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Zeytinyagi iiretimi esnasinda biyoaktif bilesenlerce zengin pirina ve karasu olarak adlandirilan
artik ve atik triinler agiga c¢ikmaktadir. Bu calismada, pirina ve karasu igerisinde bulunan fenolik
bilesenlerin ekstraksiyonu, karakterizasyonu, fonksiyonel o6zelliklerinin belirlenmesi ve akabinde
firincilik irtinlerinde fonksiyonel ingrediyen olarak kullanilabilirliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
amaclar dogrultusunda, pirina ve karasu fenolik bilesenleri etanolik ekstraksiyon yontemi kullanilarak
ekstrakte edilmis ve fenolik bilesenlerin kalitatif ve kantitatif incelenmesi LC-MS/MS cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. ~ Uriinlerin ~ antioksidan  6zellikleri ~ 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikalinin
inhibisyonu (DPPH), 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolin-sulfonik asit radikalinin inhibisyonu (ABTS) ve
ferrik iyonlarmni indirgeme kuvveti (FRAP) yontemleri ile spektrofotometrik olarak; gida kaynakli ve
insan patojeni bazi mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal kapasiteleri ise disk difiizyon ve kuyucuk
yontemleri ile belirlenmistir. Pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin fenolik iceriklerinin sirasiyla %5.45
ve %2.41 olduklar1 tespit edilmistir. Pirina etanolik ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin karasu
muadillerine kiyasla istatistiksel olarak (p<0.05) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. LC-MS/MS analizi
sonucunda pirina etanolik ekstraktinda 26 adet, karasu etanolik ekstraktinda ise 20 adet fenolik bilesige
rastlanilmigtir. Pirina etanolik ekstraktinda baskin fenolik bilesigin Iuteolin (458.65 ng/mg), karasu
etanolik ekstraktinda ise 3-hidroksitrosol (109.55 ng/mg) oldugu tespit edilmistir. Bazi maya, kiif ve
bakteriler iizerine antimikrobiyal etkilerini inceledigimiz analiz sonucunda (disk diflizyon ve kuyucuk
yontemi) her iki ekstraktinda ¢aligmaya dahil edilen maya ve kiifler lizerine herhangi bir antimikrobiyal
etkisinin olmadig1, ancak ¢aligmaya dahil edilen bakteriler iizerine ise farkli diizeylerde etki gosterdigi
sonucuna ulagilmistir.

Akabinde elde edilen ekstraktlar, ekmek iiretimine fonksiyonel bilesen olarak farkli oranlarda
(%0.5, %1 ve %2) ilave edilmis ve duyusal agidan genel begeni puani kabul edilebilir diizeyde olan
ekmek ornekleri besinsel (nem, kiil, yag, protein, diyet lifi, fenolik madde), fiziksel (agirlik, hacim,
spesifik hacim), tekstiirel (TPA analizi) ve fonksiyonel (antioksidan kapasiteleri glisemik indeks
degerleri) oOzellikleri agisindan degerlendirilmistir. Artan etanolik ekstrakt miktarma bagli olarak
ekmeklerin duyusal 6zelliklerinde 6nemli bir diisiis oldugu tespit edilmis olmasina ragmen, %0.5, %1,
%2 pirina etanolik ekstrakt ve %0.5 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek drneklerinin duyusal agidan
kabul edilebilir diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ekmek Orneklerinin tekstiir analiz sonuglar
incelendiginde ilave edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttikca sertlik, sakizimsilik ve c¢ignenebilirlik
parametrelerinde artis, kohesiflik degerinde ise azalis gozlemlenmistir. Artan fenolik ekstrakt miktariyla
birlikte, ekmek 6rneklerinin toplam fenolik ve antioksidan kapasitelerinde artig oldugu gézlemlenmistir.



Elde edilen veriler, zeytinyag: endiistrisi artik ve atik iirlinleri olan pirina ve karasuyun, fonksiyonel gida
iiretiminde kullanilabilecek biyoaktif bilesenlerin (fenolik bilesenlerin) iiretimi i¢in hammadde olarak
kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan aktivite, ekmek, fenolik bilesik, karasu, pirina
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Olive pomace and blackwater are important bydproducts of olive oil industry, which are rich in
bioactive components. In this study, it was aimed to extract, characterize and determine the functional
properties of phenolic compounds in pomace and blackwater and then to investigate their usability as
functional ingredients in bakery products. For these purposes, phenolic compounds of pomace and
blackwater were extracted using ethanolic extraction method and qualitative and quantitative analysis of
phenolic compounds were carried out using LC-MS/MS. The antioxidant properties of the products were
determined spectrophotometrically through 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH), 2,2-azinobis
[3-ethylbenzothiazoline-sulfonic acid radical (ABTS) and ferric ion reducing power (FRAP) assays;
antimicrobial capacities of the products against some foodborne and human pathogenic microorganisms
were determined through disk diffusion and well methods. The phenolic contents of pomace and
blackwater ethanolic extracts were found to be 5.45% and 2.41%, respectively. The antioxidant capacities
of pomace ethanolic extracts were found to be statistically (p<0.05) higher than those of their blackwater
counterparts. LC-MS/MS analysis revealed 26 phenolic compounds in pomace ethanolic extract and 20
phenolic compounds in blackwater ethanolic extract. Luteolin (458.65 ng/mg) was found to be the
dominant phenolic compound in pomace ethanolic extract and 3-hydroxytrosol (109.55 ng/mg) in
blackwater ethanolic extract. As a result of the analysis of antimicrobial effects on some yeasts, molds
and bacteria (disk diffusion and well method), it was concluded that both extracts did not have any
antimicrobial effect on yeasts and molds, but showed different levels of effect on bacteria tested.

Subsequently, the extracts were added at different ratios (0.5%, 1% and 2%) as functional
ingredients in bread formulation and the bread samples with an acceptable overall sensory score were
evaluated for their nutritional (moisture, ash, fat, protein, dietary fiber, phenolic matter), physical (weight,
volume, specific volume), textural (TPA analysis) and functional (antioxidant capacity and glycemic
index values) properties. Although it was determined that there was a significant decrease in the sensory
properties of the breads due to the increasing amount of ethanolic extract, it was determined that the bread
samples with 0.5%, 1%, 2% pomace ethanolic extract and 0.5% blackwater ethanolic extract were at an
acceptable level in terms of sensory properties. When the texture analysis results were analyzed, it was
observed that the hardness, chewiness and chewyness parameters increased and the cohesiveness value
decreased as the amount of ethanolic extract added increased. It was determined that the total phenolic
and antioxidant capacities of bread samples increased with increasing phenolic extract amount. The data



obtained show that pomace and blackwater, which are residual and waste products of olive oil industry,
can be used as raw materials for the production of bioactive components (phenolic components) that can
be used in functional food production.

Keywords: antioxidant activity, bread, phenolic compound, waste water, pomace
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a* : (+) kirmizi, (-) yesil renk degeri
b* : : (+) sar1, (-) mavi renk degeri
Hue: renk 6zii

g: gram

mg: miligram

kg: kilogram

L: litre

ml: mililitre

ul: mikrolitre

dk: dakika

S: saniye

mM: milimolar

rpm: dakika bagina devir
mm: milimetre

mmol: milimol

°C: Santigrat derece

Na: sodyum
Mg:magnezyum

K: potasyum

Ca: kalsiyum

Mn: mangan

Fe: demir

Ni: nikel

Cu: bakir

Zn: ¢inko

Cd: kadmiyum

Nm: nanometre

Kisaltmalar

FAQ: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu

TUIK: Tiirkiye istatistik kurumu

EFSA: Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

FDA: Amerika Birlesik Devletleri gida ve ilag dairesi

GRAS: genel olarak giivenilir kabul edilen

FAOSTAT: gida ve tarim orgiitii

AOAC: Association of Official Analytical Chemists

TEPGE: Tarimsal ekonomi ve politika gelistirme enstitlisii midirligi
TUP: Tarm iiriinleri piyasas

TFM: Toplam fenolik madde

DPPH: 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikalinin inhibisyonu

ABTS: 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolin-sulfonik asit radikalinin inhibisyonu
FRAP: Ferrik iyonlarini indirgeme kuvveti

TPA: Tekstiir profil analizi

GAE: Gallik asit esdegeri

TE: troloks esdegeri
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Std: standart sapma
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1. GIRIS

Zeytin (Olea europaea L.) Oleaceae familyasina ait, iliman bolgelerde
yetisen bir meyve tiiriidiir. Bu sebeple, daha ¢ok Akdeniz’e kiyisi bulunan iilkelerde
(Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Suriye, Fas, Fransa ve Portekiz)
yetistiriciligi gerceklesmektedir. 2021 yilinda diinya genelinde 23 milyon ton zeytin
iretimi gergeklestirilmistir (FAO, 2024; TEPGE,2024). Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Organizasyonu (FAO) 2021 verilerine gore Ispanya diinya zeytin iiretim
miktarinin %35’ini karsilamakta olup, bunu sirasiyla Yunanistan (%13), Italya
(%10), ve Tirkiye (%7) takip etmektedir. FAO 2022 verilerine gore Tiirkiye, yillik
2,976 milyon zeytin iiretimi ile Ispanya’dan sonra (3,940 milyon) diinyada en ¢ok
zeytin treten 2. iilke konumuna gelmistir (Yunanistan’in 2022 yilina ait toplam
zeytin iiretim miktar1 FAO veri tabanindan erisilememistir). TUIK verilerine gore
Tiirkiye’de dane zeytin tiretim miktar1 2022 yilinda 2.976.000 tondur. Dolayisiyla,

zeytin ekonomik ag¢idan Tiirkiye i¢in 6nemli bir zirai tirlin konumundadir.

Diinya genelinde iiretilen zeytin meyvesi sofralik zeytin ve yaglik zeytin
olarak islenebilmektedir. Diinyada iiretilen zeytinin yaklasik %10’luk kism1 sofralik
zeytin olarak degerlendirilirken, geri kalan kisminin (%90) ise zeytinyagi liretiminde
kullanildig1 diistintilmektedir (Goneng; 2011). Tiirkiye’de ise 2022 yilinda {iretilen
toplam 2.976.000 ton zeytinin, 938 bin tonunun (%31.5’inin) sofralik zeytin, 2.038
bin tonunun (%68.5’inin) ise yaglik zeytinden olustugu bildirilmistir (TEPGE TUP,
2024).

Zeytinyagi Uretimi i¢in fabrikaya gelen zeytinler yikanip, yaprak ve
saplarindan ayrilistirtlir. Akabinde, temizlenen zeytinler presleme islemine tabi
tutulur. Presleme sonrasinda olusan zeytin posasina su eklenerek malakasyon, yani
yogurma iglemi gergeklestirilir. Yogrulup homojen hale gelen zeytin posasi
dekantasyona (yatay santrifiij) gonderilir. 2 fazli {iretimde dekantasyondan yalnizca
pirina ¢ikarken, 3 fazl {iretimde pirina ve dekantasyon atik suyu agiga ¢ikar. Sulu
zeytinyagl dikey santrifiij ile zeytinyagr ve su ayrilir. Soguk sikim olarak
adlandirilan zeytinyagi 27 °C’nin altinda islenen zeytinyagidir. Natiirel zeytinyagi
yalnizca fiziksel islemlere tabi tutulan; riviera zeytinyagi ise fiziksel islemlerin

yaninda bazi kimyasal islemlere de (deoderizasyon- koku giderme, degumming



yapiskan maddelerin uzaklastirilmas: gibi) tabi tutulmasiyla elde edilen yag
cesididir. Soguk sikim zeytinyagi, iiretim prosesinde diisiik sicakliklar kullanilmasi
nedeniyle zeytinin bilesimindeki yararli bilesenleri (fenolikler gibi) yiiksek oranda

icermesi ve diger zeytinyagi tiirlerine gore daha aromatik olmasi ile taninmaktadir.

Zeytinyag1 iretimi sirasinda bazi atik ve artik iirlinler olusmaktadir. Bu
atiklarin kati kismi pirina, sivi kismi ise karasu olarak adlandirilmaktadir. S6z
konusu bu atiklar, besinsel agidan (fenolik bilesenler, antioksidan maddeler ve diyet
lifleri agisinda) zengin olmakla birlikte, igerdikleri organik maddelerden dolayi
armdirilmadan gevreye birakildiklarinda dogaya biiyiik zarar vermektedirler. Igermis
olduklar1 organik maddeler ekstrakte edilip, fonksiyonel &zelliklerinden
yararlanilarak gidalara ikame edilmesi gibi degerlendirilme potansiyelleri
bulunmaktadir. Diinya genelinde iiretilen zeytinlerin biiyiik bir bolimii zeytinyagi
iiretiminde kullanildigindan dolay1, her y1l dnemli miktarlarda pirina ve karasu aciga
cikmaktadir. Cevre saghgi, strdirilebilirlik, katma deger, yeni is kollarinin
olusmasi, istthdam saglanmasi ve yeni fonksiyonel gidalar {iretimi i¢in pirina ve

karasudan faydali bilesenlerin ekstraksiyonu 6nem kazanmustir.

Pirina ve karasu fizyolojik 6neme sahip fenolik bilesenler agisindan oldukga
zengin artik ve atik iriinlerdir. Fenolik bilesenler, kimyasal yapilarinda en az bir
aromatik halka ve bu halkaya bagh bir ya da daha fazla hidroksil grubu bulunduran

bilesikler olarak tanimlanmaktadir (Pereira ve ark., 2009).

Fenolik  bilesenlerin  fizyolojik  etkilerinin  bilimsel  caligmalarla
belirlenmesiyle birlikte, tiiketici ve iireticilerin fenolik bilesenlere olan ilgisi her
gecen giin artmaktadir. Ornegin fenolik bilesenler antimikrobiyal, antioksidan, anti-
kanserojenik Ozelliklerinden dolayr saglik agisindan biiyilk Oneme sahiptirler.
Fenolik bilesenler lezzet gelisimine etki ettiklerinden iriintin  duyusal
karakterizasyonunun olusmasinda ve stabiliteyi artirarak oto-oksidasyona karsi
besinsel kalitenin korunmasinda rol oynarlar (Bianco ve Uccella, 2000; Savarese ve
ark., 2007; Uylaser ve Yildiz, 2014). Bu etkilerinden dolay1 fenolik bilesenlerin gida
endiistrisinde gida {irilinleri iiretiminde dogal zenginlestirici ajan olarak kullanimi

amaciyla biiyiik ilgi gérmekte ve bu ilgi giderek artmaktadir.



Bu calismada, zeytinyagi endistrisi artitk ve atik riinii olan pirina ve
karasudan fenolik bilesenlerin ekstrakte edilmesi, bilesimlerinin ve fonksiyonel
Ozelliklerinin belirlenmesi ve akabinde gida endiistrisinde fonksiyonel ({iriin
iretiminde ingrediyen olarak kullanilabilirliklerinin ekmek model {iriinii iizerinde

belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Zeytin
Zeytin (Olea europaea L.) yag, antioksidatif fenolikler, mineraller ve diyet

lifleri acisindan zengin (Cizelge 1), ¢ogunlukla Akdeniz iklim kosullarina sahip
iilkelerde yetisen, bir meyve ¢esididir. Yapilan analitik ve klinik ¢alismalar zeytin
bilesenlerinin insan sagligi iizerine olumlu etki gosterebilecegini ortaya koymustur
(Guo ve ark., 2018). Ornegin, biinyesinde yiiksek miktarda doymamis yag asitlerini
(oleik ve linoleik asitler) ihtiva etmesinden dolay1, zeytin (ve zeytinyagi) tiiketiminin
kolesterolii dengeledigi, kalp ve damar hastaliklarina karsit koruyucu rol oynadigi
bilinmektedir (Ghanbari ve ark., 2012). Aym sekilde, yliksek miktarda igermis
oldugu antioksidatif karakterdeki fenolik bilesenlerin, metabolizma sirasinda ortaya
cikan serbest radikallerin inaktivasyonunu saglayarak, kansere ve strese dayali
hastaliklara karsi koruyucu etkiler gostermektedir (Ghanbari ve ark., 2012; Uylaser
ve Yildiz, 2014). ilaveten, iceriginde bulunan yiiksek miktardaki vitamin (A ve E
vitaminleri) ve mineral maddeler (kalsiyum ve demir) bagisiklik sisteminin
kuvvetlenmesine katki saglamaktadir (Ghanbari ve ark., 2012).

Cizelge 1. Zeytinin (Olea europaea L.) besinsel kompozisyonu (Tanilgan ve ark.., 2007; Uslu ve
Ozcan, 2020).

Besin Miktar (%)*
Nem 35.3-59.2

Ham protein 0.8-2.0

Ham yag 17.7-36.0
Doymamis yag** 81.0-87.5
Doymus yag*** 12.5-19.0

Ham lif 3.6-7.0

Kiil 0.6-1.2
Toplam fenolik 2000-8500%****

*Ulkemizde yetisen Gemlik, Kilis, Uslu, Tirilye ve Ayvalik zeytin gesitlerinin igermis olduklar en diisiik
ve en yiiksek degeri ifade etmektedir.

**Qleik, linoleik ve linoleik asitlerin toplamini ifade etmektedir.

***Palmitik ve stearik asitlerin toplamini ifade etmektedir.

****mg GAE/kg



Zeytin meyvesinin kimyasal bilesenlerinin oranlarini meyvenin g¢esidi, yetistigi
ortam, yetistirme yontemleri, cografi koken ve olgunluk diizeyi etkilemektedir. Zeytin
meyvesinde bulunan fenolik bilesenler, meyve kabugunun kahverengilesmesinde,
duyusal ve aromatik ozelliklerinde etkili olmakla birlikte, bitkinin farkli kisimlarina
antimikrobiyal etki de gostermektedirler (Ghanbari ve ark., 2012, Boskou 1996).

Zeytin meyvesinin sekli oval sert ¢ekirdekli, yaklasik 2-3 c¢m boyutunda bir
meyvedir. Zeytin meyvesi kabuk (epikarp), pulp (mezokarp) ve tas (endokarp) olarak 3
boliimden olusur. Epikarp kismi yani kabuk, olgunlasma sirasinda agik yesil renkten
sirasityla mora kahverengiye ve siyah rengine doner (Ghanbari ve ark., 2012). Zeytin
meyvesinin olgunlagmasi normal iklim kosullarinda 5 ay kadardir, soguk iklim
biiylimeyi ve olgunlagmayi olumsuz yonde etkilemektedir (Ghanbari ve ark., 2012,
Boskou 1996).

Besinsel degerinin yaninda, zeytin ekonomik agidan olduk¢a 6nemli olan bir
tarimsal iiriindir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu (FAQO) verilerine
gore, 2021 yilinda diinya genelinde 23.499.054 ton zeytin danesi hasat edilmis olup, bu
hasadin %35'i Ispanya, %13' ii Yunanistan %10’u Italya ve %7' si Tiirkiye tarafindan
gerceklestirilmistir (FAOSTAT, 2024). Diinya genelinde, iiretilen zeytinin %10" u
sofralik ve geri kalan %90°lik kismi ise zeytinyag: {iretimi icin degerlendirilmektedir

(Goneng, 2011).

Diinya genelinde iiretilen zeytin meyvesi sofralik zeytin ve yaglik zeytin
olarak islenebilmektedir. Diinyada iiretilen zeytinin yaklasik %10’luk kism1 sofralik
zeytin olarak degerlendirilirken, geri kalan kisminin (%90) ise zeytinyagi liretiminde
kullanildig1 diistintilmektedir (Goneng; 2011). Tiirkiye’de ise 2022 yilinda {iretilen
toplam 2.976.000 ton zeytinin, 938 bin tonunin (%31.5’inin) sofralik zeytin, 2.038
bin tonunun (%68.5’inin) ise yaglik zeytinden olustugu bildirilmistir (TEPGE TUP,
2024).

2.2. Zeytinyagi

Zeytinyag1 genellikle zeytin danesinin preslenmesi sonucu elde edilmektedir.

Zeytinyag iiretiminde kullanilan yontemler yag ayirma sistemlerindeki farkliliga gore



ikiye ayrilmaktadir; 1) kesikli tiretim, 2) siirekli Gretim. Kesikli yontem, yagin hidrolik
presler yardimiyla ¢ikarilmasi esasina dayanmakta olup, geleneksel presleme yontemi
olarak da adlandirilmaktadir. Siirekli iiretim sistemleri ise daha modern bir yontem olup,
yagin santrifiij kuvveti yardimiyla cikartilmasi esasma dayanmaktadir. Ulkemizde ve
diinyada ticari zeytinyagi isletmelerinde genel olarak siirekli iiretim sistemleri
kullanilmaktadir. Siirekli sistemler ile zeytinyag: liretimi genel olarak bes asamadan
olusmakta olup, bunlar 1) zeytinin temizlenmesi (yaprak ayirma, yikama), 2) Kirma-
ezme, 3) malaksasyon (yogurma ve 6giitme), 4) dekantasyon (santriflij kuvveti ile kati
ve sivi kismin ayrilmasi), 5) Seperasyon (su ve diger kalintilarin santrifiij kuvveti ile
ayrilmasit). Siirekli iiretim sistemleri, liretim esnasinda dekantdre su ilave edilip
edilmemesine gore iki fazli ve ti¢ fazli olmak lizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 2). Su
tasarrufunun daha fazla olmasindan ve elde edilen zeytinyagmin daha dayaniklh
olmasmdan (daha fazla antioksidan bilesen icerdiginden dolay1 daha stabil zeytinyagi
elde edilmesinden) dolayi, giiniimiizde iki fazl iiretim sistemleri daha yaygin sekilde

kullanilmaya baslanmistir (Baysan ve ark. 2023).

a)
Su Su Su Su
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Zeytin toplama Yaprak ayirma ve ylkama  Kirma ve ezme Ogiitme Dekantasyon Yag ve su
1000 ton zeytin malakasyon Santrifij aynimasi
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Zeytin loplama Yaprak ayirma ve yikama  Kirma ve ezme Oglitme Dekantasyon Yag ve su
1000 ton zeytin malakasyon Santrifi) ayriimasi
(%25 yag, %45 nem, %30 gekirdek + posa)
J ‘ J '
Yikama suyu Pirina Seperatde Zeytinyadi
180 m? 900 ton suyu 226228 ton
(%70 nem) 72103 m*

Sekil 1.a) Ug fazli zeytinyag: iiretim prosesi, b) iki fazli zeytinyag iiretim prosesi (Cevre ve Sehircilik
Bakanlig1 internet sitesinde verilen bilgiler dogrultusunda yeniden ¢izilmistir- https://zeytinay.csb.gov.tr).



Sekil 1’de goriildiigii lizere, zeytinyagi TUretimi esnasinda kati ve sivi
atiklar/artiklar ortaya ¢ikmaktadir. Kati artik, dekantdrden elde edilen ¢ekirdek, kabuk
ve posadan olusan ve pirina olarak adlandirilan kisimdir. Pirina degisik amaglarla
(glibre, yakit ve hayvan yemi olarak) kullanildigindan dolayi, atik yerine artik olarak
adlandirilmaktadir. Pirina, yiiksek miktarda diyet lifi, protein ve fenolik bilesen
icermektedir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Zeytinyagi tiretiminde (iki fazli iretim prosesi) ag¢iga ¢ikan pirinanin kompozisyonu (Souilem
ve ark., 2017).

Besin Miktar (o)
Nem 56.80+2.2
Yag 4.50+1.7
Protein 2.87+0.0

Diyet lifi

Seliiloz 14.54+0.2
Hemiseliiloz 6.63+0.4
Lignin 8.54+0.2
Toplam seker 0.83+0.0
Fenolik bilesen 2.43+0.2

Siv1 atiklar ise karasu (dekantdrden ve seperatorden elde edilen sivi) ve yikama
suyu olarak iki gruba ayrilmaktadir. Karasu, biinyesinde organik bilesenleri (polifenolik
bilesenler, sekerler, mineraller) yiiksek oranda ihtiva ettiginden dolay1 (Cizelge 3), cok
yiiksek organik kirlilik yiikiine sahiptir (karasuyun biyolojik oksijen ihtiyacit ve
kimyasal oksijen ihtiyac1 degerlerinin sirasiyla 89-100 g/L ve 80-200 g/L araliginda
oldugu bildirilmistir) (Tung ve Unlii, 2015).

Cizelge 3. Zeytinyaf liretiminde a¢15a ¢ikan karasuyun kompozisyonu (Souilem ve ark., 2017).

Besin Miktar (aralik, g/L)
Toplam kuru madde 11.5-90
Yag 7
Fenolik bilesen 0.8-8.9
Toplam seker 1.3-4.3
Toplam nitrojen 0.06-0.9

Son yillarda, gerek ekonomik nedenlerden dolayi (isletmelerin zeytinyagi iiretim

prosesinden katma degeri yliksek iiriinler elde etme arzusu) gerekse ¢evresel etkilerden



dolay1 (ozellikle karasuyun cevreye verdigi/verecegi zarart azaltmak maksadiyla),
zeytinyag1 endistrisinde meydana gelen atik ve artik maddelerin yeniden islenmesi ve
ekonomiye kazandirilmasi konusu Onem arz etmeye baslamistir. Bu maksatla,
zeytinyagi tiretimi sirasinda agiga ¢ikan pirina ve karasu igerisinde bulunan bilesenlerin,
ozellikle fenolik bilesenlerin ve diyet liflerinin, ekstrakte edilip, gida, kozmetik ve
eczacilik alanlarina kazandirilmasiyla ilgili calismalar hiz kazanmistir. Ornegin, hem
karasudan hem de pirinadan antioksidan kapasitesi yiiksek olan fenolik bilesenlerin
farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak ekstrakte edilebilecegi (Tornberg ve ark.,
2010; Frankel ve ark., 2013; Kalogerakis ve ark., 2013; Leouifoudi ve ark., 2015; Wang
ve ark., 2017; Veneziani ve ark., 2017; Caporaso ve ark., 2018; Galanakis ve ark., 2018)
ve bu ekstraktlarin da ekstra sizma zeytinyaginin oksidatif stabilitesini artirmak
maksadiyla (Frankel ve ark., 2013; Galanakis ve ark., 2018), siitlii iceceklerde besinsel
degeri artirmak igin (Veneziani ve ark., 2017) ve siit, firin ve et tirtinleri endistrilerinde
antimikrobiyal gida bileseni olarak (Veneziani ve ark., 2017) kullanilabilecekleri
gosterilmistir. Ayrica zeytinyagi endiistrisi atiklarindan elde edilmis olan biyoaktif
bilesenlerin  (0zellikle fenoliklerin)  kozmetik  endiistrisinde  degerlendirilme

potansiyelleri oldugu da ortaya konulmustur (Rodrigues ve ark., 2017).
2.3. Fenolik Bilesenler, Fonksiyonel Ozellikleri ve Zeytin Fenolikleri

Fenolik bilesenler veya polifenoller kimyasal yapi1 olarak en az bir aromatik
halka (benzen) ve bu halkaya bagl bir veya daha fazla hidroksil grubu bulunduran
bilesenler olarak tanimlanmaktadir. Fenolik asitler (hidroksisinamik ve hidroksibenzoik
asit) ve flavonoidler (antosiyanidin, proantiosiyanidin, flavon, flavonon, flavonol,
izoflavonoid) olmak iizere iki grupta siniflandirilan fenolik bilesenlerin en 6nemli dogal
kaynaklar1 meyve ve sebzelerdir. Meyve ve sebzelerin ¢esitli kisimlarinda bulunan
fenolik bilesenler, bitkileri hasere ve mikroorganizmalara kars1 koruyan metabolitler
olup, ayn1 zamanda bitkilere kendilerine 6zgii lezzet ve renkleri de vermektedirler.
Fenolik yapidaki bilesenler, serbest radikalleri inaktif hale gecirmekte ve lipid
peroksidasyonuna neden olan metal iyonlarmi selatlayarak antioksidan etki
gostermektedirler (Pereira ve ark.,2009). Bu etkileri nedeniyle, fenolik ve
antioksidanlara yer verilen beslenme programlarinin uygulandigi durumlarda kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi g¢esitli saglik sorunlar1 iizerine olumlu etki



yaptig1 tespit edilmistir (Huang ve ark., 2009; Zhong ve ark., 2012; Khan ve Mukhtar,
2010; Marques ve ark., 2009).

Zeytin, 2000 - 8500 mg GAE/kg oraninda fenolik bilesen igermektedir (Uslu ve
Ozcan,2020). Zeytinyag iiretimi esnasinda, zeytin fenoliklerinin biiyiik bir kismi (%98)
pirina ve karasuda kalmakta olup, yalnizca kiigiik bir kismi (%2) zeytinyagina
geemektedir (Morillo ve ark.,, 2009). Yiiksek fenolik bilesen igerigine sahip
olduklarindan dolay1, pirina ve karasudan fenolik bilesenlerin ekstrakte edilmesi ve
sonrasinda gida formiilasyonlarinda degisik amaglar dogrultusunda kullanilmasina olan
ilgi artmaktadir. Nitekim, Amerika Birlesik Devletleri’nde zeytin pulpu ekstraktinin,
antioksidan olarak firincilik tiriinlerinde, igeceklerde, soslarda, atistirmalik tirtinlerde ve
fonksiyonel gidalarda son iiriindeki konsantrasyonu 3000 mg/kg’1 asmayacak sekilde
kullanimina FDA tarafindan GRAS (genel olarak giivenilir kabul edilen) statiisii (GRN
No. 459) ile izin verilmistir (FDA, 2014; Galanakis ve ark., 2015).

Karasuda bulunan fenolikler yapilarina gore ii¢ simifa ayrilmaktadir: 1) tirozol
yapisinda olanlar (tirozol, hidroksitirozol, p-hidroksifenilasetik), 2) benzoik asit
tiirevleri (p-hidroksi benzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit, veratrik asit, gallik asit,
sirinjik asit) ve 3) sinamik asit tiirevleri (p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit)
(Torrecilla, 2010).

Benzer sekilde, pirina da biyoaktif 6zelliklere sahip maddeler, dzellikle fenolik
bilesenler, agisindan zengin bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Frankel ve ark.,
2013). Tirozol, hidroksitirozol, oleuropein, kaffeik asit, p-kumarik asit, vanilik asit,
verbaskozit, elenolik asit, katesol ve rutin zeytin posasinda bulunan 6nemli fenolik
bilesenler arasinda sayilabilmektedir. Alu’datt ve ark. (2010)’a ait ¢aligmada, zeytin
posasinda bulunan fenolik bilesenlerin ¢cogunlukla (%75-90) serbest formda olduklari
belirlenmistir. Pirinadaki fenolik bilesenlerden protokatesik asit, hidroksibenzoik asit,
sinapik asit, p-kumarik asit, rutin ve hesperidin serbest; sirinjik asit, sinapik asit, kafeik
asit ve protokatesik asidin ise bagli formda olduklar1 bildirilmistir. Yagl pirinada
bulunan temel fenolik bilesenler sirinjik asit (%22), protokatesik asit (%21), kafeik asit
(%]14), sinapik asit (%13), ve rutin (%12) olup, yagi alinmis pirinada ise bu fenolik
bilesenlerin orani sirasiyla 23%, 14%, 11%, 17% ve 8% olarak tespit edilmistir (Frankel
ve ark., 2013). Bu degerli bilesenleri (fenolik bilesenleri) bulunduran atik iiriinlerin geri

kazanimi ve cesitli uygulamalarda, 6zelikle gida iiretiminde, kullanimi oldukca ilgi
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goren ve lizerinde biiyiik yatirimlar yapilan bir konu olup, halihazirda devam eden “sifir
atik” projesi kapsaminda da onemli bir yere sahiptir (www.sifiratik.gov.tr). Ornegin,
Galanakis ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir calismada zeytinyagi atiklarinin
askorbik asite kiyasla 10 kat; tokoferol karisimi ve a-tokoferole kiyasla ise 20 kat daha
yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle zeytinyagi
atiklar1 olan karasu ve pirinadaki fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu ve gida
uygulamalarinda antioksidan ve antimikrobiyal amacgli kullanimi hem atiklarin
degerlendirilmesi hem de fonksiyonel gidalarin gelistirilmesi agisindan Onem

tasimaktadir.

Zeytinyaginda bulunan fenolik bilesenler, yukarida da bahsedilen saglik {izerine
olumlu etkileri nedeniyle, birgok gida uygulamasinda biyoaktif bilesen olarak
kullanilmakta olup, daha yaygin ve etkin kullanimima yonelik calismalar da devam
etmektedir. Fenolik bilesenlerin biyoaktivitelerini en iyi temsil eden 6zelliklerden biri
olan antioksidan aktiviteleri nedeniyle, sagliga zararli potansiyel etkilerinden dolay1
kullanimlar1 sinirlandirilan sentetik antioksidanlara alternatif olarak, ¢esitli bitkisel ve
hayvansal yaglarin muhafazasinda kullanilmis ve yaglarin oksidasyona Kkarsi
direnglerinin arttig1 belirlenmistir (Fki ve ark., 2005; De Leonardis ve ark., 2007; Abd-
ElGhany ve ark., 2010; Sanchez de Medina ve ark., 2011; Esposto ve ark., 2015).
Makarna {iriinlerinde ise nispeten daha dayanikli bir iiriin olmasi nedeniyle daha cok
besin degeri agisindan zenginlestirme maksadiyla zeytinyagi artiklarindan
yararlanilmaktadir. Bu amagla yapilan c¢aligmalarda zenginlestirme yapilan
makarnalarin fenolik madde miktarlarinda ve antioksidan kapasitelerinde belirgin
artiglar gozlenirken, duyusal anlamda bazi olumsuzluklara rastlandigi belirtilmistir
(Simonato ve ark., 2019; Cedola ve ark., 2020). Benzer sekilde, ekmek ve biskiiviye
fonksiyonellik katmak ve bu iriinleri zenginlestirmek amaciyla pirinadan ekstrakte
edilen fenoliklerin formiilasyona ilavesiyle olumlu sonuglar alinmigtir (Cedola ve ark.
2019; Conterno ve ark., 2019). Cecchi ve ark. (2019)’a ait bir ¢alismada ise yine pirina
ile zenginlestirilen ekmegin giinliik 18 g tiiketildiginde, EFSA (Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi) tarafindan saglik i¢in yeterli oldugu diisiiniilen 5 mg hidroksitirozol ve
tirevlerinin alimi igin, yeterli oldugu belirlenmistir. Galanakis ve ark. (2015)’e ait
calismada zeytinyagi atiklarindan elde edilen fenollerin antimikrobiyal etkileri
sayesinde ekmegin raf 6mriiniin 10 giinden 15 giine ¢ikarildig: bildirilmistir. Zeytinyagi

artiklarindan elde edilen fenolik bilesenlerin gidalarda bozulma nedeni olarak siklikla
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karsilasilan Eschericia coli, Staphylococcus aureus (Tafesh ve ark., 2011),
Pseudomonas fluorescens (Roila ve ark., 2016), Listeria monocytogenes (Galanakis,
2016) gibi bakteriler ile Botrytis cinerea (Yangui ve ark., 2010), Penicillium ve
Aspergillus (Chaves-Lopez ve ark., 2015) gibi kiiflere kars1 etkili oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle gesitli et tirlinlerinde (Balzan ve ark., 2017; Galanakis, 2016 Chaves-Lopez
ve ark., 2015; Fasolato ve ark., 2015) ve balikta (Fernandez-Bolanos ve ark., 2006;
Cedola ve ark., 2017), antioksidan, antimikrobiyal ve renk ozelliklerinin korunmasi
amaciyla, zeytinyag artiklariin  kullanimma yonelik ¢alismalar  yapilmastir.
Antimikrobiyal etkileri nedeniyle, pirina ve karasudan elde edilen fenolik ekstraktlar
fermente siit driinlerinde kullanildiginda ise yararli bakterilerin canliligi ve
fermantasyona iligkin herhangi bir olumsuzluga neden olmadigi, bunun yaninda fenolik
madde miktarinda artis sagladigi goriilmistiir (Servili ve ark., 2011; Aliakbarian ve ark.,
2015). Ayrica, UHT islemi oncesi siite ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki karasu
fenoliklerinin reaktif karbonillerinin kontroliinii saglayarak Maillard reaksiyonunu

azalttig1 belirlenmistir (Troise ve ark., 2014).

Antimikrobiyal ve antioksidatif etkilerine ilaveten, fenolik bilesenler nisasta
(0zellikle nisastanin amiloz kismi) ile hidrofobik etkilesimler kurarak ve/veya amilaz
enzimini kismen inaktive ederek nisasta sindirim hizin1 yavaslatmakta ve direngli
nisasta miktarmin artmasin1 saglayarak, nisastanin glisemik indeks degerini
azaltabilmektedir (Amoako ve Awika, 2019; Li ve ark., 2018; Girard ve Awika, 2018;
Amoako ve Awika, 2016; Zhu, 2015; Barros ve ark., 2012). Bilindigi lizere ¢agimizin
en biiylik hastaliklarindan biri obezitedir. Obezite olusumuna neden olan en 6nemli
faktor, diyette yiiksek miktarda yag ve sindirilebilen karbonhidrat (yiiksek glisemik
indekse sahip sekerler, 6zellikle nisasta ve siikroz) bulunmasidir. Bu sebepten dolayz,
saglikl tiikketim konusunda tiiketicilerin de bilin¢lenmesine paralel olarak, sindirilebilir
karbonhidrat icerigi az olan, diisiik glisemik indekse sahip iiriinlere karsi olan ilgi hizla
artmaktadir. Gida iriinlerinin (6zellikle firmcilik dirlinlerinin) glisemik indeksini
azaltmak i¢in fenolik bilesenler {irlin formiilasyonuna dahil edilmektedir (Dunn ve ark.,
2015). Bu maksatla, iiriin formiilasyonuna dahil edilen fenolik bilesenler genellikle cay
yapragi, tahil (O6zellikle sorgum) kepekleri ve nar kabugu gibi bitkisel iirlinler
endiistrisinin atik ve artiklarindan ekstrakte edilmektedirler (Zhu, 2015). Yukarida da
belirtildigi lizere, zeytinyagi endistrisi atik ve artik iriinleri olan karasu ve pirina

yiiksek fenolik bilesen igerige sahiptirler (Cizelge 2 ve Cizelge 3).
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2.4 Ekmek

Tahil dirlinleri insan beslenmesinin ¢ok Onemli bir bileseni olup, enerji,
kompleks karbonhidratlar, B grubu vitaminleri, protein, mineraller ve diyet Iifi
kaynagidir. Ekmek tahil iirlinleri arasinda duyusal ve yapisal ozellikleri nedeniyle
giinlik beslenmede en cok tliketilen tahil irlinlidir (Mastromatteo ve ark., 2014).
Kiiresel olarak bugday, gliitensiz ve kompozit (farkli unlarin karigimindan elde edilir)
unlardan tiretilen ekmek olmak lizere {i¢ tiir ekmek tiretilmektedir. Bunlar arasinda en
cok tercih edilen ekmek c¢esidi bugday ekmegidir. Bugday, ekmek iiretiminde
kullanilmadan once Ogiitme islemine maruz birakilarak un elde edilir. Ekmek
formiilasyonlarinda genel olarak kullanilan un rafine bugday unudur. Rafine bugday
unu liretimi sirasinda bugday tanesinin besinsel bilesenler agisindan en zengin kisimlari
olan kepek ve ruseym katmanlari uzaklastirilmaktadir. Bu besinsel anlamda zengin
kisimlarin uzaklastirilmasi unun raf dmriinii ve ekmek yapim kalitesini gelistirirken, bu
katmanlarin protein, lif, vitamin, mineral ve biyoaktif bilesenler (fenolik bilesikler)
bakimindan endosperm (unsu 6z) kismindan daha zengin olmasi nedeniyle unun besin

degeri diismektedir.

Gilinimiizde bir¢ok ¢alisma rafine gidalarin uzun siirekli tiiketiminin kronik
hastalik riskinin artmasiyla yakindan iligkili oldugunu gostermistir ve giliniimiiz
toplumunun gidalara bakis acisinin degismesine neden olmustur. Toplumlarin bu bakis
acis1 Ozellikle kiiresel boyutta gerceklesen salginlar ve artan saglik problemleri ile hizla
yayllmis ve tiiketicileri de saglikli iirlin arayisina ya da var olan {iriinlerin besinsel
ozelliklerinin zenginlestirmeye yonlendirmistir. Bu nedenle bir¢cok gida {iriiniin dogal
bilesenlerin eklenmesi yoluyla besin degerini zenginlestirerek tiiketici agisindan
cekiciligini artiracak ¢oziimler aranmaya baglanmistir. Yaygin tiiketimi nedeniyle, 37
gelismis toplumda toplam enerji alimimin %50'sinden fazlasini saglayan ekmek, islevsel
takviyeler i¢in en iyi arac¢ olarak kabul edilir (Akhtar ve ark., 2011). Bugiine kadar,
ekmegin besin 6zelliklerini iyilestirmek i¢in ¢esitli girisimlerde bulunulmustur. Bunlar
arasinda en yaygin olanlar1 antioksidan igerigini artirmak ve nisasta sindirimini
diizenlemek i¢in ham sebze veya meyve tozlari, fenolik bilesikler ve diyet lifi acisindan
zengin yan iuriinlerin kullanildig1 ¢alismalardir (Bianchi ve ark., 2021; Tolve ve ark.,
2021). Ekmegin antioksidanlar ve diyet lifleri agisindan zenginlestirilmesi ve

karbonhidrat aliminin azaltilmasi saglanmis olsa da, bazen duyusal kabul edilebilirligin
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azalmasi, daha diisiik hacim, daha diisiik raf omrii ve giiclendirilmis ekmegin daha
yiiksek sertligi gibi birkag sorun ortaya ¢ikmistir (Tolve ve ark., 2021). Bununla birlikte
bu alanda bir¢ok basarili aragtirma yapilmaya devam etmektedir ve en ¢ok da bitkisel
kaynaklar ve bitkisel atiklar dikkat ¢ekmektedir. Bunun temelindeki faktor, bitkisel
kaynaklarda bulunan fenolik bilesiklerin bir¢ok alandan arastirmacinin  dikkati
¢cekmesidir. Fenolik bilesikler agisindan zengin diyetlerin kan basincini diistirdiigii ve
kan lipit profilini iyilestirdigi, pankreas B-hiicrelerinin korunmasiyla insiilin direncini
onledigi, kan glikozunu ve tasinmasmi digiirerek glisemik yanitt kontrol ettigi
bildirilmistir (Curtis ve ark., 2019; Martinez-Lopez ve ark., 2019). Su anda,
zenginlestirme yoluyla ekmegin islevsel Ozelliklerinin iyilestirilmesiyle ilgili birkag
basarili ¢alisma bulunmaktadir. Gawlik-Dziki ve ark. (2013) %0-5 oraninda sogan
kabugu tozu ile ekmegi zenginlestirdikleri calismalarinda; kontrole kiyasla ekmek
orneklerinin antioksidan ve fenolik igeriginin dnemli oranda artig gosterdigini, duyusal
acidan en begenilen ekmeklerin %3 sogan kabugu tozu ilaveli 6rnekler oldugunu
bildirmislerdir. Goh ve ark. (2015) yesil ¢ay ekstraktinin ekmegin in vitro sindiriminin
ilk 90 dakikasinda glikoz salinimini azaltarak glisemik potansiyelini azalttigini1 rapor
etmislerdir. Lin ve Zhou (2018) kuersetin ilavesinin ekmek o6rneklerinin antioksidan
aktivitesini onemli 6l¢iide etkiledigini ayn1 zamanda ekmek hacmini diigiirerek sertligi

art1g1 belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilan, zeytinyag iiretimi atik ve artik iirlinlerinden pirina
ve karasu, Manisa-Akhisar’da bulunan Aydar Zeytincilik ve Tarim Uriinleri Sanayi ve
Ticaret Limitet Sirketi’'nden temin edilmistir. Ekmek iiretimde kullanilan bugday unu
(Hekimoglu, Konya, Tiirkiye; Konya Yildizi Konya, Tiirkiye), yas maya (Pakmaya,
Kocaeli, Tirkiye) ve tuz (Salina, Konya, Tiirkiye) Konya ilinde faaliyet gosteren firma

ve yerel marketlerden temin edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Karasu ve pirina érneklerinin ayrilmasi ve muhafazasi

Karasu ve pirina orneklerinde standardizasyon saglanmasi amaciyla, 2 fazl
caligma sistemi olan zeytinyagi isletmesinden, Aralik- Ocak aylarinda hasat edilmis,
yag verimi yliksek (%22-25), Manisa-Akhisar bolgesindeki Gemlik ¢esidi zeytinlerden
zeytinyag1 eldesinde (Malaksor sicakligi 25 °C ve malaksasyon siiresi 35 dakika) agia
c¢ikan sulu pirina 6rnekleri fabrikadan alinip, laboratuvar ortaminda santrifiij islemine
(9000 rpm 20 dK) tabi tutulmus, karasu ve pirina ayri ayri elde edilmistir (liretime dahil
edilen zeytinlerin olgunluk seviyelerinin 6-7 arasinda oldugu bildirilmistir (Sekil 2).
Santriflij islemi sonrasinda elde edilen pirina ve karasu herhangi bir bozulma olayi
(fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik) yasanmamasi adina ekstraksiyon islemine kadar -

20°C’ de muhafaza edilmistir.

1 O = Skin color deep green — fruit
hard
1 = Skin color yellow-green — fruit
2 starting to soften
2 = Skin with < half the fruit
surface turning red, purple, or
3 black
3 = Skin color with > half the
surface turning red, purple, or
black
4 4 = Skin color all purple or black
with all white or green flesh
5 = Skin color all purple or black
with < half the flesh turning
5 purple
6 = Skin color all purple or black
with > half the flesh turning
6 purple
7 = Skin color all purple or black
with all the flesh purple to the pit
7

Sekil 2. Zeytin olgunluk indeksi
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3.2.2. Karasudan fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu (etanolik ekstrakt)

Karasuda bulunan fenolik bilesenler, Sekil 3’te akis semasi verilen yontem
dahilinde ekstrakte edilmistir. Ozetle, karasuda bulunmasi muhtemel yag ve kati
partikiiller, 4 °C de 6000 rpm de 30 dk santrifiij islemi uygulanarak uzaklastirilmistir.
Stipernetant, rotary evaporator kullanilarak 40 °C de 4-6 saat boyunca evapore edilerek,
ornek yogunlugu arttirilmistir. Evapore edilen karasu ornekleri, NaOH veya HCI
¢ozeltisi (6M) kullanilarak notralize edilmis ve hacminin 3 kati oraninda soguk etanol (-
20 °C de depolanmis) ilave edildikten sonra +4 °C’de 12 saat boyunca bekletilmistir.
Siire sonunda filtrasyon uygulanarak (Whatman 41) pellet ve silipernetant kisimlari
ayrilmistir. Filtrasyon sonunda elde edilen pelet, karasuda bulanan diyet liflerini,
stipernetant ise karasuda bulunan fenolik ekstrakti olusturmaktadir. Filtrasyon sonucu
elde edilmis olan sulu kismin i¢cermis oldugu etanol rotary evaporatdr yardimiyla (40 °C'
de) ortamdan uzaklastirllmis ve geri kalan su ise dondurarak kurutma ydntemiyle
uzaklastirilarak, toz formda fenolik bilesen ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen

ekstrakt, analizler gerceklesinceye kadar -20 °C de depolanmustir.

’ i Y aag . ,
e o X I [l’ I (- =) &‘ |
i — \"G > e —_— sy
- b T _::' » / - "'
= 2 o
Karasu Santrifij Evaporasyon Notralizasyon Etanol ile ¢oktiirme
(4 °C’ de 6000 rpm 30 dk) (Rotary evaporator ile (6M’lik NaOH ve/veya
(yag ve kati partkdillerin 60°C’ de 2-3 saat) 6M'lik HCl ile pH'nin
uzaklagtiriimast) (yogunluk artigi) 7.0'a ayarlanmasi)

P !i «— Filrat <— I

Fenolik
Bilesenler
Dondurarak kurutma Evaporasyon Filtrasyon
(Whatman #41)

Sekil 3. Karasudan fenolik bilesenlerin ekstraksiyon prosesi

3.2.3. Pirinadan fenolik bilesenlerin eldesi

Pirinadan fenolik bilesenlerin eldesi maksadiyla ilk etapta 22 farkli ekstraksiyon
yontemi denenmis (6n deneme) ve fenolik bilesen verimi hesaplanmistir (kullanilan
farkli yontemlerin ve elde edilen sonuglarin detaylari EK-1 olarak sunulmustur). On
denemeler sonucunda, en yiiksek verimin elde edildigi yontem (Sekil 4) pirinadan
fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu igin kullanilmistir. Sekilde 6zetlendigi gibi, pirina

ornekleri ilk etapta %80’lik etanol ile (1 g kuru pirina 6rnegi i¢in 10 mL ¢dzelti) 6 saat
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boyunca 40 °C'de galkalamali su banyosunda ekstrakte edilmistir. Daha sonra 9000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmis, sulu kismin i¢cermis oldugu etanol rotary evaporator
yardimiyla (40 °C' de) uzaklastirllmis ve geri kalan su ise dondurarak kurutma

yontemiyle uzaklastirilarak fenolik bilesenler ekstrakte edilmistir.

l-;
- &Y : |
._> Lﬂ - 7 e s —
‘{. . ' et -

i %80 ETANOL CALKALAMALI SANTRIFUJ ) R
PIRINA {LE MUAMALE  SUBANYOSU (9000 rpm 10dk ~ EVAPORASYON z&:g;mkm
(6 saat 40°C) +4°C) ‘ >
FENOLIK BILESENLER

(Etanolik Ekstrakt)

Sekil 4. Pirinadan fenolik bilesenlerin ekstraksiyon prosesi

3.3. Ekstraktta Yapilan Analizler
3.3.1. Protein analizi

Elde edilen etanolik ekstraktlarin protein igerikleri, Dumas metoduna dayali
LECO azot tayin cihaz1 (LECO #FP828) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu analizde
helyum, oksijen ve kuru hava gazlari kullanilmakta olup, helyum yiiriitiicii-inert gaz;
oksijen ve kuru hava gazlari ise yakici gaz olarak kullanilmaktadir. Bu maksatla, Dumas
numune kaplarina 0,100 g ornek tartilmistir. 850-950°C’lere ulasan firin sicakligina
sahip cihazda (Sekil 5) 6rnekler, oksijen ve kuru hava gazlarinin yardimiyla yakilmis ve
igerisinde bulunan azot miktar1 hesaplanmigtir. Akabinde 5.30 faktorii kullanarak %
protein degeri hesaplanmistir. Analiz her bir 6rnek i¢in en az 2 tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 5. Leco Protein cihazi

3.3.2. Kiil analizi

Orneklerin kiil igeriklerinin belirlenmesi, AOAC Official Methods 923.03’¢
gore, kiil firminda koyu renk kalmayana dek yakilmasi sonucunda agirlik kaybinin %
kuru madde tizerinden hesap edilmesi yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu analiz, her bir

ornek icin en az 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 6. Kiil Firini

3.3.3. Toplam fenolik madde analizi

Toplam fenolik madde tayini, Singleton (1999)’un belirledigi ve Folin-Ciocalteu
reaktifinin kullanildig1 yontemde, Celik ve Tuncil (2020) tarafindan detaylar1 verilmis
modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmigtir. Standart olarak gallik asit
kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve sonuglar gallik asit esdegeri (mg
GAE/g 6rnek) olarak hesaplanmistir. Kullanilan Folin-Ciocalteu metodunun detayl akis

semasi Sekil 7°de verilmistir.
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20 pl ckstrakt

|

1580 pl saf su

]

100 pl Folin

i

5 dk karanlikta bekleme

i

300 pl %67.5°lik Na2CO3

i

Oda sicaklifinda ve karanhkta 2 saat bekleme

Spektrofotometrede 760 nmn” de okuma

Sekil 7. Toplam fenolik madde analizi akis semas1

3.3.4.Antioksidan aktivite analizi

Pirina ve karasudan elde edilmis olan etanolik ekstraktlarin antioksidan
aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri kullanilarak belirlenmis olup, her bir

metodun detay1 asagida verilmistir.
3.3.4.1. DPPH nalizi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi ile antioksidan aktivite tayini
Hasanaha ve Hilmaa (2016) tarafindan detaylar1 verilmis olan spektrofotometrik yontem

ile belirlenmis olup, yontemin akis semasi Sekil 8’de verilmistir.

50 pl farkh konsantrasyonlarda hazirlanmig etanolik ekstrakt

l

1 ml DPPH reaktif ilavesi

l

30 dakika bekleme (karanlikta ve oda sicakliginda)

l

Spektrofotometrede 515 nm’ de okuma

Sekil 8. DPPH metodu akis semasi
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3.3.4.2. ABTS analizi

ABTS (2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolin-sulfonik asit]) yontemi ile antioksidan
aktivite tayini, Celik ve Tuncil (2020) tarafindan detaylar1 verilmis olan
spektrofotometrik yontemle gerceklestirilmis olup, yontemin akis semasi Sekil 9°da

verilmigtir.

50 pl farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis etanolik ekstrakt

l

1 ml PBS ile seyreltilmis ABTS ilavesi

l

6 dakika bekleme (karanlikta ve oda sicaklifinda)

l

Spektrofotometrede 734 nm’ de okuma
Sekil 9. ABTS metodu akis semasi

3.3.4.3. FRAP analizi

FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi) ile antioksidan aktivite
tayini Rajurkar ve Hande (2011) tarafindan detaylar1 verilmis olan spektrofotometrik

yontemle gergeklestirilmis olup, yontemin akis semast Sekil 10°da verilmistir.

50 pl farkli konsantrasyonlarda hazirlannus etanolik ekstrakt

l

0.7 ml FRAP ¢ozeltisi ilavesi

l

5 dakika bekleme (karanlikta ve oda sicakliginda)

l

Spektrofotometrede 593 nm’ de okuma

Sekil 10. FRAP metodu akis semasi

3.3.5. Antimikrobiyal aktivite analizi

Pirina ve karasu fenoliklerinin antimikrobiyal aktivite tayini Celik ve Tungil

(2020) tarafindan detaylar1 verilmis olan Kirby Bauer yontemi olarak da bilinen disk
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difiizyon yontemi ve kuyucuk yontemiyle iki farkli sekilde gergeklestirilmistir. Bu
amagla farkli konsantrasyonlara (50, 100, 200 ve 400 mg/mL) sahip pirina ve karasu
fenoliklerinin sulu ekstraktlari hazirlanmis ve kiyaslama amagli olarak funguslar icin
nystatin (NY-100 ug) ve amfoterisin B (AMB-100 ng); bakteriler i¢in ise ampisilin
(AM-10 pg) ve kloramfenikol (C-30 pg) (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye) 6 mm c¢aph
antibiyotik diskleri kullanilmistir.

3.3.5.1. Kiiltiirlerin hazirlanis

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde gida kaynakli ve insan patojeni
bakterilerden gram pozitif olarak Staphylococcus aureus NCTC 8530, Bacillus subtilis
NRRL-B209 (BS), Bacillus spizizenii ATCC 6633 (BZ), Listeria monocytogenes ATCC
7644 (LM), Enterococcus faecalis ATCC 19433 (EF), Micrococcus luteus NCIMB
8166 (ML) gram negatif olarak ise Escherichia coli ATCC 8739 (EC) ve Pseudomonas
aureginosa ATCC 9027 (PA); mayalardan Torulaspora delbrueckii DSM 70504 (TD),
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 (SC), Candida albicans ATCC 10231 (CA);
kiiflerden ise Aspergillus niger DSM 2466 (AN), Penicillium brevicompactum DSM
2215 (PB) model mikroorganizmalar olarak kullanilmistir. Caligmada kullanilacak
maya ve kiifler, unlu mamullerden ekmekte siklikla karsilagilan kontaminasyon kaynagi
mikroorganizmalar arasindan segilmistir (Elgin ve Ertugay, 2002; Garnier ve ark.,
2017; Delavenne ve ark., 2013). Segilen bakteriler (BS, BZ ve ML 30°C, digerleri
37°C, 24-48 saat) ve funguslar (25°C, 24-72 saat) stoktan alindiktan sonra sirasiyla
Triptik soy broth ve Saboraud dekstroz broth (AN ve PB i¢in Saboraud dekstroz agar
kullanilmistir) igerisinde gelistirilmis ve pasaj gegcilen taze kiltiirleri antimikrobiyal
aktivite tayininde kullanilmistir. Siv1 kiiltiirler 3500 rpm hizda 5 dk santrifiij edilerek
slipernatantlar uzaklastirilmis ve hiicre peletleri steril serum fizyolojik (%0.85 NaCl)
icerisinde silispanse edilerek spektrofotometrede absorbanslari McFarland 0.5’e gore
standardize edilmistir (ODgoonm= 0.1£0.01). Agar lizerinde gelistirilen AN ve PB
kiiflerinin sporlar1 agar lizerinden steril bir 6ze ile kazinarak yine steril serum fizyolojik
icerisine transfer edilmis ve Thoma lami ile spor sayimlar1 gerceklestirilerek

10"spor/mL olacak sekilde ayarlanmustir.
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3.3.5.2. Disk difiizyon antimikrobiyal aktivite tayini

90 mm capl steril petriler igerisinde 20 ml olarak analizden 2 giin Once
hazirlanan agarlar (bakteriler i¢cin Mueller Hinton ve funguslar i¢in Saboraud dekstroz)
lizerine standardize edilen siispansiyonlardan 100 pL transfer edilerek steril ekiivyon
cubuklart ile yayilmistir. Buzdolabinda 30 dk bekletildikten sonra, her petriye toplamda
6 disk (ilgili 2 antibiyotik diski ve 4 farkli konsantrasyon i¢in 4 bos disk)
yerlestirildikten sonra bos disklere pirina/karasu sulu ekstraktlarindan 10 pL
emdirilmistir. Ekim yapilan petriler, test mikroorganizmalari i¢in uygun sicakliklarda
inkiibe edildikten sonra (bakteriler i¢in 18-24 saat, funguslar i¢in 48 saat) kumpas
yardimiyla inhibisyon caplari milimetrik olarak Sl¢iilmiistiir. Her analiz iki tekerriirlii

olarak gerceklestirilmistir.
3.3.5.3. Kuyucuk yontemleriyle antimikrobiyal aktivite tayini

90 mm c¢apl steril petriler igerisinde 20 ml olarak analizden 2 giin Once
hazirlanan agarlar (bakteriler icin Mueller Hinton ve funguslar i¢in Saboraud dekstroz)
lizerine standardize edilen siispansiyonlardan 100 pL transfer edilerek steril ekiivyon
cubuklar ile yayilmistir. Buzdolabinda 30 dk bekletildikten sonra, ilgili 2 antibiyotik
diski agar iizerine yerlestirilmis ayrica, ek olarak mantar delici yardimiyla 6 mm ¢apa
sahip 4 kuyucuk acilarak bu kuyucuklara 40 pL pirina/karasu sulu ekstraktlar1 transfer
edilmistir. Ekim yapilan petriler, test mikroorganizmalar1 i¢in uygun sicakliklarda
inkiibe edildikten sonra (bakteriler icin 18-24 saat, funguslar icin 48 saat) kumpas
yardimiyla inhibisyon caplart milimetrik olarak oOl¢iilmiistiir. Her analiz iki tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.
3.3.6. HPLC ile basit sekerlerin belirlenmesi

10 mg etanolik ekstrakt 1 mL su iceriside ¢oziindiiriilmiis ve akabinde santrifiij
islemi (4000 rpm de 5 dk) uygulanmistir. Santrifiij islemi sonucunda siipernatant kismi
alinmis ve 0.45 pum por capina sahip filtreden gecirilmistir. Akabinde 6rnekler igerisinde
bulunan glikoz, fruktoz ve sakkaroz miktarlart CARBOsep CHO-682 kolon ve dirilma
indisi (refractive index) detektoriine sahip HPLC cihazi (Shimadzu LC-2050C HPLC-
RID) ile analiz edilmistir. Mobil faz olarak H>O kullanilmis olup kolon akis hizi ve
sicakligt sirasiyla 1.0 mL/dk ve 80 °C olarak uygulanmustir.
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3.3.6. LC-MS/MS ile fenolik bilesenlerin analizi

Pirina ve karasudan elde edilmis etanolik ekstraktlar i¢erisinde bulunan fenolik
bilesenler LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Bu maksatla elde edilmis olan etanolik
ekstraktlar 1:10 (w/v) oraninda %80 etanol igerisinde ¢oziindiiriilmiis 33 fenolik bilesen
maddenin tarandigi fenolik bilesen analizleri Shimadzu marka HPLC (C18 ters-faz
analitik kolonu Inertsil ODS-4 (150 mm x 4.6 mm, 3 um)) kullanilarak Koksal ve ark.,
(2017) tarafindan detaylar1 verilmis yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore
kolon sicaklig1 40 °C'de sabit tutulup eliisyon gradienti mobil faz A (su, SmM amonyum
format ve % 0.1 formik asit) ve mobil faz B (metanol, 5mM amonyum format ve % 0.1
formik asit) ile olusturulmustur. MS tespiti Shimadzu LC-MS 8040 modeli i¢lii, dort
kutuplu ve hem pozitif hem negatif iyonizasyon modlarinda ESI kaynak isletimi ile
donatilmis kiitle spektrometresi kullanilarak yapilmistir. LC-MS/MS verileri Lab
Solutions yazilimi (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ile elde edilerek hesaplamalar
yapildiktan sonra ¢oklu reaksiyon takip islemi (MRM) modu analizi ile 6l¢iilmiistiir

(Koksal ve ark., 2017). Analiz her bir 6rnek igin 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.3.7 ICP-MS (indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi) ile mineral madde
tayini

Pirina ve karasudan elde edilmis etanolik ekstraktlar igerisinde bulunan mineral
maddelerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin gergeklestirilebilmesi maksadiyla ilk once
ornekler (100 mg) saf nitrik asit (10 mL) igerisinde 100 °C’de 3 saat yakilmistir.
Akabinde ornekler saf su ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Akabinde 6rnekler filtreden
(0.45 pum) gegirilerek ICP-MS (Agilent 7900 ICP-MS/ASX500) cihazi iizerinde analiz
edilmistir. Analiz i¢in hedeflenen mineral maddeler: Na, Mg, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu,

Zn, ve Cd’dir. Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

3.4. Fenolik Bilesen ilaveli Ekmek Uretimi

Ekmek denemeleri AACC-10/10 standart metodunun standart ticari beyaz
ekmek yapim metoduna gore modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir. 100 g un esasina
gore 1,5 g sofra tuzu, 3,0 g yas maya, degisik oranlarda (0 g, 0.5 g, 1 g ve 2 g) ekstrakte
edilmis olan fenolik bilesenler ve su hamur yogurma makinasinda olgun homojen bir
hamur elde edilinceye kadar yogrulmustur. Yogurma islemi tamamlanan hamur
ornekleri, %75-80 nispi nem ve 30 °C sicaklikta fermantasyon kabininde, 2 defa 30

dakikalik kitle fermantasyonuna birakilmis ve bu siireler sonunda katlanip
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havalandirilmistir. Daha sonra ekmek hamurlart esit agirlikta kesilerek son sekil
verilerek ve 30 °C’de 1 saat son fermantasyona tabi tutulmus, fermentasyon sonunda
hamurlar 230 + 5 °C’ye isitilmis firinda 9 dakika siire ile firinda pisirilmistir

(Cankurtaran-Komiircii ve Bilgigli, 2023).

3.4.1 Ekmekte yapilan analizler
3.4.1.1 Duyusal analiz

Baz1 fenolik bilesenler kendilerine 6zgii acimsi bir tada sahip olabilmektedir.
[laveten, fenolik bilesenler kendilerine 6zgii bir renge sahip olabilmekte ve dolayisiyla
ilave edildigi gidanin da rengini etkileyebilmektedir. Bu sebepten dolay1, ekmek tiretimi
neticesinde ilk olarak duyusal testler gergeklestirilmis ve optimum ekstrakt katki

oran(lar)1 belirlenerek ilerleyen analizler yiirtitilmiistiir.

Karasu ve pirina fenolik ekstraktlar1 igeren ekmek 6rneklerinin duyusal analizi,
Necmettin Erbakan Universitesi'nde bulunan duyusal degerlendirme yapmaya elverisli,
yaslart 18-50 arasinda degisen, egitimsiz, 20 panelist (personel ve/veya Ogrenci)
tarafindan gerceklestirilmis olup, panelistlerden ekmekleri kabuk goriiniimii, ekmek ici
goriinlimii, gozenek, koku, tat-aroma, ¢ignenebilirlik ve genel begeni bakimindan 10
puan iizerinden degerlendirilmesi istenmistir (Tok ve Ertas, 2021). Degerlendirme
sonucunda genel begeni puanlar1 >5 olan orneklerin reolojik, fiziksel, fonksiyonel ve
teknolojik Ozellikleri belirlenmistir. Bu amagla optimum seviyede karasu ve pirina
fenolik ekstrakti i¢ceren ekmek formiilasyonu(lar1) yeniden iiretilerek asagida detaylar

verilmis olan analizlere tabi tutulmustur.

3.4.1.2. Hamur reolojisi

Hamur reolojisi ve son iiriin arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
bulunmaktadir (Tuncil ve ark., 2016). Bu sebepten dolayi, iretim agamasinda hamur
reolojisinin anlagilmas1 son triiniin kalitesi hakkinda bilgi verebilmektedir. Fenolik
bilesenlerin ekmek hamuru reolojisine etkilerini belirlemek i¢in elde edilmis olan
hamurlarda asagidaki analizler gergeklestirilmistir. Hamur Orneklerinin reolojik
Ozellikleri taze hamur ve 30 °C ve %80-90 rutubette 2 saat fermente edilmis hamur

ornekleri lizerinde gerceklestirilmistir.

Hamur o6rneklerinin tekstiir profil analizinde (TPA) 30 kg’lik yiik hiicresine
sahip tekstiir (TA.XT Plus, Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, Ingiltere)
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cihazi kullanilmigtir. Analiz parametreleri; pretest speed (teste baglamadan onceki hiz):
Imm/sn, test speed (test anindaki hiz): 5 mm/sn, posttest speed (test sonrasi hiz): 5
mm/sn, distance (sikistirma mesafesi):5 mm olarak belirlenmistir (Barcenas ve ark.,
2010). Tektiir profil analizi (TPA) i¢in 10 gr’lik pargalara ayrildiktan sonra yuvarlak
sekil verilen hamur Ornekleri kriyojenik bir silindire yerlestirilmistir ve 36 mm
capindaki aliiminyum silindir prob ile 10 mm/sn hizinda %50'ye kadar iki sikistirma
dongiisii uygulanmis ve sikistirmalar arasindaki siire 12 saniye olarak belirlenmistir.
Hamurun sertlik (hardness), yapiskanlik (Adhesiveness), elastikiyet (Springiness),
koheziflik (Cohesiveness), sakizimsilik (Gumminess) ve esneklik (Resilience) degerleri

belirlenmistir. Analiz 5 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Gerilim-gevseme analizi (s) (Stress Relaxtion Time) analizi yine tekstiir (TA.XT
Plus, Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, Ingiltere) cihazi ve 25mm
capindaki prop ile Basar ve ark. (2021)’nin metoduna gore gerceklestirilmistir. Analiz
parametreler olarak; sikistirma kuvveti; test hizi: 2 mm/s; hedef modu:10 mm; tutma
stiresi: 120 s; tetik tipi: otomatik - 5 g. Gevseme siiresi (maksimum kuvvetin %36,8'inin
azalmasi i¢in gereken siire), tekstlir analiz cihazindan elde edilen egri

kullanilarak hesaplanmuistir. Analiz 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Hamur oOrneklerinin yapigkanlik (stickiness (g)) degerleri Chen ve Hoseney
(1995)’1n metodu esas alinarak tekstiir analiz cihazi (TA.XT Plus, Stable Micro Systems
Ltd., Godalming, Surrey, ingiltere) ile belirlenmistir. Olgiim sirasinda 25 mm ¢apinda
silindir bir prop (Dough Stickiness Rig (A/DSC)) kullanilmisgtir. Analiz parametreleri
olarak 6n test hiz1 0.5 mm/sn, test hiz1 0.5 mm/s, son test hiz1 10.00 mm/s, kuvvet 40 g
ve temas siiresi 0.1 s olarak belirlenmis ve yapiskanlik degerleri 8 tekrarli olarak

Olctilmiistiir.

3.4.1.3. Nisasta fraksiyonlarinin (hizh sindirilen, yavas sindirilen ve direncli
nisasta) belirlenmesi ve glisemik indeks degerlerinin in vitro sartlar atinda
hesaplanmasi

Ekmek Orneklerinde bulunan toplam nisasta miktarlart Megazyme Kiti
kullanilarak AOAC 76-133.01 metodu dahilinde gerceklestirilmistir. Ozetle 100 mg
ekmek o6rnegi 0.2 mL %80 etanol ilave edilerek vortekslenmis tizerine 2 mL soguk
1.7M NaOH ilave edilmis tekrar vortekslenmistir. Ornekler manyetik karistirici iizerine

alimip soguk su dolu kap igerisine yerlestirilip 15 dk karistirilmigtir. Topaklanma
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olmamas1 agisindan 2-3 kez vortekslenmistir. Siire sonunda 8 mL sodyum asetat
(kalsiyum kloriir i¢eren (5 mM)) (600 mM, pH: 3.8) eklenip, ardindan 0.1 mL amilaz ve
0.1mL AMG (amiloglukozidaz) eklenerek 50 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan oda sicakliginda sogumaya birakilan drneklerden 2 mL alinip
epppendorf tiiplerine aktarilarak 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernetantlardan 1 mL alinip iizerine 4 mL sodyum asetat (kalsiyum kloriir SMm
igeren) (100 mM, pH: 5) ilave edilip karistirilmistir. Bu 6rneklerden 50 ul alip iizerine
1.5 mL GOPOD eklendikten sonra 50 °C’de 20 dk inkiibe edilip ardindan

spektrofotometre cihazinda 510 nm’de okuma yapilmistir.

Ekmek 6rneklerinde bulunan nisasta fraksiyonlarini belirlemek amaciyla deney
tiplerine 200 mg Ornek tartilip lizerine 2 mL saf su ilave edilmis ve 160 rpm’de
kaynayan su banyosunda (95°C) 20 dk. bekletilmistir. Siire sonunda tiipler sogumasi
icin (15dk) 37°C su banyosuna alinmistir. Ardindan 4 mL pepsin/guar gum/HCI
¢ozeltisi eklenip, karistirtlmis ve 37°C’deki c¢alkalamali su banyosuna 30 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasina 2 mL sodyum asetat tamponu (0.5M,
pH: 5.2) ilave edilip vortekslenmis ve 160 rpm’de 37°C’deki su banyosuna egimli
olarak  yerlestirilerek  inkiibasyona  brrakilmigtir.  Siire sonunda 2 mL
amilaz/AMG/invertaz enzim sollisyonu ilave edilerek ve c¢alkalamali su banyosunda
37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sirasinda belitli siirelerde (0, 20,
60, 90 ve 120dk.) 50 pl ornekler alinarak ve enzim inaktivasyonu igin 950 ul %90
etanol iceren eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Tim Ornekler toplandiktan sonra
eppendorf tiipleri 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve slipernatant kismindan 50 pl
aliarak iizerine 1.5 mL GOPOD ilave edilerek 50 °C’deki su banyosunda 20 dk. inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda &rneklerin glikoz igerikleri spektrofotometrik

olarak (510 nm’de) belirlenmistir.

Ekmek orneklerinin glisemik indeks degerlerinin belirlenmesi amaciyla; 50ml
hacimli santrifijj tliplerine 1 g ekmek 6rnegi tartilmis tizerine 5 mL saf su ilave edilerek
ultraturrax (1500rpm 10 sn) ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi
sonrasindal0 mL pepsin/guar gum/HCl ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’deki su
banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Her bir 6rnek 250 mL hacimli erlen
mayere alinmasi sonrasinda saf su ile hacimleri 60 mL’ye tamamlanarak 0.5N sodyum

asetat kullanilarak pH 5.0’a ayarlanmug ve son hacim saf su ile 100 mL’ye
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tamamlanmustir. Uzerine 1.7 mL pankreatin enzim siipernatant1 ilave edilip calkalamali
su banyosunda 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda belirli
stirelerde (20, 30, 60, 90, 120 ve 180 dk.) 0.5 mL &rnekler alinarak cam deney tiiplerine
koyulmus, enzim inaktivasyonu igin kaynar su banyosunda bekletilmis (5 dk), farkli
dakikalarda alinan tiim ornekler toplanana kadar +4°C’ bekletilmistir. Her bir 6rnek
tizerine 4.5 mL saf su ilavesi sonrasinda 8000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatanttan 0.1 mL alinip {izerine 3 mL GOPOD ilave edilerek 50°C’de 15 dk
inkiibasyona Siire sonunda Orneklerin glikoz igerikleri spektrofotometrik olarak (510

nm’de) belirlenmistir.

3.4.1.11. Nem analizi

Pirina ve karasu fenolik bilesen ilaveli ekmek Orneklerinin nem igeriklerinin
belirlenmesi amaciyla 135°C etiivde (Sekil 11) 2,5 saat bekletme normuyla AACC’nin
Standart Metotlarindan Metod 44—19’a gore yapilmistir (AACC, 1999). Analiz her drnek

i¢in 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 11. Nem analizinde kullanilan etiiv

3.4.1.12. Kiil analizi

Pirina ve karasu fenolik bilesen ilaveli ekmek orneklerinin kiil igerikleri
550°C’de (Daihan Wisetherm F-12, Gangwon, Giiney Kore) a¢ik gri renkli kiil elde edilene
kadar yakilmasiyla AACC 08-01 metoduna gore belirlenmistir (AACC, 1999). Bu analiz

her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.



27

3.4.1.13. Yag analizi

Pirina ve karasu fenolik bilesen ilaveli ekmek orneklerinin toplam yag
igeriklerinin belirlenmesi amaciyla Soxhlet esasina géore AACC Metot 30-25 kullanilmistir
(AACC, 1990). Ekmek orneklerinde bulunan yag hegzan ile ekstrakte edilip, hegzan
uzaklastirilmis ve kalint1 sabit tartima gelinceye kadar kurutulmus, tartilmis ve sonug¢ %

olarak belirtilmistir. Analiz her 6rnek i¢in 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 12. Soxhelet yag tayin cihazi

3.4.1.14. Protein analizi

Pirina ve karasu fenolik bilesen ilaveli ekmek 6rneklerinin protein igeriklerinin
belirlenmesi amaciyla Dumas metoduna dayali LECO azot tayin cihazi (LECO #FP828)
kullanilmistir. Dumas numune kaplarina 0,100 g 6rnek tartilmistir. 850-950°C’lere
ulagan firin sicakligina sahip cihazda ornekler helyum, oksijen ve kuru hava gazlarinin
yardimiyla yakilmig ve igerisinde bulunan azot miktari hesaplanmistir. Analiz 2

tekerriirlii gergeklestirilmistir.

3.4.1.4. Enerji (kalori) degerlerinin hesaplanmasi

Fenolik bilesenler ilave edilerek {iretilmis olan ekmeklerin kalori (enerji)
degerlerini hesaplamak maksadiyla, Orneklerin nem, kiil, yag ve protein igerikleri
sirastyla AACC 44-19 (ekmekte nem tayini), AACC 08-01 (ekmekte kiil tayini), AACC
30-25 (Soxhlet esasina gore) ve AACC 46-12 (Kjeldahl esasina gore) metotlart ile
belirlenmistir (AACC, 2000). Toplam karbonhidrat miktarlari; nem, ham protein, ham
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yag ve toplam kiil tayini analizlerinden sonra her bir yan iriin i¢in bu degerlerin
toplamimin 100’den ¢ikarilmast ile belirlenmis olup sonuglar iki tekrar iizerinden
ortalama deger alinarak yiizde olarak ifade edilmistir. Orneklerin icermis olduklar1 diyet
lifi igerikleri ise AOAC (Association of Official Analytical Chemists) tarafindan
onaylanmis (AOAC Official Method 991.43) olan enzimatik-gravimetrik metot ile
belirlenmistir. Diyet lifi analizi, her bir o6rnek igin 2 tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir.
Orneklerin enerji degerleri kcal cinsinden asagida verilen esitlige gore hesaplanmustir.

Enerji = (Yag x 9) + (Protein x 4) + [(Karbonhidrat- Diyet Lif) x4] +
(Diyet Lif x 2)

3.4.1.5. Agirhik hacim spesifik hacim ve kabuk kalimhiklarimin belirlenmesi
Ekmekler, pisirmeyi takiben 45 dakika dinlendirildikten sonra agirliklar1 ve
hacimleri Ol¢lilmiistiir. Hacim 6l¢iimii kolza tohumu ile yer degistirme esasina gore
gerceklestirilmistir. Spesifik hacim degerleri ise ekmek hacminin ekmek agirligina
boliinmesi ile hesaplanmistir (Elgiin ve ark., 2001). Kabuk kalinligi ise, numune
ekmekten 10 mm kalinliginda diizgiin kesit alinarak, dijital kumpas ile 3 noktasindan

Ol¢timii yapilarak gerceklestirilmistir.

3.4.1.6. EKmek orneklerinin kabuk ve i¢ renk degerlerinin belirlenmesi

Ekmek 6rneklerinin kabuk ve ekmek i¢i renk degerleri Minolta CR-400 (Konica
Minolta, Inc., Osaka, Japonya) cihazi kullanilarak belirlenmistir. L* (parlaklik), a*
(kirmizi, yesil) ve b* (sar1, mavi) degerleri saptanmistir. Hue (renk 6zii) degeri arctan
(b*/a*) formiilii ile, SI (doygunluk indeksi) degeri ise (a*2+b*2)1/2 formiili ile
hesaplanmistir (Francis, 1998). Fenolik bilesenler iceren ekmek ornekleri i¢in toplam

renk degisikligi (AE) asagidaki formiilden hesaplanmistir (Peressini ve Sensidoni,
2009).

AE= [(L*katkil1 — L*sahit )2 + (a*katkil1 — a*sahit )2 + (b*katkili1 — b*sahit)2] 2
3.4.1.7. EKmek 6rneklerinin tekstiirel 6zelliklerinin belirlenmesi

Ekmek orneklerinin tekstiir profil analizi (TPA), AACC tarafindan belirtilmis
olan metot dahilinde (Method No: AACC 74-10.02) tekstiir analiz cihaz1 (TA-TX2i,
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Stable Micro System, Surrey, UK) ile gerceklestirilmistir. 3 mm/s test hiz1 ile ¢alisilmis,
36 mm c¢apindaki aliiminyum o6l¢iim ucu kullanilarak ve 2.5 cm kalinliginda kesilmis
olan Ornekler %50 gerinime (strain) sikistirilmis ve ayni islem 10 s ara ile
tekrarlanmistir. Elde edilen kuvvet-siire grafiginden sertlik (F), elastikiyet (t2/tl),
kohesiflik (A2/Al), sakizimsilik, ¢ignenebilirlik (sertlik x elastikiyet x kohesiflik) ve
esneklik degerleri belirlenmistir. Ekmekler 5 giin boyunca oda sicakliginda kilitli

polietilen ambalajlarda depolanarak, 1. ve 3. giinlerde 6l¢iim yapilmustir.

3.4.1.8. Ekstrakte edilmis olan fenolik bilesenlerin ekmegin kiiflenmesine etkisinin
belirlenmesi

Fenolik bilesenler, antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok gida {iriiniinde
antimikrobiyal ajan olarak kullanim alani bulmaktadir. Zeytinyag1 endiistrisi atik ve
artik Urtinleri olan karasu ve pirinadan ekstrakte edilmis olan fenolik bilesenlerin
ekmegin kiiflenmesini Onleyici/geciktirici etki gosterip gostermedigini belirlemeye
calisgtlmistir. Bu maksatla, ekmekler, dogal kiiflenmenin saglanmasi1 maksadiyla 6 giin
siireyle oda sicakliginda depolanmis depolama siiresi boyunca, 3., 4., 5. ve 6. giinlerde

ornekler toplanip, asagida belirtilen yontemle toplam kiif sayimi1 yapilmastir.

10 g ogiitiilmiis ekmek ornegi steril stomacher posetine tartilmis ve tizerine 90
mL serum fizyolojik (%0.85 tuz) eklenerek 30 sn stomacher cihazinda (BagMixer 400P,
Interscience Co., Fransa) homojenize edilmistir. Homojenattan steril serum fizyolojik
iceren tiiplere transfer edilmek suretiyle seri diliisyonlar (1:9) gergeklestirilmis ve
uygun diliisyonlardan alinarak Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) agara
yayma ekim yapilmistir. 25°C sicaklikta 4 giin inkiibasyon sonucunda petrilerde sayim

yapilarak ekmekteki toplam kiif-maya sayisi belirlenmistir.

3.4.1.9. Fenolik madde analizi

Serbest fenolik madde ekstraksiyonu Vitali ve ark. (2009)’da belirtilen metodun
modifiye edilmesiyle yapilmistir. 1 gram 6giitiilmiis ekmek 6rnegi tartilip tizerine 10
mL %1 HCl iceren %80 metanol ilave edilmistir. Karisim oda sicakliginda su
banyosunda 2 saat ¢calkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip, analizde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Bagl
fenolik madde ekstraksiyonu i¢in Vitali ve ark. (2009)’da belirtilen metodun modifiye
edilerek gerceklestirilmistir. Bagl fenolik maddelerin ekstraksiyonunda serbest

fenoliklerin ekstraksiyonundan arta kalan pelet kullanilmigtir. Pelet {izerine 10 mL 10:1
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oranindan metanol:H2SO4 karigimi ilave edilerek ¢alkalamali su banyosunda 80 C’de 20
saat bekletilmistir. Siire sonunda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, analizde
kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Pirina ve karasudan ekstrakte edilen fenolik bilesen ilaveli ekmek 6rneklerinin
serbest ve bagl fenolik madde miktart Nack ve Shahidi (2004)’nin belirledigi Folin
Ciocalteu reaktifinin kullanildigi metodun modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Mikro
kiivetlere 100 ul 6rnek ekstrakti alinip tizerine 1.9 mL Lowry ¢ozeltisi ve 0.25 mL folin
(%10’luk, h/h, suda) eklenmistir. Mikro kiivetlerin lizeri kapatilarak oksijen almasi
engellenmis halde 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakilmigtir.
Spektrofotometre cihazi (Hitachi-U1800, Japonya) ile 760 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit cinsinden ifade edilmistir. Toplam

fenolik madde miktar1 serbest ve bagl fenolik miktarlarinin toplanmasi ile elde edilmistir.

3.4.1.10. Antioksidan analizleri
Pirina ve karasudan ekstrakte edilen fenolik bilesen ilaveli ekmek Orneklerinin
antioksidan aktivite analizi i¢cin DPPH ve FRAP metotlar1 kullanilmistir. Analizler 3

tekerriirlii yapilmistir.

Ekmek ornekleri dondurarak kurutucu yardimiyla kurutulmus, ardindan kahve
ogiitiiclisiinden gegcirilmistir. Ogiitiilen ekmek &rnekleri 1 g tartilmis ve {izerine 10 ml
%80’1ik metanol eklenmistir. Calkalamali su banyosunda (Daihan Wisebath WAB-30,
Gangwon, Giiney Kore) 2 saat ¢alkalanmistir. Siire sonunda 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip, siipernatantlar siringa uclu filtreden gegirilerek analize hazir hale
getirilmistir. Elde edilen ekstraktlar kullanilarak, orneklerin antioksidan kapasiteleri,
detaylar1 sirasiyla 3.3.4.1. ve 3.3.4.2. baslhiklar1 altinda verilen DPPH ve FRAP

yontemleri ile belirlenmistir.

3.4.1.10.1 DPPH

Pirina ve karasudan ekstrakte edilen fenolik bilesen ilaveli ekmek orneklerinin
antioksidan aktivite analizi Gyamfi ve ark. (1999) ile Beta ve ark. (2005)’nin

metotlarinin modifiye edilmesi sonucunda kullanilmistir. 100ul 6rnek ekstraktina 3.9 ml
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DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda spektrofotometre
cihazinda (Hitachi-U1800, Japonya) 517 nm dalga boyunda absorbans degeri
okunmustur. Cihaz kor ile sifirlanmistir. Elde edilen sonuglar trolox cinsinden ifade

edilmistir.

3.4.1.10.2. FRAP

Pirina ve karasudan ekstrakte edilen fenolik bilesen ilaveli ekmek Orneklerinin
antioksidan aktivite analizinde DPPH metodu i¢in Gao ve ark. (2000)’ nin metodu
kullanilmis olup, 10:1:1 oraninda sirasiyla 300 mmol/L asetat tamponu, 10mmol/L
TPTZ ¢ozeltisi e 20 mmol/L FeCl36H20 karigtirilmis, analizde kullanilacak olan FRAP
cozeltisi hazirlanmistir. 50 pl 6rnek ekstraktina 0.7 ml FRAP c¢ozeltisi ilave edilerek oda
sicakligina ve karanlikta 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
spektrofotometre cihazinda 593 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.
Elde edilen sonuglar trolox cinsinden ifade edilmistir. Analizler ti¢ tekerriirli

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Ekstraktlarin Besinsel Kompozisyonu
4.1.1. Protein, kiil, basit seker ve toplam fenolik madde analiz sonucu

Pirina ve karasudan elde edilen etanolik ekstraktlarin protein, kiil, basit seker ve
toplam fenolik madde igerikleri Cizelge 4’ te verilmistir. Pirina ekstraktinin protein ve
kiil igeriklerinin sirasiyla %2.55 ve %4.55; karasu ekstraktlarinin ise protein ve kiil

iceriklerinin ise sirastyla %1.57 ve %4.48 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Pirina ve karasu ekstraktlarimnin besinsel kompozisyonu (%)

Pirina Karasu
Protein 2.55+0.05+ 1.57+0.13+
Kiil 4.55+0.02 4.48+0.12
Toplam Basit Seker** 26.3+0.00+ 31.4+0.01+
Glikoz 16.78+0.00 16.49+0.00
Fruktoz 9.51+0.00+ 14.86+0.01+
Toplam Fenolik Madde 5.45+0.10+ 2.41£0.15+

*Analiz her bir 6rnek igin 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. ** Toplam basit seker = glikoz + fruktoz

+ Pirina ve karasu ekstraktlari besinsel icerikleri (protein, kiil, toplam basit seker, toplam fenolik madde)
acisindan istatistiksel analize tabi tutulmus olup besinsel bilesen miktarlar1 farkli olanlar + isareti ile

gosterilmistir. p <0.05 , student t test

Protein ve kiil igeriklerine ilaveten, elde edilen ekstraktlarin icermis olduklar
glikoz, fruktoz ve sakkaroz miktarlar1t HPLC/RID cihaz1 kullanilarak belirlenmistir.
Ekstraktlarda sakkaroz tespit edilmemis olmasina ragmen, 6nemli miktarlarda glikoz ve
fruktoz icerdikleri tespit edilmistir (Cizelge 4). Pirina etanolik ekstraktinin glikoz ve
fruktoz igeriklerinin sirasiyla %16.8 ve %9.5 oldugu, bu degerlerin karasu etanolik
ekstraktlarinda ise sirasiyla %16.5 ve %14.9 oldugu tespit edilmistir. Etanolik
ekstraktlarin toplam basit seker icerikleri ise, igerdikleri glikoz ve fruktoz miktarilarinin
toplanmasi sonucu (toplam basit seker = glikoz + fruktoz) hesaplanmis olup, bu deger
pirina ve karasu etanolik ekstraktlar1 igin sirasiyla %26.3 ve %31.4 olarak
hesaplanmistir. Bu deger, elde edilen pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin yiiksek
miktarda basit seker icerigine sahip oldugunu gdstermektedir. Yapilan bir ¢aligmada
zeytin posasinda bulunan ana sekerin glikoz, fruktoz ve galaktoz oldugu bildirilmistir
(Marsilio ve ark., 2000). Glikoz, fruktoz ve galaktoz i¢in kuru agirlik bazinda mg/100 g
cinsinden ifade edilen sonuglar sirasiyla 2052-5420, 134-1196 ve 85-1360 arasinda
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degistigi belirtilmistir (Marsilio ve ark., 2000). Yapilan bagka bir ¢alismada ii¢ farkl

zeytin cesidinde glikoz fruktoz ve galaktoz miktarlarinin mg/kg cinsinden 1102-2474,
524-916, 135-276 arasinda degistigi bildirilmistir (Issaoui ve ark., 2011). Bu durum,
zeytinin sahip olmus oldugu yiiksek seker igeriklerinden ve ekstraksiyon sirasinda

kullanilan ¢oziicii igerisinde basit sekerlerin ¢6ziinebilmesinden kaynaklandigi

distintilmektedir (Alves ve ark. 2007; Klinchongkon ve ark., 2022).

Pirina ve karasudan elde edilen etanolik ekstraktlarin toplam fenolik madde
icerikleri spektrofotometrik yontemle belirlemis olup, ekstraktlarin fenolik igerikleri
sirasiyla  5.45+0.10 ve 2.41+0.15 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4). Etanol
ekstraksiyonu sonucu Orneklerde tespit edilmis olan nispeten diisiik toplam fenolik
madde igerigi, Orneklerin yiiksek miktarda toplam basit seker igermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ilaveten, metot kisminda detaylar1 verilen, fenolik
bilesen eldesi igin kullanilmig olan y6ntemin, pirina ve karasudan fenolik bilesen i¢in
optimum ekstraksiyon metodu olup olmadiginin belirlenmesi maksadiyla, 22 farkl
ekstraksiyon yontemi bu tez projesi biinyesinde denenmis ve elde edilen sonuglar
(kullanilan yontem ile) detayli olarak Ekler boliimiinde verilmistir (EK-1). EK-1de
verilen veriler incelendiginde, yontem kisminda belirtilen metodun, bu ¢alismada test
edilmis olan metotlara kiyasla, en optimum diizeyde pirina ve karasudan fenolik
ekstraksiyonunu saglayan metot oldugu goriilebilmektedir.

Literatiirde daha once pirina ve karasu fenolik maddeleri {izerine yapilmis olan
caligmalar incelendiginde, verilerin genellikle 1 g pirinadan ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktarlari (1 g pirinadan toplam fenolik madde ekstraksiyon etkinligi)
tizerinden verildigi goriilmektedir. Literatiirde rapor edilmis olan veriler ile bu tez
caligmasinda ulasilmig olan toplam fenolik madde ekstraksiyon etkinliginin
kiyaslanabilmesi maksadiyla, bu c¢alismada %TFM miktarina ilaveten, 1 g pirinadan
ekstrakte edilmis toplam fenolik madde miktar1 da hesaplanmis olup, bu deger 10.22 mg
GAE/g kuru pirina olarak bulunmustur (GAE: gallik asit esdegeri). Literatiirdeki
caligmalar dikkate alindiginda, ornegin Alu’dat ve ark. (2010) pirinadaki fenolik
maddeleri elde etmek i¢in uyguladiklar1 ¢caligmada pirina drneklerine farkli ekstraksiyon
sicakligi (25, 40, 50, 60, 70°C) ve siiresi (1, 3, 6, 9, 12 saat) uygulayarak, toplam fenolik
madde agisindan optimum parametreyi belirlemislerdir. Optimum kosul olarak; 70 °C,
12 saat ve ekstraksiyon solventi olarak metanoliin oldugunu ve pirinada fenolik madde

degerini 4.07 mg GAE/g kuru agirlik olarak bulmuslardir. Bir baska ¢alismada Tapia-
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Quiros ve ark., (2020) pirinadaki toplam fenolik madde igerigini belirlemek igin 3 farkli
ekstraksiyon (ultrason destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
basingli sivi ekstraksiyonu) yontemini kullanmislardir. 20 °C’de 30 dakika %50 (v/v)
etanol solvent ile yapilan ultrason destekli ekstraksiyon yonteminin en etkin yontem
oldugunu tespit etmisler ve bu yontem sonucunda ekstraksiyon etkinliginin 8.05 mg
GA/g pirina oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen verimliligin (fenolik
ekstraksiyon etkinliginin), Quiros ve ark., (2020) ve Alu’dat ve ark., (2010) tarafindan
rapor edilen etkinlikten daha fazla oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, Tapia-
Quiros ve ark. (2020) tarafindan yapilan baska bir c¢aligmada pirinada en iyi
ekstraksiyon verimliligi mikrodalga destekli ekstraksiyonda (etanol:su 50:50 (v/v) 90 °C
ve 5 dakika) yaklasik 10.00 mg GA/g kuru pirina olarak bulundugu goériilmektedir. Bu
calismada bulunan degerlerle verilerimizin uyumlu oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan, Goldsmith ve ark., (2017) yapmis olduklari ¢aligmadan pirinadan fenolik
ekstraksiyon etkinliginin 19.71+1.41 mgGAE/g oldugunu tespit etmislerdir. Genel
olarak degerlendirildiginde, c¢alismamizda elde ettigimiz verilerimizin, baz
caligmalardaki degerlerden diisiik oldugu goriilirken (Goldsmith ve ark., 2017),
bazilarindan yiiksek oldugu (Andreou ve ark., 2020; Bruno ve ark., 2018; Cardinali ve
ark., 2024; Marinopoulou ve ark., 2020) kaydedilmistir. Bunun nedeni olarak
caligmalarda kullanilan solvent polaritesi (Bruno ve ark., 2018), pH, ekstraksiyon siiresi
ve sicaklig1 gosterilebilir. Tlaveten, ¢alismalar arasi elde edilen farkli sonuglar (farkl
fenolik ekstraksiyon verimlilikleri), hammaddelerin (zeytinin) yetistigi farkli cografya-
toprak, yetistirme uygulamalari, olgunluk, hasat zamani, iklim kosullari, tarim
uygulamalar1 ve depolama siirelerinden kaynaklanmis olabilir, ¢linkii zeytinin besinsel
kompozisyonu yukarida bahsedilen cevresel ve hasat sartlarindan etkilenebilmektedir.

(Ghanbari ve ark., 2012; Boskou 1996; Pereira ve ark., 2006; Portarena ve ark., 2017).

4.1.2. Antioksidan aktivite analizleri

Pirina ve karasudan elde edilen fenolik ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri
DPPH, ABTS ve FRAP metotlar1 kullanilarak ayr1 ayri belirlenmis olup, sonuglar,
gorselligin daha iyi saglanabilmesi agisindan hem gizelge (Cizelge 5) hem de sekil
olarak (Sekil 13) verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde, pirina etanolik
ekstraktlarinin, karasudan elde edilene kiyasla, daha yiiksek antioksidan kapasitesine
sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu durumun, pirina ekstraktlarinin, karasudan elde

edilene kiyasla, daha yiiksek toplam fenolik madde igerigine (Cizelge 4) sahip



35

olmasindan dolay1 kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Nitekim, Cedola ve ark. (2020) hem
ABTS hem de FRAP metotlar1 kullanarak gergeklestirmis olduklar1 ¢calisma sonucunda,
pirina fenolik bilesenlerinin antioksidan aktivitelerinin karasudan elde edilen
muadillerine gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Baska bir ¢alismada Nunes
ve ark. (2021), zeytinyag: tiretimi atiklarindan olan pirinadaki fonksiyonel bilesenleri
ekstrakte edip, antioksidan aktivitesini farkli yontemlerle (DPPH ve ABTYS)
belirledikleri ¢alismada, DPPH yontemi ile elde ettikleri degerlerin 0.60-0.96 g TE/100g
arasinda degistigini bildirirken, ABTS metodu ile elde ettikleri degerlerin 0.80-1.13 g
TE/ 100g arasinda oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada Bruno ve ark. (2020),
tarafindan gergeklestirilmis olup, karasu ve pirinadaki (4 farkli zeytin ¢esidinin atiklar1)
antioksidan igeriklerini (DPPH ve ABTS) sirasiyla; 0.49-59.37 ve 27.43-155.29 pumol
trolox/g, 281.70-2591.66 ve 779.55- 4795.45 umol Trolox/g olarak rapor etmislerdir.
Bir bagka calismada ise Marinopoulou ve ark (2020) siyah ve yesil zeytin posasini
fonksiyonel gida iiretmek amaciyla kullanmis olup, Oncesinde posalarin kimyasal
kompozisyonlar1 belirlemislerdir. Siyah zeytin posasinda antioksidan aktivite
degerlerini (ABTS, FRAP ve DPPH) sirasiyla 4.35, 4.77, 4.42 mg TE/g olarak
belirlemislerdir (Marinopoulou ve ark., 2020). Yukarida verilen tiim literatiir verileri ile
bu calisma kapsaminda elde edilen degerler kiyaslandiginda, elde ettigimiz sonuglarin
olduk¢a yiiksek oldugu kaydedilmistir. Bu farkin sebebi; zeytin meyvesinin c¢esidi
(Bruno ve ark., 2020), besinsel kompozisyonu, ihtiva ettigi fenolik madde miktari, gevre
kosullari, ekstraksiyonda kullanilan siire sicaklik ve ¢oziicti gosterilebilir (Kiritsakis ve
ark. 1998)
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Cizelge S. Pirina ve karasu ekstraktlarinin antioksidan aktivite sonuglari

Pirina Karasu

(umol TE/g) 2960.73+161.95* 1906.61+£96.03*
DPPH

I1Cs0 (mg/ml) 30.12+£2.01* 51.77£2.56*
ABTS (umol TE/g) 10507.04+188.91* 6243.94+220.09*

I1Cs0 (mg/ml) 20.92+0.07* 36.62+2.24*
ERAP (umol TE/g) 38036.27+4624.56* 24071.28+1194.19*

ICso (mg/ml) 11.36+0.78* 21.03+1.50*

* ile gosterilen Ornekler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur. p<0.05 (student t testi)

4.1.3. Antimikrobiyal aktivite analizleri

Pirina ve karasudan ekstrakte edilmis olan fenolik bilesenlerin (etanolik
ekstraktlari) antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, hem gida kaynakli
hem de insan patojeni olan bakterilerden gram pozitif olarak S. aureus NCTC 8530, B.
subtilis NRRL-B209, B. spizizenii ATCC 6633, L. monocytogenes ATCC 7644, E.
faecalis ATCC 19433, M. luteus NCIMB 8166 gram negatif olarak ise E. coli ATCC
8739 ve P. aureginosa ATCC 9027 suslar1 kullanilirken, mayalardan T. delbrueckii
DSM 70504, S. cerevisiae D 1246, C. albicans; kiiflerden ise A. niger DSM 2466, P.
brevicompactum DSM 2215 model mikroorganizmalar kullanilmistir. Antimikrobiyal
aktivite tayini igin disk difiizyon (Sekil 16) ve kuyucuk (Sekil 17) yontemleri olmak
tizere iki farkli teknik kullanilmigtir. Bakteriler i¢in amphicilin ve chloramphenicol
antibiyotikleri; maya ve kiifler igin ise amfotericin B ve Nystatin antibiyotikleri pozitif
kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Elde edilen sonuglar, her bir yontem i¢in ayr1

ayr1 asagida sunulmustur.

4.1.3.1 Disk difiizyon yontemi

Farkli konsantrasyonlardaki pirina ve karasu etanolik ekstraklarinin bazi gida
kaynakli ve insan patojeni mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkileri (disk
difiizyon yontemi (Sekil 14)) sirasiyla Cizelge 6 ve Cizelge 7’de verilmistir. Ne pirina
ne de karasu etanolik ekstraktlarinin test edilen kiifler ve mayalar {lizerine herhangi bir
antimikrobiyal etkilerinin olmadigi goriilmektedir (Cizelge 6 ve Cizelge 7). Pirina ve
karasu etanolik ekstraktlarinin bakteriler {izerine ise farkli diizeylerde etki gosterdigi
tespit edilmistir. Karasu etanolik ekstraktinin S. aureus, E. coli, M. luteus, L.

monocytogenes ve E. feacalis iizerine herhangi bir antimikrobiyal etki gdstermedigi
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(Cizelge 7), ancak pirina etanolik ekstraktlarinin bu bakteriler {izerine antimikrobiyal

etkisinin oldugu gozlemlenmistir. Ayrica hem karasu hem de pirina etanolik

ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisinin konsantrasyona gore farklilik gosterdigi tespit

edilmistir. Ornegin, B. spizizenii hari¢ diger tiim bakterilere karsi pirina etanolik

ekstraksiyonunun minimum antimikrobiyal etki konsantrasyonunun 100 mg/mL oldugu

belirlenmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Farkli konstantrasyonlardaki pirina etanolik ekstraktinin bazi gida kaynakli ve insan patojeni

mikroorganizmalar tizerine antimikrobiyal etkileri (inhibisyon zon ¢aplari, mm — disk difiizyon yontemi).

Mikroorganizm Amphicilin Chloramphenicol 400 mg/mL 200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL

S. aureus 37.55+£0.92 28.5+3.96 6.5+0.28 6.75 +0.07 - -

E. coli 16.7+1.27 23.45+0.07 6.25+0.07 7.3+£0.28 7.05+0.49 -

P. aureginosa 16.5+0.99 23.7+0.42 6.4 +£0.28 6.25+021 7.1+042 -

B. subtilis 30.95 +0.35 30.8+0.14 7.1£0.42 7.2+0.14 7.2+0.42 -

B. spizizenii 34+0.57 32.2+0.57 7+0.14 6.7+0.14 7.5+0.42 6.55+0.07

M. luteus 40.95+0.78 28.8+2.26 7.25+0.21 7.8+£0.14 6.9 +0.28 -

L. monocytogenes  32.6 £ 1.56 30+1.13 6.85+£0.78 7.8+£0.14 7.1+0.85 -

E. feacalis 2235+021 23.75+1.06 6.9+0 735+0.07 7.2+042 -
Amfotericin Nystatin 400 mg/mL 200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL
B

S. cerevisiae 8.2+0.21 253+0.14 - - - -

C. albicans 8+0.42 24.35+0.35 - - - -

T. delbrueckii 9.15+0.49 28.7+0.42 - - - -

P.brevicompactum 6.7+0.14 21.6 £0.28 - - - -

A. niger 10.1£0.14 20.8 £0.28 - - - -

* Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis olup, veriler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.

Karasu etanolik ekstraktina kiyasla, pirina etanolik ekstraktlarinin daha fazla

antibakteriyel etki gdstermesinin sebebi, pirina etanolik ekstraktlarinin daha yiiksek

miktarda fenolik bilesen igermesinden (Cizelge 4) dolay1 kaynaklanmis olabilir.

Cizelge 7. Farkli konstantrasyonlardaki karasu etanolik ekstraktinin baz1 gida kaynakli ve insan patojeni
mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkileri (inhibisyon zon ¢aplari, mm — disk difiizyon yontemi).

Karasu Amphicilin Chloramphenicol 400 mg/mL 200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL
S. aureus 38.8+1.98 272+0 - - - -
E. coli 17.35+0.35 25.25+1.06 - - - -
P. aureginosa 173 +1.41 24.05+£0.21 7.8+0.28 6.55+0.21 8.55+3.04 -
B. subtilis 32.15+1.48 35.8£1.98 6.85+0.07 6.45+0.07 - -
B. spizizenii 34.25+0.21 31.25+2.47 6.75+£0.21 - - -
M. luteus 41.6+0.28 30.55+0.49 - - - -
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L. monocytogenes  32.6 +0.14 26+0.57 - - - -
E. feacalis 24.85+0.78 23.2+0.14 - - - -
Amfotericin B Nystatin 400 mg/mL 200 mg/mL 100 mg/mL 50 mg/mL
S. cerevisiae 8.4+0.28 25.1£0.99 - - - -
C. albicans 7.85+£0.21 24.1+£0.85 - - - -
T. delbrueckii 9.8+£0.42 28.5+0.71 - - - -
P.brevicompactum 6.75+£0.07 24.15+0.78 - - - -
A. niger 9.5+042 21.5+0.57 - - - -

* Analiz her bir 6rnek igin 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup, veriler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.

Sekil 14. Disk Difiizyon Metodu ile Antimikrobiyal Analiz Ekimi

4.1.3.2. Kuyucuk yontemi

Kuyucuk yontemi (Sekil 15) ile antimikrobiyal aktivite tayini sonucu elde
edilmis olan veriler pirina etanolik ekstrakti i¢in Cizelge 8’de, karasu etanolik ekstrakti
icin ise Cizelge 9’da verilmistir.

Sonuglar incelendiginde test edilen kiifler ve mayalar {izerine ne pirina ne de
karasu etanolik ekstraktlarinin herhangi bir antimikrobiyal etkisinin bulunmadig tespit
edilmistir (Cizelge 8 ve 9). Karasu etanolik ekstraktinin E. coli, P. Aureginosa, B.
subtilis, B. spizizenii, M. Luteus, L. monocytogenes ve E. feacalis iizerine herhangi bir
antimikrobiyal etki gdstermedigi yalnizca S. aureus iizerine etki gosterdigi (¢izelge 9),

ancak pirina etanolik ekstraktlariin bu bakteriler ilizerine antimikrobiyal etkisinin
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oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin konsantrasyona gore
farklilik gosterdigi tespit edilmis olup, pirina etanolik ekstraktinin antimikrobiyal
etkisinin karasu etanolik ekstraktina gére daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun
sebebi olarak pirina etanolik ekstraktinda bulunan fenolik bilesen miktarmin karasu

etanolik ekstraktinda bulunana kiyasla daha fazla olmasi (Cizelge 4) gosterilebilir.

Cizelge 8. Farkli konsantrasyonlardaki pirina etanolik ekstraktinin bazi gida kaynakli ve insan patojeni
mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkileri (inhibisyon zon ¢aplari, mm).

Pirina Amphicilin Chloramphenic 400 mg/mL 200 100 50
ol mg/mL mg/mL mg/mL

S. aureus 8.45 +

37.8+0.28 27.45+0.35 10.5+0.14 0.35 - -
E. coli 17.35+1.2 22.6+0.14 96+028 73+0.14 - -
P. aureginosa 17.3 +0.28 23.85+0.21 89+014 - ’ -
B. subtilis 10.55 + 8.55+

2755+5.02 29.8+1.98 0.07 0.35 - -
B. spizizenii 31+0.42 30.55 + 0.49 10.5+0.28 8.6+0 - -
M. luteus 412+0.85 19.22 +14.73 825+ 1.77 - - -
L.
monocytogenes 31.85+1.06 26.75+0.07 9.95+0.21 = - -
E. feacalis 11.35+

24.7+0.14 2225+ 1.34 0.07 9+0.57 - -

Amfotericin ~ Nystatin 400 mg/mL 200 100 50

B mg/mL mg/mL mg/mL
S. cerevisiae 7554021 259+0.14 - . _ -
C. albicans 875+035  2475+035 - - - -
T. delbrueckii 9.85+ 0.64 29.65+1.2 ; ; . -
P.brevicompactum ¢ g5 . () 07 23440 - - - -
A. niger 13 +0.57 10.75 + 1.06 - - - -

* Analiz her bir 6rnek igin 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup, veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.

Cizelge 9. Farkli konstantrasyonlardaki karasu etanolik ekstraktinin bazi gida kaynakli ve insan
patojeni mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkileri (inhibisyon zon ¢aplari, mm — kuyucuk
yontemi).

Karasu Amphicilin Chloramphenic 400 200 100 50
ol mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

S. aureus 35.15+0.92  22.55+0.07 9.7+1.13 - - -
E. coli 1675+ 035 23.5+0 - - - )
P. aureginosa 16.8 +0.14 23.1+042 - - } )
B. subtilis 28.8+1.27 30.7+0.57 - - l )
B. spizizenii 30.65+0.78  30.2+0.85 - - - -
M. luteus 40.85+1.06 30.4+1.56 - - - i
L.

monocytogenes  33.5+£0.99  30.3+0.99 - - i i
E. feacalis 23.5+0.28 23.7+2.83 - ' Z -
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Amfotericin ~ Nystatin 400 200 100 50

B mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
S. cerevisiae 8.9+ 0.85 25.5+ 1.84 - - - -
C. albicans 9.5+0.57 25.8+0.28 - - . -
T. delbrueckii 9.7+0.57 29.4+127 - - - -
P.brevicompactum 6.5+ 028 23.1+057 - - - -
A. niger 10.35 + 0.64 26.6 +0.99 - u - -

* Analiz her bir 6rnek igin 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis olup, veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmisgtir

Literatiirde verilen galismalardan; Yakhlef ve ark. (2018), 3 farkli zeytinden
(Blanquette, Rouguette ve Sigoise) iirettikleri zeytinyaglarnin ve atiklarinin (pirina-
karasu), S. aureus, E. faecalis, E. coli ve P. Fluorescens suslar1 tizerine mikrobiyal
aktivitelerini belirlemislerdir. Karasuyun, S. aureus, E. faecalis, E. coli ve P.
fluorescens mikrobiyal suslar1 tizerinde minimum bakteri yok edici konsantrasyonunu
belirlemigler ve en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi en yiiksek fenolik i¢erigi bulunan
karasu Orneklerinde elde etmislerdir. Toplam polifenol konsantrasyonu %?2.5 oldugu
zaman test edilen 4 susda (S. aureus, E. faecalis, E. coli ve P. Fluorescens) 3 log
azalma meydana geldigini bildirmisler. Rouguette ¢esidinin ise antimikrobiyal etkisinin
4 susun iizerindeki minimum konsantrasyonunu %60 ve lizerinde oldugunu bildirmis ve
bu antimikrobiyal aktivite farkliligini, farkli fenolik igerigine atfetmislerdir (Yakhlef ve
ark., 2018).

Bir bagka caligmada Nunes ve ark. (2021), Alfandega-da-F¢é, Valpagos, Beja ve
Ferreira do Alentejo zeytin gesitlerinden elde ettikleri pirina ekstraktlarinin E.coli, S.
aureus ve C. albicans suslari {izerinde antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Bu
analiz sonucunda E. coli i¢in minimum antibakteriyel konsantrasyonun Alfandega-da-
Fé ¢esidinden elde edilen pirina ekstraktinda 62.5 mg/ml (diger gesitlerde 125.0 mg/ml)
olarak; S. aureus igin ise Alfandega-da-Fé ve Beja ¢esidinden elde edilen pirina
ekstraktlarinda 31.25 mg/ml (Valpagos ¢esidi pirina ekstraktinda 62.5 mg/ml; Ferreira
do Alentejo ¢esidi pirina ekstraktinda ise 125 mg/ml) olarak bildirmislerdir (Nunes ve
ark., 2021). Dolayist ile yapilan ¢aligmalar dikkate alindiginda, fenoliklerin yapilarinda
OH gruplarmin yer almasi sebebiyle reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri nétralize
edilmekte ve boylece antioksidan etki gosterilmektedir. Bunlarin yani1 sira metalleri
selatlama yetenekleri sayesinde serbest radikal olusumu da yavaslatilmaktadir.
Antimikrobiyal etkilerinin bir diger o&zelligi fenolik konsantrasyonu ve fenolik
yapilarina dayandirilmaktadir (Nunes ve ark.2021; Gyawali ve Ibrahim, 2014) ¢iinkii,

flavonoidler ve fenolik asitler fungisit aktiviteye sahip bilesenler olarak tanimlanmislar.
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Bu yiizden, fenolik bilesiklerin engelleyici etkisinin, yapisinda bulunan OH gruplarinin
bakterilerin hiicre yapisiyla etkilesime girmesiyle zar yapisini bozabilecegi ve hiicresel
bilesenlerin sizmasini saglamasi sonucunda ortaya c¢iktigr diisiiniilebilir (Lai ve Roy

2004; Xue ve ark., 2013; Gyawali v e Ibrahim, 2014).

Sekil 15. Kuyucuk metodu ile Antimikrobiyal Analiz EKimi

4.1.4 LC-MS/MS ile fenolik bilesen analiz sonucu

Pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin fenolik kompozisyonlari, LC-MS/MS
ile analiz edilmistir. Sonuglar miktar cinsinden Cizelge 10°da nisbi bolluk cinsinden ise

Cizelge 11’ de verilmistir.

Cizelge 10. Pirina ve karasu ekstraktlarinm miktar cinsinden fenolik kompozisyonlar

Bilesen Adi Miktar + standart sapma (ng/mg)
Pirina Karasu
(-)-Epicatechin - -
(+)-Catechin 0.32+0.26 -

2,5-Dihydroxybenzoic acid - -
2-Hydroxycinnamic acid - -
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid 0.37 £2.47 0.14+0.7
3-Hydroxybenzoic acid - -
3-hydroxytyrosol 262.42 +39.89* 109.55 + 13.48*
4-Hydroxybenzoic acid 29.20 £ 6.54* 10.51 + 0.66*
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Apigenin 7-glucoside
Apigenin

Caffeic acid
Chlorogenic acid
Eriodictyol

Ferulic acid

Gallic acid
Hesperidin
Homovanillic acid
Hyperoside
Kaempferol
Luteolin 7-glucoside
Luteolin
Oleuropein
p-Coumaric acid
Pinoresinol
Protocatechuic acid
Pyrocatechol
Quercetin
Rosmarinic acid
Sinapic acid
Syringic acid
Taxifolin

Vanillic acid
Vanillin

Verbascoside

124.56 + 22.54*
68.23 + 12.16*
143.58 £ 25.12*
5.62 +3.38*
0.40+0.41
19.84 +1.33*
100.74 £ 1.01*
17.98 + 11.58*
50.94 + 21.35*
4.99 + 5.88
282.91 £ 4.44*
458.65 +4.74*
131.64 +35.02*
90.93 + 6.22*
19.11 +41.7*
37.90 + 13.95*
3.18+7.79
104.04 £ 21.81*

0.59+0.5
71.03 + 89.87
9.61+11.95
98.04 + 13.14*

22.64 + 4.4*
0.57 £3.11*
33.45+£21.76*
3.95+1.61*

5.12 +3.98*
17.80 + 6.5*
3.15 + 3.85*
6.84 + 7.2*
87.99 + 12.33*
42.01 + 40.22*
82.98 + 6.6*
29.36 + 10.77*
043 +1.51*
17.50 + 3.52*

2.18+12.81*

41.97 +40.89

13.81+3.13*

Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii gerceklestirilmis olup, ¢izelgedeki degerler ort+std sapma degerini

gostermektedir.

Pirina ve karasuda bulunan her bir fenolik bilesen kendi arasinda analize tabi tutulmus olup pirina ve
karasuda anlaml1 farklilik bulunan fenolik bilesen ¢esitleri * ile ifade edilmistir.

p<0.05 student t test.

Cizelge 11. Pirina ve karasu ekstraktlarinin nisbi bolluk cinsinden fenolik kompozisyonlar1

Bilesen Ad1 Nisbi bolluk + standart sapma (%)

Pirina Karasu
(-)-Epicatechin - -
(+)-Catechin 0.02+0 -



2,5-Dihydroxybenzoic acid
2-Hydroxycinnamic acid
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid
3-Hydroxybenzoic acid
3-hydroxytyrosol
4-Hydroxybenzoic acid
Apigenin 7-glucoside
Apigenin

Caffeic acid
Chlorogenic acid
Eriodictyol

Ferulic acid

Gallic acid

Hesperidin
Homovanillic acid
Hyperoside
Kaempferol

Luteolin 7-glucoside
Luteolin

Oleuropein
p-Coumaric acid
Pinoresinol
Protocatechuic acid
Pyrocatechol

Quercetin

Rosmarinic acid
Sinapic acid

Syringic acid

Taxifolin

Vanillic acid

Vanillin

Verbascoside

0.02+0.01
12.28 £0.14*
1.37 £0.03*
5.83 £0.13*
3.19+£0.07*
6.72 £ 0.14
0.26 £0.02*
0.02+0
0.93+0.01
471 +£0.02*
0.84 +0.05
238 +£0.11*
0.23+0.03
13.24 £ 0.07*
2146 +0.11*
6.16 £ 0.14*
426 +0.05*
0.89 +£0.2*
1.77 £ 0.06*
0.15+0.04
4.87 £0.08*

0.03+0
3.32+0.41*
0.45+0.05
4.59 + 0.04*
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0.03+0.01
20.59 £ 0.1*
1.97+0
4.26 £0.05*
0.11 £0.06*
6.29 + 0.46
0.74 +£0.02*

0.96 £ 0.08
3.34+0.1*
0.59 +£0.07
1.29 +£0.15*
16.54 +£0.11*
7.89+£0.7*
15.6 £0.01*
5.52+0.16*
0.08 £ 0.03*
3.29 + 0.04*

0.41+0.24*

7.89+0.83*

2.6 +0.08*

Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, ¢izelgedeki degerler ort+std sapma degerini

gostermektedir.

Pirina ve karasuda bulunan her bir fenolik bilesen kendi arasinda analize tabi tutulmus olup pirina ve

karasuda anlamli farklilik bulunan fenolik bilesen ¢esitleri * ile ifade edilmistir.

p<0.05 student t test.
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Pirinada bulunan ana fenolik bilesenler; luteolin, luteolin-7-glikozit,
hidroksitirosol, apigenin7-glikozit, kafeik asit ve oleuropein oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 11). Karasuda bulunan ana fenolik bilesikler ise; hidroksitirosol, luteolin-7-
glikozit, oleuropein, luteolin ve kafeik asit olarak tespit edilmistir. Fenolik bilesen
karakterizasyonu sonucunda pirinada 26, karasuda ise 20 fenolik bilesen tanimlanmustir.
Pirinada baskin fenolik bilesen luteolin (458.65 ng/mg) iken, karasuda ise baskin
fenolik bilesenin 3-hidroksitirosol (109.55 ng/mg) oldugu tespit edilmistir. Pirinada
tespit edilen vanilin, taksifolin, pirokatesol, kaempfrol, eriyodiktiol ve katesin karasuda
tespit edilemedigi goriilmiistiir. D’ Antuono ve ark. tarafindan 2014’te gergeklestirilmis
olup, Italyan ve Yunan zeytin gesitlerinin karasular1 3 farkli membran teknolojisiyle
(mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve nanofiltrasyon) islenmis ve HPLC cihazi ile fenolik
bilesenler karakterize edilmistir. Karakterize edilen fenolik bilesenler arasinda ana
fenolik bilesen olarak hidroksitirosol tiim zeytin c¢esitlerinde bulunmustur. Ayrica
ultafiltrasyon yontemiyle elde edilen karasu 6rneklerinden LC/DAD/ESI-MS ile fenolik
bilesenler karakterize edilmistir. Bu karakterizasyon sonucunda bir¢ogu iz miktarda 23
farkli fenolik bilesen tespit etmislerdir. Tespit ettikleri fenolik bilesenlerden bazilari,
hidroksitirosol, tirosol, kafeik asit, kumarik asit, verbaskozit, isoverbaskozit,
hidroksitirosol glikozit, rutin, quinik asit oldugu sdylenebilir. (D’ Antuono ve ark. 2014).

Literatiir verileri incelendiginde, Aggoun ve ark. 2015’te Cezayir’deki 3 farkli
zeytin c¢esidinde presleme ve 3 fazli zeytinyag liretimi sonrasi elde ettikleri karasularin
fenolik kompozisyonunu inceledikleri ¢alismada fenolik bilegenlerin islem yontemi ve
ceside gore onemli oranda farkliliklar gosterdigini bulmuslardir. Bu ¢alismada tespit
edilen fenolik bilesenlerden tirosoliin 103.3-282.4 pg/ g DM, luteolinin 72.2-112.8 pg/ g
DM, kafeik asidin 26.2-187.0 ug/ g DM ve oleuropeinin ise 6.4-2723.2 pg/ g DM
araliginda degistigini tespit etmislerdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edile tirosol
miktarmin (109.5 pg/ g), Aggoun ve ark. (2015) tespit ettigi deger araliginda (103-282
ug/ g) oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, bu ¢aligmada tespit edilen kafeik asit
miktart (33.4 pg/ g), Aggoun ve ark. (2015) tarafindan bildirilen kafeik asit deger (26-
187 pg/ g) araliginda bulunmaktadir. Diger taraftan, bu tez ¢aligmasinda tespit edilen
luteolin miktar1 (42.0 pg/ g) Aggoun ve ark. (2015) tarafindan bildirilen luteolin miktar
araligindan (72-112 pg/ g) diisiik oldugu tespit edilmistir. [laveten Yorulmaz ve Tekin
(2012) Gemlik ¢esidi zeytinlerin ve bu varyeteden elde edilen zeytinyaglarin fenolik

karakterizasyonlarin1 belirledikleri ¢alismalarinda Akdeniz, Gilineydogu Anadolu ve
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Kuzey Ege’den temin edilmis Gemlik zeytinlerinde tirosol miktarinin 110.04-437.45
mg/kg, oleuropein miktarmin 1038.89-5129.72 mg/kg, luteolin miktarinin 57.78-388.26
mg/kg, verbascoside miktarmin ise 132.25-242.05 mg/kg araliginda degistigini
bulmuslardir. Ekstraktlarimizda elde etmis oldugumuz tirosol miktar1 (pirina etanolik
ekstraktinda 262.4-pg/ g; karasu etanolik ekstraktinda 109.5 pg/g) olarak tespit
edilmistir. Elde edilmis olan bu deger Yorulmaz ve ark. (2012)’ nin rapor etmis oldugu
degerler ile ortlismektedir (110.04-437.45 mg/kg). Benzer sckilde bu c¢alismada
ekstraktlardan elde edilmis olan oleuropein miktar1 (pirina etanolik ekstraktinda 131.6
ug/ g; karasu etanolik ekstraktinda 82.9 pg/ g) Yorulmaz ve ark. (2012)’ nin bildirmis
oldugu oleuropein miktarindan (1038.89-5129.72 mg/kg) diisiik oldugu tespit edilmistir.
Karasu etanolik ektraktimizdan elde ettigimiz luteolin miktar1 (42.0 ug/ g) Yorulmaz ve
ark. (2012)’nin rapor ettikleri deger araligindan diisiik, Pirina etanolik ekstraktimizdan
elde ettigimiz luteolin miktarinin ise (458.6 pg/ Q) yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ekstraktlarimizdan elde ettigimiz verbascoside miktar1 (pirina etanolik ekstraktinda 98.0
pg/ g, karasu etanolik ekstraktinda 13.8 pg/g) Yorulmaz ve ark. (2012)’nin rapor
ettikleri verbascoside miktarindan (132.25-242.05) diisiik bulunmustur.

Pirina ve karasu ectanolik ekstraktlarindan elde edilen fenolik bilesikler
igerisinde, luteloin 7-glucosidase, apigenin-7, luteolin, hidroksitrosol, kafeik asit,
hesperidin, oleuropein ve verbascoside baskin halde tespit edilmistir. Bu 8 fenolik
bilesenin toplam fenoliklerin pirinada ve karasuda sirasiyla %75 ve %77’lik kismini
olusturmaktadir. Pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin  fenolik  bilesen
kompozisyonlarinda énemli degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Ornegin, oleuropein
miktar1 pirina etanolik ekstraktinda %6 iken karasu etanolik ekstraktinda bu oranin
%15,6 oldugu tespit edilmisti. Bu durumun oleuropeinin suda daha fazla
¢oziinebilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Sanchez ve ark., 2007;
Martinez-Navaro ve ark., 2021). Diger taraftan, luteolin miktar1 pirina etanolik
ekstraktinda daha fazla tespit edilmistir. Bu durum, luteolinin suda ¢6ziinme
yeteneginin diisiik oldugundan kaynaklanmis olabilir (Qing ve ark., 2017; Shakeel ve
ark., 2018).

Pirina ve karasu fenolik bilesenleri iizerine gergeklestirilmis olan caligmalar
incelendiginde, kompozisyon agisindan c¢alismalararasu  farkliliklar  oldugu

sOylenebilmektedir. Bu farklilik isleme teknigine, meyvenin c¢esit ve olgunluk
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derecesine, farkli hasat yerlerine, ekstraksiyonda kullanilan solventlere ve solventlerin
farkl1 polaritede olmalarina, ¢evre ve depolama sartlarina atfedilmekte olup (Fiorentino
ve ark., 2003; Allouche ve ark., 2004; Piperidou ve ark., 2000; Obied ve ark., 2005;
Aggoun ve ark., 2015), fenolik igerigini etkileyen bir diger faktér olarak ise
ekstraksiyon islemi gosterilmektedir, c¢ilinkii Ciinkii ekstraksiyon islemi fenolik
bilesiklerin ayrismasint saglayarak yag ve atikta bulunma miktarmi direkt olarak
etkilemektedir. Zeytinyag: iiretiminde malakasyon sicakligi ve eklenen su miktar1 da
fenolik bilesen miktarini etkilemekte oldugu bildirilmistir (Rodis ve ark. 2002; Obied ve
ark. 2005).

4.1.5. ICP-MS ile mineral madde analiz
Pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin mineral madde igerikleri ICP-MS ile analiz

edilmis olup, sonuglar Cizelge 12’ de verilmistir.

Cizelge 12. Pirina ve karasu etanolik ekstraktlarmin mineral madde igerikleri (ppm).

Bilesen Ad1 MIKTAR+STD SAPMA (ppm)
Pirina Karasu

Na 433.55+249.25*% 12203.2+188.08*

Mg 236.87+4.15* 1242.65+225.96*
K 57121.06+3941.62 69513.33+5116.39
Ca 37.89+21.49 80.35+40.85

Mn 0.21£0.05* 4.05+0.36*

Fe 0.65+0.10* 70.40+12.89*
Ni - 0.03+0.02

Cu 7.56+0.59 7.13+0.62

Zn 12.12+0.18 15.47+1.20
cd - 0.01:+0.02

Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, ¢izelgedeki degerler ort+std sapma degerini
gostermektedir.

Pirina ve karasuda bulunan her bir mineral madde kendi arasinda analize tabi tutulmus olup pirina ve
karasuda anlaml farklilik bulunan mineral madde ¢esitleri * ile ifade edilmistir.

p<0.05 student t test.

Tanilgan ve ark. (2007)’nin 5 farkli Tiirk zeytin gesitlerinin (Gemlik, Kilis, Uslu,
Tirilye ve Ayvalik) fiziksel ve kimyasal kompozisyonunu belirledikleri calismada;
zeytinlerin K, P, Ca, Na, Mg ve Fe minerallerince zengin olduklarini bildirmislerdir.
Ozellikle Gemlik cesidi zeytinlerin K, Na ve P mineral madde miktarlar1 diger cesitlere

gore daha yiiksek bulduklarini rapor etmislerdir. Cizelge 12°deki veriler incelendiginde,
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beklendigi gibi karasu ve pirina etanolik ekstraktlarinda sodyum (Na) ve potasyum (K)
minerallerinin baskin oldugu, diger minerallerin ise iz miktarda bulundugu
goriilmektedir. Ribeiro ve ark. 2020 de pirina tozlarinin giivenliligini arastirdiklari
calismada ICP-OES ile mineral madde analizinde pirinada en yiiksek K (potasyum)
(54.31 g/kg kuru agirlik) ve ikinci sirada P (fosfor) (4.76 g/kg kuru agirhik) tigilincii
sirada ise Mg (magnezyum) (1.53 g/kg kuru agirlik); karasuda K, P ve Mg degerleri
sirasiyla 17.56, 1.59, 0.50 g/kg kuru agirlik olarak belirlemisler. Ribeiro ve ark. 2020
gergeklestirdigi calismada belirttikleri pirinada K miktar1 (54310 ppm) bizim pirinada
elde ettigimiz sonugtan (57121ppm) diisiik; Mg miktar1 ise (1530 ppm) bizim elde
ettigimiz (236ppm) degerden yaklasik 6.5 kat yiiksektir. Karasuda elde ettikleri K
miktart (17560ppm) bizim karasu etanolik ekstraktindan elde ettigimiz miktardan
(69513 ppm) yaklasik 4 kat daha diisiik; elde ettikleri Mg miktar1 (500 ppm) ise bizim
elde ettigimiz miktardan (1241 ppm) yaklasik 2.5 kat daha diisiiktiir.

Literatiirde verilen zeytin minerallerinin arastirildigi calismalarda zeytinde
bulunan mineral madde miktarlarinin zeytin ¢esidine, olgunluk derecesine (Kiritsakis ve
ark. 1998) bagli oldugu ve isleme yontemlerine gore degisiklik oldugu rapor edilmistir
(Lopez ve ark., 2008). Dolayisiyla bu ¢alismada pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin
mineral igeriklerinin literatiirdeki bazi1 c¢alismalar ile farklilik gostermesi, farkli
calismalarda kullanilan farkli ekstraksiyon yontemlerine ve farkli zeytin cesitlerine

atfedilebilmektedir.

4.2. Pirina ve Karasu Etanolik Ekstraktlarim iceren Fonksiyonel Ekmek Uretimi
Zeytin yag endiistrisi artik ve atik iiriinleri olan pirina ve karasudan elde edilen
etanolik ekstraktlarin firincilik endiistrisinde fonksiyonel bir ingrediyen olarak
kullanilabilirliklerinin arastirilmas1 maksadiyla, elde edilen ekstraktlar farkli oranlarda
(%0.5, %1 ve %?2) ekmek formiilasyonuna dahil edilmis ve ekmek {iretimi
gerceklestirilmistir (Sekil 18). Literatiir verileri incelendiginde meyvelerden yalnizca
zeytinde bulundugu bildirilen (Susamci ve ark., 2011) fenolik bilesen olan oleuropeinin,
zeytine 0zgii karakteristik ac1 tadin1 verdigi bildirilmistir (Y1ildiz ve Uylager, 2011). Bu
sebepten dolayi, iiretilen ekmeklerin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi 6ncesinde,
farkli oranlarda (%0.5, %1 ve %?2) fenolik bilesen iceren ekmek drnekleri (6n deneme
maksadiyla) duyusal analize tabi tutulmus (boliim 4.2.1.) ve duyusal agidan kabul
edilebilir oranlar (genel kabul edilebilirlik puanlar1 >5 olan Grnekler) belirlenmistir.

Akabinde, duyusal agidan kabul edilebilir diizeyde olan ekmek Ornekleri tekrardan
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tiretilip, teknolojik ve besinsel degerlendirilmeleri gergeklestirilmistir (bolim 4.2.2).
Calisma boyunca herhangi bir ekstrakt igermeyen ekmek kontrol olarak kullanilmistir.
4.2.1 Farkh oranlarda ekstrakt iceren ekmek orneklerinin duyusal analizleri (6n
deneme)

Duyusal 6zellikler tiim besinlerde oldugu gibi ekmekte de Onemli bir kalite
kriteridir ve insanlarin 5 duyu organina hitap edip kayit altina alinmakta biling altina
islenmektedir (Callejo, 2011). %0.5, %1 ve %2 oranlarinda ayr1 ayr1 karasu ve pirina
iceren ekmek ornekleri (Sekil 16 ve Sekil 17) 20 panelistle duyusal analize tabi
tutulmustur. Duyusal analizde panelistlere fenolik bilesen katkili ve kontrol ekmegini
kabuk goriiniimii, gozenek, ekmek i¢ rengi, koku, tat/aroma, ¢ignenebilirlik ve genel

kabul edilebilirlik bakimindan 10 puan iizerinden degerlendirilmesi istenmistir.

%2 PiRiNA

%2 KARASU

r
A
¥?

%0.5 PiRINA %1 PiRINA
KONTROL

%1KARASU |

Sekil 16. Farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilavesiyle tiretilen ekmek 6rneklerinin dis
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Sekil 17. Farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilavesiyle iiretilen ekmek 6rneklerinin ig

gorinusi

Kabuk goriiniimii parametresine bakildiginda %0.5, %1 ve %2 pirina etanolik
ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin puanlari sirasiyla; 8.0, 5.8 ve 5.5; %0.5, %1 ve %2
karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin puanlari sirasiyla; 7.6, 6.5 ve 3.7
olarak tespit edilmis olup, bu degerlerin kontrol 6rneginin almis oldugu duyusal kabuk
goriiniimii puanindan (8.7) daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 18). Genel olarak
bakildiginda kabuk gériiniimii parametresinin etanolik ekstrakt miktar1 arttikga ekmek
orneklerinde begeni puaninin distigii tespit edilmistir (Sekil 18). En disiik
konsantrasyondaki (%0.5) pirina etanolik ekstrakti ilaveli ekmek orneklerinin kabuk
goriinimii parametresinin (8.03) kontrol ekmegine yakin bir puan (8.68) aldigi ve bu
degerlerin arasinda istatistiksel olarak bir farklilik olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir.

Etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin gézenek yapist agisindan
degerlendirildiginde, %0.5, %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneklerinin puanlar sirasiyla 7.1, 5.3 ve 6.5; %0.5, %1 ve %2 karasu etanolik ekstrakt
ilaveli ekmek 6rneklerinin puanlar sirasiyla; 6.2, 5.9 ve 6.2 olarak tespit edilmis olup,
bu degerin kontrol ekmek orneginin almis oldugu duyusal gozenek yapist puanindan
(8.5) daha diistik oldugu belirlenmistir. En diisiik puan1 %1 pirina ve %1 karasu etanolik
ekstrakt ilaveli ekmek Ornekleri sirasiyla 5.3 ve 5.9 olarak tespit edilmis olup, kontrol
ekmeginin puanina (8.5) en yakin puami %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
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ornegi (7.1) almistir. Kontrol ekmek ornegi ve %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek Ornegi arasinda, gozenek yapisi agisindan, istatistiksel olarak énemli (p>0.05) bir
fark gozlemlenmemis olup, diger ekmek oOrneklerinin kontrol ekmegiyle arasinda
istatistiksel fark (p<0.05) gdzlemlenmistir. ilave edilen pirina etanolik ekstrakt miktar:
arttikca genel olarak ekmek 6rneklerinin gézenek boyutunun kiigiildiigii ve daha siki bir
ekmek goriintiisii elde edildigi tespit edilmistir.

Sonuglar i¢ renk parametresi agisindan degerlendirildiginde, %0.5, %1 ve %2
pirina etanolik ekstrakt ilaveli 6rneklerinin puani sirasiyla; 7.8, 5.7 ve 4.8; %0.5, 1, 2
karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin puani sirasiyla, 6.5, 5.3 ve 3.3 olarak
tespit edilmis olup, bu degerlerin kontrol ekmeginin almis oldugu duyusal i¢ renk
puanindan (8.7) daha diistik oldugu belirlenmistir. Kontrol ekmek 6rnegi ve %0.5 pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Ornegi arasinda i¢ renk parametresi agisindan istatistiksel
olarak dnemli (p>0.05) bir fark gézlemlenmemis olup, diger ekmek 6rneklerinin kontrol
ekmegiyle arasinda istatistiksel fark (p<0.05) gozlemlenmistir. Hem pirina hem de
karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinde etanolik ekstrakt ilave miktar:
arttitk¢a ekmek Orneklerinin i¢ renk ve kabuk renginde énemli degisiklikler (daha siyah
bir {irlin tretilmesi) ve duyusal parametre puanlarinin distiigii tespit edilmistir. Bu
durum ekstrakte edilen pirina ve karasu etanolik tozlarinin kendine 6zgili siyah-koyu
renkte olmasimna atfedilebilir. ilaveten, ekmek formiilasyonuna dahil edilmis olan
etanolik ekstraktlarin sahip olmus oldugu yiiksek seker igerikleri (pirinada %26.3
karasuda 9%31.4) ekmegin pisirilmesi esnasinda daha yiiksek derecede Maillard
reaksiyonu ve/veya karamelizasyon olay1 gerceklesmesine sebebiyet vermis olabilir ve
bu durum(lar) daha koyu renkli ekmek {iriinii elde edilmesine sebebiyet vermis olabilir,
zira Maillard ve karamelizasyon olaylar1 sonucu agiga cikan bazi bilesenlerin son
irtiniin renk parametresinde koyulasmaya sebebiyet olabildigi iyi bilinen bir gercektir
(Purlis, 2010).

Ekmek ornekleri koku parametresi agisindan degerlendirildiginde, %0.5, %1 ve
%2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli 6rneklerinin puani sirasiyla; 6.4, 5.8 ve 4.8; %0.5, %1
ve %2 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinde ise sirasiyla; 6.4, 5.8 ve 4.8
olarak tespit edilmis olup, bu degerin kontrol ekmeginin almis oldugu duyusal koku
puanindan (7.9) daha diisiik oldugu belirlenmistir. Kontrol ekmek 6rnegi ile %0.5 pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek ornegi ve %0.5 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
Ornegi arasinda koku parametresi agisindan istatistiksel olarak énemli (p>0.05) bir fark

gozlemlenmemis olup, diger ekmek 6rneklerinin kontrol ekmegiyle arasinda istatistiksel
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fark (p<0.05) gozlemlenmistir. Pirina ve karasu etanolik bilesen ekstrakti ilaveli ekmek
orneklerinin koku puaninda ilave edilen etanolik ekstrakt (hem pirina hem de karasu)
miktar arttik¢a diisiis s6z konusudur.

Ekmek oOrneklerinin - duyusal analizi tat/aroma parametresi agisindan
degerlendirildiginde %0.5, %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli 6rneklerinin puani
sirastyla 7.9, 6.7 ve 5.6; %0.5 %1 ve %2 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneklerinin puani sirasiyla 3.6, 2.9 ve 1.6 olarak tespit edilmis olup, bu degerin kontrol
ekmeginin almis oldugu tat/aroma puanindan (8.6) daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Kontrol ekmek 6rnegi ve %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi arasinda
tat/aroma parametresi acgisindan istatistiksel olarak Onemli (p>0.05) bir fark
gbzlemlenmemis olup, diger ekmek drneklerinin kontrol ekmegiyle arasinda istatistiksel
fark (p<0.05) gozlemlenmistir. Pirina etanolik ekstrakti ilaveli ekmek ornekleri miktar
arttikca tat aroma parametresinde azalma s6z konusudur, ancak bu azalmanin kabul
edilebilir degerler arasinda oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, karasu etanolik
ekstrakti ilaveli ekmek Orneklerinde miktar arttikca onemli derecede bir diisiis s6z
konusu olup, tatta acilik/burukluk artisi oldugu goriilmistiir. Bu sebeple tat/aroma
parametresi karasu fenolik ekstrakti ilaveli ekmek 6rneklerinde oldukga diisiik puanlar
almistir. Karasu ve pirina etanolik ekstraktlar1 ilavesi sonucu ekmek Orneklerinin
tat/aroma parametresinde gozlemlenen farkliliklar sahip olmus olduklar farkli fenolik
kompozisyonlara, dzellikle farkli oleuropein miktarlarina atfedilebilir, ¢iinkii zeytinde
oleuropeinin, agizda act ve buruk bir tat birakmaktig1 bildirilmistir (Y1ldiz ve Uylager,
2011). Oleuropein agisindan incelendiginde pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin
sirastyla 1316,38 ng/mL ve 829,82 ng/mL oleuropein igerigine sahip olduklari tespit
edilmistir (Cizelge 10). Ilaveten, pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinda bulunan
oleuropein nisbi bollugu hesaplandiginda bu degerin sirasiyla %6,16 ve %15,6 oldugu
tespit edilmistir. Diger bir ifade ile, karasu etanolik ekstraktlar1 icerisindeki dominant
fenolik bilesenlerden birisinin oleuropein oldugu sonucuna ulasilmistir.

Cignenebilirlik parametresi agisindan incelendiginde %0.5, 1 ve 2 pirina etanolik
ekstrakt ilaveli ekmeklerin puanlarinin sirasiyla 7.8, 6.0 ve 6.2 oldugu; %0.5, %1 ve %2
karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinde ise sirasiyla 5.4, 4.7 ve 3.9 oldugu
belirlenmis olup, bu degerin kontrol ekmeginin almis oldugu ¢ignenebilirlik puanindan
(8.5) daha diisiikk oldugu tespit edilmistir. Karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneklerinde diisiis oldugu goriilmektedir (Sekil 18). En yiiksek miktarda (%?2) etanolik

ekstrakt ilave edilmesiyle ekmek orneklerinde hacim azalmasi gozlemlenmistir. Bu
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hacim diistigiiniin gézenek sikilasmasina sebep oldugu ve dolayisiyla ¢ignenebilirligi
olumsuz yonde etkilemis olabilecegi diistintilmektedir.

Ekmek ornekleri genel begeni parametresi agisindan degerlendirildiginde ise
%0.5, %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmeklerin puanlarinin sirasiyla 8.0, 5.6
ve 5.8 oldugu; %0.5, 1 ve 2 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinde ise
sirasiyla 4.7, 3.4 ve 1.8 oldugu tespit edilmis olup, bu degerin kontrol ekmeginin almis
oldugu genel begeni puanindan (8.9) daha diisiik olugu tespit edilmistir. Kontrol ekmek
ornegine (8.9) en yakin genel begeni puaninin (8.0) %0.5 pirina etanolik ekstrakti ilaveli
ekmegin aldigi belirlenmistir. En diisiik genel kabul edilebilir puanini (1.8) ise %2
oraninda Kkarasu etanolik ekstrakti igeren ekmek Orneklerinin aldigi tespit edilmistir.
Genel olarak karasu etanolik ekstraktli ekmek oOrneklerinin genel begeni puanlarinin
pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerine kiyasla daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, pirina etanolik ekstrat ilaveli ekmek 6rneklerinin, karasu
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerine gore, tikketime daha uygun oldugu sonucuna
ulasilabilir. Bu secimi etkileyen temel parametre karasu etanolik ekstrakt ilaveli
ekmeklerin agizda yogun bir ac1 ve buruk bir tat birakmasi oldugu sdylenebilir.

Cecchi ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada pirinayr bazi liriinlere (ekmek,
makarna ve granola) ilave etmigler ve duyusal profil ve tiiketici begenisi
arastirmiglardir. Eklenen pirina ekmek oOrneklerinin i¢ renklerini etkiledigini kabuk
rengini etkilemedigini ¢ignenebilirligi ve aci-buruk tadin arttigimi bildirmislerdir. Bu
sonuglar bizim elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermistir. Cedola ve ark. (2020)
yaptiklar1 ¢alismada, ekmek formiilasyonuna pirina ve karasu ilave etmisler ve iiretilen
ekmek Orneklerinin duyusal kalitesinin diistiigiinii bildirmislerdir. Literatiirdeki bilgiler
ekmek formiilasyonuna zenginlestirme amaciyla eklenen bilesenlerin ekmegin duyusal
kalitesini onemli Olcilide etkiledigini ve hamurun gaz tutma kapasitesini diislirdiigiinii
gostermektedir (Hemdane ve ark., 2015; Saccotelli ve ark., 2017; Cedola ve ark. 2020).

Duyusal analiz sonucu genel begeni skoru >5 olan ekmek 6rnekleri; %0.5 pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek, %1 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek, %2 pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek ve % 0.5 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek olarak
belirlenmistir. Genel begeni skoru kabul edilebilir seviyede olan bu ekmek 6rnekleri
tekrar {iretilerek, asagida detaylar1 verilen reolojik ve teknolojik analizler agisindan

analiz edilmislerdir.
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Sekil 18. On deneme amaciyla farkli oranlarda etanolik ekstrakt iceren ekmek drneklerinin duyusal analiz
sonuglari
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Chart Title

KONTROL 9==%0,5 PIRINA ==@==%1 PIRINA  ==@==%2 PiRINA
%0,5 KARASU %1 KARASU %2 KARASU

Kabuk goriniim
10

Genel begeni

Cignenehilirlik

Tat/aroma

Sekil 19. On deneme amaciyla farkli oranlarda etanolik ekstrakt iceren ekmek drneklerinin duyusal analiz
sonucunun ériimeek ag1 grafigi

4.2.2. Duyusal acidan kabul edilebilir oranda etanolik ekstrakt iceren ekmek
hamurlarinin reolojik o6zellikleri

On deneme asamasinda (boliim 4.2.1) duyusal kabul edilebilirlik puanlari >5
olan ekmek Orneklerine (%0.5 pirina, %1 pirina, % 2 pirina ve %0.5 karasu etanolik
ekstrakti igeren ekmek Ornekleri (Sekil 20) ait hamurlar tekrar iiretilmis ve reolojik
ozellikleri (yapiskanlik, gerilme ve gevseme Ozellikleri ve tekstiir profil analiz

degerleri) taze ve fermente edilmis hamur 6rneklerinde test edilmistir.
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Sekil 20. Tekrar iiretilen ekmek 6rneklerinin i¢ goriiniimleri

Son iirliniin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde hamurun yapisal 6zellikleri
blyiik etkiye sahipti. Bu nedenle hamur reolojisi iizerine birgok c¢alisma
gerceklestirilmektedir. Bu c¢alismada kapsaminda pirina ve karasu etanolik
ekstraktlarinin  hamur reolojisi lizerine etkisi arastirilmistir. Bu maksatla, hem
fermentasyon Oncesi hem de fermentasyon sonrasinda hamur 6rneklerinin yapiskanlik,
gerilme- gevseme ve tekstiir profil analizleri yapilmis ve sonuglar Cizelge 13’te
verilmistir.

Yapiskanlik (Stickiness) degeri hamurun ekipman ve parmak gibi yiizeylere
biraktig1 etki olarak tanimlanir. Yiiksek yapigkanlik degeri hamur kuvvetini, ekmek
hacmini ve hamur karigtirma toleransini etkileyerek hamur isleme ve ekmek kalitesini
olumsuz etkilemektedir (Demirekin ve Giil, 2020). Cizelge 13 incelendiginde, taze ve
fermente hamur orneklerinin yapiskanlik degerleri sirasi ile 17.55-40.23 g ve 24.09-
42.52 g arasinda degistigi gozlemlenmistir. Kontrol hamur 6rnekleri fermantasyon
oncesi ve sonrasi en diisiik hamur yapiskanlik 6zelligini gosterirken, %2 oraninda pirina

etanolik ekstrakt kullanimi hem fermentasyon oncesi hem de fermentasyon sonrasi
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hamur Orneklerinde en yiliksek yapigkanlik degerinin Olgiilmesine neden olmustur.
Fenolik bilesenlerin glutenin disiilfiir baglartyla reaksiyona girip bu baglar1 kirmasi
sonucunda hamurun zayiflamasiyla sonuglanmasi bu yapiskanlik artisinin sebep olarak
gosterilebilir (Han ve Koh 2011; Ananingsih ve Zhou 2012; Xu ve ark. 2019). Bununla
birlikte %0.5 karasu etanolik ekstrakt kullanimi1 ayni1 oranda pirina etanolik ekstrakt
kullanilan 6rneklerden daha diisiik yapiskanlik degerleri gostermis olup, karasu etanolik
ekstrakt ilaveli taze ve fermente hamur Orneklerinin yapiskanlik degerleri sirasiyla
29.64 g ve 30.18 g olarak Olglilmiistiir. Hamur 6rneklerinin fermantasyon oncesi ve
sonrasi (30 C’de, %75-80 rutubette 2 saat) ortalama yapiskanlik degerleri sirasiyla
31.06 g ve 33.53 g olarak Olglilmiistiir. Fermantasyon sonrasi hamurlarin yapigkanlik
degerlerinde bir artis gdzlemlenmistir. Formiilasyonda yer alan bilesenlerden 6zellikle
firrn mayas1 ve hamur ortaminda bulunan bakteri ve maya kaynakli enzimlerin
fermantasyon kosullarinda aktif olmasi, hamurun yumusakliginin ve yapiskanliginin
artmasindan sorumlu olabilir. Benzer sonuglar Kim ve ark. (2006), Lu ve ark. (2015),
Pescador-Piedra ve ark. (2009) tarafindan da gozlemlenmis olup; hamur ortamina
eklenen o-amilazin nisastanin dekstrinizasyona neden olmasi ile hamur stabilitesini
onemli dl¢lide azalttigr bildirilmistir. Bu degisiklikler hamuru daha zayif ve yapigkan
hale getirebilmektedir (Shafisoltani ve ark., 2014).

Hamur Orneklerinde yapilan gevseme-gerilme analiz sonuglarina gore;
fermantasyon Oncesi ve fermantasyon sonrasi degerler sirasiyla 8.28-16.07g ile 6.71-7-
51 g arasinda degisiklik gostermistir. Kontrol hamur 6rneginin gerilme-gevseme degerti,
etanolik ekstrakt ilaveli hamur Oorneklerine kiyasla, daha diisiik bulunmustur.
Fermantasyon Oncesi taze hamur Orneklerinin gerilme- gevseme degerleri
karsilastirildiginda etanolik ekstrakt iceren hamur Orneklerinin gevseme gerilme
degerleri sayisal olarak daha yiiksek bulunmus olup, %1 pirina igceren 6rnekler kontrol
orneginden istatistiksel olarak (p<0.05) daha yiiksek gevseme-gerilme Ozelligi
gostermistir. Patel ve Chakrabarti-Bell (2013) gerilme- gevseme siiresinin uzun
olmasmin hamurun elastik ve toparlanma kabiliyetinin yiiksek oldugunu ve oncelikle
ekmek yapimminda kullanilmaya uygun oldugunu ifade etmislerdir. Fermantasyon
sonras1 hamur 6rneklerinin gerilme- gevseme degerleri arasinda istatistiksel agidan fark
(p>0.05) tespit edilememistir. Hamur Orneklerinin fermantasyon oOncesi ve sonrasi
ortalama gerilme-gevseme degerleri sirasi ile 11.63 g ve 7.16 g olarak Sl¢iilmiis olup,

fermantasyon sonrasi hamurlarin gerilme- gevseme degerinde azalma s6z konusudur.
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Bulgularimizin aksine, literatiirde Chang ve ark. (2020) fermantasyon siireci boyunca
gerilme-gevseme siiresinin onemli 6l¢iide degismedigini bildirmistir.

Hamur 6rneklerinin sertlik degerleri fermantasyon Oncesi hamurda 783-1222 g
arasinda, fermentasyon sonrasi hamur 6rneklerinde ise 873-1496 g arasinda degisiklik
gostermistir. Taze ve fermantasyon sonrasi etanolik ekstrakt igeren hamur 6rneklerinin
sertlik degerleri kontrol hamur 6rneginden daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Etanolik
ekstrakt ilavesi hem taze hem de fermantasyon sonrasi hamur Orneklerinin sertlik
degerinde artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Hamura eklenen fenolik bilesikler gluten
ve nisasta ile etkilesime girerek hamurun reolojik 6zelliklerini etkiler. Han ve Koh
(2011) hamura eklenen fenolik bilesiklerin gluten ve nisasta ile etkilesime girerek
hamurun reolojik 6zelliklerini etkiledigini bildirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklari
calismada, bugday unu hamuruna kafeik asit, ferulik asit, siringik asit ve gallik asit ilave
etmisler ve bu fenolik asitlerin hamurun yogurma siiresini, yogurmaya kars1 toleransini
ve hamurun uzamasina kars1 maksimum direncinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu
durum fenolik asitlerin glutenin disiilfiir baglariyla reaksiyona girmesi ve proteinlerin
yiiksek molekiil agirligin1 azaltarak yeniden diizenlenmesine neden olmalari sonucu
hamur ozelliklerini etkilemesi ile agiklamislardir. %0.5 karasu ilaveli hamur Ornegi
%0.5 pirina igeren hamur 6rnegi ile karsilastirildiginda; fermantasyon Oncesi karasu
ilaveli 6rnek daha sert bir yap1 gosterirken, fermantasyon sonrasi aralarinda istatistiksel
bir fark belirlenmemistir (p>0.05). Sonuglar fermantasyon Oncesi ve sonrasi olarak
degerlendirildiginde ise fermantasyonun hamurlarin ortalama sertlik degerleri iizerine
istatistiksel olarak anlamli bir etki gdstermedigi belirlenmistir.

Hamur Ozelliklerinin 6nemli bir parametresi olan yapiskanlik, genellikle
yapisma sirasinda gelisen maksimum ¢ekme kuvveti olarak degerlendirilir (McCleary,
1986). Fermantasyon dncesi hamur drneklerinin yapiskanlik (adhesiveness) degerleri -
239 — -164 arasinda; fermantasyon sonrast hamur 6rneklerinin yapigkanlik degerleri ise
-70 — -0.76) arasinda degisiklik gostermistir. Fermantasyon oncesi hamur 6rneklerinin
yapiskanlik degerleri arasinda istatistiksel agidan fark (p>0.05) tespit edilemezken;
fermantasyon sonras1 kontrol ve pirina ilaveli hamur 6rnekleri ile 9%0.5 karasu etanolik
ekstrakt ilaveli hamur 6rnegi arasinda anlamli fark (p<0.05) bulunmustur. Fermantasyon
Oncesi ve sonrasit ortalama yapiskanlik degerleri karsilagtirildiginda fermantasyon
sonrasi yapiskanlik degerinin arttig1 belirlenmistir.

Hamur formiilasyonlarinda pirina ve karasu etanolik ekstrakt kullanimi

fermantasyon oncesi ve sonrasit hamur orneklerinin elastikiyet degerlerini istatistiksel
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olarak degistirmezken (p>0.05), fermantasyon Oncesi ortalama elastikiyet degeri
fermantasyon sonrasi ortalama elastikiyet degerinden daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum fermantasyon sonrasi gluten aginin zayiflamasinin elastikiyeti azalmasi ile ilgili
olabilir. Benzer sonuclar Yue ve ark. (2019) tarafindan bildirilmis olup, fermantasyonun
ardindan hamurlarin elastikiyetinin azaldigin1 rapor etmislerdir. Taze ve fermente
hamur orneklerinin koheziflik degerleri sirasiyla 0.54-0.77 ve0.49-0.58 arasinda
degisim goOstermistir. Fermantasyonun ardindan hamur 6rneklerinin koheziflik degerli
arasinda anlamli bir farklilik belirlenmezken (p>0.05), fermantasyon Oncesi karasu
ekstrakti igeren Orneklerin daha diisik koheziflik degeri gosterdigi belirlenmistir.
Bununla birlikte taze hamur 6rneklerinin ortalama koheziflik degerleri (0.70), fermente
hamur 6rneklerinin ayn1 degerinden (0.53) daha yiiksek bulunmustur.

Taze hamur Orneklerinin sakizimsilik degerleri istatistiksel olarak benzer
bulunmakla birlikte, sayisal olarak en diisiik deger %0.5 karasu ekstrakti iceren hamur
orneklerinde (498.76), en yiiksek deger ise %1 pirina ekstrakti igeren Orneklerde
(825.18) belirlenmistir. Fermantasyon sonrast hamurlarin sakizimsilik degerleri arasinda
fark istatistiksel olarak da anlamli (p<0.05) bulunmus ve en diisiik deger kontrol
orneginde, en yiiksek degerler ise %0.5 ve%]1 pirina ekstrakti iceren hamur 6rneklerinde
belirlenmistir.

Hamur 6rneklerinin fermantasyon 6ncesi ve sonrasi esneklik degerleri sirasi ile
0.10 ile 0.11 ve 0.11 ile 0.13 arasinda degismistir. Fermantasyon oncesi hamurlarin
ortalama esneklik degeri (0.11), fermantasyon sonrasi ortalama esneklik degerinden
(0.12) daha diisiik bulunmustur. Elastikiyet (Springiness), yiizdelik iyilesmeyi ve
esneklik (resilience), iyilesme hizimi gosterir (Armero ve Collar 1997).. Fermente
hamurlarin esneklik degeri daha yiiksek olup, bu esnekliklerinin daha diigiik olmasi ile

ilgili olabilir.
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Stress
Factor Ornek n Stickiness rel::telon Hardness (g) Adhesiveness Springiness Cohesiveness Gumminess Resilience
)] ©
Kontrol 4 17.55+0,45d 8,28+0,00b 783,57+16,25d -223,38+54,70a 0,94+0,01a 0,76+0,05a 559,09+50,67a 0,11+0,00a
g _ 1. Hamur 4 34,87+0,92b 9,08+1,17b 986,05+53,37¢ -239,18+70,27a 0,95+0,01a 0,77+0,09a 720,51+48,21a 0,11+0,00a
% g 2. Hamur 4 33,04+2,45bc 16,07+2,37a 1222,27+51,50ab -138,23+107,48a 0,89+0,11a 0,76+0,00a 825,18+75,34a 0,11+0,00a
E °© 3. Hamur 4 40,23+0,33a 13,90+2,76ab 1073,98+101,21bc -164,14+185,99a 0,76+0,29a 0,68+0,20ab 608,79+288,50a 0,10+0,00a
i 4. Hamur 4 29,64+0,23c 10,83+361ab 1347,50+46,54a -46,32+46,49a 0,65+0,41a 0,54+0,08b 494,76+12,27a 0,11+0,01a
Kontrol 4 24,09+0,57e 6,80+0,62a 873,64+14,00c -0,76+0,48a 0,37+0,05a 0,49+0,02a 423,90+55,32¢ 0,12+0,00a
g = 1. Hamur 4 39,34+0,41b 7,42+0,38a 1323,86+84,43ab -11,73£15,92a 0,46+0,08a 0,56+0,12a 793,20+62,28a 0,13+0,01a
% g 2. Hamur 4 34,01+0,37c 7,35+0,47a 1496,76+15,33a -3,29+0,08a 0,39+0,00a 0,54+0,00a 808,28+15,38a 0,12+0,00a
E 2 3. Hamur 4 42,52+0,23a 6,71+0,42a 1109,00+94,50b -5,18+6,53a 0,27+0,14a 0,49+a0,05 571,57+52,07b 0,11+0,00a
e 4, Hamur 4 30,18+0,64d 7,51+0,37a 1302,67+95,38ab -70,49+22,44b 0,38+0,15a 0,58+0,00a 753,21+54,90ab 0,12+0,02a
Fermantasyon
Fermantasyon oncesi 20 31.06++4,75b 11,63+3,56a 1082,67+209,54a -162,25+107,28b  0,84+0,21a 0,70+0,12a 733,96+141,57a 0,11+0,01b
Fermantasyon sonrasi 20 33,53+7,62a 7,16+0,49b 1221,19+575,32a -18,29+29,33a 0,37+0,10b 0,53+0,06b 670,03+364,09a 0,12+0,01a

Analiz 4 tekerriirli ger¢eklestirilmis olup veriler ort+std sapma olarak verilmistir.



4.2.2.1. Fenolik bilesen ilaveli ekmek besinsel kompozisyonu
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Farkli oranlarda pirina veya karasu fenolik ekstrakti ilave edilerek iiretilen

ekmek oOrneklerinin (Sekil 20) nem, kiil, protein ve yag igerikleri Cizelge 14’te

verilmigtir.

Cizelge 14. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin besinsel kompozisyonu

Nem (%) Kiil (%) Protein (KM Yag (KM
iizerinden) iizerinden)
Kontrol 38,20+0,43 A 1,27+0,01 AB 19,60+0,34 A 3,28+0,00 A
%0,5 pirina 37,81£0,37 A 1,09+0,01 AB  19,59+0,12 A 2,15+£0,74 A
%1 pirina 37,33£2,16 A 1,01+£0,04 B 19,48+0,89 A 2,39+0,16 A
%2 pirina 39,59+1,46 A 1,52+0,16 A 20,12+0,53 A 3,38+0,09 A
%0,5 karasu 36,31+2,53 A 1,26+0,20 AB 19,40+0,51 A 3,22+0,51 A

Her analiz 2 tekerriir olarak gergeklestirilmis olup veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Istatistiksel agidan benzer olanlar ayn1 harfle belirtilmistir. p<0.05

Farkl1 oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstraktlari iceren ekmek 6rneklerinin
nem degerlerinin % 36.31-39.59 arasinda degistigi ve en yiiksek nem igerigi degerine
%?2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek (%39,59), en diisiik nem degerine ise %0.5
karasu etanolik ekstrakt i¢eren ekmegin (%36.31) oldugu goriilmiistiir. Ancak, ekmek
orneklerinin nem igerigi degerlerinde goézlemlenen farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamli olmadiklari tespit edilmistir (p>0.05).

Benzer sekilde etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin protein ve yag
icerikleri acisindan istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) bir fark tespit edilmemistir
(Cizelge 14). Diger taraftan, etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin kiil miktarlar
%1.01-1.52 arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 14). En yiiksek kiil igerigi %2
pirina etanolik ekstrakt: ilave edilen ekmekte tespit edilmistir. Etanolik ekstrakt
ilavesiyle iretilen ekmek oOrneklerinden %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneginin kiil igerigi (%1.52) ile % 1 pirina etanolik ekstrakt ilavesi ile {iretilen ekmek
orneginin kiil igerigi (%1.01) arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) goriilmektedir.
Etanolik ekstrakt ilaveli diger ekmek Ornekleri arasinda istatistiksel olarak bir fark
Etanolik ilave miktar

(p>0.05) gozlemlenmemistir. ekstrakt

arttikca ekmek
orneklerinde kiil miktarinda artig goriilmiistiir. Bu artisin sebebi olarak ise elde edilen
pirina ve karasu etanolik ekstrakt tozlarinin igermis oldugu kiil degerleri (pirina; %4.55

karasu; %4.48) gosterilebilir.
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4.2.2.2. Nisasta fraksiyonlar1 ve glisemik indeks degerleri

Nisasta sindirilme hizina ve durumuna gore, hizli sindirilebilir nisasta (HSN,
tiiketildikten 20 dakika iginde hidrolize olan), yavas sindirilebilen nisasta (YSN, 20-120
dakika i¢inde hidrolize olan) ve son olarak direncli nisasta (DN, 120 dakika igerisinde
hidrolize olmaz) olmak tizere 3 smifa ayrilir. (Englyst ve ark.1992; Dupuis ve Liu
2019). Pirina ve karasu etanolik ektrakt ilaveli ekmek Orneklerinin sahip olmus

olduklar1 HSN, YSN ve DN sonuglar1 Cizelge 15’te verilmistir.

Cizelge 15. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin Toplam nisasta ve
nisasta fraksiyonlari icerigi (%)

Toplam Nisasta HSN YSN DN
Kontrol 45.13+0.27B 31.95+0.14A 33.55+3.51A 34.50+3.65A
9%0.5 Pirina 49.04+0.15A 38.58+2.27A 33.31+0.02A 28.11+2.29A
%1 Pirina 45.30+0.73B 33.34+3.57A 29.77+2.94A 36.89+0.63A
%2 Pirina 45.40+0.88B 32.62+4.83A 35.02+1.59A 32.37+3.24A
%0.5 Karasu 45.19+0.04B 35.09+2.18A 30.63+7.73A 34.28+5.56A
Ticari Ekmek 45.48+0.42B

Analiz 2 tekerriir olarak gerceklestirilmis olup veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Istatistiksel agidan benzer olanlar ayni harfle belirtilmistir.
HSN: Hizli sindirilen nigasta, YSN: yavas sindirilen nisasta, DN: direngli nigasta

Degisen miktarlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin
toplam nisasta miktarlar1 %45.13 ila %49.04 arasinda degistigi gozlemlenmistir.
Kontrol ekmek o6rnegi ile %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek O6rnegi arasinda
istatistiksel olarak fark (p<0.05) bulunmaktadir. Diger ekmek o&rnekleri arasinda
istatistiksel agidan fark (p>0.05) goriilmemistir.

Cing6z ve ark. (2022) kepek ve ince kepegi ekmek formiilasyonuna farkli
oranlarda (%10, %20 ve %30) ilave ettikleri ¢alismada toplam nisasta igeriklerini
%31.85 ila 45.51 arasinda degisen degerler oldugunu bildirmislerdir. Bu degerler bizim
elde ettigimiz toplam nisasta degerleri ile benzerlik gostermektedir.

Farkli miktarlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinde
hizli sindirilebilir nisasta (HSN) miktar1 %31.95 ila %38.58 arasinda degismekte oldugu
goriilmektedir (Cizelge 14). Ekmek o6rneklerinin hizli sindirilebilir nisasta miktarlar
arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05) bulunmamistir. ilave edilen pirina etanolik
ekstrakt miktar1 arttikca hizli sindirilebilir nisasta miktarinda diisiis s6z konusudur,
ancak bu diislisiin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05) tespit edilmistir.

Literatiir verileri incelendiginde Whitney ve Simsek (2020), patates unu ilaveli (%5,
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%10 ve %15) ekmek orneklerinde hizli sindirilebilir nigasta miktarlarint %29 ila %38
arasinda degen degerler bulduklarini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Cing6z ve ark.
(2022) farkli oranlarda kepek ve ince kepek ilave ettikleri ekmek Orneklerinde hizli
sindirilebilir nigasta iceriklerinin %25.27 ila %37.39 arasina degiskenlik gosterdigini
bildirmislerdir. Bu degeler ile bizim elde ettigimiz degerlerin yakin oldugu
goriilmektedir.

Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinde yavas sindirilebilir
nisasta miktar1 %29.77 ila %35.02 arasinda degisiklik gdstermistir. Ekmek ornekleri
arasinda yavas sindirilebilir nisasta miktar1 agisindan istatistiksel olarak bir fark
(p>0.05) gdzlemlenmemistir. Ilave edilen pirina etanolik ekstrakt miktari arttik¢a yavas
sindirilebilir nisasta miktarinda kismi bir artis goriilmektedir, ancak gozlemlenen bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05) tespit edilmistir. Whitney ve
Simsek (2020) yapmis olduklari ¢alismada patates unu ilaveli (%5, %10 ve %15) ekmek
orneklerinin yavas sindirilebilir nisasta miktarlarinin %24 ila %27 arasinda degisen
degerler elde etmislerdir. Bu degerler ile bizim calismamizda elde ettigimiz YSN
degerleri benzerlik gostermektedir. Cing6z ve ark. (2022) kepek ve ince kepek ilaveli
ekmek orneklerinin yavas sindirilebilir nisasta degerlerini %3.86 ila %7.58 arasinda
degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. Bu calisma kapsaminda iirettigimiz ekmek
orneklerinin YSN miktar1 yaklagik 4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durum
kullanilan kepegin sahip olmus oldugu fenolik veya antibesinsel bilesenlere
atfedilebilir, zira bazi fenolik bilesenlerin nisasta ile etkilesime girerek, nisastanin
enzimatik degradasyonunu azalttig1 literatiirde rapor edilmistir (Ashwar ve ark., 2016).
Ilaveten hem fenolik bilesenlerin hem de kepekte bulunan bazi antibesinsel bilesenleri
(fitik asit gibi) sindirim enzimlerinin faaliyetlerini olumsuz yonde etkileyerek nisasta
sindirilebilirligini azalttigi bilinmektedir (Thompson ve Yoon, 1984).

Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinde direngli nisasta
miktar1 %28.11 ila %36.89 arasinda degistigi gortlmektir (Cizelge 15). Ekmek
ornekleri arasinda direngli nisasta agisindan istatistiksel olarak bir fark (p>0.05)
gozlemlenmemistir. Genel olarak bakildiginda, ilave edilen pirina etanolik ekstrakt
miktar1 arttikca direngli nisasta miktarinin artisi s6z konusudur, ancak bu artisin
istatistiksel olarak onemli olmadig (p>0.05) tespit edilmistir. Whitney ve Simsek
(2020) yapmis olduklar1 ¢alismada elde ettikleri direngli nisasta verileri %5 ila %11

arasinda degistigini bildirmislerdir.
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Pirina ve karasudan elde edilen fenolik ekstrakt ilavesi ile iretilen ekmek

orneklerinin glisemik indeks degerleri Cizelge 16’da verilmistir.

Cizelge 16. Ekmek 6rneklerinin in vitro glisemik indeks degerleri (%)

Glisemik Indeks
Kontrol 96.16+0.04AB
%0.5 Pirina 111.57+4.52A
%1 Pirina 104.05+12.1AB
%?2 Pirina 85.16+0.69B
%0.5 Karasu 90.16+0.04AB

Analiz 2 tekerriir olarak gergeklestirilmis olup veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. Istatistiksel agidan benzer olanlar ayn1 harfle belirtilmistir. p<0.05.

Glisemik indeks, tiiketilen karbonhidrathi besinlerin kandaki glukoz miktarina
etkisi olarak agiklanabilir. Ayn1 miktarda karbonhidrat igerigine sahip farkli
yiyeceklerin (referans olarak genelde beyaz ckmek ya da glikoz kullanilmakta)
tiketilmesini takip eden ikinci saatte kandaki glukoz miktarinda meydana gelen
degisimin Sl¢iimiidiir (Memis ve Sanlier, 2009).

Glisemik indeks sonuglar1 incelendiginde en diisiik glisemik indeks degerine
%85.16 ile % 2 pirina fenolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi, en yliksek glisemik indeks
degerine ise %111.57 ile %0.5 pirina fenolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneginin sahip
oldugu tespit edilmistir (¢izelge 16). Kontrol ekmek orneginde glisemik indeks degeri
%96.16 olarak tespit edilmistir. Yapilan glisemik indeks analizi sonucunda
formiilasyona ilave edilen pirina fenolik ekstrakt miktar1 arttikca glisemik indeks
miktarinda diisiis oldugu tespit edilmistir.

Kontrol ekmek ornegi ile en diisiik (%85.16) glisemik indeks degerine sahip
ekmek Orneklerinin (%2 pirina fenolik ekstrakt ilaveli ekmek) arasindaki fark % 11
olarak tespit edilmistir. Bu dogrultuda pirina fenolik ekstrakt ilavesi ekmek orneklerinin
glisemik indeks degerini %11 dislirdigli gozlenmistir. Ancak %0.5 ve %]l pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin glisemik indeks degerleri kontrol ekmek
orneginin glisemik indeks degerinden yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu durum, pirina
etanolik ekstraktinin icerdigi seker miktarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu diisiincenin etanolik ekstraktlara uygulamis oldugumuz HPLC analiz sonuglarimiz

ile (pirina toplam basit seker %26.3) uyumlu oldugu goriilmektedir (Cizelge 4). Bir
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baska onemli nokta ise ilave edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttikca glisemik indeks
degerlerinin diistiigii tespit edilmistir. Bu durum, 6zellikle nisastanin amiloz kismi ile
fenolik bilesenlerin hidrofobik etkilesime girmeleriyle nisasta-fenolik etkilemisi
olusturmalarindan kaynaklanmis olabilir. Ilaveten, fenolik bilesenlerin amilaz enzimini
kismen inaktive etmesi sonucunda nisastanin glisemik indeksinde diisiise sebep olmus
olabilir (Amoako ve Awika, 2019; Zhu, 2015).
4.2.2.3. Diyet lifi icerikleri

Farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilave edilerek iiretilen
ekmeklerin suda ¢ozlinen, suda ¢oziinmeyen ve toplam diyet lifi igerikleri gravimetrik
yontemle tespit edilmis ve sonuglar Cizelge 17°de verilmistir. Veriler incelendiginde,
orneklerin toplam diyet lifi iceriklerinin %4.45 ila %6.42 (agirlik {lizerinde) arasinda
degistigi tespit edilmistir. Istatistiksel acidan incelendiginde, %0.5 pirina etanolik
ekstrakt ilaveli ekmek 6rneginin (%6.42) ile %1 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneginin toplam diyet lifi iceriklerinin (%4.43) istatistiksel olarak farkli oldugu
(p<0.05), ancak diger ekmek Ornekleri arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05)
olmadig1 gozlemlenmemistir. Ekmek oOrneklerinin suda ¢oziinen diyet lifi igerikleri
%0.88 ila %2.19 arasinda, suda ¢oziinmeyen diyet lifi igerikleri ise %3.29 ila %4.22
arasinda degistigi tespit edilmistir. Istatistiksel agidan bakildiginda, ekmek ornekleri
arasinda hem suda ¢Ozlinen diyet lifleri hem de suda c¢oéziinmeyen diyet lifleri

bakimindan herhangi bir fark (p>0.05) gézlemlenmemistir.

Cizelge 17. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin suda ¢6ziinen, suda
¢oziinmeyen ve toplam diyet lifi igerikleri

Suda ¢oziinen diyet lifi Suda ¢oztinmeyen diyet lifi ~ Toplam Diyet Lifi % w/w

Kontrol 1.79+1.55A 3.58+0.64A 5.36+0.91AB
%0,5 Pirina 2.19+0.19A 4.22+0.18A 6.42+0.01A
%1 Pirina 0.88+0.00A 3.55+0.02A 4.43+0.02B
%2 Pirina 1.77+£0.00A 3.2940.41A 5.07+0,41AB
%0,5 Karasu 1.87+£0.27A 3.2940.01A 5.16£0.28 AB

Analiz 2 tekerriir olarak gerceklestirilmis olup veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Istatistiksel agidan benzer olanlar ayni harfle belirtilmistir. p<0.05

Literatiir karsilagtirmas1 amaciyla yapilan arastirmasi sirasinda fenolik ekstrakt
ilavesi ile iiretilen iirtinlerde diyet lifi analizi yapilan ¢alismaya rastlanilmamis olup,

elde ettigimiz diyet lifi igerikleri literatiir caligsmalar1 ile kiyaslanamamustir.
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4.2.2.4. Enerji (kalori) degerinin hesaplanmasi

Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin analizlere tabi tutulmasi
sonucu elde edilen verilerle enerji degerleri (Yag x 9) + (Protein x 4) + [(Karbonhidrat-
Diyet Lif) x4] + (Diyet Lif x 2) formiilii kullanilarak hesaplanmis olup, bu degerler
Cizelge 18’de verilmistir.

Cizelge 18. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin enerji degerleri

Enerji (kcal)/100 g

Kontrol 247.77+3.55A
%0,5 Pirina 242.33+5.14A
%1 Pirina 249.72+7.95A
%2 Pirina 242.30+3.95A
%0,5 Karasu 255.51+8.94A

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel agidan benzer olanlar ayni

harfle belirtilmistir p<0.05

Etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin enerji degerlerinin 242-256
kcal/100 g arasinda degistigi, ancak ornekler arasinda istatistiksel olarak fark olmadig:
(p>0.05) tespit edilmistir. Literatiir verileri incelendiginde, pirina ve karasu etanolik
ekstrakt ilavesi ile iretilen herhangi bir ekmek Ornegine rastlanilmamistir. Diger
taraftan, fonksiyonel o6zelliklerini artirmak maksadiyla farkli bilesen/iiriin ilavesi ile
iiretilmis ekmek oOrneklerine literatiirde rastlanabilmektedir. Ornegin, Puric ve ark
(2020), farkli oranlarda (%5 ve %20) elma gekirdegi posasi ilavesi ile ekmek {iretimi
gerceklestirmis ve trettikleri ekmek 6rneklerinin enerji degerlerinin 1014 - 1098 kj/100
g (242.35 - 262.43 kcal/100 g) olarak belirlemislerdir. Ilaveten, Karaagaoglu ve ark.
(2008) Ankara ilinden temin edilen 33 ekmek iizerinde enerji degerlerini
hesaplamislardir. Caligmada beyaz ekmek, tam bugday ekmegi, kepekli ekmek, yulaf
ekmegi ve ¢avdar ekmegi kullanilmis ve enerji degerleri sirasiyla, 283.3, 274.7, 259.6,
290.3 ve 265.4 kcal/100 g olarak bildirmislerdir. Bu degerlerin, bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz enerji degerleri ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla,
pirina ve/ya karasu etanolik ekstrakt ilavesinin ekmek enerji degerini degistirmedigi

sonucuna varilabilmektedir.

4.2.2.5. Fenolik madde analiz sonucu
Karasu ve pirina etanolik ekstraktar1 ile {iretilen ekmeklerin fonksiyonel

ozelliklerin belirlenmesi amaciyla fenolik madde igerikleri tespit edilmis ve sonuglar
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serbest, bagl ve toplam fenolik madde igerikleri acisindan asagida belirtildigi sekilde
incelenmistir.
4.2.2.5.1. Serbest fenolik madde analiz sonucu

Pirina ve karasudan ekstrakte edilen fenolik bilesen ilaveli ekmek 6rneklerinin
serbest fenolik madde miktar1 Cizelge 18’de verilmistir. Ekmek orneklerinin serbest
fenolik madde igerikleri 8388-10561 mgGAE/kg arasinda degisiklik gostermektedir
(Cizelge 19). %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi en yiiksek serbest fenolik
madde igerigine sahip ekmek oldugu goriilmektedir. Kontrol ekmek 6rnegi ile % 2
pirina ekstrakt ilaveli ekmek 0rnegi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (p<0.05)
bulunmaktadir. Diger ekmek Ornekleri arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05)
goriilmemistir. %2 pirina etanolik ekstrakti ilave edilmis olan o6rneklerin, kontrole
kiyasla %25 daha fazla fenolik madde igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonug
pirina etanolik ekstraktinin ekmek 6rneginin fonksiyonel 6zelligini artirmak maksadiyla

kullanilabilecegi dnerisinde bulunmaktadir.

Cizelge 19. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin kuru madde iizerinden
serbest fenolik, bagli fenolik ve toplam fenolik madde icerikleri (mg GAE/Kg)

Ornek Serbest Fenolik Bagli Fenolik Toplam fenolik
Kontrol 8388,96+259.89B 424.07+1.83AB 8813,027+261,43 B
%0,5 pirina 9553,49+359.51AB 443.20<£11.15AB 9984,251+£369,56 AB
%1 pirina 9385,73+210.58AB 417.68+9.87B 9803,411+£214,84 AB
%2 pirina 10561,30+174.18A 436.06£2.22A 10998,477+174,20 A
%0,5 karasu 8562,23+879.47AB 392.69+1.46C 8954,330+880,26 B

Analiz her bir 6rnek i¢in 3 tekerriirlii ylriitiilmiis olup ¢izelgedeki veriler orttstd sapma olarak
verilmistir. Istatistiksel acidan benzer olanlar ayni1 harfle belirtilmistir. p<0.05

4.2.2.5.2. Bagh fenolik madde analiz sonucu

Ekmek orneklerinin bagh fenolik madde igerikleri 392.69- 443.20 mg GAE/kg
arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge 19). %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek Ornegi en yiiksek bagli fenolik madde igerigine sahip oldugu goriilmektedir
(Cizelge 18). Kontrol ekmek ornegi ile %0.5 karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
Orneginin arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) bulunmus olup diger ekmek

ornekleri arasinda istatistiksel agidan bir fark (p>0.05) goriilmemistir.



68

4.2.2.5.3. Toplam fenolik madde analiz sonucu

Ekmek o6rneklerinin toplam fenolik madde igerikleri 8813.027-10998.477 mg
GAE/kg arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge 19). %2 pirina etanolik ekstrakt
ilaveli ekmek oOrneginin en yiliksek toplam fenolik madde icerigine sahip oldugu
goriilmektedir (Cizelge 19). Ilave edilen etanolik ekstrakt miktar arttikga toplam
fenolik madde miktar1 da dogrusal olarak artis gostermistir. Kontrol ekmek 6rnegi ile %
2 pirina ekstrakt ilaveli ekmek Ornegi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark

(p<0.05) bulunmaktadir. Diger ekmek oOrnekleri arasinda istatistiksel olarak fark

(p>0.05) goriilmemistir.

Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin toplam fenolik
madde analizi agisindan karsilastirilmasi sonucunda kontrol ekmek 6rnegi ile %2 pirina
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Ornegi arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark (p<0.05)
bulunmaktadir. Diger ekmek orneklerinin arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05)
gbzlemlenmemistir.

Cedola ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada pirina katkili ekmekte 1.33 mg
GAE/qg; karasu katkili ekmekte 0.49 mg GAE/g; karasu ve pirinanin birlikte eklendigi
ekmekte ise 1.8 mg GAE/g degerine ulasmiglardir. Cardinali ve ark. (2024)’ siyah
zeytin posasii farkli oranlarda (%10-15-20) ekmek formiilasyonuna dahil etmislerdir.
Taze pirinadan yapilan ekmek orneklerinde sirasiyla, 0.70, 0.84 ve 0.91 mg GAE/qg;
pirinanin 6 ay buzdolabinda bekledikten sonra ekmek formiilasyonuna dahil edilmesiyle
tiretilen ekmek orneklerinde sirasiyla 1.08, 1.46 ve 1.70 mg GAE/g ve pirinanin 6 ay
dondurulduktan sonra ekmek formiilasyonuna dahil edilmesiyle {iretilen ekmek
orneklerinde sirastyla 0.91, 1.01 ve 1.39 mg GAE/g Toplam fenolik madde elde
etmislerdir. Marinopoulou ve ark. (2020) farkli oranlarda (%5,%10,%15) siyah ve
yesil zeytin posasi ilaveli ekmeklerde Toplam fenolik madde analizi
gerceklestirmiglerdir. Siyah zeytin posasi ilaveli ekmek orneklerinde 67.0, 102.2 ve
114.1 mg GAE/100 g; yesil zeytin posasi ilaveli ekmek 6rneklerinde 60.9, 89.7 ve 105.2
mg GAE/100 g degerini elde etmislerdir. Bu ¢alisma dahilinde elde ettigimiz degerler
literatiir verileri ile karsilastirildiginda elde etmis oldugumuz degerlerin genel olarak

daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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4.2.2.6. Antioksidan aktivite analizleri

Pirina ve karasu fenolik ekstraktr ilaveli ekmek Orneklerinin antioksidan
igceriklerinin belirlenmesi amaciyla DPPH ve FRAP metotlar1 kullanilmistir. Analiz

sonuglari Cizelge 20’de verilmistir.

Cizelge 20. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin kuru madde iizerinden
antioksidan igerikleri

DPPH mg TE/kg FRAP pmol TE/g
Kontrol 173,76+52,53 D 1,7£0,18 D
%0,5 pirina 444,33+25.81 BC 3,54+0,20 C
%1 pirina 582,33+19,31 B 4,52+0,34 B
%2 pirina 986,79+4,37 A 6,77+0,53 A
%0,5 karasu 331,40+£152,27 CD 2,75+0,16 C

Analiz her bir ornek i¢in 3 tekerriirlii yiirtitiilmus olup ¢izelgedeki veriler ort+std sapma olarak
verilmistir. Istatistiksel acidan benzer olanlar ayni harfle belirtilmistir. p<0.05

DPPH analiz sonuglarina goére fenolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin
antioksidan aktivite degerleri 173.76-986.79 (umol TE/g) arasinda degisim gostermistir
(Cizelge 20). %2 pirina fenolik ekstrakti ilaveli ekmek 6rneklerinin DPPH degerinin en
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ekmek formiilasyonuna ilave edilen fenolik ekstrakt
miktar1 arttikga DPPH degeri de artmaktadir. Kontrol ekmek ornegi ve %0.5 karasu
etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi arasinda, DPPH agisindan istatistik olarak 6nemli
(p>0.05) bir fark gozlemlenmemis olup, diger ekmek Ornekleri ile kontrol ekmegi
arasinda istatistiksel fark (p<0.05) tespit edilmistir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini artirdigi kabul edilmektedir
(Zielinski ve Koztowska, 2000). Ayrica Yu ve Nanguet (2013)’ te antioksidan aktiviteyi
olumlu etkileyen olaylardan bir digerinin de Maillard reaksiyonu oldugunu
belirtmislerdir.

Cardinali ve ark. (2024)’ siyah zeytin posasini farkli oranlarda (%10-15-20)
ekmek formiilasyonuna dahil etmislerdir. Taze pirinadan yapilan ekmek Orneklerinde
0.19-1.90 mg TEAC/g, 6 ay buzdolabinda bekledikten sonra pirinadan yapilan ekmek
orneklerinde 0.25-1.36 mg TEAC/g ve 6 ay dondurulduktan sonra pirinadan yapilan
ekmek orneklerinde ise 0.25-1.07 mg TEAC/g araliginda bulduklarini bildirmislerdir

Marinopoulou ve ark. (2020)’ farkli oranlarda (%5,%10,%15) siyah ve yesil
zeytin posast ilaveli ekmeklerde antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla DPPH

metodunu kullanmigladir. Siyah zeytin posasi ilaveli ekmek 6rneklerinde 20.7 - 43.7 ve
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65.1 mgTE/100g, Yesil zeytin posasi ilaveli ekmek oOrneklerinde 11.9- 21.2- 40.5
mgTE/100g degerlerini elde etmislerdir.

Ekmek oOrneklerinin FRAP degerleri 1.7-6.77 (umol TE/g) degerleri arasinda
degisim gostermistir (Cizelge 20). Ekmek formiilasyonuna ilave edilen fenolik ekstrakt
miktar1 arttikca orneklerin FRAP degeri de artis gostermistir. Fenolik ekstrakt ilavesi
olmayan kontrol orneklerinde ortalama 1.7 pmol TE/g olan FRAP degeri; en yiiksek
ekstrakt ilave miktar1 olan %2 pirina ekstrakti ilaveli ekmek 6rneklerinde 6.77 pmol
TE/g olarak bulunmustur (Cizelge 20). Kontrol ekmek ornegi ile diger ekmekler
arasinda FRAP agisindan istatistiksel olarak fark (p<0.05) tespit edilmistir.

Cedola ve ark. (2020) nin pirina ve karasuyla zenginlestirmek amaciyla; spagetti
ve ekmek formiilasyonuna katmislardir FRAP degerleri kontrol ekmeginde 1.8 pmol
FeSO4:-7H20/g ; % 10 oraninda pirina katkili ekmekte 17 pmol FeSO4-7H20/g ;
karasu katkili ekmekte 5.6 umol FeSO4-7H20/g ; karasu ve pirinanin birlikte eklendigi
ekmekte ise 25.3 pmol FeSO4-7H20/g degerine ulagsmislardir (Cedola ve ark., 2020).

Cardinali ve ark. (2024) siyah zeytin posasini farkli oranlarda (%10-15-20)
ekmek formiilasyonuna dahil etmislerdir. Taze pirinadan yapilan ekmek orneklerinde
0.14-1.76 mg TEAC/ g, 6 ay buzdolabinda bekledikten sonra pirinadan yapilan ekmek
orneklerinde 0.21-2.35 mg TEAC/ g ve 6 ay dondurulduktan sonra pirinadan yapilan
ekmek Orneklerinde ise 0.21-1.85 mg TEAC/ g araliginda bulundugunu bildirmislerdir.

Marinopoulou ve ark. (2020) farkli oranlarda (%5,%10,%15) siyah ve yesil
zeytin posast ilaveli ekmeklerde antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla FRAP
metodunu kullanmigladir. Siyah zeytin posasi ilaveli ekmek orneklerinde 60.9- 98.8-
148.7 mgTE/100g, yesil zeytin posasi ilaveli ekmek orneklerinde 45.5- 64.4 ve 88.4
mgTE/100g degerlerini elde etmislerdir.

4.2.2.7. Ekmek agirhik hacim spesifik hacim ve kabuk kalinhgi analiz

Tiiketici tarafindan ekmek Kkalitesinin belirlenmesinde agirlik, hacim ve spesifik
hacim biiyiik rol sahibidir. Pirina ve Karasu etanolik ekstrakt ilavesiyle iiretilen ekmek
orneklerinin agirlik hacim spesifik hacim ve kabuk kalinligi degerleri Cizelge 21°de
verilmistir.

Ekmek 6rneklerinin agirliklari, 65.73 g ile 69.12 g arasinda degisim gostermis,
ortalamas1 67.42 g olarak (Cizelge 21) belirlenmistir. En yiiksek agirlik degeri 69,12 g
ile %2 pirina ekstrakt ilaveli ekmek, en diisiik agirlik degeri ise 65.73 g ile %0.5 karasu

ilaveli ekmek olmustur. Agirlik agisindan kiyaslanan 6rneklerde, kontrol ekmek 6rnegi
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ile %0,5 karasu ilaveli ekmek arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark (p<0.05) oldugu
tespit edilmistir. Marinopoulou ve ark. (2020) ekmek formiilasyonuna farkli oranlarda
(%5, %10 ve %20) siyah zeytin posasi dahil ettikleri calismada ilave edilen posa miktari
arttikca hacim degerlerinde dogrusal bir diisiis oldugunu belirtmislerdir.

Ilave edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttikga spesifik hacim degerlerinde diisiis
s6z konusudur. En yiiksek spesifik hacim degerine %0.5 karasu etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek 6rnegi (7.61g/ml) onu sirasiyla; kontrol 6rnegi (6.47 g/ml), %0.5 pirina etanolik
ekstrakt (6.33 g/ml), %1 pirina etanolik ekstrakt (5.92 g/ml) ve % 2 pirina etanolik
ekstrakt (4.63 g/ml) ilaveli ekmek ornekleri takip etmektedir. Ilave edilen etanolik
miktar ile spesifik hacim degerlerinin dogrusal olarak azalmasina pirina ekstraktinin
hamurda gluten aglarin1 zayiflatmasi ile iliskilendirilebilir. Antioksidan maddelerin
protein ve/veya polisakkaritlerle kompleks olusturma potansiyeli sebebiyle
formiilasyona biyoaktif bilesenlerin ilave edilmesiyle ekmek hamurunda gelisimi
fiziksel olarak degistirme yeteneginin oldugu bilinmektedir (Sivam ve ark., 2010). Bu
tiir komplekslesme reaksiyonlari, fenolik bilesiklerin hidroksil gruplari ile proteinlerin
peptit kalintilarinin karbonil grubu arasindaki hidrojen baglanmasi yoluyla tersine
cevrilebilir sekilde meydana gelebilir ve ortaya ¢ikan kompleksler, fenolat ile anyon
veya protein molekiillerinin katyonik bolgesi arasindaki kovalent ve iyonik baglar
yoluyla stabilize edilebilir. Komplekslesme ayrica polifenoller ve proteinler arasindaki
hidrofobik etkilesimler yoluyla veya farkli protein molekiilleri ile ¢apraz baglanti
yoluyla da meydana gelebilir (Sivam ve ark. 2010). Ekmegin hacmi; hamur reolojisi,
kullanilan malzemelerin tiirii, mayalama siiresi, yogurma sartlar1 ve sicaklik gibi birgcok
faktore baglidir (Arendt ve ark., 2007; Tolve ve ark., 2021). EkKmegin zenginlestirilmesi
amactyla hamur formiilasyonuna eklenen alternatif bilesenler genel olarak ekmegin
duyusal kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir, ¢linkii gluten ag olusumunu ve gaz
hiicrelerini diizensizlestirir bu sebeple hamurun gaz tutma kapasitesi diiser (Hemdane ve
ark. 2015; Saccotelli ve ark.2017; Cedola ve ark. 2020). Hamurda yeteri kadar gaz
olusmamast ve hamur elastikiyetinin az olmas1 nedeniyle gluten proteinleri ekmegin
pismesi sirasinda yeterinde genlesemez ve istenilen kabarma meydana gelmez bunun
sonucunda spesifik hacim degerlerinde 6nemli bir diisiise sebebiyet verebilir. Bu bilgiler

bizim elde ettigimiz verileri destekler nitelikte oldugundan sonuglarimiz uyumludur.
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Cizelge 21. Pirina ve karasu etanolik ektrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin teknolojik analiz sonuglari

Agirlik (g) Hacim (ml) Spesifik Hacim (g/ml)  Kabuk kalinligi (mm)
Kontrol 67.98+0.49 AB  440.00+0.00 B 6.47+0.05 B 0.47+0.06 A
%0,5 pirina 67.56+0.47AB 427.50+10.61 B 6.33+0.20 BC 0.434+0.06 A
%1 pirina 66.72+0.11 BC  395.00+7.07 C 5.92+0.12 C 0.53+0.12 A
%2 pirina 69.12+0.49 A 320.00+0.00 D 4.63+0.03D 0.57+0.06 A
%0,5 karasu 65.73+0.28 C 500.00+0.00 A 7.61+0.03 A 0.57+0.06 A

Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirli yirtitilmis olup ¢izelgedeki veriler ort+std sapma olarak
verilmistir. Istatistiksel acidan benzer olanlar ayni harfle belirtilmistir. p<0.05

4.2.2.8. Ekmek kabuk ve i¢ renk analiz sonuglar:

Bir gidanin begenilip begenilmemesinde tiiketici i¢in en esas parametre yiizey
rengi olmaktadir (Leon ve ark., 2006). Ekmek 6rneklerinde kabuk ve i¢ renk analizleri
yapilmis sonuglar Cizelge 22°de verilmistir. L* degeri; koyuluk- aydinlik, a* degeri;
kirmizilik-yesillik b* degeri ise sarilik-mavilik durumunu gostermektedir. Etanolik
ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin kabuk L* degerleri 49,73-54.43 arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 22). En yiiksek L* degeri %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek orneginde goriilmiistir. Ekmek 6rneklerinin a* degerleri 9.46 ile 12.53 arasinda,
b* degerleri ise 18.52 ile 23.22 arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 22). Kontrol
ekmeginin a* degeri ile %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek Orneklerinin
arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) oldugu gériilmektedir. Ilave edilen pirina
etanolik ekstrakt miktari arttikca b* degerinin azaldig1 gozlemlenmektedir.

Etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin i¢ renk degerleri degerlendirmeye
alindiginda, L* degerleri 57.4 ile 65.47 arasinda degisiklik gostermis olup, ilave edilen
pirina etanolik ekstrakt miktar1 artttkca L* degerinde diisiis s6z konusudur. Ekmek
ornekleri arasinda en diisik L* degerine %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
orneginin sahip oldugu goézlemlenmistir. Ekmek orneklerinin a* degerleri (-1.01) ile
2.86 arasinda degisiklik gdstermis olup, ilave edilen etanolik ekstrakt miktari arttikga a*
degerinde artis oldugu saptanmistir. Kontrol ekmek ornegi ile ekstrakt ilaveli
ekmeklerinin a* degerleri arasinda istatistiksel olarak Oonemli bir fark (p<0.05)
bulundugu gozlemlenmistir. Ekmek orneklerinin i¢ renk b* degerleri 11.80 ile 16.35
arasinda degisiklik gdstermistir. Pirina etanolik ekstrakt ilavesi ile ekmek 6rneklerinin

i¢ renk b* degerleri artig gostermistir (Cizelge 22).
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Cizelge 22. Pirina ve karasu etanolik ektrakt ilaveli ekmek Orneklerinin kabuk ve i¢ renk
sonuglari

Ekmek kabuk rengi Ekmek i¢ rengi
Ekmek cesitleri L a b L a b
Kontrol 50.24+0.73 C 12.53+0.36 A 23.22+1.43 A 62.72+1.03 B -1.01£0.11 D 13.57+0.86 B
%0,5 pirina 52.55+1.16 B 11.80+0.47AB 22.86+0.88AB 65.47+£1.54 A -0.34+0.17 C 13.56+£1.01 B
%1 pirina 53.70+0.70 AB 10.74+0.90 8 20.96+2.52 ABC  62.46+0.94 B 0.72+0.21 B 14.40+0.97 B
%2 pirina 54.43+0.51 A 9.46+0.50 C 18.52+1.33 C 57.46+£1.30 C 2.86+0.44 A 16.35+0.93A
%0,5 karasu 49.73+0.92 C 11.68+0.48 AB 19.99+1.51 BC 63.9741.99 AB  0.31+0.27 B 11.80+0.84 C

* Ayni kolondaki farkli biiyiik harfler farkli konsantrasyonlarda kullanilan pirina ve karasu fenoliklerinin, ekmekler arasindaki
anlamli farkliligini gostermektedir (p<0.05).

Cedola ve ark. (2020) ekmek formiilasyonuna zeytin posasi ekledikleri
caligmada, zeytin posasi ilaveli ekmkelerin kontrol ekmek Ornegine goére daha koyu
renkli oldugunu belirtmislerdir. Bir baska calismada ise Cardinali ve ark. (2024) siyah
zeytin posasmin farkli oranlarda (%10, %15 ve %20) ekmek formiilasyonuna dahil
ettikleri caligmada, ekmek kabuk renginde L* parametresi ortalama degeri en diisiik
%20 posa igeren ekmek Orneklerinde, a* ve b* degerlerinin ise en yiiksek kontrol
ekmek Orneklerinde tespit ettiklerini bildirmislerdir. Uretilen ekmeklerin i¢ renk
Olgtimlerinin L* parametresinin ortalama degeri kontrol ekmek 6rneklerinde en yiiksek,
a* ve b* degerlerinin %20 posa ilaveli ekmek orneklerinde en yiiksek degeri aldigini
bildirmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda elde ettigimiz degerlerle kiyaslandiginda, ilave
edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttikga ekmek oOrneklerinin i¢ renk L* a* ve b*
degerlerinde benzer artis ya da azalis s6z konusudur. Ancak ekmek kabuk rengi
degerlerinde tam tersi oldugu (i¢ renkte L* degeri ekstrakt miktari arttikga diiserken;
kabuk renginde miktar arttik¢a artmaktadir) gozlemlenmektedir (Cizelge 22). Bunun
sebebi olarak etanolik ekstraktin igermis oldugu yiiksek orandaki serbest seker miktari
(pirina %26.3 ; karasu %31.4) gosterilebilir. Fenolik ekstrakt icerisinde bulunan sekerler
ekmeklerin pisirme asamasinda meydana gelen maillard reaksiyonu sonucunda ekmek
yiizeyinde esmerlesmeye neden olmaktadir (Jusoh ve ark., 2007). Seker
kompozisyonuna ek olarak etanolik ekstraktin ham renginin koyu renkli olmasi da

ekmek Orneklerinin rengini 6nemli Sl¢giide etkilemistir.

4.2.2.9. Tekstiir analiz sonuclari

Ekmek orneklerinin tekstiirel analiz kapsaminda 1. ve 3. giinliinde ol¢iim
yapilmig; sertlik, elastikiyet, kohesiflik esneklik ve ¢ignenebilirlik degerleri
belirlenmistir. Tekstiirel analiz sonuglar1 Cizelge 23’te verilmistir.

Sertlik, duyusal anlamda, tiiketen kisinin giday1 6n disleri arasinda sikistirmasi
icin gereken gii¢ olarak tanimlanmakta iken, tekstiir cihazinda ilk sikistirma esnasinda

grafikte olusan maksimum pik kuvveti olarak tanimlanir (Gergekaslan ve ark., 2007).
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Ekmegin i¢ kisim sertligi nisasta retrogradasyonu, gozenek yapisi, bayatlama sebebiyle
suyun ekmek ylizeyine tasinmasi gibi bir¢ok faktdre baghdir ve ekmekte duyusal 6zellik
olarak ekmek i¢i sertligi istenmemektedir (He ve Hoseney, 1990; Baik ve Chinachoti,
2002, Cankurtaran-Komiircii 2021).

Ekmek orneklerinin 1. giin sertlik verileri 257.84 g -735.72 g arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 23). Cizelge 23’te verilen tekstiir profil analizi (TPA) sonuglarina
gore sertlik degeri en yiiksek %2 pirina ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinde (735.72 g)
bulunmustur. Kontrol ekmek 6rnegi ile %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
ornekleri arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) tespit edilmis olup, diger ekmek
ornekleri arsinda istatistiksel olarak bir fark (p>0.05) gozlemlenmemistir. Ayrica ilave
edilen fenolik ekstrakt miktar1 arttikca sertlik degeri artmistir. Sertlik artisinin sebebi
fermentasyon sirasinda olusan gazin tutma kapasitesinin az = olmasindan
kaynaklanabildigi ve en biiyiik sertligin genelde ekmek hacminin en diisiik oldugu
ekmekte gorildiigii bildirilmistir (Marinopoulou ve ark. 2020). Nitekim bizim
yaptigimiz ekmek orneklerinde de en diisiik hacim (320 ml) en yiiksek pirina ekstrakt
ilaveli ekmekte (%2) olgiilmiis olup, sertlik degeri de (1.giin; 735.72 g; 3.giin 2632.27
g) en yiiksek yine bu ekmek oOrneklerinde bulunmus olmasiyla Marinopoulou ve ark.
(2020) bildirdigini destekler niteliktedir.

Ekmek orneklerine ait 3. giin sertlik degeri 1377.84 g ile 2632.27 g arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 23). En yiiksek sertlik degeri %2 pirina etanolik
ekstrakt ilaveli ekmek oOrneklerinde rastlanmis olup, ilave edilen etanolik ekstrakt
miktart arttikca ekmek drneklerinin sertlik degerlerinde artis oldugu gozlemlenmistir. 3.
giin sertlik parametresinde Kontrol ekmek 6rnegi ile %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek oOrnekleri arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) tespit edilmis olup, diger
ekmek Ornekleri arsinda istatistiksel olarak bir fark (p>0.05) gozlemlenmemistir.

Sonuglar ekmek 6rneklerinin depolama siiresi agisindan degerlendirildiginde ise
1. giinlin ortalama sertlik degeri 389.46g, 3. giiniin ortalama sertlik degeri 1773.229
olarak belirlenmis olup, depolama siiresinin artmasi ekmek 6rneklerinin sertlik degerini
onemli Olglide artirmistir. Bu durum depolama sonucu meydana gelen retrogradasyon
olayina atfedilebilir.

Ekmegin sertligi, kullanilan un bilesimi, formiilasyonuna dahil edilen fenolik
bilesenler, katki maddeleri ve fermantasyon siirecinden etkilenebilmektedir. Bugday
ununa fenolik bilesen ilavesi ile disiilfit bagmin tiyol grubuyla degismesi sebebiyle,

karistirma siiresi ve hamur direncini azalttigit bunun sonucuna iiretilen ekmeklerin
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sertligini artirdigr bildirilmistir. Hamur formiilasyonuna eklenen fenolik bilesenler ve
gluten arasinda gergeklesen reaksiyonlardan genellikle kovalent ve kovalent olmayan
etkilesimler sorumlu tutulmaktadir (Xu ve ark., 2019; Czajkowska—Gonzalez ve ark.,
2021). Ekmekteki sertlik, gluten aginin zayiflamasi sonucunda fermentasyon esnasinda
olusan gaz1 ekmek igerisinde yeterince tutamamasiyla iligkilendirilebilir (Lomolino ve
ark. 2017). Ayrica fenolik bilesenlerin su rekabetleri sebebiyle nisastanin jelatinizasyon
ve retrogradasyonunu da etkileyerek geciktirebilmektedir. Ekmek formiilasyonuna
zenginlestirmek amaciyla eklenen fenolik bilesenlerin yapisi, tiirii ve ekmegin pisirilme
sartlar1 gibi degiskenlerin, hamur ve fenolik bilesenler arsindaki interaksiyonu
etkileyebilecegi diisiniilmektedir (Xu ve ark., 2019).

Elastikiyet (Springiness) parametresi duyusal olarak agizda azi disleri tarafindan
sikistirilan besinin  baski ortadan kalktiginda tekrar kendi yiiksekligine donme hizi ve
orani olarak tanimlanmaktadir (Carr ve Tadinii, 2003; Gergekaslan ve ark., 2007).
Ekmek  orneklerinde TPA  sonuglarinda 1. giin  elastikiyet parametresi
degerlendirdiginde 0.97 g ile 1.01 g arasinda degiskenlik gosterdigi gozlemlenmistir.
Ekmek oOrneklerinde 1. giin elastikiyet degerlerinde kontrol ekmegi ile %0.5 ve %1
pirina ilaveli ekmek ornekleri arasinda istatistiksel olarak fark (p<0.05) gézlemlenmis
olup, diger ekmek oOrnekleri arasinda istatistiksel acidan fark (p>0.05) tespit
edilememistir.

Ekmek orneklerinin 3. giin elastikiyet degerleri 0.77g ile 0.90g arasinda degistigi
tespit edilmistir. En yiiksek elastikiyet degerine %1 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek orneklerinde rastlanmistir. Ekmek orneklerinin 3.glin elastikiyet degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05) gozlemlenmemistir.

Ekmek orneklerinin elastikiyet degerleri depolama acisindan
degerlendirildiginde, 1. giinilin ortalama elastikiyet degeri 0.98g iken 3.giinilin ortalama
elastikiyet degeri 0.859 olarak belirlenmistir. Depolama siiresinin artmasi ekmek
orneklerinin elastikiyet degerinde diisiise sebebiyet vermistir.

Kohesiflik (Chosiveness) parametresi duyusal olarak azi disler ile 1sirilan
ornegin kopmadan 6nceki deformasyon miktar1 olarak tanimlanabilmektedir (Carr ve
Tadinii, 2003; Gergekaslan ve ark., 2007). Koheziflik kavrami ekmek yapisinin ig
direnci olarak ifade edilmistir (Matos ve Rosell, 2012). Ekmek 6rneklerinin kohesiflik
parametresinde 1. giin degerleri 0.71 g ile 0.77 g arasinda degiskenlik gostermistir.
Ekmek formiilasyonuna ilave edilen pirina etanolik ekstrakt ilavesi arttikca ekmek

orneklerinin kohesiflik degerlerinde azalma s6z konusudur. En yiiksek kohesiflik degeri
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%0.5 pirina ilaveli ekmek Orneklerinde tespit edilmistir. Ekmek oOrneklerinin 1.giin
kohesiflik degerleri arasinda istatistiksel olarak fark (p>0.05) tespit edilmemistir.

Ekmek 6rneklerinin kohesiflik parametresinde 3. giin degerleri 0.37 g ile 0.46 g
arasinda degisiklik gostermistir. Ekmek 6rneklerinin 3.giin kohesiflik degerleri arasinda
istatistiksel agidan fark (p>0.05) bulunmamistir. Ekmek ornekleri depolama agisindan
degerlendirildiginde 1.giinlin ortalama kohesiflik degeri 0.75g olup, 3.giiniin ortalama
koheziflik degeri 0.42g olarak tespit edilmistir. Depolama siiresi arttikca ekmek
orneklerinin koheziflik degerleri onemli 6lglide azalmistir.

Sakizimsilik, sertlik ve koheziflik degerlerinin ¢arpilmasiyla elde edilen deger
olarak tanimlanmaktadir (Gergekaslan ve ark., 2007). Ekmek orneklerinin 1.giin
sakizimsilik degerleri 194.91g ile 519.67 g arasinda degiskenlik gdstermistir. Em
yiiksek sakizimsilik degeri %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinde tespit
edilmis olup, formiilasyona ilave edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttik¢a sakizimsilik
degeri artis gostermistir. Kontrol ekmek 6rnegi ile %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt
ilaveli ekmek ornekleri arsinda istatistiksel agidan fark (p<0.05) tespit edilmis olup,
kontrol ekmek ornegi ve diger ekmek Ornekleri arasinda istatistiksel agidan fark
(p>0.05) gozlemlenmemistir.

Ekmek o6rneklerinin 3.glin sakizimsilik degerleri 523.76g ile 955.11 g arasinda
degisiklik gostermistir. Kontrol ekmek ornegi ile %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt
ilaveli ekmek Ornekleri arsinda istatistiksel agidan fark (p<0.05) tespit edilmis olup,
kontrol ekmek oOrnegi ve diger ekmek oOrnekleri arasinda istatistiksel agidan fark
(p>0.05) gozlemlenmemistir.

Cignenebilirlik (Chewiness) parametresi gidanin yutmaya hazir hale gelene dek
gereken ¢ignenme sayisi Ve bir saniye iginde gerceklesen ¢igneme sayist ve ¢igneme
kuvveti olarak tanimlanabilmektedir (Carr ve Tadinii, 2003; Gergekaslan ve ark., 2007).
Sertlik, kohesiflik ve elastikiyet degerlerinin ¢arpimi ¢ignenebilirlik degerini
vermektedir. Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek orneklerinin 1. giin
cignenebilirlik degerlerinin 188.13 g ile 499.70 g arasinda degistigi tespit edilmistir.
Ekmek formiilasyonuna ilave edilen pirina etanolik ekstrakt miktar1 arttikca
cignenebilirlik degerlerinde de orantili olarak artis gozlemlenmistir. En yiiksek
cignenebilirlik degerine %2 pirina ilaveli ekmek Orneginde rastlanilmistir. Kontrol
ekmegi ile %1 ve %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek oOrnekleri arasinda
istatistiksel agidan fark (p<0.05) tespit edilmis olup, kontrol ekmegi ile diger ekmek

ornekleri arasinda istatistiksel bir fark (p>0.05) gézlemlenmemistir.
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Ekmek orneklerinin 3.giin ¢ignenebilirlik degerleri 471.40g ile 778.539 arasinda
degisiklik gostermistir. Ekmekler arasinda istatistiksel agidan fark (p>0.05) tespit
edilememistir. Ekmek Ornekleri depolama acisindan degerlendirildiginde 1.giiniin
ortalama ¢ignenebilirlik degeri 281.91g, 3.giiniin ortalama ¢ignenebilirlik degeri
611.08g olarak tespit edilmistir. Depolama siiresi arttikca ekmek Orneklerinin
cignenebilirlik degerlerinde 6nemli dlgiide artisa sebep oldugu tespit edilmistir.

Ekmegin i¢ esnekligi, sertligi ve ekmegin taze iken dilimlenme yetenegi
iizerinde ekmek yapimi esnasinda olusan gluten ag1 etkilidir. ilaveten ekmegin pisirme
kosullar1 degiskenleri (sicaklik siire gibi), lif igerigi, nisasta ve proteinin (gluten) zarar
gorlip goérmemesi, hamur karigtirma asamasinda eklenen su miktar1 gibi faktorler
ekmegin son tekstiiriinii etkilemektedir (Ndife ve ark., 2011;7 Akhtar ve ark., 2008;
Cankurtaran-Koémiircti, 2021).

Esneklik, tekstiir profil analizinde ilk sikistirma bitimi ile ardindan gelen
sikistirma baslangici arasindaki yiikseklik farki olarak belirtilen, geri gelme miktarinin
mm cinsinden belirlendigi parametre olarak belirtilmistir (Gergekaslan ve ark., 2007).
Ekmek oOrneklerinin 1.glin esneklik degerleri 0.29g ile 0.34g arasinda degisiklik
gostermistir. Kontrol ekmek 6rnegi ile %1 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi
arasinda istatistiksel acidan fark (p<0.05) tespit edilmistir. Ekmek 6rneklerinin 3.giin
esneklik degerleri ise 0.10g ile 0.14g arasinda degiskenlik gostermistir. Ekmek
orneklerinin 3.giin esneklik degerleri arasinda istatistiksel acgidan fark (p>0.05)
gozlemlenmemistir.

Depolama siiresi agisindan degerlendirildiginde 1.giinlin ortalama esneklik
degeri 0.32g, 3.gliniin ortalama esneklik degeri ise 0.12g olarak belirlenmistir.
Depolama siiresinin artmas1 ekmek Orneklerinin esneklik degerini 6nemli Olgiide

azaltmastir.
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DepOl(aglgnan)smSI Ornek Se(g)"k Elastikiyet (g) Kohesiflik Sakizimsilik Cignenebilirlik Esneklik
Kontrol 296.66-8.18bc 0.970.01b 0.7320.01ab 216.7321.53¢ 210.2920.79%¢ 0.290.01b
%0.5 Pirina 275.12+14.58¢ 1.000.00a 0.800.06a 219.12426.65bc 220.25£27.55¢ 0.3320.01ab

1. GUN %1 Pirina 381.98+34.78b 1.01:0.01a 0.77:0.00ab 288.96-25.65b 291.20£27.87b 0.340.01a
%2 Pirina 735.7290.86a 0.96:0.02b 0.7120.00b 519.6764.81a 499.70+51.49a 0.32£0.00ab
%0.5 Karasu 257.84+10.51c 0.970.01b 0.76:0.02ab 194.91£2 47 188.13£1.03¢ 0.3120.03ab

Kontrol 1377.84£110.48 0.900.03a 0.380.07a 523.76:52.41¢ 471.40131.62a 0.1020.03

%0.5 Pirina 1405 354157.62¢ 0.86-0.09 0.430.07a 607.69+164.42bc 510.69-487.99a 0.130.02a

3. GUN %1 Pirina 2035.41429.37b 0.8720.06a 0.4420.04a 892.99-74.84ab 778.53+114.35a 0.1420.02a
%2 Pirina 2632274464612 0.7720.33a 0.3720.06a 955.11+1.28a 734.66+311.44a 0.100.03a

%0.5 Karasu 1415.23+334.58¢ 0.86+0.03a 0.46+0.05a 657.25+227.88abc 560.11£176.81a 0.1320.02a

Dep“'zg‘f‘dﬁ)s““s‘ n Se(r;)“k Elastikiyet (g) Kohesiflik Sakizimsilik Cignenebilirlik Esneklik
1 gin 10 389.46+190.84b 0.980.02a 0.7520.04a 287.88129.06b 281.912122.33b 0.3220.02a

3. giin 10 1773.22+559.64a 0.85+0.12b 0.4220.06b 727.36202.02a 611.08+182.90a 0.12+0.02b

Analiz her bir 6rnek icin 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, ortlama+std sapma olarak verilmistir.
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4.2.2.10. Mikrobiyolojik analiz sonuglari

Ekmek formiilasyonlara farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt
ilavesiyle iiretilen ekmek Orneklerinin kiif ve maya olusumuna olan etkilerinin
incelenmesi amaciyla mikrobiyolojik ekim yapilmig ve maya sayim sonuglar1 Cizelge
24’te, kiif sayim sonuglari ise Cizelge 25’ te verilmistir.

Ekmek orneklerinde maya olusumu yalnizca %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek Orneginde 5. ve 6. giin ekiminde tespit edilmistir. Diger ekmek orneklerinde
depolama siiresi boyunca (6 giin) maya olusumu gozlemlenmemistir.  Ekmek
orneklerinde 3. ve 4.giin sayilan maya kolonileri arasinda istatistiksel agidan fark
(p>0.05) bulunmamistir. 5.glin maya saymminda kontrol ekmeginde maya tespit
edilememis olup, kontrol ekmek 6rnegi ile %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek
Ornegi arasinda istatistiksel agidan fark (p<0.05) bulunmustur. 6. giin maya sayimi
sonucunda kontrol ekmek oOrnegi ile %0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmekler
arasinda istatistiksel agidan fark (p<0.05) bulunmustur, diger Ornekler arasinda fark
(p>0.05) tespit edilmemistir. Sekil 22 ve 23’te petri kaplarinda olusan maya-kiif

gorselleri verilmistir.

Cizelge 24. Farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek drneklerinin mayalar tizerine
antimikrobiyal etkisi (logkob/g)

MAYA Kontrol 9%0.5 Pirina %1 Pirina %2 Pirina %0.5 Karasu
3.GUN 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A
4.GUN 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A
5.GUN 0+0B 3.00+0.09A 0+0B 0+0B 0+0B
6.GUN 0+0B 4.27£0.01A 0+0B 0+0B 0+0B

Analiz her bir 6rnek i¢in 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, ortlama+std sapma olarak verilmistir.
Ayni satirdaki farkli harfler arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0.005) student t test
Degisen oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek ve kontrol

ekmek orneklerinde depolama siiresince 3. 4. ve 5. giinde kif olusumu
gozlemlenmemistir. Depolamanin son giinii olan 6. giinde ise yalnizca kontrol ekmek
orneginde kiiflenme (3.40 logkob/g) gozlemlenmistir. Ekmek 6rneklerine farkli
oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilavesinin ekmeklerin depolama siiresince
kiiflenme tizerine etkisinin arastirllmast amaciyla yapilan mikrobiyolojik ekim
verilerine gore kontrol ekmek Ornegine kiyasla kiiflenmeyi geciktirdigi sonucuna
ulasilabilmekte olup, bu durumun sebebi olarak fenolik bilesenlerin antifungal,

antimikrobiyal 6zelliklerine atfedilebilir.
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Cizelge 25. Farkli oranlarda pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneklerinin kiifler

iizerine antimikrobiyal etkisi (logkob/g)

KUF Kontrol %0.5 Pirina %1 Pirina %2 Pirina %0.5 Karasu
3.GUN 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A
4.GUN 0+0 A 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A
5.GUN 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A 0+0A
6.GUN 3.40£0.01A 0+0A 0+0B 0+0A 0.00+0B

Analiz her bir 6rnek icin 2 tekerriirlii gergeklestirilmis olup, ortlama+std sapma olarak verilmistir.

Ayni satirdaki farkl harfler arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0.005) student t test

Sekil 22. 9%0.5 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek drneklerinin 5. giin mikrobiyolojik ekim petri kab1

gorseli

Sekil 23. Kontrol ekmeginin 6. Giin mikrobiyolojik ekim petri kab1 gorseli
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Galanakis ve ark. (2018) karasudan elde edilen fenolik bilesenleri ekmek
formiilasyonlarina farkli konsantrasyonlarda ilave ettikleri ¢caligmada ekmeklerin raf
omriiniin %50 arttigim1 bildirmislerdir. Fenolik bilesenlerin antioksidan etkilerinin
yaninda antimikrobiyal etkileri de bulunmaktadir. Gidalarda mikrobiyal bozulmaya
sebep olan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gdstererek {iiriinlerin raf
Oomriinii artirmaktadir (Galanakis ve ark., 2018).

Zeytin - yapragindan  fenolik  bilesenlerin  ekstrakte  edilerek  ekmek
formiilasyonuna farkli oranlarda (%1, %5, %10, %20 ve %40) dahil edilmesiyle yapilan
bir calismada; olumlu sonuglar elde edilmis olup %10 ekstrakt ilaveli ekmek

orneklerinin bile raf émriinii 2 katina ¢ikardig bildirilmistir (Degirmencioglu ve ark.,
2011).



83

5.SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Calisma kapsaminda zeytinyagi iiretimi esnasinda artik ve atik iirlin olarak
ortaya ¢ikan pirina ve karasuda bulunan fenolik bilesiklerin elde edilmesi i¢in en uygun
ekstraksiyon yontemi belirlenmis olup, elde edilen fenolik ekstraktlarin (pirina ve
karasu etanolik ekstraktlar1) besinsel igerikleri (protein, kiil, yag, basit seker), fenolik
karakterizasyonu, mineral madde igerikleri, bazi kiif, maya ve bakterilere karsi
antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir.

Pirina etanolik ekstraktinin kiil, protein ve toplam fenolik igeriklerinin sirasiyla
%4,55, %2,55 ve %5.,45 oldugu, diger tarafta bu degerlerin karasu etanolik ekstrakti
icin sirastyla %4,48, %1,57, ve %2,41 oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan karasu
etanolik ekstraktinin (%31.4), pirina etanolik ekstraktina kiyasla (%26,3), daha fazla
miktarda basit seker icerdigi belirlenmistir. Sahip olmus oldugu yiiksek fenolik igerigi
ile dogru orantili olarak, pirina etanolik ekstraktinin, karasu muadiline kiyasla, daha
yiiksek antioksidant kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir. LC-MS/MS analizi
sonucunda, pirina etanolik ekstraktinda 26 adet, karasu etanolik ekstraktinda ise 20 adet
fenolik bilesige rastlanilmistir. Pirina etanolik ekstraktinda baskin fenolik bilesigin
luteolin (458.65 ng/mg), karasu etanolik ekstraktinda ise 3-hidroksitrosol (109.55
ng/mg) oldugu tespit edilmistir. Baz1 maya, kiif ve bakteriler iizerine antimikrobiyal
etkilerini inceledigimiz analiz sonucunda (disk difiizyon ve kuyucuk yontemi) her iki
ekstraktinda ¢aligmaya dahil edilen maya ve kiifler iizerine herhangi bir antimikrobiyal
etkisinin olmadigi, calismaya dahil edilen bakteriler iizerine ise farkli diizeylerde
antibakteriyel etki gosterdigi sonucuna ulasilmistir. IPC-MS ile mineral madde
iceriklerinin analizinde Na, Mg ve K mineralleri en yiliksek miktarda belirlenmis olup,
pirina etanolik ekstraktina kiyasla, karasu etanolik ekstraktinda daha fazla miktarda
mineral madde icerigine sahip oldugu belirlenmistir.

Ekstraktlarin firincilik iiriinlerinden olan ekmek formiilasyonuna farkli oranlarda
(%0.5, %1 ve %2) ilave edilmesiyle ekmek iiretilmis, duyusal agidan genel begeni puani
>5 olan ekmek Orneklerinin besinsel, fiziksel, reolojik ve fonksiyonel ozellikleri
belirlenmistir. Artan etanolik ekstrakt miktarina baglh olarak ekmeklerin duyusal kalite

parametrelerinde 6nemli bir diislis oldugu tespit edilmistir. Duyusal a¢idan optimum
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kabul edilebilir ekmek orneklerinin %0.5, %1, %2 pirina etanolik ekstrakt ve %0.5
karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnekleri oldugu belirlenmistir.

Ekmek orneklerinde yapilan serbest fenolik madde analiz sonuglar1 8388-10561
mgGAE/kg arasinda degisen degerler almistir. En yiiksek serbest fenolik madde miktari
% 2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek drneklerinde tespit edilmistir. Kontrol ekmegi
ile %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rnegi arasinda istatistiksel agidan dnemli
fark (p<0.05) bulunmustur. %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek 6rneginin serbest
fenolik igerigi kontrol ekmegine kiyasla %25 daha fazla serbest fenolik madde igerigine
sahip oldugu, bu sonucun da ekmek formiilasyonuna ilave edilmesiyle fonksiyonel iiriin
Ozelligini artirma amaciyla kullanilabilecegi sonucuna ulasilabilmektedir.

Ekmek orneklerinin antioksidan kapasiteleri DPPH ve FRAP olmak iizere 2
farkli yontemle belirlenmistir. DPPH analizi sonuglar1 173-986 pmol TE/g arasinda
degisiklik gdstermis olup en yiiksek DPPH miktarina %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek drneklerinde rastlanilmistir. Ilave edilen etanolik ekstrakt miktar1 arttikgca DPPH
degeri de artis gostermistir. FRAP analiz sonuglart 1.7-6.77 pmol TE/g arasinda
degistigi, en yiikksek FRAP degerine %2 pirina etanolik ekstrakt ilaveli ekmek drneginde
rastlanildig1 ve ilave edilen etanolik ekstrakt miktari arttikca FRAP degerlerinin de
arttig tespit edilmistir.

Ekmek oOrneklerinin kabuk renk analizi sonuglarinda etanolik ekstrakt ilave
miktar arttikga L* degerlerinde artig, a* ve b* degerlerinde azalma i¢ renk degerlerinde
1se L* degerlerinde azalma, a* ve b* degerlerinde artis tespit edilmistir.

Ekmek orneklerinin tekstiir analiz sonuglari incelendiginde ilave edilen etanolik
ekstrakt miktan arttikca sertlik, sakizimsilik ve ¢ignenebilirlik parametrelerinde artis,
kohesiflik degerinde ise azalis gozlemlenmistir. Tekstiir ekmek orneklerinin depolama
siiresi acisindan degerlendirildiginde ise tiim parametrelerin (sertlik, esneklik,
kohesiflik, sakizimsilik, ¢ignenebilirlik ve elastikiyet) ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak 6dnemli fark (p<0.05) tespit edilmistir.

Pirina ve karasu etanolik ekstrakt ilaveli ekmek O6rneklerinin depolamaya bagl
olarak kiif ve maya olusumu tespit edilmesi amaciyla mikrobiyolojik ekim
gerceklestirilmis olup, depolama siiresince (6 giin) kiif olusumu etanolik ekstrakt ilaveli
ekmek orneklerinde gozlemlenmemis olup yalnizca kontrol ekmeginde 6.glinde tespit
edilmistir. Maya olusumu ise yalnizca %0.5 pirina ilaveli ekmek orneklerinde 5. ve 6.
giinlerde tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dahilinde fenolik bilesen ekstraktlarinin

antimikrobiyal etki gostermis olabilecegi sonucuna ulasilmistir.
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Sonu¢ olarak bu tez kapsaminda yapilan analizler, zeytinyagi iiretimi
atiklarindan elde edilen fenolik bilesen ekstraktlarinin ekmek formiilasyonuna dahil
edilebilecegini sonucunu vermektedir. Yapilan duyusal analiz sonucunda formiilasyona
dahil edilecek ekstrakt dozu pirinada %2 (¢alismada maksimum %2 denenmis olup daha
yiiksek doz da denenebilir), karasuda ise maksimum %0.5 g olarak belirlenmistir.
Karasuda %0.5 g’in {izerine ¢ikilmasi son {iiriinde duyusal olarak olumsuz sonuglar

dogurmaktir.

5.2 Oneriler

Bu tez caligsmasi kapsaminda zeytinyagi endiistrisi artik ve atik iirlinleri olan
pirina ve karasuda bulunan fenolik bilesenler etanol ekstraksiyonu ile elde edilmistir.
Elde edilen ekstraktlarin basit seker konsantrasyonlariin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Gelecek calismalar, diisiik seker igerigine sahip pirina ve karasu etanolik
ekstraktlarmin elde edilmesine odaklanmalidir. Ilaveten, bu tez calismasi kapsaminda
elde edilen pirina ve karasu etanolik ekstraktraktlarinin firincilik enddistrisinde
kullanilabilirlikleri ekmek model iiriinii tizerinde analiz edilmistir. Gelecek calismalar
pirina ve karasu etanolik ekstraktlarinin diger firincilik iiriinlerinde ve diger gida
endiistrisi Uriinlerinin iiretiminde fonksiyonel gida bileseni olarak kullanilabilirlikleri

uzerine odaklanmalidir.
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EKLER

EK-1 Pirina etanolik ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktarmin
artirtlabilirliginin arastirilmasi i¢in denenen 22 farkli metot detaylari. Seklin devami
asagidadir.
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METOTLAR %TFM (agrhk Gzerinden) TFM (mg GAE/g kuru prina)
Ana metot 3.74%0 22 6, 700,03
Alternatif metot 1 3.6320.05 5,86+0.02
Alternatif metot 2 5.45+0.10 10,22+0.02
Alternatif metot 3 4 A7+0.43 5,8+0.11
Alternatif metot 4 5.30+0.03 10,0102
Alternatif metot 5 5.86+1.B5 512+0.12
Alternatif metot 6 4.05+0.38 4,69+0.05
Alternatif metot T 3.60+0.53 6,48+0.09
Alternatif metot 8 3.99+0.02 4, 37+0.04
Alternatif metot 9 5.47+0.03 11,820.00
Alternatif metot 10 0.12+0.00 5,12+0.00
Alternatif metot 11 4.35+0.15 7,.94+0.03
Alternatif metot 12 2.33+0.22 4 7820.04
Alternatif metot 13 5.48+0.35 11,58+0.09
Alternatif metot 14 5.61+0.09 11,78+0.02
Alternatif metot 15 5.44+0.06 4,14£0.01
Alternatif metot 16 4 77+2 58 3,13+0.01
Alternatif metot 17 3.26+0.02 5,0620.00
Alternatif metot 18 2.49+0.00 3,9+0.00
Alternatif metot 19 2.7120.11 5,64+0.00
Alternatif metot 20 3.2820.49 6,940.00
Alternatif metot 21 3.04+0.08 5,94+0.00
Alternatif metot 22 4152016 3,06+0.00






