molekiiller olan

3



serbest radikaller kisa Omirlii ve disik molekill agrhgma sahiptirler. Organizmada
endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan Tretilen serbest radikallerin  kararh hale
gelebimek i¢in  baglattiklart  zincirleme reaksiyonlar dizisine bagh olarak yapisal ve
fonsiyonel molekiiller zarar gormektedir. Antioksidanlar, viicutta fizyolojikk nedenlere
bagh olarak olusan serbest radikallerin neden oldugu bu reaksiyonlari durdurarak
hiicrelerin zarar gormesine engel olan molekiillerdir (Machlin ve Bendich, 1987; Halliwell,
1989; Akpoyraz ve Durak, 1995; Gokpmar ve ark., 2006; Valko ve ark., 2006, Ekici ve
Sagdig, 2008; Pham-Huy ve ark., 2008; Nizamlioglu ve Nas, 2010; Demir, 2011). Serbest
radikallerin hasarmin engellenmesinde endojen ve eksojen kaynakh antioksidanlar gorev
yapmaktadr. Endojen kaynakl antioksidanlarm organizmayr serbest radikallerden
koruyamadigi  durumlarda, eksojen antioksidanlara ihtiyag  duyulmaktadwr. Eksojen
antioksidanlar sentetik ilaglar, bitkiler ve besinler olarak sralanabilmektedir (Kasapgopur
Ozer ve Birdane, 2014). Fenolk bilesikler, flavonoidler ve vitaminler gibi eksojen
kaynakh  antioksidanlarm  birgogu  bugiin  yaygm olarak tikettigimiz =~ gidalarda
bulunmaktadr (Karaman ve ark., 2002). Ozellkle meyve ve sebzelerde bulunan fenolik
bilesikler ve flavonoidlerin serbest radikallere etki ederek antioksidan 6zellige sahip
oldugu bilinmektedir (Kris-Etherton ve ark., 2002). Bu agidan, Son zamanlarda birgok
gdann  nsan  saghgma olumlu  etkilerinin  onlarm  antioksidan  aktivitelerinden
kaynaklandigmnin kabul edilmesiyle bitki kaynakh antioksidan maddeler {izerne cahsmalar
artmigtr  (Glilgin, 2012). Serbest radikal yakalama kapasiteleri ve antioksidan aktiviteye
sahip olmalar1 nedeniyle antioksidanlar kanser ve kardivaskiiler diizensizlikler gibi kronik
hastalklara kars1 koruyucu etki saglamaktadir (Kahraman ve ark., 2002).

Antioksidan bilesiklerin antioksidatif kapasiteleri cesitli yontemlerle
belirlenmektedir. Cesitli mekanizmalar boyunca farkli radikallerin rol aldigi antioksidan
kapasite analiz yontemleri, elektron transferi (ET) ve hidrojen atom transferine (HAT)
olarak iki gruba ayrimaktadr (Huang ve ark., 2005; Re ve ark., 1999). HAT yontemleri,
oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal toplayic1 antioksidan parametre
(TRAP) ve krosin agartma yontemini icerirken; ET yontemleri, Folin-Ciocalteu aymraci ile
toplam fenol analizi (FRC), troloks esiti antioksidan aktivite (TEAC), demir iyonu
indirgeyen antioksidan giic (FRAP), bakr (II) kullanan toplam antioksidan aktivite
yontemi (CUPRAC), ve DPPH yontemlerini igermektedir (MacDonald-Wicks ve ark.,
2006).

Elektron transferine dayanan analizde; renkli oksidan bilesik olan radikal,
antioksidan maddeden redoks reaksiyonuyla elektron almakta ve bunun sonucu olarak
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radikalde antioksidan konsantrasyonuna bagh olarak renk degisimi meydana gelmektedir.
Kisaca, ET temeli yontemler substratn  (antioksidan) indirgeyici  yetenegni
Olemektedirler. Hidrojen transferi esasma dayah yontemde ise antioksidan bilesik, floresan
Ozellikte okside olabilir madde olan bir prob ile yarisa girerek bu bilesigin radikal ile
oksidasyonunu geciktirmekte veya onlemektedir (Huang ve ark., 2005).

Hem ET temelline dayanan hem de HAT temeline dayanan analizlerde kullanidlan
radikallerin Ozelliklerine gore belli avantaj ve dezavantajlar bulunmaktadr (Albayrak wve
ark., 2010; Biyiktuncel, 2013). Bu arastrmada kullanimasi sebebiyle, ET temelline
dayanan TEAC, DPPH, CUPRAC ve FRAP yontemlerinin bazi avantaj ve dezavantajlari
verilmistir.

Uygulamas1 kolay olan TEAC yonteminde kullanlan ABTS radikalinin genis pH
aralklarmda kararh olmasi sulu ve organk c¢oziicillerde ¢Oziinebilmesi pek cok calsmada
kullamimasma  olanak saglamaktadr. Lipofilik ve hidrofilik karakterde bilesiklerin
antioksidan kapasitesini 0lgmek i¢in kullandabilen TEAC yonteminin, redoks potansiyeli
0.68 V’dir. Bu acidan redoks potansiyeli 0,70 V olan FRAP yontemiyle benzer sonuglar
vermektedir. Ancak TEAC analizi notr pH'da gerceklestirilirken, FRAP analizi demiri
¢ozmek i¢in asith kosullarda (pH 3,60) gergeklestiriimektedir. FRAP yontemi hizh ve basit
olmasma ragmen, antioksidan Ozellik gostermeyen bilesklerin demiri indirgemesi
dezavantaj olusturmaktadr. Demir iyonunu esas alan FRAP yontemi antioksidan
kapasitesi i¢in uygun degildir ( Benzie, 1996; Benzie ve Strain, 1996; Prior ve Cao, 1999;
Re ve ark., 1999; Lemanska ve ark., 2001; MacDonald-Wicks ve ark., 2006; Osman ve
ark., 2006). DPPH radikali ise organik ¢oziciilerde ¢ozinebilirken, sulu ortamda DPPH‘m
koagiile olmasi nedeniyle antioksidanlarla kolay reaksiyona girememektedir (MacDonald-
Wicks ve ark., 2006; Magalhdes ve ark., 2008; Lo Scalzo, 2008). CUPRAC yonteminde
kullanlan radikalin seker ve sitrik asit ile okside olmamasi, hava, giines 1518, pH ve nem
gbi parametrelerden etkilenmemesi, ABTS ve DPPH gibi radikallerden daha kararh
olmas1 avantajlar1 arasmda sOylenebilmektedir (Apak ve ark., 2004; Huang ve ark., 2005;
MacDonald-Wicks ve ark., 2006).

Son yillarda yapilan cahsmalar, karadut meyvesinin icerdigi fitokimyasal bilesikler
nedeniyle dogal antioksidan oldugunu gdstermektedir (Ercisli ve Orhan, 2007; Ozgen ve
ark., 2009; Kutlu ve ark., 2011; Boranbeyava, 2011; Kostic ve ark., 2013; Kamiloglu ve
ark., 2013, Tomas ve ark., 2015).



2.2. Dut Meyvesi

Dut, Urticales takimnda yer alan Moraceae ailesinin  Morus cinsine dahil
edilmektedir (Hepsag ve ark., 2012; Koyuncu ve ark., 2014; Budak, 2015). Ihman, tropik
ve subtropik gbi farkh iklim ve toprak sartlarma uyum yetenegi ile diinyann pek c¢ok
yerinde yetisen ve kozmopolitik olarak adlandmilan dut iilkemizde de hemen hemen her
ilde yetisen bir meyve tiiriidir ( Martin ve ark., 1997; Cam ve Tiirkoglu, 2004; Erdogan ve
Prrlak, 2005; Ozgen ve ark., 2009; Imran ve ark., 2010; Kosti¢ ve ark., 2013).

Dut meyvesinin kuslar tarafindan sevilerek yenmesi ve tohumlarmm tasmmasi dut
tirlerinin orjini konusunda fikir ayriiklarma neden olmaktadw. Dutun ik orjini Vijayan ve
ark.,(2004)’e gore Himalayalar, Vavilov (1926)’a gore ise Cin ve Japonya oldugu
bildiriimektedir (Aktan ve Kalkan, 2011). Dut meyvesindeki tiir sayisi hakkmnda da farkh
gortisler bulunmaktadr. Freeman (1978) 14; Hou (2002), 14; Koidzumu (1917) 24 ve bir
alt tiir; Candolle (1967) 10 -12 dut tiirii oldugundan bahsederken, Martin ve ark., (2002)
30’un fizerinde tirin bulindugunu, Datta (2002), 68’fazla tiirin oldugunu bildirmektedir
(Yilmaz ve ark., 2012).

Diinyada yaygm olarak 10-12 tiiriin yetistigi kabul edilmektedir. Bunlar; Karadut
(Morus nigra), Beyaz dut (Morus alba), Cin dutu (Morus australis), Afrika dutu (Morus
mesozygia), Mogol dutu (Morus mongolica), Teksas dutu (Morus microphylla), Kirmz
dut (Morus rubra), Himalaya dutu (Morus serrata), Ihlamur yaprakh dut (Morus
tiliaefolia), Morus trilobata, Morus cathayana, Morus liboensis, Morus notabilis olarak
srralanabilir (De Candolle, 1967).

Deniz seviyesinden c¢ok yikseklere kadar genis bir alanda yetisen dut agacmmn
yaygin tirlerinden beyaz dutun anavatami Japonya, Tayland, Cin; karadutun anavatam
Tiirkiye, iran, Kafkasya, Suriye; krmm dutun anavatam ise K. Amerika’dr (Ercisli ve
Orhan, 2007; Ercisli, 2004; Yilmaz ve ark., 2012).

2.2.1. Dut Yetistiriciligi

Dut kisin yapraklarmi doken, derin koke sahip ¢ok yillik odunsu bir bitkidir. Ayrica
hizla biiyliyen dut ¢ah yada bodur aga¢ formunda, yapraklarmm sekli lobsuz ya da 1-5
loblu olabilmektedir (Datta, 2002). Yetismesi i¢in ideal sicaklk arahigi 24-28°C ve ideal
toprak pH’1 6,5-6,8 arasmdadir ( Martin ve ark., 1997; Butkhup ve ark., 2013). Yillk yags
istegi 600-2500 mm civarmda olan dut agaci az yagish yerlerde smrh gelisin gosterirken
fazla yagis ve asm sulama yapraklardaki protein ve karbonhidrat icerigini diistirmektedir.
Toprak yapsi olarak tuzlu topraklar haric kirecli, kuru, kurak ve kumlu her tip toprak
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yapismda yetisebilmektedir. Si§ topraklart sevmeyen dut agaci derin topraklarda 1iyi
gelisim gostermektedir (Datta, 2002).

Karadut agact 10 -15 m boyunda, kaln dalh genis tepeli, govdeleri esmer gri renkte,
strgiinleri tiiylidiir. Yapraklar genis yumurta bigiminde 6 -12 cm boyunda, yaprak uglari
kisa damla, dip kismu derin yiirek seklinde, kenarlari disli ve parcalidr (Yigit ve ark.,
2007).

Sekil 2.1. Karadut meyvesi agact goriimiinii

Karadut meywveleri 2-3 cm biyikliginde, yaklask olarak 5-6 ¢ agrhgmdadr
(Elmaci ve Altug, 2002). Olgunlasmaya baslayan meyve parlak kirmizz renkte iken, tam
olgunlagsmis meyve siyaha c¢alan kwmuzi renktedir (Yigit ve ark., 2007). Eksi tada sahip
karadut meyvesinin ana bilesenleri seker ve sitrik asit, malik asit, tannik asit gibi organik
asitlerdir. 100 g karadut meywvesinde 0.9 protein, 60 mg kalsiyum, 93 kcal enerji, 19,8 g
karbonhidrat,1.1 mg demir, 1.1 g yag, 0,05 mg tiamin, 0,9 g ham liff 0.2 mg niasin, 0.07
mg riboflovin ve 17 mg kalsiyum bulunmaktadr (Elmaci ve Altug, 2002; Kobus-Cisowska
ve ark., 2013).



Sekil 2.2. Karadut meyvelerinin olgunluk derecesine gore goriiniimii

Dut meyvesinin hasat donemi bati bolgelerinde 15-20 giin gibi kisa bir siire iken
dogu bolgelerinde bu siire Mays-Eylill aylart arasm icermektedir (Erdogan ve Prrlak,
2005).

Sekil 2.3. Olgun karadut meyveleri

Ulkemizde yerel genotipleri bulmnan dut meyvesi heniiz  kiiliire almmamus bir
meyve tiriidir. Farkh iklim kosullarmda {iretilebimesi, hastalk ve zararhlara karst
dayankli olusu organik yetistiriciligi miimkiin kimaktadir (Ercisli ve Orhan, 2008).

Ulkemizde en c¢ok I¢ Anadoli, Dogu ve Giney Dogu Anadolu bodlgesinde yetisen
dutlarm %95°1 Morus alba, %3’ Morus rubra, %2’si Morus nigra tiirine aittir (Ercisli,
2004; Orhan ve Ercisli, 2010). Erzincan, Ankara, Adiyaman, Elazig ve Malatya illerinde
dut dretimi fazla miktarda yapimaktadr (Polat, 2013). Karadut meyvesi Ozellikle Coruh



vadisiyle birlikte Tirkiye’'nin kuzeydogu kisminda yaygmn olarak yetistirimektedir (Ercisli
ve Orhan, 2008).
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Sekil 2.4. Karadut meywvesinin bolgelere gore iiretim miktar1 (Erdogan ve Pwlak, 2005;
Unliier, 2011)

2.2.2. Dut Meyvesinin Degerlendirilmesi

Dut’'un hem bitkisi hem meyvesi farkli alanlarda degerlendiriimektedir ( Polat, 2004;
Erdogan, 2005). Onemli bir enerji ve vitamin kaynag olan dut meyvesi, anavatam ve
dogal yaylls alam olan {lkemizde endistriyel olarak yeterince degerlendirilememesine
ragmen, yoresel olarak dut suyu, pekmez, pesti, regel, dut ezmesi, cevizli sucuk, meyve
suyu konsantresi, kome, sirke gibi iriinlerin eldesinde kullanmaktadrr (Erdogan ve Pirlak,
2005; Erdogan, 2005; Koyuncu ve ark., 2014). Ulkemizde dut en fazla pekmez, kome ve
pestil tretiminde degerlendiriimektedir. Ayrica ekmek, ¢orek, pay, puding yapmmnda da
kullanilmaktadir (Polat, 2013).

Meyve kalitesi bakimmndan tstiin bircok genotipe sahip iilkemizde dut kerestesinden
yararlanilmak amaciyla kesilerek yok edilmektedir (Erdogan, 2005). Ayrica dut agaci kagit
tretiminin  yam swra ¢uval, mobilya, sandk ve baz mizk aletlerinin yapmmda da
kullamimaktadr (Polat, 2004; Erdogan ve Prrlak, 2005). Kuru dut dallar1 mantar
iiretiminde  kullanmaktadr (Huo, 2002). Ozelikle Cin ve Hindistan’da dut, yiiksek
protein igeren yapraklarmmn ipekbdceginin (Bombyx mori) beslenmesinde kullanimasiyla
Oonem kazanmis ve Onemli bir ekonomik bilesen olusturmustur (Datta, 2002). Yine dut
yapraklar: yikksek sindirilebilirlikleri nedeniyle tek mideli ve gevis getiren hayvanlarm
beslenmesinde kullanilmaya uygundur (Trujillo, 2008).
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Sekil 2.5. Tirkiye’de Dut Meyvesinden Elde Edilen Uriinler (Polat, 2013)

2.2.3. Dut Meyvesi ve Saghk

Dut ve dut iriinleri astim, nezle, Okstiriik, ishal, 6dem, hazimsizhk, ates, bas agrisi,
kansizlk, hipertansiyon, diyabet gibi rahatsizlklarda kullamlmaktadr. Ayrica  dut
meyvesinin yara tedavi edici ozelligi ve oOzellikle karadut meyvesinin bebeklerde goriilen
pamukguga karst etkisi nedeniyle halk arasmda uzun yillardir ilag niyetine kullanildig
bilinmektedir (Elmaci ve Altug, 2002; Memon ve ark., 2010; Issa ve Abld-Aljabar, 2013).
Dut; uyku ve sinir bozuklugu, saglarm beyazlamasi, romatizma, spazm, astim, akciger
problemlerinin  tedavisinde kullamiimaktadir (Erdogan ve Prrlak, 2005). Dut meyvesinden
izole edilen pigmentlerin  yaslanmayr geciktirici ve antihiperlipidemi Ozellikler gosterdigi
bilinmektedir (Lee ve ark.,, 2014). Karadut meyvesi agrz yaralarmu Ve birgok kanser
tiirlerini Onleyerek tedavi etmektedir (Tokbas, 2009).

2.3. Sirke Uretimi

Genellkle yemek ve salatalarda tatlandimici, salamuralarda koruyucu olarak
kullanilan ve fermente bir iirlin olan sirke saglk iizerine olumiu etkilerinden dolay
pazarda her gecen giin talebi artan bir tiriindiir (Yetiman, 2012).

Etil alkolin asetik asit bakterileri tarafindan asetik aside doniistiirildigi bir
biyokimyasal olaym {irlinii olan sirke; berrak ve hammaddeye gore degisen renge sahip
sulu bir triindiir ( Aktan ve Kalkan, 2011).

Tirk Standartlar1 Enstitiisti (1880 EN 13188) sirke standardinda belirtilen tanmuyla
sirke; “Tarm kokenli svilar veya diger maddelerden, iki asamah alkol ve asetik asit
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fermantasyonuyla  biyolojik yolla {iretilen kendine 06zgii {iriin” olarak tanmlanmustr
(Anonim, 2003).

Sirke Diinya Gida ve Saglk Orgiiti (FAO/WHO) gda standardinda ise; “iki
fermantasyon ile (alkol ve asetik asit fermantasyonu), nisasta ve/veya seker iceren tarmsal
kokenli hammaddelerden iiretilen, insan tiketimi icin uygun olan bir swidr” seklinde
tanmmlanir (Anonim, 2000).

2.3.1. Sirke Uretiminin Tarihi

Bilinen en eski kullanmu 10.000 yil oOncesine dayanan sirke hemen hemen 5000
yildrr tretilip satimaktadr. Babilllerin 6. yiizyla kadar meyve, bal ve malt sirkelerini
iretip sattkklari ve ila¢ amactyla sirkeyi kullaniddiklart eski ahitlerde ifade edimistir.
Cin’de 10. ylizylda adh tp alanmn gelistirilmesinde katki saglayan Sung Tse’nin
enfeksiyonlar1  Onlemek i¢in elleri ykama ajam olarak siilfir ve sirkeyi kullandig
bilinmektedir. Ayrica 18. yiizyilda ise ABD tp uzmanlarmmn o6dem, yiksek ates, karm
agrist gibi birgok hafif hastaligm tedavisinde sirkeyi kullandigi goriilmistir (Tan, 2003;
Budak ve ark., 2014).

Her ne kadar sike tarihi c¢ok eskilere dayansa da sirke tretimindeki teknolojik
olaylarm anlagiimasi 1600’li yillarda olmustur. Becher, 1653-1682 yillarmda sirke
yapminda oksijenin gerekli oldugunu belirttikten sonra Persoon, 1812 yiinda alkolli
sivilarda  olusan  Mycoderma  adm  verdigi  yiizeydeki pihtmm  sirke  iiretimini
gerceklestirdigini  ileri  stirmiistir. 1837 yiinda Kutzing sirke yiizeyindeki bu zan
mikroskopta inceleyerek "ulvino asidi" admi verdigi tek hiicreli bu canlmn asetik asiti
olusturdugunu bulmustur. Pastor 1868’de asetik asit bakterilerinin kisa ¢ubuklu olarak
tanimladiktan sonra  bu bakterilere Mycoderma aceti adm vermistir. Hansen 1878 yilinda
Mycoderma aceti bakterisinin A. Aceti ve A. Pasteurionum olarak iKi ¢esidi oldugunu
ortaya koymustur. Tiim bu gelismeler sirke iiretiminde asetik asetk fermantasyonunun
anlagilmasmna olanak saglamistir (Aktan ve Kalkan, 2011).

2.3.2. Sirke Cesitleri

Tirk Standartlar1 Enstitiisit (1880 EN 13188) sirke standardinda sirke gesitleri,
tiretilen hammadeler agismdan; meyve sirkesi, sarap sirkesi, alkol sirkesi, tahil sirkesi,
aromah sirke, meyve sarabi sirkesi, elma sirkesi, malt sirkesi vb. olarak belirtilmistir.
(Anonim, 2003).

Diinyada farkh hammaddelerden iiretimis sirke gesitleri vardr. Ormegin Ispanya’da
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sherry sirkesi (Callejon ve ark., 2012), ABD’de tarhun sirkesi (Aykm, 2013), Japonya’da
mor tath patates ve piring sirkesi (Shimoji ve ark., 2002; Matsui ve ark., 2004),
Filipinler’de bambu sirkesi (Tan, 2003), Kombu’da kombu sirkesi (Malbasa, 2008),
Giineydogu Asya’da hindistan cevizi sirkesi (Saeki ve ark., 1997) bulunmaktadir.

2.3.3. Sirkenin Kullamm Alanlan

Sirke genellkle yemek ve salatalarda tatlandrici olarak kullandlmasmm yanmda
asitlendirici, tat gelistirici ve koruyucu olarak basta tursu, ketcap, mayonez, salga,
konserve ve soslar gbi birgok gida tretiminde kullandmaktadr (Yetiman, 2012; Tan,
2003). Ayrica sirke Japonya basta olmak iizere baz iilkelerde sirke igecekleri olarak
seyreltilerek ¢ok eski zamanlardan beri tiiketiimektedir (Nandasiri, 2012). Sirkenin bir
diger kullamm alam ise yiiksek asit icerigi nedeniyle mikroorganizmalari inhibe edici
Ozelliklerinden dolayr dezenfektan olarak kullandmasidr. Sirkelerde hammade gesitliligine
bagh olarak antimikrobiyal oOzellikler degismekte olup, iiziim sirkelerinin antimikrobiyal
Ozelliklerinin elma sirkelerine gore daha fazla oldugunu yapilan cahsmalarla belirlenmistir
(Kadas, 2013; Elhan, 2014).

2.3.4. Sirke Uretim Mekanizmasi

Sirke {iretimi, mayalar tarafindan fermente olabilir sekerlerin anaerobik kosullarda
etii alkole doniistiiriilmesi ve ardmdan etil alkolin seyreltimis haliyle Acetobacter spp.,
Gluconobacter ve Gluconacetobacter gibi asetik asit bakterileri tarafindan oksidasyonu
sonucu asetik aside doniistiiriimesi ile gergeklestirilmektedir (Elgiin, 2011; Aykm, 2013).
Sirke tretimi birbirini takip eden iki fermantasyon prosesi sonucu iretimektedir ( Casale
ve ark., 2006; Callejon ve ark., 2012).

Birinci asamada; mayalar anaerobik yolla sekerleri etil alkole ¢evirirler. Ikinci
asamada, iiretilen alkol sirke bakterileri tarafindan aerobik kosullarda asetik aside okside
olurlar (Akbas, 2008; Aktan ve Kalkan, 2011).

CeH1206 —— 2C2HsOH +2C02+28.2 Kcal (Alkol fermantasyonu) (2.1)
C2HsOH + O2—— CH3COOH + H20 +115,2 Kcal (Asetik asit fermantasyonu)  (2.2)
Sirke iretiminde etanolin asetikk aside doniisim mekanizmasi iki biyokimyasal

reaksiyon aracihd ile gerceklesmektedir. Oncelikle alkol dehidrogenaz enzimi aracihgi ile
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etanol asetaldehite oksitlenir, ardndan aldehit dehidrogenaz enzimi araciig: ile asetaldehit,
asetlkk aside dontstiiriiliir. Her iki reaksiyonda da elektron transferi molekiiler oksijen
aracithgryla gergeklesmektedir (Elibol, 2009).

2.3.5. Sirke Uretim Yontemleri
Sirke {retim yontemleri yavas, hizh ve derin kiiltir yontemi olarak 3 gruba
ayrilmaktadir (Aktan ve Kalkan, 2011).

2.3.5.1. Yavas Yontem

Geleneksel yontem olan ve yiizey kiiltiir yontemi olarak da bilinen yavas yontemde
alkollii sv1 igerisine pastorize edilmemis keskin sirke (%25-30) ilave edilip 6-8 hafta gibi
uzun bir siire 28-30°C‘de bekletimesi ile sirke olusumu saglanmaktadw (Akbas, 2008;
Yetiman, 2012). Uzun siiren fermantasyon ile sirke anasi olarak bilinen bir zar yiizeyde
olusmaktadr (Aykm, 2013; Elibol, 2009). Sirkelesmenin tamamlandigi, olusan sirke
anasmm kendiliginden sivinn dibine batmasi suretiyle yada s igerigindeki alkol ve asit
miktarlarma bakilarak belirlenir  (Yetiman, 2012). Sirkelesme siirecinde asim1 oksidasyon
olaymmn engellenmesi i¢cin alkol oram % 0.5-1 oldugu durumda asetik asit fermantasyonu
durdurulur (Akbas, 2008).

Yavas yontem ile elde edilen sikeler enzim, mmeral madde, iz element, vitamin,
pektin, malk ve tartarik asit gbi saglk ac¢ismdan agismdan Onemli bilesiklerce daha
zengn olduklarmdan diger yontemlerle elde edilen sirkelere kiyasla daha kaliteh
olmaktadir (Akbas, 2008; Kadas, 2013).

2.3.5.1.1. Sirke Anasi

Sarap, bira gibi alkol iceren sivilar bir kapta iistii agik bir sekilde hava ile temas
etmesi saglandignda svmm yiizeyinde asetik asit bakterilerinin olugturdugu jelatinimsi bir
zar meydana gelir. Bu zar sirke anasi olarak isimlendirilmektedir (Aykm, 2013).

Sirke anasi, ¢Oziniir selilozik, kaln ve sert bir tabakaya sahip asetik asit bakterileri
tarafindan sirke yiizeyinde olusturulan toksik olmayan bir salgidr. ik olarak Acetobacter
xylinum’da tespit edilen selilozik yap1 diizgiin miselli tam bir ag yapiya ve yikksek su
tutma kapasitesine sahiptir. Bakteriyel seliiloz, bitkisel selilozdan farkh olarak pektin,
lignin, hemiseliiloz ve diger yan {irtinler bulundurmamaktadr (Klemm ve ark., 2001).
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2.3.5.2. Hizh Yontem (Alman Yontemi)

Sirke {iireten isletmelerin tercih ettifi yontem olan hizh yontemde yiizey alam
bakterilerin tutunacagi malzemelerle kaplanarak 3-7 giin gibi kisa siirelerde sirke olusumu
gerceklestiriimektedir (Akbas, 2008; Yetiman, 2012). Boylece asetik asit bakterilerinin
hava ile temas: daha fazla saglanarak sirkelesme siiresi kisaltimaktadr. Yiizey alanm

genisletmek i¢in jenarator adi verilen tanklarda yonga, taneleri almmus musr kogani, cibre
veya ¢al demeti kullanilabilmektedir ( Budak, 2010; Aykm, 2013).

2.3.5. 3. Derin Kiiltiir Yontemi ( Submers Yontemi)

Giinimiizde kullanilan  derin  kiiltiir yonteminde sirke {retimi diger yOntemlerin
aksine mayse icinde gerceklestirilir. Bu yontemde hizh yontemde kullamildigi gibi dolgu
materyali kullamlmaz. Sirke bakterisi ile asilanmus alkollii svi igerisine hava verildiginden
bakteriler sv1 igerisinde c¢alswr. Derin kiiltir yonteminde 24-48 saat gibi kisa bir siire
zarfinda asetik asit cinsinden %8-9 asitlik degerine ulasimaktadr. Bu metotla {iretilen
sitkelerde %12°den yiikksek miktarlarda asetik asit olusturulmasi miimkiindir. Bu yontem
le sirke iiretimi difer yontemlere gore 30 kat daha hizh, daha yikksek verimli ve stirekli bir
sistem olmasmdan dolayr giiniimiizde sirke sanayiinde tercih edilmektedir (Akbas, 2008;
Budak, 2010; Yetiman, 2012).

2.3.6. Sirke Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar
Sirke tretiminde mayalar, alkol fermantasyonu ile hammaddede bulunan sekeri etil
alkole donistiiriirken; asetik asit bakterileri ise alkol fermantasyonunda olusan etil alkolin

asetik aside oksitlenmesinde gorev alrlar (Yetiman, 2012).

2.3.6.1. Mayalar

Sirke tretim basamaklarmdan olan alkol fermantasyonunda alkol iretimi
hammaddenin  yiizeyinde bulunan dogal flora ile gerceklesebilecegi gbi seciimis
mayalarlada gergeklesebilir (Aykm, 2013).

Sirke iretiminde sarap starteri olarak kullanlan maya Saccharomyces cerevisiae dir.
Yiksek seker ve disik azot iceren ortamlarda gelisme yetenegine sahip olan
Saccharomyces cerevisiae hammaddede bulunan sekeri etil alkole doniistirerek alkol
fermantasyonunu gergeklestirir (Cocolin ve ark., 2004; Aykm, 2013).

Seker iceren hammaddeler Saccharomyces cerevisiae gibi maya ile fermantasyona

ugratildignda birincil {iriin olarak etil alkol ve karbondioksit olugur. Bu iirlinlerin yaninda
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fermantasyon srasmda fermantasyonu gerceklestiren maya ve fermantasyon ortammdaki
kosullara bagh olarak aroma maddeleri de olugsmaktadr. Maya tarafindan olusturulan
aroma maddeleri; yiiksek alkoller, esterler, organik asitler ve karbonil bilesikler’dir (Erten,
2003).

Alkol fermantasyonunda kullanlacak mayanm; yiiksek seker konsantrasyonlarmda
cahsabilme, sekerin tamammi fermente edebiime, yiksek etil alkole dayanikhlk, 06zgiin
aroma olusturabilme, fermantasyondan sonra kolayca dibe cokebime, diisik ve yiiksek
sicakhga dayanabilme, disiik seviyede ucgar asit olusturabiime, diisik seviyede kopilik
olusturma, yiiksek fermantasyon hizina sahip olmahdr ( Nikolaou ve ark., 2006; Bagder,
2008; Budak, 2010).

2.3.6.2. Asetik Asit Bakterileri

Sirke tretiminde kullamilan asetik asit bakterileri; Acetobacter xylinum, Acetobacter
pasteurianus, Acetobacter aceti, Acetobacter hansenii, Acetobacter lovaniensis,
Acetobacter liquefaciens’dir (Budak, 2010). Genellikle sirke {iretiminde Acetobacter,
Gluconobacter’e kiyasla daha yaygin olarak kullanilmaktadr (Yetiman, 2012).

Gram negatif veya degisken gram yapismda olan asetik asit bakterileri zorunlu
aerobturlar (Cleenwerck ve De Vos, 2008). Biyik cogunlugu etil alkolden asetik asit
iretimine sebep olan asetik asit bakterileri seker iceren organikk maddelerin Ozellikle
meyvelerin iizerinde ve havada bulunurlar. Mikroskopta bakildiginda tek, ¢ift, kiime veya
zincir halinde goriilen, elipsoid veya silindirikk hiicre yapisma sahip bakterilerdir. Hiicre
geniglkleri 0,4-1 pm arasmda, hiicre uzunluklari 0,8-4,5 pm arasmda degisiklik
gostermektedir. Asetik asit bakterileri metabolizmalarmda son elektron alicist olarak
oksjjeni kullanrlar. Oksijenin olmadigi ortamlarda quinonlar gibi difer terminal elektron
alicllarmm  varhg asetik asit bakterilermin  anaerobik kosullarda da  yasamlarmi
strdiirebilmelerini  saglamaktadr. Olumsuz ortam kosullarma karst dayankllk i¢in
endospor olusturmazlar. Katalaz pozitif ve oksidaz negatiftirler. Gelisimleri i¢in optimum
sicaklk 25-30°C arasmda degisiklik gosterdikleri igin mezofilik mikroorganizmalardir.
Optimum pH arahg 5-6,5’dr (Budak, 2010; Yetiman, 2012; Kadas, 2013). Asetik asit
bakterileri; arabinoz, fruktoz, galaktoz, mannitol, mannoz, riboz, sorbitol ve ksiloz gibi
sekerleri karbon kaynag olarak kullanmaktadirlar ( Yetiman, 2012; Aykm, 2013).

2.3.7. Sirke Uretiminde Kullamlan Hammaddeler
Birgok botanik tiir insan saghgma olumlu etkilerinden ve  igerisinde fermente
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edilebilir ~seker bulundurmasmdan dolayr sirke {retiminde kullamlmaktadwr.  Sirke
tiretiminde kullanilan botanik tiirler 4 gruba ayrilabilmektedir (Solieri ve Giudici, 2009);

a. Asidik ve kolay fermente olabilenler: pH’1 3,5°dan diisik olanlardr (Uziim,
elma, erik, bogiirtlen vb.).

b. Orta_asitlikte ve kolay fermente olabilenler: pH'1 3,5-4,5 arasinda olanlardir

(Incir, hurma).
C. Diisiik asitlkte ve kolay fermente olabilenler: pH’1 4,5 fiizerinde olanlardir

(Palm 6zsuyu).
d. Fermente olamayanlar: fermantasyondan o6nce hidroliz edilmis, pargalanmis
olmalar1 gerekmektedir (Tohumlar vb.).

Diinyada sirke tretimnde sebze kaynakh olarak piring, bambu 6zsuyu, malt, palm
Ozsuyu, arpa, dar, bugday, sorgum, cay ve seker, sogan, domates gibi hammaddeler
kullanilirken; meyve kaynakh olarak seker kamusi, elma, {iziim, hindistan cevizi, hurma,
mango, hiinnap, ahududu, siyah kus tzimi, bogirtlen, dut, erk, yaban mersini, cennet
hurmast gibi hammaddeler, hayvansal kaynakl olarak ise; peynir alt1 suyu, bal gbi farkh
bitkisel kaynaklh hammaddeler kullanlmaktadr. Ancak en ¢ok sirke {iretimi yapilan
hammaddeler; elma, armut, iiziim, bal, suruplar, tahilar, hidrolize olmus nisastalar, bira ve
saraptr (Budak, 2010; Yetiman, 2012).

2.3.8. Sirkede Kaliteyi Etkileyen Etmenler

Sirkenin karakteristlk Ozellkleri; hammadde, iklimsel kosullar ve mikrobiyal flora
gibi etmenlere bagh olarak degismektedir (Yetiman, 2012). Ayrica fermantasyonun
gerceklesmesi igin - optimum pH, sicaklk, etanol ve asit konsantrasyonu, oksien,
kiikiirtdioksit veya mhibitérler gibi faktorler kaliteyi etkilediklerinden dolayr dikkate
almmas1 gereken parametrelerdendir (Budak, 2010).

Tiir, hava sartlari, toprak yapilar1 gibi etkenlere bagh olarak degisen hammadde
bilesimi sirke bilesimini  dogrudan etkilediginden iretilen sirkelerin  kalitesi agismdan
hammaddenin kimyasal bilesimi 6nem teskil etmektedir (Akbas, 2008).

Sirke iretiminde tiretim yontemi ve uygun kosullarm olusturulmas: sirke kalitesini
etkileyen bir diger parametredir. Sirke {iretim yOntemlerinden olan yavas yontem ile
tiretilen sirkelerin  diger yontemlerle iretilen sirkelere gore daha zengin aroma
bilesenlerine  sahip  olmasi {iretim yOnteminin sirke kalitesi acismdan  Onemini

gostermektedir. Ayrica sirke iretiminde kullamlan sirke bakterilerinin 15°C’nin altnda ve

16



40°C’nin  Ustiindeki sicaklk degerlerinde cahsma faaliyetlerinin - azalmast gdz Oniine
alndignda sicakhgn sirke {iretiminde Onemli bir faktdor oldugu soylenebimektedir. Bu
acidan sirke bakterilerinin  faaliyeti icin optimum sicaklk araligmm 28-30°C olarak
belirlenmesi gerekmektedir (Akbas, 2008; Elgiin, 2011). Diger taraftan sirke bakterilerinin
%13 ve tlizerindeki alkol ortamlarmda faaliyet gosterememesi, sirke iiretim siirecinde alkol
konsantrasyonunun Onemli oldugunu gostermektedir. Sirke bakterileri icin en uygun alkol
oranmm %10 oldugu gbéz Oniine alndiginda sirke {retiminde yiiksel alkol igeren
yarmamiillerin - su il  seyreltilerek alkol oram disirildikten sonra sirkelesmeye
brrakimasi gerekmektedir (Akbas, 2008). Asetik asit fermantasyonu bir oksidasyon iglemi
oldugundan ve oksijjenin fazlahg sike bakterilerinin cahgmasm hizlandirdigi g6z Oniine
alndigndan sirke iiretim siirecinde oksijen gerekli ve Onemli olan bir diger parametredir
(Akbas, 2008; Elgiin, 2011).

2.3.9. Sirke ve Saghk

Sirkenin saglk {iizerine olumlu etkisi, kimyasal bilesiminde bulunan organik asit,
fenolik bilesik, alkol, ammo asit, tat ve ugucu bilesenlerin kompozisyonu ve miktarna
baghdir (Yetiman, 2012).

Yapilan arastrmalarla sirkenin saghga faydah oldugu ve antibakteriyal aktivitesinin
yam1 swa kan basmcm disiiriici, antioksidan, seker hastalig etkilerini azalticy,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 Onleyici, karacigerde yaglanmayr azaltict ve egzersiz sonrasi
enerji saglayici gbi birgok biyolojik fonksiyonu belirlenmistir (Nishidai ve ark.,2000;
Ogawa Ve ark., 2000; Fusihimi ve ark., 2001; Kondo ve ark., 2001; Shimaji ve ark., 2002;
Budak ve ark., 2014).

Asetik asit, gallk asit, katesin, epikatesin, klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit
ve ferulik asit gibi biyoaktif bilesikleri yapisimda dogal olarak bulunduran sirkenin
tiketiminden ~ kaynaklanan  iyilestirici,  anti-oksidatif,  antidiyabetik,  antimikrobiyal,
antitimor, anti-obezite, antihipertansif ve Kkolestrol diistiriici etkileri agiga ¢ikmaktadr
(Budak ve ark., 2014).

Budak (2010), yaptigi c¢ahsmada sirke kullanmmnm trigliserid diizeyini diistirdtigiinii
belirlemigtir. Aym c¢ahsma sirkenin HDL-kolesterol diizeyini arttirdii ve buna bagh olarak
kalp krizi, felg, damar tikanmasi gibi hastaliklarin ortaya ¢ikma olasihgmi azaltabilecegini
gostermistir.

Ebihara ve Nakajima (1988), sirke tiketimi ile glukoz ve insulin artiglarmm inhibe
edildigi  gastrointestinal ~ sistemden etanol emiliminin  geciktirilerek  saglandigi  ortaya
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konulmustur.

Kadas (2013), yapti@i cahsmada alg¢ sirkesinin yiiksek miktarda fenolik madde
icerdigi, antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugunu, buna bagh olarakta kan sekerini
distirmede, kolestrolin  azaltilmasinda, trigliserid seviyesinin ~ disiiriilmesinde ve kilo
kaybmda etkin oldugunu soylemektedir.

Xu ve arkadaslar1 (2007), sirke tiiretiminde maillard reaksiyonu ile meydana gelen
kahverengi polimer melanoidlerin  antioksidan 6zelliklerinden dolayr saghgr koruduklarm
gostermiglerdir. Ayrica aym c¢ahsmada 2 yilik bir yllandrma islemi ile sirkelerde
antioksidan ativitenin taze sirkelere gore arttigi belirlenmistir.

Shimoji ve ark. (2002), piring sirkesi olan Kurosu’da bulunan dihidroferulik asit ve
dihidrosinapsik asidin antioksidan aktivite gosteren en Onemli bilesenler oldugunu ayrica
ferulik ve sinapik aside gore bu bilesenlerin yilkksek antioksidan Ozelliklere sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Kondo ve ark. (2009), ginlik sirke almmm obez bireylerde olumsuz bir etkiye
neden olmakszin kilo kaybma, bel ¢evresinin incelmesine neden oldugu, bdylece obesiteyi
azaltarak metabolik sendromu Onlemede yararl olabilecegini ifade etmektedirler.

Johston ve ark., (2004) tarafindan yapilan ¢ahsmada, Sirke kullanmmma bagh olarak
msililin  hassasiyetinin tip-2 diyabetli bireylerde %19, prediyabetik bireylerde ise %39’a
kadar gelisim gosterdigi bildirilmistir.

Laranjinha ve ark., (1994)’a gore ise, klorojenik asit gibi polifenollerce zengin elma
sirkesinin  LDL oksidasyonunu inhibe ettigi ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 Onleyerek
saghg iyilestirdigi ifade edilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Cabsma kapsaminda sirke diretimi amaciyla karadut meywveleri, Canakkale ilinin
merkeze bagh Kumkale Koyii, Batakovasi denilen bolgesinde belirlenen ki agactan, 2014
yih Haziran-Temmuz aylarmda tam olgunlagsmaya ulasmis olanlari segilerek toplanmustir.
Calsma baslayincaya kadar karadut meywveleri -18°C’de depolanmustir. Sirke iiretiminin
gerceklestiriimesi amaciyla gerekli yardimer maddeler: pektolitk enzim (10C extrazim) ve
maya (Sacharomyces cerevisiae, BO213 laffort) Suvla Sarap firmasindan temin edilmistir.

3.2. Deneme Plam

Cabsma kapsammda ik olarak sirke anasi tiretimi gerceklestirilmistir. Sirke anasi
kullamlarak karadut meyvesinden sirke {retimi 3 tekerriirli olarak gerceklestirilmis olup,
sirke liretim siirecinin ¢esitli asamalarmdan (Meyve suyu (1), Alol fermantasyonu sonrasi
(2), Asetik asit fermantasyonu sonrasi (3)) Ornekleme yapimustr. Sirke iiretim siirecinde
biyoaktif bilesenler ve baz fizkokimyasal parametrelerdeki degisimi izlemek amaciyla, bu
orneklerde fenolik bilesen profil analizi, toplam fenol, monomerik antosiyanin, antioksidan
aktivite analizleri (TEAC; DPPH; FRAP; CUPRAC), renk, pH, brix, titrasyon asitligi
analizleri yapilmustr. Son {iriin karadut sirkesinin duyusal agidan begeni durumu yapilan
tilketici testi ile ortaya konmustur.
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Sekil 3.1. Karadut sirkesi iiretim akim semasi
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3.2.1. Sirke Anasi ve Sirke Uretim Siireci
Sirke {retim siireci birbirini takipeden alkol fermantasyonu ve asetifikasyon (asetik

asit fermantasyon) asamalarini icermektedir:

(i) Alkol Fermantasyonu: Cozindirme islemi +4°C’de gergeklestirilen karadut
meyveleri, bir el blendr1 (Vestel, Tirkiye) yardmyla parcalandiktan sonra, behere
aktarilarak tizerine 0.2 g/L olacak sekilde Sacharomyces cerevisiae, BO213 laffort ve 0.03
g/L olacak sekilde pektolitik enzim (10C extrazim) ilave edilmisti. Beherin aga, steril bir
tibentle kapatilip 2 giin boyunca 20°C’de tutulmustur. 2 giinde yiizeyde kek seklinde
toplanan kaba partikiiller filtre edilmisti. Elde edilen filtrat kontrollii bir gaz ¢ikist
saglanarak anaerobik kosullar altmda (Sekil 3.1) 20°C’de, 15 giin alkol fermantasyonuna
brrakilmustir.

[N X

Sekil 3.2. Alkol fermantasyonu diizenegi
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Yiksek miktarda alkol icerigi sirke {iiretimini negatif olarak etkiledigi gbz Oniine
almarak karadut meyvesinden alkol fermantasyonu sonucu elde edilecek alkoliin alkol
derecesi denemelerle yaklasik %7 olarak belirflenmistir. Bu agidan karadut meywvesinden 15
glinlik alkol fermantasyonu ile yaklasik %7 alkol iiretimis ve bu siire sonunda alkol

fermantasyonuna son verilmistir.

(i) Asetik Asit fermantasyonu (Asetifikasyon): Alkol fermantasyonu sonrasi elde
edilen %7 alkolli karadut meyve suyu, Taris firmasmdan temin edilen aktif sirke kiiltiirii
ile 21 orannda karstirilarak, aerobik kosullarda asetik asit fermantasyonuna tabi
tutulmustur. Bu asamada amag, alkol fermantasyonu ile olusan alkolin asetik asit
bakterileri ile asetik aside donisiimiinii saglayarak, esas denemelerin yapimasi amaciyla
sitke anast olusumudur. Bu c¢ercevede asetik asit fermantasyonu i¢in gerekli kosullar
hazirlanmustr.  Ayrica Sirke anast olusumu i¢in  baslangic asit ve sicaklk degerleri
denemelerle belirlenerek optimize ediimistir. Baslangig asitlk degeri %1,5 ve ortam
sicakhgr 25°C olarak belirlenmistir.

Steril beher icerisine aktarlan %7’°lik karadut alkolii iizerine aktif sirke kiiltiiri
baslangic asitligi %1,5 olacak sekilde ilave edimistir. Steril bir tiibent ile kapatilan ve 2
ay 25°C’de bekletilen swmm yiizeyinde sirke anasmmn tretimi gergeklestiriimistir. Daha
sonraki asamada karadut sirke anasi, 10:1 oranlarmda tretiimis olan karadut alkoliine
ilave edilerek karadut sirkesi tretimine gegilmistir. 25°C’de 2 ayda %4,5-4,8 asitlikte
karadut sirkesi elde edilmistir.

3.2.2. Fizikokimyasal Analiz Yontemleri

3.2.2.1. Titrasyon Asitligi Analizi

Titrasyon asitligi, potansiyometrik olarak belirlenmistir. Bu amagla belli miktar
ornek (meyve suyu SmL, sirke 2 mL), 0,1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH metre (Ohaus
Starter 3100, Amerika) ile, pH 8,1'e oluncaya kadar titrasyon yapimustr. Orneklerin
titrasyon asitligi degerleri hem sitrik asit hem de asetik asit cinsinden "g/100 mL" olarak
hesaplanmistrr (Cemeroglu, 2007).

3.2.2.2. Suda Coziinir Kuru Madde
Oda sicakhgnda Atago PAL1 (Pocet Refractometer, Japonya) digital refraktometre
ile belirlenmistir. Degerler %briks® olarak ifade edilmistir (Cemeroglu, 2007).
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3.2.2.3. pH Analizi
Orneklerin pH degerleri oda sicakhgmda pH metre cihazz (Ohaus Starter 3100,

Amerika) ile belirlenmistir.

3.2.2.4. Renk Olciimii

Orneklerin renk degerleri (L, a, b ve AE), renk &lciim cihazn (Minolta CR 400/ CR
410) ile belirlenmis ve sonuglar CIE Lab sistemi ile ifade edilmisti. Renk okumasi, cihaz
kalibre edildikten sonra 20 ml 6rnek beyaz zemin tizerinde cam hazne i¢ine konularak
yapimigtir.

L; O=siyah, 100=beyaz (koyuluk /aciklk), (Y) ekseninde

a; +a krmizi, -a yesil, (X) ekseninde

b; +b sar, -b mavi (Z) ekseninde renk yogunluklarini gostermektedir.

AE = AL + A8® + Ab? (3.1)
AL=L, -L,

Aa=a,, —ay

Ab=h, b,

3.2.2.5. Toplam Fenol Miktan

Singleton ve Rossi, (1965)nin  Onerilmis  oldugu Folin-Ciocalteau  yontemi
kullamtmustr. 100 pL 6rnek, 900 pL distile su, 5 mL 0,2 Normal Folin-Ciocalteau (Merck,
Germany) c¢ozeltisi, 4 mL %7,5’lk sodyum karbonat (Merck, Germany) c¢ozeltisi ile
kanstrimistr. Oda sicakhginda 2 saat inkiibe edimis ve spektrofotometrede 765 nm’de
sahide karsi absorbansi okunmustur. Gallik asit (Sigma Aldriich,Germany) ile hazrlanan
standart grafiginden faydalanlarak oOrnekteki toplam fenol miktart "mg gallk asit/ L"

cinsinden verilmistir.

2,5

N e L L J
a 1’5 ...............
@ o e
< 1 L & y=0,001x + 0,022

0,5 o | B R?=0,9986
0 e
0 500 1000 1500 2000 2500

Gallik AsitKonsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.3. Toplam fenol miktar1 analizi i¢cin hazrlanmis gallik asit standart egrisi
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3.2.2.6. Monomerik Antosiyanin Analizi

Giusti ve Wrolstad, (2001) tarafindan gelistirilmis olan pH diferansiyel yonteme gore
analiz yapimustr. 1° er mL omek pH 1 ve pH 4,5 buffer cozeltileri ile 10 mL’ye
tamamlanmis 30 dakika oda sicakh@gndaki inkiibbasyon sonunda 520 nm ve 700 nm saf
suya karst absorbans degerleri belirlenmistir. Sonuglar "mg siyanidin 3-glikozit/L. 6rnek"
olarak verilmistir.

A= (Ayis_max ~ Proo) pH1 (Ayis max = A?oo)pH 45
Ax MW xS_ x1000 (3.2)
ex|

ACN(mg/L)=

A= Diizeltilerek hesaplanmis absorbans farki

MW=Baz alnacak antosiyanin molekiil agrlig
Sr=Seyreltme Faktorii

€=Molar absorpsiyon Katsayisi

= Spektrofotometrede kuvvet katmam k1 olarak almmustir.

3.2.3. Antioksidan Kapasite Analiz Yontemleri

3.2.3.1. TEAC (Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite) Yontemi

Re ve ark., (1999) ile Arts ve ark., (2001) tarafindan Onerilmis olan Trolox esdeger
antioksidan kapasitesi (TEAC) yontemi uygulanmuistir.

PBS c¢ozeltisi dle 734 nm‘de 0,7 (+0,2) absorbans okunacak bicimde seyreltilen
ABTS* radikal ¢ozeltisinden mikro kiivete 1 mL almmustr. Spektrofotometrede ABTS-*
radikal ¢Ozeltisinin ilk absorbans degeri kaydedilmisti. Mikro kiivet igindeki radikal
cozeltiye Ornek eklenerek 6 dakika boyunca 1 er dakika arayla absorbans degerleri
okunarak kaydedilmistir. 3 farkh 6rnek hacminde cahlsilarak 6 dakika sonunda saptanmis
ortalama yiizde ihibisyon degerleri 6rnek miktarlarma (hacimlerne) karsi bir grafige
aktarllp Ornege iliskin egriye ve regresyon esitligi hesaplanmustr. Ornege iliskin egrinin
egimi, troloks standart egrisinin egimine oranlanarak Ormegin TEAC (troloks esdeger

antioksidan kapasite) degeri hesaplanmustir.

% Inhibisyon Degeri=[(Baslangic Absorbans Degeri- 6 dakika sonundaki Absorbans
Degeri) / Basalangic Absorbans Degeri]*100 (3.3)
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Sekil 3.4. TEAC yontemi i¢in hazrlanan trolox standart egrisi

3.2.3.2. CUPRAC (Bakir Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Apak ve ark, (2004) tarafindan Onerilen yontem kullamimustr. YOntem,
Neokuproin-Nc’in  bakir(ll) ile reaksiyona girmesi sonucu olusan bakr (I1)-neokuproin
bilesiginin (Cu(ll)-Nc), 450 nm’de absorbans veren Cu(l)-neokuproin kelatma doniistiirme
yetenegine dayanmaktadir.

30 uL o6rnek, 1 mL 0,01M bakir kloriir, 1 mL 7,5x10-3 Neocuprin (Sigma Aldriich,
Germany), 1 mL 1 M pH 7 amonyum asetat ¢Ozeltisi ve 1080 pL saf su eklenerek 20°C'de
yarim saat Inkiibasyona brrakimustr. 450 nm‘de sahide karst absorbans degerleri
okunmustur. Trolox (Merck, Germany) ve C vitamini (Sigma Aldrich, Germany) ile
hazirlanan standart kalibrasyon egrisinden yararlanarak hesaplamalar yapilmigstir.

0,6 0,7
.9
05 0,6 e
0,5
0,4 .
0,3 g e
2 .
<03 -
02 - y = 0,0008x + 0,1406 Kd
) o o g 02 | @ y = 0,0009x + 0,1574
R = 0,9938 [ ] RZ - 0,9908
0,1 0,1
0 0
0 200 400 600 0 200 400 600
Trolox Konsantrasyonu (mg/L) Vitamin C Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.5. CUPRAC yontemi i¢in hazirlanan Trolox ve Vitamin C standart egrileri
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3.2.3.3. DPPH Yontemi

Benvenuti ve ark., (2004) tarafindan Onerilen yontem kullanidmustr. Yontem, pembe
renkli DPPH radikalinin inhibisyonu neticesinde renkte olusan azalmalarm 517 nm'de
Olclimesine dayanir.

20, 40, 60, 80, 100 pL ornek alnmus tizerine 300 pul. 1 mM DPPH radikali ilave
edilmis ve 3 ml’ye metanol ile tamamlanmustr. 15 dakika karanhlk ortamda oda
sicakhignda inkiibasyona brakilan ornekler 517 nm’de okuma yapimustr. Sonuglar ECso
degeri yani radikalin  %50'sinin  inhibisyonunu  saglayan  konsantrasyon  olarak

hesaplanmigtir.

3.2.3.4. FRAP Yontemi

Benzie ve Strain, (1996) tarafindan onerilen yontem, asidik kosullar altmda Fe(III)-
2,4,6-tripyridyl-s-triazine  bilesignin  indirgenmesi  sonucu meydana gelen Fe(Il)-TPTZ
bilesiginin 593 nm’de Olgiimesine dayanmaktadir.

3mL FRAP ¢ozeltisi ile 100 uL ornek ile karstrinus ve 30 dakika inkiibasyon
stiresinin ardmdan 593 nm‘de absorbansi okunmustur. Trolox (Merck, Germany) ve C
vitamini  (Sigma  Aldrich, Germany) ile hazrlanan standart kalibrasyon egrisinden

yararlanarak hesaplamalar yapimustir.

2,5 5
2 ® °
” . o L5 o
s 1,5 c
2 o)
o 1 ‘ 5 1
é .,.. _8 ..".
.o y = 0,009x + 0,1821 < 05 o
0> | o 7= 0598 pee y = 0,0058x+0,1937
¢’ ' 4 R2=0,9994
0 0
0 100 200 300 0 100 200 300
Vitamin C Konsantrasyon (mg/L) Trolox Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.6. FRAP yontemi i¢in hazrlanan Trolox ve Vitamin C standart egrileri

3.2.4. Fenolik Bilesen Profilinin Belirlenmesi

Fenolik bilesenlerin belirlenmesi amaciyla Kamiloglu ve ark., (2013) tarafindan
onerilen HPLC (Shimadzu, Japonya) yontem modifiye edilerek kullamimustir. 10 kat
Triflora asetik asitli su ile seyreltlen 6rnekler, 0,45 um teflon filtreden gegirilerek HPLC
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cihazina enjeksiyonu gergeklestiritmisti. HPLC sisteminde Cizelge 3.1°de verilen gradient
akis kullanilmigtir. Cahsma kosullar1 asagida veriimistir:

HPLC Kolonu: Phenomenex Gemini Cig (250%4,6mm ID, 5u)
Mobil faz A: %0,1 TFA’h Ultra saf su

Mobil faz B: %0,1 TFA’h Asetonitril

Akis hizi: 1ml/dakika

Kolon firn sicakhgi: 30 °C

Enjeksiyon Hacmi: 20 uL

DAD dedektor: 200-600 nm

Cizelge 3.1. Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan gradient progranu

Siire(dk) %A %B
0,01 95 5
45 82 18
47 20 80
55 95 5

Fenolik bilesenlere iliskin piklerin tanimlanmas1 amaciyla  siyanidin-30-gukozit,
siyanidin-30-rutinozit,  pelargonidin-30-glukozit, epigallokatesin, gallik asit, katesin,
klorojenik asit, rutin, sirinjik asit, transferulik asit, epikatesin, kumarik, quercetin, kafeik
asit standartlarmm da enjeksionu gergeklestirimistir. Bu standartlarm ahkonma zaman,
spektrumlart ile Ornek komotogramlarmdaki piklerin sath§i dikkate almarak Orneklerde
siyanidin-30-glukozit,  siyanidin-30-rutinozit,  pelargonidin-30-glukozit, klorojenik  asit,
kafeik asit ve katesin Kimyasal maddeleri tanmlanmustr. Bu tanmlanan standartlara
iliskin Sekil 7, 8, 9, 10, 11, 12°de verilen standart egrileri kullanilarak 6rneklerdeki miktari
ppm (mg/L) diizeynde hesaplanmusgtir.
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Sekil 3.7. Siyanidin-30-glukozit standart egrisi ve regresyon esitligi
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Sekil 3.8. Siyanidin-30-rutinozit standart egrisi ve regresyon esitligi
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Sekil 3.9. Pelargonidin-30-glukozit standart egrisi ve regresyon esitligi
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Sekil 3.10. Katesin standart egrisi ve regresyon esitligi
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Sekil 3.11. Klorojenik asit standart egrisi ve regresyon esitligi
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Sekil 3.12. Kafeik asit standart egrisi ve regresyon esitligi

3.2.5. Duyusal Analiz

Karadut sirkesi orneklerinin genel, goriiniis, tat ve koku bakimmdan begeni durumu

7 puanh hedonik skala kullandarak belirlenmistir (Meilgaard ve ark., 1999). Ticari {iziim

sirkesi ile karsilastirilarak 50 kisiye tiiketici testi uygulanmustir.

Liitfen size verilen sirke orneklerini tadimz ve skalaya gore isaretleme yapmiz.

Ornek No......couuueee Koku Lezzet Goriiniis Genel
Cok fazla Begendm L L
Cok Begendim L L e
Begendm L L

Ne Begendim Ne Begenmedim

Begenmedim

Cok Begenmedim

Hi¢ Begenmedim . L

Sekil 3.13. Tiketici testi degerlendirme formu Ornegi
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3.2.6. Istatistiksel Analiz

Arastrmadan elde edilen \veriler, varyans analizi ile incelenmis ve ortalamalarm
farkmm 6nemli (p<0,05) olup olmadig LSD testi ile belirlenmisti. Bu amagla SAS V9
(SAS 1999) istatistik paket programmn MIXED prosediirii ve repeated opsiyonu
kullanilmustir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sirke Uretim Siirecinde Fizikokimyasal Degisimler

Yiizey kiiltlir yontemi ile karadut meyvesinden sirke {iretin siirecinde incelenen
KMS, AF ve AS o6rneklerine iliskin suda ¢oziniir kuru madde (SCKM), pH ve titrasyon
asithigi degerlerindeki degisim Cizelge 4.1’de verilmistir.

Karadut suyunun (KMS) baslangic SCKM degeri, %15,68 Brx® olarak belirlenmistir.
Cam ve Tirkoglu (2004), %16,62 Brx®; Koyuncu (2004), %13,91-18,36 Brx" ve Tokbas
(2009), %15,95 Brx® olarak karadut meyvesinde SCKM degerini bildirmis olup bu
degerlerin  yapilan ¢ahsmada belirlenen SCKM  degerleriyle  benzerlk — gosterdidi
goriimiistiir. Alkol fermantasyon sonrasi ve asetifikasyon sonrasi, beklendigi lizere, AF ve
AS Omeklerinin - SCKM  degerleri  swrasiyla %2,65 Brx® ve %1,8 Brx® degerlerine
istatistiksel olarak onemli bir azalis gostermistir (P<0,05).

SCKM degeri, svi bir 6mek i¢indeki suda ¢oziniir seker, tuz ve protemnin yiizde
konsantrasyonunu  gosterirken, sirke Orneklerinde SCKM degeri seker esdegeri olarak
tanmmlanr  (Saiz-Abajo ve ark.,, 2004). Fermantasyon srasmda mikroorganizmalarm
aktiviteleriyle hammaddede bulunan seker pargalanmakta ve bu nedenle fermantasyon ile
SCKM degerleri arasmda yakm bir iliski bulundugu bildirimistir (Masino ve ark., 2008;
Ozturk ve ark., 2015). Bu durum goz oniine alndignda, sd6z konusu cahsmada karadut
sirtkesi tiretim siirecinde SCKM degerlerinin  giderek azalmasmm nedeni fermantasyonun
baslamastyla birlikte meyvenin biinyesinde bulunan sekerlerin, etil alkol ve sonrasnda
asetik aside doniigmesidir.

Yaptigimiz arastrma sonuglarmda belirlenen SCKM degerlerine bakildiginda sirke
tretim slirecindeki degisim de literatir ile uyumluluk gostermektedir. Nitekim, Budak
(2015) SCKM degerini beyaz dut suyunda %13,5°bX, beyaz dut sarabmda %5,9°bX, beyaz
dut sirkesinde %3,1°bx olarak ortaya koymustur. Ayrica Budak (2010), {iziim suyu, {izim
sarabi ve lzim sirkesinde SCKM degerlerini swasiyla %22,5 8,17 ve 6,5°bx olarak
belirlemistir. Yapilan c¢algmalara bakildigmda karadut meyvesinin SCKM degerinin beyaz
dut meyvesinden yiiksek, lizim meyvesinden diisik oldugu goriilmektedir.

KMS, AF ve AS omeklerinin srasyla pH degerleri 3,60, 3,72 ve 3,43 olarak tespit
edimistir (Cizelge 4.1). Bu degerler incelendiginde, sirke tiretim siirecinde pH degerleri
arasinda Onemli bir farkhligin olmadig1 gbriilmektedir (P>0,05).
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KMS o6rneginin pH degeri literatiir ile benzer sonuglar gostermistir. Nitekim, karadut
meyvesinin pH degerini Elmac1 ve Altug (2002), 3,60-3,80; Ercisli ve Orhan (2007), 4,04
olarak belirle mistir.

Alkol fermantasyonu sonrast karadut alkolii ve asetifikasyon sonrasi karadut
sirkesiyle ilgili pH’m belirlendigi daha Once yapimis bir ¢alisma bulunmamaktadr. Ancak
Budak (2015), pH degerlerini beyaz dut suyunda 6,04, beyaz dut sarabmda 5,9 ve beyaz
dut sirkesinde ise 3,08 olarak tespit etmistir. Bu c¢alismaya gore karadut meyvesinin beyaz
dut meyvesine gore pH degernin daha diisiik oldugu sdylenebilir.

KMS ormeginde titrasyon asitligi degeri asetikk asit cinsinden %1,31 olarak
belirlenmistir.  Alkol fermantasyonu sonrasi, AF 0Orneginde %21,19 olarak belirlenen
titrasyon asitligi degeri istatistiksel olarak KMS o6rneginden farkli bulunmamustr (P>0,05).
Ancak, asetifikasyon sonrasi asetik asit olusumuna bagh olarak AS &rneginde titrasyon
asithigi degerinin hem asetik asit cinsinden (%4,64) hem de sitrik asit cinsinden (%14,85)
oneml diizeyde arttign gozlenmistir (P<0,05) (Cizelge 1.4). Cahsmamizda sirke {iretim
stirecinde Dbelirlenen titrasyon asitligi degerindeki degisim literatiir ile uyumludur. Budak
(2015), titrasyon asitligi degerini beyaz dut suyu, beyaz dut sarabi ve beyaz dut sirkesinde
srrastyla %0,83, 0,78, 5,72 olarak gdzlemlemistir.

Fermantasyon silirecinde organik asitlerin bireysel konsatrasyonlarmm degisimi ve
asetlkk asit gbi yan irilinlerm olusumuna bagh olarak titrasyon asitliginin artmasi pH
degerini etkilememektedir (Ordoudi ve ark., 2014). Nitekim, yaptigmz cahsmada da
karadut sirkesi iiretimi slirecinde titrasyon asithgi degerinin artmast pH degerini

etkilemedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Sirke iretim siirecinde KMS, AF, AS o6rneklernin pH, SCKM, TAS ve TAA
degerlerindeki degisim

Ornek pH SCKM (%) TAS (%) TAA (%)

KMS 3,60+0,07a 15,68+0,84a  4,20+0,39% 1,31+0,12a
AF 3,72+0,17a 2,65+0,26b 3,79+0,50a 1,19+0,16a
AS 3,43+0,08a 1,80+1,18b 14,85+0,45b  4,64+0,14b

Sonuglar “Ortalama+Standart hata "olarak verilmistir (n=3).TAS, TAA sitrik asit ve asetik asit cinsinden

titrasyon asitligi. Farkli kiiciik harflerle (a, b) gosterilen siitun degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).
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Ercisli (2008)’e gore karadut meyvesinde hakim organik asit sitrik asittir. Yaptigmiz
cahlsmada KMS Orneginin sitrik asit cinsinden titrasyon asitligi degeri %4,2 olarak tespit
edilmistr. Aym deger, AF oOmeginde %3,79, AS Ormeginde ise %14,85 olarak
belirlenmist. KMS ve AF Orneklerinde sitrik asit cinsinden titrasyon asitligi degerinde
Oonemli degisin olmazken (P>0,05), AS oOrneginde, KMS ve AF Orneklerine gore gore
Oonemli bir artis gézlenmistir (P>0,05). Duyen ve ark. (2013) sitrik asit cinsinden titrasyon
asithigini karadut suyunda 25,20g/L, karadut alkolinde 19,62¢/L olarak belirtmektedir. Bu
degerler karsilastrldigmda  yaptigmuz  ¢alsmadaki KMS  Orneklerinin  sitrik  asit
degerlermin Duyen ve ark. (2013) yaptii cahsmadaki karadut oOrneklerinin sitrik asit
degerlerinden yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu yiiksek sitrik asit miktar1 karadut cesidinden
kaynaklanabilecegi gbi karadut meyvesinin olgunluk derecesinden de kaynaklanmus
olabilecegi disiiniilmektedir.

Cizelge 4.2°de KMS, AF ve AS Orneklerinin renk degerlerindeki degisim
gosterilmistir. Cizelge 4.2 incelendiginde KMS, AF ve AS orneklerinde 15k gecirgenligini
temsil eden L™ ve sar/mavi ekseni temsil eden b" degerleri arasmda 6nemli bir farkhlk
belirlenmemistir. Ancak kirmizi'yesil ekseni temsil eden a* degerinde AS 6rneginin KMS
ve AF Orneklerine gdre yaklasik %40 azalma ile farkh oldugu gozlenmistir. Ozgen ve ark.
(2009), karadut meyvesinin CIE lab sistemi ile ifade edilen renk degerlerinden L™ degerini
18,4, a* degerini 18,3, b" degerini 5,5 olarak belirtmektedir. Ercisli ve Orhan (2008), 5
farkli genotipteki karadut meyvesinin ortalama L* degerini 16,4, a* degerini 13,53, b"
degerini 3,80 olarak ifade etmistir. Tokbas (2009) ise L™ degerini 17,29, a" degeri 15,8, b”
degeri 5,25 olarak belirtitken, Ozen ve Akbulut (2008), L™ degerini 3,5, a* degerini 22,22,
b* degerini 5,89 olarak belitmektedir. Tiwari ve ark., (2008), meyve sularmda toplam renk
farki (AE) degerlerini, az farkedilir (AE <1,5), farkedilir (1,5< AE <3) ve goriinir (AE >3)
olarak ifade etmektedir. Bu tez cahsmasmda, AE degerinin >3 olarak belirflenmesi, renk
degerlerindeki toplam farklihigin goriiniir oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Sirke iretim siirecinde KMS, AF ve AS oOrneklerinin renk degerlerindeki

degisim

Ornek L* a’ b* deltaE (AE)
KMS 12,23+0,51a 9,91+0,45a 1,22+0,24a 0

AF 15,91+0,55a 9,82+0,47a 1,94+0,13a 3,79+0,72
AS 10,64+1,36a 5,9+0,10b 1,62+0,58a 4,43+0,30

Sonuglar “OrtalamaxStandart hata "olarak verilmistir (n=3).Farkli kiiciik harflerle (a, b) gosterilen siitun
degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

4.2. Sirke Uretim Siirecinde Toplam Fenol Miktanndaki Degisim

Giinlimiizde gida bileseni olarak yada spesifik Onleyici ilaglar olarak antioksidan
Ozellik gbsteren Dbilesiklere ilgi ginden gine artmaktadr (Gilgin, 2012). Bitkilerde
bulunan fenolik bilesikler potansiyel antioksidan ve antimkrobiyal aktiviteleriyle gida
bilimi ve beslenmesi arastrmalarmda dikkat c¢eken konular arasmdadr (Giilgin ve ark.,
2010). So6z konusu tez ¢algmasmda, KMS 0Oreginde toplam fenol igerigi 1064,65 mg
GAE(gallik asit esdegeri)/L olarak tespit edimistr. AF ve AS oOrneklerinde ise toplam
fenol igerigi swasiyla 988,84 ve 855,55 mg GAE/L olarak tespit edimistir (Cizelge 4.3).
Cizelge 4.3°te gorildiigii gbi sirke iretim siirecinde Orneklerin toplam fenol igeriginde
onemli bir degisim olmamistr (P>0,05). Sirke tiretim siirecinde toplam fenol miktarmdaki
degisimin  6nemli olmadigm gosteren literatiir cahsmalart da bulunmaktadr. Nitekim,
Trabzon hurmasi {izerine yapilan c¢alismada, toplam fenol icerigi trabzon hurmasi
piiresinde 277-424,1umol GAE/kg, Trabzon hurmasi sarabmnda 245- 320,6 umol GAE /kg,
Trabzon hurmasi sirkesinde ise 268- 397,5 pumol GAE/kg olarak bildirilmistir (Ubeda ve
ark., 2011). Benzer sekilde, Unal (2007) tarafindan Dinmrit {iziim sirkesi iizerine yapilan
cahsmada, Dimrit {iziiminden elde edilen swanm, sarabm ve sirkenin toplam fenol miktari
srastyla 505,81 mg/L, 334,68 mg/L, 494,18 mg/L olarak ifade edimistir. Ayrica nar suyu,
nar sarabi ve nar sirkesinde toplam fenol igerigi srasiyla 1387, 1395, 1254 mg GAE/L
olarak belirlenmistir (Ordoudi ve ark., 2014). incelenen cahsmalarda elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde sirke iiretim siirecinde toplam fenol miktarmdaki degisimn Gnemli
olmadig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Sirke tiretim siirecinde KMS, AF ve AS orneklerinin toplam fenol miktar

Ornek Toplam Fenol (mg GAE/L)
KMS 1064,65+64,70a

AF 988,84+40a

AS 855,55+74,71a

Sonuglar “Ortalama+Standart hata "olarak verilmistir (n=3).
Farkly kiigiik harflerle (a, b) gosterilen siitun degerleri birbirinden farklidir (P< 0,05).

Karadut meyvesinin toplam fenol igerigi Kostik ve ark. (2013) tarafindan 90,26 mg
GAE/100 g, Memon ve ark. (2012) 3,89 mmol GAE/100 g, Arfan ve ark. (2012) 164 mg
GAF/g, Tokbas (2009) 2274,99 ug GAE/g, Issa ve ark.(2013) 20,19 mg GAE/g, Ozgen ve
ark (2009) 2737 ug GAE/g, Ercisli ve ark. (2008) 1943-2237 mg GAE/100g, Kafkas ve
ark. (2015) 340,6 mg/100g, Imran ve ark. (2010) 880,7 mg/100g olarak bildiriimis olup
cok genis aralklarda degistigi goriilmektedir. S6z konusu cahsmada, KMS 6rneginin
toplam fenol miktar1 baz literatiir degerleriyle benzer oldugu, bazlaryla ise farkhlklarm
oldugu gorilmektedir.

Celep ve ark. (2015), toplam fenol igerigini karadut sarabnda 64,1 mg GAE/g, yaban
mersini sarabmda 52,73 mg GAE/g ve visne sarabmda 27,66 mg GAE/g olarak tespit
etmistir.

Karadut sirkenin toplam fenol igerigiyle ile ilgli yapimis herhangi bir cahsma
bulunmamaktadr. Ancak kirmizi sarap sirkesinin toplam fenol igerigi 851,4 - 1594 mg/L
olarak ortaya konulmustur (Cerezo ve ark., 2010). Bu deger g6z oOnine alndignda karadut
sirkesini toplam fenol miktarmm kwrmizz sarap sirkesi ile benzer sonuglar verdigi
sOylenebilir.

Fenolik bilesikler genellkle seker ve organik asitlere bagh olarak bulunurlar (Crozier
ve ark., 2009). Fermantasyon sonucu olusan sirkede toplam fenol igeriginin ham madde ile
benzer veya hammaddeden yiiksek olabilecegi ifade edilmektedir (Andlauer ve ark., 2000).
Fermantasyon islemleri ile karadut meyvesinde bulunan sekerin etanol ve asetik aside
donlismesi sonucu baz fenolik bilesikler pargalanrken, sekere bagh bulunan baz fenolik
bilesiklermn ortaya c¢iktiZt ve bunun sonucu olarakta toplam fenol miktarmdaki degisim
onemli olmadigmni sdylenebilir.
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4.3. Sirke Uretim Siirecinde Monomerik Antosiyanin Miktarnindaki Degisim

Cesith renkli meyve ve sebzelerde bulunan antosiyanmnler en Onemli goriilen pigment
grubudur. Karadut meyvesinin de yiiksek miktarda antosiyanin icerdigi bilinmektedir
(Jiang wvd., 2013). Ancak, literatir incelendiginde, karadut meyvesinin monomerik
antosiyanin miktart genis aralkta degisim gosterdigi belirlenmistir. Nitekim, Kara ve ark.
(2013) 2233 mg/L, Tsai ve ark. (2004) %97,31, Ozgen ve ark. (2009) 571 ug cy-3-glu/g
fw., Tokbas (2009) 628,75 ug cy-3glu/g fw, Kafkas ve ark. (2015) 311,9 mg cy-3glu /100
g, Dobooglu (2012) 342 mg/L, Kostic ve ark.(2013) 125,84 mg cy-3glw/100 g olarak
belirtmektedir.

Bu calsmada, monomerik antosiyanin miktar1 karadut suyunda (KMS) 190,37 mg
cy-3glu /L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). Literatiir taramasi ve yapilan c¢ahsmadaki
monomerik antosiyanin miktarlart arasmdaki farkhhga hammaddenin ¢esidi, hasat zamam,
yetisme kosullar1 (iklim, toprak) ve yetistirme teknikleri gibi etkenlerin neden oldugu
distinilmek tedir.

Monomerik antosiyanin miktar1 AF ve AS oOrneklerinde ise swrastyla 95,94 ve 22,13
mg cy-3glu /mL olarak belirlenmistir. Cizelge 4.4‘de goriildiigii gibi sirke iiretim
strecinde, karadut suyunun kendine 0zgii renginden sorumlu onemli bir kalite kriteri olan
monomerik antosiyanin miktarmda Onemli bir azalis meydana gelmistir. (P<0,05). Diger
bir ifadeyle, KMS 0Ormegnin baslangc monomerik antosiyanin igerigi, Sirke iretimi
strecinde yaklagik %88,4 diizeyinde onemli bir kayba ugramistur.

Meywvelerde bulunan antosiyaninler fermantasyon ile daha stabil olan polimerik
formlara doniismektedir (Yiddrm ve Hasan, 2010). Fermantasyona bagh olarak
antosiyanin kiimelerinin kararsizliklar1 ve az stabil olan monoglikozitlerin degradasyonu
sonucu monomerik antosiyanin miktari azalmaktadir (Ordoudi ve ark., 2014).

S6z konusu tez cahgmasnda, sirke {retimi siirecinde  antosiyaninlerin
parcalanmasma bagh olarak antosiyanin miktarlarmda onemli diizeyde parcalanma oldugu
ortaya konulmustur. Sirke {retim siirecinde monomerik antosiyanin miktar1 degisimi
literatiir ile de benzerlk gostermektedir. Ubeda (2013) monomerik antosiyanin miktarmi
cilekte 26,3 — 69 mg pl-3-glukg, cilek sarabmda 21,2-18 mg pl-3-glwkg, cilek sirkelerinde
0,4-1,3 mg pl-3-glu/ kg olarak 6nemli bir azalma gosterigini ifade etmektedir.
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Cizelge 4.4. Sike iretim siirecinde KMS, AF ve AS orneklerinin monomerik antosiyanin
miktarlari

Ornek Monomerik Antosiyanin
(mg/L)*

KMS 190,37+22,04a

AF 95,94+3,76b

AS 22,13+£2,75¢

Sonuclar “Ortalama=xStandart hata "olarak verilmistir (n=3) XSonuglar cy-3glu cinsinden verilmistir. Farkli

kii¢iik harflerle (a, b) gosterilen siitun degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

Tsai ve ark. (2004), karadut sarabmmn monomerik antosiyanin miktarm %97,31
olarak belirlemigtir. Jagtap (2015) yaptig c¢alismada yaban mersini sarabmda toplam
antosiyanin miktarmi 20,82 mg cy-3-ghv/L,Su (2007) ise yaban mersini sarabmda toplam
antosiyanin miktarini 5,6- 9,96 mg/100mL olarak bildirmektedir.

Literatiirde karadut sirkesi ile ilgili monomerik antosiyaninin belirlendigi bir ¢aligma
bulunmamaktadr. Ancak, Su (2007), yaban mersini sirkesinin toplam antosiyanin
miktarmi 3,22 mg/mL olarak belirtmektedir.

4.4. Sirke Uretim Siirecinde Fenolik Bilesen Profillindeki Degisim

Sirke {iretim siirecinin karadut suyundaki bireysel fenolik bilesenler {izerine etkisini
belirlemek amaciyla, HPLC yontemi e KMS, AF ve AS oOmeklerinin fenolk bilesen
profili belirlenmis ve bireysel degisim diizeyleri incelenmistr. KMS 6rneginin  fenolik
bilesen profilinde antosiyanin grubu bilesenlerden siyanidin-30-glukozit, siyanidin-30-
rutinozit ve  pelargonidin-30-glukozit, flavanol grubu bir Dbilesen olan Katesin,
hidroksisinamik asit grubu bir bilesen olan kafeik asit ve yine hidroksisinamik asit

esterlerinden klorojenik asit tanimlanmustir (Sekil 4.1 ve 4.2).
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Sekil 4.1. KMS, AF ve AS oOmeklerinin antosiyanin profilindeki degisim: (1) Siyanidin-

30-glukozit, (2) Siyanidin-30-rutinozit, (3) Pelargonidin-30-glikozit
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Sekil 4.2. KMS, AF ve AS Omekle

(2) Klorojenik asit, (3) Kafeik asit



KMS, AF ve AS oOmeklerinde Dbelirlenen antosiyanin pigmentlerinin - miktarlar
Cizelge 4.5’de gosterimistir. Karadut suyunda (KMS) hakim antosiyaninlerin siyanidin-
30-glukozit ve siyanidin-30-rutinozit oldugu gorilmektedir. Bunlarm digmda, KMS
ormeginde daha distk seviyede de pelargonidin-30-glukozit (12,13 mg/L) antosiyanini
bulunmaktadr. Yine, Cizelge 4.5 incelendiginde, sirke tiiretim siirecinin ik asamasi olan
alkol fermantasyonu swrasmda siyanidin-30-glukozit’in - siyanidin-30-rutinozit’e gore daha
fazla pargalandii belirlenmistir.  Alkol fermantasyonu sonrasi, karadut suyunun basat
antaosiyaninleri olan siyanidin-30-glukozit ve siyanidin-30-rutinozit miktarmda sirasiyla
%89,04 ve %58,75 diizeyinde azals meydana gelmistir. Asetifikasyon sonrasmnda ise en
fazla kayba ugrayan bilesen % 84,5 ile siyanidin-30-rutinozit olmustur.

Cizelge 4.5. Sirke tiretim siirecinde KMS, AF ve AS Orneklerinin antosiyanin miktarlar1

mg/L
Ornek Cy-3glu Cy-3rut Pel-3glu
KMS 130,09+6,69a 112,04+2,67a 12,13+1,37a
AF 14,26+2,19b 46,22+3,37b 3,29+0,21b
AS 12,10+0,18b 7,15+0,02¢ 1,05+0,25¢

Sonucglar “Ortalama+Standart hata "olarak verilmistir (n=3). Farkli kii¢iik harflerle (a, b) gésterilen siitun
degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

Tomas ve ark.,, (2015), karadut meyvesinde siyanidin-30-glukozit miktarm
669mg/100g dw, siyanidin-30-rutinozit miktarmi 371mg/100g dw olarak belirlemistir.
Karadut sirke iretim siirecinde antosiyanin miktarmdaki degisim ile ilgii bir literatiir
arastrmasma rastlanmamistr. Ancak, Su ve Silva (2006), toplam antosiyanin miktarmi
yaban mersini suyu, sarabi ve sirkesinde swastyla 11,9,10,9, 2,3 mg/g olarak belirlemistir.

KMS, AF ve AS orneklerinde belirlenen katesin, kafeikk ve klorojenk asit
miktarlart ise Cizelge 4.6’da verimistr. KMS 0Orneklerinde bulunan bu fenolik bilesiklerin
baslangic  degerlerinde, Ozellkle asetifikasyon sonrast Onemli diizeyde artglar
belirlenmistir (P<0,05). Bu artiglar, kafeik asit (yaklasik 28 kat artig)> katesin (yaklasik 11
kat artig) > klorojenik asit (yaklasik 2 kat artig) olarak sralanabilir.
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Cizelge 4.6. Sike iretim siirecinde KMS, AF ve AS omneklerinin klorojenik asit, katesin
ve kafeik asit miktarlari

mg/L
Ornek Katesin Klorojenik Asit Kafeik Asit
KMS 1050,00+40,56a 109,45+12,99a 0,14+0,01a
AF 1030,02+16,20a 45,95+8,82b 0,53+0,30a
AS 11645+13,13b 216,35+8,43¢c 3,92+0,13b

Sonuglar “Ortalama=Standart hata "olarak verilmistir (n=3). Farkli kii¢iik harflerle (a, b) gdsterilen stitun
degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

Karadut meyvesinde klorojenik asit miktarmi Arfan ve ark., (2012), 10,8-23,3 mg/g,
Memon ve ark., (2010) 4,41 mg/100g olarak belirlemistir. Budak (2015) Klorojenik asit
miktarmi ise beyaz dut suyunda 5,78 mg/L, beyaz dut sarabmda 21,18 mg/L ve dut
sirkesinde 14,83 mg/LL olarak belirlemistir. Beyaz dut meyvesinde ise klorojenik asit
miktar1 24,72 pg/g fw. olarak belirlenmistir (Zhang ve ark., 2008).

Budak (2010), katesin miktarmi iiziim suyunda 6,27 mg/L, iizim sarabmda 57,87
mg/L, ilizim sirkesinde 13,77 mg/L belirtimektedir. Ayrica {iziim suyunda bulunmayan
kafeikk ve sirinjik asit asit miktarlarmm iizim sarabi ve {iziim sirkesinde swasiyla 8,16, 9,63;

0,46, 0,7 mg/L olarak belirlemistir.

4.5. Sirke Uretim Siirecinde Antioksidan Aktivite Degerlerindeki Degisim

Karadut meyvesi yiiksek miktarda icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle antioksidan
aktivite gosterdigi bilinmektedir (Arfan ve ark., 2012). Sirke iretim siirecinin karadut
suyunun antioksidan Ozellkleri {iizerine etkisi 4 farkh antioksidan aktivite yOntemi
(TEAC, DPPH, CUPRAC ve FRAP) kullanilarak tespit ediimeye cahsiimstr. KMS, AF
ve AS Orneklerinde antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.7°de goriilmektedir. CUPRAC
ve FRAP degerleri hem trolox esdegeri olarak hem de dogal bir antioksidan olan C
vitamini esdegeri olarak hesaplanmistr. Cizelge 4.7 incelendiginde genel olarak, sirke
iretim siirecinde 4 yontemin sonuglart da benzer sekilde degisim gosterdigi sOylenebilir.
Asetifikasyon sonrast Orneklerin toplam antioksidan aktivite degerlerinin 6nemli Olgiide
yikksek oldugu belirlenmistir (P<0.05). Antioksidan aktivite degerindeki artis KMS  Grnegi
ile karsilastrildigmda AS Orneginde en fazla yaklasik %48 degeriyle TEAC yonteminde
belirlenmistir. Bu artis1 swasiyla %32 ile DPPH, %36 ile CUPRAC ve %21 ile FRAP
takip etmektedir. Bu durum, fermantasyonla birlikte karadut meyvesinin biinyesinde
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bulunan sekerin asetik aside doniismesi sonucu sekere bagh fenolik bilesiklerin agiga
cikmasindan kaynaklandig1 distiniilmektedir.

Meyve ve sebzelerin mayhos tadndan sorumlu olan klorojenik asit polifenol oksidaz
varhigmda kolaylkla okside olurlar ve kahverengi bilesiklere donisirler (Szajdek wve
Borowska, 2008). Klorojenik asit varhg meyvenin antioksidan aktivite gOstermesini
saglamaktadr (Issa ve Abld-Aljabar, 2013). Sirke iiretim siirecinde Kklorojenik asit
miktarinin artmasi antioksidan kapasite miktarmi arttirdigr sdylenebilir.

Cizelge 4.7. Sirke tiretim siirecinde KMS, AF ve AS orneklerinin TEAC, DPPH, CUPRAC

ve FRAP yontemlerine gore antioksidan kapasite degerleri

Ornekler KMS AF AS

TEAC (mg/L) 6,78+0,50a 6,67+0,51a 10+0,71b
DPPH(uL/mL) 17,14+0,41a 11,93+2,92a 11,66+0,58b
CUPRAC! 296,22+7,99a 295,30+3,39a 404+11,30b
CUPRAC? 354,25+8,99a 353,21+3,81a 475,50+12,71b
FRAP3 716,28+28,75a 820,03+45,20ab 869,06+40,66b
FRAP# 1091,47+44,61a 1252,46+70,13ab 1328,53+63,09b

Sonuclar “OrtalamaxStandart hata "olarak verilmistir (n=3).! Vitamin C cinsinden CUPRAC degeri (mg/L),
2 Trolox esdegeri cinsinden CUPRAC degeri (mg/L), 2 Vitamin C cinsinden FRAP degeri(mg/L), * trolox
esdegeri cinsinden FRAP degeri (mg/L), Farkli kiigiik harflerle (a, b) gosterilen sira degerleri birbirinden
farklidir (P< 0,05).

Elektron transferine dayanan TEAC yontemine gore antioksidan aktivite en fazla AS
orneginde gdzlenmistir. Karadut meyvesinde toplam antioksidan aktivite degeri Ozgen ve
ark., (2009) tarafindan 10-14,4 pmol Trolox/g fw olarak belirlenmistir. Fang ve ark.,
(2009) tarafindan ise ticari bogirtlen sularmm antioksidan aktivitesinin TEAC yontemine
gore 769 — 2174 TEAC mg/L arasnda oldugu tespit edilmistir.

ET temelli bir diger analiz olan DPPH yontemine gore radikalin %50’sinin
inhbisyonunu saglayan konsantrasyon degeri olarak bilnen ECso degeri en diisik olarak
AS oOmeginde 11,66 pL/mL olarak belirlenmisti. Bu durum AS 6rneginin KMS ve AF
orneklerine gore antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Trolox
standardi ve Vitamin C kullanilarak belirlenen ECso degeri ise swasiyla 18,42 ve 22,59
uL/mL olarak bulunmus olup bu degerler AS 6meginin ECso degerinden daha yiiksek
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bulunmustur. Bu durum ise AS Orneginin Trolox ve Vitamin C‘den daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Karadut meyvesinin antioksidan
aktivite degeri DPPH yontemine gore Tomas ve ark. (2015) tarafindan 946 mg
Trolox/100g dw, Budak (2015) tarafindan 16,22-21,17 pmol/g olarak belirlemistir. Arfan
ve ark. (2012) karadut meywvesinde antioksidan aktivite degerini DPPH yontemine gore
1,25mmol TE/g, ECso degeri 48 pg/mL olarak tespit etmiglerdir. Bae ve Suh (2007) farkh
dut Omeklerinde antioksidan kapasiteyi DPPH yontemi ile 225,9-537,6ug ve  ECso
degerini 0,094-0,119 mg olarak belirlemistir. Trabzon hurmasi piiresi, sarabi1 ve sirkesinde
DPPH yontemine gore toplam antioksidan aktivite degerleri srasiyla 1289-1540, 1649-
1870, 1457-1731 umolTE/kg olarak belirlenmis olup sirke tiiretim siirecinde antioksidan
aktivite degerlerinin 6nemli degisim gOstermedigi ortaya konulmustur (Ubeda ve ark.,
2011). Diger yandan farkh bir ¢alismada ise nar suyu, nar sarabi ve nar sirkesinin DPPH
degerleri swasiyla 11,4, 8,3, 5 mM Trolox olup sirke {iretim siirecinde Onemli azalma
gosterigi soylenmistir (Ordoudi ve ark., 2014).

Cizelge 4.7 incelendiginde CUPRAC yontemine gore hem trolox hem de vitamin C
standartlarma gbre hesaplananan antioksidan aktivite degeri en fazla AS Orneginde
belirlenmistir.  Tomas ve ark. (2015), karadut meyvesinde toplam antioksidan aktivite
degerini CUPRAC yontemine gore 4046 mg TE/100g dw olarak belirtirken, karadut
meyve suyu dretimi sonucunda 5232mg TE/100g dw olarak 6nemli yiikselme gosterdigini
ifade etmektedir. Diger taraftan Ordoudi ve ark. (2014) nar suyu, nar alkoli ve nar
sirkesinin CUPRAC  yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerlerini swrasiyla 21,2,
13,4, 7,8 mM trolox olarak ifade ederken sirke iiretim siirecinde antioksidan aktivitede
onemli bir azalmanm oldugunu belirlemistir (Ordoudi ve ark., 2014).

S6z konusu tezde bulunan sonuglar géz Oniine alndiginda trolox esdegeri cinsinden
FRAP degerlerinin daha yikksek oldugu goriilmektedir. Karadut suyunun FRAP degeri
Khalid ve ark. (2011) 14 umol/g, Tomas ve ark. (2015) 1836 mg TE/100g, Budak (2015)
12,26-14,11 pmolg, Ozgen ve ark. (2009) 7,3-16,9 umolTE/g olarak belirlenmistir.
Karadut sarabmn FRAP degeri Tsai ve ark. (2004) 5717,20 pumolL olarak belirlenmis
olmasma ragmen karadut sirkesinin FRAP degeri ile ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.
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4.6. Duyusal Analiz

Ticari liztim sirkesi ile karsilastrlan karadut sikesinin begeni durumu tiiketici testi
yapilarak belirlenmistir. Tiketici testi i¢in, 7 puanh hedonik skala kullanlarak 50 kisi
tarafindan sirke Orneklerinin tercih edime dereceleri belirlenmistir. Tiiketici testi sonuglari
Cizelge 4.8°de verilmistir.

Tiiketici testi sonucuna gore karadut sirkesi lezzet bakmindan “4,72” puanla
hedonk skalann “begendim” kismmda yer alrken, ticari iliziim sirkesi “3,66” puanla
skalanm “ne begendim ne begenmedim” kismmnda yer almustr. Goriiniis bakimmdan {iziim
sirkesi “3,68” puanla hedonik skalann ‘“ne begendim ne begenmedim”  kisminda
bulunurken karadut sirkesi “3,22” puanla hedonik skalann ‘“begenmedim” kisminda yer
almistr. Koku bakmmndan ise {izim sirkesi “3,45” puanla ‘“begenmedim” kismmda
bulunurken karadut sirkesi “4,29” puanla “ ne begendim ne begenmedim” kismmda yer
almistr.  Genel olarak bakildignda ise tiziim sirkesi ‘3,44” puanla “begenmedim”
kisminda yer alrken, karadut sirkesi “4,48” puanla ‘“ne begendim ne begenmedim”
kismnda yer alarak koku ile benzer sonuglar gostermisti. Bu sonuglar goz Oniine
alndignda karadut sirkesi hem lezzet hemde genel olarak tiziim sirkesine gore daha ¢ok
begenilmistir (P<0,05). Ancak Kkaradut sirkesi goriiniis ve koku bakmmmdan istatistiksel
olarak 1tiziim sirkesi ile benzer begeni sergilemistr (P>0,05). Ayrica sirkelerin lezzet,

goriinis, koku ve genel bakimdan degerlendirilmesinde cinsiyetin istatistiksel olarak
oneml olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Tiiketici testi sonuglari

Ornek Lezzet Goriiniis Koku Genel
Uziim Sirkesi 3,69+0,35a  3,68+0,30a 3,45+0,36a 3,44+0,26a
Karadut Sirkesi  4,72+0,35b 3,22+0,30a 4,29+0,36a 4,48+0,26b
Lezzet Gortiniis Koku Genel
Erkek 4,31+0,37a 3,52+0,32a 3,94+0,38a 4,08+0,28a
Kz 4,08+0,26a  3,38+0,22a 3,79+0,27a 3,85+0,20a
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Sirke, saglk tizerine olumlu etkileriyle her gecen gin kullanmu ve gida sanayisinde
tretimi artan bir fermente iriindiir. Genellikle, gida sektorinde hammadde olarak elma ve
tizim tercih edilse bile, icerisinde seker igeren tiim meyve, sebze ve hatta tahillar gibi her
tirli hammaddeden sirke {retilebimektedir. Bu arastrmada, zengin biyoaktif bilesenlere
sahip  karadut meywvesinden yiizey kiiltir ~ yontemi  kullanlarak ~ sirke  {iretimi
gerceklestirimistir. Hammaddeden baglayarak sirke iretimi siirecinde belli asamalarda
alman Orneklerin (1) Biyoaktif bilesenleri (fenolik bilesen profili, toplam fenol ve
monomerik antosiyanin igerigi); (2) Antioksidan ozellikleri (TEAC, CUPRAC, DPPH ve
FRAP); (3) Fizikokimyasal ozellkleri (pH, suda c¢oziniir kurumadde ve titrasyon asitlig)
belirlenmis ayrica son {irlin karadut sirkesinin  duyusal agidan tikketici begenisi
degerlendirilmistir.

Zengin fenolik bilesiklere sahip meyve ve sebzeler insan tiiketiminde son derece
onemli besin kaynaklaridr. Cesit meyve ve sebzelerden {iretilen sirkenin de icerdigi
polifenoller ile msan saghgma olumlu etkilermin oldugu bilinmektedir. Yapilan tez
cahsmastyla, karadut sirkesmin bazi  fonksiyonel Ozelliklerinin  belirlenmesi  amaciyla
toplam fenol, monomerik antosiyanin ve toplam antioksidan aktivite analizleri yapims ve
sirke retim siirecinde bu degerlerde Onemli degisimler tespit edilmisti. Bu degisimlerden
onemli bir tanesi, karadut meyvesmin kendine Ozgli renginden sorumlu olan antosiyanin
iceriginde gerceklesmistir. Sirke {iretim siirecinde antosiyaninler yaklasik % 90 diizeyinde
oneml bir kayba ugramistr. Renk degerlerinden kwmizi rengin gostergesi olan a
degerinde sirke liretimi sonucunda meydana gelen onemli azals ve AE degerlerindeki artis
antosiyaninlerdeki  pargalanmayr dogrulamaktadwr. Bu parcalanma diizeyinin  gOriiniir
diizeyde oldugu AE degeriyle de ortaya konmustur. Hali hazirdaki bu sirke iiretim prosesi,
Ozellikle antosiyanince zengin {iriinlerdeki renkli bilesenlerin  korunmasi agismdan uygun
olmayp, bu bilesenlerin daha fazla korunabilecegi alternatif tiretim yOntemlerinin
gelistirilmesi  gerekmektedir. Bu agidan, renkli meyvelerden inflizyon sirke {iretim yontemi
le renkli bilesenlerin daha fazla sirke sivisma  gegebilecegi  ve  korunacagi
distinilmektedir. Yine ikinci olarak, sirke iiretim silirecinde karadut meyvesimde bulunan
antosiyanin digindaki diger fenolk bilesenlerde, toplamda Onemli bir azalma meydana
gelmezken, bireysel bazi bilesenlerde (katesin, klorojenik asit ve kafeik asit) artiglar da

gozlenmistir.
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Sirke tretim sirecinde, 4 farkh yontem ile izlenen antioksidan aktivite
degerlerindeki  degisim benzerlk gostermisti. Son {iriin  sirke antioksidan  Gzellik
bakimmndan, hem karadut hem de meyveden olusturulan karadut alkoline gore daha
yiksek sonu¢ vermist. Hem E vitammninin sentetk bir analogu olan trolox ve hem de
dogal bir antioksidan olan C vitamini ile karsilastrildiginda, karadut sirkesinin daha
yiksek  antioksidan  aktiviteye  sahip  oldugu tespit edimistr. Bu  agidan
degerlendirildiginde, karadut sirkesi antioksidan Ozellk bakmmndan fonksiyonel bir gida
olarak degerlendirilme potansiyeli yiiksektir. Karadut sirkesinin fonksiyonel bir gida
olarak beyan edilebilmesi i¢in, saglk iizerine olumlu etkilerinin arastrilacag bir
calsmanin yapimasinin faydah olacag diisiiniilmektedir.

Tiiketici tercihi bakmundan, Kkaradut sirkesi her nekadar renk agismdan meyvenin
kendine 0Ozgii Ozelligini kaybetmis olsa da, lezzet bakimmndan iiziim sirkesine gore daha
cok begeniye sahip oldugu ortaya konmustur.

Sonu¢ olarak, karadut sirkesinin iilkkemizde yoresel tiretimden ¢ikip sektorel pazarda
yer almasi gerektigi ve karadut sirkesi veya diger meyve sirkelerinin sadece salata ve
soslarda ¢esni olarak degill, Uzak dogu iilkelerinde oldugu gibi c¢esith meyve sulartyla
seyretilerek  iilkemizin igecek  sektorine  alternatif fonksiyonel bir {riin  olarak

degerlendilebilecegi diistiniilmektedir.
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