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Meyan kokii bitkisi (Glycyrrhiza glabra L.), antik ¢aglardan beri tibbi ve endiistriyel amagla
kullanilan 6nemli bir bitkidir. Bu aragtirmada, meyan suyunun liretim kosullarinin optimizasyonu ve
laktik asit fermentasyonu siirecinin meyan suyu érneklerinin biyoaktif ve aroma-aktif bilesenleri ile
saghik iizerindeki potansiyel etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Optimum kosullarm
belirlenmesi i¢in yapilan optimizasyon calismasit sonucunda, cevap ylizey yonteminin (CYY)
onerdigi optimum kosullarin, istenilebilirlik kosulunu sagladigi tespit edilmistir. Bu kosullar; 50°C
sicaklik, 0,68 kati/sivi oran1 ve 3 saat ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda
iiretilen meyan sularinin gesitli analizler sonucunda yiiksek toplam fenolik, seker icerigi, glisirizik
asit konsantrasyonu ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. LC-MS/MS ve GC-MS
analizleri ile optimum kosullarda iiretilen meyan sularinin fenolik ve aroma bilesenleri incelenmis,
meyan kokiinde baskin olarak likiritin, izolikiritin, izovilantin, likiritin apirosit gibi fenolik bilesikler
belirlenmistir. Ayrica, orneklerin aroma ekstrakt diliisyon analizi (AEDA) yontemi ile aroma-aktif
bilesikleri belirlenmistir. AEDA sonuglarina gore, meyan suyunun karakteristik kokusunun alkoller,
ketonlar, ugucu fenoller ve piranonlarin olusturdugu belirlenmistir. Enzim uygulamasi ve
fermantasyonun meyan suyu ozelliklerini olumlu yonde etkiledigi ve fenolik igerigi, antioksidan
aktivite, antihipertansif aktivite ve biyoaktif bilesenlerin in vitro biyoerisebilirlikleri tizerinde
belirgin bir artis sagladig1 gdzlemlenmistir. Fermantasyonun ardindan yapilan depolama siiresince,
meyan suyunun aroma, fenolik bilesik ve antioksidan aktiviteleri bir miktar azalsa da pek belirgin
bir etkisi olmamustir. Duyusal analiz sonucunda, enzim uygulanan Lactobacillus acidophilus ile
fermente edilen meyan sular1 aroma ve genel begenilirlik kriterlerinde en yiiksek puana sahip olurken
bunu Lactiplantibacillus plantarum ile fermente Ornekler izlemistir. Calismanin sonucunda,
iilkemizdeki meyan koklerinin degerlendirilmesi i¢in fermente meyan suyunun {retilmesi ve saglik
acisindan tiikketiminin tesvik edilmesi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glycyrrhiza glabra, fermente meyan suyu, aroma-aktif bilesikler, fenolik
bilesikler, biyoaktivite
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ABSTRACT

Liquorice (Glycyrrhiza glabra L.) is a significant plant that has been used for medicinal and
industrial purposes since ancient times. This study aimed to optimize the production conditions of
liquorice juice and evaluate the effects of lactic acid fermentation on the bioactive and aroma-active
compounds of liquorice juice samples, as well as their potential health impacts. The optimization
study determined that the optimal conditions suggested by the Response Surface Methodology
(RSM) fulfilled the desirability criteria. These optimal conditions were identified as a temperature of
50°C, a solid-to-liquid ratio of 0.68, and a extraction time of 3 hours. Liquorice juices produced
under these optimal conditions were found to exhibit high total phenolic content, sugar content,
glycyrrhizic acid concentration, and antioxidant activity based on various analyses. Phenolic and
aroma compounds of liquorice juices were analyzed using LC-MS/MS and GC-MS, respectively.
Phenolic compounds such as liquiritin, isoliquiritin, isoviolanthin, and liquiritin apioside were
identified as dominant in liquorice root. Additionally, aroma-active compounds in the samples were
identified using the Aroma Extract Dilution Analysis (AEDA) method. According to AEDA results,
the characteristic aroma of liquorice juice was determined to originate from alcohols, ketones,
volatile phenols, and pyranones. Enzyme applications and fermentation were found to positively
influence the properties of liquorice juice, significantly enhancing phenolic content, antioxidant
activity, antihypertensive activity, and the in vitro bioavailability of bioactive compounds. Although
storage after fermentation led to a slight reduction in aroma, phenolic compounds, and antioxidant
activity of liquorice juice, these effects were not significant. Sensory analysis revealed that liquorice
juices fermented with Lactobacillus acidophilus and treated with enzymes received the highest
scores for aroma and overall acceptability, followed by samples fermented with Lactiplantibacillus
plantarum. As a result, this study recommends the production and consumption of fermented
liquorice juice for its health benefits and as a way to utilize liquorice roots more effectively in
Tirkiye.

Keywords: Glycyrrhiza glabra, fermented licorice juice, aroma-active compounds, phenolic
compounds, bioactivity
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABTS :2,2’-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (2,2-azinobis-3-
etilbenzotiyazollin-6-siilfonik asit)

ACE . Anjiyotensin doniigtiiriicii enzim

Adeg. Precision . Yeterli kesinlik

Adj R-Squared : Diizeltilmis R?

AEDA : Aroma Ekstrakt Seyreltme Analizi

°B : Briks

dk : Dakika

DPPH : 2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

FD : Flavor Dilution Factor (Aroma-aktif bilesiklerin seyreltme derecesi)

FID : Flame ionization detector (Alev iyonlasma dedektorii)

FO : Fermente olmayan meyan suyu

FOE : Fermente olmayan enzimli meyan suyu

g : Gram

GC : Gas chromatography (Gaz Kromatografisi)

GC-MS-0 : Gas Chromatography-mass spectrometry-olfactometry (Gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi-olfaktometri)

HPLC : High-performance liquid chromatography (Yiiksek performansli sivi
kromatografisi)

HS-SPME : Headspace Solid Phase Microextraction (Tepe Bosluklu Kat1 Faz
Mikroekstraksiyon)

LA : L. acidophilus ile fermente meyan suyu

LAE : L. acidophilus ile fermente enzimli meyan suyu

LC-DAD-ESI-MS/MS : Liquid chromatography coupled to diode array detection and electrospray
ionisation tandem mass spectrometry (Diyot array detekt6riine sahip sivi

kromatografisi ve elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle spektrometresi)

LP : L. plantarum ile fermente meyan suyu

LPE : L. plantarum ile fermente enzimli meyan suyu
LRI : Linear alikonma indeksi

kg : Kilogram

MRS : de Man, Rogosa and Sharpe

MS : Mass spectroscopy (Kiitle Spektroskopisi)

nm : Nanometre

OAV : Odor activity value (Koku aktiflik degeri)
PCA : Plate Count Agar

VIl



Pred R-Squared : Tahmini R?

PRESS : Predicted Residual Sum of Squares (Tahmini kalint1 hata kareleri toplami)
rpm : Dakikadaki devir sayis1

SAFE : Cozgen Yardimiyla Aroma Evaporasyonu
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1. GIRiS

Tirkiye sahip oldugu cografi konumu, iklimi ve giicli tarimsal potansiyeli gibi
ozelliklerinden dolay1 tibbi ve aromatik bitki yetistiriciligine oldukga elverisli bir yapiya sahip olup,
bu zengin hammaddelerden bitkisel ilag, bitki kimyasallari, gida ve katki maddeleri, eczacilik,
kozmetik ve parfiimeri gibi pek cok sanayinde yararlanilmaktadir. Meyan bitkisi sagliga yarari ve
essiz lezzeti ile bu alanda 6ne gikmaktadir. Ulkemizde 2013 yili verilerine gore toplam 43.804 ton
tibbi aromatik bitkiler ihra¢ edilmis ve bunlarda ekonomimize yaklagik 141.1 milyon dolar gelir elde
edilmigtir. Bu gelirin yaklasik %9’u meyan koklerinden saglanmistir (Aslan ve ark., 2015). 2018°de,
Tiirkiye 3.2 milyon dolar karsiligi 1.090 ton meyan kokii ihrag¢ etmistir. Bu rakamim 2002 yilinda
372.000 dolar karsilig1 655 ton oldugu bildirilmistir (Anonim, 2019). Ege ihracatc Birlikleri 2023
Baharat Ihracat Biilteni’nde verilen bilgilere gére meyan kokii ihracatini 2022 y1li igin 805.927 ton,
2023 yil1 Ocak-Nisan aylar1 igin ise 530.271 ton oldugu bildirilmistir (Anonim, 2023).

Meyan bitkisi (Glycyrrhiza glabra L.), antik ¢aglardan beri tibbi ve endiistriyel amagla
kullanilan 6nemli bir bitkidir. Ulkemizin cesitli bolgelerinde miyan, biyam, piyan gibi gesitli
isimlerle bilinen meyan bitkisi, rosaks takimin, Leguminosae familyasinin Glycyrrhiza cinsine ait bir
bitkidir (Kiling ve ark., 2014). Bu bitki, Tiirkiye’de genis bir yetisme dagilimi gostermekle birlikte
daha ¢ok Giineydogu ve Dogu Anadolu bdlgelerinde yetismektedir. Bitkinin diinya ¢apinda 12 tiirii
bulundugu bilinmektedir. Ulkemiz bu bitkinin anavatanlarindan biri olup, 6 farkli meyan tiiriine ev
sahipligi yapmaktadir (Zhang ve Ye, 2009; Akan ve Balos, 2008). Bu tiirler arasinda tibbi ve
endiistriyel amagli en ¢ok kullanilan baskin tiir Glycyrrhiza glabra’dir (Kwon ve ark., 2020).

Meyan kokii saglik ve kozmetik alanindaki kullanimlarinin yani sira hosa giden essiz
aromasi dolayisiyla cesitli gidalarin iiretiminde de kullanilmaktadir. Meyan kokiiniin gesitli ¢ay
inflizyonlarindaki kullaniminda tiiketiciler tarafindan begenilen sonuglar alinmistir (Wagner ve ark.,
2016). Ozellikle Avrupa ve Kuzey Amerika’da, en dnemli kullanimi, meyan kokiiniin 1sitilmasina
bagl olarak olusan karakteristik aromanin ¢esitli sekerlemelerde kullanilmasidir. Bu amagla un,
seker, glikoz surubu, jelatin ve tatlandiricilar ile karistirilan meyan kokii isitilarak sekerlemelere
farkli karakteristik aromanin kazandirilmasinda kullanilmaktadir. Amerika ve Avrupa’da yogun
olarak kullanilsa da meyan koki ekstraktinin tilkemizde kullanimi hala oldukga sinirli sayida ve yok
denecek kadar azdir. Gida sanayinde ¢ok genis uygulama alanlart olmasina ragmen, iilkemizde
bugiine kadar meyan kokiiniin kapsamli olarak incelendigi ¢alisma sayist da oldukga azdir. Meyan
bitkisi, tilkemizde bolgesel oranda sadece yaz aylarinda soguk serbet tiirii bir igecek olarak sinirli
tiikketilse de bitkinin katma degeri yiiksek iirlinlere islenerek degerlendirildigi ve endiistriye
kazandirildig bir uygulama ve iirlin maalesef mevcut degildir.

Meyan kokiiniin bilesiminde glisirizin (~%16), sekerler (%18’e kadar) flavonoidler,
saponoidler, steroller, nisastalar, amino asitler, fruktanlar, zamklar ve ¢esitli biyoaktif bilesikler

bulunmaktadir. Bu bilesikler igerisinde glisirizin glikozit miktar ve 6zellikleri bakimindan énemli
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bir bilesendir (Akan ve Balos, 2008; Hennell ve ark., 2008). Meyan kokiiniin en 6nemli biyoaktif
bilesenlerinden olan glisirizin, ¢ay sekeri olarak bilinen sakkarozdan 50-170 kat daha fazla tatliliga
sahip suda c¢oziinebilen bir pentasiklik triterpen glikozittir (Mukhopadhyay ve Pnja, 2008).
Glisirizinin glisemik indeksi yiikseltmeden istenilen tatlilig1 verebilmesi de saglik alaninda yogun
olarak kullanimimi desteklemektedir. Bu bilesik oksiiriikk suruplari, bitkisel takviyeler, sakizlar,
icecekler ve sekerleme gibi gida, sekerleme ve eczacilik iiriinlerinde diinya capinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Mukhopadhyay ve Pnja, 2008). Glisirizin, farmakolojik analizlerle tibbi 6nemi
kanitlanmis biyoaktif bir bilesiktir. Son yillarda meyan kokiiniin saglik {izerine etkilerinin
arastirildigit birgok calisma yapilmigtir. Bu c¢alismalardan glisirizinin, st solunum yollar
enfeksiyonu ve bronsite karsi mukolitik etki gosterdigi, bakteriostatik ve antiviral etkisinin oldugu,
gastrit ve llser tedavisinde antifilojistik ve spazmolitik etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Baek ve
ark., 2008, Mukhopadhyay ve Panja, 2008, Cheel ve ark., 2010). Ozellikle gosterdigi antiviral etki
ile aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve yapilan ¢alismalar sonucunda Covid-19 viriisiine kars1 etkili
oldugu ve tedavisinde kullanilmaya baslandigi belirtilmistir (Murck, 2020; Bailly ve Vergoten,
2020). Glisirizin ayrica, Amerika Birlesik Devletleri’'nde tatlandiric1 ve kopiiklestirici bir madde
olarak GRAS (genel olarak giivenli olarak kabul edilir) statiisiinde kabul edilmistir.

Son yillarda meyan kokiiniin bir besin takviyesi olarak kullanimmin giin gectikce arttig
gorlilmektedir. Meyan iizerinde yapilan calismalarda triterpenoidlerin (glisirizik asit) ve fenolik
bilesiklerin (likiritin ve likuiritigenin) 6nemli biyoaktif bilesikler oldugu bildirilmistir. Bu tiir
biyoaktif maddeler son yillarda fonksiyonel gida iiretiminde kullanilmakta ve biiyiik ilgi
gormektedir. Kanser Onleyici ajanlarin gelistirilmesi ¢alismalarinda, meyan koklerinde 7 adet fenolik
bilesik (formononetin, glabridin, hemiliokarpin, hispaglabridin B, isolikuiritigenin, 4’-O-
metiliilabridin ve paratokarpin B) izole edilmis ve bu bilesiklerden hispaglabridin B, isolikuiritigenin
ve paratokarpin B en giiclil antioksidan ajanlar olarak saptanmistir. Ayrica, isolikuiritigeninin 300
mg/kg’lik dozda uygulandiginda farelerde kolon ve akciger ttimorlerinin olusumunu engelledigi
bildirilmistir (Chin ve ark., 2007). Bunlara ek olarak, i¢erdigi biyoaktif bilesiklerden dolayr meyan
kokiiniin antidepresan, siroz ve antidiabetik tedavisinde de kullanildigi ayrica geleneksel tipta bogaz
agrisi, mide, bobrek, mesane hastaliklarinin ve dis agrilarimin tedavisinde kullanildigi da
bildirilmistir (Hedayati ve Ghoreishi, 2015). Meyan kokiiniin sagliga yararli oldukga fazla biyoaktif
bilesen igerdigi giiniimiizde bilinmektedir. Meyan kdokii, diinyanin en eski ve en yaygin kullanilan
bitkisel ilaglarindan biri olarak kabul edilmektedir ve Dogu ve Bati iilkelerinin farmakopelerinde yer
almaktadir. Geleneksel olarak solunum, sindirim, kardiyovaskiiler, genitoiiriner, goz ve cilt
rahatsizliklar1 ile antiviral etkileri i¢in kullanilmistir (Fiore ve ark., 2005). Meyan kokiiniin
antiiilserojenik etkisi ve gida bileseni olarak tiikketimi de bildirilmistir (Isbrucker ve Burdock, 2006).
Fakat her tirlinde oldugu gibi meyan kokiiniin de fazla tiiketiminin zararli olabilecegi de bildirilmis
ve meyan kokii serbetinin uzun siireli ve yliksek miktarlarda alinmasi durumunda, viicudun sodyum-

potasyum dengesi bozulabilecegi, 6dem olusabilecegi ve dolagim sisteminde bazi bozukluklar
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meydana getirebilecegi bildirilmektedir. Bu nedenle, hipertansiyon hastalig1 olanlar, hamile olanlar,
karaciger ve bobrek hastaliklar1 olanlar i¢in meyan kokili serbetinin uzun siiresi tiiketimi
Onerilmemektedir (Cubukgu Ve ark., 2002).

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, meyan bitkisi sagliga yararlarinin yani sira hosa giden essiz
aromasi nedeniyle de oldukea ilgi gérmektedir. Aroma maddeleri gidalarda duyusal ozellikleri
dogrudan etkileyen 6nemli bilesiklerdir. Bunlarin gidalardaki miktarlar1 genellikle litrede nanogram
ile miligram arasinda degisir ve miktarlar1 iizerinde gesit, iklim kosullari, olgunluk ile isleme
kosullar1 ve depolama gibi teknolojik islemler etkili olur (Riu-Aumatalell ve ark., 2004; Riu-
Aumatell, ve ark., 2005). Meyan kokii ve ekstraktlarinda bulunan anahtar aroma bilesenlerini ise
terpenoidler, furanlar ve asitler olusturmaktadir (Wagner ve ark., 2016; Wagner ve ark., 2017).
Gidalarda bu karakteristik kokuya neden olan aktif bilesiklerin belirlenmesi ¢ok hassas bir yontem
olan gaz kromatografisi kiitle spektrometresi olfaktometri (GC-MS-O) yontemi ile
gerceklestirilmektedir. Literatiirde meyan kokii ve iriinlerinin karakteristik aromasini olusturan
bilesikler ile ilgili sinirlt sayida veri bulunmaktadir (Wagner ve ark., 2016; Wagner ve ark., 2017),
arastirmalarin genellikle bu bitkinin biyoaktif 6zellikleri tizerine yogunlastig1 goriillmektedir.

Icerdigi cok cesitli biyoaktif bilesikler nedeniyle sagliga katkis1 oldukca fazla olan meyan
bitkisinin {iretimi ve tiiketimi ne yazik ki iilkemizde yerel captadir ve endiistriyel olarak
islenmemekte ve bu tirtin hammadde olarak ihrag edilmektedir. Meyan kokii iilkemizde genellikle su
ile ekstrakte edilmesi sonucu elde edilen serbet seklinde serinletici bir igecek olarak yaz aylarinda
tilketilmektedir. Meyan serbetinin tiiketimi tilkemizin daha ¢ok Dogu Akdeniz, Giineydogu ve Dogu
Anadolu Bélgelerinde yogunlasmistir. Hizla artan diinya niifusu ve gelisen teknoloji igerisinde,
insanlarin bilinglenmesiyle birlikte, dogal iirtinlere olan ilgi daha da artmistir. Son yillarda tiiketiciler,
gidalar hakkindaki bilinglenmenin de artmasiyla birlikte, dogal renk, tat ve aromaya sahip, en az
seviyede islem gormiis ve katki maddesi icermeyen gidalari tercih etmektedir. Halk arasinda gazh
iceceklerin gogunlukla tiikketilmesi ve bu igeceklere alternatif igeceklerin sektorel anlamda nispeten
az bulunmasi, meyan kokii serbeti gibi dogal ve daha saglikli i¢eceklere ilgiyi artirmaktadir
(Sarioglan ve Cevizkaya, 2016).

Meyan serbeti, giinliikk olarak su infiizyonu seklinde iiretilmekte ve tiiketilmektedir. Bu
serbetteki diigiik asitlik ve yiiksek su aktivitesi nedeniyle mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun
kosullar1 igermektedir ve bu nedenle iiretiminden yalnizca birka¢ giin igerisinde bozulmaya
ugramaktadir (Aday ve ark., 2018). Serbetin geleneksel iiretimi dogal mikrobiyal ylikiinii azaltacak
yonde bir 1s1l islem igermedigi i¢in ¢ok kisa siirede bozulma siireci yasanmaktadir (Pala ve ark.,
2017). Baran ve Fenercioglu (1991), oda sicakliginda depolanan serbetlerin bir hafta icinde
bulaniklik, tortu olusumu, renkte agilma ve gaz olusumu sonucu bozuldugu ve tiiketilemeyecek hale
geldigini bildirmislerdir. Geleneksel yontemlerle elde edilen serbet; meyan kokiinden, kullanilan
sudan ve hazirlama sirasinda ortaya ¢ikan mikrobiyal bulagmalardan dolay1r ¢ok sayida

mikroorganizma (yaklasik 5 log kob/mL) igcermektedir. Bu nedenle serbet ayni giin icerisinde
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hazirlanip tiiketilmis olsa bile tiiketici saglig1 i¢in bir risk olusturmaktadir. Bu riskin elimine edilmesi
ve meyan kokii serbetine raf dmrii kazandirilmasi icin meyan kokii serbetinin mutlaka bir isleme tabi
tutulmasi gerekmektedir.

Tiiketicilerin beklentilerini karsilamak amaciyla meyan kokii serbetine uygulanan 1sil
islemlerin mikrobiyal yiikii azaltarak raf dmriiniin arttirilmasini sagladigi bilinmesine ragmen, 1s1l
islem kaynakli olusan degisiklikler serbetin duyusal ve besin degerlerini olumsuz etkilemektedir
(Baran ve Fenercioglu, 1991). Isil islemin neden oldugu bu olumsuzluklar: 6nlemek igin son yillarda
alternatif yontemler iizerinde calismalar yapilmaktadir. Fermantasyon, ¢ok eski yillardan beri
uygulanmakta olan bir gida iretim ve koruma yontemidir. Sebze ve meyvelerin laktik asit
fermantasyonu ile dayanikli hale getirilmesi gesitli avantajlara sahip bir uygulamadir. Oncelikle,
iiriinler fermantasyon tamamlandiktan sonra lezzet ve yapi bakimindan hosa giden bir 6zellik
kazanmaktadir. Olusan laktik asit sayesinde {iriiniin raf émrii uzatilmakta, besin degerinde 6nemli
kayiplar olmadan uzun siire saklanabilmekte, igerdigi vitamin ve mineraller korunarak sindirilmesi
giic olan maddeler kolay sindirilebilir hale gelmekte, ayrica hastalik yapici mikroorganizmalarin
gelisimi de engellenmektedir (Tangiiler, 2010). Daha da 6nemlisi fermantasyon sonucunda tiriinlerin
biyoaktif 6zelliklerinin (antioksidan 6zellikleri, antimikrobiyel etkisi, fenolik bilesikler gibi) arttig
Onceki ¢alismalarda bildirilmistir (Kim ve ark., 2018; Bae ve ark., 2012; Kim ve ark., 2004).

Yukarida da bahsedildigi gibi, meyan bitkisi biyoaktif bilesenler a¢isindan oldukga
zengindir. Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alisma ile meyan kokiiniin igerdigi poli ve
oligosakkaritlerin probiyotik bakterilerin gelisiminde o6nemli rol aldigi ve gelisimi artirdigi
belirlenmistir (Tsirulnichenko ve Kretova, 2020).

Yukarida verilen bilgiler 1s1ginda, c¢alismamizin amaci meyan suyundan laktik asit
fermantasyonu ile yeni fonksiyonel bir icecek iiretilmesidir. Calismada, uygulanan fermantasyon
islemi ile duyusal ve besinsel bilesimi zenginlestirilmis yeni bir fermente tiriin elde edilmesinin yan1
sira, fermantasyon sirasinda kullanilacak farkli laktik asit bakterilerinden hem sagliga yararli ve hem
de lezzet olarak begenilen bir iiriin elde edilmesi amaglanmistir. Bu amaclar dogrultusunda ¢aligmada

gergeklestirilen islemler su sekilde 6zetlenebilir:

1) Optimize kosullarda tiretilmis meyan suyu ornekleri pastorize edilerek iki esit kisma
ayrilmis ve ¢ farkli sekilde (Lactiplantibacillus plantarum (1), Lactobacillus
acidophilus (2) ve L. plantarum + L. acidophilus (3)) fermente edilmistir. ikinci kistm
pastorize meyan suyuna acilik gidermesi i¢in pektolitik enzim uygulamasi yapilarak
benzer sekilde fermantasyona birakilmistir. Sonugta alt1 farkli fermente meyan suyu
elde edilmistir.

2) Uretilen fermente ve fermente olmayan meyan suyu érneklerinin genel analizler fenolik
bilesikleri (LC-DAD-ESI-MS/MS), aroma ve aroma-aktif bilesikleri (GC-MS-



3)

4)

Olfaktometri), seker, organik asit ve glisirizin igerikleri gibi analizleri yapilarak ayrimntilt
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Uretilen fermente ve fermente olmayan meyan suyu &rneklerinin icerdigi bilesenlerin
biyoyarayishliklarini arastirmak i¢in simiile in vitro gastrointestinal (GI) sindirim
modeli meyan Orneklerinde ilk kez uygulanmistir. Bu uygulama ile bilesiklerin
biyoyarayishliklart ve insan viicudu sindirim sistemi basamaklarina karst
dayanikliliklar1 belirlenmis ve son olarak,

Orneklerin sagliga yararlari da antioksidan, antimikrobiyel ve antihipertansif

aktiviteleri dlgililerek belirlenmistir.






2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Meyan Kékii Bitkisinin Ozellikleri

Meyan kokii, bazi Glycyrrhiza tiirlerinin (Fabaceae) koklerine ve siirgiinlerine verilen addir
(Sekil 2.1) ve insanlik tarafindan 4000 yildan fazla zamandir kullanilmaktadir (Nomura ve ark.,
2002). Babil ve Misir imparatorluklarindan dnceye dayanan Dogu ve Bat1 kiiltiirlerinde uzun bir
kullanim gegmisine sahiptir (Fenwick, 1990). Glycyrrhiza cins adi, Yunanca “tath kdk” anlamina
gelen “glykos” (tatli) ve “rhiza” (kok) kelimelerinden tiiretilmis olup, daha sonra Latince “liquiritia”
ve nihayet “licorice” olarak adlandirilmistir. Ticaretteki baglica iki formu, meyan koki (Liquiriti
radix) ve ekstrakti (Glycyrrhizae extractum crudum veya Succus liquiritiae) olarak bilinir (Isbrucker
ve Burdock, 2006). Antik Yunanlilar ve Romalilar, bu bitkileri ii¢lincii yiizyilda yetistirmislerdir.
Hipokrat, astim, kuru 6ksiiriik ve diger “go6giis hastaliklar1” tedavisinde meyan kokiinii regete olarak
kullanmig ve susuzlugu 6nlemekte etkili olduguna inanilmistir. Cin geleneksel tibbinda meyan kokii
(Gan Cao), en eski ve en yaygin olarak regete edilen bitkilerden biri olarak kalmakta ve veremden
peptik iilserlere kadar bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Davis ve Morris, 1991). Meyan
kokii, Hint Ayurveda sisteminde de 6ne ¢ikan bir yere sahiptir. Sanskritce’de klitaka, madhuka, yasti
veya Yastimadhuka olarak bilinen Glycyrrhiza glabra’nin burada bildirilen kullanimlari, akut ve
kronik zehirlenmelere karsi antidot karisimlarinda kullanilmasimin yam sira, sesin gii¢lendirilmesi,
viral solunum yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, kulak ameliyati yaralari, kan aliminda asir
kanama ve hepatit gibi akut ve kronik karaciger hastaliklar1 gibi rahatsizliklarin tedavisini de
icermektedir. Avrupa, Hint ve Cin gelenekleri, viral kaynakli larenjit, farenjit gibi ses
degisikliklerinde, muhtemelen viral kaynakli 6ksiiriikte, viral hepatitte ve kondilom ve iilser gibi

viral cilt hastaliklarinda antiviral etkilerden s6z etmektedir (Fiore ve ark., 2005).

¢

Sekil 2.1. Meyan bitkisi, yaprak ve kok gosterimi (Quir6és-Sauceda ve ark., 2016)



Glycyrrhiza glabra’nin dort ana g¢esidi bulunmaktadir. Akdeniz ve Kafkasya bolgelerinde
bulunan ve mavi ¢igeklere sahip olan Glycyrrhiza glabra L. var. Typica Reg. Et Herd., genellikle
Ispanyol veya Italyan meyani olarak adlandirilir. Glycyrrhiza glabra L. var. Violacea Boiss (Fars
veya Tiirk meyani) ve Glycyrrhiza glabra L. var. pallida Boiss. ise eski Mezopotamya bélgelerinde
yabani olarak bulunur. Mor c¢iceklere sahip olan ve Macaristan, Giiney Sibirya, Tiirkistan ve
Afganistan’da yetisen Glycyrrhiza glabra L. var. glandulifera (Waldst. Et Kit.) Reg. Et Herd. (bazen
G. glandulifera, G. hirsuta veya G. brachycarpa olarak da anilir), yaygin adiyla Rus meyani olarak
bilinir (Fenwick, 1990). Meyan bitkisi; Akdeniz iilkeleri, Ukrayna, Rusya, Pakistan, Hindistan ve
Tiirkistan’da yayilim gosterirken, Tiirkiye’de Ege ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde, 6zellikle
Mugla, Aydin, Kahramanmaras ve Urfa illerinde yetistirilmektedir (Karamanoglu, 1973).

Meyan kokii, Dogu ve Bati kiiltiirlerinde c¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde tibbi bir bitki
olarak kullanilmaktadir. Meyan, anti-enflamatuvar (Kim ve ark., 2006), anti-alerjik (Ram ve ark.,
2006), anti-kanser (Satomi ve ark., 2005), karacigeri koruyucu (antihepaprotektif) (Wu ve ark.,
2006), sinirleri koruyucu (noéroprotektif) ve hafizay: giiclendirici (Cherng ve ark., 2006) gibi gesitli
farmakolojik etkiler gostermektedir. Ayrica, kurutulmus meyan kokleri premenstriiel sendrom ve
menopoz semptomlarint hafifletmek amaciyla bitkisel takviye {irlinlerinde kullanilmaktadir.
Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri’nde satilan birgok menopoz takviyesinde meyan kokii &zii
bulunur; bu bitki, dstrojenik aktivite gosterdigi i¢in tercih edilmektedir (Geller ve Studee, 2005).

Glycyrrhiza tiirlerinden 300°den fazla bilesik tanimlanmis ve izole edilmistir, bunlar
arasinda triterpen saponinler ve flavonoidler en 6nemli biyoaktif bilesik siniflar1 olarak kabul
edilmektedir (Wang ve ark., 2013). Bu bilesenler arasinda, toplam kuru hammadde agirliginin %40-
50’sini olusturan biyolojik olarak aktif maddelerden olusan suda ¢oziinebilir bir kompleks 6ne
cikmaktadir (Nomura ve ark., 2002). Bu kompleksin 6nemli bir kismini triterpen saponinler,
flavonoidler, polisakkaritler, pektinler, basit sekerler, amino asitler, mineral tuzlari, mikro elementler
ve bazi diger maddelerin olusturdugu bildirilmistir (Tian ve ark., 2008; Sharma ve Agrawal, 2013;
Tsirulnichenko ve Kretova, 2020).

Meyan bitkisinin temel 6zelliklerinden biri olan tatli tadi, biiyiik oranda triterpen saponinlere
baglidir. Bu bilesikler, meyanin ayirt edici kimyasal bilesenleri olup, tatlandiric1 6zelliklerinin yani
sira ¢esitli biyolojik aktivitelere de sahiptirler (Zhang ve Ye, 2009). Cogu meyan kokii saponini
glukuronit formundadir. Aglikonlari, 11-0x0-12-en, 12-en, 11,13(18)-dien veya 9(11),12-dien
iskeletine sahip oleanan tipi bes halkali triterpenlerdir ve 33-OH, 24-OH, 22p3-asetoksi, 30-COOH
veya 29-COOH gibi islevsel gruplar igerirler. Baz1 meyan saponinlerinin lakton halkalari barindirdigi
da bildirilmistir (Zhang ve Ye, 2009). Meyan kokiiniin temel tatlandirict bileseni olan ana triterpen
saponin bilesigi glisirizin (veya glisirizinik asit) olarak bilinmktedir. Bu bilesik, iki glukuronik asit
iceren hidrofilik bir par¢a ve glisiretik asit adi verilen hidrofobik bir kisimdan olugmaktadir ve
sakkarozdan 30-50 kat daha tathidir (Kondo ve ark., 2007; Asl ve ark., 2008). Meyanin biyoaktif

ikincil metabolitleri arasinda flavanonlar, flavanonoller, kalkonlar, izoflavanlar, izoflavenler,
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flavonlar, flavonoller, izoflavonlar ve izoflavanonlar da bulunmaktadir. Bunlardan baskin olarak
bulunanlarin flavanonlar ve kalkonlar oldugu bildirilmistir (Zhang ve Ye, 2009). Meyanin sari rengi,
likiritin ve izolikiritin gibi flavonoid igeriklerinden kaynaklanmaktadir. Meyanin biyoaktif ikincil
metabolitlerinden biri olan glabren, G. glabra’dan izole edilen ve farkli dokularda Gstrojen reseptorii
(ER) antagonist etkisi ve Helicobacter pylori’ye karsi in vitro antimikrobiyal aktivite gdsteren bir
izoflavan 6rnegidir (Tamir ve ark., 2001; Fukai ve ark., 2002).

Meyan kokiinde bulunan ikincil metabolit seviyeleri, tiir (G. uralensis, G. glabra veya G.
inflata), cografi kaynaklar, hasat ve isleme siire¢lerine gére 6nemli 6l¢iide farklilik gostermekte ve
bu durum bitkinin farmakolojik ozelliklerini de etkilemektedir (Li ve ark., 2000). Likiritigenin,
likiritin, izolikiritigenin ve izolikiritin bilesiklerinin her ii¢ meyan koki tiiriinde de bulundugu
bildirilmistir. G. glabra ve G. inflata, benzer miktarlarda glisirizin, likiritin, likiritin apiosit,
izoliquiritin, izoliquiritin apiosit ve likiritigenin icerirken, G. uralensis’in daha yiiksek miktarda
likiritin, izolikiritin ve likiritigenin igerdigi belirlenmistir (Kondo ve ark., 2007). Baz1 bilesikler
yalnizca bir meyan tiirinde bulunur; 6rnegin, glabridin sadece G. glabra’da bulunurken,
glikokumarin sadece G. uralensis’te, likokalkon A ise yalnizca G. inflata’da yer alir. Bu nedenle,
meyan kokii igeren {irlinlerin ve 6zellikle diyet takviyelerinin tekrarlanabilir etkinligi ve giivenligini

saglamak igin kalite kontrolii kritik 6neme sahiptir (van Breemen, 2015).

2.2. Meyan Kokii ve Uriinlerinin Biyoaktif Ozellikleri

Onceki calismalarin genel olarak meyan kokiinden cesitli ¢dzgen ve yontemlerle elde edilen
ekstraktlarinin antimikrobiyal ve biyoaktif 6zellikleri {izerinde yogunlasmis oldugu goriilmektedir.
Yapilan en eski calismalardan biri, t¢ farkli meyan kokiinii fenolik bilesimlerine gore
smiflandirmaktadir (Hatano ve ark., 1991). Calismada, Glychyrrhiza uralensis, G. glabra ve G.
inflata’min kokleri veya rizomlar1 ve gesitli bolgelerden veya tilkelerden alinan ticari meyan kokii
ornekleri, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile analiz edilmis ve tiirlerin fenolik
bilesiklerine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. G. uralensis koklerinin, diger tiirlerde
bulunmayan likopiranokumarin, glisikumarin ve likokumaron bilesikleri ile; G. glabra’nin ise
glabridin ve glabren bilesikleri ile karakterize edildigi bildirilmistir. Bu bilesiklerden farkli olarak,
G. inflata kokleri likogalkone A ve B bilesikleri ile diger tiirlerden ayrilmistir. Ayrica bu 6rneklerden
elde edilen ekstraktlarin ksantin oksidaz ve monoamin oksidaz enzimlerini engelleyici 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir.

Son zamanlarda, meyan kokii flavonoidleri, yapisal ¢esitlilikleri ve antikanser, anti-
inflamatuar, immiinomodiilator, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif aktiviteleri igeren giiclii
farmakolojik etkileri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Bugiine kadar meyan kokiinden bir¢ok
flavonoid ve triterpenoid saponin izole edilmis ve tammlanmistir (Cheng ve ark., 2021). Bununla
birlikte, meyan kokii fenolik bilesiklerinin ekstraksiyon ve saflastirilmasinin, benzer alikonma

zamanlarina sahip ¢ok sayida benzer bilesigin varligindan dolay1 zor oldugu bildirilmistir. Meyan
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kokii saponinlerinin, ters fazli sivi kromatografisinde benzer tutulma davranislar1 gosterdikleri igin
fenolik bilesiklerin ayrilmasinda zorluklar oldugu belirtilmistir (Komes ve ark., 2016).

Liu ve Liu 1991 yilinda Gansu Eyaleti ve Xinjiang Ozerk Bolgesi’nde yetisen yeni bir tiir
olarak bildirien Glycyrrhiza cinsine ait bir tiir olan G. eurycarpa P. C. Li bitkisinin kimyasal
bilesenlerini incelemistir. Calismada, ozellikle bu tir meyan kokiinden dort farkli flavonoid
glikozidin izole edilmesi ve kimyasal yapilarimin aydinlatilmasi gergeklestirilmistir. Fiziksel ve
kimyasal sonuglar ile spektroskopik veriler (UV, IR, MS, 'HNMR ve *CNMR) temelinde, bilesik I
yeni bir izoflavon diglikozid olarak dogrulanmistir. Yapisi, formononetin-7-O [-D-apio-beta-D-
furanosil (1—2)]-beta-D-glukopiranozit olarak belirlenmistir. Bu yeni bilesik glikirozit olarak
adlandinlmigtir. Diger ii¢ bilesen (II-IV) ise sirastyla likiritin, isolikiritin ve saftozit olarak
tanimlanmugtir.

Vaya ve ark. (1997) yapmis olduklari bir aragtirmada, Glycyrrhiza glabra bitkisinin kokiinde
dogal olarak bulunan bilesiklerin LDL oksidasyonuna kars1 gosterdikleri antioksidan 6zelliklerini
analiz etmislerdir. Antioksidan kapasiteye sahip G. glabra’dan izole edilen bilesikler; izoflavanlar
grubundan hispaglabridin A, hispaglabridin B, glabridin ve metillablabidin; izoprenilkolikon tiirevi,
izolikiritigenin ve formononetin olarak HPLC analizi ile tanimlanmistir. Bu bilesikler arasinda,
glabridinin ham ekstraktin %11,6’smn1 olusturdugu bildirilmistir. izole edilen bilesiklerin antioksidan
kapasiteleri, B-karoten yikimina ve LDL oksidasyonuna kars1 test edilmistir. Caligmada elde edilen
sonugclar, bilesenlerin, LDL oksidasyonuna kars1 gii¢clii antioksidanlar oldugunu ve meyan kokiinde
dogal olarak bulunan glabridinin ise bu bilesenler arasinda 6ne ciktigin1 belirtmektedir. LDL
oksidasyonu erken aterosklerotik lezyon olusumunda 6nemli bir olay oldugundan, bu dogal
antioksidanlarin ~ kullaniminin aterosklerozu azaltmak i¢in faydali olabilecegi ¢alismada
belirtilmistir.

Meyan kokii icerdigi fenolik bilesikler bakimindan oldukea yiiksek kapasitesi ile iyi bir
biyoaktif bilesik kaynagidir. Ozellikle meyan kokiinde bulunan likiritin ve tiirevlerinin dnemli
biyoaktif bilesikler oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2013; Qiao ve ark., 2015).

Glycyrrhiza tiirlerinden 300’den fazla farkli flavonoid izole edilmistir. Bu flavonoidler;
flavanonlar, izoflavanlar, kalkonlar, izoflavenler, flavonlar, izoflavanon ve izoflavonlari
icermektedir. Bu gruplar i¢inde flavanonlar ve kalkonlarin daha baskin oldugu bildirilmistir (Zhang
ve Ye, 2009). Flavonoidler Glycyrrhiza glabra L. nin sar1 renginden sorumludur. Meyan bitkisinde
belirlenen baglica flavonoidler; likiritin, likiritigenin, ramnolikiritin, neolikiritin, izolikiritigenin,
izolikiritin ve glabridin’dir (Williamson, 2003).

Antikanserojen etki gosterdigi bilinen bir flavonoid olan ve meyan kokiinden izole edilen
likokalkon A iizerine yapilan bir arastirmada (Fu ve ark., 2004) prostat kanserini dnleyici etkisinin
aragtirilmasi i¢in androjenden bagimsiz p53-null PC-3 prostat kanseri hiicreleri kullanilarak LA
kaynakli biiyiime kontrolii ve apoptoz indiiksiyonu arastirilmistir. LA diisiik diizeyde apoptozu

indiiklemis, ancak siklin B1 ve cdc2’nin baskilanmasi ile birlikte hiicreleri G2/M’de tutuklayan hiicre

10



dongiisii ilerlemesi iizerinde daha belirgin bir etkiye sahip olmustur. Ayrica Rb fosforilasyonunu,
ozellikle T821’in fosforilasyon durumunda degisiklik olmaksizin S780 fosforilasyonunu inhibe
etmis, siklin D1’in azalmasiyla es zamanli olarak transkripsiyon faktorii E2F’nin ekspresyonunu
azaltmis, CDK 4 ve 6’nin asag1 regiilasyonunu saglamis, ancak siklin E ekspresyonunu artirmistir.
Elde edilen bulgular, LA’nin kemopreventif bir ajan olarak diisiiniilebilecegini ve antikanserojen
ozelliklerinin daha fazla arastirilmasi gerektigini géstermistir.

Al-Bachir ve Zeinou (2005), yiiriittiikleri bir caligmada 6giitilmiis meyan kokleri 3 farkli
tanecik boyutunda (ince tanecikler <0.35 mm, orta: 0.35-8.0 mm ve kaba tanecikler>8.0 mm ¢apinda)
80Co kaynagindan 5, 10, 15 ve 20 kGy gama radyasyonuna maruz birakmuslardir. Isinlama sonrasinda
ogiitiilmiis koklerin mikrobiyal popiilasyonu ve ekstraktlarinin 6zellikleri (glisirizinik asit, toplam ve
inorganik ¢6ziinmiis kati1 madde konsantrasyonlari), mineral iyonlar1 (Ca™ ve K¥), pH ve EC
degerleri degerlendirilmistir. Sonuglar, 6&iitiilmiis meyan kdklerinin ince pargaciklarinin mikrobiyal
sayisinin 108 g, kaba parcaciklarminkinin ise 10° g oldugunu gostermistir. Kaba partikiillerden
uiretilen ekstrakt, ince partikiillerden tiretilenlere kiyasla daha diisiik toplam ve inorganik ¢oziinmiis
katt madde, mineral iyonlar1 (Ca™ ve K¥), pH ve EC degerlerine sahip oldugu belirtilmistir. Gama
1sinlamasi ile muamele edilen meyan koklerinin tim boyutlari, muamele edilmeyenlere kiyasla
onemli 6l¢iide (P<0.05) daha diisiik mikroorganizma sayisina sahip oldugu bildirilmistir. Mikrobiyal
yiikii gram bagina 10 bakterinin altina diisirmek i¢in gereken doz, ince parcacik i¢in 15 kGy ve kaba
ogiitiilmiis icin 10 kGy oldugu ve gama 1smlamasinin iri pargacikli meyan kdklerinden firetilen
ekstraktlardaki glisirizinik asit konsantrasyonlarini azalttig1 bildirilmistir.

Nagai ve ark. (2006) yaptiklar arastirmada, Cin meyan kokii olarak bilinen Glycyrrhiza
uralensis ve Glycyrrhiza yabani bitkilerinden hazirlanan meyan kokiiniin kimyasal ve farmakolojik
ozelliklerini karsilastrmislardir. Insanlar tarafindan ekilen 4 yillik Glycyrrhiza uralensis’in
kaynatilmig su ekstraktinin ve Glycyrrhiza yabani bitkisinin fare dokusunda karbakol kaynakli
kasilma tizerindeki spazm Onleyici etkisinin benzer oldugu goriilmiistir. (ED50: 13421 mg/ml vs.
13416 mg/ml). Buna ek olarak G. uralensis’in antispazmatik ve tiire 6zgii bir bileseni olan
glikokumarin igeriginin de her ikisinde benzer oldugu belirtilmistir (0.100.02% vs. 0.100.06%).
Yiiriiten bu arastirmada, Glycyrrhiza yabani bitkilerinin yogunlugunun azalmasi durumunda; ekilen
Glycyrrhiza uralensis meyan kokiiniin iyi bir ikame olarak kullanilacagi sonucuna varilmigtir.

Antioksidanlar bir hedef molekiile oksidatif hasar1 geciktiren, 6nleyen veya ortadan kaldiran
maddelerdir. Alzheimer, kanser, kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklara yol acabilen serbest radikalleri
noétralize ederek viicudun redoks potansiyelini dengelemeleri sayesinde oksidatif hiicre hasarini
onleme yetenekleri agisindan 6nemli olduklar1 i¢in beslenme diinyasinin temel bilesikleri haline
gelmislerdir (Jiménez-Morales ve ark., 2022). Antioksidan kapasite kavrami ise bilesiklerin serbest
radikallerle reaksiyona girme kabiliyetini ifade etmek i¢in kullanilir, ayrica oksidasyon islemlerini
inhibe etme kabiliyeti olarak da tanimlanir (Pozo-Martinez ve ark., 2022). Glycyrrhiza glabra L.,

Syzygium aromaticum, Myristica fragans ve Amomum subulatum ile metal selatlama aktivitesi,
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Yadav ve ark. (2007) tarafindan in vitro olarak antioksidan ozellikleri agisindan test edilmistir.
Glabridin bilesiginin LDL oksidasyonuna kars: giiclii bir antioksidan oldugu bildirilmistir. Ayrica,
DPPH radikal temizleme aktivitesi ve ferrik indirgeyici antioksidan giicli (FRAP) si¢an karacigerinde
olgililmiis ve elde edilen sonuglar, Glycyrrhiza glabra L. bitkisinin diger 6rneklere kiyasla daha giiglii
antioksidan aktivite gosterdigi ve insan sagligi iizerinde faydali etkileri olabilen tiirler arasinda
oldugu belirtilmistir.

Tiirkiye’de yetisen meyan kokiiniin, toplam fenolik madde, antioksidanlar, mineral igerikleri
ve antibakteriyel etkinliklerinin incelendigi bir ¢alismada, meyan kokiinde toplam fenolik madde
miktarimi 12,88 pg gallik asit esdegeri/mg olarak belirlenmistir (Ercisli ve ark., 2008). En yiiksek
antioksidan aktivitesi ise %88,7’lik meyan kokii ekstraktinda 800 pg/mL olarak bulunmustur. Meyan
koklerinin metanol ile ekstraksiyonunun, Agrobacterium tumefaciens’e karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve Pseudomonas syringae pv. tomato
bakterileri iizerinde ise antibakteriyel aktivite gostermedigi bildirilmistir.

Visavadiya ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, meyan kokii ekstraktinin
(Glycyrrhiza glabra) antioksidan 6zelligini in vitro modelle degerlendirilmesi amaglanmistir. Sulu
ve etanolik ekstraktlar; nitrik oksit, siiperoksit, hidroksil, DPPH ve ABTS radikallerine kars1 giderme
aktivitesi gostermistir. Ayrica, her iki ekstrakt da giiclii indirgeme giicii ve demir selatlama kapasitesi
gostermistir. Aym zamanda Fe?/askorbat sisteminde, her iki ekstraktin da mitokondriyal fraksiyon
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Bakir katalizli insan serumu ve diisiik yogunluklu
lipoprotein oksidasyon modellerinde her iki ekstrakt da oksidasyon hizi, konjuge dienler, lipid
hidroperoksitler ve tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumunun dismesiyle birlikte lag faz
asamasini 6nemli 6l¢iide uzatmigtir. Calisma sonucunda meyan kokii etanolik ekstraktinin giiclii
antioksidan kapasitesine sahip oldugu ve insan lipoprotein oksidatif sistemine kars1 koruyucu bir
etkisinin oldugu belirtilmistir.

Tohma ve ark. (2010), Tiirk meyan kokii olarak bilinen Glycyrrhiza glabra L. bitkisinin kok
ve kabuklarmin liyofilize sulu ekstrakt ve etanol ekstraktinin antioksidan ve radikal giderme
aktivitesini; DPPH" giderme aktivitesi, ABTS™ giderme aktivitesi, DMPD giderme aktivitesi, O>™
giderme aktivitesi, Fe¥*-Fe?* ve Cu?*-Cu* indirgeme yetenekleri, H,O: giderme ve demir iyonlar
(Fe?*) selatlama aktiviteleri, toplam antioksidan aktivite gibi cesitli in vitro antioksidan Slgiimleri
kullanarak arastirmiglardir. Tiirk meyan koklerinin toprak {istii kisimlarinin sulu ekstresi, toprak tistii
kisimlarinin etanol ekstresi, kok kisimlarinin sulu ekstresi ve kok kisimlarinin etanol ekstresi 30
ug/mL konsantrasyonda linoleik asit emiilsiyonunun lipid peroksidasyonunu sirasiyla %87,9, 83,6,
88,6 ve 80,1 oraninda inhibe ettigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda, a-tokoferol ve troloks sirasiyla
%68,1 ve %81,3 oraninda inhibisyon gostermistir.

Kanimozhi ve ark. (2011), G. glabra L. yapraklarinin etanolik 6ziitiiniin, albino sicanlarda
1,4-diklorobenzen kaynakli karaciger karsinojenezinde giiclii antioksidan aktivite gosterdigini

belirlemistir. Ayrica hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yag ve fitokimyasal bilesimi Gaz

12



Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) analizi ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda, G.
glabra’nin, en iyi antioksidan potansiyelini ve silimarin gibi karaciger koruyucu etkilerini sergiledigi
bildirilmistir.

Gabriele ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir arastirmada, meyan koki ekstraktinin
antioksidan kapasitesi, DPPH yontemiyle incelenmistir. Bu calismada, ham kuru koklerin
ayristiritlmasi ve toz haline getirilmesi sonucunda elde edilen sar1 (i¢ kisim) ve kahverengi (kabuk
kismi) kok tozlari, ¢esitli ¢oziiciiler (Et20, AcOEt, MeOH ve BuOH) ile Soxhlet ekstraksiyonu
yontemiyle ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstraktlar, DPPH radikali ile reaksiyona girerek
absorbansindaki renk degisimiyle antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. En yiiksek antioksidan
aktivite (%98,39), kahverengi tozun dietil eter ekstraktinda 3,33 mg/mL konsantrasyonda
gbzlemlenmistir. Ayrica, ekstraktlarin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
belirlenmis ve gram kuru ekstrakt bagina miligram gallik asit es degeri olarak ifade edilmistir. Analiz
sonuclari, meyan kokii korteksinin Et;O ekstraktinin potansiyel olarak gida, kozmetik veya
farmasotik uygulamalarda dogal bir antioksidan katki maddesi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Fu ve ark. (2013) meyan kokii ekstraktindan 6 flavonoid ((5-(1,1-dimetilallill)-3,4,4’-
trihidroksi-2-metoksikalkon, likokalkon B, likokalkon A, eg¢inatin, glisikumarin ve gliurallin B)
bilesigini izole etmislerdir. Tiim izolatlarin yapilar ¢esitli spektroskopik yontemler kullanilarak
analiz edilmis ve antioksidan ve anti-inflamatuar deneylerle test edilmistir. Likokalkon B, e¢inatin,
glisikumarin ABTS+ radikaline kars1 giiclii giderme aktivitesi gostermistir. (5-(1,1-dimetilallill)-
3,4,4’-trihidroksi-2-metoksikalkon ve eginatin, RAW 264.7 hiicrelerinde lipopolisakkarit ile
indiiklenen reaktif oksijen tirleri (ROS) tiretimini doza bagli olarak inhibe etmistir. Ayrica, 5-(1,1-
dimetilallill)-3,4,4’-trihidroksi-2-metoksikalkon ve glisikumarin bilesiklerinin lipopolisakkarit ile
indiiklenen makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit (NO), interlokin-6 (IL-6) ve prostaglandin E2 (PGE2)
iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir.

Karami ve ark. (2013) tarafindan 2010 yilinin Ocak ve Ekim aylarinda olmak iizere farkl
zamanlarda hasat edilmis meyan koklerinin kimyasal bilesenleri belirlenmis ve etanolik meyan kokii
ekstraktlarinin bazi patojenik bakterilere karsi antibakteriyel etkisi ve antioksidan aktiviteleri
aragtirmiglardir. Ekim ayinda hasat edilen meyan koklerinin yiiksek miktarda nem igerdigi
belirlenirken; Ocak ayinda hasat edilen meyan koklerinin seker, protein, kiil, fenolik bilesenleri
yiiksek miktarda i¢erdigi belirlenmistir. Arastirmacilar, Ocak ayinda hasat edilen meyan koklerinin
daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Antimikrobiyal aktivite bir
mikrodiliisyon teknigi (ELISA) kullanilarak insanlar i¢in patojen Salmonella Entritidis (gr-),
Escherichia coli (gr-), Bacillus cereus (gr+) ve Staphylococcus aureus (gr+) gibi baz1 bakterilere
kars1 degerlendirilmistir. incelenen meyan kokleri hem test edilen Gram pozitif hem de Gram negatif

bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite sergilemistir.
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Meyan kokiinden hekzan ve diklorometan ile elde edilen ekstraktlarin disk difiizyon ve
mikrodiliisyon broth metotlar1 kullanilarak insan ve balik patojeni mikroorganizmalara karsi
aktiviteleri incelenmistir (Asan-Ozusaglam ve Karakoca.,, 2014). Elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi; toplam antioksidan aktivite, DPPH aktivitesi, demir iyonu indirgeme giicii ve
bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi testleri ile belirlenmistir. Ayni1 zamanda &rneklerin
toplam fenolik ve flavonoid igerigi de belirlenmistir. Antimikrobiyal 6zelligine bakildiginda; meyan
kokii ekstraktlarinin test edilen tiim klinik ve gida kaynakli patojen mikroorganizmalara kars giiclii
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Streptococcus agalactiae tiim balik patojenleri
arasinda diklorometan ekstraktina karsi daha yiiksek bir duyarlilik sergilemistir. Diger yandan
hekzan ve diklorometanin serbest radikal giderme aktivitesi test edilmistir; IC50 degerleri sirasiyla
579.98 ug/ml ve 111.49 pg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar meyan kokiinden elde edilen
dikolorometan ekstraktinin hekzan ekstraktina kiyasla daha giiclii bir antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu ortaya koymustur. Arastirma sonucunda, her iki ekstraktin da sahip olduklar
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri sayesinde potansiyel bir biyokoruyucu olarak
kullanilabilecekleri bildirilmistir.

Martins ve ark. (2015) meyan kokiiniin fenolik bilesenlerini ve antioksidan aktivite
degerlerini arastirmislardir. Meyan kokiiniin metanol/su ekstraktinin antioksidan potansiyeli,
ekstraktta tanimlanmis olan flavonlar (esas olarak apigenin ve tiirevleri), flavanonlar (esas olarak
liquirintin ve tiirevleri), metillenmis bir izoflavon ve bir kalkon ile iliskilendirilmistir. Lipid
peroksidasyon inhibisyonu en belirgin antioksidan etki olarak belirtilmistir (TBARS ve -
karoten/linoleat deneylerinde sirasiyla EC50=0,24 pg/mL ve 22,74 pg/mL). Bunu serbest radikal
giderme aktivitesi (EC50=111,54+6,04 ng/mL) ve son olarak indirgeme giicti (EC50=128,63 pg/mL)
izlemistir. Sonuglanan tiim analizler, meyan kokii ekstraktinin ilag, kozmetik ve gida sanayiinde iyi
bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Karami ve ark. (2015) tarafindan yapilan arastirmada meyan kokiindeki fenolik bilesiklerin
mikrodalga uygulamasi ile ekstraksiyon kosullar1 yanit yiizey yontemi kullanilarak optimize
edilmistir. Arastirilan parametreler; ¢6zgen (%80 etanol, %80 metanol ve su), stvi/katt orani (10:1—
25:1) ve siire (2-6 dk) olarak belirtilmistir. Deneyler, merkezi kompozit donebilen tasarima gore
tasarlanmigtir. Sonuglar, ekstraksiyon kosullarinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimi ve
antioksidan kapasiteleri iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermistir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon yonteminde optimum kosullara bakildiginda; etanol (%80) solvent olarak kullanilmis,
ekstraksiyon siiresi 5-6 dakika olarak belirlenmis ve 12.7/1 sivi/katt oraniyla c¢aligilmigtir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen sonuglar Soxhlet ekstraksiyonu ile
kiyaslanmigtir. Soxhlet ile calisildiginda optimum kosullar; 6 saat ve %80 etanol olarak
belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin miktar1 ve meyan kokiiniin mikrodalga destekli (MAE) ve Soxhlet
ekstraksiyon verimleri sirasiyla 47.47 mg/g ve %16.38, 41.709 mg/g ve %14.49 olmustur. Elde

edilen bulgular MAE’nin Soxhlet’e gore daha etkili bir ekstraksiyon yontemi oldugunu gostermistir.
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Meyan kokii ekstraktinin biyoaktif bilesenlerinin incelendigi baska bir calismada meyan
kokiiniin ana bileseni olan glisirizik asidin antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu ve
konsantrasyonun %5,82 olarak ol¢iildiigi bildirilmistir (Patriche ve ark., 2015). Sulu meyan koki
ekstraklarinda biyoaktif bilesenlerin konsantrasyonu zamana bagli olarak azalmistir. Elde edilen
ekstraklarin antimikrobiyal aktivitesi, agar difiizyon metodu ile test edilmis olup, Bacillus sp. ve
koliformlara kars1 giiglii bir aktive gostermistir.

Ulkemizde meyan kokii iizerine yapilan calismalar olduk¢a sinirhidir. Pala ve ark. (2016)
yiiksek hidrostatik basing teknolojisi (YHB) ile meyan kokii (Glycyrrhiza glabra L.) serbetinin raf
Omriiniin arttirilmasini arastirmiglardir. Mikrobiyolojik analizlerin (maya, kiif, toplam koliform,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Listeria innocua) agirlikli oldugu bu c¢aligmada
fizikokimyasal kalite parametreleri (toplam fenolik, toplam flavonoid, glisirizik asit, antioksidan
kapasite, pH ve suda ¢oziinlir kuru madde) {izerine etkileri aragtirllmistir. Caligmada, 40-75°C
araliginda sicaklik uygulamalarinin son iiriiniin mikrobiyolojik kalitesini olumlu yonde gelistirmekle
birlikte biyoaktif bilesenlerin meyan suyuna gecisini istatistiksel olarak onemli diizeyde arttirdigi
bildirilmistir.

Diger bir calismada ise geleneksel meyan kokii serbeti hazirlama siirecinde farkli sicaklik
uygulamalarinin (25, 40, 75°C) serbetin mikrobiyolojik kalitesi ve biyoaktif bilesenleri iizerine etkisi
arastirilmigtir.  Spektrofotometrik yontemler kullanilarak orneklerin fenolik bilesik miktarlar
(toplam fenol, toplam flavonoid), suda ¢oztiniir kuru madde ve pH analizleri yapilmistir (Pala ve ark.,
2017). Calismada, sicaklik ve siirenin meyan kokii ekstraksiyonuna etkisi ve ekstraksiyon kinetiginin
modellenmesi de yapilmistir.

Durmaz ve ark. (2018), Hatay bolgesinde yetisen meyan bitkisinden elde ettikleri
ekstraktlarin antioksidan ve antibakteriyel oOzelliklerini arastirmiglardir. Meyan bitkisinin
antibakteriyel ozelliklerini, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium suslarini kullanarak disk difiizyon
yontemi ile belirlemislerdir. Tam otomatik kolorimetrik yontemi kullanilarak meyan kokii
ekstraktlarinin antioksidan ozelliklerini belirlemiglerdir. Arastirmacilar, meyan kokiinin su
ekstraktlarinin diisiik seviyede, etanol ekstraktlarmin ise yiiksek seviyede B. cereus’a karsi
antibakteriyel ozellik gosterdigini belirlemis, etanolik ekstraktlarinin antibakteriyel madde olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Antioksidan seviyesi bakimindan ise su ve etanol ekstraktlarinin
potansiyele sahip oldugu saptanmustir.

Aday ve ark. (2018), meyan kokii serbetine yliksek basing uygulamasimin mikrobiyel,
fizikokimyasal, biyoaktif bilesikler ve duyusal 6zellikler tizerine etkisi arastirmislardir. Calismada
orneklere 1 ve 5 dakika siireyle, 250, 355, 450 Mpa basing seviyeleri uygulanmistir. 355 Mpa-1
dakika ve 250 Mpa-5 dakika basing siire kombinasyonlarinda maya, kiif ve toplam koliformlarin
inaktif oldugunu bildirmislerdir. Yapilan basing uygulamasinin érneklerin pH, ¢oziinebilir katilar,

toplam flavonoidler, antioksidan aktivite ve glisirizik asit i¢erigini 6nemli diizeyde degistirmedigi ve
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meyan koki suyunun raf Omriinii uzatmak igin Ornegin fizikokimyasal kompozisyonunu
degistirmeden kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Bu doktora tezinin konusunu olusturan fermente meyan suyu ile ilgili olarak tilkemizde
incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Diinya literatiiriinde ise sadece Mousavi ve
Mousavi (2019) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, Lactiplantibacillus plantarum ile probiyotik
fermentasyonun meyan kokii ekstraktinin kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerine etkisi arastirilmastir.
Meyan kokii ekstraktlar1 farkli konsantrasyonlarda yiiksek fruktozlu misir surubu ilavesi ile
fermantasyona tabii tutulmus ve olusan fermente triinlerin seker ve asitler dahil olmak {izere ana
metabolitlerindeki degisiklikleri HPLC ile analiz edilmistir. Caligmada ayrica, antioksidan aktivite
ve fenolik bilesiklerin degisimi fermantasyon siiresince izlenmistir. Elde edilen veriler, L.
plantarum’un meyan kokii ekstraktinda farkli kosullarda gelistigini ve 48 saat sonra 108 kob/ml’lik
bir popiilasyona ulastigin1 gdstermistir. Baglangicta daha diisiik seker konsantrasyonuna sahip
orneklerde, L. plantarum’un 6rnekteki hemen hemen tiim mevcut glikozu tlikettigi belirlenmis ve
meyan kokii ekstraktindaki seker yiizdesi artirilarak, glikoz ve fruktoz orani Onemli Olciide
azaltilmigtir. Tiim 6rneklerde fermantasyon sirasinda malik asit konsantrasyonu 6nemli derecede
azalmis ve laktik asit ana fermantasyon tiriinii olarak olusmustur. Meyan kokii ekstraktinin toplam
fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesinin, fermentasyondan sonra Onemli Olc¢lide arttigi
bildirilmistir. Bu aragtirmadan, fermente meyan kokii ekstraktinin yeni nesil fonksiyonel igeceklerin
formiilasyonu i¢in umut verici bir kaynak olabilecegi sonucuna varilabilmektedir.

Fermente meyan kokii iizerine yapilan bir bagka ¢alismada meyan kokiindeki bilesenlerin
kapsamli bir sekilde analiz edilmesi amaglanmistir (Wang ve ark., 2023). Cesitli biyoinformatik
yontemlerle fermantasyon f{irlinlerinin potansiyel etkinligini tahmin etmek ve fermantasyon
iiriinlerinin etkinligini dogrulamak i¢in in vitro ve in vivo deneyler yapilmigtir. Aragtirma sonucu
toplamda 1435 bilesik tespit edilmistir. Bu bilesiklerden 424’iiniin tibbi iirlin potansiyeline sahip
onemli biyoaktivitede oldugu belirtilmistir. Saptanan bilesikler 11 antosiyanin, 10 kalkon ve
dihidrokalkon, 25 flavanon, 45 flavon ve flavonol, 117 flavonoid, 34 isoflavonoid, 21 fenol ve
tiirevleri, 20 fenilpropanoid ve 96 terpenoid, 20 kumarin ve tiirevleri yapisindadir. Yapilan in vitro
ve in vivo testler, fermente meyan kokiiniin antioksidan kapasitesi, anti-norodejenerasyon ve anti-
stres agisindan miikemmel etkilere sahip oldugunu dogrulanmustir. Ote yandan, yapilan aragtirmanin
fermente meyan kokii ile ilgili tiriinlerin gelistirilmesi i¢in referans bir yontem saglayacagi one
strilmistiir.

Meyan kokii ekstraktlarindaki metal igeriginin analiz edildigi bir c¢aligmada, ekstrakt
edilmesi i¢in Ermenistan’in bes farkli bolgesindeki ormanlarda yetisen meyan kokleri kullanilmigtir
(Petrosyan ve ark.,, 2023). Analiz sonucunda, incelenen ekstraktlarin igerdigi metal
konsantrasyonlarinin belirlenmis standart limitleri agmadigi goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada,
meyan koklerinde daha once g¢alisgilmamis olan flavonoidlerin, tanenlerin ve antosiyaninlerin

kantitatif bilesimini aragtirillmistir. Arasgtirma sonuglar1 ise bu maddelerin bilesiminin bdlgenin
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toprak ozelliklerinden 6nemli 6l¢iide etkilendigini ortaya koymustur. Meyan kokii ekstraktinin
antioksidan 6zelliklerini degerlendirmek igin, rekabetci reaksiyon kinetigi yontemi olarak bilinen
yaklagim kullanilmistir.

Zhang ve ark. (2023) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada meyan kokii metabolitlerinin farkli
kuraklik seviyelerindeki degisimi cesitli metabolomik tekniklerle incelenmistir. Topragin nem
icerigi; normal su miktari, hafif diizeyde stres, orta diizeyde stres ve siddetli stres dahil olmak {izere
su miktar1 tartilarak ve yenilenerek kontrol edilmistir. Meyan kokii ekstraktlarinin UPLC-MS/MS ile
analizi sonrasi 831 adet bilesik tespit edilmistir. Bu bilesikler; 177 flavonoid, 140 lipid, 113 fenolik
asit, 70 organik asit, 66 aminoasit ve tiirevleri, 53 niikleotid ve tiirevleri, 50 terpenoid, 31 alkaloid,
25 lignan ve kumarin ve 7 kinon olarak belirtilmistir. Ug fenolik asit (2-hidroksi-3-fenilpropiyonik
asit, 3-[(1-karboksivinil)oksi]benzoik asit, metil 3-(4 hidroksifenil)propiyonat), bes flavonoid
(kemferol-3-O-(6’-malonil)glukozit-7-O-glukozit,  6,7-dihidroksiflavon, ramnositrin (7-
metilkemferol), likoflavon A, meyan kokii glikoziti B), 3 seker ve alkol (sakkaroz-6-fosfat, D-
fruktoz, ribuloz-5-fosfat), bir niikleotid ve tiirevleri (5-metil-2’-deoksisitidin), iki lipid (LysoPE 22:5,
Kolin Alfosserat), ii¢ amino asit ve tiirevleri (L-prolin, N-asetil-L-glutamik asit, N-monometil-L-
arginin) ve bir organik asit (N-metil-4-aminobiitirik asit) dahil olmak tizere normal su miktar1 ile
karsilastirildiginda farkli kuraklik uygulamalarindan sonra toplam 18 farkli metabolit kaydedilmistir.
Yiiriitiilen ¢alismanin, meyan kokiiniin kurakliga direncinin molekiiler mekanizmasinin daha iyi
anlasilmasina onciiliik ettigi ve faydali bilgiler sunarak meyan kokii iizerine yapilan arastirmalar i¢in
kaynaklarin gelistirilmesine katki sagladig aktarilmistir.

Takla ve ark. (2023) yapmis olduklar1 bir arastirmada, meyan kokii ikincil metabolitlerinde
isleme ile meydana gelen yaygin degisiklikler {izerine ¢alismiglardir. Ayni zamanda ¢alisilan farkl
orneklerin kapsamli metabolik profili ¢ikarilmistir. Farkli 6n isleme prosediirlerinin meyan kokii
orneklerinin kimyasal profili {izerindeki etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in ¢esitli kemometrik analiz
modelleriyle birlestirilmis UPLC-QQQ-MS/MS analizi uygulanmistir. Analiz sonucu; saponinler,
favonoidler, kalkonlar ve pterokarpanlar en ¢ok bulunan gruplar olmak tizere 133 kromatografik pik
belirlemistir Triterpen saponinler, sulu ekstraktlardaki sekonder metabolitlerden daha fazla
bulunmustur. Ayni1 zamanda etanol ekstraktlarinin 6énemli miktarda kalkon igerdigi saptanmuistir.
Melanoidinler sadece kavrulmus ve balla kavrulmus 6rneklerde tespit edilmistir. Cok degiskenli
modeller, 6rneklerin kavrulmasinin polar olmayanlardan ziyade polar metabolitler iizerinde daha
biiyiik bir etkiye neden oldugunu géstermistir. Onem degiskeni grafigi, glisirizin ve hidroliz {iriinii
glisiretinik asit, trihidroksikalkon diglikozit, glabron ve glabridinin 6rneklerin ayirt edilmesinden
sorumlu ana kimyasal 6zellikler oldugunu géstermistir. UPLC-MS/MS’nin ¢ok degiskenli analizle
birlikte kullanilmasi, farkli 6n isleme yontemlerinin islenmis ve islenmemis meyan kokii 6rneklerinin
kimyasal profili iizerindeki 6nemli etkisini ortaya ¢ikaran basarili bir ara¢ oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Ayn1 zamanda bu kombinasyon, test edilen 6rnekler arasinda meyan kokiiniin isleme prosediirii i¢in

belirtec olarak kullanilabilecek ayirt edici kimyasal bilesikleri ortaya ¢ikarmigtir.
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Hassanbeiki ve ark. (2024) meyan kokii tozu ve enkapsiile edilmis Lactobacillus plantarum
probiyotik bakterileri igeren bir diyet ve fonksiyonel sekerleme kremas: iiretmislerdir. Meyan kokii
ekstrakti, gentisik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, apigenin ve sinapik asit dahil
olmak tizere baslica 7 fenolik, flavonoid ve kuersetin bilesiginden olusan 1.97 mg/mL toplam fenolik
icerige sahip oldugu gorilmiistiir. Meyan kokii ekstrakti ve malva miisilajinin eklenmesi; olusan
iiriiniin pH, sineresis ve tekstiir gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin iyilesmesini saglamistir. Enkapsiile
probiyotiklerin canliliginin 60 giinliik depolama siiresince fonksiyonel iiriinde (serbest probiyotiklere
kiyasla) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Duyusal degerlendirme sonuglar1, %15 meyan kokii
ekstrakti ve %15 malva miisilaji oranlarmin panelistler tarafindan olumlu karsilanmadigim
gostermistir. Ancak %10 meyan kokii ekstrakti %10 malva miisilaji ve mikrokapsiil iceren 6rneklere
panelistler olumlu puanlar vermistir.

Karahan ve ark. (2024), Tirkiye’nin farkli ekolojik kosullarinda yasayan Glycyrrhiza glabra
L., G. flavescens Boiss. ve G. echinata L. taksonlarimin kimyasal bilesimi, kanser Kkarsiti,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi tizerine ¢alismalar yapmuglardir. Bitki
orneklerinin kok ve yaprak ekstraktlari, MiK (minimal inhibisyon konsantrasyonu) ve disk difiizyon
yontemleri kullanilarak 7 bakteri ve 2 maya susuna karst antimikrobiyal aktiviteyi degerlendirmek
icin kullanilmigtir. Antimikrobiyal analiz sonuglari, Gram-negatif bakterilerin ekstraktlara Gram-
pozitif bakterilerden daha duyarli oldugunu ve kok ekstraktlarinin antimikrobiyal degerlerinin de
yaprak ekstraktlarindan daha etkili oldugunu gostermektedir. Bitki Orneklerinin antioksidan
aktivitesi DPPH radikal stipiiriicii aktivite yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri 4.2 ila 2196 pg/mL arasinda degismektedir. Glycyrrhiza ekstraktlarinin
sitotoksisite aktiviteleri NCI-N87, LNCaP ve BXPC-3 insan kanser hiicrelerinde degerlendirilmis ve
ekstraktlarin hiicrelere karg1 16.28 ile 171.04 pg/mL arasinda degisen IC50 degerleriyle aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Mevcut c¢alismada, sonuglar ekolojik kosullarin ekstraktlarin Kimyasal
icerigini ve biyolojik aktivitelerini etkileyebilecegini gostermistir.

Park ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢aligmada, fermente edilmis (FGE) ve fermente
edilmemis (GE) G. uralensis ekstraktlarin antioksidan, kirisiklik karsit1 ve anti-inflamatuar etkileri
tizerindeki etkisini aragtirilmistir. Sonuglar FGE’nin GE ile karsilastirildiginda artan polifenol igerigi
ve gelismis antioksidan kapasiteleri sergiledigini géstermistir. FGE ayrica artan antioksidan enzim
aktivitesi gostererek 3-morfolinosidnonimin ile tedavi edilen HaCaT hiicrelerinde oksidatif strese
kars1 hiicresel korumay1 gii¢lendirmistir. FGE’nin ayrica GE ile karsilastirildiginda daha fazla in
vitro kolajenaz ve elastaz inhibitdr etkileri gosterdigi bildirilmistir. Ozetle, bu calisma, G.
uralensis’in fermentasyonunun antioksidan, kirigiklik karsit1 ve anti-inflamatuar etkilerini artirdigina
dair 6nemli bulgular icermesi nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Benzer olarak Amini ve ark. (2024), LAB fermantasyonunun siit devedikeninin ve meyan
kokii ekstraktlarimin islevsel Ozellikleri iizerindeki etkisini aragtirmigtir. Toplamda 36 saatlik

fermantasyon sonucunda, her iki ekstraktta da bakteri gelismesinin iki kat arttig1 belirlenmistir.
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Meyan kokii ekstraktinda, bakteriyel enzimlerin karmasik, yiiksek molekiiler agirlikli fenolik
bilesikleri daha basit, daha giiclii serbest fenollere par¢alamasina atfedilen toplam fenolik icerik ve
antioksidan aktivite ozelliklerinde 6nemli bir artis oldugu bildirilmistir. Meyan koki 6ziindeki
glisirizik asit, L. plantarum ile fermentasyondan sonra hafif¢ce azalirken, L. acidophilus ile fermente
edilen ekstraktlarda 6nemli bir degisiklik gozlenmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar soguk depolama
stirasinda hiicre canliligi calismalari, meyan kokii ekstraktindaki bakteri sayisinin dort hafta boyunca
kabul edilebilir smirlar iginde (10° kob/mL) kaldigim belirtmislerdir.

Enzim aktivitesinin meyan kokii {irlinlerinin &zelliklerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, Aspergillus niger’den elde edilen selillaz enziminin hiicre siispansiyon kiiltiiri
kosullarinda kullaniminin meyan kokii hiicre kiiltiiriinde antioksidan aktiviteyi (DPPH yontemi) ve
oksidan enzimlerin aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (Allahdou ve Saber, 2024). Bu nedenle, seliilaz
enziminin hiicre silispansiyonu kosullarinda hiicre stresine neden oldugu ve bu stresin antioksidan
enzimler gibi bitkinin savunma mekanizmalarinin uyarilmasina neden oldugu sonucuna varilmistir.
Antioksidan aktivite ile polifenol oksidaz ve katalaz gibi baz1 antioksidan enzimler arasinda pozitif
ve anlamli bir korelasyon gozlenmistir. Bu durumun fungal uyaricinin sekonder metabolitlerin
iiretimini uyarma ve meyan kokii bitkisi hiicre siispansiyon kiiltiirii kosullarinda serbest radikalleri
inhibe etme potansiyelini artirmadaki pozitif etkisini gosterdigi bildirilmistir. Calismada, DPPH ve
tim enzim aktivitelerinin (stiperoksit dismutaz ve askorbat peroksidaz harig) uyarici eklendikten 72
saat sonra arttig: belirtilmistir.

Bitkiler, saglik alaninda 6nemli bir role sahiptir ve FDA tarafindan onaylanmis ilaglarin cogu
dogal {iriinlerden veya bunlardan tiiretilmistir. Ayrica, bir¢ok aragtirma, geleneksel Cin tibbinda
kullanilan bitki ekstraktlarinin, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) aktivitesini etkili bir sekilde
inhibe ettigini gostermistir (Liu ve ark., 2003; Barbosa-Filho ve ark., 2006; Ding ve ark., 2014; Ke
ve ark., 2017). Dolayisiyla, bitkisel dogal tiriinler, ACE inhibitdrleri i¢in potansiyel bir kimyasal
kiitiiphane olarak kabul edilebilmektedir. Bu dogal bitkiler arasinda sahip oldugu yiiksek
biyoaktivitesi nedeniyle meyan kokii one c¢ikmaktadir. Yapilan calismalarda, meyan kokii
ekstraktlarinin ACE inhibisyon aktivitesi sergiledigi bulunmustur (Fu ve ark., 2004; Ji ve ark., 2016;
Ke ve ark., 2017). Bu c¢aligmalar, meyan kokii ekstraktlariin anjiyotensin doniistiiriicii enzim
aktivitesini etkin bir sekilde inhibe edebildigini gostermis ve bu sayede kan basincinin ve
kardiyovaskiiler sagligin diizenlenmesine potansiyel katki saglayabilecegini ortaya koymustur. Bu
bilgiler, meyan kokii ekstraktlarinin kan basincinin yonetimi ve kardiyovaskiiler saglhigin
desteklenmesinde dogal bir miidahale olarak potansiyel hizmet edebilecegini 6ne siirmektedir.
Meyan suyu ekstraktlarinin ACE inhibisyon aktivitesi, diyabetik nefropati, miyokard infarktiis
sonras1 ve sistolik kalp yetmezligi gibi ¢esitli kardiyovaskiiler durumlarin yonetimi i¢in etkili bir yol
sunmaktadir.

Anjiyotensin donistiiriicii enzim (ACE), anjiyotensin-I'i anjiyotensin-II'ye doniistiirebilen

bir peptid enzimi tiiriidiir (Al Shukor ve ark., 2013). Anjiyotensin-Il, hipertansiyon, ateroskleroz,
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hiperlipidemi ve diyabet gibi bir dizi kardiyovaskiiler hastalikla iliskilendirilmektedir (Touyz, 2004).
Anjiyotensin doniistiiriicii enzim, kan basincinin ve kardiyovaskiiler sagligin diizenlenmesinde
Oonemli bir hedeftir (Fenwick ve ark., 1990). Renin-anjiyotensin sisteminin bir hormonu olan
anjiyotensin II, tuz ve su dengesi, kan basinc1 diizenlenmesi gibi ¢esitli fizyolojik siire¢lerde kritik
bir rol oynadigi bilinmektedir (Antonios ve MacGregor, 1995). Anjiyotensin II, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin yenilenmesini indiikleyebilmekte ve proliferasyon, migrasyon, hipertrofi ve
inflamasyona neden olabilmektedir. Anjiyotensin Il sentezinin, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorii ile inhibisyonu, diyabetik nefropati, miyokard infarktiis sonrasi ve sistolik kalp yetmezligi
gibi hastaliklarinin ilerlemesini azaltmada faydali oldugu gosterilmistir (Nchinda ve ark., 2006).
Dolayisiyla, ACE, kardiyovaskiiler hastaliklari tedavi etmek i¢in ideal bir hedeftir ve Captopril,
Enalapril ve Lisinopril gibi ACE'yi hedefleyen bazi inhibitorler, hastaliklarin birinci basamak
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, sentetik ACE inhibitérlerinin klinikte bazi sinirlamalari vardir;
¢linkii istenmeyen yan etkilere sahiptirler, bu yan etkiler arasinda kalici 6ksiiriik, anjiyoddem, bobrek
yetmezligi ve postural hipotansiyon bulunmaktadir. Bu nedenle de bitkisel bilesiklerin ve
ekstraktlarin biyoaktivitesinin belirlenmesine ihtiyag¢ vardir ve dogal ACE-inhibitdrleri kan basincini
diizenlemede bu ilaglara alternatif olarak diisiiniilmektedir (Mirzapour ve ark., 2017; Ke ve ark.,
2017).

2.3. Meyan Kokii ve Uriinlerinin Aroma Bilesimi

Aroma maddeleri gidalarda duyusal 6zellikleri dogrudan etkileyen dnemli bilesiklerdir. Bu
maddelerin gidalardaki miktarlar1 genellikle litrede nanogram ile miligram arasinda degisir ve
miktarlar {izerinde ¢esit, iklim kosullari, olgunluk ile isleme kosullar1 ve depolama gibi teknolojik
islemler etkili olur (Riu-Aumatalell ve ark., 2004; Riu-Aumatell ve ark., 2005). Bu bilesiklerin
analizlerinde ilk asama, bu bilesiklerin Orneklerden izole edilmesinde kullanilacak en uygun
ekstraksiyon yonteminin se¢imidir. Ekstraksiyon yonteminin se¢imi ve giivenilirligi temsili testler
(representative test) kullanilarak duyusal analizlerle belirlenir. Ikinci asamada aroma maddelerinin
tanimlanmalar1 ve miktar tayinleri hassas enstriimantal cihazlar (GC-MS, GC-FID) kullanilarak
yapilmalidir (D’ Auria ve ark., 2004; Pan ve ark., 2008; Selli ve ark., 2007; Zarghami ve Heinz,
1971). Bununla birlikte, gidalarda yiizlerce aroma maddesi bulunmasina ragmen bu bilesiklerden ¢ok
az bir kismi o gidanin karakteristik kokusunun olusumunda etkili olmaktadir. Karakteristik
kokusunun olusumundan sorumlu aroma maddelerine aroma-aktif bilesikler denir (Selli ve ark.,
2006; Selli ve ark., 2021; Cengiz ve ark., 2023; Kilic-Buyukkurt ve ark., 2023).

GC-MS-O analizi insan burnunun duyarlilig1 ve segiciligiyle gaz kromatografisinin ayirma
giiclinlin birlestigi tek tekniktir. Bu yontem gidalardaki ugucu aroma bilesenleri igerisinde aroma
aktif olanlar1 belirlemede yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Acree ve ark., 1984). Aroma aktif
bilesiklerinin belirlenmesi aroma ¢aligsmalarinda ¢ok 6nemli bir konudur. GC-MS-O teknigi temel

olarak 3 farkli yontemle gergeklestirilir. Bunlar;
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1. Aroma maddesinin algilanma konsantrasyonunun belirlenmesi (AEDA ve CHARM
teknikleri).
2. Aroma maddesinin belirlenme sikliginin saptanmasi ve

3. Yogunlugunun ifade edilmesidir.

Bu yontemler icerisinde algilama konsantrasyonu yontemlerinden biri olan aroma ekstrakt
seyreltme teknigi (AEDA) olfaktometrik analizlerde en sik kullanilan yontemdir. Uygulanmasi basit
olan bu yontemin en biiyiik avantaji olfaktometrik analizlere katilan panelist sayisimin diger
yontemlere gore diigiik olmasidir (Ferreira ve ark., 2002). Bu teknik aroma seyreltme (AS; FD; flavor
dilution) faktori ile ifade edilmektedir. Yontem, aromatik ekstrakt agsama asama seyreltilerek gaz
kromatografisi-olfaktometri analizinde koku hissedilmeyinceye kadar koklanarak uygulanir. FD
degeri en yiiksek aroma bilesigi o gidada en giiglii aroma-aktif bilesik olarak ifade edilir (Grosch,
2001; Van Ruth, 2001).

Meyan kokii saglik ve kozmetik alanindaki kullanimlarimin yani sira begenilen aromasi
dolaysiyla cesitli gidalarin {iretiminde de kullanilmaktadir. Meyan kokiiniin genel kimyasal
iceriginin, biyoaktif 6zellik gosteren fenolik bilesikleri, glisirizin, saponoidler gibi bilesiklerinin
incelendigi bircok calismaya literatiirde rastlamak miimkiindiir. Fakat, gidalarda 6nemli bir kalite
parametresi olarak degerlendirilen ve gidalarin kokularini olugturan aroma bilesiklerinin meyan kokii
orneklerinde arastirildigi kapsamli ¢alisma sayisi iilkemizde bulunmamakla birlikte diinya
literatiiriinde yok denecek kadar azdir.

Bu ¢alismalardan ilkini Frattini ve ark. (1977) gergeklestirerek buhar distilasyonu yontemi
ile meyan kokii ekstraktinin ucucu bilesiklerini belirlemiglerdir. Calismada, baskin olarak furan
bilesiklerinin yani sira aldehit, keton, asit, lakton ve alkol gibi gruplara ait toplamda 63 bilesik
belirlenmistir. Isil islem uygunlanmis meyan ekstrakti orneklerinde baskin ugucu grup olarak
furanlarin belirlenmesinin, meyan kokiiniin sekerler agisindan zengin olmasi ve bu sekerlerde 1s1l
islem sirasinda meydana gelebilecek piroliz ve yogunlagma reaksiyonlar ile furan bilesiklerinin
olusmasindan kaynaklandigi bildirilmistir. Isil islem uygulanmis meyan kokii ekstraktlarinda
miktarsal olarak en fazla bulunan bilesiklerin asetol, propiyonik asit, 2-asetilpirol, 2-asetilfuran ve
furfuril alkol oldugu belirlenmistir.

Bir sonraki ¢alisma Miyazawa ve Kameoka (1990) tarafindan yapilmistir. Aragtirmacilar,
meyan koklerinin ugucu yaglarimi Lickens-Nickerson yontemi ile ekstrakte etmis ve igerigini GC-
MS ile incelemiglerdir. Arastirmacilar, meyan kokii ugucu yagmin kokusunu olusturan ve %35’
terpenoid olan 81 adet aroma bilesigi belirlemislerdir. Meyan kokii ugucu yaginda bulunan baskin
bilesikler oktanoik asit (%11,4), paeonol (%8,9), oktadekan (%8,6), benzaldehit (%7,5), a-terpineol
(%7,5) ve 4-terpineol (%7,2) olarak belirlenmistir.

Ticari meyan kokii ekstraktinin (G. glabra) laktonik fraksiyonu buhar distilasyonu ile

ekstrakte edilmis ve GC-MS ile incelenmistir (Naf ve Jaquier, 2006). Ticari meyan kokii ekstraktinin

21



toplam aroma profiline bakildiginda hekzanoik asit (%47,5), hekzanol (%18,9), pentanol (%3,3), (Z)-
3-hekzanol (%2,2), feniletanol, (%1,8), hekzanal (%1,1) ve 3-okten-1-ol (%0,5) bilesiklerinin baskin
oldugu belirlenmistir. Ayrica, meyvemsi ve odunsu kokulardan sorumlu lakton bilesikleri incelenmis
ve Onceki ¢alismalarda bulunmayan yeni bilesiklerin tespit edildigi bildirilmistir. Bu bilesiklerin ve
4-metil-y-lakton, 4-etil-y-lakton ve 4-alkil-y-valerolakton yapisinda oldugu belirlenmis ve bu
bilesiklerin yapilart sentezle dogrulanmaistir.

Gyawali ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada, 1sinlanmamis ve 1, 3, 5, 10 ve 20 kGy -
1sinlanmis meyan koklerinin ugucu bilesikleri es zamanli damitma-ekstraksiyon (SDE) teknigi ile
izole edilmis ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz etmislerdir.
Isinlanmamis meyan kokiinde asit (2), alkol (16), aldehit (8), ester (6), furan (2), hidrokarbon (14),
keton (10) ve azot igeren bilesikler (3) kimyasal smiflarina ait toplam 61 ugucu bilesik
tamimlanmigtir. En ¢ok bulunan ugucu bilesigin, toplam bilesimin %22,82’sini olusturan 2-etoksi-1-
propanol oldugu bildirilmistir. 1 kGy’lik bir dozda, baska bir bilesik olan benzaldehit ortaya ¢ikmus,
diger bilesikler olan 3,5-dimetil oktan ve 2-fenil etanolin 20 kGy’lik dozda kayboldugu
bildirilmistir. Isinlama sonrasinda bazi ugucu bilesiklerin miktart artmis olsa da; terpineol, mirtenal,
tetrametilpirazin, hekzanoik asit, azulen ve p-simen gibi baslica ugucu bilesiklerin igeriginin azaldigi
bildirilmistir. [sinlanmamis meyan kokii ile karsilagtirildiginda; 10 kGy 1sinlama dozu, toplam ugucu
bilesik verimini %12 oraninda maksimum seviyeye ¢ikarmis, ancak 20 kGy’de hafif bir azalma
gerceklesmistir. Buradan yola c¢ikilarak 10 kGy dozunda bir 1sinlama sonucu ugucu bilesiklerde
onemli kalitatif ve kantitatif kayip olmadan isimnlama uygulamasi yapilabilecegi sonucuna
ulasilmustir.

Tanaka ve ark. (2008) Cin meyan kokiinden elde edilen su distilatinin antioksidan ve iltihap
onleyici 6zelligini aragtirmiglardir. Cin meyan su distilasyonuna tabi tutulmus ve distilat daha sonra
diklorometan ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyondan arta kalan sulu ¢ozelti kolon kromatografisi
kullanilarak fraksiyonlara ayrilmistir. Diklorometan ekstraktinda alifatik alkoller, aldehitler,
ketonlar, terpenler, esterler, laktonlar ve ugucu fenolleri igeren toplam 127 ugucu bilesen tespit
edilmis ve bu bilesikler 50 ug mL? seviyesinde 45 giin boyunca hekzanal oksidasyonunu %90’
tizerinde inhibe etmistir. Yapilan ekstraksiyonlarda 2-metil-2-biitanol, pentanol, hekzanol, hekzanal,
3-metil-2-biitenal, hekzanoik asit, oktanoik asit gibi bilesikler 6ne ¢ikmistir. Kalan sulu ¢6zeltiden
aseton ile elde edilen bir fraksiyon hem tiyobarbitiirik asit testinde hem de malonaldehit/gaz
kromatografisi testinde giiclii antioksidan aktiviteler sergilemistir.

Baska bir calismada, Glycyrrhiza tiirlerinin aroma bilesimi hakkinda bilgi saglamak ve gida
ve ilag endiistrisinde kullanimi i¢in G. glabra, G. inflata ve G. echinata koklerinin ugucu bilesenleri
buhar distilasyonu ve kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) yontemleri ile arastinlmistir (Farag ve
Wessjohann, 2012). iki adet fenol bilesigi, timol ve karvakrol, yalnizca G. glabra érneginin ugucu
yag ve tepe boslugu analizlerinde ve en yliksek miktarlarda ise Misir’dan gelen Orneklerde

bulunmustur. G. echinata yaginda (2E, 4E)-dekadienal (%21) ve S-karyofilen oksit (%24) baskin
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bilesenler olarak bulunurken, la,10a-epoksiamorfa-4-ene (%13) ve p-dihidroiyonon (%8) G.
inflata’nin fazla miktarda bulunmustur. Ayrica temel bilesen ve hiyerarsik kiime analizlerinin
uygulanmasi ile G. echinata, G. inflata ve G. glabra orneklerinin agikga birbirlerinden ayrildigi
gosterilmistir.

Chunthanom ve ark. (2013), kurutulmus kirmiz1 kaju bitkisinin farkli kisimlari (tomurcuk,
yaprak ve cicekleri), kurutulmus meyan kokii ve bu iki bitkiden iiretilen karisik bitki ¢aylarinin aroma
icerigini belirlemek iizere bir ¢aligma gergeklestirmislerdir. Calismada elde edilen sonuglar, kirmizi
kaju agacmin tomurcuklarinda, yapraklarinda ve ¢igeklerinde en belirgin bilesiklerin terpenler
oldugunu, meyan kokii bitkisinin ana bilesiklerinin ise alkoller oldugunu gostermistir. Arastirmacilar
karisik bitki ¢ayinda, 3-biiten-1-ol, 1-hekzanol, hekzanal, g-mirsen, 2,2-dimethilsiklopropilbenzen
ve benzoik asit gibi bilesiklerin meyan kokii kaynakli oldugunu belirtmislerdir. Calismada ayrica,
karigik bitki ¢ay1 iiretiminde %5 oraninda meyan koki kullanmanin iiriiniin aroma ve duyusal
ozelliklerini gelistirdigi vurgulanmustir.

Russo ve ark. (2014), Cin, Iran, italya (Abruzzo, Basilicata, Calabria ve Sicilya) ve Tiirkiye
gibi farkli cografi bolgelerde ticari olarak yetistirilen meyan koklerini, metal oksit yar iletken
sensorlere (MOS) dayali yapay bir koku alma sistemi (elekrtonik burun, e-burun) kullanarak
siniflandirmislardir. Elde edilen enstriimantal veriler, ham 6rnekleri kokenlerine gore siniflandirmak
amaciyla ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemi kullanilarak islenmistir. E-burun koku profilleri,
tiim meyan kokii koklerinin aromasina karsilik gelen 6zgiil veri setlerini e-burun referans veri seti ile
iligkilendirme amaciyla gergeklestirilen kanonik ayirici analiz yoluyla elde edildigi bildirilmistir. E-
burun sonuglari, SPME/GC-MS ile elde edilen sonuglarla karsilastirilmis ve e-burunla elde edilen
sonuglarin SPME sonuglari ile iyi oranda korele oldugu bildirilmistir. SPME ekstraksiyonu ile meyan
kokii 6rneklerinde toplam 46 farkli aroma bilesigi belirlenmis ve 1-hekzanol ile hekzanal gibi
bilesiklerin baskin oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica, meyan koklerine uygulanan kurutma
islemi sonrasinda alkol miktarinda azalma meydana geldigi ve furanlar ve aldehitler gibi yeni
bilesiklerin olusumuna yol actig1 da bildirilmistir.

He ve ark. (2016) meyan kokiiniin ve balla kavrulmus triinlerinin karakteristik kokusu
kapsamli bir sekilde gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz etmislerdir. Ugucu
organik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in buhar distilasyonu ve tepe bosluklu kati faz
mikroekstraksiyonu (HS-SPME) kullanilmigtir. Analiz sonucunda, terpenler, alkoller, aldehitler,
ketonlar ve esterleri iceren 75 adet bilesik tanimlanmustir. Orneklerde, 6-metil-5-hepten-2-on,
hekzanal, hekzadekanoik asit, 2-pentilfuran ve (E,E)-2,4-dekadienal gibi bilesikler 6ne ¢ikmustir.
Sonug olarak 6rneklerin aromasmin baslica genetik etkilerden etkilendigi, bunu cografi konum,
olgunluk asamalari, g¢esit farkliliklari ve benzerinin izledigi belirtilmistir. Bunun &tesinde, bal
kavrulma teknikleri, balin eklenmesi ve 1s1 islemi nedeniyle {irlinlerin kokusunu da etkilemistir.

Meyan kokii ve lirlinlerinin karakteristik kokusundan sorumlu olan aroma-aktif bilesikler ile

ilgili smirli bilgi bulunmaktadir. Bu bilesiklerin arastirildigit ve GC-MS-Olfaktometri yontemi
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kullanilarak analiz edildigi sadece iki arastirma literatiirde mevcuttur. Bunlarda ilki, 2016 yilinda G.
glabra cinsi taze meyan koklerinin aroma-aktif bilesiklerinin aroma esktrakt diliisyon analizi
(AEDA) yontemi uygulanarak GC-MS-O ile belirlendigi ¢alismadir (Wagner ve ark., 2016).
Calismada, 50 adet aroma-aktif bilesik tespit edilmis ve bunlardan 16 tanesinin taze meyan kokii
orneklerinde ilk kez belirlendigi bildirilmistir. AEDA analizi sonucu, bilesiklerden y-nonalakton
(hindistan cevizi kokusu), 4-hidroksi-2,5-dimetilfuran-3(2H)-on (karamel) ve 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehitin (vanilla) en yiiksek aroma seyreltme (FD=1024) faktoriine sahip oldugu
bildirilmistir. Calismada ayrica, koku aktiflik degeri (OAV) hesaplanan ve OAV>1 olan bilesiklerin
sulu ¢ozeltisi hazirlanarak meyan kokii aromasi rekombine edilmeye calisilmistir. Olusturulan
rekombinatin, taze meyan kokiine ¢ok benzer bir aroma olusturdugu bildirilmis ve boylece tiim
onemli aroma bilesiklerinin dogru bir sekilde tanimlandigi ve miktarimin belirlendigi kanitlanmistir.

Bu konuda diger bir galisma ise aynmi yazarlarin 1sil islem uygulanmis meyan kokii
ekstraktinin karakteristik kokusunu belirledikleri arastirmadir (Wagner ve ark., 2017). Calismada,
FD faktorleri 16 ile 2048 arasinda degisen 49 adet aroma-aktif bilesik tespit edilmis ve bunlardan
23’liniin 1s1l iglem gormiis meyan kokiinde ilk defa belirlendigi bildirilmistir. 4-Hidroksi-2,5-
dimetilfuran-3(2H)-on bilesiginin karamel kokusuna katkida bulunarak en yiiksek FD degerine
(2048) sahip oldugu ve bu bilesigi 3-hidroksi-4,5-dimetilfuran-2(5H)-on (baharat), 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehit (vanilla), 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (karamel) ve 2-metoksifenol
(dumansi) bilesiklerinin izledigi bildirilmistir. Bir 6nceki ¢aligmada oldugu gibi aragtirmacilar, OAV
> 1 olan bilesiklerden bir rekombinant olusturmus ve olusturulan rekombinantin, 1sil islem
uygulanmis meyan kokiine ¢cok benzer bir aroma olusturdugu bildirilmistir.

Meyan kokii ve iiriinlerinin karakteristik kokusunun incelendigi arastirmalar sadece bu iki
calismadan ibarettir. Bu calismalarda uygulanan AEDA yoOntemi ise oldukga hassas bir sekilde cogu
gidanin aroma-aktif bilesiklerinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir. Algilama
konsantrasyonu yontemlerinden biri olan aroma ekstrakt diliisyon analizi (AEDA) olfaktometrik
analizlerde en sik kullanilan yontemdir. Uygulanmasi basit olan bu yontemin en biiyiik avantaji
olfaktometrik analizlere katilan panelist sayisinin diger yontemlere gore diisiik olmasidir (Ferreira
ve ark., 2002). Bu teknik aroma seyreltme (AS; FD; flavor dilution) faktorii ile ifade edilmektedir.
Yontem, aromatik ekstrakt asama asama seyreltilerek gaz kromatografisi-olfaktometri analizinde
koku hissedilmeyinceye kadar koklanarak uygulanir. FD degeri en yiiksek aroma bilesigi o gidada
en giiclii aroma—aktif bilesik olarak ifade edilir (Grosch, 2001; Van Ruth, 2001). Bu yontemde
asamali olarak ¢6zgen ile seyreltilen aromatik ekstrakt, GC-MS-olfaktometri cihazina enjekte edilip
koklanmakta ve herhangi bir kokunun hissedilmedigi seyreltmede analiz tamamlanmaktadir. Yiiksek
AS degerine sahip aroma maddesinin, aroma-aktiflik derecesi de yliksek olmaktadir. Bu yontem
literatiirde Wonderful ¢esidi nar suyu (Cadwallader ve ark., 2010), portakal suyu (Buettner ve
Schieberle, 2001), Muskadin iiziim suyu (Baek ve ark., 1997), seri domatesi (Selli ve ark., 2014),
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hibiskiis ¢ay1 (Zannou ve ark., 2020), fistik yagi (Sonmezdag ve ark., 2018) gibi ¢esitli birgok gida
iirliniiniin aroma-aktif bilesiklerinin belirlenmesinde kullanilmaistir.

Al-Hmadi ve ark. (2023) yaptiklar1 ¢alismada Irak’in ekolojik olarak farkli iki bolgesi
Divaniye ve Vasit sehirlerinden hasat edilen meyan koklerini; kimyasal kompoziyonlari, antioksidan
aktiviteleri ve enzim inhibisyon oOzellikleri bakimindan kiyaslayarak incelemistir. Meyan
koklerinden elde edilen yaglarin ugucu bilesimleri, hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilmis;
gaz kromatografisi alev iyonlagmali dedektor (GC-FID) ve gaz kromatografisi kiitle spektrometresi
(GC-MS) ile analiz edilmistir. iki meyan kokii 6rneginin de asetilkolinesteraz, biitilkolinesteraz,
tirosinaz, «a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi enzim inhibisyon aktivitesi
degerlendirilmistir. Ardindan antioksidan 6zellikleri DPPH, ABTS radikal giderme, bakir ve demir
indirgeme giicli (CUPRAC and FRAP), metal selatlama aktivitesi (MCA) ve fosfomolibden metotlari
kullanilarak yorumlanmistir. Analiz sonucu meyan kokleri ugucu yaglarmin oksijenli alifatik
hidrokarbonlar bakimindan zenginligini géstermis ve palmitik asit ana bilesen olarak tanimlanmistir
(%41,1-%51,6). incelenen iki farkli meyan kokiiniin antioksidan 6zelliklerine bakildiginda; Divaniye
bolgesinden toplanan meyan kokiiniin diger meyan kokii Ornegine gore daha aktif oldugu
goriilmustiir. Her iki ugucu yag da 36.66 ve 41.68 mg TE/g arasinda degisen degerlerle 6nemli
miktarda bakir iyonu indirgeyici antioksidan kapasite sergilemistir. Ayrica, Vasit ve Divaniye
bolgelerinden hasat edilen 6rneklerin sirastyla 58.33 ve 52.53 mg KAE/g inhibisyon degerleri ile
Oonemli bir anti-tirozinaz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Calismada ayrica, toplam 37 ugucu
bilesik belirlenmis ve hem bilesikler ve hem de konsantrasyonlarinin érneklerin bolgelerine gore
degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Arastirmacilar iklim karakteristiklerinin verim ve kimyasal profil
iyilestirmesi i¢in Onemli bir faktor oldugunu vurgulamiglardir. Caligmada belirlenen Gnemli
bilesiklerden bazilari sitronelol, karvon, (Z)-geraniol, oktanoik, nonanoik, hekzadekanoik ve
dodekanoik asit olarak bildirilmistir.

Meyan kokii, geleneksel bir tibbi ve yenilebilir bitki olarak cografi koken ve biiyiime
yilindaki farkliliklardan kaynaklanan kalite ve uygulama farkliliklar1 gostermektedir. Ancak, meyan
kokiiniin kalite ve duyusal 6zellikleri arasindaki karmasik iliski heniiz tam olarak anlagilamamaistir.
Han ve ark. (2024) tarafindan bu iliskiyi arastirmak amaciyla gergeklestirilen ¢alisma 28 farkl
meyan kokii 6rneginin kalite ve duyusal 6zelliklerini degerlendirmistir. Bu ¢aligma, elektronik burun,
GC-MS, UPLC ve duyusal panel analizi gibi ¢esitli teknolojileri igererek, fizikokimyasal ve duyusal
parametrelerin incelenmesini kapsamaktadir. Caligmada, LASSO regresyon analizi ile 9 temel
duyusal parametreden olusan bir ayrim modeli gelistirilmistir. Sonuglar, temel duyusal
parametrelerin kullaniminin meyan kokiiniin kalite 6zelliklerinin etkili bir sekilde ayirt edilmesini
sagladigin1 ve tiiketicilere meyan kokii secerken rehberlik sagladigini gostermistir. GC—MS
sonuglarina gore, meyan kokii 6rneklerinde 35 ugucu bilesen tespit edilmis ve S15 ve S13 kodlu
orneklerin, alkol (etanol, 1-pentanol, 2,3-butanediol ve 1-hekzanol) bakimindan en yiiksek

konsantrasyona sahip oldugu ve etanoliin sirasiyla %61,82 ve %56,90 oldugu belirlenmistir. Bu
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orneklerde terpenler ve diger bilesenlerin varliginin ise minimum oldugu bildirilmistir. Buna karsin,
S1 kodlu ornekte aldehitlerin (%35,43), ester ve eterlerin (%6,76) ve diger bilesenlerin (%9,61)
onemli Ol¢iide daha yliksek bir ylizdeye sahip oldugu, alkollerin ise tiim yalmizca %27,20 oraninda
bulundugu bildirilmistir. Arastirmacilar, meyan kokiiniin cesit ve yetistirildigi bolge farkina gore

ucucu bilegsen kompozisyonunda farklilik oldugunu bildirmislerdir.

26



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada hammadde olarak kullanilan meyan kokleri (Glycyrrhiza glabra)
Kahramanmarag ili Onikisubat ilgesinde (37°32°09.1”K, 36°42°22.0”D), 2022 yilinda yerel bir
tireticiden temin edilmistir (Sekil 3.1). Meyan bitkisi, toplamda dort periyotta 50 kg olarak temin
edilmis, serin bir yerde ve karanlikta muhafaza edilmistir. Meyan suyu iiretiminde, meyan kokleri
sap ve ¢Oplerinden arindirip soguk su ile yikanarak kullanilmistir. Temin edilen 6rneklerin bir kismi

taze olarak -18°C’de analiz edilinceye kadar muhafaza edilmistir.

Seki 3.f .Cailéa kﬁllaman meyan kékleri
3.2. Metot
3.2.1. Meyan Sularmm Uretim Kosullarimn Optimizasyonu
Caligmada kullanilan meyan suyu, optimizasyon denemeleri sonucunda elde edilen kosullara
gore hazirlanmistir. Optimizasyon isleminde, deneysel tasarim olarak yanit ylizey yonteminin 3
faktorli Box-Behnken tasarimu tercih edilmis ve Design Expert (Stat-Ease, Design-Expert yazilimi,
stirim 7) programi kullanilarak uygulanmistir. Deneylerde, sicaklik 20-50°C, siire 1-3 saat ve
kati/sivi orani 1:5 — 1:1 alt ve iist seviyeler olarak belirlenmis ve programa girilmis ve bu degerler
literatiire dayanarak belirlenmistir (Jang ve ark., 2017; Ciganovic ve ark., 2019). Deney tasariminda,
2 seviyeli tam faktoriyel tasarim kullanilmis ve 3 merkez nokta eklenmistir. Program, bu noktalara
gore tasarim olusturmus ve 15 farkli calisma gergeklestirilmistir. Belirlenen deney tasarimi (Cizelge
3.1, 3.2.) dogrultusunda elde edilen yanitlar (toplam fenolik madde igerigi, antioksidan kapasite,
Brix, 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol), likiritin miktarlar1) programa girilerek analiz
edilmistir. Elde edilen 15 iiriinden en yiiksek toplam fenolik madde ve antioksidan miktari, Brix, 3-
hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on, likiritin igerigi dikkate alinarak bagimsiz degiskenler belirlenmis ve
optimizasyon islemi gerceklestirilerek optimum kosullar belirlenmistir. Belirlenen parametrelerin
maksimum diizeyde ve istenilen degerlerde (desirability) en yiiksek degeri aldigi nokta (tek bir
ornek) tespit edilmistir. Optimum kosullarin dogrulanmasi amaciyla bu kosullarda ii¢ deneme
gergeklestirilmis ve tahminlenen deger ile deneysel sonuclar karsilagtirilarak istatistiksel agidan

degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.1. Optimizasyon tasariminda kullanilan proses degiskenleri

Degisken diizey kodlar

Kod -1 0 +1

Sicaklik (°C) X1 20 35 50
Stire (saat) X2 1 2 3

Kat1/S1v1 oran1 (kg/L)

X3 1.5 1:1.67 11

Cizelge 3.2. Ekstraksiyon icin yapilan deneysel tasarim

Deney Kodlanmig degerler Gergek degerler
X1 X2 X3 Sicaklik (°C) Siire (saat) Kati/Sivi oran1 (kg/L)

1 1 0 -1 50 2 0,2
2 0 -1 1 35 1 1
3 -1 1 0 20 3 0,6
4 0 0 0 35 2 0,6
5 0 -1 -1 35 1 0,2
6 -1 0 -1 20 2 0,2
7 0 1 -1 35 3 0,2
8 -1 -1 0 20 1 0,6
9 0 0 0 35 2 0,6
10 1 -1 0 50 1 0,6
11 0 1 1 35 3 1
12 1 0 1 50 2 1
13 1 1 0 50 3 0,6
14 -1 0 1 20 2 1
15 0 0 0 35 2 0,6

Kahramanmaras ilinden temin edilen meyan kokleri, iiretim oncesi sap ve g¢Oplerinden
ayrilmig, yikanip kurutulmustur. Daha sonra, Cizelge 3.2°de belirtilen proses degiskenleri
kosullarinda sicaklik, siire ve kati/sivi oranlarina gore su ile ekstraksiyon yapilarak meyan sulari elde

edilmistir (Sekil 3.2). Ekstraksiyon sonrasi meyan sulari meyve suyu sikacagi kullanilarak sikilmis

ve elde edilen sular analizler oncesi kaba filtre kagitlar1 kullanilarak filtre edilmistir.

Sekil 3.2. Meyan suyunun hazirlanmasi

3.2.2. Fermente Meyan Suyu Uretimi ve Enzim Uygulamasi

Optimizasyon caligsmasi ile belirlenen sicaklik ve siirede hazirlanan meyan suyu,

mikroorganizmalardan arindirmak i¢in 80°C’de 15 dakika pastérize edilmistir (Mousavi ve Mousavi,
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2019). Bu agsamada elde edilen pastdrize meyan suyunun kimyasal bilesimi (aroma, aroma-aktif,
fenolik, seker icerikleri, renk 6zellikleri) ve duyusal 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica, pastorizasyon
isleminin kontrolii i¢in toplam canli bakteri, maya ve kiif sayimlar1 yapilmistir.

Pastorize meyan suyu elde edildikten sonra iki farkli prosediir uygulanmistir (Sekil 3.3):

1) Meyan suyunun Lactiplantibacillus (L.) plantarum (1), L. acidophilus (2) ve L.
plantarum + L. acidophilus (3) bakterileri ile fermantasyonu,

2) Fermantasyon 6ncesi meyan suyunun lezzetini gelistirmek ve biyoaktivitesini artirmak
icin 55°C’de 1 saat boyunca enzim uygulamasi yapilmasi ve 1. maddede anlatildig1

sekilde fermantasyonun uygulanmasi

U

Pastérizasyon

% Meyan Suyu Analizleri

Simiile in vitro gastrointestinal
sindirim modeli

Yikama & Aroma aroma-aktif hilesiklerinin
analizi
Sap ayirma —— = Glisirizik Asit Analizi
U: Fenolik bilesiklerin analizi
o Antioksidan aktivite analizi
Antimikrobiyel aktivite analizi
Kurutma ACE inhibe edici aktivite tayini
T Toplam maya ve kiif sayimi
— Ka "§urma Meyan suyu Genel kimyasal analizler
= iw/ Duyusal analizler
Ogiitme Ekstraksiyon L
3 - ,.,y Enzim Laktik asit © L plontarum
é‘m —= ‘ uygulamasi su;l:;l;nrmln_ o L. acidophilus
— i 1“ L T] 55°C . 1 saat iavesl o (. plontarum + L. acidophilus
Laktik asit
suglarinin ilavesi L
[ Fermente Meyan Suyu Analizleri Enzimsiz fermente
meyan suyu
Simiile ir vitro gastrointestinal sindirim modeli Enzimli fermente A
Aroma, aroma-aktif bilesiklerinin analizi {
Glisirizik asit analizi meyan suyu
Fenolik bilesiklerin analizi

Antioksidan aktivite analizi g

Antimikrobiyel aktivite analizi f 3
ACE inhibe edici aktivite tayini 3
Toplam aerobik mezofilik bakteri sayim 1

Genel kimyasal analizler
Duyusal analizler

Sekil 3.3. Fermente meyan suyu iiretim ve analiz semasi

Meyan sularina birinci prosediir olarak fermantasyon uygulanmistir. Fermente meyan
sularinin tiretimi i¢in fermantasyon kosullari literatiire gore belirlenmistir (Mousavi ve Mousavi,
2019; Lee ve ark., 2012). Pastérize meyan suyu, Lactiplantibacillus (L.) plantarum (1), L.
acidophilus (2) ve L. plantarum + L. acidophilus (3) bakterileri ile ayri ayr1 fermantasyona
birakilmistir. Fermente meyan suyu tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan Lactiplantibacillus

plantarum ATCC 14917 (LP) ve Lactobacillus acidophilus ATCC (LA) 4356 bakteri tiirleri MRS
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stvi besiyerinde 30 °C’de 18-24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis, aktiflesen kiiltiirlerden % 40’lik
gliserol ¢ozeltisi igerisine aktarilarak stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -80
°C’de saklanmustir. Stok ¢ozeltilerden alinan L. plantarum ve L. acidophilus sus tiirleri tekrar MRS
stvi besiyerinde 30°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve %0.45 NaCl igeren steril su
igerisinde 0.5 McFarland degerine (10" kob/mL) ayarlanarak % 1 oraminda fermantasyon ortamina
inokiile edilmistir. Inokiile edilen meyan sular1 35°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde fermantasyona
birakilmistir (Sekil 3.4). Fermantasyon islemi sonucunda orneklerin antihipertansif etkileri de
incelenecegi i¢in fermantasyon sirasinda ortama tuz eklenmesi yapilmamigtir. Fermantasyon takibi
pH, asitlik Ol¢iimii ve laktik asit bakteri sayimi ile her 24 saatte bir Ornekleme yapilarak

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4. Bakterilerin aktiflestirilmesi, inokiilasyonu ve fermantasyon

Ikinci kisim &rnekler icin hazirlanan meyan suyuna fermantasyon oOncesi duyusal
ozelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla iki farkli enzim uygulamasi (f$-glikozidaz ve pektolitik enzim)
yapilmistir. Ticari S-glikozidaz enzimi (Novarom Blanc, Novozymes, Danimarka), meyan suyuna
0,4 g/L oraninda eklenmis ve 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ticari pektolitik enzim
(Vegazym P, Erbsloh Geisenheim), Kim ve ark. (2004) tarafindan belirlenen kosullara gére meyan
suyuna 0,4 g/L oraninda eklenmis ve 55°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Gergeklestirilen
duyusal analizler sonucu pektolitik enzim uygulanan 6rnekler daha fazla tercih edilmis ve {iretimlere
pektolitik enzim uygulamasiyla devam edilmistir. Enzimli ve enzimsiz olarak iki farkli partide
iiretilen meyan sulart fermantasyon oncesi 80°C’de 20 dakika steril cam kavanozlarda pastorize

edilmistir (Mousavi ve Mousavi, 2019) (Sekil 3.5). Enzim uygulamasi1 devaminda yukarida anlatilan
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fermantasyon islemi gergeklestirilmistir. Béylece enzim uygulanmis 3 adet ve uygulanmamis 3 adet
fermente meyan suyu elde edilmistir (Cizelge 3.3). Uygulanan tiim islemler 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir. Uretilen fermente meyan sular analizlere kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Meyan sularina uygulanan enzimasyon ve pastorizasyon islemleri

Fermente meyan sularinin iiretimi ve kodlanmasi ile ilgili ayrintili bilgi asagidaki tabloda

verilmistir:

Cizelge 3.3. Fermente meyan sularinin {iretimi ve kodlamalari

Ornek Icerik

Kontrol olarak hazirlanan enzim uygulanmamis meyan suyu 350 ml’lik steril
SK cam kavanozlarda pastorize edildikten sonra spontan fermantasyona
birakilmistir.

Kontrol olarak hazirlanan enzimasyon uygulanmig meyan suyu 350 mI’lik steril
SKE cam kavanozlarda pastorize edildikten sonra spontan fermantasyona
birakilmistir.

350 ml’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimsiz meyan sularina
LP 0.5 McFarland degerinde %1 oraninda L. plantarum eklenerek fermantasyona
birakilmistir.

350 ml’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimli meyan sularma 0.5
LPE McFarland degerinde %1 oraninda L. plantarum eklenerek fermantasyona
birakilmistir.

350 ml’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimsiz meyan sularina
LA 0.5 McFarland degerinde %1 oraninda L. acidophilus eklenerek fermantasyona
birakilmistir.

350 mlI’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimli meyan sularina 0.5
LAE McFarland degerinde %1 oraninda L. acidophilus eklenerek fermantasyona
birakilmistir.

350 ml’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimsiz meyan sularina
Karigim esit oranda (1:1) hazirlanmig L. plantarum ve L. acidophilus karigimindan 0.5
McFarland degerinde %1 oraninda eklenerek fermantasyona birakilmigtir.

350 m1’lik steril cam kavanozlarda pastorize edilmis enzimli meyan sularina esit
KarigimE oranda (1:1) hazirlanmig L. plantarum ve L. acidophilus karisimindan 0.5
McFarland degerinde %1 oraninda eklenerek fermantasyona birakilmigtir
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3.2.3. Genel Kimyasal Analizler

Suda Coziiniir Katit Madde

Refraktometre (Atago PAL-3, Japonya) yardimiyla 20°C’lik ortamda fermente olmayan
meyan suyunda dogrudan suda ¢oztnir katt madde tayini yapilarak sonuglar °Briks (°B) cinsinden

ifade edilmistir.

PH ve Titrasyon Asitligi

Meyan suyu &rneklerinin pH degerleri dijital pH metre (Mettler-Toledo, Isvigre) kullanilarak
Olglilmiistiir.

Titrasyon asitliginin belirlenmesinde, 20 mL 6rnek alinarak ayarli 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile
pH 8.1 olana kadar titrasyon gerceklestirilmistir. Harcanan 0,1 N NaOH miktan tespit edilerek,
titrasyon asitligi hesaplanmis ve g malik asit/L ve fermente ornekler igin g laktik asit/L cinsinden

ifade edilmistir (Cemeroglu ve ark., 2003).

Renk analizi

Meyan suyu Orneklerinin renk Olgiimleri Wibowo ve ark. (2015)’na gore kolorimetre
Hunterlab ColorQuestXE-renk olger (ABD) cihazi (Sekil 3.6) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ornekler kiivet igine koyularak renk dlciimleri gerceklestirilmis ve L*, a* ve b* CIE renk sistemi
kullanilarak renk degerleri belirlenmistir. L*, 0 ile 100 arasinda degisen degerler aydinlik degerini
(O=siyah 100=beyaz), a* kirmiz1 ve yesilligi (+a=kirmizi, —a=yesil), b* ise sar1 ve maviligi (+b=sar1,

—b=mavi) ifade etmektedir. Renk dl¢iimleri oda sicakliginda, 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

B

Sekil 3.6. Renk 61(;1"1n'1 cihazi (HunterLab ColorQuest/XE)

Bulaniklik analizi
Orneklerde bulaniklik tayini tiirbidimetre (WTW TURB 550, Almanya) ile yapilmis ve

sonuglar NTU cinsiden verilmistir.
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Seker ve organik asit icerigi analizi

Analizler i¢in 2 ml 6rnek alinarak ve iizerine 20 ml su eklenerek azot gazi altinda 200 rpm
devirde ve 20 dakika siiresince ekstraksiyon (IKA KS 3000i) yapilmis ve bu siire sonunda elde edilen
ektrakt 12000 devir/dakikada 4°C’de santrifiij (Hettich Universal 320R) edilmistir. Ustteki berrak
kisim alinip 0.45 pm’lik filtrelerden gegirilerek siiziilmiistiir (Lee ve Coates, 2000). Daha sonra elde
edilen ekstrakt dogrudan Agilent 1260 model DAD ve RID dedektorlic HPLC’ye enjekte edilerek
orneklerdeki sekerler ve miktarlart belirlenmistir. Calismada, Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm)
(Bio-Rad, California, USA) kolon ve tastyici faz olarak 5 mM’lik siilfiirik asit ¢ozeltisi kullanilmig
ve bu fazin akis hizi 0.6 ml/dakika olarak ve izokritik sistemle saglanmistir. Bilesiklerin
tanimlanmasinda Agilent 6430 model LC-MS/MS kullanilmistir (Flores ve ark., 2012). HPLC
analizleri sonucu elde edilen verilerden kalibrasyon egrileri olusturulmus ve bu egriler kullanilarak

orneklerdeki seker ve organik asit miktarlart belirlenmistir.

HMF (Hidroksimetilfurfural) Analizi

HMEF ekstraksiyonlar1 Kelebek ve ark. (2016) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmustir.
0.4 g ornek alinmis ve tizerine 5 ml distile su eklenerek ardindan 100 pL. Carrez 1 ve 100 pL Carrez
2 eklenmis ve 10 ml’e tamamlanmistir. Karisim 30 dakika siiresince ultrasonik su banyosunda
bekletilmis ve bu siire sonunda elde edilen ektrakt 5500 devir/dakikada 4°C’de santrifiij (Hettich
Universal 320R) edilerek tistteki berrak kisim alinip 0.45 pm’lik filtrelerden gegirilerek stiziilmiigtiir.
Ekstraktlar, Windows NT tabanli ChemStation yaziliml bir Agilent 1100 HPLC sistemi kullanilarak
incelenmistir. Daha sonra elde edilen siiziinti dogrudan Agilent 6430 Triple Quadrupole kiitle
spektroskopili yiliksek performansli sivi kromatografisi (LC-DAD-ESI-MS/MS) verilerek, HMF

miktarlar1 belirlenmistir.

HPLC kosullari

Akis: 0.5 ml/dk

Kolon sicakligi: 25°C

Mobil faz: Metanol:su (10:90, v/v) karigimi, su, %0.1 asetik asit
Kolon: Phenomenex Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um)
Enjeksiyon hacmi: 10 puL

Eliisyon siiresi: 30 dk

Dalga boyu: 285 nm

HMF miktarlarinin belirlenmesi i¢in 5 farkli HMF konsantrasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri

hazirlanmistir. Elde edilen verilerden kalibrasyon egrileri olusturulmustur ve bu egriler kullanilarak,

ekstraktlarindaki HMF miktar1 belirlenmistir.
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Glisirizik Asit Analizi

Homojen olarak alinan meyan suyu ornekleri 50 mL etanol/su (30:70 v/v) karisiminda
bekletilmis ve ultrasonik banyoda 5 dk siiresince ekstrakte edildikten sonra karigim 0.45 pm’lik
filtrelerden gegcirilmistir. Elde edilen ekstrakt dogrudan HPLC cihazina enjekte edilerek glisirizik
asidin belirlenmesi gergeklestirilmistir (Tian ve ark., 2008, Pala ve ark., 2017). Analizlerde

kullanilan kosullar asagida verilmistir:

Mobil Faz: Metanol-su (%1 asetik asit igeren 70:30 v/v etanol/su)
Analitik Kolon: C18 (150x4.6 mm)

Akis oran1 ve enjeksiyon miktari: 1 mL/dk ve 25 uL

Kolon sicakligi: 50 °C

Detektor: FotoDiyod Diizen Detektor (PDA)

Dalga Boyu: 252 nm

3.2.4. Mikrobiyolojik Analizler
Fermente ve fermente olmayan meyan sularinda mikrobiyolojik analizler i¢in aseptik

kosullar altinda 6rnekler alinarak asagida verilen analizler gerceklestirilmistir (Sekil 3.7.):

Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayilarinin belirlenmesi: Meyan sularinda
TAMB sayimi uygun diliisyonlar hazirlanarak dokme plaka yontemiyle Plate Count Agar’a (PCA)
ekim yapilarak belirlenmistir. 30°C’de 48-72 saat inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilarak
sonuclar log kob/mL cinsinden ifade edilmistir (Harrigan 1998; Halkman, 2005).

Maya-Kiif saymmi: Orneklerde maya kiif sayimi1 yayma plaka sayim ydntemi ile uygun
diliisyonlarda Yeast extract Glucose Chloramphenical Agara (YGCA) ekim yapilarak belirlenmistir.
30°C’de 3-5 giin inkiibasyon sonunda gelisen koloniler sayilmis ve olusan kolonilerden siipheli
olanlar mikroskop incelemesi ile belirlemistir. Orneklerde toplam maya-kiif sayis1 log kob/mL
cinsinden ifade edilmistir (Pala ve ark., 2017; Halkman, 2005).

Koliform Bakteri (KB) Sayimi: Koliform bakterilerin sayiminda, VRBA (Violet red bile
agar, Merck) kullanilarak, ¢ift katli dokme plaka yontemi uygulanmistir. Bu yontemde meyan suyu
orneklerinden ekimi yapilacak olan diliisyonlarindan 1 mL alinarak petri kabina konulacak ve
tizerine 13-15 mL arasi 45 ° C civarina sogutulan VRBA ilave edilemistir. Uygun bir sekilde
karigtirilarak katilasmasi beklenen petriler lizerine tekrar 13-15 mL aras1 45°C civarina sogutulan
VRBA eklenmis ve 37°C’de 24-48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
olusan koloniler sayilarak sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir (Gassem, 2002).

Laktik Asit Bakteri (LAB) Sayimi: Meyan suyu 6rneklerinde LAB sayimi1 MRS (de Man-
Rogosa-Sharpe) agar kullanilarak dokme plaka yontemi uygulanmistir. Bu yontemde meyan suyu

orneklerinden ekimi yapilacak olan diliisyonlardan 1 mL alinmis ve iizerine 45 °C civarina sogutulan
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MRS agar eklenerek anaerobik kosullarda 37 °C’de 48-72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda bakteriler sayilarak sonuglar log kob/mL olarak ifade edimistir (Gassem, 2002;

Santos ve ark., 2019).

Sekil 3.7. Fermantasyon siiresince yapilan LAB sayim islemi

3.2.5. Aroma ve Aroma-Aktif Bilesiklerin Analizleri

Aroma Maddeleri Ekstraksiyonu

Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin aroma bilesiklerinin ekstraksiyonunda Engel
ve ark. (1999) tarafindan bildirilen sivi-sivi ve yiiksek vakum altinda ¢6zgen yardimiyla aroma
ekstraksiyon (SAFE) yontemleri kullamilmigtir. SAFE sistemine ait resim ve sematik gosterim Sekil
3.8°de gosterilmistir. SAFE yontemi giiniimiizde aroma maddeleri ekstraksiyonunda en etkili yontem
olarak bildirilmektedir (Wagner ve ark., 2016; Schieber ve Wiist, 2020).

Meyan sular1 6rnekleri sivi-sivi aroma ekstraksiyonu i¢in 50 gr olacak sekilde erlenlere
alimmugstir. Ardindan erlenlere 100 mL diklorometan ve i¢ standart olarak 4-nonanol (41.5 mg/L) ve
2-metil-3-heptanon (40.5 mg/L) ilave edilmistir. Erlenler azot gaz1 altinda +4 ‘C’de 1 saat boyunca
orta hizda karistirtlmistir. Karistirmanin ardindan elde edilen siispansiyon santrifiij edilmis (5500
rpm, 15 dakika, 0°C, Kubota, Japonya) aroma maddelerini iceren berrak ¢oziicii fazi evapore edilerek
ekstrakt elde edilmistir. SAFE ekstraksiyonu i¢in ise, cam distilasyon diizenegine aktarilmistir.
Aroma maddeleri ekstraksiyonu sirasinda SAFE diizenegine 6rnek ilave edilmis ve ekstraksiyon
boyunca buharlagtirma balonu 40 °C’lik su banyosunda bekletilmistir. Ortamda vakum olustuktan
(10 bar) sonra SAFE aparatinin érnek muslugu ¢ok yavas bir sekilde agilarak aroma maddeleri
iceren ¢ozgen fazinin buharlagtirma balonuna yavas ama siirekli damlamasi saglanmistir. SAFE
aparatinin sag tarafinda yer alan ekstrakt toplama balonu ¢6zgenin hemen yogunlagmasi i¢in sivi azot

ile sogutulmus ve bu sekilde aroma maddesi kayiplar1 engellenmistir (Engel ve ark., 1999; Frank ve
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ark., 2011). Bu islem sonucu elde edilen aroma bilesiklerini iceren ¢ézgen faz “Vigreux” damitma
kolonunda 40 °C’ de dnce 5 mL daha sonra “Kuderna Danish” konsantrasyon aparatinda 0.5 mL
kalincaya kadar konsantre edilmistir. Ekstraksiyon islemi her bir drnek icin ii¢ kez tekrarlanmaistir.
Elde edilen aromatik ekstrakt viallere alndiktan sonra hafif bir azot akisi altinda 0.2 mL’ye kadar
konsantre edilmistir. Konsantre halde elde edilen aromatik ekstrakt dogrudan GC-MS’e enjekte

edilmeye hazir hale gelmistir.
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Sekil 3.8. Analizde kullanilan (a) SAFE ekstraksiyonu sematik gosterimi ve (b) SAFE diizenegi

GC-MS, GC-FID ve GC-MS-0O Kosullart

Aroma maddelerinin miktari, tanimlanmasi ve aroma-aktif bilesiklerin belirlenmesi igin
“Shimadzu Nexis GC-2030” marka gaz kromatografisi, buna bagli halde bulunan “Shimadzu GC-
MS-QP2020 NX” kiitle spektrometresi ve olfaktometri kullanilmistir (Sekil 3.9). Bu sistemde kolon
cikis 6zel bir ayirici yardimiyla esit olarak iige ayrilmistir: birinci kisim alev iyonlasma deddktoriine
(FID), ikinci kisim kiitle spektrometresine (MS), iiclincii kisim ise koklamanin yapilacag

olfaktometriye (O) gonderilmistir.
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Sekil 3.9. Aroma-aktif bilesiklerin belirlendigi G-MS-Olfaktometri cihazi

Aroma maddelerinin miktar tayininde, Shimadzu marka GC-FID kullanilmistir. Aroma
maddelerinin ayrim1 DB-WAX kapiler kolon (60 m x 0,25 mm x 0,4 pm) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Enjektor sicakligi 220°C, dedektor sicakligi 250°C, kolon sicakligi, 60°C’de 3
dakika beklemeden sonra, dakikada 2°C artarak 220°C’ye ve daha sonra dakikada 3°C artarak
245°C’ye cikartilarak ve bu sicaklikta 20 dakika sabit kalacak sekilde programlanmistir. Cihaza, 3
pl o6rnek enjekte edilmis ve tastyict gaz olarak akis hizi 1.5 ml/dakika olan Helyum kullanmilmustir.
Dedektor ve enjektor sicakliklar: ise 250°C olarak ayarlanmugtir.

Aroma maddelerinin tanisinda yukarida belirtilen gaz kromatografisine bagli “Shimadzu
GC-MS-QP2020 NX” marka MS kullanilmistir. Enjektor tipi ve sicaklik programi GC ile aym
kosullarda, tasiyici gaz olarak kullanilan helyumun hizi 1.5 ml/dakika olarak ayarlanmistir. Kiitle
spektrometresinin iyonlagma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi sicakligi 250°C, kuadrupol sicaklig:
120°C’de tutularak, bir saniye araliklarla 29-350 kiitle/yiik (m/e) arasinda tarama yapilmistir.
Piklerin tanisi, standardi bulunan bilesikler i¢in standart ¢6zelti enjekte edilerek, standardi olmayan
bilesikler igin kiitle spektrumunun bilgisayar hafizasindaki aroma maddeleri kiitiiphanelerindeki
(Wiley 10.0, NIST-11 ve Flavor.2L) kiitle spektrumlariyla karsilastirilmasi yoluyla yapilmustir.
Piklerin tamisindan sonra aroma maddelerinin konsantrasyonlar1 i¢ standart yontemine gore

hesaplanmistir (Kelebek ve Selli, 2011).

Aroma Maddelerinin Miktarimin Hesaplanmast

Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin miktarlarim1 hesaplamak igin, standart
bilesiklerden kalibrasyon egrileri elde edilmis ve i¢ standart yontemiyle asagidaki denklemde
belirtilen formiil kullanilarak miktarlar hesaplanmistir. Hesaplamada her bir bilesigin cevap faktorii

de dikkate alinmistir (Selli ve Kelebek, 2011).

Ci = (Ai /Ast) x Cst x RF x HF
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Ci: Bilesigin konsantrasyonu

Ai: Bilesigin pik alani

Ast: I¢ standartin pik alan1

Cst: I¢ standartin konsantrasyonu
RF: Cevap faktorii

HF: Hesaplama faktorii (6rnek miktarinin kg’a ¢evrilmesi i¢in faktor: 20)

Aroma Ekstraksiyon Diliisyon Analizi (AEDA)

Aroma-aktif bilesiklerinin belirlenmesinde gaz kromatografisine bagli olfaktometri
kullanilmigtir (Sekil 3.9). Bunun i¢in “Aroma Ekstrakt Seyreltme Analizi (Aroma Extract Dilution
Analysis, AEDA)” kullanilmis ve bu yontemde konsantre aromatik ekstrakt asamali olarak
diklorometan ile her defasinda 1:1 oraninda seyreltilerek (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 ,....... 1:1024) GC-MS-
Olfaktometriye enjekte edilmistir. Kokunun hissedilmedigi anda seyreltme islemine son verilerek

koklama iglemi tamamlanmustir (Fickert ve Schieberle, 1998; Selli ve ark., 2014; Kesen, 2020).

3.2.6. Fenolik Bilesiklerin Analizi

Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fermente ve fermente olmayan meyan sular1 6rneklerinin fenolik ekstraksiyonlari1 Pacifico
ve ark. (2014) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Buna gore, meyan
sular1 metanol:su (85:15, v/v) ¢ozgeni ile 1:1 oraninda karistirilarak 1 saat ultrasonik banyoda
ekstrakte edilmistir. Daha sonra Ornekler 5500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve vakum
evaporatorde konsantre edilmistir. Elde edilen ekstraktlar 0.45 pm’lik membran filtreden gegirilerek

stvi kromatografisine enjekte edilmistir.

Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Analizi

Fenolik bilesiklerin analizleri, fermente ve fermente olmayan meyan sulari ve in vitro
sindirim modeli sonucu elde edilen ekstraktlarda gerceklestirilmistir. Fenolik bilesikler, diyot array
detektoriine sahip s1vi kromatografisi ve elektrosprey iyonizasyon tandem kiitle spektrometresi (LC-
DAD-ESI-MS/MS) kullanilarak karakterize edilmistir. Fenolik bilesiklerin analizlerinde, diyod array
dedektorli (DAD) Agilent 6430 (Agilent Technologies, Palo Alto CA-USA) marka tiglii kuadrapol
kiitle spektrometresi yiiksek basingli sivi kromatografisi (LC-MS/MS) ve Beckman Ultrasphere C18
ODS (250 x 4.6 mm x 5 p) marka kolon kullanilmigtir. Dalga boyu 280 ve 320 nm, enjeksiyon miktari
20 ul ve akis hiz1 dakikada 1 ml olacak sekilde ayarlanmistir. Tasiyici fazlar; A fazi su:formik asit
(95:5, v//v), B faz1 su/solvent A (40/60, v/v) seklinde kullanilmistir. Analiz elektrospray kiitle
spektrometresi kullanilarak negatif iyonizasyon modunda gergeklestirilmistir. Verilerin elde
edilmesi, 6nceden ayarlanmis alikonma siirelerinde spesifik kiitle gecislerini 6zel olarak tanimlayan

coklu reaksiyon izleme (MRM, Multiple Reactions Monitoring) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Fenolik bilesiklerin tanisi, kullanilan standart maddelerin alikonma zamanlar1 ve spektrumlarindan,
literatiir verilerinden ve LC-MS cihazindan yararlanilarak yapilmistir. Fenolik bilesiklerin miktarinin
belirlenmesi, standart bilesigin (likiritin) kalibrasyon egrisi ile hesaplanmistir. Ornekler,
enjeksiyondan 6nce 0.45 um gdzenek boyutuna sahip membran filtreden gecirilmistir (Kelebek ve

ark., 2009; Kelebek ve ark., 2020).

3.2.7. Toplam Fenolik Madde Analizi

Meyan suyu 6rneklerinin toplam fenolik madde analizi Folin—Ciocalteu metodu kullanilarak
Singleton ve ark. (1999) yontemine gére yapilmistir. Toplam fenolik madde analizinde 6rneklerin
fenolik ekstraktlari seyreltilerek kullanilmigtir. Seyreltilen ekstraktlardan 1 ml alinmig ve iizerine 60
ml saf su, 5 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile 15 ml %20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek oda
sicakliginda ve karanlikta 2 saat bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerin 765 nm dalga boyuna karsilik
gelen absorbans degerleri spektrofotometrede (Cary 60 UV-Vis Spektrofotometre, Agilent
Technologies, ABD) okunmustur. Analizde elde edilen absorbans degerleri gallik asit standart egim
cizelgesi ile hesaplanmustir. Gallik asit kalibrasyon egrisi denklemi, 50 ila 1000 mg/l konsantrasyon
araliginda R?=0.9992, y=0.0011x+0.0719 seklindedir.

3.2.8. Antioksidan Aktivite Analizleri

Meyan suyu Orneklerinin antioksidan kapasitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve
ABTS (2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) olmak tizere iki farkli yontemle
belirlenmistir.

DPPH yonteminde serbest radikalleri 6nleme yetenegini Ol¢ebilen DPPH c¢ozeltisinin
metanol i¢erisindeki reaksiyonun zamana kars1 degisiminin 515 nm’de UV-Vis (Shimadzu-UV-Vis-
1201, Kyoto-Japan) spektrofotometredeki Olglim sonuglarina gore yapilmistir. Her bir ekstrakt
orneginden 0.1 ml alinmis ve iizerine 3.9 ml DPPH ¢6zeltisi (2.36 mg/100 ml) eklenip kuvvetlice
calkalanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletilerek 515 nm dalga
boyuna karsilik gelen absorbans degerleri spektrofotometrede okunmustur (Brand-Williams ve ark.,
1995; Kelebek ve ark., 2013).

ABTS yontemi metmyoglobinin (radikal katyon iiretmesi i¢in ABTS i¢inde ve
antioksidanlarin varliginda/yoklunda) hidrojen peroksit ile aktivasyonuna dayanmaktadir. Bu
yontem icin 7 mM ABTS, 2.5 mM potasyum bisiilfat ile karistirilarak karanlik ortamda 16 saat
bekletilmistir. Hazirlanan ¢ozelti %80°lik metanol ile spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda
0.70+0.01 absorbans olacak sekilde seyreltilmistir. Her bir ekstrakttan 0.1 ml alinmis ve iizerine 3.9
ml hazirlanan ABTS ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika inkiibasyon icin karanlikta bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda hazirlanan drneklerin spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda karsilik gelen

absorbans degerleri olgililmiistiir (Re ve ark., 1999; Kelebek ve ark., 2020b). Her iki yontemde de
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elde edilen absorbans degerleri Trolox standart egim cizelgesi ile hesaplanarak pmol Troloks/L

cinsinden ifade edilmistir.

3.2.9. Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyu
diftizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Test mikroorganizmalar1 olarak Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 kullanilmigtir.
Bakteriler triptik soy agar igerisinde 24 saat siireyle 37°C’de inkiibe edilmis ve aktiflesen saf
kiiltiirden belirli miktarlarda alinarak steril %0.9 NaCl ¢ozeltisi igine aktarilip, McFarland 0.5 (108
kob/mL)’e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulmustur. McFarland 0.5 (108 kob/mL)’e
gore ayarlanan bakteri ¢ozeltisinden 100 pl alinarak Muller Hinton Agar (MHA) besiyerine yayma
yontemi ile yayilmistir. Daha sonra, besiyeri lizerinde 7-8 mm ¢apinda agilan kuyucuklar igerisine
hazirlanan ekstraktlar yaklasik 100 pl olacak sekilde eklenmistir. Petriler, 24-48 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zonlar1 kumpasla
Olciilerek degerlendirme yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite analizi igin her petriden 2 paralel olacak

sekilde hazirlanmig ve olusan her zondan 3 6l¢iim alinmistir (Ilgaz ve Kadiroglu, 2022).

3.2.10. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE) inhibe Edici (Antihipertansif) Aktivite
Orneklerin antihipertansif aktivitesinin belirlenmesi igin anjiyotensin déniistiiriicii enzimi
(angiotensin converting enzyme, ACE) inhibe etme 6zellikleri Shalaby ve ark. (2006)’de agiklanan
yonteme gore gergeklestirilmistir. 40 uL 6rnek alinip Eppendorf tiipiine eklenmistir. Uzerine 40 uL
0.1 w/mL ACE (0.01 M tuzlu fosfat tamponu (pH: 7.0, NaCl konsantrasyonu: 0.5 M) igerisinde
hazirlanmis olan) ilave edilmis, 15 dakika 37 °C’de su banyosunda Eppendorf tiipleri kapal1 ve dik
sekilde bekletilerek inkiibe edilmistir. Ardindan 600 pL 0.75 mM substrat ¢ozeltisi (FAPGG, N-[3-
(2-Furyl) acryloyl]-Phe-Gly-Gly) tuzlu fosfat tamponunda hazirlanip karisimin iizerine ilave edilerek
reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon 30 dakika 37°C’de sonlandirilmistir. Ornekler Eppendorf
tiiplerinden spektrofotometre kiivetlerine aktarilmis ve hacim 1000 pl’ye tamamlanacak sekilde
tizerine 320 uL tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir (Sekil 3.10). Bekletilmeden spektrofotometre 340
nm’ye ayarlanarak, 340 nm’de orneklerin absorbans degerleri olgiilmiistiir. Orneklerin ACE

inhibisyon sonuglari agagidaki formiile gore hesaplanmaistir:

% ACE inhibisyonu = [(Absamek‘AbSenzim)/( Astubstrat‘AbSenzim)]*100

40



Sekil 3.10. ACE inhibe edici (antihipertansif) aktivitenin 6l¢lilmesi

3.2.11. Simiile In vitro Gastrointestinal Sindirim Modeli

Meyan suyunun icerdigi biyoaktif bilesenlerin biyoyarayigliligini belirlemek i¢in fermente
ve fermente olmayan meyan sularina in vitro gastrointestinal sindirim modeli uygulanmis ve
orneklerin biyoaktivitelerindeki degisiklikler incelenmistir. Bu ¢alismada, agiz, mide ve bagirsak
sindiriminin siral1 simiilasyonunu igeren INFOGEST’in in vitro sindirim modeli (Brodkorb ve ark.,
2019) uygulanmis ve agiz, mide ve bagirsak sivilarinin bilesimleri INFOGEST yontemi referans
almarak hazirlanmigtir (Sekil 3.11). In vitro gastrointestinal sindirilebilirlik asamalar1 boyunca

toplam fenolik madde (TFM) ve antioksidan aktivite (DPPH ve ABTS) analizleri yapilmistir.

— K Oral faz
e & Mide fazi
— &Ba@arsak fazi

Sekil 3.11. In vitro gastrointestinal sindirim modeli

Ekstraksiyon

Meyan koki Meyan kokii suyu Fermente ve
fermente olmayan

meyan koki su
Fermantasyon 4 2

Lactiplantibacillus plantarum
lactobacillus acidophilus

Agiz fazi: Agiz sindiriminin simiilasyonu igin, 5 g 6rnek, 5 g 1:1 (agirlik/agirlik) simiile
edilmis tiikiirtik sivisi (simulated salivary fluid, SSF) olacak sekilde eklenip karistirilarak, 6rnek
homojen hale macun kivamina getirilmistir. Ardindan 0.75 mL a-amilaz soliisyonu (human saliva
Type IX-A, 1000-3000 U/mg protein-75 U/mL), 25 uL CaCl, (0,3 M) ve 0.225 mL distile su ile
karigtirilip, 10 mL hacme ulasmak i¢in saf su ilave edilmistir. Karigimlar, karistiricili inkiibatorde
(IST-4075, JEIO TECH, Korean) 37 °C'de 2 dakika siireyle bekletilmistir. Simiile edilmis agiz
sindiriminin tamamlanmasindan sonra 2 mL 6rnek analizler i¢in numune bir eppendorf tiipiinde
almirken, geri kalan1 (13 mL) 3000 g'de 10 dakika 4°C'de santriftij edilmistir. Siipernatantlar ve
peletler ayrilacak ve diger analize kadar -20°C'de saklanmugtir.

Mide fazi: Mide sindiriminin simiilasyonu igin kalan agiz fazi tizerine 1:1 (agirlik/agirlik)
simiile mide sivisi, 0.53 mL pepsin soliisyonu (2000 U/mL), 4 uL. CaCl; (0,3 M) eklendis ve 5 M

HCL ile pH 3'e ayarlanmistir. Daha sonra distile su ilavesiyle karisimin toplam hacmi 16 mL'ye
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tamamlanarak 37 °C'de 2 saat karistiricili inkiibatorde bekletilmistir. Simiile edilmis gastrik
sindirimin tamamlanmasindan sonra 2 mL 6rnek analizler i¢in eppendorf tiipiinde alinirken, geri
kalan1 (13 mL) 3000 g'de 10 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar ve peletler ayrilacak
ve diger analize kadar -20°C'de saklanmustir.

Bagirsak fazi: Bagirsak sindiriminin simiilasyonu i¢in kalan mide fazi {iizerine, 1:1
(agirhik/agirlik) simiile bagirsak sivisi, 3.5 mL pankreatin (100 U/mL), 2.1 mL safra (10 mM) ve 28
uL CaCl; (0.3 M) eklenip karigimin pH'1 5 M NaOH ile 7'ye ayarlanmig ve toplam hacim distile su
kullanilarak 28 mL'ye tamamlanmigtir. Karistiricili inkiibatorde 37 °C'de siirekli karistirilarak 2 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Simiile edilmis bagirsak sindiriminin tamamlanmasindan sonra bagirsak
faz1 3000 g'de 10 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar ve peletler ayrilarak -20°C'de

saklanmustir.

3.2.12. Duyusal Analiz

Meyan suyu Orneklerinin duyusal analizi, Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimii’nden 9 kisilik egitimli panelistler (3 erkek — 6 kadin; yaslar1 23-50 arasinda) tarafindan
lezzet profil testi uygulanarak yapilmistir. Ornekler ii¢ haneli farkli numaralarla kodlanmis ve cam
duyusal analiz kiivetlerine yerlestirilmistir. Panelistler lezzet profilini 6nceden belirlenen 9 farkli
kritere gore (renk, aroma, tat, acilik, eksilik, tatlilik, tuzluluk, kalicilik ve genel begenilirlik), aroma
profil analizini ise 7 farkli kritere (fermente koku, karamel, topraksi, baharatimsi, meyan kokii, malt,
duman ve yags1) gore 100 mm’lik 6lgeksiz bir skalada incelemiglerdir (Wagner ve ark., 2016; 2017).

Sonuglar, istatistiksel olarak degerlendirilmis ve oriimcek ag1 diyagraminda gosterilmistir.

3.2.13. istatistiksel Analiz

Analizler sonucunda elde edilen bulgular, SPSS paket programi (v.24.0, SPSS Inc., Chicago,
IL) kullanilarak tek yonlii Varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Varyans analizi sonucu
o6nemli bulunan farkliliklar Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore degerlendirilmistir. Sonuglar,
ortalama =+ standart hata seklinde diizenlenmistir. Ayrica, aroma maddeleri ile fenolik bilesikler, ¢cok
degiskenli analiz yontemlerinden olan Heatmap (Is1 Haritas1) ve Cluster (Kiimeleme) analizi ile
siniflandirilip 6rnekler arasindaki farkliliklar belirlenmis ve bu analiz, Metsalu ve Vilo (2015)
tarafindan detaylandirildigi tizere ¢evrimigi bir arag aracilifiyla yiirttiilmistiir. Aroma maddelerinin
depolama boyunca degisimi ise Sankey diyagrami (Origin Lab 2024, OriginLab Corp., Northampton,
MA) ile gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Meyan Suyu Uretiminin Optimizasyonu

Bu calisgma kapsaminda literatiirde Jang ve ark. (2017) ve Ciganovic ve ark. (2019)
tarafindan belirtilen sicaklik, siire ve kati/stvi oranlarin1 kapsayacak sekilde meyan suyu iiretimi
yapilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Deneysel tasarim; yanit yiizey yonteminin 3 faktorlii Box-Behnken
tasarimi kullanilarak Design Expert (Stat-Ease, Design-Expert software, version 7) programi ile
uygulanmistir. Deneylerde bagimsiz degiskenler; sicaklik 20-50° C, siire 1-3 saat ve kati/sivi orani

1:5—1:1 alt ve iist seviyeleri olarak programa girilmistir.

Cizelge 4.1. Box Behnken tasariminda kullanilan proses degiskenleri
Degisken diizey kodlar1

Kod -1 0 +1
Sicaklik (°C) X1 20 35 50
Stire (saat) X2 1 2 3
Kat1/Sivi orani (Kg/L) X3 1:5 1:1.67 1:1

Deney tasariminda 2 seviyeli tam faktoriyel tasarim kullanilmistir. Bu noktalara gore
programla tasarim olusturuldugunda 15 adet ¢alisma olusmus, 3 tekrarli olarak analizler yapilmis ve
45 adet veri elde edilmistir. Belirlenen deney tasarimina (Cizelge 4.2) gore elde edilen yanitlar
(SCKM, toplam fenolik madde igerigi, antioksidan kapasite, 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on,

likiritin miktarlar1) programa girilerek analiz edilmistir.

Cizelge 4.2. Meyan suyu ekstraksiyonu i¢in yapilan deneysel tasarim

Deney Kodlanmis degerler Gergek degerler
X1 X2 X3 Sicaklik (°C) Siire (saat) Kati/Sivi orani (kg/L)

1 1 0 -1 50 2 0,2
2 0 -1 1 35 1 1
3 -1 1 0 20 3 0,6
4 0 0 0 35 2 0,6
5 0 -1 -1 35 1 0,2
6 -1 0 -1 20 2 0,2
7 0 1 -1 35 3 0,2
8 -1 -1 0 20 1 0,6
9 0 0 0 35 2 0,6
10 1 -1 0 50 1 0,6
11 0 1 1 35 3 1
12 1 0 1 50 2 1
13 1 1 0 50 3 0,6
14 -1 0 1 20 2 1
15 0 0 0 35 2 0,6
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Elde edilen 45 diriinden en yiiksek SCKM, toplam fenolik madde igerigi, antioksidan

kapasite, 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on, likiritin miktarlar1 oranindan hareketle bagimsiz

degiskenler tespit edilerek optimizasyon islemi gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Merkezi Kompozit Deneme planina gére meyan suyu iiretim kosullarinda elde edilen

sonuglar
Katy/Sivi Toplam Antioksjdan 3-hidroksi-2-
Sicaklhik | Siire Fenolik Aktivite N metil-4H-
Deney o orani SCKM . Likiritin -
no O (saat) (kg/L) (B) Madde (DPPH; (mg/L) piran-4-on
A:A B:B cC (TFM; pmol (Maltol;
) mg/L) Trolox/L) ug/L)
1 50.00 2.00 0.20 7.20 365.91 1001.56 538.97 263.11
2 35.00 1.00 1.00 25.90 572.27 232.81 240.15 513.60
3 20.00 3.00 0.60 18.50 717.34 410.19 338.49 1401.53
4 35.00 2.00 0.60 18.60 701.40 482.21 348.05 484.60
5 35.00 1.00 0.20 7.10 988.64 618.75 415.04 1091.26
6 20.00 2.00 0.20 6.80 2711.36 442.86 951.09 72.12
7 35.00 3.00 0.20 7.00 2188.64 512.50 439.58 375.24
8 20.00 1.00 0.60 17.60 858.53 617.90 278.74 465.89
9 35.00 2.00 0.60 18.70 | 1578.91 482.21 339.48 487.56
10 50.00 1.00 0.60 20.80 | 131247 784.90 832.90 795.79
11 35.00 3.00 1.00 27.60 865.00 155.24 131.23 514.25
12 50.00 2.00 1.00 29.10 903.64 430.31 335.36 274.09
13 50.00 3.00 0.60 21.10 | 1017.18 610.59 658.27 1415.66
14 20.00 2.00 1.00 24.50 656.82 455.63 235.69 166.57
15 35.00 2.00 0.60 18.70 970.12 482.21 331.18 502.00

Not: Tabloda sunulan veriler 15 adet ¢alismada elde edilen verilerin 3 tekrarli analizleri ile elde edilmistir.

SCKM degerine gore degerlendirme

Faktorlerin cevaplar iizerindeki etkileri varyans analizi (ANOVA) cizelgesi géz Oniine

almarak degerlendirilmistir. Regresyon analizi uygulanarak faktorler ve cevap arasindaki iligki

matematiksel modelle ortaya koyulmustur. Buna gére modellere faktorlerin lineer etki terimleri ve

interaksiyon etki terimleri eklenmistir. Model uyumsuzlugu (lack of fit) ve kareler toplamindaki artis

degerleri analize tabi tutulmustur.

Cizelge 4.4. Uretim kosullarindaki SCKM sonucu ile elde edilen Ardisik Model Kareler Toplam1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F p
toplanm derecesi ortalamasi degeri  degeri
Ortalama ile Toplam 4831.24 1 4831.24
Linear ile Ortalama 795.68 3 265.23 11490 <0.0001
2F1 ile Linear 531 3 1.77 0.71 0.5753
ikinci Dereceden 19.97 3 6.66 298.07 <0.0001
ile 2F1
Kiibik ile Tkinci 0.11 3 0.035 10.50  0.0882
Dereceden
Kalint1 6.667E-003 2 3.333E-0.003
Toplam 5652.32 15 376.82
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Bulgular incelendiginde 2 faktor interaksiyon iceren ikinci dereceden modelin uygun oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4). "lkinci Dereceden ile 2FI" modelinin F degeri 298.07 olarak
hesaplanmistir. Bu, modeldeki faktorlerin bagimli degisken iizerindeki etkilerinin gii¢lii oldugunu ve
bu modelin varyasyonu aciklamada basarili oldugunu gostermektedir. Daha diisiik F degerlerine
sahip diger modellerle karsilastirildiginda, bu model iistiinliik saglamaktadir. Bu model i¢in p degeri
<0.0001 olarak hesaplanmigtir ve bu deger, modelin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.5. Tum faktorlerin (sicaklik (A), siire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar lizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplami derecesi ortalamasi

Model 820.97 9 91.22 4084.41 <0.0001

A-A 14.58 1 14.58 652.84 <0.0001

B-B 0.98 1 0.98 43.88 0.0012

C-C 780.12 1 780.12 34930.97 <0.0001

AB 0.090 1 0.090 4.03 0.1010

AC 441 1 441 197.46 <0.0001

BC 0.81 1 0.81 36.27 0.0018

A2 0.64 1 0.64 28.70 0.0030

B? 0.64 1 0.64 28.70 0.0030

C? 17.60 1 17.60 788.11 <0.0001

Kalint1 0.11 5 0.022

Model 0.11 3 0.035 10.50 0.0882

uyumsuzlugu

Saf Hata 6.667E-003 2 3.333E-003

Toplam 821.08 14

Faktorlerin cevaplar lizerindeki interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak ne dl¢lide 6nemli
oldugu Cizelge 4.5 ve 4.6’da ifade edilmistir. Faktorlerin istatistiksel anlamda model agisindan
onemliligi F ve p-degerlerinden yola ¢ikilarak belirlenmistir. Yine bahsi gecen cizelgelerde kalinti
hata, deneysel tasarimin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasi ile saf deneysel hata
ve model uyumsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir. Burada hedeflenen; modelin matematiksel
olarak uygunsuzlugunu ifade eden lack of fit (model uyumsuzlugu) degerinin énemsiz olmasi
(p>0.05), regresyon modeli i¢in anlamli olmasidir. Calismada elde edilen sonuglar da bunu

saglamaktadir.
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Cizelge 4.6. Tum faktorlerin (sicaklik (A), siire (B), kati/stvi orani (C)) cevaplar iizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu (AB
dahil edilmemis indirgenmis model)

Kaynak Kareler toplami Serbestlik Kareler F degeri p degeri
derecesi ortalamasi

Model 820.88 8 102.61 3052.84 <0.0001

A-A 14.58 1 14.58 433.79 <0.0001

B-B 0.98 1 0.98 29.16 0.0017

Cc-C 780.13 1 780.13 23210.33 <0.0001

AC 441 1 441 131.21 <0.0001

BC 0.81 1 0.81 24.10 0.0027

A? 0.64 1 0.64 19.07 0.0047

B? 0.64 1 0.64 19.07 0.0047

C? 17.60 1 17.60 523.67 <0.0001

Kalint1 0.20 6 0.034

Model 0.20 4 0.049 14.63 0.0650

uyumsuzlugu

Saf Hata 6.667E-003 2 3.333E-003

Toplam 821.08 14

Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler tablosu (Cizelge 4.7)
incelendiginde yiiksek R? degeri (R?>0.90) SCKM degerlerinin iiretim kosullarinin etkisini
modellemek acisindan uygun oldugunu gostermektedir. Tahmini R? ve Diizeltilmis R? degerlerinin

birbirine yakin olmas: fit edilen modelin tahminleme agisindan uygun oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7. Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler

Standard sapma 0.18
Ortalama 17.95
R? (R-Squared) 0.9998
Diizeltilmis R? (Adj R-Squared) 0.9994
Tahmini R? (Pred R-Squared) 0.9982
Yeterli kesinlik (Adeq. Precision) 158.088
Varyasyon katsayis1 (% C.V.) 1.02
Tahmini kalint1 hata kareleri toplam1 (PRESS) 1.45

Optimizasyon asamasinda, refraktometre ile belirlenen SCKM degerine etkili olan
degiskenler ic¢in regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden model, kodlanmig

degiskenler cinsinden Esitlik 1°de, gergek degerler cinsinden Esitlik 2°de verilmigtir.

R1(SCKM)=+18.67+1.35*A+0.35*B+9.88*C+1.05*A*C+0.45*B*C+0.42*A2+0.42*B2-
2.18*C? (Esitlik 1)
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R1(SCKM)=+4.05185-0.14463*A-1.99167*B+32.68750*C+0.17500*A*C+1.12500*B*C+
1.85185E-003*A%+ 0.41667*B%-13.64583*C? (Esitlik 2)

SCKM
(°B)

060

Kati/Sivi orani . Sicakiik (°C)
(kg/L)

Sekil 4.1. SCKM degeri i¢in cevap-yiizey grafigi (Kati/siv1 oranixSicaklik)

Gorsel anlamda kolaylik saglanmasi amaciyla elde edilen sonuglar yanit yiizey grafikleri ve
izohips egrileri ile (Sekil 4.1, Sekil 4.2) ifade edilmistir. Bu grafikler, faktérlerden birinin deneysel
tasarimimn  merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki

kombinasyonlarini ifade etmektedir.

SCKM 15
(°B)

1.00 3.00

0.60 200

Kati/Sivi orani (kg/L) 040 Siire (saat)
0.20~1.00

Sekil 4.2. SCKM degeri i¢in cevap-yiizey grafigi (Kati/sivi oranixSiire)
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Toplam fenolik icerigine gore degerlendirme

Meyan suyu iiretim kosullarindaki Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenen toplam fenolik
madde (TFM) sonucu elde edilen ardisik model kareler toplami tablosu elde edilmis ve Cizelge
4.8’de gosterilmistir. Bulgular incelendiginde 2 faktor interaksiyon igeren lineer modelin uygun

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. Uretim kosullarindaki TFM sonucu ile elde edilen Ardisik Model Kareler Toplami

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi
Ortalama ile 1.795E+007 1 1.795E+007
Toplam
Linear ile 1.691E+006 3 5.638E+005 1.60 0.2451
Ortalama
2Flile 1.892E+006 3 6.306E+005 2.55 0.1291
Linear
Ikinci 87020.56 3 29006.85 0.077 0.9699
Dereceden ile
2 Fl
Kiibik ile 1.488E+006 3 4.962E+005 0.45 0.3026
ikinci
Dereceden
Kalinti 4.043E+005 2 2.021E+005
Toplam 2.351E+007 15 1.567E+006

Iki faktor igeren lineer modelde TFM analizi sonuglari icin her bagimsiz degiskenin yanit
iizerindeki lineer ve interaksiyon etkilerinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan
onemliligi ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Bu degerlendirmeye ait varyans analizi
(ANOVA) sonug tablosu, Cizelge 4.9’da verilmistir. Secilen modelin %95 giiven seviyesinde

6nemli, model uygunsuzlugunun ise %95 giiven seviyesinde dnemsiz ¢iktig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.9. Tum faktorlerin (sicaklik (A), siire (B), kati/stvi orani (C)) cevaplar lizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gsteren ANOVA tablosu

Kaynak Kareler toplamm Serbestlik Kareler F degeri  p degeri
derecesi ortalamasi

Model 3.583E+006 6 5.972E+005 2.41 0.1239

A-A 2.261E+005 1 2.261E+005 0.91 0.3672

B-B 1.395E+005 1 1.395E+005 0.56 0.4743

Cc-C 1.326E+006 1 1.326E+006  5.36 0.0493

AB 5936.35 1 5936.35 0.024 0.8808

AC 1.680E+006 1 1.680E+006  6.79 0.0314

BC 2.058E+005 1 2.058E+005 0.83 0.3885

Kalinti 1.980E+006 8 2.475E+005

Model 1.576E+006 6 2.626E+005 1.30 0.4960

uyumsuzlugu

Saf Hata 4.043E+005 2 2.021E+005

Toplam 5.563E+006 14
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Orneklerin TFM igerigi iizerine interaksiyonlarma, B, AB ve BC terimlerinin etkili olmadig
gorlilmektedir. Model uyumsuzlugu degerinin 6nemsiz bulunmasi model uygunsuzlugunun 6nemsiz
oldugunu gostermektedir. Modelden o6nemli bulunmayan terimler c¢ikarilarak olusturulan
indirgenmis model i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 4.10’da verilmistir. Olusturulan indirgenmis

modelde C ve AC interaksiyonunun TFM miktar1 iizerine dnemli bir etkisi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Tiim faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar tizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu (AB,
B ve BC dahil edilmemis indirgenmis model)

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi

Model 3.232E+006 3 1.077E+006 5.08 0.0189

A-A 2.261E+005 1 2.261E+005 1.07 0.3238

Cc-C 1.326E+006 1 1.326E+006 6.26 0.0294

AC 1.680E+006 1 1.680E+006 7.93 0.0168

Kalint 2.331E+006 11 2.119E+005

Model 1.927E+005 9 2.141E+005 1.06 0.5756

uyumsuzlugu

Saf Hata 4.043E+005 2 2.021E+005

Toplam 5.563E+006 14

Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler tablosu (Cizelge 4.11)
incelendiginde secilen model icin R? degeri 0.6441 ve Adj R? degeri 0.3772 olarak hesaplanmustir.
Yeterli kesinlik degeri, modelin sinyal/giirtiltii oraninin yeterli oldugunu ve bu modelin tahmin

yapma amaciyla kullanilabilecegini desteklemektedir.

Cizelge 4.11. Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler

Standard sapma 497.47
Ortalama 1093.88
R? (R-Squared) 0.6441
Diizeltilmis R? (Adj R-Squared) 0.3772
Yeterli kesinlik (Adeqg. Precision) 6.210
Varyasyon katsayis1 (% C.V.) 45.48
Tahmini kalint1 hata kareleri toplam1 (PRESS) 8.853E+006

Folin yontemi ile belirlenen toplam fenolik miktarina etkili olan degiskenler i¢in regresyon
analizi sonucunda elde edilen birinci dereceden lineer model, kodlanmis degiskenler cinsinden

Esitlik 1°de, gercek degerler cinsinden Esitlik 2’°de verilmistir.

R2(TFM)=+1093.88-168.11*A -407.10*C +648.07*A*C (Esitlik 1)
R2(TFM)=+4365.02413-76.01398*A-4798.15341*C+108.01136*A*C (Esitlik 2)
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Optimum noktanin daha anlasilir olmasini saglayan izohips ve yanit yiizey egrileri de
cizilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin merkez noktasinda (0) sabit tutulup,

diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini1 géstermektedir (Sekil 4.3.).

A~y
2800 o
R e 2t g it
LT
T

2150

Toplam 1500
Fenolik
Madde
(mglL)

50.00

4250

35.00
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. Toplam fenolik madde igin cevap-yiizey grafigi (SicaklikxKati/s1v1 orani)

Antioksidan aktiviteye (DPPH) gore degerlendirme

Uretim kosullarindaki DPPH yéntemiyle antioksidan kapasitesi sonuglar igin elde edilen
ardigik model kareler toplam1 ve model uygunsuzlugu testi tablolar1 elde edilmis ve sirastyla Cizelge
4.12’de gosterilmistir. Bulgular incelendiginde 2 faktor interaksiyon igeren ikinci dereceden modelin

uygun oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.12. DPPH yontemiyle antioksidan kapasitesi sonuglari ile elde edilen Ardisik Model
Kareler Toplami

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi
Ortalama ile Toplam  3.973E+006 1 3.973E+006
Linear ile Ortalama  3.532E+005 3 1.177E+005 5.73 0.0130
2Fl ile Linear 85753.68 3 28584.56 1.63 0.2578
ikinci Dereceden ile 2 1.276E+005 3 42544.83 16.86 0.0048
Fl
Kiibik ile Tkinci 12619.08 3 4206.36 6.366E+007 <0.0001
Dereceden
Kalinti 0.000 2 0.000
Toplam 4.552E+006 15 3.035E+005
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Iki faktor iceren ikinci dereceden modelde DPPH analizi sonuglari icin her bagimsiz
degiskenin yanit iizerindeki lineer ve interaksiyon etkilerinin degerlendirilmesinde istatistiksel
olarak model agisindan énemliligi ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Bu degerlendirmeye ait

varyans analizi (ANOVA) sonug tablosu, Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Tiim faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar tizerindeki lineer

ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gdsteren ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi

Model 5.666E+005 9 62959.44 24.95 0.012

A-A 1.014E+005 1 1.014E+005 40.19 0.014

B-B 40021.43 1 40021.43 15.86 0.0105

C-C 2.118E+005 1 2.118E+005 83.92 0.0003

AB 278.89 1 278.89 0.11 0.7531

AC 85269.21 1 85269.21 33.79 0.0021

BC 205.57 1 205.57 0.081 0.7868

A? 98371.04 1 98371.04 38.98 0.0015

B? 5772.56 1 5772.56 2.29 0.1908

C? 14583.89 1 14583.89 5.78 0.0613

Kalint1 12619.08 5 2523.82

Model 12619.08 3 4206.36

uyumsuzlugu

Saf Hata 0.000 2 0.000

Toplam 5.793E+005 14

Secilen modelin % 95 giiven seviyesinde 6nemli, model uygunsuzlugunun ise %95 giiven

seviyesinde onemsiz ¢iktig1 goriilmektedir. Orneklerin DPPH y&ntemi ile belirlenen antioksidan
aktivite degeri iizerine tiim faktdrlerin (A,B,C) ve interaksiyonlarin (AC, A?, C?) etkili oldugu
goriilmektedir. Model uyumsuzlugu (lack of fit) degerinin Onemsiz bulunmasi model

uygunsuzlugunun 6nemsiz oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.14. Tiim faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar tizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu (AB,
BC, B?dahil edilmemis indirgenmis model)

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi

Model 5.604E+005 6 93396.32 39.58 <0.0001

A-A 1.014E+005 1 1.014E+005 42.99 0.0002

B-B 40021.43 1 40021.43 16.96 0.0034

C-C 2.118E+005 1 2.118E+005 89.76 <0.001

AC 85269.21 1 85269.21 36.14 0.003

A? 1.027E+005 1 1.027E+005 43.52 0.002

c? 13285.07 1 13285.07 5.63 0.0450

Kalint1 18876.10 8 2359.51

Model 18876.10 6 3146.07

uyumsuzlugu

Saf Hata 0.000 2 0.000

Toplam 5.793E+005 14
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Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler tablosu (Cizelge 4.15)
incelendiginde segilen model i¢in R? degeri 0.9674 ve diizeltilmis R? degeri 0.9430 olarak
hesaplanmigstir. Tahmini R? ve diizeltilmis R? degerlerinin birbirine yakin olmast fit edilen modelin

tahminleme acisindan uygun oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.15. Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler

Standard sapma 48.57
Ortalama 514.66
R? (R-Squared) 0.9674
Diizeltilmis R? (Adj R-Squared) 0.9430
Tahmini R? (Pred R-Squared) 0.8341
Yeterli kesinlik (Adeg. Precision) 24.742
Varyasyon katsayisi (% C.V.) 9.44
Tahmini kalint1 hata kareleri toplam1 (PRESS) 96090.35

DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite miktarina etkili olan degiskenler i¢in
regresyon analizi sonucunda elde edilen 2 faktor interaksiyon igeren ikinci dereceden model,

kodlanmis degiskenler cinsinden Esitlik 1’de, gercek degerler cinsinden Esitlik 2°de verilmistir.

R3(DPPH)=  +457.88+112.60*A-70.73*B-162.71*C-146.00*A*C+166.27*A2-59.81*C?
(Esitlik 1)

R3(DPPH)=+840.31937- 29.62008* A-70.72961*B+ 893.46178*C- 24.33408*A*C+
0.73896*A2-373.78713*C?  (Esitlik 2)

DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan kapasite degerinin maksimum oldugu optimum
tretim kosullar1 “istenilebilirlik (desirability) fonksiyonu” metodu kullanilarak belirlenmistir.
Optimum noktanin daha anlasilir olmasini saglayan izohips ve yanit yiizey egrileri de ¢izilmistir. Bu
grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki

degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. DPPH yontemiyle antioksidan aktivitesi i¢in cevap-yiizey grafigi (Kati/sivi
oranixSicaklik)

Likiritin icerigine gore degerlendirme
Uretim kosullarindaki likiritin sonuglar1 igin elde edilen ardisik model kareler toplami ve

model uygunsuzlugu testi tablolar elde edilmis ve Cizelge 4.16°da gosterilmistir.

Cizelge 4.16. Likiritin degerleri ile elde edilen Ardigik Model Kareler Toplam1

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F p degeri
toplami derecesi  ortalamasi  degeri

Ortalama ile Toplam 2.743E+006 1 2.743E+006

Linear ile Ortalama 2.902E+005 3 96720.82 2.44 0.1192

2Fl ile Linear 83669.89 3 27889.96 0.63 0.6139

Ikinci Dereceden ile 2 FI 1.523E+005 3 50753.44 1.27 0.3795

Kiibik ile ikinci Dereceden 1.998E+005 3 66598.12 936.23  0.0011

Kalint1 142.27 2 71.13

Toplam 3.469E+006 15 2.313E+005

Elde edilen modelde likiritin analizi sonuglari i¢in her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki
lineer ve interaksiyon etkilerinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi
ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Bu degerlendirmeye ait varyans analizi (ANOVA) sonug
tablosu, Cizelge 4.17°de, modelde 6nemli olmayan terimler ¢ikarilarak elde edilen indirgenmis

modele ait ANOVA sonuglari ise Cizelge 4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.17. Tiim faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar iizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi
Model 7.259E+005 12 60490.59 850.37 0.0012
A-A 24406.03 1 24406.03 343.10 0.0029
B-B 1780.22 1 1780.22 25.03 0.0377
C-C 58381.70 1 58381.70 820.72 0.0012
AB 13732.56 1 13732.56 193.05 0.0051
AC 65484.39 1 65484.39 920.57 0.0011
BC 4452.94 1 4452.94 62.60 0.0156
A? 1.450E+005 1 1.450E+005 2038.11 0.0005
B? 416.60 1 416.60 5.86 0.1366
C? 1860.02 1 1860.02 26.15 0.0362
AB 116.19 1 116.19 1.63 0.3295
AC 23735.96 1 23735.96 333.68 0.0030
AB? 1.759E+005 1 1.759E+005 2473.38 0.0004
Saf Hata 142.27 2 71.13
Toplam 7.260E+005 14

Secilen modelin %95 giiven seviyesinde 6nemli, model uygunsuzlugunun ise %95 giiven

seviyesinde 6nemsiz ¢iktig1 goriilmektedir. Orneklerin DPPH ydntemi ile belirlenen antioksidan
aktivite miktar1 iizerine tiim faktorlerin (A,B,C) ve interaksiyonlarin (AB, AC, BC) etkili oldugu
goriilmektedir. Model uyumsuzlugu degerinin 6nemsiz bulunmasi model uygunsuzlugunun 6nemsiz

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.18. Tum faktorlerin (sicaklik, siire, kati/s1vi oran1) cevaplar tizerindeki lineer ve
interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gésteren ANOVA tablosu (A’B

dahil edilmemis indirgenmis model)

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplami derecesi ortalamasi
Model 7.258E+005 11 65979.17 765.85 <0.0001
A-A 24406.03 1 24406.03 283.29 0.0005
B-B 4962.98 1 4962.98 57.61 0.0047
C-C 58381.70 1 58381.70 677.66 0.0001
AB 13732.56 1 13732.56 159.40 0.0011
AC 65484.39 1 65484.39 760.11 0.0001
BC 4452.94 1 4452.94 51.69 0.0055
A2 1.450E+005 1 1.450E+005 1682.85 <0.0001
B? 416.60 1 416.60 4.84 0.1153
c? 1860.02 1 1860.02 21.59 0.0188
A2C 23735.96 1 23735.96 275.51 0.0005
AB? 1.759E+005 1 1.759E+005 2042.24 <0.0001
Kalint1 258.45 3 86.15
Model 116.19 1 116.19 1.63 0.3295
Uyumsuzlugu
Saf Hata 142.27 2 71.13
Toplam 7.260E+005 14
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Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler tablosu (Cizelge 4.19)
incelendiginde yiiksek R? degeri (R? > 0.90) likiritin miktarinin meyan suyu iiretim kosullarinin
etkisini modellemek acisindan uygun oldugunu gostermektedir. Deneysel verilerin dogrusal bir
egriye ne kadar iyi uydugunun en iyi Olgiitii, regresyon analiz isleminde hesaplanmis regresyon
katsayisidir (R?). R%adj degerleri modelin uygun oldugunu gostermektedir. Yeterli kesinlik degerinin
4’ten biyik olmasi gerekmektedir. Elde edilen modelde s6z konusu deger 99.215 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.19. Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler

Standard sapma 9.28
Ortalama 427.62
Varyasyon Katsayis1 (% C.V.) 2.17
Tahmini kalint1 hata kareleri toplami1 (PRESS) N/A
R? (R-Squared) 0.9996
Diizeltilmis R? (Adj R-Squared) 0.9983
Tahmini R? (Pred R-Squared) N/A
Yeterli kesinlik (Adeg. Precision) 99.215

Optimizasyon asamasinda kullanilan, likiritin sonuglari tizerine etkili olan degiskenler igin
regresyon analizi sonucunda elde edilen lineer model, kodlanmig degiskenler cinsinden Esitlik 1°de,

gercek degerler cinsinden Esitlik 2°de verilmistir.

R4(Likiritin)=+339.57-78.11*A-24.91*B-120.81*C-58.59*A*B+127.95*A*C-33.37*B*C
+198.16*A2-10.62*B?-22.44*C?-108.94*A**C+296.60*A*B? (Esitlik 1)

R4(LiKiritin)=-65.56948-43.58394*A+2972.60555*B-2196.03949*C-82.99933*A*B+
106.05624*A*C-83.41295*B*C+1.60696*A2-702.68701*B2-140.27821*C?-1.21045*A2*C
(Esitlik 2)

Likiritin degerinin maksimum oldugu optimum iiretim kosullar1 “istenebilirlik (desirability)
fonksiyonu” metodu kullanilarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin likiritin tizerindeki
etkilerinin anlagilabilmesi igin, s6z konusu model (Es. 1) kullanilarak cevap-yiizey grafigi elde
edilmistir. Bu grafikler, islem degiskenlerinden herhangi birinin deneysel tasarimin merkez
noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir

(Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7).
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Sekil 4.6. Likiritin i¢in cevap-ylizey grafigi (Kati/Sivi oranmixSicaklik)
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Sekil 4.7. Likiritin i¢in cevap-ylizey grafigi (SiirexKat1/S1vi orani)
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3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol) icerigine gire degerlendirme
Uretim kosullarindaki 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (maltol) sonuglari igin elde edilen

ardisik model kareler toplami tablosu elde edilmis ve Cizelge 4.20°de gosterilmistir. Bulgular

incelendiginde 2 faktor interaksiyon igeren ikinci dereceden modelin uygun oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.20. 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on ile elde edilen Ardigik Model Kareler Toplam1

Kaynak Kareler Serbestlik  Kareler F degeri p degeri
toplami derecesi ortalamasi

Ortalama ile Toplam 5.188E+006 1 5.188E+006

Linear ile Ortalama 1.543E+005 3 51434.31 0.25 0.8576

2Fl ile Linear 1.558E+005 3 51930.49 0.20 0.8937

ikinci Derecedenile 2 F1 1.399E+006 3 4.665E+005 3.42 0.1092

Kiibik ile Ikinci 6.810E+005 3 2.270E+005 2618.77 0.0004

Dereceden

Kalint1 173.37 2 86.68

Toplam 7.578E+006 15 5.052E+005

Iki faktdr iceren ikinci dereceden modelde maltol analizi sonuglar1 igin her bagimsiz
degiskenin yanit iizerindeki lineer ve interaksiyon etkilerinin degerlendirilmesinde istatistiksel
olarak model agisindan 6nemliligi ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Bu degerlendirmeye ait

varyans analizi (ANOVA) sonug tablosu, Cizelge 4.21 ve 4.22’de verilmistir.

Cizelge 4.21. Tum faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar tizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gésteren ANOVA tablosu

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi
Model 2.391E+006 12 1.992E+005 2298.20 0.0004
A-A 22278.09 1 22278.09 257.01 0.0039
B-B 1.272E+005 1 1.272E+005 1467.71 0.0007
Cc-C 48543.99 1 48543.99 560.02 0.0018
AB 24926.72 1 24926.72 287.56 0.0035
AC 1741.64 1 1741.64 20.09 0.0463
BC 1.291E+005 1 1.291E+005 1489.61 0.0007
A2 9086.69 1 9086.69 104.83 0.0094
B? 8.462E+005 1 8.462E+005 9761.81 0.0001
C? 4.446E+005 1 4.446E+005 5129.57 0.0002
AB 6.435E+005 1 6.435E+005 7423.30 0.0001
A2C 37275.25 1 37275.25 430.02 0.0023
AB? 258.94 1 258.94 2.99 0.2261
Saf Hata 173.37 2 86.68
Toplam 2.391E+006 14

Secilen modelin % 95 giiven seviyesinde 6nemli, model uygunsuzlugunun ise %95 giiven
seviyesinde onemsiz ¢iktig1 goriilmektedir. Orneklerin likiritin miktar: {izerine tiim faktorlerin (A,
B, C) ve belirtilen interaksiyonlarin (AB, AC, BC) diger ikinci derece terimleri iceren faktorlerin
etkili model

oldugu goriilmektedir. Model uyumsuzlugu degerinin Onemsiz bulunmasi

uygunsuzlugunun 6nemsiz oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.22. Tiim faktorlerin (sicaklik (A), stire (B), kati/sivi orani (C)) cevaplar iizerindeki lineer
ve interaksiyon terimlerinin bireysel olarak etkisini gésteren ANOVA tablosu (AB?

cikarilmis indirgenmis model)

Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri p degeri
toplam derecesi ortalamasi

Model 2.390E+006 11 2.173E+005 1507.97 <0.0001
A-A 51608.47 1 51608.47 358.14 0.0003
B-B 1.272E+005 1 1.272E+005 882.88 <0.0001
Cc-C 48543.99 1 48543.99 336.87 0.0004
AB 24926.72 1 24926.72 172.98 0.0009
AC 1741.64 1 1741.64 12.09 0.0402
BC 1.291E+005 1 1.291E+005 896.06 <0.0001
A? 9086.69 1 9086.69 63.06 0.0042
B2 8.462E+005 1 8.462E+005 5872.11 <0.0001
c? 4.446E+005 1 4.446E+005 3085.63 <0.0001
A’B 6.435E+005 1 6.435E+005 4465.40 <0.0001
A’C 37275.25 1 37275.25 258.67 0.0005
Kalint1 432.31 3 1.362E+005
Model 258.94 1 144.10 2.99 0.2261
Uyumsuzlugu
Saf Hata 173.37 2 86.68
Toplam 2.391E+006 14

Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan terimler Cizelge 23’te

gosterilmektedir. Segilen model igin regresyon katsayisi (R?); 0,9998 ve diizeltilmis regresyon
katsayis1 (R?adj) 0.9998 olarak hesaplanmistir. Deneysel verilerin dogrusal bir egriye ne kadar iyi
uydugunun en iyi 6lgiitii, regresyon analiz isleminde hesaplanmis regresyon katsayisidir (R?).
Adequate Precision degerinin 4’ten biiyiik olmasi gerekmektedir. Elde edilen modelde s6z konusu

deger 125.132 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.23. Model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan terimler

Standard sapma 12.00
Ortalama 588.09
Varyasyon katsayis1 (% C.V.) 2.04

Tahmini kalint1 hata kareleri toplam1 (PRESS) N/A

R? (R-Squared) 0.9998
Diizeltilmis R? (Adj R-Squared) 0.9992
Tahmini R? (Pred R-Squared) N/A

Yeterli kesinlik (Adeqg. Precision) 125.132

Optimizasyon asamasinda kullanilan, maltol miktar1 iizerine etkili olan degiskenler i¢in
regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden model, kodlanmis degiskenler cinsinden

Esitlik 1°de, ger¢ek degiskenler cinsinden Esitlik 2°de verilmigtir.
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R5(3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on)=+491.39+80.32*A-178.34*B-110.16*C-
78.94*A*B-20.87*A*C+179.67*B*C+49.61*A2+478.72*B2-
347.02*C2+567.22*A2*B+136.52*A2*C (Esitlik 1)

R5(3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on)=-
4963.61833+419.17775*A+909.65139*B+3408.82353*C-181.73052*A*B-
109.65972*A*C+449.17129*B*C-5.73159*A%+478.72114*B?-
2168.89106*C?+2.52097*A?*B+1.51689*A?*C (Esitlik 2)

Bagimsiz  degiskenlerin  3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on  iizerindeki  etkilerinin
anlagilabilmesi i¢in, s6z konusu model (Es. 1) kullanilarak cevap-yiizey grafigi elde edilmistir. Bu
grafikler, islem degiskenlerinden herhangi birinin deneysel tasarimin merkez noktasinda (0) sabit

tutulup, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini1 vermektedir (Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10).

3-hidroksi-2-
metil-4H-
piran-4-on
(maltol,
ng/L)

Sekil 4.8. 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on i¢in cevap-yiizey grafigi (SiirexSicaklik)
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Sekil 4.9. 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on i¢in cevap-yiizey grafigi (Kati/Sivi oranixSicaklik)
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Sekil 4.10. 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on i¢in cevap-yiizey grafigi (Kati/Sivi oranixSiire)

Optimum kosullarin belirlenmesi
Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonunda, cevap yiizey yonteminin (CY'Y) 6nerdigi optimum
kosullar istenilebilirlik kosulunu da saglamakla beraber SCKM, toplam fenolik madde miktari
(TFM), antioksidan kapasite (DPPH), likiritin ve 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-one (maltol)
miktarlar1 i¢in 50°C sicaklik, 0,68 kati/sivi oram ve 3 saattir (Cizelge 4.24). Ongoriilen SCKM
sonucu 23.4, TFM sonucu 973.598, antioksidan aktivite (DPPH) sonucu 602.39, likiritin miktar
634,374 ve maltol miktar1 1433.04’tlir. Belirlenen kosullardaki optimizasyonda istenilebilirlik
(desirability) degeri 0.574 olarak elde edilmistir.
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Cizelge 4.24. Tim sonuglar i¢in belirlenen optimum kosular

3-
Toplam Antiolfs_idan hidrok;i-
Sicakhk | Siire Ié?\t/:- SCKM Fenolik ?\S‘é';/ge Likiritin Z-Tlﬁtll-
No ©0) (saat) | Oram (R1) I\:Inac/lﬁe umol (mngll1 L) piran-4- Istenilebilirlik
(kg/L) ((SZ) ) Trolox/L) (R4) one
(R3) (ng/L)
(R5)
1 50.00 3.00 0.68 23.37 973.59 602.39 634.37 | 1433.04 0.574
2 50.00 3.00 0.69 23.57 978.21 595.99 631.61 | 1433.82 0.574
3 50.00 2.99 0.67 23.17 969.36 608.83 632.74 | 1420.86 0.573
4 50.00 3.00 0.64 22.35 950.71 633.43 647.86 | 1425.40 0.573
5 50.00 3.00 0.63 22.09 944.85 641.20 651.24 | 1422.44 0.573
6 50.00 1.00 0.66 21.99 961.34 760.60 818.49 756.83 0.555
7 49.89 1.00 0.66 22.10 964.78 753.38 812.54 759.76 0.555
8 50.00 1.00 0.64 21.44 947.74 778.83 822.65 771.36 0.555
9 50.00 1.03 0.64 21.48 948.99 775.25 804.53 753.29 0.549
10 20.00 2.81 0.48 15.28 | 1589.84 453.41 557.21 | 1064.77 0.484
11 20.00 2.79 0.48 15.30 1580.21 455.51 565.98 | 1036.46 0.484
12 20.00 2.63 0.57 17.41 1342.78 467.77 543.27 933.25 0.473

Optimum kosulun dogrulugunun tespiti i¢in belirlenen optimum noktada deneysel sonuglar
elde edilerek, sonucun sistem tarafindan belirlenen %95 giiven araligi igerisinde olup olmadigi
kontrol edilmistir (Cizelge 4.25). Sonuglar, deneysel sonuglarin tahmin edilen degerlerle iyi bir

sekilde korele oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.25. Optimizasyon sonucunda tahminlenen ve elde edilen deneysel degerler

Tahmini Deneysel %Hata
SCKM (°B) 23.3715 23.2+0.1 0.739
Toplam Fenolik Madde (mg/L) 973.598 973.0+3.8 0.061
Antioksidan Aktivite (DPPH, (umol Trolox/L) 602.39 601.3+£3.9 0.181
Likiritin (mg/L) 634.374 634.0+0.1 0.059
3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-one (ug/L) 1433.04 1433.0+6.7 0.003

4.2. Optimum Kosullarda Uretilen Meyan Sularimin Kimyasal Bilesiminin Belirlenmesi
4.2.1. Optimum Kosullarda Uretilen Meyan Sularimin Genel Bilesimi

Optimizasyon c¢alismasi sonunda, cevap yiizey yonteminin (CYY) Onerdigi optimum
kosullarda (50°C sicaklik, 0,68 kati/sivi oram1 ve 3 saat) meyan suyu uretilmis ve dirlinler
bekletilmeden analizleri yapilmustir.

Optimum kosullarda tiretimi yapilan meyan sularinin genel bilesimlerine ait veriler Cizelge
4.26’da verilmistir. Bu veriler 3 farkl parti tizerinde ve 3 tekrarli olarak yapilan analiz sonuglarinin

ortalamasi alinarak olusturulmustur.
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Cizelge 4.26. Optimum kosullarda iiretilen meyan suyu drneginin genel bilesimi

Analizler Sonuclar
Suda Coziinen Kati Madde (°B) 23.2+0.17
Toplam asitlik (mg/L malik asit) 0.08+0.001
pH 8.0+0.1
Bulanmiklik (NTU) 96.0+0.4
HMF (5-Hidroksimetilfurfural, mg/L) 0.005+0.00
Glisirizik asit (mg/L) 1977.7+4.8
Toplam fenolik icerigi (mg/L) 973.3+£3.8

Antioksidan aktivite (umol Trolox/L)

DPPH 601.343.9
ABTS 1198.4+13.5
Renk Parametreleri

L* 33.26+0.9
a* 0.27+0.01
b* 0.44+0.01
Seker icerigi (g/L)

Sakkaroz 16.7+0.6
Glikoz 5.0£0.2
Fruktoz 2.540.1

Suda ¢oziinen kati madde (SCKM, °B): Biyoaktif bilesenler ve antioksidan aktiviteden en
yiiksek verimi elde etmek amaciyla meyan kokii ekstrakti tiretim optimizasyon modelleri, 23°B suda
¢0Oziinen kat1 madde igerigini onermektedir. Bu ¢alismada optimum kosullarda iiretilmis meyan suyu
Orneginin kuru madde igerigi 23.2°B olarak 6l¢iilmistiir (Cizelge 4.26).

Suda ¢oziinen kati madde igerigi, endiistri tarafindan pazarlama standartlarini belirlemek igin
kullanilan en 6nemli kalite parametrelerinden biridir (Magwaza ve ark., 2015). Meyan kokii ekstrakt
ve Uriinlerinin kimyasal bilesimi; bitki tiirleri, yetistirme kosullari, hasat zamani ve ekstraksiyon
prosediirii gibi parametrelere bagli olarak degismektedir. Meyan kokiiniin ticari Uriinleri tilkemizde
bulunmamakla birlikte 5-7°B suda ¢6ziinen kati madde igerigine sahip serbetler olarak satilmakta ve
titketilmektedir. Meyan kokii, kendine has yogun ve kalici tadi nedeniyle genellikle seyreltilerek
serbet olarak tiiketilmektedir (Maskan, 1999; Nasiri ve ark., 2020).

Meyan kokii trtinleri ekstrakt formunda iiretildiginde ise yapilan ¢aligmalar ekstraktlarin
SCKM igeriginin 3-45°B arasi degistigini bildirmistir (Maskan, 1999; Nasiri ve ark., 2020; Mardani
ve ark., 2022). Nasiri ve ark. (2020), Iran G. glabra cinsi meyan kokiinden elde edilen ekstraktlarin
reolojik oOzellikleri iizerine farkli konsantrasyon (15-45°B) ve sicakligin (30-70°C) etkisini
incelemislerdir. Yapilan ¢alismada, meyan kokii ekstraktinin SCKM degeri arttikga vizkozitesinin

de oransal olarak arttig1 belirlenmistir.
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pH ve Toplam Asitlik: Giday1 olusturan kalite 6nemli parametrelerinden bir tanesi de
asitligidir. Gidalardaki asitlik kalite parametrelerinin korunmasi, mikrobiyal gelisimlerin 6nlenmesi
ve dolayistyla raf omrii acisindan onemlidir. Bir gidanin asidik veya alkali 6zellik gostermesi o
gidanin islenme prosesi, raf omrii, enzimatik ve mikrobiyal aktivite, duyusal 6zellikleri iizerinde
oldukea etkilidir (Crespo ve ark.., 2012; Theron ve ark.., 2010).

Meyan suyunun pH’s1 8.0 olarak belirlenmistir. Titrimetrik yontem ile toplam asitlik 0,08
mg/L olarak hesaplanmistir. Yapilan bir ¢alismada, litrede 50 gram olacak sekilde hazirlanan
karisimdan farkli sicaklikta (100°C, +5°C ve oda sicakligt) meyan suyu ekstraktlar1 hazirlanmis ve
bu ekstraktlarin pH degerlerinin 8.04-8.14 arasinda degistigi bildirilmistir (Baran ve Fenercioglu,
1991). Meyan suyu diistik asitlige ve yiiksek su aktivitesine sahip olmasi nedeniyle, mikrobiyal
gelisim i¢in uygun kosullar1 igermektedir (Aday ve ark.., 2018). Bu nedenle iiretimden sonra birkag
giin igerisinde mikrobiyolojik degisimler gozlenebilmekte ve olusabilecek olumsuzluklar gidermek
icin, meyan suyu ya da serbetinin farkli islemler uygulanarak dayanikliliginin artirilmasi
gerekmektedir. Bu anlamda yapilan bir ¢alismada, yiiksek basing ve asitlendirme islemleri ile meyan
sularinin raf 6mriiniin artirilmasi ¢alisilmis ve baslangig pH’s1 6.01 olan sularin pH’lar1 4.2°ye
disiiriilmistiir. Bu islemler sonucunda, meyan suyunun raf omrii siiresinde artis, mikrobiyal
florasinda ise 6nemli 6lgiide azalma oldugu belirtilmistir (Aday ve ark.., 2018).

Bulamiklik Degeri: Bulaniklik testi berrakligin bir Slgiistidiir. Nefelometrik bulaniklik
birimleri (NTU) cinsinden tiirbidimetre kullanilarak Ol¢iilmektedir (Vailliant ve ark., 2008).
Calismamizda optimum kosullarda iiretilmis meyan suyunun bulaniklik degeri 96.0 NTU olarak
saptanmustir (Cizelge 4.26). Evrendilek ve ark. (2021), yiiksek hidrostatik basing (HHP)
uyguladiklart meyan sularmin bulaniklik degerlerinin 26.8 ile 162.8 NTU arasinda degistigini
bildirmislerdir. Calismada ayrica, iiretilen meyan sularmin 4 ve 22°C’lerde depolanmalar: sirasinda
bulaniklik degerlerinde artis oldugu ve bu artisin 22°C’de depolanan orneklerde daha fazla oldugu
belirtilmistir.

HMF icerigi: HMF (5-hidroksimetilfurfural, C3HeOs3; Sekil 4.11) hem aldehit hem de alkol
(hidroksimetil) fonksiyonel gruplari igeren alt1 karbonlu heterosiklik bir organik bilesiktir. HMF, asit
ortaminda indirgeyici sekerler ve amino asitler iceren gidalarin 1s1l islemi sirasinda heksozlarin

bozunmasi ve Maillard reaksiyonu yoluyla ortaya ¢ikabilen 6nemli bir ara tirtindiir (Quintas ve ark.,

2007).
AN
H,C C\

o)
/
HO H

Sekil 4.11. HMF (hidroksimetilfurfural, CsHsO3) kimyasal formu
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Bu ¢alismada optimum kosullarda iiretilmis meyan suyu 6rneginin HPLC teknigi ile HMF
icerigi 0.005 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.13). Hesaplamalarda HMF standard: ile hazirlanmis
kalibrasyon grafigi kullanilmistir (Sekil 4.12). Fan ve ark. (2016), Cin meyan kokiiniin (Glycyrrhiza
uralensis) biyoaktif bilesenlerini yiiksek sicaklikta kritikalt1 ekstraksiyon yontemiyle (subcritical
water extraction) elde ettikleri ¢alismada, uygulanan sicaklik arttik¢a (6zellikle 120°C ve fizeri)
ekstraktlarda belirlenen HMF miktarinin arttigini ve maksimum 0.38 g/100g degerine ulastigini
bildirmiglerdir. Benzer sonuglar, Fan ve Gao (2022) tarafindan yapilan ¢alismada da bildirilmis ve
uygulanan yiiksek sicaklik nedeniyle meyan kokii ekstraktinda HMF igeriginin 0.43g/100g degerine
kadar ytikseldigi belirlenmistir.

HMF
y = 317441x
80000000 R?=0,9999
60000000 | e o
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Sekil 4.12. HMF standard ile hazirlanan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.13. HMF analizlerine yonelik elde edilen HPLC kromatogram:

Renk Ozellikleri: Gidanin rengi, tiiketiciler tarafindan degerlendirilen kalitenin ilk

parametresidir (Markovic, 2013). Analizi yapilan meyan suyunun HunterLab cihazi ile elde edilen
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renk degerleri Cizelge 4.26’da verilmistir. L* degeri parlakligi (agiklik-koyuluk); +a*’ degeri
kirmizi; -a*’ yesil; +b* degeri sar1 ve —b*” degeri mavi renkleri temsil etmektedir. Meyan suyunun
renk parametrelerinden L* degeri 33.26 olarak saptanmustir. Renkteki kirmiziligin gostergesi olan a*
degeri 0.27 ve sariligin gostergesi olan b* degeri 0.4 olarak saptanmistir (Cizelge 4.26). Yapilan bir
calismada, piiskiirterek kurutulmus meyan kokii ekstraktinin tasityict madde ve kurutma giris
sicakligina baglh olarak 120 “C’de renk (L*, a* ve b*) degerleri sirasiyla; 75.05, 3.87, 18.59 olarak
tespit edilmistir (Ozgiiner Kabak, 2019). Baska bir calismada yiiksek sicaklikta piiskiirterek kurutma
islemi ile meyan tozu elde edilmistir. Giris sicakligr arttiginda hem +b* degerlerinin hem de +a*
degerlerinin diistiigli saptanmistir. Bu durumun meyan tozu drneginde hizli pigment oksidasyonuna
ve enzimatik olmayan esmerlesmeye bagli olarak gerceklestigi bildirilmistir. Bu nedenle yiiksek
sicaklikta meyan 6rnegindeki pigmentler bozunmaya ugrayarak kirmizi renk kaybi gézlemlenmistir.
Meyan tozu renginin daha yiiksek giris sicakliginda daha koyu hale geldigi belirlenmistir. Meyan
kokii icerigindeki sekerlerin de esmerlesmeye katkida bulunabildigi bildirilmistir (Karaaslan ve
Dalgig, 2014).

Sekerler: Meyan suyunun seker igerigi; sakkaroz 16.7 (g/L), glikoz 5.0 (g/L) ve fruktoz 2.5 (g/L)
olarak saptanmistir (Cizelge 4.26) ve HPLC’de elde edilen kromatogram Sekil 4.14’te verilmistir.

ot ASakkaroz
509 e Glikoz
,.1Meyan kokii suyu oA Fruktoz 4%

3 /\,} M IR ST . N RS T 1, R N b

Glikoz
Sakkaroz Fruktoz

" Standartlar
“ /\\_//’ \v/\\

Sekil 4.14. Meyan suyunun seker igerigini gosteren kromatogram

Meyan kokii ekstraktlarinda seker igerigi miktar1 ekstrakt tiriine gore farklilik
gosterebilmektedir ancak genellikle igerik yaklasik %14-21 arasindadir. Kwon ve ark. (2005), meyan
kokii ekstraktinda seker igeriklerinin sirasiyla %11.69 sakkaroz, %1.98 fruktoz, %1.32 glikoz ve
%1.06 maltoz olarak belirlemistir. Vora ve ark. (1984) HPLC ile meyan kokii 6ziinde seker igerigini
belirlemis ve ekstraktin toplam kurumaddede fruktoz %3.0~9.5, glikoz %1.2~12.4, sakkaroz %3.7-

7.4, az miktarda maltoz i¢erdigi bildirilmistir. Meyan kokii ekstraktinin seker icerigi ve bilesiminde
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gorlilen bu farklilik, bitki tliri, cografi kosullar ve ekstraksiyon yontemlerinin cesitliliginden
kaynaklanmaktadir (Kwon ve ark., 2005).

Glisirizik Asit (GA): Meyan kdokiiniin bilesimindeki en aktif bilesen olan glisirizik asit,
meyan kokiiniin yaklasik %10-20’1ik kismuini olusturmaktadir. Bu bilesigin, sakkarozdan 50 kat daha
tatli oldugu bilinmektedir. Oleanan tipi bir saponin bilesigi olan glisirizik asitin hidrofilik kisminda
iki molekiil glikuronik asit, hidrofobik kisminda ise glisiretinik asit bulunmaktadir (Sharma ve
Agrawal, 2013; Badkhane ve ark., 2014; Damle, 2014). Koklerdeki glisirizik asit miktar, tiire,
cografi kosullara, iklim kosullarina ve hasat mevsimine bagli olarak degisiklik gostermektedir

(Isbrucker ve Burdock 2006; Sabbioni ve ark., 2005). Sekil 4.15°te glisirizik asidin yapisal formiilii

gosterilmistir.
(o] OH
HO,,
Glikuronik asit 0 HO : » Glisiretinik asit
o b
HO

HO™ “OH

OH

Sekil 4.15. Glisirizik asidin kimyasal gosterimi

Calismada, meyan suyunun glisirizik asit icerigi HPLC teknigi ile 1978 mg/L olarak
belirlenmistir. Konsantrasyon hesaplamasinda kullanilan glisirizik asit standardi ile hazirlanan
kalibrasyon grafigi Sekil 4.16’da ve kromatogram Sekil 4.17°de verilmistir.

Glisirizik asit, fonksiyonel ve biyoaktif &zellikleri nedeniyle gida, saglik ve kozmetik
sektorlerinde oldukga ilgi gormektedir. Dolayisiyla da literatiirde meyan kokil iizerine yapilan
caligmalar genellikle glisirizik asidin ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve ekstraksiyon veriminin
artirilmasi iizerine yogunlagmistir. Ballin ve ark. (2023), Danimarka’da yogun olarak tiiketilen
meyan kokil iiriinlerinin glisirizik asit igerigini arastiran bir ¢aligma yapmuslar ve meyan kokii
sekerlemesi, dondurmasi ve g¢ayini iceren 219 0Ornegi incelemislerdir. Caligmada, meyan kokii
sekerlemelerinin ortalama 1996 mg/kg ve dondurma &rneklerinin 920 mg/kg glisirizik asit i¢erdigi
bildirilmistir. Meyan kokii cay1 Orneklerinin ise glisirizik asit icerigi 114-1203 mg/L arasinda
degistigi belirlenmistir. Baska bir calismada ise, Iran’in 11 farkli ydresinden toplanan meyan
koklerinin etanolik ekstraktlarinda glisirizik asit miktarini belirlemisler ve igerigin 53.75 ile 1328.4
mg/L arasinda degistigini saptamiglardir (Rezaei ve ark., 2017). Ulkemizde meyan kokii iiriinlerinde

yapilan c¢alismalarda ise, meyan sularmin GA igeriginin 473-1276 mg/L arasinda degistigi

belirtilmistir (Aday, 2018; Genis, 2016; Bakay, 2019).
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Sekil 4.16. Glisirizik asit standardi ile hazirlanan kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.17. Meyan suyunun glisirizik asit i¢erigini gdsteren kromatogram

4.2.2. Meyan Sularinin Fenolik Kompozisyonu

Meyan suyu 6rneklerinde LC-MS/MS ile 2 adet tanimlanamayan bilesik dahil olmak iizere
toplam 9 adet fenolik bilesik belirlenmistir (Sekil 4.18). Floretik asit, izovilantin, likiritin apirosit,
likiritin, izolikiritin apirosit, likurasit ve izolikiritini igeren bu bilesiklerin toplam miktar1 1846 mg/L
olarak saptanmistir (Cizelge 4.27). Belirlenen bilesikler arasinda likiritin ve likiritin apirosit en
baskin olan bilesikler olarak saptanmistir.

Gidalardaki fenolik bilesiklerin, fenolik asitler (fenolik karbonik asitler) ve flavonoidler
(flavan tirevleri) olarak iki grubu bulunmaktadir. Fenolik asitler kendi i¢inde hidroksisinnamik
asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik tiirevleri; flavonoidler ise antosiyanidinler,
katesinler, 1okoantosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, prosiyanidinler ve

dihidrokalkonlar gibi gruplara ayrilmaktadir (Xu ve ark., 2013).
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Genellikle merkezi bir tri-karbon araciligiyla iki benzen halkasi (A ve B) tarafindan
olusturulan flavonoidler, oksidasyon derecesine, B halkasinin baglant1 bolgesine ve doymamislik
derecesine gore flavonoidler, flavanoller, dihidro-flavonlar, kalkon ve izoflavonlara ayrilir. Meyan
kokiintin temel fenolik bilesenleri, likiritijenin (4°,7-dihidroksiflavanon) ve isolikiritijenin (2°,4,4’-
trihidroksikalkon) glikozitleri olan likiritin, isolikiritin, likiritin apiosit, likurasit gibi bilesiklerdir
(Hatano ve ark., 2000; Nomura ve ark., 2002; Rizzato ve ark., 2017).

Likiritin bilesigi meyan kokiinden ilk defa 1934’te Shinoda ve Ueda tarafindan izole
edilmistir (Yang ve ark., 2016). Giliniimiizde ise likiritin, meyan kokiiniin indeks bilesenlerinden biri
olarak kabul edilmektedir ve Cin Halk Cumbhuriyeti Farmakopesi’'ne gore igerigi %0.5’ten az
olmamalidir (Qin ve ark., 2022). Son on yilda, likiritinin noroprotektif etkileri, kardiyovaskiiler
koruyucu etkisi, hepatoprotektif etkisi, cilt koruyucu etkisi, antitimdr etkisi ve bagirsak florasinin
diizenlenmesi dahil olmak iizere ¢esitli farmakolojik aktiviteleri arastirilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda
likiritinin, ndrodejeneratif hastaliklar, depresyon, cilt hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
hatta tiimorlerin tedavisi igin umut verici bir alternatif ajan olabilecegi bildirilmistir (Qin ve ark.,
2022). Meyan kokiinde bulunan likiritin igeriginin bitkinin tiirli, yetistigi cografi kosullar,
ekstraksiyon teknikleri ve uygulanan islemlere gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Song ve ark.,
2017). G. uralensis, G. glabra ve G. inflata gesitlerinden 95 adet meyan kokiiniin incelendigi bir
calismada, genotiplerin fenolik igerikleri karsilagtirilmig ve likiritin igeriginin %0.5 oran sartini
saglayip saglamadigi belirlenmistir. Calismada, G. uralensis orneklerinin %77°sinin likiritin
iceriginin uygun oldugunu, fakat G. glabra ve G. inflata numunelerinin sadece %19’unun bu sarti
sagladiklar1 bildirilmistir.

Calismamizda G. glabra cinsi meyan kokiinden elde edilen sularda floretik asit 58.5 mg/L
miktarinda belirlenmistir. Bu bilesik Xu ve ark. (2013) tarafindan Cin meyan kokii G. glabra ¢esidi

ve Liu ve Liu (1991) tarafindan G. eurycarpa ¢esidi meyan kokiinde de tanimlanmistir.

Cizelge 4.27. Meyan suyunun fenolik bilesenleri

Alikonma zamam Bilesik Ad1 [M-H] m/z Konsantrasyon (mg/L)
27.87 Floretik asit 165 209, 146.9,121.1 58.5+£3.9
37.61 Tanimlanamayan | 593 558.6, 377.2, 280.7 27.9+1.1
42.53 Tanimlanamayan | 563 334.9, 162.5 70.243.2
45.99 Izovilantin 577 549.2, 487.2 238.6£16.3
47.05 Likiritin apiosit | 549 487.2, 433 631.7£5.2
4751 Likiritin 417 323.9, 255.1, 160.7 634.0+21.3
56.45 Izolikiritin apiosit| 549 255.1, 135.1, 119.1 78.454+4.8
56.99 Likurasit 541 255.1,135.0,119.1 57.9+4.3
58.47 Izolikiritin 417 374.7, 316.9, 160.8 48.6+2.7

Meyan suyunda bulunan bir diger 6nemli bilesik 632 mg/L konsantrasyonuyla likiritin

apirosit olmus ve bu bilesigi izovilantin takip etmistir. Likiritin apirosit flavon glikozit yapida bir
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bilesiktir ve onemli antioksidan oOzelliklere sahip meyan kokii diriinlerinde yiiksek miktarda
bulunmaktadir (Shang ve ark. 2022; Karkanis ve ark., 2018). Song ve ark. (2017), 76 meyan kokii
orneginde likiritin apiositin diger baskin glikozitlerle karsilastirildiginda yiiksek bir igerige sahip
oldugu ve bu bilesigin meyan kokii iiriinlerinde kalite kontrol kriteri olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Meyan suyunda yiiksek miktarda bulunan diger bir bilesik izovilantindir (239 mg/L). Bir
flavonoid glikozit olan izovilantin, daha dnce farkli ¢esitlerdeki meyan koklerinde de tanimlanmugtir
(Xing ve ark., 2018, Song ve ark., 2017; Liao ve ark., 2012).

Flavonoid grubu iginde bulunan ve potansiyel tirozinaz inhibitérleri olan bir diger bilesik
grubu kalkonlardir. izolikiritin, sirastyla 2° ve 4> konumlarinda hidroksi gruplari ve 4 konumunda
bir beta-D-glukopiranosiloksi grubu ile ikame edilen trans-kalkon olan bir monosakkarit tiirevidir.
Izolikiritin, bir baska kalkon glikozit yapida bir bilesik olan izolikiritin apirosit ile birlikte daha énce
farkli gesitlerdeki meyan koklerinde de belirlenmistir (Zhongyin ve ark., 2022; Xu ve ark., 2013;
Song ve ark., 2017).
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Sekil 4.18. Meyan suyunda belirlenen bilesiklerin LC-MS/MS kromatogrami

4.2.3. Meyan Sularimin Toplam Fenolik Madde Icerigi

Meyan kokii icerdigi fenolik bilesikler bakimindan oldukga yiiksek kapasitesi ile iyi bir
biyoaktif bilesik kaynagidir (Xu ve ark., 2013; Qiao ve ark., 2015). Ozellikle meyan kokiinde
bulunan likiritin ve tiirevlerinin dnemli biyoaktif bilesikler oldugu bildirilmistir.

Optimum kosullarda iiretilen meyan suyunun toplam fenolik madde igerigi 973.3 mg/L gallik
asit esdegeri (GAE) olarak belirlenmistir. Yapilan bir caligmada meyan kokii/su orani 1:20 olan ve
oda sicakliginda 1 saat boyunca ekstrakte edilmis meyan suyunun toplam fenolik iceriginin 379.72
ng GAE/mL oldugu bildirilmistir (Aday, 2018). Yiiksek hidrostatik basing uygulamasinin meyan
suyunun toplam fenolik madde miktar1 {lizerine etkilerini arastiran baska bir ¢alismada meyan

suyunun toplam fenol igerigi 376.5 mg GAE/L olarak belirlenmistir. Calismada, yiiksek hidrostatik
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basing uygulanan diger 6rnekler de géz oOniine alinarak incelendiginde bu uygulamanin {iriiniin
toplam fenolik igerigi tizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 gorilmiistiir (Genis, 2016). Hirvatistan
orijinli meyan kdklerinin yiiksek sicaklikta (80 ve 100°C) elde edilen sulu ekstraktlarinin incelendigi
bir bagka calismada ise ekstraktlarin fenolik iceriginin 1018-1268 mg/L arasinda degistigi
bildirilmistir (Komes ve ark., 2016). Calismada, 80°C’de eclde edilen ekstraktlarin 100°C’de
hazirlanan orneklere gore daha yiiksek toplam fenolik icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
durumun, 80°C’nin iizerindeki sicakliklarin uygulanmasi ile fenolik bilesiklerin bozunmasindan

kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

4.2.4. Meyan Sularinin Antioksidan Aktiviteleri

Caligma kapsaminda, meyan sularinda antioksidan kapasite, DPPH ve ABTS olmak tizere
iki farkli yontemle belirlenmis (Sekil 4.19) ve sonuglar Cizelge 4.26°da verilmistir. Optimizasyon
sonucu belirlenen uygun kosullarda demlenen meyan suyunda antioksidan aktivite degerleri DPPH
yontemi ile 601.3 umol Trolox/L, ABTS yontemi ile ise 1198.4 umol Trolox/L olarak bulunmustur.

T L h S W W S\ M

Sekil 4.19. Antioksidan aktiviteninBTS ve DPPH yontemleri ile belirlenmesi

Yapilan bir ¢alismada, meyan kokiiniin biyoaktif bilesenleri farkli ¢ézgenlerle (etanol,
metanol ve etil asetat) ekstrakte edilmis ve ekstraktlarin antioksidan aktivitesi belirlenmistir.
Calismada, meyan kokii ekstraktlarinin %58 ile %73 arasinda antioksidan aktivite gdsterdigi ve en
yiiksek aktivitenin %75’lik etanol ve metanol ekstraktlarinda belirlendigi bildirilmistir (Sohail ve
ark., 2018). Jiménez-Zamora ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 36 farkli bitki ¢aymnin
antioksidan aktiviteleri incelenmis ve meyan kokii ¢aymin antioksidan aktivite degerleri DPPH ve
ABTS yontemiyle sirasiyla 720 ve 1190 pmol Troloks/L olarak belirlenmistir. Komes ve ark. (2016),
meyan suyunu 80 ve 100°C’de, distile su ve tuzlu su ¢ozeltisi kullanarak elde etmisler ve 6rneklerin
antioksian aktivite degisimlerini ABTS ve DPPH yontemleri ile incelemislerdir. Caligmada,
100°C’de hazirlanan Orneklerin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ig¢in 1290-1330 pmol
Troloks/L, ABTS i¢in 5540-5970 pmol Troloks/L olarak belirlenirken, 80°C’de hazirlanan
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orneklerin degerleri DPPH icin 1650-1700 pmol Troloks/L, ABTS i¢in 6840-7700 umol Troloks/L
olarak saptanmistir. Yapilan ¢alismada, 80°C iizeri sicaklik uygulamasinin, meyan kdkiinde bulunan
antioksidatif bilesiklerin parcalanmasina neden oldugu belirtilmistir.

Antioksidan kapasitesi, meyan kokiiniin ilag ve gida alanlarinda kullaniminin popiiler
olmasinin nedenlerinden biridir. Yapilan bir ¢aligmada, meyan kokiiniin antioksidan kapasitesi
DPPH siipiirme aktivite testi ile analiz edilmis ve sonuglar ICso olarak ifade edilmistir (Yang ve ark.,
2020). ICso, numunelerin antioksidan aktivitesi ile ters orantilidir, dolayisiyla daha diigiik bir ICso,
daha yiiksek bir aktiviteyi gosterir. Caligmada incelenen meyan koklerinin ICso degerleri 0.213
mg/mL ile 0.846 mg/mL arasinda degismektedir, bu da meyan kokiiniin giiglii antioksidan aktiviteye

sahip oldugunu gostermistir.

4.2.5. Meyan Sularinin Aroma Bilesimi

Aroma maddeleri, meyan suyunun duyusal Ozelliklerini etkileyen en Onemli kalite
faktorlerden biridir. Calismada kullanilan meyan suyunun aroma maddeleri Cizelge 4.28’de ve
bilesiklere ait kromatogram ise Sekil 4.20°de verilmistir. Aroma maddelerinin tanimlanmasinda kiitle
spektroskopisinin kiitiiphanesi (MS), aroma maddeleri standartlar1 (Std) ve alikonma indisi (LRI)
degerlerinden faydalanmilmistir. Meyan suyu Orneginde toplamda 65 adet aroma maddesi
belirlenmistir. Bu bilesikler gruplara ayrildiginda; 19 adet alkol bilesigi, 6 adet keton bilesigi, 6 adet
ucucu fenol bilesigi, 5 adet pirazin bilesigi, 6 adet aldehit bilesigi, 7 adet asit bilesigi, 4 adet furan
bilesigi, 3 adet terpen bilesigi, 5 adet pirol bilesigi, 2 adet piridin bilesigi ve 1 adet piranon’dan
olugmaktadir. Bu bilesiklerin toplam miktar1 40995 pg/L’dir. Aroma maddelerinin 6nemli bir
kismimi alkoller, ketonlar, ugucu fenoller, pirazinler, aldehitler, asitler ve furanlar olusturmustur. Bu
bilesikler benzer sekilde dnceki calismalarda da farkli iilkelerdeki meyan 6rneklerinde belirlenmistir

(Farag ve Wessjohann, 2012; Gyawali ve ark., 2008; Russo ve ark., 2014; Wagner ve ark., 2016).

Alkoller: Bu bilesikler meyan suyu orneklerinde hem miktarca ve hemde sayica en fazla
bulunan grubu olusturmustur. Meyan suyu drneginde toplamda 19 adet alkol bilesigi belirlenmistir
(Cizelge 4.28). Alkol bilesikleri icerisinde miktar olarak en fazla bulunan alkol bilesigi benzil alkol
(3133 ug/L) olup bunu 2-fenil etanol (1488 pg/L), 3-penten-2-ol (862 pg/L) ve (E)-3-hekzen-1-ol
(622 pg/L) izlemistir. Bu grupta en diisiik miktara sahip alkol bilesigi ise 3-metil-2-biiten-1-ol (16.8
ng/L) olmustur. Benzer sekilde, Gyawali ve ark. (2008) Giiney Kore’de topladiklart meyan kokii
orneklerinde alkol bilesiklerinin en baskin bilesikler oldugunu ve toplam aromanin % 46.4’nii
olusturduklarin1 bildirmislerdir. Aym arastirmacilar meyan kokiinde toplamda 61 adet aroma
maddesi tanimlamis ve bunlarin 16’sin1 alkollerin olusturdugunu bildirmislerdir. Calismamizda alkol
bilesikleri igerisinde aromatik alkol grubunda bulunan benzil alkol ve 2-fenil etanol miktar olarak en
baskin bulunan iki bilesiktir. Farag ve Wessjohann (2012) yilinda yaptiklart ¢aligmada bes farkli
iilkenin (Misir, Afganistan, Cin, Almanya ve Suriye) meyan kokii orneklerinin aroma maddeleri

profilini kiyaslamislardir. Arastirmacilar, Afganistan’dan elde edilen meyan koklerinde 2-fenil
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etanol’iin en baskin oldugunu bunu Cin’den temin edilen drnegin izledigini bildirmislerdir. 2-Fenil
etanol giil kokusu veren 6nemli bir aromatik alkol olup bir ¢ok gidada bulunmaktadir. Bu alkol,
genellikle fenilalanin amino asitinden feniletilamin yolu ile sentezlenmektedir. Ayni zamanda bu
aromatik alkol kimyasal olarak da sentezlenebilmektedir (Zhang ve ark., 2014). Meyan suyu
orneklerinde alkol bilesikleri olarak 3 adet 6C’lu alkol belirlenmistir. Bunlar; (E)-3-hekzen-1-ol (622
ug/L), 1-hekzanol (113 pg/L) ve 2-hekzanol (422 ug/)’diir (Table 4.28). Bu bilesikler bulunduklart
gidalara yesilimsi ve ¢imensi kokular kazandirmalar1 agisindan 6nemlidirler ve bu bilesiklerin C6
aldehit bilesiklerinin alkol dehidrojenaz (ADH) enzimi aktivitesiyle alkole indirgenmesi sonucu
olustugu bildirilmistir (Kesen ve ark., 2014; Russo ve ark., 2014).

Ketonlar: Meyan suyu 6rneklerinde toplamda alt1 adet keton bilesigi belirlenmistir. Bunlar;
2-heptanon, 3-hidroksi-3-metil-2-biitanon, 3-hidroksi-2-biitanon, 6-metil-5-hepten-2-on, 1-hidroksi-
2-pentanon ve asetovanilon’dur. Bu bilesikler i¢erisinde en baskin keton bilesigi asetovanilon (668
ng/L)’ dur. Onceki calismalarda keton bilesiklerinin meyan 6rneklerinin aroma profilinin énemli
bilesiklerinden biri oldugu bildirilmistir (Farag ve Wessjohann, 2012; Gyawali ve ark., 2008; Tanaka
ve ark., 2008). Meyan suyunda keton bilesikleri igerisinde 6-metil-5-hepten-2-on dikkati
cekmektedir (Cizelge 4.28). Bu bilesik gidalarda karotenoid metabolizmasi sonucunda olusmakta ve
gidalarin karakteristik kokusunu olumlu etkilemektedir (Zhou ve ark., 2022). Bu ketonun miktar1
ornegimizde diisiik miktarda (46.4 pg/L) oldugu icin aromaya dogrudan katkisinin zayif oldugu
diistiniilmektedir. Bu bilesik onceki calismalarda domates salgasinda (Kelebek ve ark., 2018),
kayisilarda (Guillot ve ark., 2006) ve seri domateslerde (Selli ve ark., 2014) karakteristik aromanin

olusumunda 6nemli bir bilesik oldugu vurgulanmistir.

Cizelge 4.28. Meyan suyunun aroma bilegimi

No | LRI* Bilesik Ad1 Konsantrasyon (ug/L)
Alkoller
1 1026 2-Metil-3-biiten-2-ol 3014+2.5
2 1152 1-Biitanol 25.9+0.7
3 1177 3-Penten-2-ol 862+2.72
4 1248 1-Pentanol 142+2.62
5 1326 (E)-3-Hekzen-1-ol 622+14.7
6 1245 2-Hekzanol 422+12.0
7 1337 3-Metil-2-biiten-1-ol 16.8+0.6
8 1352 1-Hekzanol 113+7.3
9 1394 5-Metil-2-heptanol 42.9£3.0
10 1427 1-Okten-3-ol 101+0.5
11 | 1431 1-Heptanol 28.8+0.2
12 1484 2-Etil-1-hekzanol 32.1+0.8
13 1526 2,3-Biitandiol 35.242.4
14 1644 1-Nonanol 11.0+0.5
15 1915 Benzil alkol 3133+10.7
16 1800 1-(2-Biitoksietoksi)-etanol 61.0+1.5
17 1923 2-Feniletanol 1488+2.2
18 1940 1-Dodekanol 630+2.9
19 2363 Hekzadekanol 205+0.3
Ketonlar
20 1180 2-Heptanon 14.1+0.7
21 1238 3-Hidroksi-3-metil-2-biitanon 107+6.2
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22 1287 3-Hidroksi-2-biitanon 65.7+0.9
23 | 1342 6-Metil-5-hepten-2-on 46.4+1.7
24 | 1439 1-Hidroksi-2-pentanon 5.940.1
25 2620 Asetovanilon 668+9.7
Fenoller
26 1823 Gayakol 225+0.6
27 1973 Fenol 429+42
28 | 2008 4-Etilgayakol 573£10.8
29 2086 3-Metoksifenol 980+30.6
30 | 2183 4-Vinilgayakol 579+0.1
31 | 2266 Izodjenol 353+17.6
32 | 2566 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (vanilin) 3947+64.6
Pirazinler
33 1276 Metilpirazin 58042.2
34 1333 2,5-Dimetilpirazin 758+1.2
35 1346 2,3-Dimetilpirazin 1274+0.1
36 1402 2-Etil-5-metilpirazin 33547.0
37 1425 2,5-Dietilpirazin 596+10.8
38 1464 2-Etil-3,5-dimetil pirazin 4.4+0.1
Aldehitler
39 1048 Hekzanal 169+7.8
40 1076 2-Metil-2-biitenal 66.8+0.5
41 1212 3-Metil-2-biitenal 75.5+1.1
42 1515 Benzaldehit 1004+7.7
43 1988 4-Metoksi-benzaldehit 426+0.8
Asitler
44 1415 Asetik asit 105+1.8
45 1685 Pentanoik asit 869+10.1
46 | 1744 (E)-2-Biitenoik asit 83.844.4
47 1816 Hekzanoik asit 1345+2.1
48 2022 Oktanoik asit 1067+11.7
49 2132 Nonanoik asit 352£12.5
50 2899 Hekzadekanoik asit 125.6+5.3
Furanlar
51 1224 2-Pentilfuran 102+1.8
52 | 1583 5,5-Dimetil-2(5H)-furanon 1795+87.6
53 1640 2-Furanmetanol 847+1.1
54 1909 4-Metil-5H-furan-2-on 608+9.8
Terpenler
55 1441 Linalol oksit 24.6+0.4
56 1540 Linalol 80.0+1.0
57 1657 a-Terpineol 1588+54.1
Piroller
58 1678 1-Metil-2-pirolidon 954+53.2
59 1996 3,4-Dimetil-3-pirolin-2-on 1258+51.4
60 | 2002 2-Asetilpirol 14445.6
61 2006 Pirol-2-karboksaldehit 232+14.7
62 2017 2-Pirolidinon 6315+42.5
Piridinler
63 1203 Piridin 94.0+0.2
64 | 1580 2-Asetilpiridin 20.3+0.7
Piranon
65 | 1968 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (Maltol) 1433+6.7
Toplam 40995+18.6
*LRI: Lineer alikonma indeksi
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Ucucu fenoller: Cizelge 4.28’de goriildiigii gibi meyan suyu 6rneklerinde toplamda 7 adet
ugucu fenol bilesigi saptanmistir. Bunlar; gayakol, fenol, 4-etil gayakol, m-gayakol, 4-vinil gayakol,
izodjenol ve 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (vanilin)’tir. Bu bilesiklerin toplam miktar1 7086
pg/L’dir. Bitkilerde ucucu fenol bilesikleri tiim fenilpropanoidlerin yapi tasini olusturan fenilalanin
amino asidinden {iretilir bu olusumda anahtar enzim, fenilalanin amonyak liyaz’dir. Ugucu fenol
bilesikleri igerisinde vanilin, gayakol ve 4-vinilgayakol en onemli aroma-aktif bilesikler olarak
bilinmektedir (Schieber ve Wiist, 2020). Bu ¢aligmada belirlenen ugucu fenol bilesikler igerisinde
miktar olarak en baskin olani vanilin’dir ve miktar1 3947 pg/L olarak belirlenmistir. Wagner ve ark.
(2016) 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehitin taze meyan kokii Orneklerinde en Onemli aroma
bilesiklerinden bir oldugunu bildirmislerdir. 4-Hidroksi-3-metoksibenzaldehit ¢ok 6nemli aroma
verici bilesen olup gida sanayinde ¢ok genis kullanim alanina sahiptir. Bu bilesik ayn1 zamanda
antioksidan ve antimikrobiyal etkilere de sahiptir (Zhang ve ark., 2008).

Pirazinler: Meyan suyu oOrneklerinde pirazin bilesikleri olarak, metilpirazin, 2,5-
dimetilpirazin, 2,3-dimetilpirazin, 2-etil-5-metilpirazin 2,5-dietilpirazin ve 2-etil-3,5-dimetil pirazin
belirlenmistir. Pirazin bilesikleri, sahip olduklar diisiik algilanma esik degerleri nedeniyle gidalarin
karakteristik aromasinin olusumunda 6nemli bir yere sahiptir. Bu bilesiklerin olusumunda Maillard
reaksiyonu sonucu hidroksiamino asitlerin pirolizi ve sekerlerin indirgenmesi etkili olmaktadir
(Shibamoto ve Bernhard, 1976). Pirazinler igerisinde 2,3-dimetilpirazin miktar olarak en fazla
bulunmus, bunu 2,5-dimetilpirazin izlemistir. Miyazawa ve Kameoka (1990) meyan kokiinde
pirazinlerin kurutma iglemi sirasinda olustuklarini bildirmistir.

Aldehitler: Hekzanal, 2-metil-2-biitenal, 3-metil-2-biitenal, benzaldehit ve 4-metoksi-
benzaldehit meyan suyunda saptanan aldehit bilesikleridir. Aldehit bilesiklerinden ve benzaldehit
(1004 pg/L) ve 4-metoksi-benzaldehit (426 pg/L) toplam aldehitlerin 6nemli bir kismini
olusturmustur. Benzaldehit gidalara badem kokusu kazandiran dnemli bir aldehit bilesigi olup 6nceki
calismalarda da farkli meyan orneklerinde saptanmistir (Wagner ve ark., 2016; Tanaka ve ark.,
2008).

Asitler: Meyan suyu 6rneginde toplamda yedi farkli asit bilesigi belirlenmistir. Bunlar,
asetik asit, pentanoik asit, (E)-2-biitenoik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit, nonanoik asit ve
hekzadekanoik asit’tir. Bu bilesikler icerisinde hekzanoik asitin miktar1 en fazla bulunmus bunu
oktanoik ve pentanoik asit izlemistir. Onceki calismalarda da Tanaka ve ark. (2008), meyan
koklerinde toplamda 8 adet, Frattini ve ark. (1977) ise 6 adet asit bilesigi belirlemisler ve bu bilesikler
bizim ¢alismamizda belirledigimiz asitler ile oldukga benzerlik gostermektedir. Ote yandan, Gyawali
ve ark. (2008), meyan koklerinde asetik asit ve hekzanoik asit olmak tizere toplamda iki adet asit
bilesigi belirlemisler ve hekzanoik asitin miktarinin oldukga fazla oldugu bildirilmistir. Asitlerin
sahip olduklar yiiksek algilanma esik degerleri nedeniyle gidalarin karakteristik aromasina katkilart

oldukga smirh diizeydedir.
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Furanlar: Bu grupta 2-pentil furan, 5,5-dimetil-2(5H)-furanon, 2-furanmetanol ve 4-metil-
5H-furan-2-on olmak iizere 4 farkl bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler igerisinde 5,5-dimetil-2(5H)-
furanon (1795 pg/L ) en baskin furan bilesigidir (Cizelge 4.28). Frattini ve ark. (1977) 1sil islem
sonucu meyanlarda birgok furan bilesiklerinin olustugunu ve bu bilesiklerin sekerlerden piroliz ve
kondensasyon reaksiyonlar1 sonucunda olustugunu vurgulamislardir.

Piroller: Bu bilesikler ilk olarak kahve iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilirken
daha sonra piroller, birgcok gidada (kavrulmus badem, pisirilmis kuskonmaz, kavrulmus malt,
kizartilmig dana eti, bira, kek, ¢ikolata, haglanmig yumurta, patlamig misir, soya sosu, misir cipsi,
cay) saptanmuistir. Piroller yapisinda azot i¢eren heterosiklik bilesiklerdir (Maga, 1981). Meyan sulari
orneginde toplamda 5 adet (1-metil-2-pirolidon, 3,4-dimetil-3-pirolin-2-on, 2-asetil pirol, pirol-2-
karboksaldehit ve 2-pirolidinon) pirol bilesigi saptanmigtir. Bu bilesikler i¢erisinde 2-pirolidinon’un
miktar1 oldukga fazladir.

Meyan suyu orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerini ise terpenler, piridinler ve

piranon olusturmustur
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Sekil 4.20. Meyan suyu 6rneginde belirlenen aroma maddelerinin GC-MS kromatogrami




4.2.6. Meyan Sularimin Aroma-Aktif Bilesikleri

Optimize kosullarda iiretilmis meyan suyu 6rneginin aroma-aktif bilesikleri, bu bilesiklerin
verdigi kokular ve koku seyreltme faktorleri (FD) faktorleri Cizelge 4.29°da verilmistir. Meyan
suyunda bulunan aroma maddelerinden bazilar1 meyan suyunun karakteristik kokusundan sorumlu
bilesiklerdir. Bu bilesiklere aroma-aktif bilesikler denir ve gaz kromatografi-olfaktometri (GC-O)
cihaziyla tespit edilirler (Sekil 3.9). Meyan suyunda toplam 26 adet aroma-aktif bilesik belirlenmistir.
Aroma aktif bilesiklerin koku seyreltme (FD) faktorleri 8-1024 arasinda degismistir. Belirlenen 26
adet aroma-aktif bilesigin 22 adedi tanimlanmistir ve 4 adedi ise tanimlanamayan (unknown) aroma-
aktif bilesiklerdir. Tanimlanan bilesiklerin 5’1 pirazin, 4’1 alkol, 5’1 ugucu fenol, 2’si aldehit, 2’si
terpen, 2’si asit, 1’i furan bilesigi ve 1’1 piranon’dur.

Metil pirazin, 2,5-dimetil pirazin, 2,3-dimetil pirazin, 2-etil-5-metil pirazin ve 2,5-dietil
pirazin meyan suyu orneklerinde belirlenen aroma-aktif pirazin bilesikleridir. Bu bilesiklerin FD
degerleri 64 ile 512 arasinda degismistir. Pirazinler meyan suyunun karakteristik aromasini
kazanmasindaki en 6nemli aroma bilesikler olmustur. Pirazin bilesikleri igerisinde 2,5-dietil pirazin
en yiiksek FD degerine sahip olup (512) meyan suyuna kavrulmus findik kokusu kazandirmaktadir.
Bu pirazin bilesigini 128 FD faktorii ile 2,3-dimetil pirazin izlemistir. Bu pirazinde meyan suyuna
findiks1 koku kazandirmaktadir. Bu bilesikler diisiik algilanma esik degerine sahip olmalari
nedeniyle meyan suyunun kendisine has aromasiin olusumunda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.
Pirazinler genel olarak Maillard reaksiyonu sonucu hidroksiamino asitlerin prolizi, sekerlerin
indirgenmesiyle ve Strecker par¢alanmasiyla olugsmaktadirlar (Lee ve ark., 2014; Yin ve ark., 2022).
Belirledigimiz pirazin bilesikleri onceki calismalarda da farkli meyan 6rneklerinde saptanmistir

(Gyawali ve ark., 2008; Wagner ve ark., 2016).
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Cizelge 4.29. Meyan suyunun aroma-aktif bilesikleri

No |LRI* |Bilesik Ad1 Koku Tanimi FD faktorii

1 1048 Hekzanal Yesil, ¢cim 32

2 1276 Metil pirazin Findiks1 64

3 1326 (E)-3-Hekzen-1-ol Yesil, yagsi, ¢iceksi | 64

4 1333 2,5-Dimetil pirazin Kavrulmus kahve 64

5 1346 2,3-Dimetil pirazin Findiks1 128

6 1350 Tanimlanamayan Yesil bitki 8

7 1402 2-Etil-5-metil pirazin Kakao, kavrulmus 64

8 1408 Tanimlanamayan Biber, yesil bitki 32

9 1425 2,5-Dietil pirazin Kavrulmus findik 512

10 |1427 1-Okten-3-ol Mantar 8

11 |1515 Benzaldehit Badem 128

12 | 1520 Tanimlanamayan Topraksi 256

13 |1540 Linalol Cigeksi, giil 32

14 (1640 2-Furanmetanol Tatl1, karamel 16

15 |1657 a-Terpineol Cigeksi, karamel 8

16 |1816 Hekzanoik asit Ter kokusu, yesil 16

17 |1823 Gayakol Dumansi 1024

18 |[1915 Benzil alkol Cigeksi 128

19 (1923 2-Fenil etanol Bal, ciceksi 32

20 |1968 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on Karamel 256
(Maltol)

21 |2008 4-Etil gayakol Dumanst, baharatims: | 32

22 2022 Oktanoik asit Kiifsii, havug kokusu | 32

23 | 2123 Tanimlanamayan Anason 32

24 2183 4-Vinil gayakol Dumansi, baharatims: | 32

25 |2266 1zo6jenol Karanfil, ¢igeksi 32

26 | 2566 Vanilin Vanilya kokusu 1024

*LRI: Lineer alikonma indeksi

Ucgucu fenol bilesikleri olarak meyan suyunda gayakol (dumansi koku), 4-etil gayakol
(dumansi-baharatimsi kokular), 4-vinil gayakol (dumansi-baharatimsi kokular), izo6jenol (karanfil,
ciceksi kokular) ve vanilin (vanilya) aroma-aktif bilesikler olarak belirlenmistir. Ugucu fenol
bilesikleri igerisinde gayakol ve vanilin belirlenen tiim aroma-aktif bilesikler igerisinde en yiiksek
FD degerlerine sahip (FD:1024) iki temel fenol bilesigidir. Onceki ¢aligmalarda hem taze (Wagner
ve ark., 2016) ve hem de 1s1l islem gormiis (Wagner ve ark., 2017) meyan sularinda vanilin 6nemli
aroma-aktif bilesenlerden bir oldugunu vurgulanmistir. Arastirmacilar bu bilesigin algilanma esik
degerinin su igerisinde 53 pg/L oldugunu bildirmislerdir.

Aroma-aktif alkol bilesikleri olarak (E)-3-hekzen-1-ol, 1-okten-3-ol, benzil alkol ve 2-fenil
etanol olmak lizere toplam 4 adet bilesik saptanmistir. Bu bilesiklerin FD faktorleri 8 ile 128 arasinda

degismistir. Bu bilesiklerden benzil alkol ve 2-fenil etanol aromatik alkoller olup bulunduklar:
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gidalara giizel kokular kazandirirlar (Selli ve ark., 2021). Benzil alkol meyan suyuna gigeksi kokular
verirken, 2-fenil etanol bal-¢gigeksi kokular kazandirmistir. Benzer sekilde bu aromatik alkoller ¢am
bali (Selli ve ark., 2021), siyah ve beyaz incir (Sertkaya ve ark., 2021) ve hibiskiis ¢ay1 (Zannou ve
ark., 2020) tirtinlerinde de ¢igeksi kokular saglayan 6nemli aroma-aktif bilesiklerdir.

Hekzanal (yesil-cim kokular1) ve benzaldehit (badem kokusu) aldehit bilesikleri olarak
belirlenen iki aroma-aktif bilesiktir. Benzaldehit’in FD degeri 128 iken hekzanal’in 32’dir. Onemli
bir aromatik aldehit olan benzaldehit, 1s1l islemler sirasinda fenilalanin amino asitinin pargalanmasi
sonucu olusmaktadir (Chu ve Yaylayan, 2008; Wagner ve ark., 2017). Wagner ve ark. (2017), meyan
sularinda benzaldehit algilanma esik degerinin su i¢erisinde 150 pg/L oldugunu ve meyana aci badem
kokusu kazandirdiklarini vurgulamslardir.

Terpen bilesikleri olarak linalol (¢igeksi-giil) ve a-terpineol (giceksi-karamel) aroma-aktif
bilesikler olarak saptanmistir. Terpen bilesikleri, bitkilerin olgunlasma ve gelisme evrelerinde ¢ok
genis bir sekilde yer alan, yine meyvelerin karakteristik kokusunun olugmasinda ¢ok 6nemli role
sahip 6nemli bilesiklerdir. Bu bilesiklerin sentezinde {i¢ pireniltransferaz enziminin aktivitesi temel
gorev almaktadir (Petrovi¢ ve ark., 2019).

Meyan suyunda belirlenen diger aroma-aktif bilesikler hekzanoik asit (ter kokusu, yesil),
oktanoik asit (kiifsii, havug kokusu), 2-furanmetanol (tatli, karamel) ve 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-
4-on (karamel)’dur. Bu bilesiklerden hekzanoik asit ve 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on 6nceki
caligmalarda meyan kokiinde aroma-aktif bilesik olarak saptanmistir (Wagner ve ark., 2017).

Tanimlanmayan bilesiklere bakildiginda meyan suyunda toplamda 4 adet bilesigin
kokularmin hissedilmesine ragmen tanimlanamamislardir. Bunlar LRI:1350 (yesil bitki), LRI: 1408
(biber, yesil bitki), LRI:1520 (topraksi) ve LRI:2123 (anason) bilesikleri tanimlanamayan aroma-
aktif bilesiklerdir. Tanimlanamayan bu aroma-aktif bilesikler bir¢ok gidada belirlenmektedir. Bu
bilesikler piklerinin genellikle ¢ok kiigiik ve/veya sahip olduklari kiitle/yiikk (m/z) oranlarindan

kaynaklanmaktadir.

4.2.7. Meyan Sularimin Mikrobiyolojik Florasi

Gidalarda kalite ve hijyen parametrelerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesinde
mikrobiyolojik analizler onem tasimaktadir. Gida {iretimi ve tiiketiminde hijyen gostergesi olarak
kullanilan mikrobiyal gruplar toplam aerobik canli, maya ve kiif, toplam koliform ve fekal koliform
mikroorganizma gruplaridir. Toplam canli sayisinin, 6-8 log kob/mL {izerinde olmasi riskli olarak
degerlendirilmektedir. Koliform grup bakteriler i¢inde, baslica patojen E. coli O157:H7 vb.
bulunmaktadir. Bundan dolay1, gidalarda koliform grup bakteri ylikiiniin minimum diizeyde olmasi

istenmektedir.
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Sekil 4.21. Meyan suyunda yapilan mikrobiyolojik sayimlar (koliform, LAB ve maya i¢in)

Optimum kosularda hazirlanan meyan suyunun dogal mikroflorasini belirlemek i¢in aseptik
kosullar altinda 6rnekler alinarak toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi, maya ve kiif
sayimi, koliform bakteri (KB) saym ve laktik asit bakteri (LAB) sayimi analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.21).

Meyan suyunda maya-kiif 2.67 log kob/mL; toplam mezofilik aerobik bakteri 7.88 log
kob/mL; laktik asit bakteri 3.19 log kob/mL olarak saptanmistir. Orneklerde koliform bakteri
bulunmamustir (Cizelge 4.30).

Baran ve Fenercioglu (1991), laboratuvar ortaminda hazirlanan ve Adana’da bulunan seyyar
saticilardan edinilen meyan sularinin genel mikrobiyolojik analizlerini yapmis ve caligilan tiim
orneklerin mikroorganizma iceriginin oldukga yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismada, meyan
sularinin koliform bakteri sayisinin 348-566 kob/mL, maya sayisinin 58-183 kob/mL, kiif sayisinin
9-24 kob/mL ve toplam bakteri sayisinin ise 1500-2500 kob/mL olarak degistigi bildirilmistir.

Eksi ve ark. (2017), oda sicakliginda gergeklestirilen meyan suyu iiretimi sonrasinda 6rnegin
dogal mikroflorasindaki toplam aerobik canli sayisini 3.82 log kob/mL; toplam aerobik spor sayisini
2.05 log kob/mL; maya-kiif sayisin1 1.96 log kob/mL ve toplam koliform sayisim1 2.56 log kob/mL
olarak saptamiglardir. Baska bir ¢aligmada ise Akdemir Evrendilek ve ark. (2021), meyan sularima
yiiksek basing uygulamis ve islemin 6rneklerin mikrobiyal inaktivasyonuna, kalitesine ve raf dmriine
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada, 5.52 log kob/ml’lik ortalama baglangic TMAB sayist yiiksek
basing uygulamasiyla 2.36 log kob/ml’ye diserken, 5.50 log kob/ml’lik baslangi¢c toplam maya ve
kiif sayisinin (TMK) islemle 6nemli 6lgiide azalarak 2.29 log kob/ml’ye diistiigii bildirilmistir. Hem
TMAB hem de TMK sayilarinin, depolama sicakligi ve siiresi ile 6nemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir.
22°C’de saklanan islenmis numunelerin, 4°C’de islenmis numunelerden daha yiiksek TMAB

sayisina sahip oldugu bildirilmistir.

Cizelge 4.30. Meyan suyu 6rneginde mikroorganizma sayimi (log kob/mL)

Maya-Kiif Laktik asit Toplam mezofilik Koliform
bakteri (LAB) aerobik bakteri
(TMAB)
2.67 3.19 7.88 <1
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4.2.8. Meyan Sularinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Orneklerin antimikrobiyal aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 test mikroorganizmalar1 olarak kullanilmistir. Bakteriler triptik soy agar icerisinde 24
saat 37°C’de inkiibe edilmis ve aktiflesen saf kiiltiirden belirli miktarlarda alinarak steril %0,9 NaCl
¢Ozeltisi igine aktarilip, McFarland 0.5 (10® kob/mL)’e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik
olusturulmustur. McFarland 0.5 (108 kob/mL)’e gére ayarlanan bakteri ¢ozeltisinden 100 pl alinarak
Muller Hinton Agar (MHA) besiyerine yayma yontemi ile yayillmistir. Besiyeri tizerinde 7-8 mm
capinda agilan kuyucuklar icerisine hazirlanan ekstraktlar 20-50 pl olacak sekilde eklenmistir.
Petriler 24-48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarm
etrafindaki inhibisyon zonlar1 kumpasla 6lgiilerek degerlendirme yapilmistir. Kuyu difiizyon testinde
her petriden 2 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve olusan her zondan 3 6lgiim alinmistir (Sekil
4.22).

Meyan suyunun mikroorganizmalar iizerine olusturdugu antimikrobiyal aktivite sonucu
olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.31°de verilmistir. Orneklerin Staphylococcus aureus’a karsi
etkisi incelendiginde; elde edilen inhibisyon zon ¢ap1 18,08 mm olarak bulunmustur. Orneklerin
diger bir test mikroorganizmast E. coli’ye karsi etkisinde ise; 9,14 mm’lik inhibisyon zonu
olusmustur. P. aeruginosa’e karsi ise, meyan suyu herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Ornek icermeyen negatif kontrol grubunda herhangi bir inhibisyon zon olusumu
gbzlenmemistir. Ayrica 6rneklerin test mikroorganizmalart arasinda S. aureus iizerinde daha fazla

antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

E. coli S. aureus
Sekil 4.22. Kuyu difiizyon yontemi sonrasi bakterilerde gézlemlenen inhibisyon zonlari

Cizelge 4.31. Meyan sularinin antimikrobiyal aktivite sonuglari
inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Mikroorganizmalar Meyan suyu

Staphylococcus aureus 18.08 + 3.16

Escherichia coli 9.14+0.51
Pseudomonas aeruginosa iG*

*IG: Inhibisyon gdzlenmedi
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Meyan kokii ve ekstraktlarmin kimyasal bilesiminde bulunan saponinler, fenolikler gibi
biyoaktif bilesikler nedeniyle 6nemli antimikrobiyal 6zelliklere (antiseptik, antibiyotik, antifungal,
antibakteriyel, antiprotozoal ve antiviral) sahip oldugu bilinmektedir (Karahan ve ark. 2016;
Karkanis ve ark. 2018). Nitalikar ve ark. (2010) eter, aseton, kloroform, streptomisin ve tetrasiklin
ile elde edilen meyan kokii ekstraktlarinin S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa ve E. coli
tizerindeki antimikrobiyal etkisini belirlemeye g¢aligmiglardir. Meyan kokii ekstraktlarmin tiim
bakteri suslarina kars1 inhibisyon zonu olusturdugu ve eter ve aseton ile hazirlanan ekstraktlarda daha
fazla antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Karkanis ve ark. (2018) yaptig1 calisgmada eter, kloroform ve aseton ile elde edilen kok
ekstraktlarinin gram pozitif bakterilere (B. subtilis ve S. aureus) ve ayni zamanda gram negatif
bakterilere (E. coli ve P. aeruginosa) kars1 etkili oldugunu saptamistir. Karahan ve ark. (2016) ise
meyan kokiiniin antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon yontemi kullanilarak degerlendirmislerdir.
Disk diflizyon deneylerinin sonuglarna gore, meyan kokii metanolik ekstraktlar1 S. aureus’un
bliylimesine karst engelleyici etki goOstermistir. Ancak bizim c¢alismamizdan farkli olarak

ekstraktlarin E. coli’ye kars1 mikrobiyal aktivitesinin saptanmadigi bildirilmistir.

4.3. Meyan Sularimin Fermantasyon Asamasi
4.3.1. Fermantasyon Oncesi Enzim Uygulamasi

Optimizasyon ¢aligmast ile belirlenen, meyan kokiiniin 50°C’de 3 saat boyunca demlenmesi
ile hazirlanan meyan suyuna fermantasyon 6ncesi duyusal dzelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla iki
farkli enzim uygulamasi (f-glikozidaz ve pektolitik enzim) yapilmistir. Ticari S-glikozidaz enzimi
(Novozyme), Kim ve ark. (2004) tarafindan belirlenen kosullara gére meyan suyuna 0,4 g/L oraninda
eklenmis ve 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Pektolitik enzim (Vegazym P) uygulamasi
ise 55°C’de 1 saat, 0,4 g/L oraninda enzim kullamilarak gergeklestirilmistir. Enzim uygulamasi
sonucu, meyan sularinin duyusal 6zellikleri degerlendirilmis, pektolitik enzim uygulanan 6rneklerde
aciligin daha fazla azaldigi ve tathihigin arttig1 belirlenmistir. Ayrica, pektolitik enzim uygulanmis
meyan sularmin seker iceriginde de artis oldugu HPLC analizi ile belirlenmistir (Sekil 4.23). Uretilen
meyan sularinin duyusal degerlendirmesinde pektolitik enzim uygulanmig 6rnek daha fazla tercih

edildigi i¢in analizlere pektolitik enzim uygulanan drneklerle devam edilmistir.
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Sekil 4.23. Enzim uygulanmis ve uygulanmamig meyan sularinin seker bilesimi kromatogrami

Enzimli ve enzimsiz olarak iki farkli partide iiretilen meyan sular1 fermantasyon oncesi
mikroorganizmalardan arindirmak i¢in 80°C’de 20 dakika steril cam kavanozlarda pastorize
edilmistir (Mousavi ve Mousavi, 2019) (Sekil 3.4).

4.3.2. Fermantasyon Gidisi

Stok ¢ozeltilerden alinan L. plantarum ve L. acidophilus sus tiirleri tekrardan MRS sivi
besiyerinde 30°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve %0.45 NaCl igeren steril su
igerisinde 0.5 McFarland degerine (107 kob/mL) ayarlanarak %1 oraninda fermantasyon ortamina
inokiile edilmistir. inokiile edilen meyan sulari 35°C’de galkalamali inkiibatérde fermantasyona
birakilmistir (Sekil 3.7). Fermantasyon takibi pH, asitlik 6l¢iimii ve laktik asit bakteri sayimi ile her
24 saatte bir ornekleme yapilarak gerceklestirilmistir. Fermantasyon boyunca kaydedilen asitlik ve
pH degisimi Sekil 4.24 ve Sekil 4.25’teki gibidir. Elde edilen bulgulara gore bakteri eklenmis
kavanozlarda 7 giin sonunda fermantasyonun dengeye geldigi ve triinlerin asitlik pH dengesinin
saglandigr gozlemlenmistir. Spontan fermantasyona birakilan kontrol drneklerinin degerlerinin

dengeye gelmesi ise 8 giin stirmiistiir.
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Sekil 4.24. Fermantasyon boyunca pH degisimi
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Sekil 4.25. Fermantasyon boyunca toplam asitlik degisimi
*SKE: Spontan fermente kontrol enzimli; SK: Spontan fermente kontrol enzimsiz; LPE: L. plantarum
ile fermente enzimli; LP: L. plantarum ile fermente enzimsiz; LAE: L. acidophius ile fermente enzimli; LA: L.
acidophilus ile fermente enzimsiz; KarigimE: Karisim kiiltiirle fermente enzimli; Karigim: Karisim kiilttirle
fermente enzimsiz meyan suyu

Fermantasyon sirasinda tiim Orneklerin pH'sinin fermantasyonun ilk asamalarinda hizla
diistiigli ve sonraki asamalarda azalmanin daha yavas ilerledigi gozlenmistir. Benzer durum toplam
asitlik takibi i¢in de gegerli olmustur, asitlik degerleri fermantasyonun ilk giinlerinde hizla artarken

4 ve 5. giinler sonrasindaki artis daha yavas gerceklesmistir. pH diislisii asidik metabolitlerin
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tiretimine ve eksponensiyal faz sirasinda bakterilerin artan biiyiime hizinin neden oldugu ortam
tamponlama kapasitesinin kaybina baglanmaktadir (Mousavi ve Mosavi, 2019). Fermantasyon
sonunda fermente iiriinlerin son pH ve asitlik degerleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunmamigtir. Mousavi ve Mosavi (2019)’nin L. plantarum fermantasyonun meyan koki
ekstresinin Ozellikleri {izerine etkisi {izerine yaptig1 ¢alismada da benzer sonuglar bildirilmistir.
Calismada, 10°B  yogunlugunda fermantasyona birakilan meyan koki  ekstraktinin
fermantasyonunun 72 saatlik siire sonunda tamamlandigi bildirilmistir. Calismada diger parametreler
de gbz Oniine alinarak seker seviyesi yiiksek olan ortamlarin daha yogun bir asit igerigine yatkin

oldugu ve bu nedenle pH diisiisiiniin daha belirgin oldugu sonucuna ulasilmistir.

Bu calisma kapsaminda firetilen fermente meyan sularinda en yiiksek asitlik degerleri L.
acidophilus ve L. plantarum karigimi kullanilarak fermente edilen iiriinlerde kaydedilmistir. Benzer
sonuglar, Sheng ve ark. (2022) tarafindan kirmiz1 iiziim suyu fermantasyonunda da bildirilmistir.
Aragtirmacilar, tiziim suyunu L. acidophilus, L. plantarum ve bu iki bakterinin karigimi ile fermente
etmisler ve karigim kiiltiirle fermente edilen iirlinlerin toplam asitliginin diger 6rneklere gore daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Yine benzer sonuglar, Hashemi ve Jafarpour (2020) tarafindan

karigim kiiltiirle fermente edilen bergamot suyunda da bildirilmistir.

Calisma kapsaminda {iretilen fermente meyan sular1 bakteri bazinda degerlendirildiginde, L.
acidophilus’un L. plantarum’a gore daha fazla aktivite gosterdigi ve daha yiiksek asitlik olusturdugu
belirlenmistir. Ayrica, enzim uygulanan orneklerin fermantasyon sonunda enzimsiz 6rneklere gore
daha diisiik asitlik seviyesi gosterdigi ve duyusal olarak panelistler tarafindan daha fazla tercih
edildigi belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglarla benzer olarak, Quines-Lagmay ve ark. (2020), hint
incirinin farkli enzim ve bakteri suslari ile fermantasyonunu arastirmistir. Pektolitik enzim ve
LAB’lerinin birlikte kullanilarak iiretildigi fermente iiriinlerin ayri ayri enzim veya bakteri
kullanilarak elde edilen iiriinlerden daha yiiksek pH ve daha diisiik asitlik degerine sahip oldugu
bildirilmistir. Calismada, enzim kompleksleri tarafindan polisakkaritlerin hidrolizi ve c¢esitli
monosakkaritlere parcalanmasi ve enzimatik hidroliz nedeniyle substratlarin seker bilesimlerinde

olusan farkliliklarin da laktik asit {iretimini etkileyebilecegi belirtilmistir.

4.3.3. Fermente Meyan Sularimin Fermantasyon Boyunca Laktik Asit Bakteri Sayim
Fermantasyonun 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. giinlerinde her 6rnekten 10 mL 6rnek alinmis ve 90 mL
tamponlanmig peptonlu su ile homojenize edilmistir. Homojenize 6rnekler (1 ml) tamponlanmis
peptonlu su ¢ozeltisi (9 ml) iginde seri diliisyonlar yapilarak seyreltilmistir (Sekil 3.7). Daha sonra,
1 mL seyreltilmis numunelerin, dokme plaka yontemi ile MRS Agar’a (Man, Rogosa and Sharpe)
ekimi yapilmastir. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ile inokiile edilen 6rneklerin laktik asit

bakteri saymmi anaerobik kosul saglamak iizere Anaerocult® A (Merck KGaA, Almanya) i¢eren
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kavanozlarda 48-72 saat 30 °C'de inkiibasyona birakilmis ve anaerobik inkiibasyon sonunda olusan
kolonilerin sayimi1 gerceklestirilmistir.

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 14917 ve Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
kontrol drnekleri fermantasyon ortamindaki laktik asit bakteri sayimi sonuglari Cizelge 4.32 ve Sekil
4.26’da gosterilmistir. L. plantarum ATCC 14917 ile inokiile edilmis enzimli ve enzimsiz meyan
sularinda, fermantasyonun 1.giintinde sirasiyla 5.39 ve 5.7 log kob/mL olan laktik asit bakteri sayimi,
fermantasyonun 7. giiniinde 8.31 ve 8,13 log kob/mL olarak artig gostermistir. Aym sekilde L.
acidophilus ile fermantasyona birakilan enzimli ve enzimsiz meyan sularinda da fermantasyonun
1.gliniinde sirasiyla 6.08 ve 5.83 log kob/mL olan laktik asit bakteri sayimi, fermantasyonun 7.
giiniinde 8.34 ve 8.51 log kob/mL olarak belirlenmistir. Her iki bakteri ile fermantasyona birakilan
enzimli ve enzimsiz 6rneklerde ise laktik asit bakteri sayimi 8.48 ve 8.71 log kob/ml olmak tizere
tekli bakteri ile fermente edilen Orneklere kiyasla en yilksek degerler kaydedilmistir. Ayrica,
fermantasyon isleminin ilk 5 giliniinden sonra laktik asit bakteri sayisinda hafif bir diisiis
gozlemlenmistir (Sekil 4.26). Fermantasyon sonunda belirlenen LAB sayilarinda 6rnekler arasi
istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir. Herhangi bir bakteri inokiilasyonu yapilmadan
spontan fermantasyona birakilan kontrol 6rneklerinde ise fermantasyon siireci daha uzun olmus (8
giin) ve LAB sayilar1 fermantasyon sonucunda sirastyla enzimli ve enzimsiz 6rneklerde 8.68 ve 9.28

log kob/ml degerlerine ulagsmustir.

Cizelge 4.32. Fermantasyon siiresince orneklerde belirlenen LAB sayilar1 (log kob/ml)

L.
L plantarum
L. Ianfaru ' L. - L. plantarum +
.. plantarum P acidophilu acidophilu L. - par L
Giin M L e . . L. acidophilus Enzimsiz
Enzimli Enzimsiz s Enzimli s Enzimsiz acidophilu (Karisim)
(LPE) (LP) (LAE) (LA) s Enzimli ans
(KarisimE
)
1  539+0.00° 5.7+0.139 6.08+0.047 5.83+0.11° 5.66+0.14f 8.49+0.13°
2 6.4+0.07¢ 6.98+0.03" 7.54+0.149 8.41+0.09° 6.83+0.07° 8.67+0.17¢
3 643008 (S1F007 708014 879008 8.35:0.00¢ 8.6:0.14¢
4 805:002 37012 7651005 888+0.07° 8.36+0.09¢ 8.89:0.06°
5 813003 0075012 g17.0050 0.04+0.11%  8.75:0.00° 9.1240.03°
a
g 82280057 8262006 g 10 h0pb 8410160 83002 8.63+0.04¢
7 83120060 S 13002 5340000 85120.03¢ 8.4820.05° 8.7120.03°

*a0 ayn1 siitunda istatistiksel olarak farki ifade etmektedir (p<0,05).
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Laktik Asit Bakterileri

10,4

94

6,4

LAB (kob/mL)

54
4,4
34

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (Giin)

LPE ——LP LAE —LA KarisimE —+—Kansim

Sekil 4.26. Meyan suyu 6rneklerinde fermantasyon stiresince LAB degisimi
*LPE: L. plantarum ile fermente enzimli; LP: L. plantarum ile fermente enzimsiz; LAE: L. acidophius ile

fermente enzimli; LA: L. acidophius ile fermente enzimsiz; KarisimE: Karigim kiiltiirle fermente enzimli; Karigim: Karigim

kdiltiirle fermente enzimsiz meyan suyu

Literatiirde meyan suyu ve iirinlerinin laktik asit fermantasyonu ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir. Bunlardan biri, Lee ve ark. (2012) tarafindan gergeklestirilen meyan kokii
ekstraktinin L. acidophilus ile fermantasyonudur. Caligmada, meyan kokii ekstraktina 10°, 107 ve 108
kob/ml oranlarinda bakteri inokiilasyonu yapilarak fermantasyon boyunca pH ve glisirizik asit
degisimi izlenmistir. Arastirmacilar, 10’ kob/ml ve daha fazla oranda inokiile edilen 6rneklerde
fermantasyonun daha iyi gerceklestigini bildirmislerdir. 6 giin siiren fermantasyonun ilk
asamalarinda bakteri gelisimi hizli iken 3. giin itibariyle bakteri sayisinda azalma oldugu
bildirilmistir. Calismada ayrica, L. acidophilus ile fermantasyonda meyan kokii ekstraktinda bulunan
glisirizik asit miktarinin azaldigi ve fermantasyon sirasinda bakteriler tarafindan tiiketilebildigi
belirtilmistir.

Meyan kokii ekstraktinin fermantasyonu ile ilgili yapilan diger bir c¢aligmada ise,
fermantasyon L. plantarum ile gergeklestirilmistir (Mousavi ve Mousavi, 2019). Calismada, L.
plantarum'un meyan kdokii ekstraktinda herhangi bir takviye olmadan farkli kosullarda gelisebildigi
ve mikrobiyal popiilasyonun 48 saat sonra tiim numunelerde baslangi¢ degeri olan 10’ kob/ml’den
10® kob/ml ve daha yiiksek degerlere ulastigi bildirilmistir. Arastirmacilar, bakterilerin sekerleri
metabolize edip pH'1 4.23'e kadar diistirdiigiinii ve 30°C'de 72 saat fermantasyondan sonra canli hiicre
sayismmin 1.0x108 kob/mL'ye ulastiginmi bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglarindan, meyan kokii
ekstraktinin probiyotik laktik asit bakterileri i¢in siit iiriinii olmayan bir hammadde olarak
kullanilabilecegi ve iiriinlin probiyotik/saglik i¢ecekleri igin bir temel teskil edebilecegi sonucuna

varilmstr.
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4.4. Fermente Meyan Sularinin Kimyasal Karakterizasyonu ve Depolamanin Etkisi
4.4.1. Mikroorganizma Icerigine Etkisi

Gidalarda kalite ve hijyen parametrelerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesinde
mikrobiyolojik analizler 6nem tasimaktadir. Gida iiretimi ve tiiketiminde hijyen gostergesi olarak
kullanilan mikrobiyal gruplar toplam aerobik canli, maya ve kiif, toplam koliform ve fekal koliform
mikroorganizma gruplaridir. Toplam canli sayisinin, 6-8 log kob/mL {izerinde olmasi riskli olarak
degerlendirilmektedir. Koliform grup bakteriler iginde, baslica patojen E. coli O157:H7 vb.
bulunmaktadir. Bundan dolay1, gidalarda koliform grup bakteri ylikiiniin minimum diizeyde olmasi
istenmektedir.

Optimum kosularda hazirlanan meyan suyunun dogal mikroflorasini belirlemek igin aseptik
kosullar altinda 6rnekler alinarak toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi, maya ve kiif
sayimi, koliform bakteri (KB) saym ve laktik asit bakteri (LAB) saymm analizleri
gerceklestirilmistir. Fermantasyon oncesi yapilan sayimlarda meyan suyunda maya-kiif sayis1 2.67
log kob/mL; toplam mezofilik aerobik bakteri 7.88 log kob/mL; laktik asit bakteri 3.19 log kob/mL
olarak saptanmistir. Orneklerde koliform bakteri bulunmamustir.

Buzdolab1 sicakliginda 90 giin depolama siiresince fermente meyan suyu 6rneklerinde maya-
kiif, TMAB, laktik asit bakteri ve koliform sayilarindaki degisim sirasiyla Cizelge 4.33°de
verilmistir. Depolama analizlerine duyusal degerlendirmesi yiiksek olan enzim uygulanmis 6rnekler
(SKE, LAE ve LPE) ile devam edilmis ve oérneklerin degerlendirme sonuglar1 “Duyusal Analiz”
baslig1 altinda verilmistir. Fermantasyon sonrasinda ilk 48-72 saatte maya-kiif, toplam mezofilik
aerobik bakteri ve laktik asit bakteri sayilarinda artis olmustur, depolama boyunca ise genel olarak
bir azalma mevcuttur. Mayalarin genel olarak optimum gelisim sicakliklar1 20-30°C arasindadir bu
nedenle, buzdolabi sicakliginda depolamada yasanan bu azalma agiklanabilmektedir (Yalcin ve
Ozbas, 2008).

Ozellikle LAB sayilari, beklenildigi iizere LAE ve LPE &rneklerinde 8 log kob/mL’in
iizerine ¢ikarken, spontan kontrol fermente iiriinde bu deger 3.25 log kob/mL olarak belirlenmistir.
Bu sonuglar, L. acidophilus ve L. plantarum'un meyan suyunda fermantasyon ortamina iyi adapte
oldugunu ve biiyiimesinin gi¢li bir sekilde oldugunu goéstermistir. Ayni zamanda, bu sonuglar
meyan suyunun besin takviyesi olmaksizin secilen suslarin fermantasyonu i¢in uygun bir substrat
olabilecegini de dogrulamustir.

Fermente meyan suyu Orneklerinde 90 giinliik depolama boyunca LAB ve maya-kif
mikroorganizma sayilarinda genel anlamda bir azalma yasanmustir. Ozellikle, SKE 6rneginde LAB
sayis1 90. giinde <1log kob/mL olarak belirlenirken, LAE 6rnegi 7.39 log kob/mL ve LPE 6rnegi ise
6.34 log kob/mL yogunlugunda laktik asit bakterisi igermektedir. Depolama siiresinin artmasiyla
birlikte laktik asit sayiminda belirlenen bu azalig, meyan suyunda LAB tarafindan kullanilabilen
maddelerin, metabolitlerin belirgin bir sekilde birikmesiyle dnemli 6l¢iide azalmas1 ve buna bagl

olarak, LAB'nin biiylimesi, LAB'nin canli hiicre sayilarinin hizla azaldigi 6lim fazina ulasmis
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olabilmesinden kaynaklanmaktadir (Kaprasob ve ark., 2017). Ayrica, muhtemelen daha diisiik pH ve
artan asitlik, 72 saatten sonra LAB suslarinin gelisiminde azalmaya neden oldugu diistintilmektedir.
Asitler, sitoplazmay asitlestirerek, hiicre ici pH'in korunmasi icin gerekli enerji tilkketimini artirarak
ve enzim reaksiyonlarini inhibe ederek bu bakteriyel bitylimeyi ve canliligi engellemektedir (Shabal
ve ark., 2006). Fermente edilmis meyan sularinda maya ve toplam aerobik bakteri sayisinda bir
azalma gozlenirken, fermente edilmemis 6rneklerin maya-kiif sayiminda gelisme belirlenmemistir.
Bu durum da kontaminasyonsuz ve giivenli bir {iretim siirecini isaret etmektedir (Cele ve ark., 2022).

Giirbiiz (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hardaliye iiretiminde kullanilan starter
kiltir (L. plantarum), hardal tohumu ve kimyasal koruyucularin {iiriin iizerine etkilerinin
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi arastirilmigtir. Bu kapsamda, fermantasyon siiresince ve
buzdolab1 ve oda sicakliginda depolama boyunca Hardaliye 6rneklerinin mikrobiyal, fizikokimyasal
ve duyusal kalite karakteristiklerinde meydana gelen degisimler de takip edilmistir. Caligsma
sonucunda hem oda sicakligi hem de sogukta depolama siiresince TMAB ve laktik asit bakteri
sayilarinin, ortamdaki besin Ogelerinin zamanla azalmasina bagl olarak azalma gosterdigi
bildirilmistir. Calismada ayrica, fermente meyan sularinda da oldugu gibi depolama boyunca toplam
kiif-maya sayisinda genel bir azalma goriildiigii belirtilmistir. Bu durum, mayalarin genel olarak
optimum gelisim sicakliklar1 20-30°C arasinda olmasi ve bu nedenle buzdolabi sicakliginda
depolamada, toplam kiif maya sayisinda depolama siiresince genel bir azalmaya neden oldugu
bildirilmistir.

Elma suyunun laktik asit fermantasyonu ve depolanmasi sonucu kalite parametrelerinde
yasanan degisikliklerin incelendigi bir ¢aligmada (Yang ve ark., 2022), ti¢ farkli LAB susunun (L.
acidophilus, L. casei ve L. plantarum) canli hiicre sayilarinin, 4°C'de ilk 20 giin depolama boyunca
elma suyunda 8.0 log kob/mL'nin {izerinde bulundugu bildirilmistir. Ancak, 20-30 giinliik depolama
stirecinde, L. casei'nin canli hiicre sayisi hizla 5.4 log kob/mL seviyesine diismiis ve bunu L.
acidophilus (5.6 log kob/mL) ve L. plantarum (5.7 log kob/mL) izlemistir. Depolama siiresinin
artmasiyla, elma suyundaki LAB'nin kullanabilecegi besin maddeleri biiyiik olgiide azalmig ve
metabolitlerin birikimi meydana gelmistir. Sonug olarak da depolama sonunda LAB'nin canli hiicre
sayilarinin hizla azaldigi belirtilmistir. Yapilan bir bagka ¢aligmada, probiyotik L. plantarum ATCC
14917'nin hiicre canliligi, fermente nar suyunun 21 giinliik soguk depolanmasi (4°C) boyunca yiiksek
seviyelerde kalmis (baslangigta 11.43 log kob/mL) ve depolamanin 4. haftasinda ise 8.83 log
kob/mL'ye diismistiir. Benzer degisimler, L. plantarum ATCC 14917 ile fermente visne
(Mantzourani ve ark., 2018) ve nar suyunun (Mantzourani ve ark., 2019) ve L. plantarum LS5 ile
fermente edilen limon suyunun (Citrus limetta) soguk depolanmasi (4 °C) sirasinda da bildirilmistir
(Hashemi ve ark., 2017).
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Cizelge 4.33. Depolama siiresince fermente meyan suyu 6rneklerinin mikroflorasindaki degisimler

Depolam Maya-kiif TMAB LAB KO('I';”m
a (giin) (log kob/mL) (log kob/mL) (log kob/mL) kOb/I’?’lL)
LAE* LPE SKE LAE LPE SKE LAE LPE SKE |LAE LPESKE
3.69+0. 4.04=+0. 7.47£0. 7.90+0. | 8.61+0. 8.09+0. 3.25+0.
1 01 4.62+0.49 85 7.44+0.04 04 04 07 09 04 - - -
<1
30 log  2.15£0. 2.65%0. | 7.16£0. 7.39£0. 597+0. | 8.07£0. 7.50£0. 3.650. | = _
kob/m 25 95 05 12 13 21 43 45
L
<1 <1llog <1log
60 log 2.860. Kob/m 7.43+£0. 6.44+0. 5.92+0. | 7.41+0. 6.39+0. kob/m ) _ )
kob/m 07 05 14 94 02 12
L L L
<1llog <1llog <1log <llog
90  kob/m kobm  kob/m | TR0 T35X0- SOR0.) 700 630 oy | L L
L L L L

*LAE: L. acidophilus ile fermente edilen meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente 6rnek, SKE:
spontan fermente 6rnek

4.4.2. Seker Bilesimine Etkisi

Meyan koki, igerdigi seker icerigiyle ¢esitli gida iriinlerinde tatlandiric1 ve lezzet artirict
olarak kullanilmaktadir (Nooshkam ve ark., 2022; Ding ve ark., 2022). Gida endiistrisinde diisiik
kalorili tatlandirict olarak yaygin bir sekilde kullanilan meyan kokii ekstrakti, ayn1 zamanda lezzet
arttirict ve degistirici etkilere sahiptir (Azami ve ark., 2018). Ayrica, eczacilik sektoriinde meyan
kokii ekstraktlari, ilaglarin aci tadim1 gidermek amaciyla tatlandirict katki maddesi olarak da
kullanilmaktadir (Azami ve ark., 2018).

Bu ¢alismada ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmis meyan suyunun fermente edilmesiyle
elde edilen orneklerin seker icerigi degisimi Sekil 4.27 ve HPLC’de elde edilen kromatogram Sekil
4.28’de verilmistir.

Seker icerigi

60,0
50,0
40,0
30,0

20,0
10,0
0,0

FOE SKE LAE LPE

Konsantrasyon (g/L)

M Sakkaroz M Glikoz Fruktoz
Sekil 4.27. Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin seker bilesimi

*FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, LAE: L. acidophilus ile fermente edilen
meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente 6rnek, SKE: spontan fermente 6rnek
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Sekil 4.28. Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin seker igerigini gosteren kromatogram

Calisgmamizda elde edilen veriler, fermente olmayan meyan sularinin toplam ve bireysel
seker igeriginin enzim uygulamast ile arttigini gostermektedir (24.2-34.5 g/L) (Sekil 4.29). Bu artigin,
uygulanan pektolitik enzim aktivitesi sayesinde meyan suyundaki pektik maddelerin, polifenollerin
ve glikozidik bagli yapilarin pargalanmasiyla olusan mono ve oligosakkaritlerin serbest hale
geemesinden kaynaklandigi belirlenmistir. Bu sonuclar, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da benzer
sekilde bulunmustur (Abbés ve ark., 2011). Arastirmacilar, pektolitik ve seliilolitik enzimlerin,
meyve isleme endiistrisinde kullanilarak meyve suyu ekstraksiyon verimini artirabildigini ve toplam
seker igerigini yiikseltebildigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, fermente olmayan aronya suyunda
da zamana bagl olarak seker oraninda artig tespit edilmis ve bu artigin polisakkaritlerin hidrolizi

sonucu meydana geldigi belirtilmistir (Bontsidis ve ark., 2021).

W
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Sekil 4.29. Enzim uygulanmis ve uygulanmamis meyan sularinin seker bilesimi kromatogrami

Caligmamizda, spontan ve laktik asit bakterileri ile kontrollii fermantasyonun da meyan suyu
orneklerinin seker igeriginde artisa neden oldugu belirlenmistir. Fermente ve fermente olmayan
meyan sularinin seker dagilimi Sekil 4.27’de, HPLC kromatogrami Sekil 4.28’de ve depolamanin
seker igerigine etkisi ise Cizelge 4.34’te gosterilmistir. Meyan sularinin seker igerigi fermantasyon
sonucu 42.7 ve 77.1 g/L arasinda degismistir. En diigiik seker icerigi fermente olmayan Ornekte

belirlenirken L. plantarum ile fermente edilen drnegin (LPE) ise fermantasyon sonucu en yiiksek
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toplam seker igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Seker icerigindeki bu degisim, fermantasyon
stirecinin sekerlerin kimyasal yapisint degistirmesi ve sekerlerin parcalanarak yeni seker
molekiillerinin ortaya c¢ikmasindan kaynaklanmaktadir. Fermantasyon sirasinda, laktik asit
bakterileri ve diger mikroorganizmalar mevcut sekerleri metabolize ederler. Bu metabolizma
sirasinda karmasik seker molekiilleri (oligosakkaritler ve polisakkaritler) daha basit sekerlere ayrilir.
60 giinlilk depolama sonucunda yine en yiiksek seker icerigine LPE 6rnegi sahip olmustur ve L.
plantarum’un meyan suyu fermantasyonda kullaniminin seker igerigini ve dolayisiyla tat algisini
spontan fermantasyon veya L. acidophilus kullannmina gore daha fazla iyilestirecegi
sOylenebilmektedir.

Wang ve ark. (2023), meyan kokii ekstraktinin biyoaktivitesini artirmak ve terapétik
Ozelliklerini belirlemek amaciyla L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus gibi bir¢ok laktik asit bakterisi
iceren bir probiyotik kompleksle ekstrakti 12 saat fermente etmislerdir. Arastirmacilar, yapilan
analizlere gore fermantasyonun ekstraktin seker igerigini artirmasinin yani sira seker alkol, seker asit
ve diger karbonhidrat tiirevlerinin toplam miktarinda da artisa neden oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar ayrica, fermantasyonun meyan kokiiniin bazi tibbi etkilerini artirabilecegini de
vurgulamislardir.

Fermantasyonun orneklerin seker icerigine etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise,
soya siitii L. acidophilus, S. thermophilus ve Bifidobacter gesitleri ile kombine ve bireysel olarak
fermente edilmistir (Wang ve ark., 2003). Fermente soya siitleri incelendiginde 6rneklerin glikoz,
galaktoz ve fruktoz igeriklerinde 6nemli artigin belirlendigi bildirilmistir. Bu artisa, fermantasyon
sirasinda oligo ve polisakkaritlerin pargalanarak monosakkaritlerin ortaya ¢ikmasinin sebep oldugu
bildirilmistir.

Depolamanin 6rneklerin seker igerigine etkisi incelendiginde ise, Cizelge 4.34’te de
goriildiigii lizere fermente meyan sularinin sakkaroz, glikoz ve fruktoz icerikleri depolamaya bagl
olarak azalig gostermistir. Fakat, drneklerin seker icerigini 30. giine kadar iyi korundugu, 60. ve 90.
giinlerde ise daha fazla bir azalma oldugu belirlenmistir. Calismamiza benzer sekilde, L.
plantarum'un probiyotik fermantasyonunun meyan kokii ekstraktinin kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, depolama sirasinda seker miktarlariin azaldigi
tespit edilmistir (Mousavi ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada ise L. paracasei ile fermente edilen
aronya suyu ornekleri 4 hafta buzdolabinda depolanmis ve 6rneklerin depolamaya bagli olarak seker
miktarinda (glikoz, fruktoz ve sorbitol) azalma tespit edildigi bildirilmistir (Bontsidis ve ark., 2021).

Yapilan bir diger ¢alismada da Fuji elma suyu, L. acidophilus, L. casei ve L. plantarum
kullanarak fermente edilmis ve 30 giin boyunca 4°C’de depolanmistir (Yang ve ark., 2022).
Aragtirmacilar, fermantasyon sonrasi depolamada seker iceriginde 6nemli miktarda azalma oldugunu
belirtmiglerdir. Bu durumun, LAB suslarindan salgilanan galaktozidazin sekerlerin hidrolizine neden

olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
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Cizelge 4.34. Meyan sularinin depolama siiresince belirlenen seker icerikleri

Ornek Seker Bilesimi 1.giin 30. giin 60.giin 90. giin
Sakkaroz 29.6+0.0? 23.5+1.3° 12.7+0.5¢ 6.2:+0.01¢

SKE Glikoz 10.6+0.12 8.0+0.5° 4.7+0.2° 2.3+0.1¢
Fruktoz 2.5+0.12 1.3+0.01° 0.2+0.01° 0.2+0.01¢

Toplam (g/L) 42.7+0.22 32.8+2.8° 17.6+0.8° 8.7+0.4¢

Sakkaroz 33.6+0.22 33.5+0.5% 19.3+1.3° 3.8+0.06°

LAE Glikoz 11.3+0.12 10.5+0.1° 5.9+1.3° 1.6+0.02¢
Fruktoz 1.8+0.0° 1.3+0.0° 0.3+0.01° 0.24+0.01¢

Toplam (g/L) 46.8+0.3? 45.3+0.6° 25.6+2.6° 5.6+0.1¢

Sakkaroz 56.2+0.52 55.4+0.2° 20.9+2.2¢ 5.8+0.3¢

| PE Glikoz 17.6+2.6° 15.0+0.4° 7.6+0.2¢ 2.1+0.1¢
Fruktoz 3.3+0.22 2.4+0.1° 0.7+0.1¢ 0.2+0.01¢

Toplam (g/L) 77.143.32 72.840.7° 29.242.5¢ 8.0+0.3¢

*LAE: L. acidophilus ile fermente edilen meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente
edilen meyan suyu, SKE: spontan fermente edilen meyan suyu, **¢ &rnekler arasi
istatistiksel olarak farki ifade etmektedir (p<0,05).

4.4.3. Organik Asit Bilesimine EtKisi

Meyan kokii gibi tibbi aromatik bitkilerin organik asit bilesimleri iizerine literatiirde ¢ok
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada SKE, LAE ve LPE 6rneklerinin organik asit profilleri
90 giinliik depolama boyunca izlenmistir. LC-MS/MS cihaziyla fermente ve fermente olmayan
meyan kokii 6rneklerinde okzalik asit, sitrik asit, tartarik asit, malik asit, kinik asit ve laktik asit
olmak tiizere toplamda 5 farkli organik asit belirlenmistir. Organik asitlerin 6l¢iimleri 210 nm dalga
boyunda gergeklestirilmis, sonuglar Cizelge 4.35’te verilmistir. Veriler, fermantasyon sirasinda
cesitli organik asit seviyelerinde 6nemli degisiklikler oldugunu ortaya koymustur.

Genel olarak, Lactiplantibacillus plantarum (LPE) ile fermantasyon, en yiiksek toplam
organik asit i¢erigine yol agmistir, onu Lactobacillus acidophilus (LAE) ve spontan fermantasyon
(SKE) izlemistir. Ozellikle, LPE diger 6rneklere gore okzalik asit iceriginde en biiyiik artisi
gbstermistir. Sonuglar, fermantasyonun meyan suyunun organik asit profiline 6nemli 6l¢iide etkisi
oldugunu ve degisikliklerin bakteri susuna bagl olarak degisebilecegini gostermektedir. Laktik asit
bakterileri fermantasyonu, 6zellikle L. plantarum ile, belirli organik asitlerin iiretimini artirabilmekte
ve bu da son iiriiniin duyusal ve besinsel 6zelliklerini etkileyebilmektedir. Bu fermantasyon sirasinda
belirlenen organik asit i¢erigindeki degisiklikler, mikrobiyal metabolizmanin dinamik dogasini ve
meyan suyunun biyokimyasal bilesiminin iizerindeki etkilerini vurgulamaktadir.

L. acidophilus ve L. plantarum suslarinin ilavesiyle fermantasyonun birinci giiniinde toplam
organik asit miktarlarinda 6nemli bir artis belirlenmistir (SKE:254; LAE:325 ve LPE:391 g/L).
Fermantasyon siirecinde beklenildigi gibi, organik asit miktarinda da artis olmustur. Calismamizla
benzer olarak, Wang ve ark. (2023), probiyotik LAB igeren bir sus karisimi ile meyan ekstraktini 12
saat fermente etmislerdir. Aragtirmacilar, fermantasyon sonucu fenolik bilesiklerin ve arkasindan

organik asitlerin miktarlarinin arttigini bildirmislerdir.
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Calismamizda elde edilen verilere gore, fermantasyon siirecinin baglangicindan sonraki ilk
30 giinliik siirecte, SKE ve LAE 6rneklerinin toplam organik asit miktarlarinda artis belirlenmisken
(SKE1.gilin:254 - 30.giin:273; LAE 1.giin:325 — 30.giin:330 g/L), LPE 6rneginde ise toplam organik
asit miktar1 fermantasyon siiresince olduk¢a yakin bulunmustur (LPE1.giin:391, 30.giin:389 g/L).

Elde edilen bulgular, okzalik asidin her ii¢ 6rnekte de fermantasyon boyunca en yiiksek
konsantrasyonda belirlenen organik asit oldugunu gostermistir. Tiim fermente edilmis orneklerde
(SKE, LAE ve LPE) okzalik asit iceriginde belirgin bir artig belirlenmis ve en yiiksek deger LPE
orneginde bulunmustur. Okzalik asit, fermantasyon sirasinda 6nemli 6l¢iide artmistir, bu da laktik
asit bakterilerinin substratlar1 organik asitlere doniistiirmedeki metabolik aktivitesini gostermektedir.
Bu artis, meyan suyunda bulunan kompleks karbonhidratlarin ve diger substratlarin
parcalanmasidan kaynaklanabilir, bu da okzalik asidin bir metabolik yan iiriin olarak birikmesine
neden olabilmektedir. Okzalik asit, dikarboksilik asitler ailesine ait gii¢lii bir organik asittir. Bazen
serbest bir asit olarak, ancak genelde kalsiyum tuzu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Okzalik asit, ilag, atik
su aritma, gida endiistrisi ve hidrometalurjide cok genis uygulamalara sahip, 6nemli bir organik
asitttir. Gida endiistrisinde koruyucu olarak da kullanilmaktadir. Ornegin, elma icin hasat sonrasi
esmerlesmede Onleyici ajan olarak kullanilmaktadir. Li¢i ve muz meyvelerinin hasat sonrasi
olgunlagsmasinda ve yiiksek indirgeme giiciiyle, kaolinde bulunan demirin uzaklastirilmasinda da
kullanilmaktadir (Aghaie ve ark., 2009; Musiat ve ark., 2011).

Meyan sularinda okzalik asidi miktar olarak sirasiyla sitrik, tartarik ve laktik asitler
izlemistir. Sitrik asit miktar1 tiim 6rneklerde degismis, fermantasyon dénemi boyunca dalgalanmalar
oldugu belirlenmistir. Ozellikle, SKE'de 90. giinde en yiiksek sitrik asit icerigi goriilmiistiir. Tartarik
asit igerigi fermantasyon dénemi boyunca tiim drneklerde dalgalanmis, LAE'in 30. giinde en yiiksek
tartarik asit i¢erigine sahip oldugu belirlenmistir. Malik asit igerigi tiim 6rneklerde zamanla azalmis,
en belirgin azalma LPE'de belirlenmistir. Laktik asit igerigi tiim fermente edilmis 6rneklerde istikrarl
bir sekilde artmis, en yiiksek seviyelerin 90. giinde LPE'de oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.35).

Elde edilen bulgulara benzer sekilde, Panagou ve ark. (2003), islenmemis yesil zeytinlerin
ticari bir L. pentosus susu ile inokiilasyonu ile yaptiklar1 denemelerde, yesil zeytin fermantasyonu
sirasinda laktik ve asetik asitlerin ara iirlinler arasinda oldugunu, sitrik, tartarik ve elma asitlerinin de
tespit edilen diger organik asitler oldugunu bildirmislerdir. Aragtirmacilar; laktik ve asetik asit
miktarlarinin fermantasyon boyunca diger organik asitlere gore ¢ok daha yiiksek kaldigim
belirlemislerdir.

Bir baska calismada kombuca cay1 fermantasyonu siirecinde organik asitlerin degisimi
incelenmis, fermantasyon sirasinda asetik asit konsantrasyonunun fermantasyonun 15. giiniinde yesil
kombuga g¢aymnda 9.5 g/L'ye kadar arttigi belirlenmistir (Jayabalan ve ark., 2007). Calismada
arastirmacilar, diger 6nemli bir organik asit olan, kombuga mantar1 metabolitlerinde bulunan 1-
glukuronik asidin fermantasyonun 12. giiniinde siyah kombuga ¢ayinda 2.3 g/L'ye kadar ylikselen
bir konsantrasyona ulastigini tespit etmislerdir. Glukuronik asit, detoksifikasyon etkisi nedeniyle
kombucha ¢ayinda bulunan 6nemli bilesenlerden biri olarak kabul edilir. Laktik asit ve sitrik asidin

konsantrasyonu, incelenen ii¢ kombuga cayr tiirlinde de c¢ok diisiik kalmistir. Laktik asidin
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maksimum konsantrasyonu, yesil kombuca cayinda fermantasyonun 3. giiniinde tespit edilmistir.

Sitrik asit ise siyah ve beyaz kombuga caylarinda sadece fermantasyonun 3. giiniinde tespit edilmistir.

Genel olarak, sonuglar fermantasyon sirasinda mikrobiyal metabolizma ve organik asit

dinamikleri arasindaki karmasik etkilesimi vurgulamaktadir. Fermantasyon sirasinda organik asit

icerigindeki degisikliklere iligkin mekanizmalar1 ve bu degisikliklerin meyan suyu kalitesi ve raf

omrii iizerindeki potansiyel etkilerini aciklia kavusturmak icin daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir. Fermantasyon sirasinda belirlenen organik asit igerigindeki degisiklikler, mikrobiyal

fizyoloji ve fermantasyon kinetigi hakkinda degerli bilgiler saglayacak ve yeni fermantasyon

stratejilerinin ve iiriin kalitesinin iyilestirilmesine katkida bulunacaktir.

Cizelge 4.35. Meyan sulariin depolama siiresince belirlenen organik asit icerikleri (g/L)

Organik asitler 1. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin
Okzalik asit 67.10+0.01 - - -
Sitrik asit 23.38+3.12 - - -
Tartarik asit 24.16+0.04 - - -
FOE  Malik asit 12.14+0.01 - - -
Kinik asit 19.09+0.03 - - -
Laktik asit 26.12+0.08 - - -
Toplam 171.99+2.11
Okzalik asit 10140.6% 92.8942.3°  98.3844.7®  1(09+0.22
Sitrik asit 35.70+3.3¢ 37.60+0.0°  33.19+0.2¢  42.7+0.72
Tartarik asit 31.69+0.7° 38.42+0.1* 29.61+0.3°  31.0+1.2°
SKE  Malik asit 18.30+0.9¢ 23.1840.08  22.14+0.3°  18.1+1.0°
Kinik asit 23.31+0.5¢ 27.91£0.0° 26.97+0.3°  29.2+1.6°
Laktik asit 44.31+0.5¢ 52.81+1.2° 48.00+1.3°  554+2 32
Toplam 254+5.9° 273+4.6 258+7.6° 286+3.22
Okzalik asit 117+£2.92 112+1.2° 101+0.4¢ 113+3.2b
Sitrik asit 43.61+2.4° 4731+4.3*  43.67+6.5°  38.3+0.7°
Tartarik asit 40.15+2.0° 41.25+2.8%  30.62+1.3¢  31.2+0.3¢
LAE  Malik asit 26.09+0.9° 25.5342.7°¢ 18.08+1.0¢  29.0+1.52
Kinik asit 29.35+1.1° 30.1242.0°  25.32+1.4°  293+2.0°
Laktik asit 69.58+5.0P 73.61£1.0°  65.35£0.9°  66.6+1.3°
Toplam 325+14.5° 330+5.42 284+12.29  308+2.5°
Okzalik asit 148+3.6% 137+3.6° 96.85+£0.99  108.5+0.7°
Sitrik asit 53.39+2.92 52.69+7.0°  40.93+3.4°  41.8+0.4°
Tartarik asit 47.97+1.02 47.71+4.2°  29.04+1.6°  31.4+0.3°
LPE  Malik asit 29.28+2.8? 26.20+3.8°  17.45+0.0¢  19.1+0.3¢
Kinik asit 39.74+0.0° 36.53+5.4>  24.24+0.6°  27.6+0.4
Laktik asit 71.9+1.2° 88.82+1.4%  64.95+0.4°  65.4+0.6°
Toplam 391+2.92 389+21.3°  274+8.2¢ 294+1.3¢

*FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, LAE: L. acidophilus ile fermente edilen
meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, SKE: spontan
fermente edilen meyan suyu, **¢ ornekler arasi istatistiksel olarak farki ifade

etmektedir (p<0,05).
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4.4.4. Fenolik Bilesimine Etkisi

Fenolik bilesikler, bitki kokenli gida iiriinlerinin énemli sekonder metabolitleridir. Bu
bilesikler, lezzet, burukluk ve renk gibi gidalarin duyusal o6zellikleriyle dogrudan iliskilidir
(Rodriguez ve ark., 2019). Son zamanlarda, meyan kokii flavonoidleri, yapisal ¢esitlilikleri ve
antikanser, anti-inflamatuar, immiinomodiilator, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif aktiviteleri
iceren gliclii farmakolojik etkileri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Bugiine kadar meyan kokiinden
birgok flavonoid ve triterpenoid saponin izole edilmis ve tamimlanmistir (Jiang ve ark., 2016; Ji ve
ark., 2018; Cheng ve ark., 2021).

Caligmamiz kapsaminda optimum kosullarda iiretilen meyan suyu ve fermente 6rneklerinin
metanolik ekstraktinda LC-MS/MS ile 2 adet tanimlanamayan bilesik dahil olmak iizere toplam 9
adet fenolik bilesik belirlenmistir. Bilesiklerin alikonma zamani, ana ve fragman iyon ozellikleri
Cizelge 4.36’da, elde edilen kromatogrami ise Sekil 4.30°da verilmistir. Floretik asit, izovilantin,
likiritin apirosit, likiritin, izolikiritin apirosit, likurasit ve izolikiritini iceren bu bilesiklerin
miktarinda fermantasyon ile istatistiksel énemli bir artis olmustur (p<0.05). Fermente olmayan
meyan suyunda toplam 5570 mg/L fenolik bilesik bulunurken fermente iirtinlerde toplam fenolik
icerik 8584-13071 mg/L arasinda degismistir (Cizelge 4.37). Fermente meyan sulari fenolik
bilesimleri agisindan kiyaslandiginda orneklerin siralamasit SKE<LAE<LPE seklindedir. L.
plantarum ile fermente edilen meyan suyu yiiksek fenolik igerigiyle one ¢ikmustir. Calismamizla
benzer olarak, Sevindik ve ark. (2022) farkli LAB suslar1 ile fermente edilen gilaburu suyu
orneklerinde en yiiksek fenolik konsantrasyonunu L. plantarum ile fermente edilen ornekte
belirlemislerdir. Arastirmacilar, L. plantarum'un meyve sularindaki glikozile fenolik bilesikleri
deglikozile ederek hiicre duvarlarindan serbest birakma yeteneginin diger suslara gore daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Bu siirecin, f-glikozidaz enziminin alkil ve aril g-glikozitlerdeki glikozidik
baglar1 hidroliz etmesi yoluyla gergeklesmektedir. Bu hidroliz aktivitesi, arasidonik baglarin
kirilmasina ve fenolik aglikon yapidaki bilesiklerin olusmasina yardimci olabilmektedir (Kwaw ve
ark., 2018; de la Fuente ve ark., 2021).

Cizelge 4.36. Belirlenen fenolik bilesiklerin alikonma zamani, tanimlamalar1 ve kiitle spektral

ozellikleri

Alikonma zamam Bilesik Ad1 [M-H]- m/z
27.87 Floretik asit 165 209, 146.9, 121.1
37.61 Tanimlanamayan 1 593 558.6, 377.2, 280.7
42.53 Tanimlanamayan 2 563 334.9, 162.5
45.99 Izovilantin 577 549.2, 487.2
47.05 Likiritin apirosit 549 487.2,433
47.51 Likiritin 417 323.9, 255.1, 160.7
56.45 Izolikiritin apirosit 549 255.1,135.1,119.1
56.99 Likurasit 541 255.1, 135.0,119.1
58.47 Izolikiritin 417 374.7, 316.9, 160.8
86,4 Glisirizik asit 821,24 315.1
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Fermente meyan suyu orneklerinde belirlenen bilesikler arasinda izovilantin, likiritin apirosit
ve saponinlerden glisirizik asit en baskin olan bilesikler olarak saptanmistir. Bir flavonoid glikozit
olan izovilantin, daha once farkli iilkelerden farkli ¢esitlerdeki meyan koklerinde de tanimlanmigtir
(Xing ve ark., 2018, Song ve ark., 2017; Liao ve ark. 2012). izovilantin bilesiginin de
fermantasyonla beraber miktarinda artis olmustur. Depolamaya bagli olarak 30. ve 60. giinlerde LAE
ve LPE 6rneklerinde izovilantin azalig gosterirken; 90. giinde artis belirlenmistir. Ote yandan, SKE

orneginde 30. giinde artis, 60. giinde azalig belirlenmis olup, 90. giinde ise miktarinda tekrar artig

belirlenmistir.
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Sekil 4.30. Meyan suyunda belirlenen fenolik bilesiklerin LC-MS/MS kromatogrami

Meyan suyunda belirledigimiz bir diger 6nemli bilesik ise likiritin apirosittir. Likiritin
apirosit flavon glikozit yapida bir bilesiktir ve dnemli antioksidan 6zelliklere sahip meyan kokii
tirtinlerinde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Shang ve ark., 2022; Karkanis ve ark., 2018). Song ve
ark. (2017), 76 farkli meyan kokii Orneginde likiritin apirositin diger baskin glikozitlerle
karsilastirldiginda yiiksek bir igerige sahip oldugu ve bu bilesigin meyan kokii iiriinlerinde kalite
kriteri olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Likiritin apirosit bilesigi fermantasyonla beraber
konsantrasyonu artan bilesiklerden olmustur. Bu bilesigin miktarinin, depolama sonrasinda 6nemli

oranda korundugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.37. FOE ve SKE 6rneklerinin fenolik bilesik ve glisirizik asit i¢erikleri (mg/L)

. SKE 90,
Bilesik Ad: FOE | SKE 1. Giin | SKE 30. giin | SKE 60. giin | giin
Floretik asit | 264+159° | 417+0.06° | 605+0.66° | 40.80+2.74¢ | 95.1+0.82¢

Ta““‘“afamaya“ 17042.42¢ | 193+2.98> | 30043.72¢ | 23.7442.22¢ | 39.5+1.34¢

Ta“‘mla;‘amaya“ 254+14.82¢ | 34143.080 | 543+34.12° | 964+354° | 1551412.4°
Izovilantin | 1242+3.68° | 2094+38.11° | 3184+4182.422| 417444.95° | 81542 .45¢

Likiritin apirosit | 2354+18.03¢| 3286+31.61° | 4536+42.23% | 861+3.65° | 1327+6.61¢
Likiritin 577£16.50°% | 943+61.24° | 1437+£17.16% | 161+0.45¢ 672+8.47¢
Izolikiritin | 2,5 ) 50 | 548431.00° | 959+154.65% | 125+554° | 466+9.47°
apIrOSIt
Likurasit | 223+10.86° | 50141.75° | 930414271 | 18349.92¢ | 577+8.70°
I1zolikiritin 157+6.05¢ | 26120290 | 554423.16% | 78.31424.10° | 216+1.47°
Glisirizik asit | 7585+0.22° | 11946+71.80°| 169861362 | 3116+117.49¢ | 5786+12.54¢

*FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, SKE: spontan fermente edilen meyan suyu. Ayni
satirda yer alan farkli harflendirmeler istatistiksel agidan farkliliklari ifade etmektedir.

1934 yilinda, likiritin bilesigi ilk kez Shinoda ve Ueda tarafindan meyan kokiinde
belirlenmistir (Yang ve ark., 2016). Son on yilda, likiritinin nérokoruyucu etkileri, kardiyovaskiiler
saghigr destekleyici etkisi, karaciger sagligini koruma etkisi, cilt sagligimi destekleyici etkisi,
antitimor etkisi ve bagirsak florasinin diizenlenmesi gibi bir dizi farmakolojik etki iizerine
arastirmalar yapilmistir (Bode ve Dong, 2015; Yang ve ark., 2015; Ravanfar ve ark., 2018; Qin ve
ark., 2022). Yapilan caligmalar, likiritinin umut verici bir alternatif ajan olabilecegini gostermis ve
norodejeneratif hastaliklar, depresyon, cilt rahatsizliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve hatta
tiimorlerin tedavisine katki saglayabilecegini belirtmistir (Qin ve ark., 2022). Likiritin i¢erigi, meyan
kokiiniin tiirline, yetistigi cografi sartlara, uygulanan ¢ikarim yontemlerine ve islemlere gore
degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Song ve ark., 2017). Meyan kokiinde yer alan likiritin miktart,
bitkinin ¢esidi, yetistigi cografi bolge, kullanilan ekstraksiyon yontemleri ve uygulanan islemlere
bagl olarak da degisebilmektedir (Song ve ark., 2017). Calismamizda, yine fermantasyonla miktart

artan bu bilesigin depolama sonrasinda da 6nemli oranda korundugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.38. LAE 6rneklerinin fenolik bilesik ve glisirizik asit igerikleri (mg/L)

Bilesik Adi LAE 1. Giin | LAE 30. giin | LAE 60. giin | LAE 90. giin
Floretik asit 562+1.26° 481+0.02° 108+37.21¢ 148+4.56°
Tamimlanamayan 1 256+0.78% 264+1.78% 31.83+0.61¢ | 86.40+5.47°
Tamimlanamayan 2 | 466+1.31° 436+6.95° 1038+3.56 | 3213+21.36°
Izovilantin 2667+17.462 2505+0.73P 1433+2.42¢ 1637+13.87¢
Likiritin apirosit 42124299 3799+31.71 1092+2.12 1496+6.91
Likiritin 1403+29.572 1252+30.37° 1190+8.09° 1453+27.42
Izolikiritin apirosit | 776+23.67° 715+49.72° 526+13.07¢ 1030+11.62
Likurasit 763+84.21° 626+13.38° 522+12.514 1051+£5.892
Izolikiritin 351+4.23° 447+60.30° | 67.37£1.329 | 527+1.82
Glisirizik asit 16109+26.25% | 12450+177° 7301+£54.88° 7478+31.5°

LAE: L. acidophilus ile fermente edilen meyan suyu, Ayni satirda yer alan farklh
harflendirmeler istatistiksel agidan farkliliklar1 ifade etmektedir.

Farkli fermantasyon siirelerinde ve farkli bakteri suslarimin kullanildigi kosullarda 6nemli
degisiklikler oldugu goriilmektedir. Oncelikle, fermente olmayan meyan suyunda (FOE) ve spontan
fermantasyon sonucu elde edilen suda (SKE), floretik asit, tanimlanamayan bilesikler ve izovilantin
gibi bilesiklerin dusiik seviyelerde oldugu goriilmektedir. Ancak, L. acidophilus (LAE) ve L.
plantarum (LPE) ile fermantasyon sonucu elde edilen 6rneklerin, 6zellikle izovilantin, likiritin
apirosit, glisirizik asit gibi bilesiklerde yiiksek miktarlarda artis gosterdigi dikkat ¢ekmektedir
(Cizelge 4.37; 4.38 ve 4.39). Bu durum, belirli bakteri suglarinin fenolik bilesiklerin metabolizmasini
etkiledigini ve bu bilesiklerin fermantasyon siirecinde artis gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Yapilan ¢aligsmalar, LAB, mayalar ve kiifler dahil olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan gesitli fermente gidalarin (6rnegin soya fasulyesi, siyah soya fasulyesi, kahverengi piring)
fermantasyonunu takiben toplam fenolik icerigin (TPC) daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu
durum, fermantasyon islemi sirasinda temel fenolik bilegenlerin bozunmasini telafi eden
metabolitlerin olusumu ve fenoliklerin gida matrisinden serbest birakilmasiyla agiklanmaktadir.
Bununla birlikte, baz1 gidalarda, 6zellikle de kakaoda, fermantasyondan sonra TPC'de azalma daha
yaygin olarak bildirilmektedir (Albertini ve ark., 2015; Suazo ve ark., 2014). Bu durumun enzimatik
veya enzimatik olmayan oksidasyon, ¢Oziiniir fenolik bilesiklerin diflizyonu veya protein ile
yogunlasma reaksiyonundan kaynakli olabilecegi belirtilmistir. Polanowska ve ark. (2020) baklanin
Rhizopus oligosporus ile fermantasyonu sirasinda TPC'min zaman iginde azalan bir egilim
gosterdigini bildirmislerdir. Bu bulgu, Rhizopus fermantasyonu ile ilgili literatiirde bildirilenlerden

farkli oldugundan, yazarlar Folin-Ciocalteu ydnteminin mantar enzimatik aktivitesi tarafindan
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iiretilen metabolitleri dogru bir sekilde 6lcemeyebilecegini savunmuslardir. Buna ek olarak, toplam
fenolik icerik mikroorganizma suslarina bagli olarak artabilir veya azalabilir. Li ve ark. (2022) kivi
sarabinda iki S. cerevisiae susu tarafindan kontrole kiyasla daha yiiksek bir TPC tespit etmis, ancak
diger dort sus durumunda tam tersi bir sonu¢ bulunmustur. Dolayistyla, farkli maya suslar1 arasinda
mikroorganizmalarin enzimatik aktivitesindeki varyasyonun bu goézlemlere yol a¢cmis olmasi
muhtemeldir.

Wang ve ark. (2023) meyan kokii ekstraktinin biyoaktivitesini ve sagliga yararini artirmak
amaciyla L. plantarum dahil olmak iizere birgok laktik asit bakterisi igeren probiyotik bir kompleksle
12 saat boyunca fermente etmislerdir. Calismada, meyan kokii 6rneginin kimyasal bilesenlerine
fermantasyonun etkisini daha fazla analiz etmek i¢in fermantasyon dncesi ve sonrasi bilesenlerin
farkl1 analizi Insan Metabolom Veritabam1 (HMDB), Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (KEGG)
ve LIPID MAPS kullanilarak yapilmig ve sonuglar, 151 bilesigin fermantasyonla énemli olg¢iide
arttigin1 gostermistir. Artig belirlenen bilesikler arasinda viicuda potansiyel olarak faydali olan
probiyotik metabolitler, farkli karbonhidrat ve tiirevleri, organik asit ve tlirevleri ve en onemlisi
antosiyanin, flavanon, flavonol, flavonoid ve izoflavon gibi fenolik tiirevleri bildirilmistir. Bu
bilesikler arasinda miktarinda fermantasyonla en fazla artis yasananlar flavonoid ve flavonoller
olmustur. Bu c¢alisma ile benzer olarak, {irettigimiz fermente meyan kok sularinda, LAB
fermantasyonu sonucu spontan fermantasyona oranla oldukc¢a fazla miktarda fenolik bilesigin

olugumunu saglamistir.

Cizelge 4.39. LPE o6rneklerinin fenolik bilesik ve glisirizik asit i¢erikleri (mg/L)

Bilesik Adi LPE 1. Giin | LPE 30. giin | LPE 60. giin | LPE 90. giin
Floretik asit 698+9.99? 435+0.02° 46.14+12.09¢ 149+2.31°¢
Tamimlanamayan 1 | 333+22.23% 245+0.34° 30.37+10.03¢ | 74.0+0.56°
Tamimlanamayan 2 | 574+3.90° 39443.86¢ 994427.76" 1409+12.32
Izovilantin 3128+5.152 2234+8.92° 1034+2.64¢ 1421+£5.45°
Likiritin apirosit 4259+21.82 3480+20.18° 1083+1.24¢ 1511+2.86°
Likiritin 1776+226% 1067+67.52° 995.3+3.22° 2019+1.47°
Izolikiritin apirosit | 994424.65° 652+4.36° 504+0.37¢ 1445+8.712

Likurasit 894+48.61° 568+11.93° 413+0.17¢ 1681+12.36°
Izolikiritin 415+8.65" 305+18.16° 30.69+8.24¢ 553+3.342
Glisirizik asit 20436+10.52° | 10867+227° | 6526+57.75¢ | 6779+8.98°

LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, Ayni satirda yer alan farkli harflendirmeler

istatistiksel agidan farkliliklar1 ifade etmektedir.
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Bagka bir ¢alismada Mousavi ve ark. (2019), meyan kokii ekstraktinin kimyasal ve islevsel
ozelliklerine L. plantarum'un probiyotik fermantasyonunun etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda
elde edilen veriler, meyan kokii ekstraktindaki toplam fenolik igerigin fermantasyon sonucunda
arttigin1 gostermektedir. Diger ¢alismalarla da uyumlu olarak, kontrollii fermantasyon stirecinde
laktik asit bakterilerinin varliginin, basit fenolik bilesiklerin doniisiimiine ve yliksek molekiiler
agirlikli fenolik bilesiklerin polimerizasyonuna katkida bulundugu belirlenmistir. Ote yandan, L.
plantarum tarafindan gergeklestirilen fermantasyonun, farkli fermente sebze temelli ortamlardaki
fenolik bilesiklerin konsantrasyonunu artirabilecegi, bu sayede karmasik polifenollerin,
fermantasyon siireci i¢inde daha basit ve biyolojik agidan daha etkin bilesiklere hidrolize

edilebilecegi vurgulanmistir (Mousavi ve ark., 2019).
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Sekil 4.31. Depolamanin 60. ve 90. giinlerinde fermente meyan sularinin fenolik icerigindeki
degisimi gosteren kromatogramlar

Fermantasyon sonrasi depolama siiresi boyunca meyan suyu drneklerinin fenolik icerigi

incelendiginde tiim orneklerin fenolik igeriginde dalgalanma oldugu belirlenmistir. Orneklerin
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toplam fenolik miktar1 depolamanin 30. giinii dahil artig gdsterirken 60.giinde tiim 6rneklerin toplam
fenolik miktarinda azalma olmustur. Bu siireci takiben, depolamanin 90. giiniinde fenolik bilesiklerin
miktarinda tekrar bir artis oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.37, 4.38 ve 4.39, Sekil 4.31). Fermente
meyan suyu orneklerinde fenolik bilesiklerin dagilimi ve depolamanin bu bilesiklere etkisini gorsel
olarak da ifade etmek igin heatmap grafigi de hazirlanmstir (Sekil 4.32). Her bir fenolik bilesiginin
ortalama konsantrasyonu, heatmap haritalarinda mavi ve kirmizi arasinda degisen farkli bir renkle
isaretlenmistir. Mavi renk, ortalama seviyenin altinda fenolikleri temsil ederken, kirmizi renkler
ortalamanin iizerinde olan bilesikleri gostermektedir. Ayrica, uygulanan kiimeleme analizi sonucu
60. giin fermente drnekleri bir grup olusturarak diger 6rneklerden ayrildig1 goriilmektedir. Grafikte
de gorildiigi tizere, en yogun fenolik igerigi LPE 1. giinde tespit edilirken, bunu ve LPE 90. giin ve

LAE 90. giin 6rnekleri takip etmistir, en diisiik degerler ise 60. giin 6rneklerinde bulunmustur.
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Sekil 4.32. Depolama boyunca meyan sularinin fenolik bilesik ve glisirizik asit dagilimimin
heatmap gosterimi

Caligmamizla benzer olarak, hiinnap meyvelerinin fermantasyon sonras1 28 giinliik
depolanmasi sirasinda fenolik bilesiklerin miktarinda dalgalanma oldugu (artis1 takiben azalis)
bildirilmistir (Zhao ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada ise, L. plantarum ile fermente edilen tath

limon suyunun fenoliklerinin depolamada belli bir siire boyunca azaldig: bildirilmistir (Hashemi ve
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ark., 2017). Bu ¢aligmalarda, fenolik bilesenlerin enzimler ve kimyasal reaksiyonlar yoluyla
parcalanabilecegi ve bu nedenle miktarlarinin azaldig1 bildirilmistir. Ayrica, Yang ve ark. (2022)
tarafindan yapilan ¢alismada, Fuji elma suyu L. plantarum, L. acidophilus ve L. casei ile ayr1 ayri
fermente edilmis ve fermente iirlinler 30 giin boyunca 4°C’de depolanmigtir. Arastirmacilar,
orneklerde depolamanin 10. giiniinde toplam fenolik iceriginin azaldigin1 ve depolamanin geri kalan
stirecinde fenolik konsantrasyonunun tekrar arttigini bildirmislerdir. Calismada bu durumun, ilk 10
giinliik depolama sirasinda fenolik bilesiklerin oksidasyonuna neden olan ¢oziinmiis oksijenin
varligindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ancak fenolik bilesiklerin daha sonraki depolama
asamasinda oksijen tiiketimiyle daha stabil oldugu belirtilmistir. Bu sonuglar, ¢calismamizda elde

ettigimiz verilerle de uyum gostermektedir.

4.4.5. Aroma Maddeleri Bilesimine Etkisi

Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin aroma bilesiklerinin ekstraksiyonunda Engel
ve ark. (1999), tarafindan bildirilen yiiksek vakum altinda ¢dzgen yardimiyla aroma ekstraksiyon
(SAFE) yontemi kullanilmistir. SAFE sistemine ait resim ve sematik gosterim Sekil 3.8°de
gosterilmektedir. Zaman alic1 ve pahali bir sistem olmasina ragmen SAFE yontemi ile elde edilen
aromatik ekstraktin gidada bulunan aromanin g¢ogunlugunu temsil ettigi kabul edilmektedir
(Steinhaus, 2019; Li ve ark., 2020). Ayrica SAFE yonteminin aroma maddeleri ekstraksiyonu
stirasinda istenmeyen yan iiriin olusumunu 6nlemesi bakimindan etkili oldugu bildirilmistir (Engel
ve ark., 1999).

Aroma maddeleri, meyan suyunun duyusal Ozelliklerini etkileyen en Onemli Kkalite
faktorlerden biridir. Calismada kullanilan fermente meyan suyu orneklerinin depolama boyunca
toplam aroma maddelerinin dagilimi Sekil 4.33’de Sankey diagrami seklinde gosterilmistir. Aroma
maddelerinin tanimlanmasinda kiitle spektroskopisinin kiitliphanesi (MS), aroma maddeleri
standartlar1 (Std) ve alikonma indisi (LRI) degerlerinden faydalanilmistir. Fermantasyonun
orneklerdeki aroma igerigine etkisi Sekil 4.34°te; depolamanin 6rneklerde belirlenen bilesiklere
etkisi ise Sekil 4.35’de heatmap grafikleri ile gosterilmistir. Ayrica, depolamanin bilesiklere etkisi
Cizelge 4.40°da verilmistir.

Meyan suyu orneklerinde toplamda 71 adet aroma bilesigi belirlenmistir. Bu bilesikler
gruplara ayrildiginda; fermente olmayan enzim uygulanmis meyan suyu 6érnegi (FOE) 16 adet alkol
bilesigi, 4 adet keton bilesigi, 11 adet ucucu fenol bilesigi, 2 adet pirazin bilesigi, 2 adet aldehit
bilesigi, 7 adet asit bilesigi, 3 adet furan bilesigi, 4 adet terpen bilesigi, 4 adet pirol bilesigi, 3 adet
ester bilesigi ve 1 adet piranon’dan olusmaktadir. Bu bilesiklerin toplam miktar1 5934 ug/L’dir.
Aroma maddelerinin 6nemli bir kismini alkoller, ketonlar, ugucu fenoller, pirazinler, aldehitler asitler
ve furanlar olugturmustur. Bu bilesikler benzer sekilde onceki galismalarda da farkl tilkelerdeki
meyan kokii 6rneklerinde belirlenmistir (Farag ve Wessjohann, 2012; Gyawali ve ark. 2008; Russo
ve ark., 2014; Wagner ve ark., 2016).

103



Fermantasyon igleminin meyvenin aromasini, tadini, besin degerini ve biyoaktif igerigini
zenginlestirdigi bilinmektedir (Smid ve Kleerebezem, 2014). Aroma bilesenlerinin gida
fermantasyon siire¢lerinde olusumu, ugucu ve ugucu olmayan bilesenlerin birikimi ile meydana gelir.
Aromadan sorumlu bilesikler, alkol, aldehitler, ketonlar, yag asitleri, esterler ve kiikiirt bilesikleri
gibi farkli kimyasal siniflardan olusur. Ayrica, kimyasal Ozellikleri gibi, aroma bilesiklerinin
kimyasal oOnciilerinin kdkenleri de gesitlidir. Gida hammaddelerinin {i¢ ana bileseni (proteinler,
karbonhidratlar ve lipitler) aroma bilesiklerinin olusumuna Onciillik eder. LAB'deki aroma
bilesiklerinin olusum yollarinin ¢ogu, tek bir enzim doniisiimii yerine islevsel metabolik yollarin
varligina dayanmaktadir (Smid ve Kleerebezem, 2014).

Bu calisma kapsaminda meyan sularima spontan ve LAB fermantasyonu uygulamasi
yapilmis ve drneklerin fermantasyon siirecinde olusan aroma profilleri belirlenmistir. Elde edilen
bulgulara gore, fermantasyon igleminin tiim 6rneklerde aroma konsantrasyonunun artmasina sebep
olmustur. Bu bulguyu destekler sekilde, yapilan ¢aligmalarda, genel olarak alkoller, ketonlar,
ketoasitler ve terpenler gibi aroma bilesiklerinin, ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda laktik asit
bakterileri tarafindan sentezlendigi bildirilmistir (Guerzoni ve ark., 2007; Vermeulen ve ark., 2007;
Vernocchi ve ark., 2008).

Fermente meyan suyu ornekleri arasinda en yiliksek aroma igerigine sahip olan &rnek
depolamanin 1. giiniinde LAE (30371 pg/L) olmus ve bunu LPE (23690 pg/L) 6rnegi izlemistir.
Spontan fermente edilen ornekte ise toplam aroma miktar1 kontrollii fermentasyon uygulanmis
orneklere gore daha az miktarda bulunmustur (SKE: 13598 pg/L). Bu durumda, laktik asit
bakterilerinin fermantasyon sirasinda aroma maddeleri icerigini artirdifi ve meyan kdokiiniin de
bakterilerin ¢ogalip besin metabolize etmesi igin gerekli ortami sagladigr belirlenmistir.
Calismamizda ayrica, fermantasyon sonucu meyan sularinda aroma bilesiklerinin dagilim ve
korelasyonunu gostermek amaciyla heatmap analizi de yapilmistir. Sekil 4.34’te de gorildiigi iizere,
fermente ve fermente olmayan meyan suyu orneklerine uygulanan heatmap ve kiimeleme analizleri
sonucu Orneklerin, aroma bilesiklerine gore net bir sekilde gruplara ayrildigi belirlenmistir. Aroma
maddeleri miktarlar1 daha yiiksek olan LAE ve LPE 6rnekleri bir grupta, FOE ve SKE 6rnekleri ise
baska bir grupta kiimelenmistir. Heatmap grafiginde her bir aroma bilesiginin ortalama
konsantrasyonu, mavi ve kirmizi arasinda degisen farkli bir renkle isaretlenmistir. Mavi renk,
ortalama seviyenin altindaki bilesikleri temsil ederken, kirmizi renkler ortalamanin lizerinde olanlari
gostermektedir. Heatmap grafigi incelendiginde, fermente {irlinlerin alkol, asit ve keton gruplart ile
karakterize oldugu goriilmektedir. Bahsedilen gruplarin toplam miktarlar1 LPE’ye gére LAE’de daha
fazladir, bu dagilim heatmap grafiginde de koyu kirmizi renkli bilesiklerde agik¢a goriilmektedir.
Ayrica, drneklerin aroma profili incelendiginde L. acidophilus ile fermente edilen meyan sularinda
4C ve 5C’1u asit, alkol ve keton tiirevlerinin (biitanoik asit, 2,3-biitandion, 2-metil-1-propanol, 2-

metil-3-biiten-2-ol, 2-hidroksi-3-pentanon gibi) daha fazla bulundugu belirlenmistir.
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Calismamizla benzer olarak, fermente miirver suyu iizerine yapilan bir aragtirmada, LAB
fermantasyonun aroma bilesiklerinin miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar
ayrica, laktik asit bakterilerinin izole edildigi kaynaga gore aktivitelerinin de degisebildigini ve siit
iiriinlerinden izole edilen suslarin bitkisel kaynaklardan izole edilen bakterilere gore aroma bilesikleri
tizerinde daha fazla etkili oldugu belirtilmistir (Alemayehu ve ark., 2014; Ricci ve ark., 2018).
Ayrica, fermantasyon kosullar1 ayni olsa da, bakteri susunun miirver meyvesinin aroma bilesimini
onemli 6l¢iide etkiledigi, L. plantarum ile fermente edilen 6rneklerin L. casei ve L. rhamnosus’a gére
daha yiiksek miktarda aroma maddesi icerdigi bildirilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada da,
gilaburunun spontan ve kontrolli LAB fermantasyonu sonucu aroma bilesikleri degisimi
incelenmistir (Sevindik ve ark., 2022). Calismada benzer sekilde, LAB ile fermente edilen érneklerde
aroma bilesiklerinin toplam miktar1 (7266,9-8294,5 pg/L), spontan fermente edilmis kontrol
numunesine (6071,3 ug/L) kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Caligmamizda fermente meyan sularinin aroma bilesimine depolamanin etkisi
incelendiginde, 1., 30., 60. ve 90. giinlerde yapilan analizler sonucunda toplam aroma miktarlarinda
azalma belirlenmistir (SKE: 13598-6720 ug/L; LAE: 30371-17145 pg/L; LPE: 23690-15283 ug/L)
(Cizelge 4.40). Bu sonuglar, fermente meyan sularinin zamanla aroma bilesiminde depolamanin
onemli degisikliklere neden oldugunu ve bu degisikliklerin depolama siiresiyle dogrudan iliskili
oldugunu gostermektedir. Bu bilgiler, fermente meyan sularinin raf dmriinii ve aroma kalitesini
belirleme konusunda 6nemli veriler sunmaktadir. Ayrica, bu sonuglar, fermente meyan sularinin
endiistriyel uygulamalarda kullaniminin optimize edilmesi i¢in 6nemli bir baslangi¢ noktasi olabilir.

Depolama boyunca aroma bilesiklerinin drneklerdeki degisimini gorsel olarak anlatmak icin
Sankey diyagrami kullanilmigtir. Sekil 4.33 incelendiginde, depolama siiresince LAE ve LPE
orneklerinin SKE 6rnegine gore daha fazla aroma bilesigi igerdigi ve aroma gruplari arasinda asitler,
ketonlar ve piranonun (maltol) baskin oldugu goriilmektedir. Ayrica, depolama boyunca bu aroma
gruplariin toplam miktarinda gergeklesen degisimler bar yiiksekliklerinin farkliligindan da
anlasilmaktadir. Fermente meyan suyu 6rnekleri arasinda depolama sonunda en fazla aroma miktari
azalis1 SKE &rneginde olurken, aroma agisindan en iyi korunan érnek ise LAE olmustur. Orneklerde
belirlenen bilesiklerin depolama siiresince bireysel degisimi ise Sekil 4.36’da heatmap grafigi ile
gosterilmistir. Fermente meyan sularina uygulanan kiimeleme analizi sonucu da 6rneklerin toplam
aroma miktarlarina gore belirgin bir sekilde gruplara ayrildigin1 gostermektedir. Tiim 6rnekler
igerisinde en yiiksek aroma konsantrasyonuna sahip olan depolama baslangicindaki érnekler (LAE
1 ve LPE 1) aym grupta yer alirken, 30, 60 ve 90. giin 6rnekleri ise kendi aralarinda (LAE 30, 60,
90; LPE 30, 60, 90; SKE 30, 60, 90) birer kiime olusturmustur.
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Sekil 4.33. Fermente meyan suyu orneklerinin depolama siiresince aroma gruplari arasindaki
iliskiyi gosteren Sankey diyagrami

Alkoller: Bu bilesikler meyan suyu orneklerinde hem miktarca ve hem de say1 bakimindan
en fazla bulunan grubu olusturmustur. Fermente meyan suyu drneklerinde toplamda 20 adet alkol
bilesigi belirlenmistir (Cizelge 4.40). Alkol bilesiklerinin toplam miktar1 903 ve 2935 ug/L arasi
degismistir. Alkol bilesikleri icerisinde miktar olarak en fazla bulunan alkol bilesigi 1-hekzanol
(81,4-655 pg/L) olup bunu 2-metil-1-propanol (88,3-459 pg/L), benzil alkol (30,3-496 pg/L), 2-fenil
etanol (95,4-312 pg/L) ve 3-metil-1-biitanol (96,2-274 pg/L) izlemistir. Bu grupta en diisiik miktara
sahip alkol bilesigi ise (Z)-4-hekzen-1-ol (11,4-20,2 ng/L) olmustur. Sonuglarimizla benzer sekilde
Gyawali ve ark. (2008) Giiney Kore’de topladiklart meyan 6rneklerinde alkol bilesiklerinin en baskin
bilesikler oldugunu ve toplam aromanin % 46.4’iinii olusturduklarini bildirmiglerdir. Arastirmacilar
meyan kokiinde toplamda 61 adet aroma maddesi tanimlamis ve bunlarin 16’sin1 alkollerin
olusturdugunu bildirmislerdir. Farag ve Wessjohann (2012) yilinda yaptiklarn ¢aligmada, bes farkli
iilkenin (Misir, Afganistan, Cin, Almanya ve Suriye) meyan kokii 6rneklerinin aroma maddeleri
profilini kiyaslamiglardir. Arastirmacilar, Afganistan’dan elde edilen meyan koklerinde 2-fenil
etanol’lin en baskin oldugunu bunu Cin’den temin edilen 6rnegin izledigini bildirmiglerdir. 2-Fenil

etanol giil kokusu veren 6nemli bir aromatik alkol olup bir¢ok gidada bulunmaktadir. Bu alkol,
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genellikle fenilalanin amino asitinden fenietilamin yolu ile sentezlenmektedir. Ayni1 zamanda bu
aromatik alkol kimyasal olarak da sentezlenebilmektedir (Zhang ve ark., 2014). Fermente meyan
suyu 6rneklerinde alkol bilesikleri olarak 4 adet 6C’lu alkol belirlenmistir. Bunlar; (E)-3-hekzen-1-
ol (3,1-71,8 pg/L), 1-hekzanol (81,4-655 pg/L), (Z)-4-hekzen-1-ol (11,4-20,2 ug/L) ve 2-hekzanol
(29,9-329 pg/L) diir. Bu bilesikler bulunduklari gidalara yesilimsi ve ¢imensi kokular kazandirmalart
acisindan 6nemlidirler ve bu bilesiklerin C6 aldehit bilesiklerinin alkol dehidrojenaz (ADH) enzimi
aktivitesiyle alkole indirgenmesi sonucu olustugu bildirilmistir (Kesen ve ark., 2014; Russo ve ark.,
2014). Meyan sularinda belirlenen bir diger alkol grubu olan amil alkoller (3-metil-1-butanol ve 2-
metil-1-butanol gibi) ise fermantasyon sirasinda sirasiyla izoldsin ve 16sinin deaminasyonu ve
dekarboksilasyonu ile olusmaktadir (Annan ve ark., 2003; Menezes ve ark., 2018) ve fermantasyonla
bu bilesiklerin miktarinda da artig olmustur.

Meyan sulariin alkol bilesikleri miktarinda fermantasyonla artis oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.34). En yliksek alkol igerigi LAE o6rneginde belirlenirken bunu LPE ve SKE izlemistir.
Calismamizla benzer olarak, goji meyvesinin L. plantarum ve L. acidophilus ile fermantasyonu
sonucu, 6rneklerin alkol i¢eriginde kontrole kiyasla %40-390 oraninda artig oldugu bildirilmistir (Liu
ve ark., 2022). Calismada, LAB fermantasyonunun meyve suyunda alkol birikmesine neden
olabilecegi belirtilmis ve 6ne g¢ikan bilesikler 2-hekzen-1-ol, 1-hekzanol ve 2-feniletanol olarak
belirlenmistir. Gilaburu meyvesinin fermantasyonu iizerine yapilan baska bir calismada da, alkollerle
ilgili olarak, LAB suslariyla (L. casei, L. plantarum ve L. delbrueckii) fermente edilen tiim
orneklerin, kontrol numunesine kiyasla daha yiiksek icerik gosterdigi bildirilmistir (Sevindik ve ark.,
2022). Arastirmacilar, ¢alismamiz 6rneklerinde de belirlenen 2-feniletanol, 3-metil-1-biitanol ve 3-
penten-2-ol gibi bilesiklerin 6ne ¢iktigini belirtmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda, LAB fermantasyonu
sonucu olusan alkol bilesikleri miktarindaki artisin bakterilerin ¢ogalirken alkol, ester gibi
bilesiklerin sentezinde rol alan enzimlerinin salgilanmasina bagli olabilecegi bildirilmistir (Wang ve
ark., 2022).

Fermente meyan sularin alkol igerigine depolamanin etkisi incelendiginde, depolama
stiresinin artmasiyla (30, 60 ve 90. giinler) alkol bilesiklerinin miktarinda azalma olmustur. Elde
ettigimiz bu veriler literatiirle de uyum i¢indedir. Ricci ve ark. (2018), farkli LAB suslar1 ile 48 saat
fermente ettikleri ve 12 giin depoladiklari miirver suyunun kalite 6zelliklerini fermantasyon ve
depolama boyunca takip etmislerdir. Arastirmacilar, fermantasyonun ikinci giliniinden sonra, L.
plantarum suslari ile fermente edilen tiim 6rneklerde alkol miktarinin arttigini, depolama sonrasinda
ise ters bir egilim gozlendigini ve zamana bagli olarak alkol bilesiklerinde azalma oldugunu
bildirmislerdir.

Asitler: Meyan suyu orneklerinde toplamda 15 farkli asit bilesigi belirlenmistir. Bunlar,
asetik asit, propanoik asit, 2-metilpropanoik asit, biitanoik asit, 3-metilbutanoik asit, pentanoik asit,
(E)-2-biitenoik asit, 3-metil-2-biitenoik asit, 2-metil-2-biitenoik asit, hekzanoik asit, heptanoik asit,

3-hekzenoik asit, oktanoik asit, nonanoik asit ve dekanoik asittir. Bu bilesikler icerisinde hekzanoik
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asidin miktari en fazla bulunmus bunu asetik ve 3-metilbutanoik asit izlemistir. Onceki ¢alismalarda
da Tanaka ve ark. (2008) meyan koklerinde toplamda 8 adet, Frattini ve ark. (1977) ise 6 adet asit
bilesigi belirlemislerdir ve bu bilesikler bizim ¢alismamizda belirledigimiz asitler ile oldukga
benzerlik gostermektedir. Ote yandan, Gyawali ve ark., (2008) meyan koklerinde asetik asit ve
hekzanoik asit olmak iizere toplamda iki adet asit bilesigi belirlemisler ve hekzanoik asidin
miktariin oldukca fazla oldugu bildirmislerdir. Asitlerin sahip olduklar1 yiiksek algilanma esik
degerleri nedeniyle gidalarin karakteristik aromasina katkilarinin olduk¢a sinirli diizeyde oldugu
bilinmektedir.

Fermente meyan sularinda asit miktarlar1 fermantasyonla artmis ve en yiiksek asit i¢erigine
LAE sahip olmustur. Depolama sirasinda ise asitlerde, bilesik bazinda dalgalanma (30. giine kadar
artig, sonrasinda 60 ve 90. giinlerde azalig) olmustur. Fermente miirver suyunun iretiminde, L.
plantarum suslarinin starter olarak kullanildigi bir ¢alismada, fermantasyonun 48 saati sonrasi
organik asit konsantrasyonunda bir artis gdzlendigi bildirilmistir (0,49 - 1,32 pg/ml), ve depolama
stirecinden sonra, L. rhamnosus ve L. casei suslar1 kullanildiginda da benzer bir artig gorildigii
belirtilmistir (Ricci ve ark., 2018). Fermente edilmis miirver sularinda asetik asit ve izovalerik asidin
baskin organik asitler oldugu bildirilmistir. Asetik asit, tiim fermente edilmis 6rneklerde belirgin bir
artis gostermis ve ozellikle L. plantarum suslari tarafindan depolama sonrasinda 6nemli 6lgiide
tiretilmistir. Ayrica, Filannino ve ark. (2014), L. plantarum suslari ile fermente edilen kiraz, ananas,
havu¢ ve domates sularinda asetik asidin belirgin bir sekilde arttigin1 ve bunun iiretimini
fosfoglukonat yolu asetat kinaz rotas1 ile iligskilendirdigini bildirmistir. Asetik asidin iretiminin,
miirver suyunda bol miktarda bulunan sitrik asidin metabolizmas1 ile de iliskili olabilecegi
bildirilmistir (Veberic ve ark., 2009).

Baska bir caligmada ise, papaya suyunun LAB fermantasyonu sonucu olusan ugucu asitler
arasinda, fermente meyan suyu Orneklerimizde de bulunan asetik asit ve 3-metil-biitanoik asidin,
hem L. acidophilus hem de L. plantarum tarafindan tiretilebilen ugucu asitler oldugu bildirilmistir
(Chen ve ark., 2018).

Ucucu fenoller: Fermente meyan suyu érneklerinde toplamda 11 adet ugucu fenol bilesigi

saptanmustir (Sekil 4.36). Bunlar; gayakol, fenol, 4-metilfenol, 6jenol, 4-etilfenol, 3-metil-4-
izopropilfenol, 2-metoksil-4-vinilfenol, karvakrol, timol, 3-metoksifenol ve 4-hidroksi-3-
metoksibenzoaldehit (vanilin)’dir. Bu bilesiklerin toplam miktar1 depolama siiresince 574-1875 pg/L
arasinda degismistir. Bitkilerde ugucu fenol bilesikleri tiim fenilpropanoidlerin yapitagini olusturan
fenilalanin amino asidinden iretilir; bu olusumda anahtar enzim, fenilalanin amonyak liyaz’dir.
Ugucu fenol bilesikleri i¢erisinde vanilin, gayakol ve 4-vinilgayakol en 6nemli aroma-aktif bilesikler
olarak bilinmektedir (Schieber ve Wiist, 2020). Bu ¢alismada belirlenen ugucu fenol bilesikler
icerisinde miktar olarak en baskin olani vanilin’dir ve bu bilesigi timol ve gayakol izlemektedir.
Wagner ve ark. (2016) 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit’in taze meyan kokii (Glycyrrhiza glabra L.)

orneklerinde belirlenen en 6nemli aroma bilesiklerinden biri oldugunu bildirmislerdir. 4-hidroksi-3-
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metoksibenzaldehit ¢ok 6nemli aroma verici bilesen olup gida sanayinde ¢ok genis kullanim alanina
sahiptir. Bu bilesik ayn1 zamanda antioksidan ve antimikrobiyel etkilere de sahiptir (Zhang ve ark.,
2008).

Meyan suyu orneklerinde fermantasyon sonucu gayakol, fenol, 4-etilfenol gibi fenoliklerin
miktarinda artis olmustur. Benzer olarak, fermente goji meyve suyunun ugucu fenol igeriginin
fermente olmayan 6rnege gore daha fazla oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2022). Calismada, 4-
etilfenol ve gayakoliin, L. plantarum ve L. acidophilus suslar ile fermente edilen goji meyve suyu
orneklerinde 6nemli dlglide arttig1 bildirilmistir. Hidroksinnamik asidin dekarboksilasyonunun (p-
kumarik asit ve ferulik asit), fenolik asit dekarboksilazi tarafindan 4-vinilfenol ve 4-vinilgayakol
tiretebildigi ve ardindan fenolik asit rediiktazin varliginda vinil tiirevlerini etil tirevlerine (4-etilfenol
ve 4-etilgayakol) indirebildigi bulunmustur (Rodriguez ve ark., 2009). Bu nedenle, yapilan ¢alismada
L. plantarum ve L. acidophilus’un biiyiik olasilikla yukarida bahsedilen bu iki enzim nedeniyle
fermantasyon sirasinda biiylik miktarlarda etil tiirevleri tirettigi bildirilmistir.

Depolamanin ugucu fenol bilesiklerine etkisi incelendiginde, 30. giinde analiz edilen
orneklerde depolama baglangicina gore bilesiklerin miktarinda artis oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismalarda, 6zellikle fenol grubu bilesiklerin laktobasil tiirevi metabolitler oldugu bildirilmistir
(Kalb ve Granvogl, 2019; Chan ve ark., 2023). Chan ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
L. plantarum, L. acidophilus, L. fermentum, L. gasseri veya Saccharomyces boulardii kullanarak
fermente kahve icecegi iiretmigler ve liriinii 6 ay depolayarak kalite parametrelerindeki degisimi
incelemislerdir. Calismada, 1 ay depolama sonrasinda, ketonlar ve ucucu fenoller gibi
laktobasillerden tiiretilen bilesiklerin birikimlerinin belirgin oldugu bildirilmistir. 24 saatlik
fermantasyonun ardindan, asetoin ve 4-etilfenol {iretimi, asetoin i¢in 2,9 ila 9,3 kat arasinda ve 4-
etilfenol icin 44,8 ila 192,5 kat arasinda degisen oranlarda gerceklesmistir. Oda sicakliginda 1 ay
depolama sonrasinda ise, tekli kiiltiirle fermente edilen kahveler 4-etilfenol (4,8 ila 15,7 kat artis)
birikiminin daha da belirgin oldugu belirtilmistir. Laktobasillerde, 4-etilfenol, susa 0zgi
dekarboksilasyon ve ardindan p-kumarik asidin indirgenmesi yoluyla olusmaktadir. 4-Etilfenol ve
asetoinin tretimi, laktobasillerin asidik kosullara uyum saglamasina olanak tanimaktadir, ¢iinkii
stirecte NAD+ yeniden tiretilir ve pirivat1 laktik asit tiretiminden nétr asetoin tiretimine y6nlendirir
(Silva ve ark., 2011). Boylece, yaptigimiz ¢alismada bir aylik depolama sonrasi bu bilesiklerin
miktarinin artmasinin bu reaksiyon ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Ketonlar: Fermente meyan suyu o6rneklerinde toplamda yedi adet keton bilesigi
belirlenmistir. Bunlar; 2,3-biitandion, 3-metil-2-biitanon, 3-hidroksi-2-biitanon (asetoin), 1-hidroksi-
2-propanon, 3-hidroksi-3-metil-2-biitanon, 2-hidroksi-3-pentanon ve asetovanilon’dur. Bu bilesikler
igerisinde baskin keton bilesigi 3-hidroksi-2-biitanon (1634-10806 ug/L)’dur. Fermantasyon sonrast
tiim 6rneklerin keton iceriginde artis olurken en fazla konsantrasyon LAE 6rneginde belirlenmistir
(Sekil 4.33). Benzer sekilde, farklt LAB suslariyla fermente edilen elma suyunun incelendigi bir

calismada, elma suyunun genel aromasiyla iliskili ugucu bilesiklerin ¢ogunun fermantasyon ve
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depolama sonrasinda korundugu ve LAB fermantasyonundan asetaldehitler ve ketonlar gibi baz1 yeni
bilesiklerin tiretildigi bildirilmistir. Calismada ayrica, L. acidophilus’un, fermente meyve suyunun
ucucu profillerini diger suslara gore daha fazla etkiledigi ve 6zellikle daha fazla keton olusumuna
neden oldugu belirtilmistir.

Onceki calismalarda, keton bilesiklerinin meyan Orneklerinin aroma profilinin nemli
bilesiklerinden biri oldugu bildirilmistir (Farag ve Wessjohann, 2012; Gyawali ve ark., 2008; Tanaka
ve ark., 2008). Meyan suyunda keton bilesikleri igerisinde 3-hidroksi-2-biitanon dikkati ¢cekmektedir
(Sekil 4.34). Ketonlar esas olarak Maillard reaksiyonunun yam sira amino asitlerin termal
modifikasyonu ve gidalardaki serbest yag asitlerinin oksidasyonu ile olusmaktadir (Farag ve
Wessjohann, 2012). Ayrica, bircok LAB suslarinin, sitrik asidin degradasyonuna neden olabilecegi
ve asetik asit, laktik asit, 3-hidroksi-2-biitanon, 2,3-biitandiol gibi ¢esitli triinler olusturabildigi
bilinmektedir (Chan ve ark., 2020; Sevindik ve ark., 2022).

Calismamizla benzer olarak, miirver suyunun LAB fermantasyonunun arastirildigi bir
calismada, ketonlarn, fermente edilen Orneklerde fermantasyon sonrasi arttigi bildirilmistir.
Fermente miirver suyu Orneklerinde 2,3-biitandion ve 3-hidroksi-2-biitanonun baskin ketonlar
oldugu belirtilmistir. Yapilan baska bir calismada ise, goji meyve suyunda fermantasyon sonrasi on
iic keton tespit edildigi ve bu keton bilesiklerinin, LAB tarafindan fermente edilen meyve sularinda
onceki ¢alismalarla da tutarli olarak 6nemli bir artis gosterdigi bildirilmistir (Di Cagno ve ark., 2017,
Ricci ve ark., 2018).

Calismamizda keton grubunda baskin aroma bilesigi olarak belirlenen 3-hidroksi-2-
biitanonun diger keton bilesikleri ile benzer olarak miktarinda depolama siirecinde azalma olmustur.
Bu bilesigin, laktik asit bakterileri tarafindan piriivattan ve ardisik enzimatik dekarboksilasyondan
(piriivat—a-asitolaktat—asetoin) veya diyasetilin ara tirlin olarak yer aldigi enzimatik olmayan bir
dekarboksilasyon yoluyla (piriivat—a-asitolaktat—diasetil—asetoin) olustugu farkli ¢aligmalarda
bildirilmistir (Papadimitriou ve ark., 2016; Chan ve ark., 2020). Yapilan bu ¢alismalarda, farkli sebze
ve meyvelerden iiretilen fermente iceceklerin keton igeriginde depolama siiresinin uzunluguna bagh
olarak azalma goriildigii de bildirilmistir (Filannino ve ark., 2014; Ricci ve ark., 2018).
Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiirle de uyum gostermektedir.

Piroller: Bu bilesikler ilk olarak kahve iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilirken
daha sonra birgok gidada (kavrulmus badem, pisirilmis kuskonmaz, kavrulmus malt, kizartilmis dana
eti, bira, kek, ¢ikolata, haslanmis yumurta, patlamis misir, soya sosu, misir cipsi, ¢ay) belirlenmistir.
Piroller yapisinda azot igeren heterosiklik bilesiklerdir (Maga, 1981). Fermente meyan sulari
orneklerinde toplamda 4 adet (1-metil-2-pirolidon, 2-asetilpirol, 1H-pirol-2-karboksaldehit, 2-
pirolidinon) pirol bilesigi saptanmistir. Bu bilesikler igerisinde 2-pirolidinon’un miktar1 diger pirol
bilesiklerine gore oldukga fazladir (SKE: 747, LAE: 642; LPE: 847 pg/L) . Bu bilesigin de diger
gruplara benzer olarak miktar1 fermantasyonla artmis olup depolama siiresince de miktarinda azalma

meydana gelmistir. Benzer sekilde, Pan ve ark. (2022), 2-metilpirolidinon miktarimin jujube
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pulpunda laktik asit fermantasyonu ile 6nemli diizeyde arttigin1 vurgulamiglardir. Aragtirmacilar, bu
bilesigin lipidlerin otooksidasyonu ya da amino asitlerden Strecker parg¢alanmasiyla olustugunu
bildirmislerdir.

Furanlar: Bu grupta 5,5-dimetil-2(5H)-furanon ve 2-furanmetanol olmak tizere 2 farkl
bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler igerisinde fermente meyan suyu érneklerinde 5,5-dimetil-2(5H)-
furanon (205-489 ug/L) en baskin furan bilesigi olarak belirlenmistir. Frattini ve ark. (1977) 1s1l islem
sonucu meyanlarda birgok furan bilesiklerinin olustugunu ve bu bilesiklerin sekerlerden piroliz ve
kondensasyon reaksiyonlar1 sonucunda olustugunu vurgulamislardir.

Fermente ve fermente olmayan meyan suyu orneklerinde belirlenen diger aroma maddelerini
ise daha diisiik miktarlarda bulunan terpenler, piridinler ve piranon olusturmustur (Cizelge 4.40).

Ozetle meyan suyu érneklerinde, aroma profilinin hem spontan hem de LAB fermantasyonu
sonucunda zenginlestigi, basta ucucu alkoller, ketonlar ve asitlerin fermantasyon siiresince meyan
suyunun aroma profilini domine ettigi ancak uzun depolama siirecinde bu bilesiklerin
konsantrasyonlarmin énemli dlgiide azaldigi tespit edilmistir. Ornekler arasinda LAE 6rnegi hem
fermantasyon sonucunda yiiksek aroma igerigi hem de depolama boyunca bu aromay: biiyiik ol¢iide

koruyabilmesiyle 6ne ¢cikmustir.
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Cizelge 4.40. Depolama siirecince fermente meyan suyu aroma bilesiminde meydana gelen degisimler

Konsantrasyon (pg/L)
No | LRI | Bilesik SKE1. | SKE30. | SKE60. | SKE90 | LAE1. | LAE30. | LAE60. | LAE90 | LPE1 | LPE30. | LPE60. | LPE90
Alkoller
1 1046 2-Metil-2-biitanol 219+10.8° 183£12.8° 135+9 5 92.7+6.5" 175+12.2¢ 249+17.42 147+10.2° 146+10.2° 173+2.19 105+7.29 84.9+5.9' 72.2+5.0)
2 1064 2-Metil-3-biiten-2-ol 150+7.9 86.1+6.0" 63.1+4.4" 36.3+2.91 182+12.72 180+2.72 109+7.6° 95.1+6.6° 141+9.8° 85.4+6.1" 67.2+4.6¢ 53.84+3.7'
3 1110 2-Metil-1-propanol 113+5.7" 237+16.6° 214+14.9° 137+9.59 459432.12 453+31.7% 227+15.8¢ 88.3+6.1) 397+7.7° 217+16.3° 180+12.6 12248.5"
4 1184 3-Penten-2-ol 479+17.2 34,4+ .49 28.2+1.9" 23.6+1.10 356+24.9° 24.9+1.7' 13.1+0.9% S 219+15.3° 164+11.8¢ 99.2+6.9¢ 75.1+5.2
5 1221 2-Metil-1-biitanol S S S S 12.0+0.8 S S S S S S S
6 1222 3-Metil-1-biitanol 111+6.6" 217£15.2° 183£12.8° 145£10.1° 176x12.3¢ 141+9.8° 119+8.3 113+7.99 273£19.1° 189£13.4° 105+7.3' 96.2+6.7)
7 1263 1-Pentanol 40.8+8.8° 45.9+0.6° 40.5+2.8¢ 41.5+2.9¢ 55.2+3.8" S S S 61.2+4.2° 40.2+2.9¢ 36.1+2.1" 23.0+1.69
8 1295 (E)-3-Hekzen-1-ol 71.8+4.22 21.1+1.5 5.4+0.3 3.1+0.2 24.8+1.75¢ S S S 52.3+3.6P 7.6+0.6° S S
9 1312 2-Hekzanol 175+7.5P 87.6:+6.2¢ 63.2+4.4" 29.9+0.1' 329+23.0° 100+7.21° 47.7+3.29 30.4+2.1 98.8+6.9¢ 64.1+4.5 47.1+3.29 39.5+2.8"
10 1327 3-Metil-2-biiten-1-ol 46.4+6.7¢ 13.4+0.79 S S 97.7+6.82 70.0+4.9° S S 71.6+5.0° 30.0+2.2¢ 16.1+1.17 11.5+0.7"
11 1368 1-Hekzanol 197+11.4 183+12.8 157+11.0 116+8.1 655+45.8 201+14.0 93.1+6.5 81.4+5.6 313+21.9 289+20.4 150+10.5 127+8.8
12 1391 (2)-4-Hekzen-1-ol 11.4+3.2° S S S 17.9+1.2° S S S 20.2+1.42 S S S
13 1406 2-Biitoksietanol 17.6+1.9° 9.2+0.6¢ S S 18.6+1.3 S S S 23.6+1.6° S S S
14 1462 1-Okten-3-ol 98.2:+6.4° 77.0+4.8° 66.4+4.89 49.7+3.5% 140+9.8? 92.5+6.5¢ 61.0+4.2" 54.6+3.7' 107+7.4° 72.7+5.1° 51.843.6) 47.6+3.3
15 1628 (2)-2-Okten-1-ol S S S S 14.1+0.9° S S S 17.3+1.12 4.1+0.2° S S
16 1854 p-Simen-8-ol 67.3+3.9° 66.1+4.6 60.3+4.29 49,9+3.5" 226+15.8% 97.9+6.8° 30.9+2.1% 17.8+1.2' 176+2.3° 70.3+4.9¢ 48.2+3.3' 38.3+2.6)
17 1864 Benzil alkol 368+52.7° 61.7+4.3' 57.5+4.0) 30.3+2.1% 454+31.7° 401+18.0° 326+2.8" 254+17.7" 496+34.7° 371+25.9¢ 320422.49 255+17.8"
18 1898 2-Feniletanol 203+36.1¢ 159+11.19 135+9.4' 95.4+6.6) 263+18.4° 317+12.12 200+14.0¢ 173+12.1° 231+16.1° 200+14.0¢ 165+1.5 145+10.1"
19 2104 p-Simen-7-ol 36.04.6" 91.9+6.4° 106+7.42 53.3+3.79 54.4+3.7" 85.3+5.9° 33.442.3 20.7+1.4' 62.2+4.3° 78.4+5.4¢ 34,742 .41 31.9+2.2%
Asitler
20 1432 Asetik asit 37.2+3.6% 117+8.2" 83.8+5.81 102+7.1° 896+62.79 1628+11.3" | 2642+18.4° | 2043+14.2¢ | 1008+70.5" | 1666+11.6° | 2608+18.2° | 2780+19.42
21 1526 Propanoik asit S S S S 74.2+5.1° 243+17.0° 63.8+4.4¢ 61.7+4.3° 13.3+0.9¢ 81.7+5.8° 63.6+4.4¢ 45.4+3.1"
22 1560 2-Metilpropanoik asit S 6.5+0.5 8.9+0.6' S 202+14.1° 126+8.8¢ 294+20.5° 377+26.3 29.9+0.19 46.3+3.2° 34.5+2.3" 14.2+0.9"
23 1617 Biitanoik asit S 6.5+0.5' 5.9+0.4 S 89.6+6.3" 172+12.0 65.3+4.5° 47.9+3.39 25.7+1.8" 55.6:+4.1" 59.5+4.1¢ 58.4+4.0°
24 1662 3-Metilbutanoik asit S S S S 964+67.4° 2126+14.8° 878+61.4° 733+5.39 462+32. 3¢ 305+21.4 103+7.29 88.0+6.1"
25 1725 Pentatonik asit 8.1+1.8' 20.2+1.4' 14.0+0.9 12.3+0.9% 333+23.3° 503+35.2% 229+16.0¢ 144+10.0° 97.5+6.7" 124+8.89 185+12.9° 254+17.7°
26 1749 (E)-2-Butenoik asit S S S S 60.3+4.2° 114+7.92 33.6+2.3° 23.1+1.6" 21.8+1.5¢ 40.7+2.9° 39.6+2.8¢ 33.3+2.3¢
27 1777 3-Metil-2-butenoik asit S S S S 57.6+4.0 113+7.92 43.7+3.0¢ 42.4+2 .9 23.9+1.4 34.0+2.49 40.3+2.8" 53.4+3.7°
28 1836 2-Metil-2-biitenoik asit S S S S 10.10.6° 32.4+2.28 9.2+0.6° S S S S S
29 1842 Hekzanoik asit 259+3.1) 690+48.3' 177+12.4% 105+7.3" 4709+32.6° | 6792+47.5* | 4781+33.4° | 3558+24.9" | 3597+25.19 | 4275+29.8" | 4721+33.0¢ | 4829+33.7°
30 1957 Heptanoik asit 126+5.49 161+11.3° 78.1+5.49 36.0+1.41 122+8.5¢ 141+9.8° 76.5+5.3" 62.144.3! 180+12.6% 142+9.9¢ 119+8.3" 124:+8.6%
31 1965 3-Hekzenoik asit S S S S S S S S 33.6+2.3 28.1+2.0 S S
32 2065 Oktanoik asit 123+8.5' 151+10.6% 159+11.1' 194+13.5 357+25.0° 264+18.4° 157+10.9! 211+14.7¢ 313+21.9° 197+13.7¢ 162+11.3" 173+12.19
33 2176 Nonanoik asit 157+1.7" 166+11.6" 1424991 134+9.3% 191+13.39 246+17.2° 190-+13.39 207+14.4¢ 213+14.9¢ 260-+18.2° 204+14.2 224+15.6°
34 2287 Dekanoik asit 122+6.8° 158+10.42 82.9+5.8% 84.3+5.8) 93.5+6.5! 129+9.09 106+7.49 116+8.17 141+9.8° 157+11.0° 155+10.8° 104+7.2"
Fenoller
35 1845 Gayakol 453466.1° 138+9.6° 67.2+4.6' 27.1+1.8 238+16.6 102+7.17 72.4+5.00 61.2+4.2K 217+15.1° 147+10.29 70.4+4.9" 63.7+4.4)
36 1994 Fenol 42.5+0.3¢ 28.5+2.09 23.7+1.7' 24.8+1.7" 67.9+4.7 51.5+3.6° 20.4+1.4' 22.0+1.5 83.1+5.8° 51.5+3.6° 36.7+2.5 43.5+3.0¢
37 2070 4-Metilfenol 20.3+2.4¢ 55.2+3.8° 59.6+4.22 29.3+2.0° 9.8+0.49 15.3+1.01 4.0+0.2 S 19.7+1.3° 20.1+1.4¢ 5.2+0.3" 5.3+0.3"
38 2164 Ojenol 2.7x0.5¢ 5.9+0.4% 2.1+0.19 1.3+0.11 1.8+0.1" 3.5+0.2° 1.30.11 S 2.3+0.17 3.1+£0.2¢ 2.6+0.2¢ 2.7+0.2¢
39 2167 4-Etilfenol 6.0+0.3' 13.7+0.9° 4.1+0.2 5.1+0.3 12.9+0.9° 25.3+1.7° 18.5+0.4° 15.6+1.1¢ 18.3+1.3 14.9+1.0° 10.9+0.7¢ 9.0£0.6"
40 2189 3-Metil-4-izopropilfenol 17.6+1.9 11.5+0.7° 7.1+0.49 5.4+0.3° 1.7+0.1" S S S 9.3+0.6° S S S
41 2188 2-Metoksi-4-vinilfenol 217+6.5° 323422.6% 170+11.9¢ 169+11.8¢ 116+8.19 139+9.7° 117+8.19 92.8+6.5' 164+11.4° 190+13.3° 110+7.7" 117+8.19
42 2205 Karvakrol 21.1+3.2° 10.6+0.7' 9.6+0.1) 13.2+0.91 16.2+1.0° 22.1+1.5 11.7+0.49 11.1+0.79 15.6+1.1° 36.7+2.6° 11.6+0.1¢ 11.4£0.7"




€Tt

43 2216 Timol 2944 4¢ 249+17.4" 94.4+6.5' 96.5+6.7% 325+22.7¢ 469+32.82 278+19.49 190+3.30 403+28.2° 425+29.8° 283+19.8f 227+15.8'

44 2430 3-Metoksifenol 197£11.4° 153+10.7" 105+7.3' 107+7.4% 208+14.5¢ 262+18.3° 158+1.61 126+8.2' 226+15.8° 277+19.42 156+10.99 122+8.5

Ketonlar

45 1013 2,3-Biitandion 169+7.9° S S S 328422.9° S S S 235+16.4° S S S

46 1022 3-Metil-2-biitanon 139+6.8° 56.5+3.9" 2.3+0.1" S 21.4+1.4° 42.3+2 .9 20.4+1.4° 18.0+0.2 20.7+1.4° 4.2+0.39 S S

47 1277 3-Hidroksi-2-biitanon 4698+23.5" | 3146+22.0" | 2860+20.0' | 2344+16.3% | 10806+75.6° | 7401+41.8° | 6413+44.8% | 4282+29.49 | 6989+48.9¢ | 5628+39.2¢ | 2843+19.8 1634=+11.4'

48 1287 1-Hidroksi-2-propanon 566+29.82 408428.7° 85.7+6.0) 32.2+2.2% 245+17.19 3514245 173+12.1" 165+11.5' 454+31.7° 311+22.2¢ 291420.3f 173+12.1"

49 1335 3-Hidroksi-3-metil-2-biitanon 89.9+1.9 133+9.34 78.6+5.59 39.4+2.7' 218+15.2° 234+16.3 128+8.9° 114+7.9° 113+7.97 193£13.7° 125+8.7° 64.1+4.4"

50 1353 2-Hidroksi-3-pentanon 42.8+9.3' 100+6.6° 43.3+3.0" 35.1+£2.4) 121+8.42 111+7.7° 47.7+3.39 40.4+2.8 73.8+5.1¢ 67.0+4.7¢ 49.1+3.4" 24.8+1.7¢

51 2635 Asetovanilon 66.0+4.5° 34.0+2.4" 29.2+2.09 20.5+1.4" 81.9+5.72 56.7+3.9¢ 12.5+0.6' 8.1+0.5 76.6+5.3 42,3429 12.440.7' 6.6+0.4

Terpenler

52 1243 Limonen 164+5.9° 108+8.1° 59.2+4.19 47.4+3.2 130+9.1° 81.0+5.6¢ 62.3+4.3" 53.1+3.7" 71.1+4.9¢ 44.1+0.6/ 22.8+1.6 22.60.6%

53 1569 Linalol 6.1+1.5 8.0+0.6 S S S S S S S S S S

54 1812 (2)-Geraniol 28.5+0.9° 7.1+0.5° S S 18.0+1.2° 4.9+0.3 S S 27.9+1.9° 9.3:£0.6% S S

55 1827 Izogeraniol 42.443.8° 15.8+1.0° S S 41.8+2.9° 18.0+1.2¢ 9.8+0.5 S 38.9+2.7° 5.6+0.59 S S

56 1990 Sitronelol 73.5+6.8° 21.9+1.5¢ 12.2+0.1 10.5+0.79 64.6+4.5° S S S 71.5+4.9 49.6+3.5 S S

Piroller

57 1660 1-Metil-2-pirolidon 152£16.7¢ 31.042.2' 19.4+1.3' 20.9+1.4% 187+13.0% 82.6+5.7° 37.7+2.6" 24.3+0.7) 157+11.0° 148+10.59 109+7.6° 94.5+6.6'

58 1954 2-Asetilpirol 15.0+0.9° 18.2+1.3? 11.7+0.5° 10.5+0.7¢ S S S S S S S S

59 1999 1H-Pirol-2-karboksaldehit 20.5+3.2¢ 13.8+0.91 S S 28.3+1.9° 32.2+2.2° 24.1+0.9¢ 13.1+0.9° 31.5+2.2° 9.8:£0.79 S S

60 2022 2-Pirolidinon 747+4.3° 785+54.9° 536+37.5¢ 522+36.5 642+44.9¢ 374426.1) 339+23.7 33442.3! 847+59.22 533+7.2 442+30.9" 386+27.0'

Aldehitler

61 1205 3-Metil-2-biitenal 25.1+1.5' 52.5+4.7° 54.6+3.8° 79.0+£5.5° 20.5+1.4) 37.242.5° 36.0+2.0¢ 37.4+2.5° 34.4+2.3° 30.9+2.2" 30.0+2.1° 26.10.8"

62 2009 4-Metoksibenzaldehit 28.4+2.9° 20.4+1.4° 11.3+0.7° 10.0+0.7" 20.1+1.4° 16.1+1.1¢ 8.8+0.69 S 27.2+1.8° S S S

63 2556 ﬁ];;ig'gz:é’oal dehit 603+16.8 | 219+15.2" | 165+11.5¢ | 953466 399+27.9° | 32842290 | 203x14.29 176+1.3 396£27.7° | 227+16.0° | 198+13.8" | 186+13.0

Esterler

64 1373 Etil biitanoat S S S S S S S S 17.1+1.1 S S S

65 1710 Linalil propanoat 72.5+6.2¢ 10.7+0.7 7.0+£0.4% 5.3£0.3' 99.4+6.9° 82.7+5.8° 53.8+3.79 25.8+1.8 110+£7.72 74.6+5.3¢ 56.8+3.9" 42.5+0.3"

66 1795 Linalil asetat 31.2+2.8° 6.5:+0.5" 4.1+0.2" 5.3+0.39 32.9+2.3 30.1+2.1° 17.0+0.1¢ 14.2+0.9° 30.9+2.1° 14.7+1.1° S S

Furanlar

67 1588 5,5-Dimetil-2(5H)-furanon 403+48.79 373+£26.1° 318+22.2" 259+18.1 4894+34.23° 495+34.6% 335+23.49 284+19.8' 446%1.2° 360+25.0 223+15.%6 205+14.3'

68 1649 2-Furanmetanol 11.4+3.2f 5.7+0.4' 8.1+0.6" 10.4+0.29 13.3+0.9° 26.0+1.8° 14.1+0.9¢ 16.7+0.9 15.0+1.0° 10.1+0.79 4.6£0.3 4.4+0.2

Laktonlar

69 1596 y-Biitirolakton 3.1+0.51 12.0+0.8¢ 12.9+0.9° 14.5+0.9° 14.0+0.9° S S S 10.5+0.6° S S S

70 2032 y-Nonalakton 11.2+3.20 13.0+0.9¢ 16.8+1.1¢ 14.240.9° 19.2+1.3° 17.9+0.8° 13.9+0.9° 8.4+0.5! 19.7+1.3° S S S

Piranon

71 1948 3-Hidroksi-2-metil-aH-piran-d- | - gq) .96 4t | 040:65.8¢ | 10327220 | 109327650 | 3466:242.6° | 30432750 | 216741511 | 23101678 | 31232218 | 304422130 | 1872:13.00 | 180421320
on (Maltol) ’ ’ ’ ' ’ ’ ' ' ’ ' ' ’

LAE: L. acidophilus ile fermente edilen meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, SKE: spontan fermente edilen meyan suyu. Ayni1 satirda yer
alan farkli harflendirmeler istatistiksel agidan farkliliklar1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.34. Meyan suyu &rneklerinde aroma bilegiklerine fermantasyonun etkisinin heatmap ile
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ile gosterimi

115



4.4.6. Aroma-Aktif Bilesikleri

Fermente meyan suyu 6rneklerinin aroma-aktif bilesikleri, bu bilesiklerin verdigi kokular ve
koku seyreltme faktorleri (FD) faktorleri Cizelge 4.41°de verilmistir. Meyan suyunda bulunan aroma
maddelerinden bazilar1 meyan suyunun karakteristik kokusundan sorumlu bilesiklerdir. Bu
bilesiklere aroma-aktif bilesikler denir ve gaz kromatografi-olfaktometri (GC-O) cihaziyla tespit
edilirler (Sekil 3.9). Fermente meyan suyu Orneklerinde toplam 35 adet aroma-aktif bilesik
belirlenmistir. Aroma aktif bilesiklerin koku seyreltme (FD) faktorleri 4-1024 arasinda degismistir.
Belirlenen 35 adet aroma-aktif bilesigin 32 adedi tanimlanmigtir ve 3 adedi ise tanimlanamayan

(unknown) aroma-aktif bilesiklerden olugmustur. Tanimlanan bilesiklerin 10’u ugucu fenol, 9’u

alkol, 5’1 asit, 41 terpen, 1’1 aldehit, 2’si keton ve 1’1 piranon’dur.

Cizelge 4.41. Fermente meyan suyu Orneklerinin aroma-aktif bilesikleri
FD
No [ LRI* Bilesikler Koku Tanim SKE | LAE | LPE
1 1110 2-Metil-1-propanol Malt, fermente 8 16 16
2 1205 3-Metil-2-biitenal Meyvemsi 16 16 32
3 1222 3-Metil-1-biitanol Alkol, fermente 8 16 32
4 1243 Limonen Narenciye 8 8 4
5 1263 1-Pentanol Fermente 4 4 8
6 1277 3-Hidroksi-2-biitanon Yagsi, tath 256 | 1024 | 512
7 1335 3-Hidroksi-3-metil-2-biitanon Yagsi 8 16 16
8 1312 2-Hekzanol Odunsu, yesil 8 4 4
9 1295 (E)-3-Hekzen-1-ol Yesil, yaprak 16 4 8
10 | 1368 1-Hekzanol Yesil 16 64 32
11 | 1432 Asetik asit Sirke 8 64 64
12 | 1462 1-Okten-3-ol Mantar 8 8 8
13 | 1545 Tanimlanamayan Biber, yesil bitki 32 64 32
14 | 1569 Linalol Ciceksi 4 S S
15 | 1610 Tanimlanamayan Topraksi 8 4 4
16 | 1617 Biitanoik asit Peynirimsi, ter kokusu| 8 16 8
17 | 1632 Tanimlanamayan Ciceksi 32 16 16
18 | 1657 o-Terpineol Cigeksi, karamel 8 8 16
19 | 1749 (E)-2-Biitenoik asit Peynirimsi, tath S 8 4
20 | 1842 Hekzanoik asit Ter kokusu, yesil 4 64 32
21 | 1845 Gayakol Dumansi 512 | 256 | 256
22 | 1864 Benzil alkol Cigeksi 16 32 32
23 | 1898 2-Fenil etanol Bal, ¢iceksi 16 16 16
24 | 1948 | 3-Hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (Maltol) Karamel 256 | 1024 | 1024
25 | 1990 Sitronelol Cigeksi, giil 32 32 32
26 | 1994 Fenol Keskin, fenolik 32 64 64
27 | 2065 Oktanoik asit Kiifsii, havug kokusu 8 16 16
28 | 2070 4-Metilfenol Ahir kokusu 16 8 16
29 | 2164 Ojenol Karanfil 32 16 32
30 | 2167 4-Etilfenol Fenolik, baharatimsi 4 8 16
31 | 2188 4-Vinil gayakol Dumansi, baharatims1 | 16 8 16
32 | 2205 Karvakrol Kekik 32 16 16
33 | 2216 Timol Kekik 16 16 32
34 | 2430 3-Metoksifenol Fenolik, ila¢ kokusu 16 16 16
35 | 2556 |4-Hidroksi-3-metoksibenzoaldehit (vanilin) Vanilya kokusu 128 64 64

*LRI

: Lineer alikonma indeksi; FD: Koku seyreltme faktorii (flavor dilution)
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Aroma-aktif alkol bilesikleri olarak 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-biitanol, 1-pentanol, 2-
hekzanol, 1-hekzanol, (E)-3-hekzen-1-ol, 1-okten-3-ol, benzil alkol ve 2-fenil etanol olmak iizere
toplam 9 adet bilesik saptanmistir. Bu bilesiklerin FD faktorleri 4 ile 64 arasinda degismistir. Bu
bilesiklerden benzil alkol ve 2-fenil etanol aromatik alkoller olup bulunduklar1 gidalara giizel kokular
kazandirirlar. Benzil alkol meyan suyuna ¢iceksi kokular verirken, 2-fenil etanol bal-¢i¢eksi kokular
kazandirmistir. Aroma-aktif alkol bilesiklerinin LAB ile kontrollii fermente edilen 6rneklerin
aromasina spontan fermantasyona gore daha fazla katkida bulundugu belirlenmistir. Bu durum, L.
plantarum ve L. acidophilus’un fermantasyon sirasinda énemli yan iiriinler olan alkol bilesiklerini
olusturma kapasitelerinin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Meyan kokii ve iiriinlerinin aroma-
aktif bilesiklerinin aragtirildigi sinirli ¢alismalarda, benzil alkol ve 2-fenil etanoliin bu iiriinlerde
cigeksi ve bal kokular1 veren aroma-aktif bilesik olarak belirlendigi bildirilmistir (Wagner ve ark.,
2016, 2017). Bu iki bilesik disinda ¢aligmamizda belirlenen diger alkol bilesiklerinin, daha once
meyan kokii tirlinlerinde belirlenmemesine ragmen LAB fermantasyonu yapilan farkli birgok tiriinde
belirlendigi bilinmektedir (Thierry ve ark., 2015; Dongmo ve ark., 2017; Wang ve ark., 2023; Yu ve
ark., 2023).

Ugucu fenol bilesikleri olarak fermente meyan sularinda gayakol (dumansi koku), 4-vinil
gayakol (dumansi-baharatimsi kokular), 6jenol (karanfil), fenol (keskin, fenolik), 4-metilfenol (ahir
kokusu), 4-etilfenol (fenolik, baharatimst), karvakrol (kekik), timol (kekik), 3-metoksifenol (fenolik,
ilag kokusu) ve vanilin (vanilya) aroma-aktif bilesikler olarak belirlenmistir. Ugucu fenol bilesikleri
igerisinde gayakol ve vanilin en yiiksek FD degerlerine sahip olmustur. Onceki ¢alismalarda hem
taze (Wagner ve ark., 2016) ve hem de 1s1l islem gérmiis (Wagner ve ark., 2017) meyan sularinda
vanilin 6nemli aroma-aktif bilesenlerden bir oldugunu vurgulanmistir. Arastirmacilar bu bilesigin
algilanma esik degerinin su igerisinde 53 pg/L oldugunu bildirmislerdir.

Fermente meyan suyunda belirlenen diger aroma-aktif asit bilesikleri hekzanoik asit (ter
kokusu, yesil), oktanoik asit (kiifsti, havug kokusu), asetik asit (sirke), biitanoik asit (peynirimsi, ter
kokusu), (E)-2-biitenoik asittir (peynirimsi, tatli). Bu bilesiklerden hekzanoik, biitanoik ve asetik
asitler onceki galismalarda meyan kokiinde aroma-aktif bilesikler olarak saptanmistir (Wagner ve
ark., 2017). Calismamizda ayrica, fermantasyon ile bu bilesiklerin miktarlarinin artmasiyla
orneklerin kokularina katkilarinin fermente olmayan meyan suyuna kiyasla daha fazla oldugu da
belirlenmistir.

Terpen bilesikleri olarak limonen (harenciye), linalol (¢igeksi), sitronelol (¢igeksi, giil) ve a-
terpineol (¢iceksi-karamel) aroma-aktif bilesikler olarak saptanmistir. Terpen bilesikleri, bitkilerin
olgunlagsma ve gelisme evrelerinde ¢ok genis bir sekilde yer alan, yine meyvelerin karakteristik
kokusunun olusmasinda ¢ok dnemli role sahip 6nemli bilesiklerdir. Bu bilesiklerin sentezinde ii¢
pireniltransferaz enziminin aktivitesi temel gorev almaktadir (Petrovi¢ ve ark., 2019).

Aroma-aktif keton bilesikleri olarak 3-hidroksi-2-biitanon (yagsi, tatll) ve 3-hidroksi-3-
metil-2-biitanon (yags1) belirlenmis ve bu bilesiklerden yiiksek FD faktorii ile 3-hidroksi-2-biitanon
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(FD: 256-1024) bilesigi 6ne ¢ikmustir. Onceki ¢alismalarda keton bilesiklerinin meyan &rneklerinin
aroma profilinin énemli bilesiklerinden biri oldugu bildirilmistir (Farag ve Wessjohann, 2012;
Gyawali ve ark., 2008; Tanaka ve ark., 2008). Ketonlar genellikle, Maillard reaksiyonuyla birlikte
amino asitlerin 1s1l modifikasyonu ve gidalardaki serbest yag asitlerinin oksidasyonuyla meydana
gelmektedir (Farag ve Wessjohann, 2012). Ayrica, birgok laktik asit bakterisi (LAB) susunun sitrik
asidin par¢alanmasina neden olabilecegi ve sonug olarak asetik asit, laktik asit, 3-hidroksi-2-biitanon,
2,3-biitandiol gibi ¢esitli bilesiklerin olusabilecegi bilinmektedir (Chan ve ark., 2020; Sevindik ve
ark., 2022).

Fermente meyan sularinin aroma-aktif bilesikleri arasinda en yiiksek FD degerlerine sahip
(256-1024) bir diger bilesik ise 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on’dur. Bu bilesigin, Onceki
calismalarda meyan kokii iiriinlerinde en baskin aroma-aktif bilesiklerden oldugu bildirilmistir (FD:
1024) (Wagner ve ark., 2016, 2017). Yaylayan ve Mandeville (1994), bu bilesigin maltaz ya da
laktazdan tiiretilerek 1sinin etkisiyle olusabilecegini bildirirken, Ito (1977), maltolun sulu ¢6zeltilerde
120°C'de sakkarozun termal bozunmasiyla olustugunu belirlemistir. Ayrica arastirmacilar, bu
bilesigin olusumunun meyan kokiiniin igerdigi sakkaroz miktari ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Tanimlanmayan bilesiklere bakildiginda meyan suyunda toplamda 4 adet bilesigin
kokularinin hissedilmesine ragmen tanimlanamamislardir. Bunlar LRI:1545 (biber, yesil bitki), LRI:
1610 (topraksi) ve LRI:1632 (giceksi) bilesikleri tanimlanamayan aroma-aktif bilesiklerdir.
Tanimlanamayan bu aroma-aktif bilesikler bir¢ok gidada belirlenmektedir. Bu bilesikler piklerinin

genellikle ¢ok kiiclik ve/veya sahip olduklar kiitle/yiik (m/z) oranlarindan kaynaklanmaktadir.

4.4.7. Fermente Meyan Sularimin Biyoaktif Ozellikleri

Toplam Fenolik Icerigi

Fermente olmayan meyan suyunun toplam fenolik madde igerigi 3084 mg/L gallik asit
esdegeri (GAE) olarak belirlenmistir. Enzim uygulanmis LPE, LAE ve SKE 6rneklerinin baglangigta
toplam fenolik madde igerikleri ise sirayla 7886 mg/L, 6731 mg/L, 4182 mg/L GAE olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.42). Sonuglar incelendiginde hem enzim uygulamasi1 hem de fermantasyon
isleminin meyan sularinda, toplam fenolik madde igerigini artirdigi goriilmiistiir. Monomerik
fenoliklere benzer olarak fermente meyan suyu 6rneklerinde en fazla toplam fenolik madde igerigiyle
LPE 6rnegi 6ne ¢ikmis ve bunu LAE izlemistir. Fermantasyonun kontrollii laktik asit bakterileri ile
gergeklestirilmesi meyan kokiiniin biyoaktif igerigini artirmada daha iyi sonug vermistir.

Mousavi ve Mousavi (2019), meyan suyunu L. plantarum ile 72 saat fermente etmis ve
islemin 6rnegin kalitesi tizerine etkisini arastirmistir. Calismada elde edilen veriler, meyan suyundaki
toplam fenolik igerigin fermantasyon sonrasi en az iki kat arttigin1 gdstermistir. Yapilan o6nceki
calismalarla da uyumlu olarak, kontrollii fermantasyon siirecinde laktik asit bakterilerinin varliginin,
basit fenolik bilesiklerin doniisiimiine ve yiliksek molekiiller agirlikli fenolik bilesiklerin

polimerizasyonuna katkida bulundugu belirlenmistir. Ote yandan, L. plantarum tarafindan
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gerceklestirilen fermantasyonun, farkli fermente sebze temelli ortamlardaki fenolik bilesiklerin
konsantrasyonunu artirabilecegi, bu sayede karmasik polifenollerin, fermantasyon siireci i¢cinde daha
basit ve biyolojik agidan daha etkin bilesiklere hidrolize edilebilecegi vurgulanmstir (Curiel ve ark.,
2015; Hur ve ark., 2014; Lee ve ark., 2015; Oliveira ve Soares, 2012).

Singhal ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bambu filizinin, fermantasyonla
beraber toplam fenol icerigi artisina fermentasyon mikroorganizmalari tarafindan sentezlenen
enzimlerin fenolik bilesiklerdeki glikozit baglarinin hidrolizinin neden olabilecegi bildirilmistir.
Calismamiza benzer sekilde, Oszmianski ve ark.’nin (2011) piireyle zenginlestirilmis bulanik elma
suyu {iretiminde enzim preparatlarinin verim, bulaniklik, fenolik bilesim, antioksidan aktivite ve renk
ozellikleri lizerindeki etkilerini inceledikleri bir ¢alismada, elma suyundaki toplam fenol igeriginin
pektinaz enzimiyle beraber arttigi tespit edilmistir. Bir bagka ¢alismada ise, Bai ve ark. (2020), kuga
elma suyunun laktik asit bakterileriyle fermantasyonundan sonra kimyasal ve antioksidan
oOzelliklerin degisimini incelemis ve fermantasyondan isleminden sonra elma suyunun toplam fenol
ve antioksidan aktivitesinde artig tespit etmislerdir.

Yiksek hidrostatik basing uygulamasinin meyan suyunun toplam fenolik madde miktar1
iizerine etkilerini arastiran bir calismada toplam fenol icerigi 376,5 mg GAE/L olarak belirlenmistir.
Calismada, yiiksek hidrostatik basing uygulanan diger 6rnekler de géz oniine alinarak incelendiginde
bu uygulamanin iiriiniin toplam fenolik icerigi iizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir
(Genis, 2016). Hirvatistan orijinli meyan koklerinin yiiksek sicaklikta (80 ve 100°C) elde edilen sulu
ekstraktlarinin incelendigi bir baska ¢alismada ise ekstraktlarin fenolik ig¢eriginin 1018-1268 mg/L
arasinda degistigi bildirilmistir (Komes ve ark., 2016). Literatiir incelendiginde, ¢alismamizda
iiretilen fermente meyan sularinin toplam fenol igeriginin oldukga fazla oldugu goriilmektedir.

Depolamanin meyan sularmin toplam fenolik madde igerigine etkisi incelendiginde, LAB
fermente 6rneklerde 30. ve 60. giine kadar TFM igerigi azalis gosterse de biiyiik 6l¢iide korunmustur,
bunun yani sira 90. giinde tim 6rneklerin fenolik iceriginde artis belirlenmistir (Cizelge 4.42).
Benzer sekilde, arastirmalar, hiinnap meyvelerinin fermantasyon sonrasi 28 giinliik depolama
stirecinde fenolik bilesiklerin miktarmin degiskenlik gosterdigini gostermektedir (Zhao ve ark.,
2019). Ote yandan, tatli limon suyunun L. plantarum ile fermantasyonu sonucu fenolik bilesiklerinin
depolamada belli bir siire boyunca azaldigi ve depolama sonunda olduk¢a korundugu bir baska
calismada rapor edilmistir (Hashemi ve ark., 2017). Mantzourani ve ark. (2018), probiyotik sus
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 14917'nin nar suyu fermentasyonunda kullanimini
aragtirmiglardir. Arastirmada, fermantasyonun nar suyunun fenolik icerigini 6nemli oranda artirdigi
belirlenmistir. Ayrica, 4 hafta depolanan fermente 6rneklerin fenolik i¢eriginde azalmayi takiben bir
artis yasandig1 ve bunun yani sira fermente olmayan nar suyunun toplam fenol i¢eriginde depolamaya
bagli belirgin bir azalma oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar bu sonucu, laktik asit
fermentasyonunun, nar suyu dahil olmak {izere meyve sularinin toplam fenolik igerigini artirmasiyla

iliskilendirmislerdir. Bu aragtirmalar, fenolik bilesenlerin enzimler ve kimyasal reaksiyonlar yoluyla
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ayrigabilecegini ve bu nedenle miktarlarinda degisim olabilecegini belirtmektedir. Ayn1 sonucu
ortaya koyan diger arastirmalar, 6rneklerin toplam fenolik icerigindeki iyilesmelerin, fermantasyon
ve yeni fenolik tiirevlerin iiretimi yoluyla fenolik bilesiklerin serbest formundaki artisla iliskili
olabilecegini bildirmektedir. Bu baglamda, c¢alismamizdaki LAE ve LPE orneklerinde benzer
degisikliklerin meydana geldigi belirlenmistir.

Ozetle, galismamizda elde edilen verilere gore L. plantarum ile fermente edilen meyan sulari
L. acidophilus’a kiyasla daha fazla toplam fenolik igerigine sahip olmustur. Depolama siiresince
TFM miktarinda dalgalanma olsa da 90 giin sonrasinda bile fermente meyan sular1 nemli miktarda

toplam fenolik igerigine sahiptir.

Cizelge 4.42. Meyan suyunun toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivitelerindeki degisim

1. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin
SKE 4182+0,02¢ 4943+1,00° 4406+0,05¢ 5436+1,152
TFM LAE 6731+0,222 6621+0,10° 5778+0,03¢ 6300+2,34°¢
(mg/L) LPE 7886+0,032 6279+0,13¢ 3469+0,11¢ 6705+0,06°
FOE | 3084+0,12
SKE 3353+2,68¢ 4129+0,14° 3403+0,69° 4714+3,102
DPPH LAE 5032+1,13° 4954+1,21°¢ 4385+0,13¢ 5227+0,242
(umol LPE 5271+1,35° 4135+0,08° 3461+1,29¢ 572242,512
Troloks/L) | FOE 2232+0,01
SKE 7751+0,96° 13543+0,732 7710+0,31¢ 9584+0,98°
ABTS LAE 13269+2,09? 9517+2,78° 8891+0,16¢ 10942+3,65°
(umol LPE 12622+0,86° 12298+1,83° 6622+0,35° 15525+1,472
Troloks/L) | FOE 5988+0,57

*FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, LAE: L. acidophilus ile fermente edilen meyan suyu,
LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, SKE: spontan fermente edilen meyan suyu. Ayni
satirda yer alan farkli harflendirmeler istatistiksel agidan farkliliklari ifade etmektedir.

Antioksidan Aktivite Degerleri

Fermente gidalar saglik iizerinde ¢esitli olumlu etkiler gostermektedir ve mikrobiyolojik
olarak iiretilen yeni biyoaktif maddeler onlar1 fonksiyonel tirtinler haline getirmektedir (Knez ve ark.,
2023). Fermente olmayan meyan suyu érneklerimizde antioksidan aktivitesi DPPH yontemi ile 2232
umol Trolox/L; ABTS yontemi ile ise 5988 pumol Trolox/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.42).
Fermantasyon siirecinin antioksidan aktivite iizerindeki etkisi ornekten drnege farklilik gostermistir.
Ornegin, L. acidophilus ile fermantasyon sonucunda, érnegin ABTS aktivitesinde belirgin bir artis
gozlenirken, L. plantarum ile fermantasyon sonucunda TFM ve DPPH aktivitelerinde daha belirgin
artiglar belirlenmistir. Bu farkliliklarin nedenleri, fermantasyon siirecindeki metabolik aktivitelerin
ve antioksidan bilesiklerin sentezindeki degisikliklerin varyasyonlarina bagli olabilecegi
diisiintilmektedir.

Fermantasyonla beraber meyan sularmin antioksidan degerlerinde artis olmustur. Bu
durumun, fermantasyon sonrasi fenolik iceriginin artmasi ile iligkili oldugu goriilmektedir. Bu

sonuca benzer olarak, fermantasyonun bitkisel kaynakli gidalardaki antioksidan aktivite {izerindeki
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etkisini inceleyen bir ¢aligmada, antioksidan aktivitenin fermantasyonla beraber arttig1 tespit edilmis
ve bu sonucun fermantasyonun bitki hiicre duvarlarinin yapisal parcalanmasini tetikleyerek cesitli
antioksidan bilesiklerin serbest birakilmasina veya sentezlenmesine yol agmasindan dolay1 oldugu
vurgulanmistir (Hur ve ark., 2014). Ayrica, yapilan calismalarda laktik asit bakterilerinin
kendilerinin de antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Birgok laktik asit bakterisi
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalara sahiptir ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu hiicrelere zarar vermeyecek seviyelere indirir (Lee ve ark., 2006; Hur ve ark., 2014).
Boylece, fermantasyon sonrasi antioksidan aktivitedeki artis bu sekilde agiklanabilmektedir. Yine
meyan kokiiniin fermantasyonu ile ilgili yapilan sinirli ¢aligmalarda, islemin 6rneklerin antioksidan
aktivitesini onemli oranda artirdig1 bildirilmistir (Mousavi ve Mousavi, 2019; Wang ve ark., 2023).
Bagka bir calismada benzer olarak, fermente edilmis bogiirtlenlerin antioksidan aktivitelerinin,
fermente olmamis bogiirtlenlere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Li ve Hong, 2015).

Enzim uygulanmig fermente LPE, LAE ve SKE 6rneklerinin depolama baslangicinda DPPH
yontemi ile belirlenmis antioksidan aktiviteleri sonuglar1 sirasiyla 5271 pmol Trolox/L, 5032 pumol
Trolox/L, 3353 umol Trolox/L olarak bulunurken; ABTS yontemi ile belirlenmis antioksidan
aktiviteleri ise sirayla 12622 pmol Trolox/L,13269 pumol Trolox/L ve 7751 umol Trolox/L olarak
belirlenmistir. Jiménez-Zamora ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 36 farkli bitki
caymin antioksidan aktiviteleri incelenmis ve meyan kokii ¢cayinin antioksidan aktivite degerleri
DPPH ve ABTS yontemiyle sirastyla 720 ve 1190 umol Troloks/L olarak belirlenmistir. Komes ve
ark. (2016), meyan suyunu 80 ve 100°C’de, distile su ve tuzlu su ¢6zeltisi kullanarak elde etmisler
ve orneklerin antioksidan aktivite degisimlerini ABTS ve DPPH yontemleri ile incelemislerdir.
Calismada, 100°C’de hazirlanan 6rneklerin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi i¢in 1290-1330
pmol Troloks/L, ABTS i¢in 5540-5970 pumol Troloks/L olarak belirlenirken, 80°C’de hazirlanan
orneklerin degerleri DPPH igin 1650-1700 pumol Troloks/L, ABTS i¢in 6840-7700 pumol Troloks/L
olarak saptanmistir. Yapilan ¢alismada, 80°C iizeri sicaklik uygulamasinin, meyan kokiinde bulunan
antioksidatif bilesiklerin parcalanmasina neden oldugu Dbelirtilmistir. Literatiir  verileri
incelendiginde, meyan sularina uyguladigimiz LAB fermantasyonunun iriiniin antioksidan
aktivitesini onemli oranda gelistirdigi goriilmektedir.

SKE o6rneginde antioksidan aktivite degerlerinin, depolamaya bagli olarak 30. ve 90. giinde
artig gosterip 60. giinde azaldig1 belirlenirken; LAE ve LPE orneklerinde depolamaya baglh olarak
antioksidan kapasite degerleri azalis gostermistir. Benzer olarak starter kiiltiir olarak L. plantarum
kullanarak hardaliye tretilen bir c¢alismada, depolamaya bagli olarak antioksidan aktivite
degerlerinde dalgalanma tespit edilmistir (Giirbiiz, 2018). Calismada elde edilen veriler, fermente
hardaliye 6rneginin antioksidan aktivitesinin oda sicakligi yerine 4°C’de depolamanin daha iyi
korunmasina neden oldugu bildirilmistir. Yapilan bir diger ¢aligmada ise, benzer olarak L. casei ile

fermente edilen kajun elmasi 4 derecede 42 giin depolanmis ve depolamayla beraber kajun
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elmasindaki antioksidan aktivitenin azaldig1 fakat depolama sonunda 6nemli miktarda aktivitenin de
korundugu bildirilmistir (Pereira ve ark., 2013).

SKE 6rneginin antioksidan aktivitesi baglangica kiyasla 30 giin depolamada artarken 60. giin
depolamasinda azaldigi goriilmiis olup; LPE ve LAE orneklerinde depolamaya bagli olarak
degerlerde azalma tespit edilmistir. Depolama sonunda ise LAE ve LPE orneklerinin aktivitesinin
daha fazla korundugu goriilmiistiir. Bu sonuca benzer olarak, Suna ve ark. 2020 yilinda safran
ekstrakti (SE) kullaniminin, yesil ¢ay (YC) ile hazirlanan kombuga iceceginin bilesimi ve duyusal
ozellikleri iizerine olan etkilerini arastirdiklar1 bir calismada, igecek 120 saat fermente edilmis olup,
DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitesinin 48 saat sonra azaldigini tespit etmislerdir.
Bagka bir ¢alismada sonuglarimiza benzer olarak, Tonolo ve ark. (2019) fermente soyanin depolama
siirecine bagl olarak oksidatif etkisini arastirmis ve antioksidan kapasitesinin baslangigta ilk 3
haftaya kadar azaldigini tespit etmislerdir.

Sonug¢ olarak, laktik asit bakterileriyle gerceklestirilen fermantasyonun meyan suyu
orneklerinin antioksidan aktivitesini artirdigi ve depolama sirasinda da bu aktivitenin korundugu
goriilmektedir. Bu bulgular, fermantasyonun meyan suyu 6rneklerinin besin degeri ve saglik yararlari

iizerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.

Antihipertansif Aktivite Degerleri

Fermente ve fermente olmayan meyan koklerinin ACE inhibisyon aktivitesi Shalaby ve ark.
(2006)’de agiklanan yonteme gore gerceklestirilmis ve inhibisyon ytizdeleri Sekil 4.36°da verilmistir.
Fermente olmayan meyan sularinin %23,06 oraninda ACE aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir.
Fermente edilen meyan sularinin inhibisyon aktivitesinin, fermente olmayan 6rnege gore iki-ii¢ kat
daha fazla oldugu belirlenmistir (SKE: %41,66; LAE: %43,43; LPE: %65,04). Benzer sekilde, soya
stitiiniin LAB ile fermantasyonunun {irtiniin ACE inhibisyon degerlerini 6nemli 6l¢iide artirdigt ve
bu durumun bakterilerin proteolitik aktivitesi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (Donkor ve ark.,
2005). Yapilan ¢alismalarda, meyan koklerinden saflastirilan likokalkon A, epigallokatesin gallat,
vanilin, kafeik asit gibi fenolik bilesiklerin %10 ila 110 arasinda ACE inhibisyon aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir (Guo ve ark., 2016; Ke ve ark., 2017). Literatiirle karsilastirildiginda, ¢alismamizda
iretilen fermente meyan sularinin standart fenolik bilesiklerin bir kismindan olduk¢a yiiksek
antihipertansif etki gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular, fermentasyon isleminin meyan koéklerinin
biyoaktif bilesiklerini artirma potansiyeline sahip oldugunu ve antihipertansif etkiyi
gliclendirebilecegini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica elde ettigimiz bulgular, fermantasyon sonrasi

meyan sularinin fenolik ig¢eriginin ve antioksidan aktivitesinin artmasiyla da uyum gostermektedir.
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Sekil 4.36. Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin ACE inhibisyon aktiviteleri

Antimikrobiyal Aktiviteleri

Orneklerin antimikrobiyal aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi kullamlarak belirlenmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 test mikroorganizmalar1 olarak kullanilmistir. Bakteriler triptik soy agar igerisinde 24
saat 37°C'de inkiibe edilmis ve aktiflesen saf kiiltiirden belirli miktarlarda alinarak steril %0,9 NaCl
¢ozeltisi igine aktarilip, McFarland 0.5 (108 kob/mL)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik
olusturulmustur. McFarland 0.5 (108 kob/mL)'e gére ayarlanan bakteri ¢dzeltisinden 100 pl almarak
Muller Hinton Agar (MHA) besiyerine yayma yontemi ile yayillmistir. Besiyeri tizerinde 7-8 mm
capinda agilan kuyucuklar icerisine hazirlanan ekstraktlar 20-50 ul olacak sekilde eklenmistir.
Petriler 24-48 saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarin
etrafindaki inhibisyon zonlar1 kumpasla 6lgiilerek degerlendirme yapilmistir. Kuyu difiizyon testinde
her petriden 2 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve olusan her zondan 3 6l¢giim alinmistir. Meyan
suyu orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri inhibisyon zon ¢ap1 (mm) cinsinden Cizelge 4.43’te

verilmistir.

Cizelge 4.43. Meyan sularmin antimikrobiyal aktivitesi
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Staphylococcus Pseudomonas aeruginosa Escherl_chla
aureus coli
FOE 15,82+0,25 IG 15,22+0,32
SKE IG iG IG
LPE 14,37+0,62 iG 16,15+0,15
LAE 14,19+0,19 iG 15,02+0,26

*]G: Inhibisyon gozlenmedi. FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, LAE: L. acidophilus ile fermente
edilen meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, SKE: spontan fermente edilen meyan

suyu
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Fermente ve fermente olmayan meyan suyu 6rneklerinin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir. Abkhoo ve Jahani (2017) yaptiklar1 ¢alismada,
sonuglarimizla benzer olarak meyan kokiiniin sulu ekstraktinin P. aeruginosa {izerinde
antimikrobiyal aktivite gdstermedigini bildirmistir. Arastirmacilar, bunun yani sira meyan kokiiniin
etanolik ekstraktinin ise S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’nin iigiinde de antimikrobiyal etkisinin
bulundugunu bildirmislerdir.

Caligmamizda, spontan fermente edilen 6rneklerde (SKE) belirlenemeyen antimikrobiyal
aktivite, ornekler laktik asit bakterileri eklenerek fermente edildiginde gézlemlenmistir. Bu etkinin,
laktik asit bakteri metabolizmas: tarafindan iiretilen ve antimikrobiyal aktivite 6zelligi gdsteren
bakteriyosin, diasetil, organik asit ve hidrojen peroksit gibi bilesikler ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir (Reis ve ark., 2012). LAB fermantasyonu antimikrobiyal aktiviteleri gelistirmis
olsa da, 72 saatlik fermantasyondan sonra farkli LAB tiirleri tarafindan fermente edilen meyan
suyunun inhibisyon zon alanlarinda 6énemli bir farklilik bulunmamstir (Cizelge 4.43). Fermente ve
fermente olmayan meyan sularinda SKE (spontan fermente) hari¢ S. aureus i¢in 14,19 mm ila 15,82
mm ¢aplar1 arasinda inhibisyon zonu olusmustur. Bu noktada antimikrobiyal aktivitenin
fermantasyon sonrasi bir miktar azaldig1 goriilmiistiir. Fermantasyon sonrasinda antimikrobiyal
aktivitelerdeki bu tiir degisiklikler, organik asitlerin ve LAB'nin canli hiicre sayilarinin degisiminden
etkilenebilir (Pereira ve ark., 2011). Ote yandan E. coli igin de ayni &rnekler inhibisyon zonu
olugturmus ve Ornekler arasinda 6nemli bir fark olmasa da en yiiksek inhibisyon zon capr L.
plantarum’la fermente edilen LPE 6rneginde belirlenmistir. Literatiirde meyan kokiintin glisirizik
asit, likiritin, likiritijenin ve izolikiritijenin gibi aktif bilesiklerinin belirli konsantrasyonlarda
antibakteriyel 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Fukai ve ark., 2002; Kim ve ark., 2014; Alwan ve ark.,
2015). Calismamizda elde edilen veriler sonucu, LPE 6rneginin diger 6rneklere gore igerdigi yiliksek
fenolik bilesikleri ve antioksidan aktivite icermesinin analiz edilen test mikroorganizmalar
tizerindeki antimikrobiyal etkisinin iligkili oldugu diisiintilmektedir.

Wang ve ark. (2015) meyan kokiiniin antiviral ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirdiklar
bir ¢alismada giiniimiizde mikroorganizmalarda artan antibiyotik direncinin, hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in alternatif tedavilere acil bir ihtiya¢ yarattigini bildirmistir ve son yillarda bir¢ok
calismanin, meyan kokiniin sulu, etanolik ve siiperkritik karbondioksit akisi ile elde edilen
ekstraktlarinin Gram-pozitif bakteri ve Gram-negatif bakterilerin, 6rnegin S. aureus, E. coli,
Pseudomonas gibi aktivitelerini engelleme konusunda giiglii etkilere sahip oldugunu gosterdigini
belirtmistir.

Yine baska bir ¢alismada, Nawaz ve Jagadeesh (2019), meyan kokii ekstrakt: katkisiyla
tiretilmis yogurt 6rneklerinde Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli
ve Staphylococcus aureus bakterilerine kars1 mikrobiyal etkiyi incelemis ve bilinen 77 laktik asit
bakterisi susundan sadece 14 tanesi S. aureus a kars1 antimikrobiyal etki gosterebilmistir. Alwan ve

ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada farkli mikroorganizmalar (E. coli, Proteus mirabilis, S. aureus,
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Streptococcus pyogenes, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Bacillus) tizerinde meyan
kokiiniin etanol ile ekstraktinin antimikrobiyal etkisini incelemis olup meyan kokiinden elde edilen
ekstraktin glabridin, flabron, likokalson ve glisirizik asit gibi birgok kompleksi icermesi nedeniyle
bakteriler iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmistir.

Calismamizda 6zetle, meyan kokiinden elde edilen fermente sularin E. coli ve S. aureus
iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Fermente 6rnekler arasinda ise, daha
yiiksek biyoaktif madde igermesi nedeniyle L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu one

cikmustir,

In vitro Gastrointestinal Sindirimin Fenolik Bilesikler ve Antioksidan Kapasiteye Etkileri

Meyan kokil ekstraktinin glabridin, glisirizik asit ve aglikonu, likiritijenin, likumarin ve
stigmasterol dahil olmak lizere birgok biyoaktif bilesen igerdigi bilinmektedir (Kaur ve ark., 2013;
Lee ve ark., 2022). Meyan kokiinden elde edilen ekstrakt anti-enflamatuar (Kang ve ark., 2005;
Yokota ve ark., 1998), antioksidan (Fukai ve ark., 2003), antibakteriyel (Mitscher ve ark., 1980) ve
antikanser (Kim ve ark., 2013) gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bununla birlikte, meyan
kokii ekstrakt yiiksek sicaklik, 151k, asidik ve bazik kosullar altinda bozunmaya meyilli olup, sahip
oldugu sindirimi zor saponin gibi yiiksek makromolekiil igerigi viicutta zayif emilimine yol
acabilmektedir (Ao ve ark., 2010). Fermente gidalar saglik {iizerinde cesitli olumlu etkiler
gostermektedir ve mikrobiyolojik olarak {iretilen yeni biyoaktif maddeler onlar1 fonksiyonel iiriinler
haline getirmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan yapilan iglemler, makrobesinler gibi birgok
bitkisel bilesenin yani sira polifenoller ve vitaminler gibi gidada kiiciik miktarlarda bulunan
bilesiklerin igerigini ve biyoerisebilirliklerini de etkiler (Knez ve ark., 2023). Bu nedenle,
calismamizda amaglanan hedeflerden biri de enzim ve fermantasyon uygulamasiyla meyan sularinin
biyoerisebilirliginin artirllmasidir.

Bu anlamda fermente ve fermente olmayan meyan sularina in vitro gastrointestinal sindirim
modeli uygulanmis ve 6rneklerin biyoaktivitelerindeki degisiklikler incelenmistir. Agiz, mide ve
bagirsak sindiriminin sirali simiilasyonunu igeren INFOGEST'in in vitro sindirim modeli (Brodkorb
ve ark., 2019) 6rneklerimize uygulanmis ve agiz, mide ve bagirsak sivilarinin bilesimleri INFOGEST
yontemi referans alinarak hazirlanmastir. In vitro gastrointestinal sindirilebilirlik asamalar1 boyunca
toplam fenolik madde (TFM) ve antioksidan aktivite (DPPH, ABTS) analizleri yapilmis ve Cizelge
4.44°te sonuglart verilmistir.

Fermente olmayan meyan suyunun in vitro gastrointestinal sindirim sistem modeli ile
biyoyararlilik analizinde agiz, mide ve bagirsak asamalarindaki 6rneklerdeki toplam fenolik madde
miktar1 ve DPPH aktivitesi karsilastirildiginda mide > bagirsak > agiz seklinde, ABTS yontemine
gore bagirsak> mide > agiz seklinde miktarsal siralama gostermistir. LAB fermantasyonu ile tiim
orneklerin toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktivite sonuglari in vitro sindirim asamalarinda
oldukca artmis ve bdylece biyoyararliliklar1 da daha fazla olmustur. Agiz, mide ve bagirsak sindirimi
degerlendirildiginde 6rneklerde en diisiik miktarda toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite

igerigi agiz sindiriminde elde edilmistir. Bunun sebebi agiz sindirimi i¢in uygulanan inkiibasyon
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stiresinin  fenolik bilesenlerin gida matrisinden salimimi i¢in  yeterli olmamasindan
kaynaklanabilmektedir. Bu anlamda, fermente Orneklerin biyoaktiviteleri en fazla sindirim
modelinin bagirsak asamasinda ortaya ¢ikmistir. Bu durumun, bagh polifenollerin midenin asidik
ortaminin ve bagirsagin alkali ortaminin etkisinin bir sonucu sindirim sirasinda salinmasi ve serbest
hale gegmesinin neden olabilecegi yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir (Tagliazucchi ve ark., 2010;
Lee ve ark., 2022). LAE ve LPE 6rneklerinin in vitro gastrointestinal sindirim sistemi modeli ile
biyoyararlilik analizi toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite bakimindan degerlendirildiginde
LPE orneginin LAE 6rnegine gore daha yiiksek biyoyararliliga sahip oldugu belirlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar, L. plantarum ile fermente edilen meyan sularinin yiiksek fenolik igerigine sahip
olmasiyla da iliskilidir. Biyoyararlilik agisindan L. plantarum fermantasyonu meyan kokiiniin

aktivitesini artirmastyla 6ne ¢ikmaistir.

Cizelge 4.44. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda meyan suyu orneklerinin toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasitesinde meydana gelen degisimler
TFM (mg/L) DPPH (umol Trolox/L) ABTS (umol Trolox/L)

Agiz FOE 237+4,9° 1549+43,72 6850+33,52
Agiz SKE 361+2,3° 1893+31,6° 8305+218¢
Agiz LAE 383+1,7¢ 2904:+83,2¢ 9462+25,7f
Agiz LPE 618+3,5¢ 3538+85,6¢ 14975+8,4"
Mide FOE 538+13,3¢ 5796+165f 8453+427¢
Mide SKE 602+2,7° 6936+125' 7760+239°
Mide LAE 923+20,4" 5756+117° 8293+264°¢
Mide LPE 109342041 9372+74,9K 18160+123
Bag. FOE 529+25,6° 5456+15,1° 274604221
Bag. SKE 891+24,79 6678+66,99 297874222k
Bag. LAE 1453+88,2 6708+293" 37360+116'
Bag. LPE 1654+31,7% 8814499, 1 48307+429™

*FOE: Fermente olmayan enzimli meyan suyu, LAE: L. acidophilus ile fermente edilen
meyan suyu, LPE: L. plantarum ile fermente edilen meyan suyu, SKE: spontan fermente
edilen meyan suyu, **™ aym sttunda farkli harflendirmeler istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0,05)

4.5. Fermente ve Fermente Olmayan Meyan Sularinin Duyusal Ozellikleri

Bu ¢alisma kapsaminda iiretilen tiim meyan suyu 6rneklerinin duyusal aroma profili ve genel
degerlendirme analizleri 9 kisilik panelist grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Panelistler lezzet
profilini 6nceden belirlenen 9 farkl kritere gére (renk, aroma, tat, acilik, eksilik, tatlilik, tuzluluk,
kalicilik, genel begenilirlik), aroma profilini ise 7 farkli kritere (fermente koku, karamel, topraksi,
baharatimsi, meyan kokii, malt, duman ve yagsi) gore ve 10 puan lizerinden incelemislerdir (Wagner
ve ark., 2016; 2017). Degerlendirme sonuglar1, gorsel olarak daha iyi yansitilmasi i¢in driimeek ag1
diyagrami iizerinde (enzimli ve enzimsiz drnekler olarak) Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de gosterilmistir.

Ornekler, genel degerlendirme analizinde incelendiginde renk, acilik, kalicilik kriterlerinde
fermente olmayan meyan sulari (FOE ve FO) en yiiksek degerleri almistir. Panelistler tarafindan
tadinin en fazla begenildigi 6rnek LPE olurken eksilik kriterinde en yiiksek degerlere karisim bakteri
ile fermente edilen 6rnekler (KarigimE ve Karisim) ve LA 6rnegi sahip olmustur. Eksilik kriterinde
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yiiksek deger alan drneklerin fermantasyon sonucu toplam asitlik degerlerinin de diger 6rneklere
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Aroma agisindan incelendiginde en yiiksek deger fermente
edilmemis meyan suyu Orneklerinde goriilmiistiir. Fakat diger Orneklerin aldigi puanlarda bu
orneklere ¢ok yakin degerlerdedir.

Tathilik acisindan en yiiksek degerlere fermente olmayan 6rneklerin yani sira LPE ve LAE
ornekleri sahip olmustur ve enzim uygulanmis 6rneklerin enzimsiz 6rneklere gore tatliliginin daha
yiiksek algilandig1 belirlenmistir. Tuzluluk tadi tim o6rneklerde diisiik seviyede hissedilmis ve
aralarindaki fark énemsiz bulunmustur. Orneklerde genel begenilirlik degerlendirildiginde LAE
Orneginin panelistler tarafindan en begenilen 6rnek oldugu ve bunu LPE orneginin izledigi

belirlenmistir.

LEZZET PROFILI ENZIMLI
Renk
Genel
Begenilirlik Aroma*

Kahicihk* Tat
Tuzluluk Acihik
Tathhk Eksilik*
| PE LAE KarigimE

a. Enzimli meyan sularina ait 6riimcek ag1 diyagrami

LEZZET PROFILI ENZIMSiZ

Renk
Genel -
Begenilirlik* Aroma
Kalicihk Tat
Tuzluluk = Acilik
Tathhik Eksilik*

e |_P LA Karisim SK e===FQO

b. Enzimsiz meyan sularina ait ériimecek ag1 diyagrami
Sekil 4.37. Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin lezzet profili agisindan duyusal
degerlendirmesi

*Kriterlerde ornekler arasi istatistiksel olarak farki ifade etmektedir (p<0,05). **SKE: Spontan
fermente kontrol enzimli; LPE: L. plantarum ile fermente enzimli; LAE: L. acidophius ile fermente
enzimli; SK: Spontan fermente kontrol enzimsiz; LP: L. plantarum ile fermente enzimsiz; LA: L.
acidophius ile fermente enzimsiz; KarigimE: Karigim kiiltiirle fermente enzimli; Karigim: Karigim
kiiltiirle fermente enzimsiz; FOE: Fermente olmayan enzimli; FO: Fermente olmayan enzimsiz
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AROMA PROFILI ENZIMLI

Fermente Koku*

Yagsi Karamel

Duman*

Topraksi
Baharatimsi
Meyan Kokii*
e | PE e | AE KarisimE SKE = FOE

a. Enzimli meyan sularina ait 6riimcek ag1 diyagrami

AROMA PROFILI ENZIMSIZ
Fermente
Koku*
Yags1* Karamel*
Duman* Topraksi
Malt Baharatimsi
Meyan Kokii*
— P em— A Karisim SK  e===F0O

b. Enzimsiz meyan sularina ait 6riimcek ag1 diyagrami

Sekil 4.38. Fermente ve fermente olmayan meyan sularinin aroma agisindan duyusal
degerlendirmesi

*Kriterlerde 6rnekler arasi istatistiksel olarak farki ifade etmektedir (p<0,05). *SKE: Spontan

fermente kontrol enzimli; LPE: L. plantarum ile fermente enzimli; LAE: L. acidophius ile fermente

enzimli; SK: Spontan fermente kontrol enzimsiz; LP: L. plantarum ile fermente enzimsiz; LA: L.

acidophius ile fermente enzimsiz; KarigimE: Karigim kiiltiirle fermente enzimli; Karigim: Karigim

kiiltiirle fermente enzimsiz; FOE: Fermente olmayan enzimli; FO: Fermente olmayan enzimsiz

128




Fermente meyan suyunda yapilan duyusal analiz sonucunda fermente koku ve topraksi
kokuda karisim ve LA Orneklerinin diger fermente orneklere kiyasla one c¢iktigi goriilmektedir.
Sonucun o6rneklerin yiiksek asitlik degerleri ile de uyumlu olarak fermente kokularinin da daha
siddetli hissedildigi belirlenmistir. Fermente olmayan kontrol 6rneklerinde (FOE ve FO) fermente
kokuya rastlanmamustir. Orneklerde hissedilen topraksi kokularin meyan suyunda bulunan ugucu
fenolik bilesikler ile iliskili oldugu literatiirde de bildirilmistir (Wagner ve ark., 2016; 2017).

Karamel kokusu, baharatimsi koku ve meyan kokii kokularinda ise fermente olmayan kontrol
orneklerinin (FOE ve FO) yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Fermantasyon sonucu olusan
yeni aroma bilegiklerinin 6rneklerin kokusunda beklenildigi tizere degisiklige neden oldugu ve
spesifik meyan kokii aromasinin degistigi belirlenmistir. Dumansi kokuda LPE ve KarisimE
orneklerinin 6ne ¢iktig1 belirlenmis ve bu koku karakterinin de yine ugucu fenolik bilesikleri ile
iliskili oldugu belirtilmistir (Wagner ve ark., 2016; 2017).

Ozetle, yapilan ayrintili duyusal degerlendirme sonucunda, panelistler tarafindan fermente
olmayan meyan suyu orneklerinden enzimli olan 6rnek en fazla begenilmistir. Fermente meyan
sularinda ise benzer olarak enzim uygulanan 6rnekler daha ¢ok begenilmistir. Enzimli 6rneklerden
L. acidophilus ile fermente edilen enzimli meyan suyu (LAE) en fazla begenilmis ve bu 6rnegi L.
plantarum ile fermente edilen diger enzimli meyan suyu (LPE) izlemistir. Her iki bakterinin de
karigim kiiltiirlerinin kullanilmis oldugu 6rneklerde (Karisim ve KarisimE) fermantasyon daha hizl
ilerlemis ve asitlik maksimum diizeye ulasmistir. Karigim kiiltiirleri ile elde edilen enzimli 6rnek
panelistler tarafindan ¢ok begenilmemis ve spontan fermente 6rnegiyle genel begeni kriterinde yakin
puanlar almistir. Bu nedenle, enzim ve tekli bakteri ile fermantasyon uygulanmis 6rnekler bu ¢alisma

sonucunda 6ne ¢gikmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, lilkemizde katma degerli iiriinlere islenmeyen ve sadece yurtdisina kok olarak
ihrag edilen degerli bir bitki olan meyan kokiinden (Glycyrrhiza glabra) fermente meyan suyu
iiretimi gergeklestirilmistir. Calismada 6ncelikle meyan suyu iiretimi icin ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonu yapilmis ve elde edilen meyan suyunun fenolik bilesikleri, aroma bilesikleri,
glisirizin, seker ve HMF igerigi, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ve genel kimyasal
oOzellikleri detayli olarak karakterize edilmistir. Ayrica, icerdigi bilesenlerin biyoyarayisliliklarim
arastirmak i¢in simiile in vitro gastrointestinal (GI) sindirim modeli meyan suyu Orneklerine
uygulanmstir.

Ikinci asamada, optimize edilmis kosullarda hazirlanan ve pastdrize edilen meyan suyuna,
Lactobacillus tiirleri kullanilarak ve ti¢ farkli sekilde (L. plantarum, L. acidophilus ve L. plantarum
+ L. acidophilus) fermantasyon uygulanmis ve fermente meyan suyu firetilmistir. Ayrica,
fermantasyon Oncesi pastdrize meyan suyuna enzim uygulamasi yapilarak fermantasyon oncesi
pastdrize meyan suyunun aroma potansiyeli ve biyoaktivitesi artirilmistir. Uretilen fermente meyan
sularinin  ayrintili fizikokimyasal karakterizasyonun yapilmasinin yani sira biyoaktiviteleri
antioksidan, antimikrobiyal ve antihipertansif aktivite 6lgiimleri ile belirlenmistir.

Bu aragtirmadan elde edilen bulgular asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

e  Yapilan optimizasyon caligmasi sonunda, cevap ylizey yonteminin (CYY) Onerdigi
optimum kosullar istenilebilirlik kosulunu saglamis ve kosullar SCKM, toplam fenolik
madde miktar1 (TFM), antioksidan kapasite (DPPH), likiritin ve 3-hidroksi-2-metil-4H-
piran-4-on (maltol) miktarlar1 i¢in 50°C sicaklik, 0,68 kati/sivi oram1 ve 3 saat
ekstraksiyon olarak belirlenmigtir. Optimum kosulun dogrulugunun tespiti igin
belirlenen optimum noktada deneysel sonuglar elde edilerek, sonucun sistem tarafindan
belirlenen %95 giiven aralig1 igerisinde olup olmadigi kontrol edilmis ve sonuglar,
deneysel sonuglarin tahmin edilen degerlerle iyi bir sekilde korele oldugunu
gostermistir.

e  Optimum kosullarda iiretilen meyan sularinin 23.2°B’e; 0.08 mg/L toplam asitlige;
sakkaroz, glikoz ve fruktozdan olusan toplam 46 g/L seker igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. Meyan sularinin ayrica, yiiksek toplam fenolik igerigi, glisirizik asit
konsantrasyonu ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu yapilan analizlerde
belirlenmistir.

e  Optimum kosullarda iiretilen meyan sularinda, LC-MS/MS ile belirlenen likiritin,
izovilantin, likiritin apirosit bilesiklerini igeren toplamda dokuz adet fenolik bilesik

belirlenmistir.
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Meyan sularinda AEDA yo6ntemi ile toplamda 26 aroma-aktif bilesik belirlenmistir. Bu
bilesiklerden 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit (vanilya), gayakol (dumansi), 2,5-
dietilpirazin (kavrulmus findik) ve 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on (karamel) yiiksek
aroma seyreltme degerlerine (FD) sahip olarak meyan suyu aromasina biiyiik oranda
katki saglamiglardir.

Optimum kosullarda iiretilen meyan sular1 pektolitik enzim uygulamasi sonrasi farkli
LAB suslari ile (L. acidophilus, L. plantarum ve karigsimi) fermantasyon uygulanmustir.
Enzim uygulamasimin meyan sularinin toplam ve bireysel seker igeriklerinin enzim
uygulamasi ile artig gosterdigi ve dolayisiyla tatli tadin arttigi belirlenmistir.

Meyan sularinin fermantasyon takibi giinliik pH ve asitlik 6l¢iimii ile yapilmustir.
Bakteri eklenmis oOrneklerde fermantasyonun 7. giin sonunda dengeye geldigi ve
iiriinlerin asitlik pH dengesinin saglandigi gézlemlenmistir. Spontan fermantasyona
birakilan kontrol orneklerinin degerlerinin dengeye gelmesi ise 8 giin siirmiistiir.
Fermantasyon boyunca 6rneklerin pH’sinda azalma, asitliginde ise artig belirlenmistir.
Fermantasyonu tamamlanan 6rneklerin genel izlenim ve aroma bagliklar1 altinda toplam
16 farkli kritere gore duyusal analizi yapilmis ve fermantasyon 6ncesi enzim uygulanan
ornekler, uygulanmayanlara gore panelistler tarafindan daha fazla begeni almislardir.
Duyusal analiz sonucunda en fazla begenilen 6rnekler L. acidophilus ile fermente edilen
ornek (LAE) olmus ve bunu L. plantarum eklenen 6rnek (LPE) izlemistir. Karigim
bakteri kiiltiirii ile fermente edilen 6rnek, asitliginin de daha fazla olmasi nedeniyle
panelistler tarafindan tercih edilmemistir.

Fermantasyon ve depolamanin  Orneklere etkileri incelendiginde, LAB
fermantasyonunun Orneklerin seker iceriginde artisa neden oldugu ve bu durumun
fermantasyon sirasinda, LAB ve diger mikroorganizmalarin karmasik seker
molekiillerini (oligosakkaritler ve polisakkaritler) metabolize ederek daha basit
sekerlere parcalamalarindan kaynaklandigi belirlenmistir. Depolama siiresince ise, tiim
orneklerin seker igeriginde siirekli bir azalma oldugu belirlenmistir. Bu durumun da
depolama siiresince, LAB suslarindan salgilanan galaktozidazin sekerlerin hidrolizine
neden olmasindan kaynaklanabilecegi belirlenmistir.

Fermente ve fermente olmayan meyan suyu 6rneklerinde okzalik asit, sitrik asit, tartarik
asit, malik asit, kuinik asit ve laktik asit olmak {izere toplamda 5 farkli organik asit
belirlenmistir. Fermantasyon siirecinde beklenildigi gibi organik asit miktarinda da artis
olmustur. Depolama sirasinda ise bilesiklerin miktarinda dalgalanma olmus olup sadece
laktik asit i¢erigi tim fermente edilmis Orneklerde istikrarli bir sekilde artmis ve en

yiiksek seviyelerin 90. giinde LPE 6rneginde oldugu belirlenmistir.
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Fermantasyonun fenolik bilesiklere etkisi incelendiginde, tiim 6rneklerde bilesiklerin
miktarinda fermantasyon ile fermente olmayan meyan sularina gore ii¢ kata kadar artis
oldugu belirlenmistir. Orneklerin toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktivitesinde
olan artisgin L. plantarum’un glikozile fenolik bilesikleri deglikozile ederek hiicre
duvarlarindan serbest birakma yeteneginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Aroma bilesiklerinin fermantasyon islemi ile tiim 6rneklerde konsantrasyonlarinin
arttig1 belirlenmistir. Caligmamizda fermente meyan sularinin aroma bilesimine
depolamanin etkisi incelendiginde, 1., 30., 60. ve 90. giinlerde yapilan analizler
sonucunda toplam aroma miktarlarinda azalma belirlenmistir. Fakat 6zellikle LAB ile
fermente edilen orneklerde depolama sonunda 6nemli miktarda aroma maddesinin
korundugu belirlenmistir.

Fermente meyan suyu 6rneklerinde koku seyreltme (FD) faktorleri 4 ile 1024 arasinda
degisen toplam 35 adet aroma-aktif bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler arasinda, 3-
hidroksi-2-biitanon (yagsi, tatli), gayakol (dumansi), 3-hidroksi-2-metil-4H-piran-4-on
(karamel) ve 4-hidroksi-3-metoksibenzoaldehit (vanilya) bilesikleri yiiksek FD
degerleri ile 6ne ¢ikmugtir.

Fermente ve fermente olmayan meyan sularmin igerdigi  bilesenlerin
biyoerisebilirlikleri in vitro gastrointestinal sindirim sistemi modeli ile belirlenmistir.
LAB fermantasyonu ile tiim 6rneklerin toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktivite
sonuglari in vitro sindirim asamalarinda oldukga artmis ve boylece biyoyararliliklar da
daha fazla olmustur. Ayrica, biyoyararlilik analizi toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite bakimindan degerlendirildiginde LPE orneginin LAE Ornegine gore daha
yiiksek biyoyararliliga sahip oldugu belirlenmistir.

Meyan suyu Orneklerinin antihipertansif aktiviteleri anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) inhibisyonu yontemiyle belirlenmistir. Fermente olmayan meyan sularinin
%23,06 oraninda ACE aktivitesini inhibe ettigi ve fermente drneklerin ise iki kata kadar
daha fazla aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu veriler, meyan sularinin kan basincinin
yonetimi ve kardiyovaskiiler sagligin desteklenmesinde dogal bir etmen olarak
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Ozetle, meyan suyunun iiretim kosullarimin optimizasyonu ve fermentasyon
kosullariin érneklerde biyoaktif ve aroma-aktif bilesenler ile saglik iizerine etkileri ilk
kez detayli bir sekilde arastirllmistir. Elde edilen bulgular, enzim uygulamasi ve
fermantasyonun meyan suyunun lezzetini  gelistirdigini, aroma igerigini
zenginlestirdigini, fenolik bilesenlerini artirdigin1  ve antioksidan aktivitesini
giiclendirdigini ortaya koymaktadir. Meyan kokiiniin igerdigi kompleks glikozitler

nedeniyle insan viicudunda yararl bilesiklerinin biyoerisebilirliklerinin kisith oldugu
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bilinmektedir. Calismamizda gergeklestirdigimiz enzim ve fermantasyon uygulamalari
ile bilesiklerin biyoerisebilirlikleri artmigtir. Ayrica, fermantasyonun meyan suyunun
antihipertansif aktivitesini {i¢ kata kadar artirdigi belirlenmistir. Calismamizda,
fermente meyan sularinin 90 giin depolama boyunca aroma, fenolik bilesik ve
antioksidan aktivitelerinde azalma olmasina ragmen bu 6zelliklerinin biiyiik oranda
korundugu belirlenmistir. Bu sonuglar, meyan suyu {iiretimi ve tliketimiyle ilgili
sektorler igin onemli uygulamalar sunmaktadir. Onerimiz, bu bulgularm ticari lgekte
degerlendirilerek, biyoaktif bilesenler agisindan zengin meyan suyu iiretiminde
kullanilmas1 ve saglik yararlarinin daha genis kitlelere ulastirilmasi igin ¢aligmalara

devam edilmesinin saglanmasidir.
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