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POLEN EKSTRAKTIYLA URETILEN KEFIiRLERIN DEPOLAMA
SURESINCE KALITE PARAMETRELERININ BELIRLENMESI

OZET

Modern yasam tarzi ve beslenme aligkanliklarindaki degisiklikler, insan sagligini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle, probiyotik ve biyoaktif madde iceren
fonksiyonel gidalarin 6nemi giderek artmaktadir. Ar1 poleni, besin takviyesi olarak
kullanilan, arilar tarafindan bitki polenlerinden {iretilen bir iiriindiir. Bu baglamda,
mevcut ¢aligmada, biyoaktif madde igerigi yiiksek kefir elde etmek i¢in, %0,25 (K-025),
%0,5 (K-05) ve %1 (K-1) konsantrasyonda ari poleni ekstrakti iceren ve icermeyen
(Kontrol) dort farkli kefir 6rnegi hazirlanmustir. Ornekler 4 °C’de 21 giin boyunca
depolanmustir. Ilk olarak, kefir rneklerinin igerigine eklenecek olan ar1 poleninin botanik
kaynagi tespit edilmistir. Kefir 6rneklerinin depolama siiresince 1., 7. 14. ve 21. giinlerde,
fizikokimyasal (toplam kuru madde, kiil, protein, yag, titrasyon asitligi, pH, renk) ve
duyusal 6zellikleri degerlendirilmis, toplam fenolik igerigi, antioksidan aktivitesi (DPPHe
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve FRAP (Demir (III) indirgeme Antioksidan Giicii))
saptanmis ve fenolik madde igerigi sivi kromatografisi-yiiksek ¢oziiniirlikli kiitle
spektrometrisi (LC-HR MS) cihaz1 ile belirlenmistir Ayn1 zamanda, ar1 poleninin kefir
orneklerinin mikrobiyal igerigindeki degisimine etkisini degerlendirmek icin toplam
mezofilik aerobik bakteri, latobasil, laktokok, maya ve kiif, asetik asit bakteri sayimi
gerceklestirilmistir. Mikroskobik analizler sonucunda, kefire eklenen ar1 poleninin
bifloral (Verbascum sp. ve Hypericum sp.) oldugu belirlenmistir. Kefire eklenen ari
poleni kefirin fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirmistir. Duyusal analizler sonucunda, K-
0,25 ornegi en ¢ok begenilen kefir olmustur. Ar1 poleni katkili kefirlerin toplam fenolik
icerigi, DPPH, ve FRAP antioksidan aktivite degerleri siras1 ile 62,58+2,5 (Kontrol, 21.
Giin)-123,25+7,2 (K-1 7. Giin) pg GAE/mg, 23,65+1,6 (Kontrol, 1. gilin)-78,54+0,8 (K-1,
7. giin) ugTE/g, 31,01+3,1 (Kontrol, 1. giin)-106,80+2,8 (K-1, 7. giin) ugTE/g araliginda
bulunmustur. En yiiksek oranda saptanan fenolik bilesikler benzoik asit, luteolin,
eriodiktiyoldiir. Ar1 poleni ilavesi depolamanin 7. giinline kadar kefir Orneklerinin
biyoaktif madde i¢erigini ve mikrobiyolojik 6zelliklerini gelistirmistir.

Anahtar Kelimeler: Kefir, ar1 poleni, melissopalinoloji, antioksidan, DPPH, FRAP, LC
MS MS, mikrobiyoloji.



DETERMINATION OF QUALITY PARAMETERS OF KEFIR
PRODUCED WITH POLLEN EXTRACT DURING THE STORAGE
PERIOD

ABSTRACT

Changes in modern lifestyle and dietary habits negatively affect human health. Therefore,
the importance of functional foods containing probiotics and bioactive substances is
increasing. Bee pollen, a product produced by bees from plant pollen used as a dietary
supplement, is high in bioactive compounds. In this context, in the current study, four
different kefir samples were prepared with 0.25% (K-025), 0.5% (K-05), and 1% (K-1)
concentrations of bee pollen extract to obtain kefir with high bioactive substance content
and without bee pollen (Control). The samples were stored at 4°C for 21 days. First, the
botanical source of the bee pollen to be added to the kefir samples was determined.
During the storage period of the kefir samples on the 1st, 7th, 14th, and 21st days, their
physicochemical (total dry matter, ash, protein, fat, titratable acidity, pH, color) and
sensory properties were evaluated, total phenolic content, antioxidant activity (DPPHe
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)) were
determined, and phenolic compound content was determined by liquid chromatography-
high resolution mass spectrometry (LC-HR MS). At the same time, total mesophilic
aerobic bacteria, lactobacilli, lactococcus, yeast and mold, and acetic acid bacteria counts
were performed to evaluate the effect of bee pollen on the microbial content of kefir
samples. As a result of microscopic analyses, it was determined that the bee pollen added
to kefir was bifloral (Verbascum sp. and Hypericum sp.). The addition of bee pollen to
kefir improved its physicochemical properties. According to sensory analysis, the K-0.25
sample was the most preferred kefir. The total phenolic content, DPPH, and FRAP
antioxidant activity values of bee pollen-added kefirs ranged from 62.58+2.5 (Control,
21st day) to 123.25+£7.2 (K-1, 7th day) pg GAE/mg, 23.65+1.6 (Control, 1st day) to
78.54+0.8 (K-1, 7th day) ugTE/g, and 31.01£3.1 (Control, 1st day) to 106.80+2.8 (K-1,
7th day) ngTE/g, respectively. The phenolic compounds detected at the highest levels
were benzoic acid, luteolin, and eriodictyol. Addition of bee pollen improved the
bioactive substance content and microbiological properties of kefir samples until the 7th
day of storage.

Keywords: Kefir, bee pollen, melissopalinology, antioxidant, DPPH, FRAP, LC MS MS,
microbiological.
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1. GIRIS

Fonksiyonel gidalarin, igerikleri ve insan metabolizmasi iizerindeki olumlu etkilerini
ortaya koyan bilimsel ¢aligmalar, son yillarda giderek artmaktadir. Fonksiyonel besinler
terimi ilk kez Japonya'da 1980'lerde kullanilmistir (Ye vd., 2018). “Fonksiyonel gidalar”,
farklh bilesenlerle zenginlestirerek ya da var olan bilesenlerin etkisini artirarak, diizenli
olarak bir diyette etkin miktarlarda tiiketildiginde, insan sagligmi gelistirme veya
hastaliklar1 Onleme agisindan ek bir islev kazandirilan gidayr tanmimlamak igin
kullanilmaktadir (Granato vd., 2017). Bu tanim, taze, islenmemis veya islenmis bir
gidanin, uygun bir klinik deneme, giivenlik (toksikoloji) ve islevsellik i¢in Onemli
deneysel kanitlar olmadan fonksiyonel olarak kabul edilemeyecegi seklinde yaygin olarak
kullanilan fonksiyonel terimin kapsamini daraltmaktadir. Yiyecek, icecek ve takviye edici
gida sektorlerinden olusan fonksiyonel gida endiistrisi, gida sektdriiniin son yillarda hizl

biiyiime gosteren birkag alanindan biridir (Karabagias vd., 2018b).

Bilingli tiiketicilerin insan sagligina faydasi olan gidalara ilgisinin artmasim cesitli
faktorler etkilemektedir; bunlardan en 6nemlileri artan saglik bakim maliyetleri, biiyiiyen
kendi kendine ila¢ tedavisinin diisiik maliyeti, niifusun yaslanmasi, obezite salgini ve
yasam tarzi ile ilgili hastaliklarin yiiksek seviyesi olabilir. Ote yandan, bilimsel kanitlar
diyetin hastalik riskini azaltabilecegini savunmaktadir (Abdi-Moghadam vd., 2023).
Yasam tarz1 ve yeme bozukluklar1 artan diyabet, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

digerleri ile iligkilidir (Mozaffarian, 2016).

Fonksiyonel 6zelliklere sahip saglikli gidalar, yasam kalitesini artirmak ve hastaliklari
onlemek icin miikemmel bir se¢cimdir. Probiyotik gidalar ve prebiyotik igeren iiriinler,
icerdikleri geleneksel besinlerin 6tesinde saglikli bir fayda saglayabilen herhangi bir gida
veya gida bileseni olarak tanimlanan fonksiyonel gida olarak kategorize edilir (da SILVA
vd., 2018). Siit ve siit iirtinleri insanlik var oldugundan beri kullanilan probiyotik igeren
bir besin grubudur. Igerdigi protein, mineral, lipit, vitamin ve probiyotik bakteriler

sayesinde bir¢ok faydasi vardir. Giiniimiizde, "yeterli miktarda uygulandiginda konakgrya



saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar" olarak tanimlanan probiyotik
mikroorganizmalar1 iceren iriinler olarak tanimlanan yeni fonksiyonel gidalarin
gelistirilmesine yonelik ilgi giderek artmaktadir (Mechmeche vd., 2018). Ginimiuzde, sut
iirlinleri ve igeceklerin 6nemli bir segmenti temsil ettigi cok sayida yeni fonksiyonel gida
piyasada mevcuttur (Aiello vd., 2020). Bu gidalardan biri olan kefir, siitteki laktozun
laktik asit ve alkolik fermantasyonunun bir araya gelmesiyle olusan asidik ve kabarcikli

fermente bir icecektir (Guzel-Seydim vd., 2011).

Arkeolojik kanitlar, binlerce yi1l once gida fermentasyonunun biyoprosesinin kazara
kesfedildigini gostermektedir. Cesitli gida alt maddeleri fermantasyon siireclerine
uygulanabilir, bunlar arasinda siit, et, deniz iirlinleri, tahil taneleri, meyveler, sebzeler,
kok mahsulleri bulunmaktadir. Fermantasyonun saglik ve beslenme 06zellikleri, son
zamanlarda mikrobiyal doniisiimiin gida islevselligini artirma yaklagimmi vurgulayan
daha fazla bilimsel kanitin ortaya ¢ikmasiyla desteklenmektedir. Benzer sekilde, insan
beslenmesinde fermentli siitin rolii iyi belgelenmistir, ¢linkii bu ftriinler eski

medeniyetlerden beri insanlik tarafindan bilinmektedir (Ganatsios vd., 2021).

Kefirin besin degeri, mineraller, vitaminler, karbonhidratlar, peptitler, proteinler ve
yaglardan olusan zengin kimyasal bilesiminden kaynaklanir. Fermantasyon silirecinde
katesin, vanilin, ferulik asit ve salisilik asit gibi ikincil biyoaktif bilesenler sayesinde,
besin degeri daha da artar (Farag vd., 2020a). Kefirler vitaminler, viicudun iyilesmesine
ve korunmasina yardimei olan temel amino asitleri agisindan zengindir. Ayrica kolayca
sindirilen proteinleri igerir. Kefir tiiketiminin c¢esitli avantajlart vardir. Kefir uzun
zamandir bircok rahatsizligi ve bozuklugu tedavi etmek icin bir ilag olarak kabul
edilmektedir. Kefir, antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-hipokolesterolemik, anti-
hipertansif, anti-mutajenik, anti-kanserojen ve norokoruyucu Ozellikler gibi genis bir
saglik yararlar1 yelpazesinden dolay1 ylizyillardir tiiketilmektedir ve kokeni Balkanlar'dan
Orta Asya'nin Kafkasya bolgesine ve Rusya'ya kadar uzanmaktadir (Fatahi vd., 2021,
Grishina vd., 2011; Kumar vd., 2021) Dinya genelinde kefir de dahil olmak Uzere
3500'den fazla farkli fermente gida ve igecek iiretilmektedir ve Tiirkiye'de geleneksel bir
icecektir (Kabak ve Dobson, 2011).



Ar poleni, arilar tarafindan ¢igeklerden toplanir ve is¢i arilarin agiz salgilart ve az
miktarda bitki nektar1 veya bal igerir ve fonksiyonel gidalar i¢in iyi bir alternatif olma
potansiyeline sahiptir. Ar1 poleni, karbonhidratlar, proteinler, enzimler, yag asitleri,
karotenoidler, fenolik bilesikler, flavonoidler, steroller, terpenler, mineraller, vitaminler
ve serbest amino asit agisindan zengin igerigine bagl olarak insan beslenmesinde 6nemli
bir yere sahiptir (Ciftci ve Onciil, 2024). Ar1 poleni, saglik iizerinde olumlu etkileri
nedeniyle popiiler bir apiterapotik Uriindiir. Ar1 poleninin saglik faydalar1 antioksidan
enzim aktivitesi ile iliskilendirilen fenolik maddeler, karotenoidler, C ve E vitamin igerigi

ile iliskilendirilir.

Kefirin besinsel 06zelligini artirmak i¢in, icecege belirli ve degerli oOzellikler
kazandirabilen uygun bilesenlerle zenginlestirmeyi igerebilir (Lagouri vd., 2018). Bu
kapsamda, bitki, soya kokenli ve tarimsal gida atiklar1 6zleri, meyve sulari, bal ve liflerin
kullanimi1, uygun fonksiyonel i¢ecekler elde etmek igin kullanilabilir (Aiello vd., 2020).
Bu tiir 6zlerle giiclendirilen besinlerde iyilestirilmis antioksidan o6zelliklerin bulundugu
iyi bilinmektedir. Bu nedenle, igerigini gelistirmek amaciyla bilim insanlar1 antioksidan
ve biyolojik aktivitesi yiiksek gida maddelerini siit lirlinlerinin iiretiminde katki maddesi
olarak kullanmustir (Ciftci ve Onciil, 2024). Ayrica, zenginlestirme bozulma ve patojenik
mikroorganizmalar Uzerinde inhibe edici etkilere neden olabilirken, uygun seviyelerde
zenginlestirme ve uygun sartlarin segilmesi ile probiyotik biiylimeyi artirilabilmekte veya

korunabilmektedir.

Kefirin igerigini zenginlestirmede bir¢cok gida maddesi (keten tohumu, bal, biberiye,
kahverengi mercimek vb.) kullanilmasina ragmen art poleni kullanilmamistir (Gunenc
vd., 2017; D.-H. Kim vd., 2017; Perna vd., 2019). Bir¢ok fermente (sarap, yogurt, bira,
kombuca sirkesi, ekmek, sucuk vb.) liriinde ar1 poleni kullanilmis ve ar1 poleninin {iriin
icerigini zenginlestirildigi rapor edilmistir (Amores-Arrocha vd., 2021; Karabagias vd.,
2018a; Utoiu vd., 2018). Onceki calismalar ar1 polenin besleyici, fizyolojik, fonksiyonel,
tedavi edici ve hastalik Onleyici islevleri nedeniyle hem alternatif tipta hem de insan
beslenmesinde birgok alanda yillardir kullanildigin1 géstermistir (Cornara vd., 2017; Li
vd., 2018a). Bununla birlikte, ar1 poleninin gida islemedeki pratik uygulamalarina iligskin

bilgiler son derece eksiktir.



Bu calismada, ilk defa pastorize siite fermantasyondan once farkli oranlarda ar1 poleni
ekstrakti eklenerek kefir elde edilmistir. Farkli oranlarda (%0,25, %0,5, %]1) ar1 poleni
ekstrakt1 ile zenginlestirilmis kefirler ile, fonksiyonel gida liretimine alternatif bir yol
olusturma, aricilik endiistrisine ekonomik fayda saglama ve insan sagligima katkida
bulunma amaglanmistir. Ayni zamanda, c¢alismada farkli oranlarda ar1 poleni iceren
kefirlerden, antioksidan kapasitesi yiiksek, depolama siiresi uzun olan kefir igeriginin
belirlenmesi amaglanmistir. Sirasi ile ar1 poleni igeren kefirler iiretilmis ve tretilen
kefirlerin depolama siirecini degerlendirmek igin 1., 7., 14. ve 21. ginlerde, kefirlerin
fizikokimyasal ozellikleri (toplam kuru madde, pH, asitlik, kiil, protein, yag), toplam
fenolik konsantrasyonu, antioksidan aktivitesi, fenolik icerigi ayrica probiyotik

blylmenin takibi icin mikrobiyolojik analizler yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kefir

Bilingli tiiketicilerin insan sagligina faydasi olan gidalara ilgisinin artmasi, bununla
beraber son yillarda ortaya ¢ikan kiiresel pandemi etkisiyle de, insan saglifina yarari
kanitlanmis olan yeni fonksiyonel gidalar1 gelistirme cabalari harekete gecmistir.
Giinlimiizde, farkli katki maddesi igeren ¢ok sayida siit iiriinii piyasada fonksiyonel gida
olarak yer almaktadir. Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne gére;
Fermente Siit Uriinii: “Siitiin uygun mikroorganizmalar tarafindan fermantasyonu ile pH
degerinin koagiilasyona yol agacak veya agmayacak sekilde diisiiriilmesi sonucu olusan
ve icermesi gereken mikroorganizmalar: yeterli sayida, canli ve aktif olarak bulunduran
slit tirtini’ olarak tamimlanmaktadir (Anonim, 2022). Fermente sit Urtnlerinin biyuk
cogunlugu laktik asit bakterilerinin (LAB) fermantasyonundan iiretilmektedir (Y. J. Kim
ve Liu, 2002). Laktik asit bakterileri; Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus cinslerini iceren gram pozitif, katalaz rediktaz ve oksidaz
negatif, ayrica hareketsiz ve spor olusturmayan mikroorganizmalardir. Yapilan ¢alismalar

sonucu, Bifidobacterium cinsleri de bu gruba dahil edilmistir (Kabak ve Dobson, 2011).

Kefir, laktik asit bakterileri, maya ve asetik asit bakterilerinden olusan, 50'den fazla
probiyotik mikroorganizma tiirli iceren, ayni zamanda kefir tanelerinden veya kefir
tanelerinden hazirlanan ana kiiltiirlerden elde edilen geleneksel fonksiyonel bir fermente
st Grinaddr (Saleem vd., 2023). Fermantasyon sirasinda laktik asit bakterileri ve
mayalar, aseton, asetaldehit, etanol, diasetil, karbondioksit ve asetik asit gibi aroma
bilesenleri ile laktik asit iiretmektedir. Kefirin kimyasal igerigi, yapiminda kullanilan
slitlin tiirli, mayalama orani, mayalanma sicakligi, kefir tanesi igerigi gibi parametrelere
bagli olarak degismektedir. Genellikle kefir %89-90 nem, %3 protein, %0,2 lipit, %6
seker, %1 laktik asit ve %0,7 kiil icermektedir. Ayrica fermantasyon siirecinde kefirin
iceriginde yer alan vitamin B1, B12, kalsiyum, amino asitler, folik asit ve vitamin K

diizeylerinin arttig1 bilinmektedir. Kefir, inek, ke¢i, koyun, deve, manda siitii dahil olmak



Uzere her turli sutten ve piring, hindistan cevizi, badem ve soya situ gibi st
ikamelerinden yapilabilmektedir (Glizel-Seydim vd., 2000; Irigoyen vd., 2005). Kefir
taneleri sert, kii¢iik, daginik yapida, cap1 3 ila 35 mm arasinda degisen, kii¢lik karnabahar
goriiniimiinde ve kadifemsi yapida sarimsi beyaz renkte graniillerdir. Bu tanelerin
yapisinda, polisakkaritler, matriks kazein ve kompleks sekerlerle birlestirilmis laktik asit
bakterileri (laktobasiller, laktokoklar, 16konostoklar) ve c¢esitli mayalar bulunmaktadir.
Kefir taneleri cogunlukla laktozu laktik aside parc¢alayan mayalar1 (Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Torula kefir) ve ayrica laktozu pargalamayan maya

(Saccharomyces cerevisiae) icermektedir (Beshkova vd., 2003; Frengova vd., 2002).

Son yillarda yapilan bircok bilimsel arastirma kefirin besinsel 0Ozelliklerini ortaya
cikarmistir. Cogunlukla bu icecegin igeriginde bulunan lipidler, vitaminler, mineraller,
amino asitler ve mikro elementler gibi farkli biyoaktif bilesikler nedeniyle insan sagligina
faydali oldugu tespit edilmistir (Bourrie vd., 2020). Fermantasyon islemi, vitaminler,
folik asit, kalsiyum ve amino asitlerin artiginda kilit rolii gostermektedir (Kivang ve
Yapici, 2015). Ayrica, siitiin fermantasyonu sirasinda heteropolisakkarit grubundan
kefiran gibi farkli biyoaktif bilesikler olusur, bu da igecege Onemli antihipertansif,
antioksidan, antialerjenik, antitimor, antimikrobiyal, antienflamatuar ve Kkolesterol

distirticii aktiviteler kazandirir (D. H. Kim vd., 2019).

Kefir orneklerinin mikrobiyal ¢esitliliginin ve kompozisyonunun arastirilmasi hem gida
endiistrisi hem de tibbi etkileri agisindan 6nemlidir. Kefirin mikrobiyotasindaki bakteri ve
mayalarin simbiyotik iligkileri, tat ve doku bazinda gida kalitesini onemli Olgiide
etkilemektedir (Gul vd., 2018a). Kalite esas olarak Gretim teknolojilerine, kultur
kosullarina, kullanilan siit tipine bagli olarak degismektedir. Kefir mikrobiyotas: ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye’de ticari olarak satista olan endiistriyel iiretim 33 kefir
ornegi  kullamlmistir.  Mikroorganizma  gruplarmi  belirlemek  i¢in, hem
zenginlestirilmemis kefir iceceklerinden, hem de kefirlerin 6n zenginlestirilmesinden
sonra DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Zenginlestirilmemis kefir igceceklerinde en bol
bulunan cins Lactococcus, ardindan Streptococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus ve
Leuconostoc iken, donceden zenginlestirilmis kefir numunelerinde en bol bulunan cins
Streptococcus olup, bunu Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium ve Leuconostoc

cinsleri takip etmektedir. Kefirlerin 6n zenginlestirilmesi, cins diizeyinde taksonomik



siniflandirmada dikkate deger bir degisiklige yol agmis ve baskin mikrobiyota profilini

Lactococcus'tan Streptococcus'a ¢evirmistir (Yegin vd., 2022).

Kefirin saglhiga olan faydalari, icecege 6zel ve degerli 6zellikler kazandirabilen gesitli
bilesenlerle zenginlestirilebilmektedir (Karagozli vd., 2018). Bu baglamda kefirin igerigi,
sebze ve meyve piiresi sulari, soya tiirevi irilinler, tarimsal gida endiistrisi yan tirlinleri
veya bunlarin ekstraktlarinin yami sira, bal ve ¢esitli liflerin kullanilmas1 ile
gelistirilmekte, bu tiir ekstraktlarla giiglendirilmis kefirlerin antioksidan 6zellikleri
artmaktadir. Ayni1 zamanda icerigi uygun proseslerle zenginlestirilen kefirlerin,
probiyotik miktar1, bozulma siiresi artirilabilmektedir (Aiello vd., 2020). Icerigi ¢esitli
katki maddeleri ile zenginlestirilmis kefirler ile yapilan ¢alismalar Tablo 2.1.’de

verilmistir.

Tablo 2.1. Katkil kefirlerle ilgili yapilan literatiir caligmalari

Katki Maddesi g:;l:,l, Mikroorganizma Gosterilen Etki Kaynakea
Lactobacillus.
kefiranofaciens, Mikroorganizma sayist  ve | (D.-H.  Kim
0
Keten Tohumu %1 L. bulgaricus, L. | canlilik vd., 2017)
brevis, L. plantarum
- %25-50- | Laktobasiller ve | Mikroorganizma sayist  ve
Findik Siici 75 laktokoklar canlilik (Atalar, 2019)
Biberiye(Rosmarinum o ) —_— - (Perna  vd.,
officinalis) %0,15 Antioksidan aktivite 2019)
0 i S - (Perna  vd.,
Bal %30 Antioksidan aktivite 2019)
Antioksidan aktivite, duyusal (Znamirowska
Sarimsak Tozu %1 - parametreler, sinerezin vd., 2017)
olumsuz etkisi !
Golevez (Colocasia
esculenta L.),
Susam Tohumu | %25-50- | Fermantasvon siireci (da Costa vd.,
(Sesamum indicum L.) 75 Y 2018)
ve Fasulye (Phaseolus
vulgaris L.)
. Hipoglisemik aktivite, | (Kwon  vd.,
0, -
Rodiola /02 antiinflamatuar aktivite 2006)
. . . - (Karagdzlu
04 2- -
Siyah ve yesil cay %2-4 Antioksidan aktivite vd., 2018)
pH degerleri, toplam fenolik
Kahverengi Mercimek %2 - Icerik, antioksidan aktivite, (ZGOT;\)enc vd.,
bakteriyel aktivite
Portulaca oleracea L. | %0,5-1- Eﬁ?&?gg;g:rsiu;pp" Fizikokimyasal Ozellikler, | (Moradi  ve
tohumu yag1 1,5 spp antioksidan aktivite Nouri, 2023)
Lactobacillus
. - delbrueckii ssp. | Bakteriyel aktivite, fenolik
Opuntia_dillenii meyve %0.2,0.3 | bulgaricus, icerik, antioksidan aktivite, (Taheur  vd.,
tozu LA R 2023)
Streptococcus fizikokimyasal ézellikler
thermophilus




Tablo 2.1. Devam ediyor

Katki Maddesi Katki Oram Mikroorganizma Gosterilen Etki Kaynakca
Lactococcus  lactis
(ssp. cremoris, ssp.
lactis, and ssp. lactis
biovar diacetylactis), | Fizikokimyasal,

S. thermophilus, | TPC, antioksidan | (Travi¢i¢  vd.,
Karadut suyu %1,255,7.5 Lactobacillus aktivite,bakteriyel 2023)
bulgaricus, L. kefir, | aktivite
L. parakefir,
Saccharomyces
cerevisiae
Soya fasulyesi - - Bakteriyel aktivite (Luo vd., 2023)
2.2. An poleni

Arn lrilinleri, zengin ve dogal besin igerigi ve yliksek biyoaktif bilesenleri ile besin
degerini artirmak i¢in diger gida iriinlerine katilan veya tek basina kullanildiginda
‘fonksiyonel gida' olarak kabul edilen dogal iirlinlerdir. Bal, polen, propolis, ar1 siitii ve
ar1 ekmeginin besin degeri yliksektir ve insan sagligin1 olumlu yonde etkileyen birgok
faydali etkileri oldugu bilinmektedir. Ar1 iriinleri basit sekerler, proteinler, tekli
doymamis yag asitleri ve esansiyel amino asitler bakimindan olduk¢a zengindir. Bu
ozellikler bagisiklik sistemini giliclendirmekte, viicudun patojen bakterilere karsi etkin
olarak savagmasina yardimci olmakta ve zarar gdren dokularin yenilenmesini tesvik
ederek yapisal diizenin olusturulmasini saglamaktadir (Bobis vd., 2010) . Ari {riinleri,
geleneksel tip tarthi boyunca yaniklar, yaralar, diyabetik ayak iilserleri, alerjik rinit,

hiperlipidemi ve romatoid artrit gibi rahatsizliklar1 6nlemek i¢in kullanilmigtir

Anemofil (rlizgarla tozlasan bitkiler, drnegin, kestane, hus, zeytin, kizilaga¢) bitkilerin
polenleri, insanda saman nezlesi, ciltte dokiintli veya astim gibi ¢ok ciddi ¢esitli alerji
semptomlarinin ve bitki besin alerjisinin geligmesine neden olabilen alerjenler
icermektedir (Bartra vd., 2009). Bunun aksine bocekle tozlasan (entomofil) bitkilerin
polenleri, onu toplayan tiirler i¢in degerli bir gida olarak kullanilmaktadir. Yani entomofil
bitkilerden elde edilen polen tanelerinin besin degeri anemofil olanlara g0re daha
yuksektir (Kieliszek vd., 2018). Entomofil bitkiler i¢in en 6nemli tozlastirict bal arilaridir
(Bozena Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016). Bitki polenlerinin; isci bal arilar
tarafindan toplanip, nektar, tiikiiriik salgis1 ve bir miktar bal ilave ederek topak haline

getirdikleri, arka bacaklarindaki polen sepetlerine depolayip kovana tasidiklari bir ari



urunadar (Xi vd., 2018).

Arilar tarafindan toplanan ar1 poleni, pek ¢ok aragtirmacinin ilgi odagi olmus, fonksiyonel
gida olarak kullanilabilecek alternatif bir ar1 iirlinii olarak kabul gdérmiistiir. Ar1 poleninin
kimyasal kompozisyonu, bitkisel kaynagi, tiretildigi bolgedeki cografik sartlar ve iiretim
akisina bagl olarak degismekte olup, %40-60 mono sekerler (fruktoz ve glikoz), %20-60
protein, %1-32 yag asitleri, %3 ve vitaminler ayrica énemli miktarlarda flavonoidler ve
fenolik asitlerden olusmaktadir (Bogdanov, 2020). Igerigindeki protein, karbonhidrat ve
lipid miktarinin yiiksek olmasi, poleni ideal bir dogal takviye ve enerji kaynagi olarak
one c¢ikarmaktadir. Aslinda ar1 poleni, insan organizmasi i¢in ihtiya¢ duyulan tim temel
amino asitleri icerdiginden “tek eksiksiz gida” olarak adlandirilir (Feas vd., 2012). An
poleni, (pro) vitaminler, esansiyel amino asitler ve yag asitleri, mineraller, antioksidan
aktivite gosteren flavonoid ve polifenoller gibi yiiksek biyolojik degeri olan bilesenlere

sahip nutrasotik "stiper besindir" (Bozena Denisow ve Denisow-Pietrzyk, 2016).

@ @ ®

Bal anisi bitkinin
anterinde yer alan polen
tanelerini toplar

Bal ans, viicuduna yapigan polen
tanelerini bir miktar tUkUrUk salgisi
ve nektar ile nemlendirip arka

Kovanin éniine yerlestirilen
polen tuzaklar ile anlarin arka

bacaklanna polen peleti halinde bacaklarindaki polenler
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Sekil 2. 1. Ar1 poleninin bal arilar1 tarafindan iiretim agsamalari

Ikincil metabolitler, gida ve bitki iiriinlerinde dogal olarak eser miktarlarda bulunan
ekstra gida bilesenleridir. Bitki hiicrelerinde bulunan en 6nemli ikincil metabolitler
arasinda fenolik bilesikler bulunur (Martins vd., 2011). Fenolik bilesikler, yapisal

sekillerine ve halka sekline gore adlandirilmaktadir. Fenolik bilesikler, flavonoidler,
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fenolik asitler ve tanenler olarak {i¢ ana baslikta toplanirlar. Flavonoidler, fenolik
bilesiklerin biiyiik bir kismini, bitki fenoliklerinin ise en biiyiik grubunu olusturmaktadir.
Bitkilerin ikincil metabolitleri olan flavonoidler, karbonhidratlar, aminoasitler gibi

birincil metabolitlerden Gretilmektedir (Kolag vd., 2017).

Fenolik asitler de, flavonoidlere benzer olarak biiylik oranda bitki ve gida iirlinlerinde
bulunan biyoaktif fonksiyonlara sahip ikincil metobolitlerdendir. Yapilarina gore, fenolik
asitler iki alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asitlerdir.
En yaygin olarak bulunan hidroksibenzoik asitler; p-hidroksibenzoik, gallik, protokatesik,
siringik ve vanilik asitler iken, hidroksisinamik asitler ise kafeik, p —kumarik, sinapik ve
ferulik asitler olarak belirtilmektedir (Martins vd., 2011).

Ikincil metabolitlere son on yilda, insanlarin kanser ve diyabet gibi bazi hastaliklara
yakalanma oranmi azaltilmasi gibi sagliga faydali yonleri sebebiyle biiyilk 6nem
verilmistir (Conforti vd., 2009; Kaskoniené¢ vd., 2020). Ayrica kardiyovaskiiler
hastaliklarin ilerleme seviyelerinde azalma (Jiménez vd., 2008; Kris-Etherton vd., 2002)
anti-mutajenik, anti-alerjik, antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-mikrobiyal etkiler de
gosterdigi bildirilmistir (Balasundram vd., 2006; Ham vd., 2009; G. N. Kim vd., 2009),
Insan saghginin refahr i¢in bu essiz faydali 6zelliklerinden dolayi, biyoaktif fenolik
bilesik kaynaklari olarak meyve, sebze, bitki, tarim ve tarimsal-endiistriyel tirlinlerin gida

sektoriinde kullanilmasina yonelik arastirmalar yogunlastirilmistir.

Besin degeri yliksektir, belirli biyokimyasal islevleri diizenlemekte ve viicudun bagisiklik
ve fizyolojik sistemlerini giiglendirmektedir. Kimyasal igeriginde bulunan aktif dogal
bilesenlerin, 6zellikle vitaminler, polifenoller ve karotenoidlerin c¢esitliligi sebebiyle,
antioksidan, anti-kanserojen ve antibakteriyel aktivite, kardiyoprotektif ve hepatoprotektif
etki olarak ifade edilen 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir (Li vd.,

2018D).

Ar1 poleninin igeriginde %1,6 oraninda fenolik bilesik bulunmaktadir (Rzepecka-Stojko
vd., 2015). Polenin yapisal bilesenleri arasinda polifenoller, flavonoidler ve fenolik asitler
bulunmaktadir. Flavonoidler, polenin %]1,4"inii olusturur ve kuersetin, kaemferol, ve

isorhamnetin gibi  6nemli flavonoidler icerir (Komosinska-Vassev vd., 2015).
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Flavonoidler, kalkonlar, flavonlar, flavonoller ve izoflavonlari igeren gesitli alt gruplara
sahiptir (Panche vd., 2016).

Flavonoid igerigi, ar1 polenii bitki kaynagina bagli olarak degisiklik gosterir. Literatiirde
yapilan calismalar, polen Orneklerinde c¢esitli flavonoid tiirlerinin  bulundugunu
gostermektedir. Bu tiirler arasinda kuersetin, isorhamnetin, naringenin, hesperetin,

kaempferol, katesin, epikatesin, luteolin ve apigenin gibi flavonoidler yer almaktadir.

Ar poleninde bulunan flavonoidler arasinda ozellikle kuersetin ve kaemferol gibi
flavonoller belirgindir. Ayrica, apigenin, chrysin ve O-rhamnoside gibi flavonlar ile
naringenin ve pinosembrin gibi flavanonlar da tespit edilmistir (Arraez-Roman vd.,

2007). izoflavonlar arasinda ise genistein glikozitleri ve selagin bulunmaktadir.

Diger yandan, ar1 poleninde fenolik asitler de bulunur ve bunlarin igerigi genellikle
%0,19 civarindadir. Bu fenolik asitler arasinda gallik, ferulik, kafeik, vanilik, siringik,
benzoik, klorojenik asit, protokatesik, tert sinnamik ve p-kumarik asit gibi cesitli
bilesikler yer alir. Bu bilesenler, ar1 poleninin biyoaktif 6zelliklerine katkida bulunur ve

saglik tizerinde olumlu etkileri olabilir.

Sekil 2.2. Ar1 poleni peletleri

Arn poleni, insan tiiketimi i¢in olduk¢a faydali saglik etkileri bulunan bir ar1 iirliniidiir.
Geleneksel tipta soguk alginligy, iilser, anemi ve alerjileri hafifletmek i¢in kullanilmistir.

Ar1 poleni baldan sonra en fazla kullanilan ar1 tirtiniidiir.
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Ar poleni, her gida maddesi gibi, duyarl kisilerde alerjik reaksiyonlara neden olabilse
de, hassas olmayanlarda flavonoidler gibi yiiksek fenolik igerigi nedeniyle antioksidan,
antiinflamatuar ve antialerjik bilesiklerin kaynagidir (Medeiros vd., 2008; Silici, 2014).
Yapilan bir ¢alismada; Echium plantagineum L. ar1 poleninin anti-alerjik potansiyelinin
belirlenmesi ve birincil metabolitlerinin karakterize edilmesi amaclanmistir. Bu
calismada, E. plantagineum ar1 poleninin, alerjiyi 6nlemek ve alerji semptomlarini
iyilestirmek i¢in kullanilabilecegi gozlemlenmistir (Moita vd., 2014). Fareler (zerinde
yapilan bir baska ¢aligmada ar1 poleni fenolik ekstraktinin alerjik reaksiyonlar iizerindeki
etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda ar1 poleni fenolik ekstraktlarinin anti-alerjik etki
ve alerjik semptomlar1 tedavi etmek igin potansiyel bir ara¢ oldugu bildirilmistir
(Medeiros vd., 2008). Polen antialerjik etki gostermektedir. Poleninin vicutta alerjik
tepkimelere yol agan histamini azaltarak, astim ve alerji semptomlarini hafiflettigi, yani
alerjilere kars1 etkili oldugu gézlemlenmistir. Art poleninin antialerjik etkisinin, kismen

flavonoid igerigi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ishikawa vd., 2008).

1.3. An1 Poleni ve Fermentasyon

Son donemde, tiiketicilerin fonksiyonel gidalarin saghik ve yasam kalitesini
yiikseltmesine dair artan farkindalig1 nedeniyle, polen fonksiyonel bir gida ve gida katki
maddesi olarak kullanilmaya baslanmistir (Kosti¢ vd., 2020). Taze veya kurutulmus ar1
polenini olusturan polen tanecikleri, ireme hiicresini ¢evresel etkilerden koruyan dista
ekzin tabakasi ve protoplazmasini saran igte intin tabakasindan olusan gift katli bir duvar
yapist icermektedir. Bu duvar yapisi, degerli polen bilesiklerinin sindirilebilirligini
azaltir; dolayisiyla biyolojik olarak faydal bilesikler ve besin maddeleri sindirilemez. Ar1
poleninin sadece %10-15" insanlar tarafindan sindirilebilmektedir (Bozena Denisow ve
Denisow, 2016). Ekzin tabakasi polen taneciklerini kimyasal ve fiziksel ajanlara karsi
korumakta, sindirim enzimlerinin polen tanecikleri Uzerindeki etkisini azaltmakta ve
dolayistyla ar1 poleninin igeriginin, insan sindirim sistemi tarafindan emilmesini biiyiik
oranda etkilemektedir. Ekzin tabakasi kimyasal olarak inert biyopolimer
sporopollenin'den olugmakta olup, sporopollenin yiiksek sicakliga ve cesitli asitlere karsi

dayaniklidir, esnek ve kati bir yapiya sahiptir (Kieliszek vd., 2018).
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Ekzin tabakasi, genel olarak fiziksel parcalanma ve biyolojik pargalanma yontemleri ile
parcalanmakta olup, biyolojik yontemlerin, 6zellikle mikrobiyal fermantasyonun diger
tiim yontemlere gore daha avantajli oldugu goriilmektedir. Bu baglamda arastirma yapan
bilim insanlar1 ar1 polenini laboratuvar sartlarinda mikrobiyolojik olarak fermantasyona
tabi tutmus ve fermantasyon sonucu olusan yeni Uriiniin ilk iriine kiyasla biyoaktif
maddelerce zengin, besleyicilik 6zelliklerinin gelismis ve biyoyararliliginin daha ylksek
oldugunu tespit etmistir. Fermantasyon, ar1 polenindeki karmasik makromolekiilleri
monosakkaritlere, amino asitlere ve kisa zincirli yag asitlerine indirgeyebilmektedir. Bu
kiigiik molekiillii besinlerin insan viicudu tarafindan emilmesi ve kullanilmasi daha

kolaydir (Sanjukta ve Rai, 2016).

Literatirde ar1 poleni fermantasyonunun iki asamali bir mekanizma oldugunu
bildirilmisgtir.  Fermantasyon islemi sirasinda gorev alan mikroorganizmalar
Pseudomonas, Lactobacillus ve Saccharomyces'tir. Ilk olarak Pseudomonas ekzini
parcalayarak sitoplazmanin ortaya c¢ikmasini saglamakta, bu sirada ortamda bulunan
oksijeni kullanmakta ve Lactobacilli i¢in uygun anaerobik bir ortam olusturmaktadir.
Boylece Lactobacillimin gergeklestirdigi  anaerobik fermantasyon igin ortam
hazirlanmakta ve ikinci asama olarak Lactobacilli, laktik asit fermantasyonu
gerceklestirmektedir. Asitligin artmasiyla Pseudomonas ortamdan kaybolur. Lactobacilli,
laktik asit tiretmek igin bazi sekerleri ayristirir ve son olarak Saccharomyces, kalan

sekerleri parcalayarak islemi tamamlar (Gilliam, 1979; Loper vd., 1980).

Mikrobiyal fermantasyon, gidalarin raf dmriinii ve kimyasal icerigini iyilestirmek icin
kullanilan eski teknolojilerinden biridir. Mikrobiyal fermantasyonda mikroorganizmalar,
proteaz, pektinaz, ksilanaz, B -glukosidaz ve amilaz gibi hiicre dis1 enzimler iiretebilir ve

bu enzimler sayesinde ayni anda bir¢ok ikincil metabolit iiretebilir (Martins vd., 2011).

Polen ve bala eklenen dort Lactobacilli susu (Lactococcus fermentum, Lactobacillus
plantarum 1,2 ve Lactobacillus paracasei) ve iki Bifidobacterium susunun (B. bifidum
1,2) cogalmasinda prebiyotiklerin etkisi laboratuvar kosullarinda arastirilarak ar1 ekmegi
benzeri bir iiriin elde edilmesi amaglanmistir. Olusan yeni iirliniin de hiicre canlilig,
laktik asit tretimi ve antioksidan kapasite izerindeki etkisini degerlendirmek i¢in iniilin,

rafinoz ve laktuloz gibi prebiyotikler bal ile kiyaslanmistir. Rafinoz ve laktuloz eklenen
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numuneler bala benzer sonuglar verirken en iyi sonug¢ polen ve iniilin katkili 6rneklerde

goriilmistiir (Vamanu vd., 2010).

Yogurt tiretiminde ar1 poleni ilavesi yapan bir baska calismada, arilardan toplanan polen
ekstraktlarinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerini ve polen katkili yeni bir iiriin
gelistirme egilimini degerlendirme yapilmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, tUm
polen numuneleri antibakteriyel ve antioksidan aktivite ve lipid peroksidasyonunu inhibe
etme kabiliyeti géstermistir, ancak misir poleni ekstraktlar1 6zellikle biitiin numunelerden
daha yiiksek aktiviteye sahip bulunmustur. Yogurt liretimine polen ilavesi starter kilturt
etkilemezken, hazirlanan yogurtlar polen tipine bagli olarak belirli duyusal 6zellikler
gostermistir; misir poleni ilavsi cevizli, yonca poleni tatl, hurma poleni fasulyemsi bir tat

vermistir (Khider vd., 2013).

Zhang vd. 2017, ar1 polenini olusturan polen taneciklerinin ekzin tabakasini par¢alamak
icin, Saccharomyces cerevisiae ve Ganoderma lucidum ile fermentasyona tabi tutmustur.
Fermantasyon sonucunda G. lucidum i¢in yaklasik %85 ve S. cerevisiae igin %88
oraninda par¢alanma bildirilmistir. Ar1 poleninin S. cerevisiae tarafindan fermantasyona
tabi tutuldugu bir baska calismada, fermente edilmemis ar1 poleni ile fermente edilmis ar1
poleninin kimyasal igerigi karsilastirilmistir. Fermantasyon sonucunda, fenolik asit,
flavon aglikon ve fenolamid gibi bazi ikincil metabolitlerin yani sira amino asit ve
tirevleri, ¢coklu doymamis yag asidi ve organik asit gibi birincil metabolitlerin de
iceriginin onemli dl¢lide arttig1 gozlemlenmistir. Sonuclar, fermantasyonun ar1 poleninin
besin degerini ortaya c¢ikarmak igin Onemli bir yontem oldugunu gostermektedir
(Sanjukta ve Rai, 2016).

Misir’da yapilan farkli bir ar1 poleni ilaveli yogurt ¢alismasinda, ar1 poleni takviyesinin
probiyotik yogurtlarin tekstiir, mikro yap1 ve stabilitesi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, polen katkili probiyotik yogurtlar, 21 giin boyunca soguk
muhafaza sirasinda daha stabil olarak belirlenmistir. Polen ilavesi, kontrol 6rnegine
kiyasla yogurtlarin yapiskanlik ve esneklik gibi tekstiirel 6zelliklerini 6nemli Slgiide
etkilemezken, yogurdun depolanmasi sirasinda yaylilik, yapiskanlik ve ¢ignenebilirligini
artmistir. En yiiksek sertlik (1,96+0,02N) yogurt T5'te gozlenmistir ((%1,5 yogurt

baslatict + %1,5 Lb. gasseri)+ %0,8 ar1 poleni). Ayrica, kontrol numunesine kiyasla
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onemli Olclide azalmis sinerez goézlemlenmistir. Polen ilavesi, yogurdun mikro yapisini
ve daha kapsamli bir ag olusumunu etkileyerek, kivamin ve su tutma kapasitesinin

artmasina katkida bulunmustur (AA, 2016).

Ar1 polenin beyaz peynir yapiminda kullanildig1 bir ¢alismada, ar1 poleni (%0,5, 1,0, 1,5
ve 2) ilavesinin biyoaktif davranig, duyusal ve fizikokimyasal ozellikler lizerindeki
etkileri incelenerek beyaz peynirin terapdtik etkisinin gelistirilmesi amaglanmistir. Elde
edilen sonuglar ar1 poleninin beyaz peynirin antioksidan aktivitelerini arttirdigin
gostermistir. Calismada polen ilavesi artikga St.aureus (ATCC6538), S. typhimurium
(ACTH25,566) ve E. coli (ACC.8739) mikroorganizmalar1 tiizerinde artan bir
antibakteriyel etki gostermistir. Ar1 poleni ilavesiyle beyaz peynirin toplam kuru madde,
yag ve protein igerigi artmistir. Duyusal olarak degerlendirilen orneklerde %1’e kadar
polen ilavesinin peynirde herhangi bir olumsuz durum olmadigi bildirilmistir. Beyaz
peynir iiretimi sirasinda ar1 poleni ilavesinin, elde edilen peynirin biyoaktif aktivitelerini
arttirmak i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Tablo 2.2.) (Abd Elhamid ve Elbayoumi,
2017).

Yunanistan’da farkli oranlarda (%0,5, 1,0, 2,5 ve 3,0) ar1 poleni ekstrakti ilave edilerek
inek, kec¢i ve koyun siitlerinden yapilan yogurtlarin, antioksidan kapasitesi ve toplam
fenolik igerikleri incelenmistir. Yogurtlara eklenen ari poleni miktar1 arttik¢a, kontrol
ornekleriyle (ar1 poleni icermeyen yogurtlar) karsilagtirildiginda, yogurtlarin antioksidan
kapasitesi ve fenolik igeriklerinin 6nemli 6lclide arttigi bildirilmistir. Duyusal olarak
degerlendirilen yogurtlarda en ¢ok begenilen koyun siitii kullanilarak hazirlanan yogurtlar
olurken, bunu sirasiyla inek ve kegi siitlinden yapilan yogurtlar izlemistir. %0,5 ve %1,0
oraninda ar1 poleniyle zenginlestirilmis yogurtlarin, kullanilan ti¢ farkl: siit tiirii i¢inde en
yiiksek duyusal puanlar1 aldig1 ayrica belirtilmistir (Tablo 2.2.) (Karabagias vd., 2018a).

Cin’de yapilan baska bir ¢alismada, Brassica campestris bitkisine ait ar1 poleni laktik asit
bakterileri, maya ve bunlarin bir kompozisyonu ile fermantasyona tabi tutulmustur. Maya
kullanilarak gergeklesen fermantasyon sonucunda olusan fermente ar1 poleni, fermente
edilmemis ar1 polenine oranla fruktozda %83,5 ve glikozda %87,4 azalmaya sahipken,
fenolik bilesikler, oligopeptitler ve yag asitleri, sirastyla %9,3, %68,8 ve %18,2 oraninda

artmistir. Maya tarafindan fermente edilen polenlerdeki riboflavin, nikotinik asit,
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nikotinamid ve serbest amino asit icerikleri, ham ar1 polenindekinden sirasiyla 2,4, 39,6,

4,6 ve 4,8 kat daha yuksek bulunmustur (YYan vd., 2019).

Yapilan bir baska calismada pastorize edilmis polifloral ar1 poleni Lactobacillus
rhamnosus ve Lactococcus lactis bakterileri eklenerek fermente edilmistir. Fermantasyon
oncesi ve sonrasi art poleninin antioksidan, antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri
karsilagtirilmistir.  Fermantasyona tabi tutulan polenin antioksidan, antifungal ve
antibakteriyel aktivitelerinin 6nemli Ol¢iide arttigi gbzlemlenmistir (Kaskoniené vd.,
2020).

Avrupanm cesitli iilkelerinden (Italya, Litvanya, Hollanda, Polonya, Danimarka, Isveg,
Malta, Slovakya ve Ispanya) toplanan polen drneklerine Lactobacillus rhamnosus, ilave
edilerek fermantasyona tabi tutulmustur. Fermantasyon isleminin toplam fenolik ve
toplam flavonoid icerige ve antioksidan aktiviteye olan etkisi incelenmistir. Ayrica
fermantasyon isleminin polifenolik bilesikler tizerindeki degisimi de ortaya konulmustur.
(Calisma sonucunda tiim numunelerde toplam fenolik ve flavonoid igerigin ve antioksidan
aktivitenin yaklagik 1,2-3,1 kat arttig1 goriilmistiir. Fermantasyonla birlikte tim
numunelerde gallik, benzoik, ferulik, kumarik, salisilik ve kafeik asit igeriginin arttiginin
gozlenmesiyle birlikte vanilik asit ve mirisetin gibi yeni bilesikler tespit edilmistir

(Adaskeviciiite vd., 2022).

Genig bir kullanim yelpazesine sahip olan ar1 poleni bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Portekiz’de makarna tiretiminde kestane unu ve ar1 poleni beraber kullanilmistir. Yazarlar
kontrol makarna tarifiyle (bugday unu ve yumurta) karsilastirildiginda, kestane unu
(%50) ve ar1 poleni (%10) ilavesinin, son iiriinlin (taze veya kurutulmus) yapiskanligini
arttirdigini, ancak sertligini  korudugunu bildirmislerdir. Her iki malzemeyle
zenginlestirilmis taze veya kurutulmus makarnanin pisirilmesi sonunda daha berrak ve
biraz daha yapiskan oldugu gériilmiistiir. Ote yandan, makarna formulasyonuna kestane
unu ve ar1 poleninin eklenmesi, yiiksek oranlarda lif, vitamin ve mineral igeren, besin
acisindan dengeli bir iirlin ortaya ¢ikarmistir. Genel olarak kestane unu ve toz haline
getirilmis ar1 poleninin, fonksiyonel taze ve kurutulmus makarna formiilasyonlarinin
gelistirilmesi i¢in umut verici bilesenler oldugu bildirilmistir (Brochard vd., 2021). Tablo

2.2. “de ar1 poleni ilaveli fermente {iriinler verilmistir.
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Uriin

Polenin
Bitkisel
Kaynag

Polenin
Cografi
Kokeni

Fermantasyona
Katilan
Mikrobiyal
Tirler

Gozlemler

Kaynakga

Ar1 poleni
katkili
yogurt

Ug adet
monofloral ar1
poleni:
1.Misir (Zea
mays),
2.Yonca
(Trifolium
alexandrinum
)

3.Hurma
(Phoenix
dactylifera)

Misir

Yogurt baglangi¢
kultura

Bu caligsma, ar1 poleni
ekstraktlarinin  antibakteriyel ve
antioksidan aktivitelerini ve polen
katkili gelistirilen yeni bir Grln
degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglara dayanarak, tiim ar1 poleni
numuneleri  antibakteriyel  ve
antioksidan  aktivite ve lipid
peroksidasyonunu  inhibe etme
kabiliyeti gOstermistir, ancak misir
arl  poleni ekstraktlar1 Ozellikle
butin numunelerden daha fazla
etkiye sahip olarak belirlenmistir.
Yogurt tretiminde polen ilavesi
starter kaltard etkilemezken,
hazirlanan yogurtlar polen tipine
bagli olarak  belirli  duyusal
ozellikler gostermistir: Misir poleni
ilavesi cevizli, yonca poleni tatl,
hurma poleni fasulyemsi bir tat
vermistir.

(Khider
vd., 2013)

Probiyotik
bakteri,
ar1 slitii ve
ar1 poleni
iceren
biyo-
yogurt

Multifloral ar1
poleni

Misir

Yogurt baslatici
kaltarler:

L. lactobacillus
delbrueckii spp.
bulgaricus

S. thermophiles
Probiyotik
bakteriler:

B. angulatum
DSM 20098;
L.rhamnosus
DSM20245;
Lactobacillus
gasseri ATCC
33323

Bu c¢aligmanin amaci, art poleni
takviyesinin probiyotik yogurtlarin
tekstiir, mikro yap1 ve stabilitesi
izerindeki etkisini arastirmaktir.
Elde edilen sonuclara goére, polen
katkil1 probiyotik yogurtlar, 21 giin
boyunca soguk muhafaza sirasinda
daha stabil olarak saptanmigtir.
Polen ilavesi, kontrol Ornegine
kiyasla yogurtlarin yapigkanlik ve
esneklik gibi tekstirel 6zelliklerini
onemli olcide  etkilemezken,
yogurdun depolanmasi sirasinda
yaylilik, yapiskanlik ve
cignenebilirligini  artmistir. En
yiiksek sertlik (1,96+0,02N) yogurt
T5'te gozlenmistir (%1,5 yogurt
baglatict + %1,5 Lb. gasseri)+
%0,8 ar1 poleni taneleri). Ayrica,
kontrol numunesine kiyasla dnemli
6lgiide azalmig sinerez
gozlemlenmigtir. Polen ilavesi,
yogurdun mikro yapisin1 ve daha
kapsamlt  bir ag§ olusumunu
etkileyerek, kivamm ve su tutma
kapasitesinin  artmasina  katkida
bulunmustur.

(AA,
2016)
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Uriin

Polenin
Bitkisel
Kaynag

Polenin
Cografi
Kokeni

Fermantasyona
Katilan
Mikrobiyal
Tarler

Gozlemler

Kaynakga

Ari poleni
ilaveli

peynir

Multifloral
ar1 poleni

Misir

Lactobacillus
delbruecki spp.
bulgaricus,

S. thermophilus

Bu ¢aligmanin amaci, inek ve deve
sitii  karisimindan  {retilen beyaz
peynirlerin antibakteriyel, duyusal ve
fizikokimyasal ozellikleri ile
antioksidan aktivitesi {izerine ar1
poleni  takviyesinin (0,5; 1,0; 1,5;
%2,0) etkisini arastirmaktir. Elde
edilen sonuglara gore, peynirlere ari
polenlerinin dahil edilmesi, 6nemli
polifenol varligina katkida
bulunmustur. Toplam  polifenol
icerigi, depolama siiresine bagl
olarak, 11,53 ila 46,78 mg/g
araliginda degisirken, yag ve protein
igerigini arttirmigtir. Ayrica duyusal
oOzellikler Uzerindeki olumsuz etkiler
gbzlemlenmemistir. Yapilan
calismada polen ilavesi artik¢a
St.aureus (ATCC6538), S.
typhimurium (ACTH25,566) ve E.
coli (ACC.8739) mikroorganizmalari
Uzerinde artan bir antibakteriyel etki
gOstermistir.

(Abd
Elhamid ve
Elbayoumi,
2017)

Ari poleni
ilaveli
kombuca
sirkesi

Multifloral
ar1 poleni

Romanya

Laktik asit,
asetrik asit ve
mayalarin
simbiyotik
kaltdra

Bu c¢alismada hedef, ar1 poleninin
simbiyotik bakteri ve mayalardan
olugan kiiltiir ile fermantasyon yoluyla
biyoyararlanimin1  artirmaktir. Elde
edilen sonuclar, polen ilavesinin
polenden  kaynaklanan  fermente
trliniin sivi fazinda, fermantasyon
aktivatori  olarak  hareket eden
mikrobiyal suslarmin toplam
sayisindaki  LAB  (laktik  asit
bakterileri) oranini, biyoaktif bilesik
icerigini (toplam fenolik ve flavonoid
icerigi) arttirdigin1 gostermistir. Elde
edilen driin, Caco-2 hiicreleri Gizerinde
orta duzeyde bir antitumor etkisi
sergilemistir.

(Utoiu vd.,
2018)

Art poleni
ilaveli,
biyo-
fonksiyonel,
yogurt

Ticari
olarak
satista olan
multifloral
ar1 poleni

Yunanistan

Streptococcus
thermophilus ;
Lactobacillus
bulgaricus

Farkli ar1 poleni konsantrasyonlarinda
inek, koyun ve kegi sutlerinden
yogurtlar hazirlanmigtir. Hazirlanan
numuneler  antioksidan  kapasite,
toplam polifenolik icerik ve duyusal
degerlendirme acisindan
incelenmistir. Sonuglara gore ari
poleni ile zenginlestirilmis yogurtlar,
geleneksel yogurtlara kiyasla onemli
Olclide daha yilksek antioksidan
kapasite  ve  polifenolik igerik
gostermistir. Ayrica, %0,5-%1,0 ar1
polenli  yogurtlarin  yeni  biyo-
fonksiyonel gidalar oldugu One
surdlirken, tat, koku, gorinim ve
kohezyon Onemli 6lcude
iyilestirilmistir.

(Karabagias
vd., 2018a)
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Fermantas
) Polenin Polenin yona
urin Bitkisel Cografi Katilan Gozlemler Kaynakca
Kaynag Kokeni Mikrobiyal
Trler
En uygun polen konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla, beyaz saraplarda
polen ilavesinin ugucu bilesikler ve
— S. cerevisiae | duyusal 0Ozellikler  Gzerindeki  etkisi
Ar Ticari . S
oleni olarak Lalvm_ _ aragtirildi.  Polen takviyesinin ugucu | (Amores-
P ; 71B ®ticari | bilesiklerin miktarm ve yiiksek alkollerin, | Arrocha
katkilt satista olan | Ispanya - - .
. aktif kuru etanol, esterler, asetaldehit ve terpenlerin | vd., 2018)
beyaz multifloral L . .
) sarap sentezini arttirdig1 kanitlanmistir; alkolleri
sarap ar1 poleni U
mayasl. ve yag asitlerini azaltirken, duyusal ve

aromatik ozellikler Uzerinde olumlu bir
etkisi oldu ve saraba hos ¢icek ve meyveli
aromatik profil vermistir.




3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal Temini

Bu calisma kapsaminda kullanilacak ari poleni 6rnegi, Bingdl Universitesi Aricilik
Arastirma Gelistirme ve Uygulama Merkezi Ariligi'ndan 2022 aricilik sezonu Mayis-
Agustos aylar1 arasinda toplanmis, harmanlanmis, kefir tiretimi yapilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir. Materyal olarak, ar1 poleninden (%70:%30) etanol:distile su ile
elde edilen ekstraktlar kullanilmistir. Kefir yapiminda kullanilacak ticari pastorize siit
ulusal bir marketten temin edilmistir. Kuru dogal kefir mayasi, Danem Siit ve Siit Uriinleri
Ltd. Sti. (Isparta, TURKIYE) tarafindan iiretilen SEVDANEM ibareli (mikrobiyatasi;
Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lactobacillus
kefiranofaciens subsp. kefirgranum, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesentereoides, Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium  bifidum, Acetobacter pasteurianus,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces lacti) kefir

mayasi kullanilmigtir.

3.2. YOontem

3.2.1. A1 Poleninin Botanik Orijininin Belirlenmesi

Ar1 poleninin palinolojik analizi, (Cobanoglu vd., 2023) tarafindan onerilen metod ile
yapilmistir. 1ki g ar1 poleni tiiplere tartilarak, 13 mL %70’lik etanolde ¢dzdiiriilmiistiir.
Karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, ar1 poleninin homojenize hale
gelmesi icin 40°C’de 5 dakika ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Bu tiipler 20 dakika
3500 rpm’de santfifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra, tiipiin iistte kalan siipernatant
kism1 dokiilmiis, ayni tiipe %70’lik etanol ekstraksiyonu eklenmis ve yine 3500 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra, dipte kalan

sediment 1:1 gliserin su karisiminda ¢dzdiiriilmiis, vorteks ile homojen bir karisim elde
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edilmistir. Homojen hale gelen karisimdan 20 pL lam iizerine konulmustur. Bazik fuksinli
gliserin jelatin ile ar1 poleni 6rneginin polen preperatlari hazirlanmistir. Daha sonra polen
orneklerinden hazirlanan preperatlar, Leica DM 2500 marka mikroskop altinda, 60X ve
100X objektif kullanilarak incelenmistir. Incelenen polen preperatinda yer alan polen
taneleri familya, cins ve tiir bazinda, teshis edilmistir. Hazirlanan her preperatta takson
ayirmaksizin 500°den fazla polen tanesi sayilmistir. Analiz sonucunda ar1 poleninde

saptanan taksonlarin bulunma yiizdeleri hesaplanmistir.

Polen 0Ornegi igerdigi polen tanelerinin taksonlarmin bulunma sikliklarina gore
siniflandirilmigtir: monofloral, polenin igerigini olusturan baskin bitki taksonu >%80 veya
%46-80 oraninda ise %15-45 oraninda polen taksonu yoksa; bifloral, baskin taksonlardan
biri %46-80, digeri %15-45 veya iki takson %46-80 olmak {izere iki ¢esit baskin polen
taksonu iceriyorsa; ve ikiden fazla polen taksonu iceren ornekler multifloral olarak
adlandirilmistir (Barth vd., 2010; Nandi ve Karmakar, 2018).

3.2.2. Ar1 Polen Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

10 g polen 6rnegi %70’lik 100 mL etanolde ¢oOzdiiriilmiistiir. Ar1 poleninin %70'lik
(etanol/su) ekstrakti, literatiirdeki calismalara gore, yliksek antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu, ayrica zengin fenolik bilesikler icerdigi icin tercih edilmistir
(Bogdanov, 2020). Daha sonra ultrasonik su banyosunda 40°C’de 1 saat bekletimistir.
(Cozelti, polen tanelerinin de ekstrakta gecebilmesi igin, 300 pm biiytikligiindeki
paslanmaz elek teli (SVS 300 Mesh Paslanmaz Elek Teli) ile filtre edilmistir. Elde edilen
¢ozeltinin etanolii, rotary evaporatdr cihazinda (BUCHI/R300, Isvigre) (40°C, 95 mBar ve
80 rpm kosullarinda) ucurulmustur. Son olarak elde edilen ekstraklar liyofilizatorde
(Telstar/LyoQuest, Ispanya) (-80°C, 0,056 mBar) kurutulmustur. Bu islem yeteri kadar
stok ekstrakt elde edilene kadar devam etmis, daha sonra kefir iiretiminde kullanilmak

uzere -20°C’de depolanmustir.
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502508,

TARE 39

Sekil 3.1. (a.,b.,c.,d.) Ar1 poleni ekstrakti hazirlama asamalari

3.2.3.Kefir Uretimi

Kefir iiretiminde kiiltiir olarak kuru dogal kefir mayas1 (Danem, TURKIYE) kullanilmistir.
Bu amag igin belirlenen (%0,25, %0,5,%1 g/100mL) oranlarda ar1 poleni ekstrakt: ticari
pastorize inek siitiine ilave edilmistir. Daha sonra karigim 1sitilarak 25-26 °C’de, %0,05
oraninda kefir mayasi ilave edilerek inkiibatorde 25-26°C sicaklikta 18-22 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 elde edilen kefirler buzdolabinda +4°C sicaklikta, 24 saat
bekletildikten 1., 7., 14. ve 21. gunlerde fizikokimyasal, antioksidan ve mikrobiyolojik
analizleri yapilmistir (Kurt vd., 2012).

Sekil 3.2. (a.,b.) Kefir hazirlama agsamalar1



Inkiik
sonlandirma

(pH kontrolii)

Sekil 3.4. Katkili ve kontrol grubu kefir gorselleri
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3.2.4. Kefir Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ar1 poleni ilaveli kefirlerin biyoaktif bilesenlerinin belirlenmesi i¢in, (Karaaslan vd., 2011)
tarafindan Onerilen yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanan ekstraksiyon
metodu kullanilmistir. Bu amagla, falkon tiipiine her bir 6rnekten 10’ar g tartilmistir ve
iizerine 15 mL metanol ve 100 pl HCI eklenip ¢dzelti homojenize edilmistir. Daha sonra
40°C’de 30 dk %70 referansta 30 dakika ultrasonik su banyosunda tutulmustur. 5 saat
boyunca +4°C’de bekletildikten sonra her bir 6rnek 30sn vorteksle karistirilmistir.
Piiriizsiiz bir yap1 elde edildikten sonra +4°C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin 6rnekler
5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij (Gyrozen/1580; Giiney Kore) edilmistir. Tiip
icerisindeki silipernatant toplanmis ve Whatman No. 1 filtre kagid1 kullanilarak filtre
edildikten sonra elde edilen slspansiyon -80°C’de (Niive/NB-9, Turkiye) analizler

yapilincaya kadar depolanmustir.

Sekil 3.5. Kefir ekstraktlarinin hazirlanmasi

3.2.5.Kefir Orneklerinde Fizikokimyasal Analizler

3.2.5.1. Toplam Kuru Madde (TKM) Miktari

Sabit tartima gelmesi i¢in  kurutma kaplar1 105°C’de 4 saat etuvde

(Miprolab/MLF120,Tiirkiye) bekletilmis ve daralart 6lgiiliip not edilmistir. Kurumadde
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kaplariin daralar1 alindiktan sonra igerisine yaklasik 5g numune eklenmistir. Tartim
yapildiktan sonra numuneler 105°C’lik etiivde sabit tartima gelinceye kadar bekletildikten
sonra tartilmis ve sonuglar not edilmistir (Kirdar, 2019). Toplam kuru madde miktar

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir;

mZ—m
%TKM=1DD—( 1 )*‘l[}[}
m

(3.1.)
m: Bos kurutma kabinin darasi (g)

m1: Ornek+ Kurutma kabinin darasi (g)

m2: Kurutulmus Ornek+ Kurutma kabinin daras (g)

Sekil 3.6. Toplam kuru madde tayini

3.2.5.2. Toplam Kiil icerigi

Kiil tayini icin, porselen krozeler etiivde 105 °C’de 4 saat bekletilmistir; daha sonra
desikatorde sogutularak daralari alinmistir. Bundan sonra kiil analizi i¢in yaklagik 0,5 g
ornek darast alinmis porselen krozelere tartilmistir. Bu islem sonrasi etiivde 110 °C de 90
dk suyu ucurulan &rnekler, kiil firminda 550 °C’de birakilmistir. Orneklerin sabit tartima

ulagmasti i¢in, 1 gece kiil firmninda bekletilmistir (Kirdar, 2019).
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04Kl orani = 100 — (M) + 100
- m (3.2)

m: Alinan drnegin agirligi (g)
ml: Sabit tartima getirilen krozenin agirligi (g)

m2: Yakmadan sonraki kroze ve kiiliin agirligi (g)
3.2.5.3. Toplam Protein Icerigi

Mikro-Kjeldahl metotla, Gerhardt yas yakma unitesi ve Vapodest destilasyon sistemi
kullanilarak belirlenen azot miktarinin, 6,38 faktorii ile ¢arpilmasiyla toplam protein

miktar1 hesaplanmistir (Kivang ve Yapici, 2015).
3.2.5.4. Yag icerigi

[k olarak kefir numuneleri homojen hale getirilmistir. Daha sonra gerber biitirometresine
10 ml siilfirik asit, izerine homojen hale getirilmis 20 °C’de kefir numuneleri, 1ml amil
alkol ilave edilmistir. Biitirometrenin tipasi sikica kapatilarak piht1 yapi iyice ¢ozliniinceye
kadar alt tist edilmistir. Biitirometreler gerber santrifiijiine karsilikli yerlestirilerek 1100
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra biitirometreler 65 °C’deki
su banyosunda 30 dk bekletilmis ve okuma yapilmistir. Okuma islemi tipa yavasea itilip
cekilerek, yag kisminin alt seviyesi 0 noktasina getirilerek okuma gergeklestirildi (Kirdar,

2019).

Sekil 3.7. Kefir drneklerinin yag igerigi tayini
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3.2.5.5. Titrasyon Asitligi

Titrasyon asitligi titrimetrik yontemle belirlenmistir. Homojen hale getirilmis kefir
orneklerinden 10 mL erlene alinmistir. Uzerine 3- 4 damla % 1°lik fenolfitalein indikatorii
damlatilarak kesin normalitesi 0,0935 olan NaOH c¢ozeltisi ile 30 sn sabit kalabilen pembe
renge kadar titre edilmistir. Sonuglar % laktik asit olarak hesaplanmistir (Kirdar, 2019).

Sekil 3.8. Kefir 6rnekleri titrasyon asitligi

3.2.5.6. pH Degeri

pH metre (Orion, Thermo, Massachusetts, Amerika), kullanilarak elektrometrik yontemle
tespit edilmistir. Olgiimler dncesi pH metre, pH 4 ve pH 7 tampon ¢ozeltileri kullanilarak
kalibre edilmistir (Kirdar, 2019).
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3.2.5.7. Renk Analizi

Kefir drneklerinin renk analizi (L*,a*,b*) masa Ustl Konika Minolta (Japonya) renk cihazi
ile Ol¢lilmiistiir. Kontrol 6rnegi ile polen katkili 6rnek arasindaki renk farkliligi L, a ve b

degerleri cinsinden rapor edilmistir (SO0zeri Atik vd., 2021).

3.2.5.8. Duyusal Degerlendirme

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ilave edilerek liretilen ve kontrol grubu kefir 6rnekleri
icin degerlendirme formu hazirlanarak depolamanin 1., 7., 14. ve 21. giinlerinde 10 kisilik
panelist grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Konu hakkinda bilgilendirilen panelistlerden
ilgili kefir 6rneklerini renk ve goriiniis, koku, tat lezzet, tekstiir, asitlik ve genel kabul

edilebilirlik agisindan degerlendirmeleri istenmistir (Kurt vd., 2012).

Tablo 3.1. Kefirlerin duyusal degerlendirme parametreleri

DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

Panelistin Adi: Tarih:
Duyusal Kalite Parametreleri 112 |3 |4
Renk ve Goriiniis

Koku

Tat-Lezzet

Tekstir

Asitlik

Genel Kabul Edilebilirlik

Not: Degerlendirme 1-10 puan arasinda yapilmaktadir.

3.2.6. Kefirlerde Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Kefir ekstraktlarinda toplam fenol tayini Folin-Ciocalteu yontemi ile yapilmistir
(Karaaslan vd., 2011). Standart kalibrasyon egrisi ¢iziminde kullanilacak olan gallik asit
1000 pg/mL konsantasyonunda metanol ile hazirlanmistir. Daha sonra ana stoktan 1 mL
alinip iizerine 1 mL metanol eklenip vortekslenmistir. Kefir 6rnekleri yapilan ekstraktlar ve
gallik asit ¢ozeltilerinden 50 pl alinarak bir tiipe aktarilip sirasi ile once 2,5 mL distile su
ve 250 pl 0,2 N Folin-Ciocalteau reaktifi eklenmistir. Daha sonra ¢ozeltiler vorteks

yardimi ile karigtirildiktan sonra 3 dakika beklemeye birakilmigtir. Bekleme siiresinin
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sonunda tizerine %7,5’lik Na2COgz ¢ozeltisinden 750 pl ilave edilmistir. 120 dakika siireyle
oda sicakliginda bekletilen ¢o6zeltinin absorbansi, 760 nm dalga boyunda kore karsi
okunmustur. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanilip hazirlanan standart grafik

(Sekil 3.9° de ) ile sonuglar gallik asit es degeri (ug GAE/mg ekstrakt) olarak verilmistir.

Gallik asit konsantrasyon-absorbans
0,7
y =0,043x+0,0519
0,6 R2=10,9998
0.5
0,4

0,3

Sekil 3.9. Gallik asit standart egrisi

3.2.7.Kefir Ekstraklarinin Antioksidan Tayin Metodlar

3.2.7.1. DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

Analizler icin 0,1 mM DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi hazirlanmistir. DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi i¢in Ornek ekstraktlarindan 100 pg alinip daha sonra
hazirlanan DPPH c¢ozeltisinden 900 pg orneklere eklenerek, vorteks yardimiyla iyice
karistirilip, Ornekler karanlikta 24°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Orneklerin
absorbansi spektrofotometrede (ThermoFisher Scientific Genesys 1XX, ABD) 517 nm’de
kore karst Olciilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak IC50 degerleri

hesaplanmistir. Sonuglar pg/g troloks eslenigi olarak verilmistir (Cobanoglu vd., 2021).
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3.2.7.2. FRAP (Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemiyle Antioksidan
Aktivite Tayin

FRAP analizi, (Benzie ve Strain, 1999) tarafindan belirlenen yontemde baz1 degisiklikler
yapilarak gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 300 mM asetat tamponu (pH=3,6) (I), 10 mM
TPTZ (1) ve 20 mM FeCl3.6H20 (III) ¢ozeltileri hazirlanmistir. I, IT ve III ¢ozeltileri
sirastyla; 10:1:1 oraninda karistirllmis, FRAP reaktifi giinliikk taze olarak hazirlanmistir.
Troloks metanolde ¢oziilerek, derisimleri 20; 40; 80; 120; 160; 200 uM olan 6 adet standart
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan troloks standart ¢ozeltilerinin her birinden 100 pL
alinarak 1 mL‘lik kapakli ependorf tiipiine konulup daha sonra iizerlerine 900 pL. FRAP
cozeltisi ilave edildikten sonra vorteksle karigtirllmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 20
dk bekletilen 6rneklerin JASCO V-650 UV/VIS spektrofotometre cihazi kullanilarak kore
karsi 593 nm‘de absorbans degerleri Olglilmiistiir ve lineer regrasyon egrisi ¢izilmistir
(Sekil 3.10). FRAP (Demir (III) Indirgeme Antioksidan Giicii) yontemiyle antioksidan
aktivite tayini i¢in ayni1 islemler, standart ¢ozeltiler yerine kefir ekstraksiyonlarindan alinan

100 puL‘lik kisimlar tizerinde tekrar edilmistir.

Troloks konsantrasyon-%emhibisyon
80

-0 y=2032x
R*=0.9962 .
&0 ‘
L

50

Sekil 3.10. Troloks standart grafigi
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3.2.8.Smi1 Kromatografisi-Yuksek Cozunurluk Kutle Spektrometrisi (LC-HR MS)

Cihaz ile Polen Katkih Kefir Orneklerinin Fenolik Bilesiklerinin Belirlenmesi

LC-HRMS analizleri, DIONEX UltiMate 3000 RS pompasi, DIONEX UltiMate 3000 RS
otomatik numune alicis1 ve DIONEX UltiMate 3000 RS kolon firin1 iceren LC sistemi ve
isitmalr elektrosprey iyonlasma ara yuzune sahip Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific) yiiksek ¢oziiniirliiklii MS bilesimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Orbitrap-MS
cihazi, bir otomatik siringa enjektorii (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak pozitif
(Pierce™ LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution) ve negatif kalibrasyon
(Pierce™ Negative lon Calibration Solution) soliisyonlari ile kalibre edilmistir. Yapilan
LC-HRMS analizlerinde LC ve MS kismu sistem bilgisayarina yiiklenmis olan TraceFinder
3.2 (Thermo Scientific) programi ile es zamanli olarak c¢alistirilmis, veriler Xcalibur
software version 2.1.0.1140 (Thermo Fisher Scientific) programi ile toplanilarak

kaydedilmistir.

3.2.8.1. Kromatografi ve Yuksek Coziiniirliiklii MS kosullari

Gergeklestirilen analizler bir Merck Purosper® STAR RP-18 endcapped Hibar® HR
model UHPLC (100 mmx2,1 mm, 3um) kolon kullanildi. Kolon firmn sicakligi 30 °C
olarak ¢alistirilmistir. Eliisyon gradiyentinde hareketli A fazinda Ultrapure su sistemi (GFL
2004/ Human power 1) ile elde edilen ultra safsu da hazirlanmis %0,5 (v/v) glasiyel asedik
asit, hareketli B fazinda 9%99,9 saflikta LC-MS derecede metanol (Sigma) kullanilmistir.

Ayirim, numune enjeksiyon hacmi 20,0 uL ve 0,3 mL/dk akis hizinda gradiyent ellisyon
kosullart Sekil 3.11°da belirtilen durumlara goére gerceklestirilmistir. Analiz siiresi toplam

20 dakika olarak ayarlanmustir.

o ]

Retention  Flow %B s ay _Zﬁ
[min] | [mi/min] | £8
1 0.000 0.300 0.0 , ML
2 0.000 0.300 0.0 «
3 2.000 0.300 0.0 s
4 13.000 0.300 98.0
5 15.900 0.300 98.0 : a
6 16.000 0.300 U.UI wu'n .'n'n-s':a'nn'n-' =
[l 2 W % wi
Fi 19.000 0.300 0.0

Sekil 3.11. Eliisyonda takip eden gradiyent kosullar1.
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Isitilmig bir elektrosprey iyonlagsma ara yiizii ile donatilmig Orbitrap HRMS hem pozitif
(Full MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modda calistirilmistir. Tyonlastirma ara yiizii
kilif gaz (sheath gas) akis oram1 35; yardimci gaz (auxiliarygas) akis orani 7; sprey voltaj
3,5 kV; kapiler sicakligr 350 °C; yardimci gaz (auxiliarygas) sicakligi 350 °C; S-lens RF
seviyesi 50 olarak ayarlandi. MS tarama araligr 60-800 m/z; resolution 17500; ACG target
3. 106; maximum IT 2 ms; CE (carpisma enerjisi, collision energy)/ step CE 25 V
kosullarinda gergeklestirilmistir. LC—Orbitrap HRMS analiz metoduna ait fitokimyasal
bilesikler igin standartlarin konsantrasyonu 10ppb-20pphb-40ppb-60ppb-80ppb-100ppb

hazirlanarak her biri {i¢ tekrarli sekilde enjeksiyonu yapilmaistir.

Kat1 numunelerin konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde 10 mg tartilarak {izerine 5 mL
HPLC derecede metanol ve 5 mL %0,5 asedik asit-saf su karissmindan eklenerek 10 dakika
ultrasonik banyoda etkilestirilerek ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 4500 rpm de 10 dakika
santrifij edilerek iist sivi fazdan alinarak 10 mL siringa yardimi ile gozenek biiyiikligi
0.22 mikrometre 25 mm ¢apli PTFE siringa filtreden siiziilerek 1.5 mL viale alinarak

cihaza enjeksiyonu yapildu.

Fenolik bilesiklerin alikonma zamani (RT), Quan Peak (m/z), iyon modu (polarite),
confirming ions (m/z), kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayisi (R2), dogrusal (Lineer)
aralik (ng/L), hazirlanan ekstraklardan biri segilerek analizi yapilacak analitlerin sinyal
almayacak oranda seyreltilen ekstraktan hazirlanan 1 6rnege standartlarin derigimi 10
ng/L olacak sekilde standart ekleme yapilarak  belirleme alt sinir1 (limit of detection,
LOD) (pg/L) ve tayin alt sinir1 (limit of quantification, LOQ) (ng/L), % geri kazanim ve %

geri kazanim RSD  gibi analitik parametreler hesaplanarak Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2. Fenolik bilesiklerin alikonma zaman1 (RT), Quan Peak (m/z), iyon modu (polarite), confirming ions (m/z), kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayisi (R2),
dogrusal (Lineer) aralik (ug/L), belirleme alt sinir1 (limit of detection, LOD) (ug/L) ve tayin alt sinir1 (limit of quantification, LOQ) (ug/L), % geri kazanim ve % geri

kazanim RSD
Ana iyon (Pf?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % _GERI | GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralik E'S\ZAN/III(\A ESADZANIM I(_O}ID() I(_O/?()
Peak) (Confirming (ng/mL) | .. HaTkg Ha'kg HaTkg
lons) icin) (ng/L)
1 Benzoic acid 10,88 | 121,0295 | 12,02950 M-H - 0,9976 | 10-100 | 98,39 1,34 0,39 1,31
2 4-Hydroxybenzoic acid | 7,83 | 13.702.442 | 93,03471 M-H - 0,9981 | 10-100 92,95 5,92 1,65 5,50
3 Salicylic acid 10,89 | 13.702.442 | 93,03468 M-H - 0,9935 | 10-100 | 86,10 3,02 0,78 2,60
4 3-hydroxybenzoic acid | 8,65 | 13.702.442 | 93,03471 M-H - 0,9974 | 10-100 | 95,21 1,71 0,49 1,63
(3-HBA)
5 3-hydroxyphenylacetic | 8,57 | 15.104.007 | 107,05045 M-H - 0,9934 | 10-100 97,67 2,07 0,61 2,03
acid (3-HPA)
6 Syringic acid 8,9 19.704.555 | 121,02975 M-H - 0,9976 | 10-100 | 96,65 1,68 0,49 1,62
7 Gallic acid(3,4,5- | 3,75 | 16.901.425 | 125,0246 M-H - 0,9974 | 10-100 | 99,26 1,88 0,56 1,87
trihydroxybenzoic acid)
8 Protocatechuic acid | 6,27 | 15.301.933 | 109,02949 M-H - 0,9972 | 10-100 | 98,55 0,30 0,09 0,29
(3,4-Dihydroxybenzoic
acid)
9 Protocatechuic acid | 10,94 | 18.105.063 | 108,02187 M-H - 0,9918 | 10-100 | 91,43 0,56 0,15 0,52
ethyl ester (Ethyl 3,4-
Dihydroxybenzoate)
10 3,4- 7,32 | 13.702.442 | 136,01671 M-H - 0,9905 | 10-100 | 95,01 4,83 1,38 4,59
dihydroxybenzaldehyde
(Protocatechuic
aldehyde)
11 2,4-dihydroxybenzoic 8,4 15.301.933 | 67,01888 M-H - 0,9958 | 10-100 | 94,18 4,23 1,20 3,98

acid
acid)

(beta-Resorcylic
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Ana iyon (Pf?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % GERI GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralik E_QZA}EIM gsAg ANIM E_O/I:l)( ) I(_O/?( )
Peak) (Confirming (ng/mL) | .. HO/kg Ha/kg HO/kg
lons) icin) (ng/L)
12 Vanillic acid 8,59 | 16.703.498 | 108,02173 M-H - 0,9900 | 10-100 | 85,55 4,78 1,23 4,09
13 Homovanillic acid((4- 8,69 | 18.105.063 | 108,02176 M-H - 0,9922 | 10-100 | 94,76 2,29 0,65 2,17
Hydroxy-3-
methoxyphenylacetic
acid)
14 Vanillin 9,24 | 15.104.007 | 10.802.178 M-H - 0,9972 | 10-100 | 97,79 3,40 1,00 3,33
15 Gentisic acid 7,37 | 15.301.933 | 108,02176 M-H - 0,9969 | 10-100 | 96,57 0,73 0,21 0,71
16 3,4- 6,96 | 16.703.498 | 93,0346 M-H - 0,9916 | 10-100 104,36 0,75 0,23 0,78
Dihydroxyphenylacetic
acid(DOPAC,
Homoprotocatechuic
acid)
17 trans Cinnamic acid 12,34 | 14.704.515 | 147,0451 M-H - 0,9908 | 10-100 92,48 1,72 0,48 1,59
18 coumaric acid (trans-3- | 9,79 | 16.304.007 | 11.905.027 M-H - 0,9976 | 10-100 | 96,95 1,58 0,46 1,53
Hydroxycinnamic acid)
19 Caffeic acid 8,6 17.903.498 | 135,04509 M-H - 0,9947 | 10-100 | 99,68 4,62 1,38 4,60
20 Caffeic acid phenhyl 14,29 | 28.309.758 | 135,04526 M-H - 0,9908 | 10-100 | 95,63 3,75 1,08 3,59
ester (CAPE)
21 Ferulic acid 10,05 | 19.305.063 | 13.403.751 M-H - 0,9943 | 10-100 | 95,51 3,40 0,97 3,25
22 Sinapic acid 10 22.306.120 | 193,01436 M-H - 0,9932 | 10-100 | 98,77 0,36 0,11 0,36
23 Chlorogenic acid 8,05 | 35.308.781 | 191,05624 M-H - 0,9972 | 10-100 | 98,09 4,90 1,44 4,81
24 Quinic acid 0,93 | 19.105.611 | 85,02962 M-H - 0,9953 | 10-100 | 89,58 5,53 1,49 4,96
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Ana iyon Z‘?;%?Laer;ga Liner % GERI GERI
No | Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlari Adduct | Polarite | R? aralik E_QZA}EIM gsAgANIM E_O/[I)() I(_O/?()
Peak) (Confirming (ng/mL) | . HO/kg Ha/kg HOTkg
lons) icin) (ng/L)
25 3-(4-Hydroxyphenyl) 9,28 | 16.505.572 | 108,02195 M-H - 0,9935 | 10-100 | 95,47 2,67 0,76 2,55
propionic acid
26 a-Cyano-4- 10,03 | 18.803.532 | 93,0347 M-H - 0,9983 | 10-100 | 94,49 2,39 0,68 2,26
hydroxycinnamic acid
27 Catechin (Cianidanol)- | 7,62 | 28.907.176 | 109,02975 M-H - 0,9941 | 10-100 | 99,47 0,68 0,20 0,68
p
28 Epigallocatechin 7,48 | 30.506.668 | 108,0219 M-H - 0,9908 | 10-100 | 107,49 0,96 0,31 1,03
29 Epigallocatechin 8,29 | 45.707.763 | 108,021850 M-H - 0,9948 | 10-100 | 104,77 2,59 0,82 2,72
gallate
30 Chrysin (5,7- 16,63 | 25.305.063 | 253,05063 M-H - 0,9905 | 10-100
Dihydroxy-2-phenyl-
4H-chromen-4-one)
31 Apigenin (5,7- 13,24 | 26.904.555 | 117,03464 M-H - 0,9952 | 10-100 84,36 1,44 0,37 1,22
Dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-
chromen-4-one)
32 Acacetin (5,7- 14,93 | 28.306.120 | 268,03717 M-H - 0,9951 | 10-100 | 86,09 3,93 1,02 3,38
Dihydroxy-2-(4-
methoxyphenyl)-4H-
chromen-4-one)
33 Rhoifolin ( Apigenin 7- | 11,01 | 57.715.628 | 269,04532 M-H - 0,9925 | 10-100 | 86,60 5,03 1,31 4,35
O- neohesperidoside)
34 Vicenin 2 9,03 59.315.119 | 473,10941 M-H - 0,9960 | 10-100 102,15 4,79 1,47 4,90
35 Apigenin 7-glucuronide | 11,17 | 44.507.763 | 269,04535 M-H - 0,9957 | 10-100 | 87,69 6,69 1,76 5,87
36 Apigenin 7-glucoside 11,12 | 43.109.837 | 269,0448 M-H - 0,9929 | 10-100 | 96,37 2,43 0,70 2,35
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Ana iyon (Pf?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % GERI GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralhk E’SZ'A}EIM ESADZ ANIM E_O/I:l)( ) I(_O/?( )
Peak) (Confirming (ng/mL) | . HO/Kg Ha/kg HOTkg
lons) icin) (ng/L)
37 Genkwanin(4’,5- 14,93 | 28.306.120 | 268,03745 M-H - 0,9951 | 10-100 | 96,09 3,52 1,02 3,38
Dihydroxy-7-
metthoxyflavone,
Apigenin 7-O-methyl
ether)
38 Apiin (Apigenin-7-(2- 10,94 | 56.314.063 | 269,0463 M-H - 0,9906 | 10-100 | 65,93 3,88 0,77 2,56
O-apiosylglucoside)
39 Vitexin (Apigenin 8-C- | 10,08 | 43.109.837 | 311,05603 M-H - 0,9959 | 10-100 | 90,88 3,44 0,94 3,12
glucoside)
40 Schaftoside 9,64 | 56.314.063 | 443,09949 M-H - 0,9969 | 10-100 | 96,63 3,47 1,01 3,35
41 Rutin hydrate M-OH2 | 10,65 | 60.914.611 | 300,02777 M-H - 0,9961 | 10-100 | 102,96 3,31 1,02 3,41
42 Luteolin 12,53 | 28.504.046 | 175,04039 M-H - 0,9967 | 10-100 | 91,16 5,14 1,41 4,69
43 Luteolin-7-O- 10,48 | 46.107.255 | 285,04056 M-H - 0,9967 | 10-100 | 85,92 2,87 0,74 2,47
glucuronide (Luteolin-
7-O-B-D-glucuronide)
44 Diosmetin (Luteolin 4’- | 13,35 | 29.905.611 | 284,0329 M-H - 0,9966 | 10-100 | 86,24 2,36 0,61 2,04
methyl ether)
45 Orientin 9,72 | 44.709.328 | 327,05148 M-H - 0,9944 | 10-100 | 87,87 5,33 1,40 4,68
46 Isoorientin 9,72 | 44.709.328 | 327,05151 M-H - 0,9944 | 10-100 | 87,87 5,33 1,40 4,68
47 Luteoloside (Luteolin 10,46 | 44.709.328 | 285,04059 M-H - 0,9921 | 10-100 | 94,46 3,37 0,96 3,19
7-glucoside)
48 Luteolin 7-rutinoside 10,36 | 59.315.119 | 285,04065 M-H - 0,9956 | 10-100 | 101,05 571 1,73 5,77
49 Galangin (3,5,7- 14,69 | 26.904.555 | 269,04555 M-H - 0,9967 | 10-100 | 86,81 2,33 0,61 2,03
Trihydroxy-2-phenyl-
4H-chromen-4-one)
50 Quercetin 12,18 | 30.103.538 | 151,00342 M-H - 0,9967 | 10-100 | 100,79 0,86 0,26 0,87
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Ana iyon Z‘?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % GERI GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralik E’SZ'A}EIM ESADZ ANIM I(_O}ID( ) I(_O/?( )
Peak) (Confirming (ng/mL) | . HO/kg HOTkg HO/kg
lons) icin) (ng/L)

51 Isoquercitrin (Quercetin 10,72 | 46.308.820 | 300,02768 M-H - 0,9924 | 10-100 | 83,60 4,80 1,20 4,01
3-glucoside)

52 Narcissin (Narcissoside, 11,37 | 62.316.176 | 315,05139 M-H - 0,9949 | 10-100 | 86,23 4,31 1,12 3,72
Isorhamnetin 3-
rutinoside)

53 Quercetin 3-rutinoside 7- | 11,53 | 28.705.536 | 135,04512 M-H - 0,9962 | 10-100 | 86,97 6,46 1,69 5,62
glucoside

54 Isorhamnetin (Quercetin 13,2 | 30.002.780 | 315,05103 M-H - 0,9987 | 10-100 | 96,81 4,86 1,41 4,70
3'-methyl ether)

55 Kaempferol 13,05 | 28.504.046 | 136,01686 M-H - 0,9976 | 10-100 | 85,18 3,04 0,78 2,59

56 Afzelin (Kaempferol 3- 11,96 | 43.109.837 | 285,04028 M-H - 0,9966 | 10-100 | 88,29 5,17 1,37 4,56
rhamnoside)

57 Kaempferide 14,82 | 29.905.611 | 284,03265 M-H - 0,9972 | 10-100 | 93,29 3,28 0,92 3,06

58 Kaempferitrin 11,01 | 57.715.628 | 431,09995 M-H - 0,9925 | 10-100 | 86,60 5,03 1,31 4,35

59 Nicotiflorin (Kaempferol 11,29 | 59.315.119 | 285,04041 M-H - 0,9972 | 10-100 91,72 8,14 2,24 7,46
3-rutinoside, Kaempferol
3-O-p —rutinoside)

60 Astragalin (Kaempferol 3- | 11,32 | 44.709.328 | 284,03281 M-H - 0,9936 | 10-100 | 87,97 6,18 1,63 5,43
glucoside)

61 Tiliroside 12,39 | 59.313.006 | 285,04102 M-H - 0,9963 | 10-100 | 93,35 3,00 0,84 2,80

62 Leucoside (Kaempferol 3- | 11,53 | 28.705.536 | 135,04514 M-H - 0,9962 | 10-100 | 86,97 6,46 1,69 5,62
sambubioside)

63 Myricetin 11,58 | 31.703.029 | 151,0038 M-H - 0,9838 | 10-100

64 Fisetin hydrate 11,44 | 28.504.046 | 135,009 M-H - 0,9969 | 10-100 | 92,33 6,47 1,79 5,97

65 Naringin 10,55 | 57.917.193 | 459,11502 M-H - 0,9912 | 10-100 | 85,86 7,33 1,89 6,30
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Ana iyon Z‘?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % GERI GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralik E’SZ'A}EIM ESADZ ANIM I(_O}ID( ) I(_O/?( )
Peak) (Confirming (ng/mL) | . HO/Kg HO/kg HO/kg
lons) icin) (ng/L)
66 Naringenin 12,34 | 27.106.120 | 119,05035 M-H - 0,9939 | 10-100 | 86,54 3,20 0,83 2,77
67 Sakuranetin 14,02 | 28.507.685 | 119,05032 M-H - 0,9965 | 10-100 | 86,42 7,90 2,05 6,83
(Naringenin 7-O-methyl
ether)
68 Narirutin (Narirutinsa, | 10,39 | 57.917.193 | 271,06107 M-H - 0,9958 | 10-100 84,12 3,84 0,97 3,23
Naringenin rutinoside)
69 Eriodictyol (3,4,5,7- 10,66 | 28.705.501 | 287,05501 M-H - 0,9939 | 10-100 | 95,45 2,66 0,76 2,54
Tetrahydroxyflavanone)
70 Liquiritigenin 11,58 | 25.506.628 | 255,06592 M-H - 0,9924 | 10-100 | 83,01 1,67 0,42 1,38
71 Liquiritin (4',7- 9,99 | 41.913.366 | 138,05452 M-H - 0,9919 | 10-100 | 84,91 0,80 0,20 0,68
Dihydroxyflavanone 4'-
glucoside)
72 Genistein (5,7- 12,65 | 26.904.555 | 13.302.959 M-H - 0,9935 | 10-100 | 97,25 3,27 0,95 3,18
Dihydroxy-3-(4-
hydroxyphenyl)-4H-
chromen-4-one)
73 Daidzin 9,33 | 41.510.346 | 253,05191 M-H - 0,9908 | 10-100 | 87,77 6,01 1,58 5,28
74 Formononetin 13,61 | 26.706.628 | 252,04263 M-H - 0,9938 | 10-100 | 84,43 2,83 0,72 2,39
(Neochanin)
75 Kuromanine (Cyanidin | 8,16 | 44.709.328 | 285,0397 M-H - 0,9958 | 10-100 | 93,41 3,00 0,84 2,80
3-glucoside chloride)
76 ellagic acid 10,91 | 30.099.899 | 300,99872 M-H - 0,9978 | 10-100 | 95,82 3,00 0,86 2,87
77 Esculin hydrate 7,43 | 33.907.216 | 177,0193 M-H - 0,9962 | 10-100 95,54 2,32 0,67 2,22
78 Phloridzin 10,98 | 43.512.967 | 273,07648 M-H - 0,9934 | 10-100 | 98,43 1,10 0,33 1,08
79 Rosmarinic acid 10,82 | 35.907.724 | 161,02451 M-H - 0,9971 | 10-100 | 94,99 3,97 1,13 3,78
80 Glabridin 15,17 | 32.312.888 | 135,04533 M-H - 0,9987 | 10-100 | 95,70 2,24 0,64 2,15
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Ana iyon (Pf?ft\z?rllaerr]lrtr)]a Liner % GERI GERI
No Bilesik Ad1 RT (Quan iyonlar: Adduct | Polarite | R? aralik E’SZ'A}EIM ESADZ ANIM I(_O}ID( ) I(_O/?( )
Peak) (Confirming (ng/mL) | . HO/Kg HO/kg HOTkg
lons) icin) (ng/L)
81 Arbutin 2,96 | 27.108.233 | 108,0218 M-H - 0,8478 | 10-100 | 95,36 2,48 0,71 2,36
82 emodin 16,35 | 26.904.555 | 225,05573 M-H - 0,983 | 10-100 | 95,38 5,04 1,44 4,81
84 Doxorubicin 11,8 | 54.216.678 | 543,17461 M-H - 0,9934 | 10-100 | 97,32 3,71 1,08 3,61
Hydrchloride
85 ethylgallate 9,41 | 19.704.555 | 124,01682 M-H - 0,9929 | 10-100 | 95,19 3,34 0,95 3,18
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3.2.9.Kefirlerin Mikrobiyolojik Analizleri

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilmak {izere diliisyon hazirlamada % 0.1 peptonlu su
¢ozeltisi kullanilmistir. Orneklerden 10’ar mL almarak, siizgiilii stomacher posetlerine
konulmustur ve ¢ozeltiye 90 mL (%0,1°lik) peptonlu su ilave ettikten sonra stomacherda
homojenize edilmistir. Boylece diliisyonlar hazirlanmis ve bu diliisyondan ileri
seyreltmeler yapilarak ekim islemi gergeklestirilmistir (Kurt vd., 2012). Kontrol grubu

olarak polen eklenememis kefir 6rnekleri kullanilmistir.

3.2.9.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayimi

Kefir numunesi stomacherde homojenize edildikten sonra 1 mL alinip 9 mL peptonlu su
(%0.1) bulunan tiipe konup vortekste karigtirllmig ve bu karisimdan 1 mL alinarak ileri
seyreltmelerle uygun dilisyonlar hazirlanmistir. Uygun dilisyonlardan segilerek icerisinde
Plate Count Agar (PCA, Merck) besiyeri bulunan petri kutularina aktarilmistir. Petriler
daha sonra 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra
koloniler sayilip, 6rnekte bulunan toplam canli bakteri sayist log (Kob/mL) olarak tespit

edilmistir. (Kurt vd., 2012).

3.2.9.2. Toplam Maya ve Kiif Sayim

Kefir orneklerinin toplam maya ve kiif sayimmi icin standart olarak siit iriinleri i¢in
kullanilan Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC, Biokar) agar besiyeri
kullanilmigtir. Hazirlanan farkli 6rneklerin her biri i¢in diliisyonlardan birer mL alinarak
yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Petri kutular1 aerobik ortamda 25°C’ de 4 giin
stireyle inkiibe edilmistir (Witthuhn vd., 2005). Sonuglar log (Kob/mL) olarak rapor

edilmistir.
3.2.9.3. Laktobasil ve Laktokok Sayimi
Laktobasillerin sayiminda MRS (De Man Rogosa Sharpe, Merck) Agar kullanilmistir.

MRS plaklari, petri dokme yontemi yardimiyla inokiile edildikten sonra 5 giin 30°C’ de
anaerobik (%90 N2+ %10 CO> atmosferinde) sartlarda inkiibe edilmistir. Laktokok sayimi1
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Terzaghi ve Sandine 1975’ye gore M17 Agar besiyerinde gerceklestirilmistir (Terzaghi ve
Sandine, 1975). Sonuglar log (Kob/mL) olarak hesaplanmustir.

Sekil 3.12. Laktobasil sayimi1

3.2.9.4. Asetik Asit Cinsi Bakteri Sayim

Asetik asit bakterilerinin sayimi i¢in Acetobacter Peroxydans Medium (APM) Agar
selektif besi ortam1 olarak kullamlmistir. Onceden hazirlanarak homojen hale getirilen
diliisyonlardan 1’er mL halinde inokiile edilecegi paralel steril petri kaplarina yaklagik 15 —
20 mL dokultp ve petriler 25°C de 3 — 5 giin aerobik ortamda inkiibasyona birakildiktan
sonra, olusan kolonilerin sayimi yapilmistir (Witthuhn vd., 2005). Sonuglar log (Kob/mL)

olarak hesaplanmigtir.

3.2.9.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 25, JMP 5.01.1 programi kullanilarak
yapilmistir. Varyans analizi ANOVA ile faktoryel varyans analizi yapilip, faktdr olarak
farkli depolama giinleri ve polen ekstraktlart segilip hem faktorlerin hem de ortak etkinin
(interaction) anlamli olup olmadigini belirlenmistir. Ayrica Tukey Pairwise Comparison

testi ile de gruplar arasindaki farkliliklar belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. An Poleninin Botanik Orijini

Ar1 poleni 6rneginin mikroskobik analiz sonucu igeriginde saptanan bitki taksonlar1 ve bu
taksonlarin bulunma yiizdeleri Tablo 4.1°de ve polen 6rneginin igerdigi polen tanelerinin
151k mikroskobu goriintiisii Sekil 4.1.”de verilmistir. Ar1 poleni 6rnegi, bifloral Verbascum
sp. ve Hypericum sp. polenidir. Polen 6rnegi igerigi baskin olarak, Verbascum sp.

(sigirkuyrugu) bitkisinin polenlerinden olusmaktadir.

Tablo 4.1. Polen 6rneginin botanik kaynagi

Cografik Kaynak Botanik Kaynak Polen tipi ve bulunma siklig1 (%)
Bingdl Bifloral Verbascum sp. (%), | *****: -
Hypericum sp. ***%: Verbascum sp. (69,4),

*kk-

** Hypericum sp, (18,5)
*: Crepis sp. (1,73), Lamium sp.

(0,58), Lotus sp. (0,58), Myosotis
sp. (1,16), Papaver sp. (2,9),
Pedicularis sp. (1,16), Prunus sp.
(2,9), Salvia sp. (0,58),
Sanguisorba sp. (1,16)

FHFIx: >80, ****45-80; ***15-45; **3-15; *<3.

Sekil 4.1. Polen 6rneginin igerdigi polen taneleri (151k mikroskobu goriintiisii) (40X)



43

Melissopalinoloji, bal, polen, perga, propolis ve ar1 siitii gibi ar1 irilinlerindeki polen
tanelerinin mikroskobik olarak degerlendirilmesidir (de Souza vd., 2019). Palinolojik
caligmalarla, ar iirlinlerinin igeriginde yer alan polen tanelerinin, sekli, boyutu, ekzin
tabakasi iizerindeki apertiir ve ornemantasyon gibi karakterleri degerlendirilerek, polen
tanelerinin bitkisel kaynagi belirlenmektedir. Ayrica, palinolojik caligmalar ar1 poleni
orneklerinin farkli botanik ailelerden olusabilecegini gostererek ar1 polenine katkida
bulunan bitki kaynaklarinin ¢esitliligini vurgulamistir (Barbieri vd., 2020). Calismamizda
kefir orneklerinin zenginlestirilmesi igin kullanilan ar1 poleni Barth vd.( 2010)’ a gore
siniflandirilmig,  ar1 poleninin bifloral, yani baskin olarak iki bitkiye ait oldugu

(Verbascum sp. ve Hypericum sp.) belirlenmistir (Tablo 4.1).

Calismamizda kefir orneklerinin zenginlestirilmesi i¢in kullanilan ar1 poleni Barth
vd.(2010)’ a gore siniflandirilmis, ar1 poleninin bifloral, yani baskin olarak iki bitkiye ait

oldugu (Verbascum sp. ve Hypericum sp.) belirlenmistir.

Cobanoglu vd. (2023), Bingol’tin sekiz farkli bolgesinden topladiklari ari polenlerinin,
ikisinin Verbascum sp. bitkisine ait monofloral polen, 6 adet ar1 poleninin ise multifloral
oldugunu belirlemistir. Verbascum, Papaver, Vicia, Acantholimon ve Hypericum cinslerine
ait polen taneleri, polen Orneklerinde siklikla gozlemlenmistir. Bu calismaya benzer

sekilde, Verbascum sp. ve Hypericum sp. polenlerinin bulunma sikligi daha yiiksektir.

Kefire eklenen ar1 poleninin baskin olarak Verbascum sp. (sigir kuyrugu) bitkisine ait
oldugu belirlenmis, benzer olarak Bingdl ili'nden toplanan ar1 poleninin degerlendirildigi
baska bir calismada, polenin monofloral Verbascum sp. poleni oldugu saptanmis ve
monofloral Verbascum sp. ar1 poleninin yag asidi igerigi yiiksek bulunmustur (Dursun vd.,
2024).

4.2. Kefir Orneklerinde Fizikokimyasal Analiz Sonuglar

Zenginlestirilmis kefirin fiziksel Ozellikleri, kalitesini, dokusunu ve genel tiiketici
kabulinl belirlemede 6nemli bir rol oynar. Arastirmalar, siitiin tiirii, fermentasyon siireci
ve zenginlestirme maddelerinin eklenmesi gibi cesitli faktorlerin, kefirin reolojik

ozelliklerini etkileyebilecegini ve dolayisiyla dokusunu, rengini ve duyusal 6zelliklerini
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etkileyebilecegini gostermistir (Goncu vd., 2017; Gul vd., 2018b). Bal veya meyve lifleri
gibi malzemelerin kefire eklenmesi, su aktivitesini ve su tutma kapasitesini ve sonug olarak
tirtinlin duyusal kabul edilebilirligini etkilemektedir (Bielska vd., 2021; Goncu vd., 2017).

Baslangi¢ kiiltiirlerinin veya fermentasyon kaynaklarinin se¢imi, kefirin fizikokimyasal
oOzelliklerinde etkilidir (Gul vd., 2018b). Bu mikrobiyal kompozisyondaki farkliliklar, son
iriiniin dokusu, asitligi ve lezzet profili iizerinde degisikliklere neden olabilir. Ayrica,
caligmalar, pH, viskozite ve renk gibi kefirin kalite Ozelliklerini sekillendirmede
inkiibasyon kosullarinin, sicaklik ve siire dahil olmak {izere, dnemini vurgulamaktadir

(Lubna vd., 2023).

Yapilan ¢alismalarda, bitki 6zleri ve tarimsal gida atiklarinin eklenmesi gibi fonksiyonel
zenginlestirmelerin, kefirin biyoaktif 6zelliklerini ve dolayisiyla besin degerini ve saglik
faydalarini artirdigi gosterilmistir (Aiello vd., 2020). Bu zenginlestirme maddeleri, kefirin
fiziksel 6zelliklerini degistirebilir, antioksidan aktivitesini, mikrobiyal kompozisyonunu ve

genel kalitesini etkileyebilir.

4.2.1. Toplam Kuru Madde (TKM) Miktari

Toplam kuru madde igerigi gidalarin besin degeri, mikrobiyolojik, kimyasal, duyusal
ozellikleri ile raf dmriinii 6nemli Olciide etkilemektedir. Kontrol kefir grubu ile ar1 poleni
ilaveli kefirlerin (K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4+1 °C’de depolanmasimin 1., 7., 14. ve 21.

giinlerindeki %TKM ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 4.2, Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Kefir 6rneklerinin toplam kuru madde igerigi (%) (n=3)

Depolama Sureci %TKM

Ornekler*
1. Gin 7. Giin 14.Giin 21.Gin
Kontrol 10,57+0,03¢ 10,66+0,0252 10,630,050 10,58+0,020ab
K-0.25 10,76+0,208¢¢ 11,74+0,03¢ 11,77+0,05% 11,19+0,03¢0
K-0.50 10,94+0,038d 12,06+0,0582 11,89+0,0380 11,47+0,048¢
K-1 11,45+0,03A¢ 12,57+0,0142 12,53+0,0242 12,1740,074°

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C, D: Aym siitundaki farkli biiyiikk harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b,c,d: Ayn satirdaki farkli kii¢iik harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir ( p<0,05).
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Calismada ar1 poleni ilave edilen kefir 6rneklerinin (K-0.25, K-0.50 ve K-1) toplam kuru
madde igerigi %10.57+0,03-12,57+£0,01 arasinda degismistir. Kontrol kefir grubunun da
ortalama toplam kuru madde igeriginin %10,57+0,03-10,66+0,02 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ar1 poleni ilaveli kefirlerde en diisiik toplam kuru madde icerigi K-0.25
orneginin 1. depolama giiniinde %10,76+0,20 olarak tespit edilirken, en yliksek toplam
kuru madde igerigi ise K-1, 6rneginin 7. depolama giiniinde %12,57+0,01 olarak tespit

edilmistir.

Kefir ile ilgili yapilmis olan calismalar goz oniine alindiginda kefirin toplam kuru madde
icerigi, kullanilan siitiin igerigine, tiiriine, yag oranina ve ilave edilen malzemenin igerigine
gore degismektedir. Polen ile zenginlestirilmis kefir orneklerinin toplam kuru madde

miktarinin 7. giinde artti81, 14. glinde azalmaya basladig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Kefir drneklerinin %toplam kuru madde igerigi

Yapmis oldugumuz ¢alismaya benzer olarak kahve ilave edilerek yapilan kefir 6rneklerinin
incelendigi bir ¢alismada kontrol 6rneklerinin TKM igerigi ortalama olarak %10,72 oldugu
ifade edilmistir. Kahve ilaveli kefirlerin ise TKM igerigi ise ortalama %11,02 olarak

bulunmustur (Acar, 2023).
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Yapilan farkli bir calismada, kefir igerigine %5, %10, %15 ve %20 oranlarinda likapa
pulpu (Vaccinium corymbosum L.) ilave edilmistir. Likapa pulpu ilave edilerek iiretilen
orneklerin, TKM icerikleri (%10,26-10,56) arasinda degistigi bildirilmistir. Kontrol grubu
kefir drneklerinin TKM igerikleri ise likapa pulpu ilave edilen kefir 6rneklerine kiyasla
(%10,32-10,67) daha yiiksek oldugu ifade edilmistir (Cinar, 2019).

K-0,25 kefir 6rnegi incelendiginde depolamanin 14. giiniine kadar TKM igeriginde bir
artma gozlemlerken Kontrol, K-0,50 ve K-1 kefir 6rneklerinde ise depolama depolamanin
7. giniine kadar TKM igeriklerinde artma 14. ve 21. glinlerde ise azalma tespit edilmistir.
Meyveli kefirlerle yapilan bir ¢alismada TKM igeriginin depolama periyodu boyunca artig
bildirilmistir (Cinar, 2019).

4.2.2. Toplam Kiil Icerigi

Gidalarda var olan organik maddelerin yanma reaksiyonu sonucu arta kalan inorganik
kalintinin miktarini1 ifade eden % kiil miktari, kefirin kalite 6zelliklerini ve besin degerini
belirlemek agisindan olduk¢a 6nemlidir. Kontrol kefir ile art poleni ilaveli kefirlerin (K-
0.25, K-0.50 ve K-1) 4+1 °C’de depolanmasinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerindeki %kiil

ortalamalar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Kefir 6rneklerinin kiil miktarlar1 (%) (n=3)

Depolama Siireci % KUL

Ornekler*

1. Gin 7. Gln 14.Gin 21.Gun
Kontrol 0,713+0,003%2 0,716+0,004%2 0,714+0,008%2 0,723+0,0084
K-0.25 0,729+0,0134 0,734+0,008%2 0,732+0,02942 0,733+0,0034
K-0.50 0,731+0,013%2 0,739+0,02242 0,733+0,00742 0,734+0,0054
K-1 0,737+0,010% 0,740+0,01442 0,737+0,012%2 0,735+0,0034

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A: Aym siitundaki biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik Snemsizdir.
(p>0,05), a: Aym satirdaki kiigiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemsizdir (p>0,05).
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Sekil 4. 3. Kefir 6rneklerinin % kiil miktarlart

Kiil degerleri %0,7134+0,003 (1. gin kontrol) ve %0,740 £0,014 (7. giin K-1) arasinda
degisiklik gostermektedir (Tablo 4.3. ve Sekil 4.3). Kontrol ve ar1 poleni ilaveli kefir
orneklerinin kiil icerigi, depolama siiresi boyunca genellikle belirgin bir artis veya azalis
gostermemistir (P>0,05). Art poleni ilaveli, K-0,25, K-0,50 ve K-1'deki orneklerin kil
icerigi, genel olarak kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. Ancak, bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildir (P>0,05). Ar1 poleni katkil1 kefir 6rneklerinin en yiiksek

kiil miktar1 depolama siirecinin 7. giiniinde belirlenmistir (P>0,05).

Sonug olarak, bu deneyde incelenen kosullar altinda, depolama siiresi ve farkli oranlardaki

ar1 poleni ilavesi kiil i¢erigi tizerinde belirgin bir etki gostermemistir.

Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucuna benzer olarak; %10 ve %15 oranlarinda kusburnu
marmelatt1 eklenerek hazirlanan ve 21 giin boyunca depolanan kefirlerin %kiil iceriginin
depolama periyodu sonunda artis gosterdigini ve depolama periyodunun 1. giin 21. giin
%kl miktarinin, kontrol grubu kefir 6rnekleri i¢in %0,51-0,70, %10 oraninda kusburnu

eklenerek hazirlanan kefir 6rnekleri i¢in %0,46-0,67 ve %15 oraninda kusburnu ilave
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edilerek hazirlanan kefir 6rnekleri i¢in %0,29-0,57 arasinda degistigi bildirilmistir (Demir,
2020).

4.2.3.Toplam Protein Icerigi

Protein igerigi gidalarin besin degeri, mikrobiyolojik, kimyasal, duyusal ozellikleri ile raf
omriinii 6nemli ol¢iide etkilemektedir. Kontrol kefir grubu ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin
(K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4+1 °C’de depolanmasmin 1., 7., 14. ve 21. giinlerindeki %

protein ortalamalar1 Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Kefir 6rneklerinin protein miktarlar1 (%) (n=3)

Depolama Sireci % Protein

Ornekler*

1. GUn 7. Giin 14.Giin 21.Giin
Kontrol 2,91+0,0382 2,94+0,04P2 2,96+0,0202 2,91+0,02C%
K-0.25 2,97+0,0282 3,01+0,01¢2 3,03+0,03¢@ 3,00+0,0582
K-0.50 3,100,034 3,11+0,0182 3,12+0,0182 3,08+0,0342
K-1 3,17+0,044 3,170,024 3,19+0,014 3,15+0,034

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C, D: Aym siitundaki farkli biyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a: Aym satirdaki kii¢iikk harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemsizdir
(p>0,05).

Kontrol grubu kefir 6rneklerinde protein oranlarinin %2,91+0,03-2,96+0,02, %0,25 ar1
poleni ilaveli kefirlerde %2,97+0,02-3,03+0,03, %0,50 ar1 poleni ilaveli kefir 6rneklerinde
%3,08+0,03-3,12+0,01 ve %] ar1 poleni ilaveli kefirlerde %3,1540,03-3,19+0,01 arasinda
degistigi belirlenmistir. En diisiik protein miktar1 depolamanin 1. ve 21. giinlerinde kontrol
grubu kefirlerde %2,91+0,03 olarak tespit edilmistir. En yiiksek protein igerigi ise

depolamanin 14. giinlinde K-1 6rneginde %3,194+0,01 olarak tespit edilmistir. Tiim analiz

sonuglari, Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne uygundur (Anonim, 2022).

Kontrol ve ar1 poleni katkili kefir orneklerinde protein miktarinda, depolama siiresi
boyunca gozlenen farklilik istatistiksel olarak dnemsizdir (p>0,05). K-0.25, K-0.50 ve K-1
kefir 6rneklerinin protein miktari1 ise genel olarak kontrol grubundan daha yiiksektir. Ar1

poleni katkisi yiikseldikge, kefir 6rneklerinin protein miktar1 yiikselmektedir (p<0,05).
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Sekil 4. 4. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca protein miktarlarindaki degisim (%) (n=3)

Depolamanin 14. giinline kadar protein oranlarinda bir artis gézlemlenirken 21. giin

depolamanin sonunda bir miktar azalma meydana gelmistir.

Calismalar kefirin protein, glikoz ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan,
vicut agirhiginin diizenlenmesine, bagisiklik tepkisinin korunmasina ve enerji dengesine
olumlu katkida bulunan zengin bir esansiyel amino asit kaynagi oldugunu gostermistir
(Farag vd., 2020a). Kefir tipik olarak nem, seker, kiil, laktik asit ve alkol gibi diger
bilesenlerin yani sira yaklasik %3,0 protein ve %0,2 lipit icerir (Arslan, 2015). Kefirin
protein igerigi, fermantasyon silireci ve depolama kosullari da dahil olmak iizere cesitli

faktorlerden etkilenebilmektedir.

Kusburnu marmelath (%10 ve %15) kefir Orneklerinde depolama boyunca protein
miktarlar1 incelenmistir. Kontrol grubu kefir 6rneklerinin protein miktarlarinin %2,55-2,82
arasinda degistigi bildirilmistir. %10 kusburnu marmelatt1 ilavesinin protein miktarinin
kontrol grubuna kiyasla (%1,99-2,18) diisiik oldugu belirlenmistir. %15 kusburnu
marmelat ilavesinde ise, protein miktarlarmin %1,66-1,96 arasinda degistigi ifade
edilmistir (Demir, 2020).
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4.2.4.Yag Icerigi

Kefirin duyusal ve fiziksel karakterlerini olumlu yonde iyilestiren yag miktari, insan
fizyolojisi bakimindan da oldukc¢a onemlidir. Ayrica yag miktari, liretilen iirliniin ilgili
mevzuata uygunlugunu da kontrol etme agisindan énemli bir kriterdir. Kontrol kefir grubu
ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin (K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4£1 °C’de depolanmasinin 1., 7.,
14. ve 21. gilinlerindeki % yag ortalamalar1 Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Kefir 6rneklerinin yag miktarlar1 (%) (n=3)

Depolama Siireci % Yag

Ornekler*

1. Gin 7. Gin 14.Gin 21.Giin
Kontrol 3,00+0,00C® 2,97+0,058Ca 3,00+0,00Ca 2,90+0,00CP
K-0.25 3,10+0,00B¢ 3,07+0,058¢a 3,03+0,058¢a 3,000,008
K-0.50 3,17+0,05482 3,17+0,05/8a 3,10+0,0082 3,100,004
K-1 3,230,054 3,200,004 3,200,004 3,17+0,06%

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0,25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aymi satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir ( p<0,05), a: Aym satirdaki kii¢iikk harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemsizdir
(p>0,05).

Kontrol grubu kefir 6rneklerinde yag miktarinin ortalama %2,90+0,00-3,00£0,00, %0,25
art poleni ilaveli kefirlerde ortalama %3,00+0,00-3,10+0,00, %0,50 AP ilaveli kefir
orneklerinde ortalama %3,10+0,00-3,17+0,05 ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde ortalama
%3,17+0,06-3,23+0,05 arasinda degistigi belirlenmistir. En diisik yag miktar
depolamanin 21. giiniinde kontrol grubu kefirde %2,90+0,00 olarak tespit edilmistir. En
yiiksek yag icerigi ise depolamanin 1. giiniinde K-1 6rneginde %3,23+0,05 olarak tespit

edilmistir.

K-0.25, K-0.50 ve K-1 ar1 poleni katkili kefir 6rneklerinin yag miktari, genel olarak
kontrol grubundan daha yuksektir (p<0,05). Bu artig ar1 poleninin yiiksek oranda yag
icermesinden kaynaklanmaktadir. Depolama siirecinde kefir drneklerinin yag icerigindeki

azalma kontrol grubu hari¢ 6nemsizdir(p>0,05).
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Sekil 4.5. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca yag miktarlarindaki degisim (%) (n=3)

Kefirin depolama sirasindaki mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal 6zellikleri iizerine
yapilan bir calismada %3,6 yag icerigine sahip inek siitlinden hazirlanan kefirlerde 28 giin
depolamanin sonucunda yag oraninin %3,23-3,59 arasinda degistigini, bu sonuglara gore

depolama siireci boyunca yag degerinin azaldig bildirilmistir (Irigoyen vd., 2005).

Yenilebilir kivamda hazirlanarak yapilan meyveli kefirlerde yag icerigi incelenmis, en
yiiksek yag icerigi depolamanin 1. giiniinde %18 ¢ilek sosu ilave edilerek hazirlanan kefir
numunesinde %3,1 olarak tespit edilmistir. En diisiik yag icerigi ise depolamanin 15.
giiniinde %12 frambuaz sosu ilave edilerek hazirlanan kefir numunesinde %2,2 olarak
tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz calismaya benzer olarak arastirmaci ayrica depolama
stirecine bagl olarak yag igeriklerinde azalma tespit ettigini bildirmistir (Gizem, 2018).
Bizim calismamizda, ar1 poleni ilaveli kefirlerin % yag ve protein miktarlari, ar1 poleni

icermeyen kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulunmustur.
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4.2.5. Titrasyon Asitligi

Titrasyon asitligi fermente gidalarda mikrobiyal faaliyet sonucu meydana gelen
metabolitlerden biri olan organik asitlerin ve kefir icin 6zellikle de laktik asidin bir
belirtecidir. Titre edilebilir asitlik gidada var olan asitligin genel toplam miktaridir. Lezzet
olusumunda, asitligin seviyesinden ¢ok, asit ¢esidi etkilidir (Acar, 2023). Kontrol kefir
grubu ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin (K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4+1 °C’de depolanmasinin 1.,
7., 14. ve 21. giinlerindeki titrasyon asitligi g/100g laktik asit ortalamalar1 Tablo 4.6’da

verilmistir.

Tablo 4.6. Kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi degerleri (g/100g laktik asit) miktarlar1 (%) (n=3)

Depolama Siireci Titrasyon Asitligi (%Laktik Asit)

Ornekler*

1. Gin 7. Gin 14.Gin 21.Giin
Kontrol 0,860,042 0,90+0,048a 0,91+0,00P2 0,860,00P2
K-0.25 0,95:+0,00C® 0,99:+0,01A8a 1,00+0,02¢2 0,95:+0,00C°
K-0.50 1,00+0,0082 1,05+0,0642 1,05+0,0182 1,00+0,0082
K-1 1,050,004 1,060,004 1,09+0,004 1,040,014

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 art
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiikk harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aymi satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik

onemlidir ( p<0,05), a: Ayni satirdaki kii¢iik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemsizdir
(p>0,05).

Kontrol grubu kefir 6rneklerinde titrasyon asitliginin 0,86+0,04-0,91+0,00 g/100g laktik
asit, %0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 0,95+0,00-1+0,02g/100g laktik asit, %0,50 ar1
poleni ilaveli kefir orneklerinde 1+0,00-1,05+0,06 g/100g laktik asit ve %1 ar1 poleni
ilaveli kefirlerde 1,04+0,01-1,09+0,00 g/100g laktik asit arasinda degistigi belirlenmistir.
En disiik titrasyon asitligi depolamanin 1. giiniinde kontrol numunesinde 0,86+0,04
g/100g laktik asit olarak tespit edilmistir. En yiiksek titrasyon asitligi ise depolamanin 14.
gininde K-1 6rneginde 1,09+0,00 g/100g laktik asit olarak tespit edilmistir. Tirk Gida
Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde kefir 6rneklerinin titrasyon asitligi degerinin

minimum %0,6 olmas1 gerektigi belirtilmistir (Anonim, 2022).
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Sekil 4.6. Kefir orneklerinin depolama siireci boyunca titrasyon asitligi (g/100g laktik asit) degerindeki
degisim (%) (n=3)

Arn poleni ilaveli kefirlerde, kontrol numunesine kiyasla titrasyon asitligi degerlerinde artis
meydana gelmistir (p>0,05). Ar1 poleni ilavesi arttik¢a, kefir drneklerinin titrasyon asitligi

de artmaktadir.

Titre edilebilir asitlik gidada var olan asitligin genel toplam miktaridir. Lezzet
olusumunda, asitligin seviyesinden ¢ok asit ¢esidi etkilidir (Acar, 2023). Piyasada ticari
olarak satilan sade kefirlerle yapilan bir ¢alismada titrasyon asitliginin 0,88-0,94 g/100g
laktik asit arasinda degistigi bildirilmistir (Uslu, 2019). Yapmis oldugumuz ¢alismada K-
0,25, K-0,50 ve K-1 orneklerinin laktik asit igerigi sirasiyla 0,95-1,00-ve 1,05 g/100g
laktik asit olarak tespit edilmistir. Depolamanin 14. giiniine kadar kontrol, K-0,25 ve K-1
orneklerinin titrasyon asitlik degerlerinde artis gozlemlenmistir. Kefir iiretiminde ar1 poleni
ilave edildigi zaman fermantasyon esnasinda kefir mikrobiyotasi tarafindan ar1 poleninin
hem karbon kaynagi olarak kullanildigi hem de igerdigi var olan diger bilesenler sayesinde
laktik asit bakterilerinin gelisimine olumlu yonde etki ettigi ve bununla beraber asitliginin

arttig1 distiniilmektedir (Bourrie vd., 2020).
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4.2.6.pH Degeri

Gidalarin analizlerinde 6nemli bir kalite kriteri olan pH degeri, gidadaki serbest hidrojen
iyon aktivitesinin bir gostergesi olup asitligin kuvvetini tanimlamaktadir. Kefir Gretimi
esnasinda fermantasyonun sonlanmas1 pH 4,5-4,6’da gerceklesmektedir. Ilerleyen siiregte
kefirin depolanmasi siirecinde pH degerlerinde saptanan degisimler, kefirin raf 6mriinde ve
depolama siirecinde meydana gelen diisik hizdaki fermantasyon biyokimyasimnin bir
gostergesi olmaktadir. Kontrol kefir grubu ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin (K-0.25, K-0.50
ve K-1) 4+1 °C’de depolanmasinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerindeki pH ortalamalar1 Tablo

4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Kefir 6rneklerinin pH degerleri (%) (n=3)

Depolama Sureci pH

Ornekler*

1. Gln 7. Gin 14.Gun 21.Gln
Kontrol 4,43£0,0142 4,39+0,017° 4,34£0,014¢ 4,25+0,01A¢
K-0.25 4,37+0,0152 4,34+0,00%° 4,180,018 4,1420,028¢
K-0.50 4,340,01 4,2720,01° 4,1520,01¢ 4,120,018
K-1 4,30£0,01% 4,26£0,01% 4,15£0,01°° 4,0920,01%

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,2 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aymi satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir ( p<0,05).

Kontrol grubu kefir 6rneklerinde pH degeri 4,254+0,01-4,43+0,01 arasinda saptanirken,
%0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 4,14+0,02-4,37+0,01, %0,50 ar1 poleni ilaveli kefir
orneklerinde 4,12+0,01-4,34+0,01 ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 4,09+0,01-4,30+0,01
arasinda degistigi tespit edilmistir. En diisiik pH depolamanin 1. giiniinde kontrol grubu

kefir 6rneginde 4,43+0,01 olarak tespit edilmistir. En yiiksek pH degeri ise depolamanin
21. gununde K-1 6rneginde 4,09+0,01 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca pH degerindeki degisim (%) (n=3)

Art poleni ilaveli kefir drneklerinin, kontrol numunesine kiyasla pH degerlerinde diisiis
meydana gelmistir. Istatistiksel olarak, kefir 6rnekleri ve depolama siireleri boyunca elde

edilen pH degerleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Zenginlestirilmis kefirin pH degeri, kefirin tadini, dokusunu ve genel kalitesini
etkileyebilen ¢cok onemli bir parametredir. Arastirmalar kefirin pH degerinin fermantasyon
siireci, depolama kosullar1 ve cesitli zenginlestirici maddelerin eklenmesi gibi faktorlere
bagh olarak degisebilecegini gostermistir. Ornegin, kefire keten tohumu miisilaji ve arap
zamki eklenmesinin numunelerin pH'in1 6nemli 6l¢iide diistirdiigii tespit edilmistir, bu da
katk1 maddelerinin {riiniin asitligi tizerinde potansiyel bir etkisi oldugunu gostermektedir
(Alhssan vd., 2023). Benzer sekilde, kefire bakliyat bilesenlerinin dahil edilmesinin
depolama sirasinda pH'da dogrusal bir diisiise neden oldugu gosterilmistir(Saadi vd.,
2017). Dahasi, kefirin pH"1 icerisine eklenen iiriinde de etkilenebilir. Ornegin, elma ve
limon lifi ile zenginlestirilmis kefir, depolama sirasinda pH degerlerinde degisiklikler
gostererek bu zenginlestirici maddelerin nihai {iriiniin asitligi {izerindeki etkisini ortaya

koymustur (Goncu vd., 2017). Buna ek olarak, zeytin yapragi ekstrakti ile zenginlestirilmis
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kefirlerde, depolama sirasinda pH'da bir diisiis tespit edilmistir, bu da ekstrakt ile pH
seviyelerini etkileyen fermantasyon siireci arasinda potansiyel bir etkilesime isaret
etmektedir (Okur, 2022). Ar1 poleni ilaveli ve ilavesiz kefirlerde de depolama siiresince pH

degerinde diislis gbzlemlenmistir.

Yapilan bir ¢aligmada, farkli kuru madde igerigine sahip siitlerden starter kiiltiir ve dane ile
uretilen set tipi Kefir orneklerinde pH incelenmis, starter kiiltiir kullanilarak tiretilen

kefirlerin depolama boyunca pH degerlerinin diistiigii bildirilmistir (Unal, 2013).

Yapilan bir bagka ¢alismada, farkli oranlarda propolis ekstraktinin ilave edilen kefirlere
orneklerinin pH degerleri incelenmis, depolama siireci boyunca pH degerleri 3,96 ile 4,10
arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir. Ayrica kefir 6rneklerinin depolama boyunca pH

degerlerinin distiigii ifade edilmistir (Bengi, 2022).

4.2.7.Renk Analizi

Renk, tlketicilerin gidalarin kabulii veya reddedilmesinde bir kriter olarak degerlendirdigi
ve kullandig1i ana parametrelerden biridir. Son yillarda dijital goriintiilleme gida
endiistrisinde meyve ve sebzelerin, et, balik, unlu mamuller ve hazir gidalarin kalite
degerlendirmesi, kusurlarin tespiti, tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in kullanilmaktadir
(Afshari-Jouybari ve Farahnaky, 2011). Kontrol kefir grubu ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin
(K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4£1 °C’de depolanmasinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerindeki L*, a*,
b*, degerleri Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8. Kefir drneklerinin L*, a*, b* degerleri (n=3)

Ornek* Depolama Sureci L™ a* b*
1. Gin 91,25+0,0940 -2,16+0,01Pd 8,22+0,04PP
7. Gln 91,34+0,0240 -1,89+0,08™ 7,98+0,28P>
Kontrol
14.Giin 92,82+0,092 -1,07+0,00P2 9,48+0,03Pa
21.Gin 02,84+0,08%2 -1,18+0,00%° 9,67+0,04Pa
1. Gin 89,35+0,06B¢ -0,50+0,02¢¢ 14,18+ 0,01¢
7. Giin 89,64+0,108P -0,71+0,01¢d 13,76+ 0,04¢°
K-0.25
14.Gin 91,30+0,12B2 -0,28+0,02¢2 12,86+ 0,07¢
21.Gin 91,17+0,0482 -0,36+0,01¢0 13,32+0,04¢¢
1. Gin 88,21+ 0,06¢P 0,22+0,068¢ 17,19+ 0,108
7. Giin 88,09+ 0,01¢b 0,24+0,018bc 17,21+ 0,038
K-0.50
14.Gin 89,91+ 0,05¢ 0,44+0,0282 15,47+ 0,038¢
21.Gln 89,91+0,04¢2 0,31+0,018B°b 15,98+0,048b
1. Gin 86,31+ 0,10 1,33+0,03A2 21,410,134
7. Giin 86,23+ 0,01P¢ 1,22+0,014° 21,02+ 0,017
K-1
14.Gin 88,08+ 0,01P2 1,09+0,02A¢ 19,04+ 0,04Ad
21.Gln 87,80+0,09P° 0,92+0,01 19,37+0,054¢

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C, D, a, b, ¢, d: Aym siitunda farklt biiyiik ve kii¢iik harflerle gosterilen degerler
arasindaki farklilik 6nemlidir. (p<0,05). Biiylik harfler numuneler arasindaki, kii¢iik harfler giinler arasindaki
farki gostermektedir.

Fermente bir siit {iriinii olan kefirin rengi, bilesimine ve islenmesine bagli olarak
degisebilmektedir. Calismalar, kefirin c¢esitli renk o6zelliklerine sahip olabilecegini
gostermistir (Setyawardani vd., 2020). Fermantasyon sirasinda farkli meyve ve sebzelerin
eklenmesi de kefirin rengini etkileyebilmektedir ve farkli bilesenlerle hazirlanan su
kefirlerinde renk farkliliklar1 bildirilmistir (Guzel-Seydim vd., 2000). Kefir tanelerinin
kendileri de farkli renklere sahip olabilir, bazi ¢alismalarda sar1 taneler kaydedilmistir
(Sulmiyati vd., 2019)(Bengi vd., 2023). Ayrica, kefir liretiminde meyveler veya diger katk1
maddeleri kullanildiginda, bunlar nihai tiriiniin renk 6zelliklerini etkileyebilir (Montibeller

vd., 2018). Kefirin rengi sadece bilesenlerinden degil, ayn1 zamanda fermantasyon
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siirecinden ve depolama kosullarindan da etkilenir. Ornegin, 1518a maruz kalma kefirin
rengini etkileyebilir; kefire uygulanan {iziim kabugundan elde edilen antosiyaninleri i¢eren
karbonatli suyun rengi lizerinde 151g1n olumsuz etkileri oldugunu gosteren c¢alismalar vardir
(Montibeller vd., 2018). Ayrica, kefir iiretiminde kullanilan siit tiirii duyusal ve renk
Ozelliklerini etkileyebilir; manda siitiiniin inek siitiine kiyasla bu 6zellikleri iyilestirdigi
bildirilmistir (Tomar ve Akarca, 2018). Ar poleni ilavesi, kefir Orneklerinin renk

ozelliklerini degistirmistir.

4.2.7.1. L* Renk Degeri

Uluslararas1 Aydilatma Komisyonunun (CIE) standartlar1 kapsaminda L* degeri analiz
yapilan orneklerde aydinligin gdstergesi olup, sayisal degeri 0—100 arasinda degismekte ve
‘0’ siyah rengi ‘100’ ise beyaz rengi tanimlamaktadir (Afshari-Jouybari ve Farahnaky,
2011).

Bk
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92.00

1 9000

88.00

86.00

1.g0n 7.q0n 14 gin 21.gin

Depolama

Sekil 4.8. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca L* degerindeki degisim (n=3)

Kontrol grubu kefir 6érneklerinde L* degeri 91,25+0,09-92,84+0,08 arasinda saptanirken,
%0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 89,64+0,10-91,30£0,12, %0,50 ar1 poleni ilaveli kefir
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orneklerinde 88,21+0,06-89,91+0,05 ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 86,234+0,01-88,08+
0,01arasinda degistigi tespit edilmistir. En diisiik L* 86,234+0,01 (7. giin K-1), en yuksek
L* ise 92,84+0,08 bulunmustur. Istatistiksel olarak, kefir ornekleri arasindaki fark
anlamhidir (p<0,05).

4.2.7.2. a* Renk Degeri

CIE standartlarin da a* degeri (+) pozitif ve (-) negatif degerlerle gosterilmektedir, (+)
degerler kirmiz1 (-) degerler yesil renk degisimi ifade etmektedir. Yapmis oldugumuz
calismada a* degerleri kontrol grubu ve K-0,25 drneklerinde negatif, K-0,50 ve K-1 kefir
orneklerinde ise pozitif bulunmustur. Ornekler renk acisindan incelendiginde ar1 poleni

ilaveli kefirlerin renk skalasinin kirmiziya daha yakin oldugu goriilmektedir.

oK
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Sekil 4.9. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca a* degerindeki degisim (%) (n=3)

Kontrol grubu kefir 6érneklerinde a* degeri -2,16+0,01--1,07+0,00 arasinda saptanirken,
%0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde -0,71+0,010,28+0,02, 9%0,50 ar1 poleni ilaveli kefir
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orneklerinde 0,22+0,06-0,44+0,02 ve %]1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 0,92+0,01-1,33%
0,03arasinda degistigi tespit edilmistir. En diisiik a* -2,16+0,01 (1. giin K), en ylksek a*
ise 1,33+0,03 bulunmustur. Istatistiksel olarak, kefir Ornekleri ve depolama giinleri

arasidaki fark anlamlidir (p<0,05).

4.2.7.3. b* Renk Degeri

Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonunun standartlarinda b* ifadesi ise benzer sekilde
pozitif ve negatif degerler alabilmektedir. Pozitiflik sar1 rengi ifade ederken negatiflikse
mavi renk degisimini tanimlamaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda elde edilen
b* degerleri pozitif olmakla birlikte, ar1 poleni ilave edilmis kefirlerde sade kefire oranla
b* degeri daha yiiksek seviyede bulunmustur. Ari polenleri 6rnekler incelendiginde bu

durumun gerceklesmesi normal olarak kabul edilebilir.

b*
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Sekil 4.10. Kefir 6rneklerinin depolama siireci boyunca b* degerindeki degisim (%) (n=3)

Kontrol grubu kefir orneklerinde b* degeri 7,98+0,28-9,67+0,04 arasinda saptanirken,
9%0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 12,86+0,07-14,18+0,01, %0,50 ar1 poleni ilaveli kefir
orneklerinde 15,47+ 0,03-17,21+£0,03 ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 19,04+ 0,04-
21,41+0,13 arasinda degistigi tespit edilmistir. En digik b* 7,98+0,28 (7. gun K), en
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yiiksek b* ise 21,41£0,13 (1. giin K1) bulunmustur. Istatistiksel olarak, kefir 6rnekleri ve

depolama giinleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

4.2.8.Duyusal Analiz

Kontrol kefir ve farkli konsantrasyonlarda ari poleni ilave edilerek hazirlanan kefir
ornekleri belirleyici test uygulanarak 10 panelist tarafindan duyusal olarak

degerlendirilmis, elde edilen veriler kalite parametrelerine gore ele alinmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen kefir numunelerinin depolama boyunca belirlenen duyusal
parametreleri Tablo 4.9°da verilmistir. Bu tablo, belirli depolama siireleri boyunca farkli
art poleni konsantrasyonlarmma sahip kefir Orneklerinin organoleptik 6zelliklerini
degerlendirmektedir. Organoleptik 0Ozellikler, iirlinlerin tiiketici tarafindan algilanan
duyusal 6zellikleridir ve genellikle renk ve goriiniis, koku, tat, tekstiir gibi faktorleri igerir.
Depolamanin 1. ve 21. giinler arasinda biitiin kefir O6rnekleri c¢aligma kapsaminda
degerlendirilen duyusal parametreler (renk ve goriiniis, koku, tat, tekstdr, asitlik ve genel
begeni) agisindan panelistlerden istatistiksel olarak benzer puanlar almislardir (p>0,05).
Depolama siiresi boyunca %0,25 ar1 poleni ekstrakti (K-0,25) ilave edilen kefir
orneklerinin renk ve goriiniis, koku, tat, tekstiir, asitlik ve genel kabul edilebilirlik puanlar
kontrol grubu ile benzer bulunmus (p>0,05) iken, %0,5, 1 (K-0,5 ve K-1) ar1 poleni ilaveli
kefir ornekleri koku, tekstiir, asitlik ve genel begeni parametreleri agisindan kontrol
grubundan daha diisliik puanlar almislardir (p<0,05). Koku parametresi acisindan kontrol
grubu ve K-1 grubu kefir 6rneginin aldig1 puanlar istatistiksel olarak birbirine benzerdir.
Genel begeni acisindan en diisiik puan1 en fazla polen ekstrakti igeren K-0,5 ve K-1 grubu

kefir 6rnekleri almistir.

Depolamadan bagimsiz olarak ar1 poleni ekstrakti ilavesinin kefir 6rneklerinin duyusal
ozellikleri iizerine etkisine bakildiginda renk ve goriiniis, koku ve tat parametreleri
acisindan ar1 poleni ekstrakti ilavesinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli degisiklik meydana
getirmedigi (p>0,05), tekstiir, asitlik ve genel begeni agisindan K-0,5 ve K-1 grubu
orneklerin kontrol grubuna oranla diisiik puanlar aldig1 ve %0,25 ar1 poleni ekstrakti ilavesi
kadar kefir 6rneklerinin genel begeni puanlarinin kontrol grubuna benzer oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 4.9. Kefir 6rneklerinin duyusal analiz parametre sonuglari

Ornekler  Depolama  Renk ve

- Siireci Goriiniis Koku Tat Tekstur Asitlik Genel
LGin  78£0  73:08  72:09 751 726063 70
7.Gin  78£10  68:06  67#12 72611 6910 7
Kontrol 0
14.Gin 7511 67x07 6611  7.0x13 6716
21.Gin 7410 6605 6507  7+10 6,6:1,1 7+l
1. Gin 7,6£1,1 7,610,8 7910  77%08 808 ;HO’
7.Gin  74:14  76:08  7,9¢10  7,6:08 70411  [O*h
0
K-0,25 0
14.Gin  73%14 74810 77#12  75£10 7742 000
21.Gon  72#14%  73+10Aa  7,6:11% 742090 7,617 Iﬁﬂ’
LGin 71407  65:09 70307 67507  65:10 o0
7. Gin 70,7 6,4+1,0 70,9 6,8+0,8 6,4+1,0 8,411,
0 6,3¢1
14.Gin 69207 6311 60409  67:10 6310 O
21.Gin  68:06  62:11  68:09  66:1,  62:09 0
1, Gln 7,3%0,7 6,8+0,8 6,9+0,7 6+0,852 6,4+0,9 g’%l’
7.Gin 72608 67:07 68108 59507 6308 00
“ 6,20
14.Gin  71#07  66:07  67:07  58:08  62:08 O
2L.Gin 76207 7107 74508 64407  66:07 O

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0,25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli..
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Sekil 4. 11 Kefir orneklerinin duyusal analiz sonuglarinin depolama siiresince degisimi

4.3. Kefirlerde Toplam Fenolik Madde Miktar:

Kefir 6rneklerinin toplam fenolik madde miktar1 Tablo 4.10°da verilmistir. Toplam fenolik

madde miktar1 62,58+2,5 (Kontrol, 21. giin)- 376,73+4,3 (K-1, 7. gin) pg GAE/mg

araliginda bulunmustur.

Tablo 4.10. Kefir 6rneklerinin toplam fenolik madde degerleri (ug GAE/mg)

Depolama

o Kontrol K-0.25 K-0,50 K-1

Streci

1. Gun 123,257,202 168,13+5,2¢® 225,47+6,38° 344,32+6,6"%®
7. Gln 100,81+5,20° 178,93+2,9% 285,31 45,282 376,7314,3%2
14. Giin 63,41+3,8°° 133,22 +16,0% 216,33+20,980 301,93+13,94¢
21. Gln 62,58+2,55¢ 145,69+16,2CP® 225,47+21 280 326,87+19,87¢

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli.A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aymi satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik

onemlidir ( p<0,05).
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Kontrol grubu kefir drneklerinde toplam fenolik madde degeri 62,58+2,5-123,25+7,2 ug
GAE/mg arasinda saptanirken, %0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 133,22+16,0-178,93+2,9,
%0,50 pg GAE/mg art poleni ilaveli kefir orneklerinde 216,334+20,9-285,31+5,2 ug
GAE/mg ve %]l ar1 poleni ilaveli kefirlerde 301,93+13,9-376,73+4,3 ng GAE/mg arasinda
degistigi tespit edilmistir. Kefir 6rneklerine ar1 poleni ekstrakti ilavesi arttik¢a, kefirlerin
fenolik madde miktar1 da artmaktadir. Toplam fenolik madde ar1 poleni ekstrakti ilaveli
kefirlerde en yiiksek depolamanin yedinci giiniinde oldugu belirlenmistir. Istatistiksel

olarak, kefir 6rnekleri ve depolama giinleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Toplam Fenolik Madde
— K
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Sekil 4.12. Kefir orneklerinin toplam fenolik madde (pg GAE/mg) miktarlarinin depolama siiresince
degisimi

Kefirin, toplam fenolik icerigi, antioksidan 6zelliklerini ve potansiyel saglik faydalarim
belirlemede olduk¢a 6nemlidir. Calismalar, kefirin toplam fenolik iceriginin fermantasyon
parametreleri, siit kaynaklar1 ve depolama kosullar1 gibi farkli 6zelliklere bagli olarak

degisebilecegini gostermistir.

Kefir iiretimi i¢in siit kaynagi se¢imi de toplam fenolik icerigin (TPC) belirlenmesinde rol
oynayabilir. Inek siitii ve esek siitii gibi farkl siit kaynaklarindan yapilan kefirler arasinda

yapilan bir karsilagtirma, nihai iirlinlerin TPC ve antioksidan aktivitelerinde farkliliklar
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oldugunu ortaya koymustur (Gin, 2022; Vet vd., 2020). Ek olarak, geleneksel
fermantasyon yontemlerini takiben yogurt ve kefirin antioksidan aktivitelerini ve fenolik
iceriklerini karsilastiran ¢alismalarda goriildiigii gibi, fermantasyon siirecinin kendisi de
TPC'yi etkileyebilir (Taskin ve Bagdatlioglu, 2020). Ayrica, farkli meyvelerden yapilan su
kefiri gibi kefir tiirii de TPC'yi etkileyebilir. Ornegin, Trabzon hurmasi su kefirinin
mandalina su kefirine kiyasla daha yiiksek TPC'ye sahip oldugu bulunmustur, bu da meyve

seciminin kefirin fenolik icerigi tizerindeki potansiyel etkisini gostermektedir.

Bir ¢aligmada, ¢imlenmis ve ¢imlenmemis burusuk kahverengi mercimekler, kefir igecegi
tretimi sirasinda fonksiyonel bilesenler olarak kullanilmistir. Filizlenen mercimek ile
hazirlanan kefirlerin TPC miktar1 142,91 bulunurken, ¢imlenmemis mercimek katkili
kefirin TPC miktar1 110,4+0,9 mg GAE/100 g olarak belirlenmistir (Gunenc vd., 2017).
Bizim ¢alismamizda %0,5 ve %1 ar1 poleni katkilt kefirlerin TPC igerigi bu degerlerden
daha yiiksek olarak belirlenmistir.

Saadi vd., (2017)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, faba fasulyesi (tiim, gévde, kotiledon)
ve nohut (tlim, miisilaj) eklenen kefir drneklerinin TPC igeriginin eklenen iirliine ve

PR

eklendigi kisma bagli olarak degistigi belirlenmistir.

Perna vd., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, bal (30% w/v) ve Rosmarinum officinalis
esansiyel yag1 (0,15% w/v) ile zenginlestirilmis kefirin toplam fenolik igerigi (TPC) ve
antioksidan aktivitesi, buzdolabinda saklama siiresince analiz edilmistir. Bizim
caligmamizda ise ar1 poleninin, kefirin TPC miktar1 ve antioksidan aktivitesine etkisi

incelenmistir.

Kefirin cesitli katki maddeleriyle veya farkli isleme yontemleriyle zenginlestirilmesi, nihai
iriiniin toplam fenolik igerigini onemli olgiide etkileyebilmektedir. Bir ¢aligmada, keci
sutu kefirine Moringa oleifera yaprak tozu gibi bilesenlerin eklenmesinin toplam fenolik
icerigi (TPC) artirdig1 ve depolama siirecinde de TPC’ nin 14. giine kadar arttig1 tespit
edilmistir (Wulansari vd., 2022). Bizim ¢alismamizda da, ar1 poleni katkili kefirlerin TPC

igerigi, katkisiz olan kontrol numunesine kiyasla daha yiiksek bulunmustur.
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Benzer sekilde, kefirin %0,150, 0,225, 0,300 oranlarinda propolis Oziitii ile
zenginlestirilmesi sonucu, kefirlerin TPC depolama sureleri ve kefirlerin TPC
degerlerindeki artis izlenmistir. Kefirlerin TPC degerleri 11,55-13.98 mg GAE/ 100 ml
olarak belirlenmistir. Kefirlerin TPC degerleri, eklenen propolis 6ziiti miktar1 arttik¢a
yiikselmektedir. Ayn1 calismada 1., 4. ve 8. giinlerde depolamanin TPC’ye olan etkisi
degerlendirilmis olup, depolama siiresi arttik¢a, kefirlerin TPC miktarlarinin azaldig

belirlenmistir (Bengi vd., 2023).

4.4. Kefir Ekstraklariin Antioksidan Tayin Sonug¢lar:

Kontrol kefir grubu ile ar1 poleni ilaveli kefirlerin (K-0.25, K-0.50 ve K-1) 4+1 °C’de
depolanmasimnin 1., 7., 14. ve 21. giinlerindeki DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
antioksidan aktivite tayini ve FRAP (Demir (I1I) indirgeme Antioksidan Giicii) Tablo 4.11
ve Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.11. Kefir 6rneklerinin DPPH degerleri (n=3)

Depolama

o Kontrol K-0.25 K-0.50 K-1

Sireci

1. GUn 23,65+1 62 36,59:+0,9¢ 49,04+ 1,18 64,33+ 1,37
7. Giin 47,29+0,80 66,78+1,3% 70,08+ 1,1% 78,54+ 0,8
14. Giin 43,18+0,20 53,23:0,4P 61,05+ 0,980 7150+ 2.1Ab
21. Gln 36,14+1,00¢ 47,31+1,3C¢ 51,83+0,68¢ 66,52+0,8A¢

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyliik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aym satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
6nemlidir ( p<0,05).

Tablo 4.122. Kefir drneklerinin FRAP degerleri (n=3)

Depolama

. Kontrol K-0.25 K-0.50 K-1
Sireci
1. Gin 31,01+ 3,17 50,10+ 2,8 69,19+ 3,58 98,04+ 314
7. Giin 45,92+ 0,802 65,07+ 1,3¢ 79,33+ 1,88 106,80 +2,8A2
14. Glin 44,48+ 2 7P 62,51+ 4,5C 74,61+ 4,58 102,64 +1,4A%®

21. Gun 39,08+0,4Pb 58,02+1,5¢ 71,721,682 95,14+5,14
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*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b: Aymi satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir ( p<0,05).

Depolama
1.gin T.gin 14.gin 21.gin
12000
100,00
80.00 P
£0.00 ES
40.00 o 4729 45.92 4318 44.48 B4 39.98 g
20.00 2337 /
0
12000
100,00
80.00
4000 66.78 6507 6251 £3.02 %
: 5010 53.23 47 31 : il
40.00 3659
2000 9:
00 3
12000 o

DPPH  FRAP DPPH  FRAP DPPH  FRAP DPPH  FRAP

Sekil 4.13. Kefir orneklerinin antioksidan aktivite (DPPH ve FRAP) sonuglarinin depolama siiresince
degisimi (ugTE/g)

Kefir orneklerinin DPPH antioksidan aktivite degerleri 23,65+1,6 (Kontrol, 1. giin)-
78,54+0,8 (K-1, 7. giin) ugTE/g araliginda bulunmustur. Kontrol grubu kefir 6rneklerinde
DPPH degeri 23,65+1,6 -47,29+0,8 ugTE/g , %0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 36,59+0,9
-66,78+1,3 (ugTE/g), %0,50 art poleni ilaveli kefir drneklerinde 49,04+1,1-70,08+1,1
ugTE/g ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 64,33+1,3 -78,54+0,8 ugTE/g arasinda degistigi
tespit edilmistir. Ar1 poleni ilavesinin Kontrol numunesine kiyasla DPPH degerlerinde
yilikselis meydana gelmistir. Depolama siirecinin 7. giliniinde tiim gruplarin DPPH
degerlerinde yiikselis meydana gelmistir. Ancak ilerleyen depolama slreci boyunca
orneklerin DPPH degerlerinde bir miktar azalma tespit edilmistir. Istatistiksel olarak, kefir

ornekleri ve depolama giinleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Kefir orneklerinin FRAP antioksidan aktivite degerleri 31,01+£3,1 (Kontrol, 1. giin)-
106,80+2,8 (K-1, 7. giin) ugTE/g araliginda bulunmustur. Kontrol grubu kefir 6rneklerinde
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FRAP degeri 31,01+3,1 -45,92+0,8 ugTE/g , %0,25 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 50,10+2,8
-65,07+£1,3 (ugTE/g), %0,50 art poleni ilaveli kefir drneklerinde 69,19+3,5-79,33+1,8

pngTE/g ve %1 ar1 poleni ilaveli kefirlerde 95,14+5,1 -106,8+2,8 ngTE/g arasinda degistigi
tespit edilmistir.

Ar1 poleni ilave edilen kefir 6rneklerinde, kontrol numunesine kiyasla FRAP degerlerinde
yiikselis meydana gelmistir. Depolama siirecinin 7. giinlinde tiim gruplarin FRAP
degerlerinde yiikselis meydana gelmistir. Ancak ilerleyen depolama siireci boyunca
orneklerin FRAP degerlerinde bir miktar azalma tespit edilmistir. Istatistiksel olarak, kefir

ornekleri ve depolama giinleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

Kefirin antioksidanlarla zenginlestirilmesi, potansiyel saglik yararlar1 nedeniyle ilgi ¢ceken
bir konu olmustur. Caligsmalar, kefirin DPPH ve ABTS gibi serbest radikalleri temizleme
kabiliyetinin de gosterdigi gibi dnemli antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir

(Ben Taheur vd., 2022).

Kefirin antioksidan aktivitesi bitki ve tarimsal gida atik Oziitleriyle zenginlestirilerek
artirillabilir ve bu da zenginlestirilmemis kefire kiyasla antioksidan 6zelliklerin artmasina

neden olmaktadir (Aiello vd., 2020).

Ayrica kefirin antioksidan kapasitesi fermantasyon surecinden de etkilenmektedir.
Aragtirmalar, kefir taneleri ile fermantasyonun DPPH radikallerinin siiplirme aktivitesini
olumlu yonde etkiledigini gostermis ve bu siirecin kefirin antioksidan potansiyelini

artirmadaki 6nemini vurgulamistir (Yilmaz-Ersan vd., 2018).

Kefire zencefil 6ziitli gibi dziitlerin eklenmesinin, 6zellikle DPPH IC50 degerleri agisindan
antioksidan aktivitelerini artirdigi gosterilmistir (Wulansari vd., 2020). Kefirin antioksidan
potansiyeli, kefirin besin degerini ve antioksidan aktivitelerini arttirdig1 tespit edilen
Arthrospira platensis gibi  spesifik bilesenlerin  dahil edilmesiyle daha da
arttirilabilir(Ustin-Aytekin vd., 2022). Ari poleni ilaveli kefirlerin, antioksidan aktivitesi
ar1 poleni ekstrakti ilavesi arttikga yiikselmektedir. Kefirlerin antioksidan aktiviteleri

(DPHH ve FRAP) 7. giinde yiikselmekte, 7. giinden sonra diisiis gostermektedir.
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4.5. Kefir Orneklerinin Fenolik Madde icerikleri

Kefir drneklerinin fenolik madde igerigi Tablo 4.12°de verilmistir. Tum kefir érneklerinde,
85 adet fenolik bilesen tayini yapilmistir. Kefir orneklerinde, analizi yapilan 85 adet
fenolik bilesenden 63 adedine higbir drnekte rastlanilmamistir. 22 fenolik bilesenden,
Benzoik asit, 4 hidroksi benzoik asit, salisilik asit, 3 hidroksi benzoik asit, protokatesik
asit, 2,4- dihidroksi benzoik asit, homovanillik asite tim 6rneklerde ve depolama siresi
boyunca rastlanilmigtir. Kafeik asit, luteolin, luteolin 7-rutinosid, kuersetin 3-glukozid,
isorhamnetin, astragalin, eriodictyol (3,4,5,7-Tetrahidroksiflavanon) ise ar1 poleni ilavesi
olmayan kontrol kefir drneklerinde saptanmamis, ar1 poleni ilaveli kefir 6rneklerinde ise
depolama siiresi boyunca belirlenmistir. Apigenin, naringenin sadece %1 ar1 poleni katkil1
kefir o6rneklerinde depolama siiresince saptanmistir. Diosmetin, %0,5 ve %1 ar1 poleni
katkili kefir Orneklerinde tespit edilmistir. Fisetin hidrat, sadece depolamanin birinci
giiniinde, %0,25 ve %]1 ar1 poleni katkili kefir 6rneklerinde bulunmustur. Ellagik asit
depolamanin 1. ve 7. giinlerinde kontrol, %0,25 ve %0,5 ar1 poleni katkili kefir
orneklerinde, rozmarinik asit ise depolamanin 1.giliniinde kontrol ve %0,25 katkil1 kefir
orneklerinde belirlenmistir. Saptanan fenolik bilesiklerin toplamimi en yliksek miktarda
iceren ornek K-1 1 depolama giinii 6rnegi olup, fenolik bilesik miktari depolama siiresi
boyunca azalmaktadir. Kefir orneklerinde en fazla miktarda bulunan fenolik bilesen
benzoik asit olmustur. Ari poleni katkili kefirler, kontrol numunesine kiyasla daha fazla
miktarda fenolik madde icermekte olup, sonuclar Toplam Fenolik Madde Tayini ve

antioksidan madde tayini analizleri ile uyumludur.
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1. gun 7. gun 14. gln 21. gun
Fenolikler K K-0.25 |K-0.5 K-1 K K-0.25 | K-0.5 |K-1 K 525 K-05 |K-1 K OKZS K-0.5 | K-1
15647 | 13465+ | 12069+ | 11620+ 10913 10445 | 10158 8441+ | 8775 7566
. . 121031 | 11267 9947+ 9429+ 8324+ 6837
A B c c c
1 | Benzoic acid ;;713 5\38,7 2072,7 ié%,?) +86.182 | +18880 ::699 27880 ;_r70,8 ;;181 107C¢ d420,7 wD_Lal%Gl 8,010 ;:332 +750d
. . 8,65+ |5,44+1, (9,8+0,4 | 25,32, | 6,62+7, | 13,910 | 24,0+ 50,5¢ 5,99+2 | 13,1+ |9,5+2, |26,2+7 1,940 | 8,1+2, | 14,1+ | 16,1+
2 4-Hydroxyben20|c acid 2’48Ba 36 Bb 3Bb gBa 8Ab l58Ab 9'3 Ab %?!7 ,5 Bb 7]2 Bb OBb ,4 Ba ,6 Bb 1Bb 2,4 Bb 212 Ba
. . 36043 | 291+2, |245+12 | 20843, |232+3, |197+1, |199+7 | 17045 | 19044, | 176+1 | 160+1 | 14545, | 145+ | 12240 | 97+3, | 96,6+
3 Sallcyllc aCId O7Bb 3Ab 5Abc 5Ac 3Ba SBb GBbc ch 3Ca 9Cb 390bc 7Cc 18Da 6Db 6Dbc 42Dc
3-hydroxybenzoic acid (3- 17542 (12842, | 13149, | 154452 | 14043, |125+2 | 14646 | 116+4 | 12241 | 12347 |112,5+ | 89+24, | 9749, | 86+12 | 64+1 | 6620,
4 HBA) ,1Aa 7Aab 5Aab ’9Ab 5ABa 4’4ABab 78ABab 77ABb 5’68a ’SBab 13’88ab 7Bb 4Ca ’4Cab 974Cab GCb
5 3H-Fr)1xo)lroxyphenylacetic acid 3- | g nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
6 | Syringic acid nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Gallic acid(3,4,5-
7 trihydroxybenzoic acid) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 Protocatechuic acid (3,4- 1043, (12+1,1 |14+43,3 | 28,846, |8,9+0,8|7,3+1, | 16,6+ |18,8+ [9,1+0, (9,942, |11,8+1 | 20,6+2 | 6,4+1 | 8,96+ | 14,2+ | 18,2+
Dihydroxybenzoic acid) 7Ac Ac Ab 6ha 7AC 8AC O,lAb 179Aa 2AC 7AC ’7Ab ’2Aa Ac O’3Ac 279Ab 1Aa
Protocatechuic acid ethyl ester
9 (Ethyl 3,4-Dihydroxybenzoate) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
1| 3,4-dihydroxybenzaldehyde
0| (Protocatechuic aldehyde) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
1| 2,4-dihydroxybenzoic acid 467+1 | 448+20 | 41347, | 407,04 |356,6+ |364,5+ |375+7 |347,7 |373+3 | 321+2 | 31742 | 300+3 | 282+ |301+0 | 274+ iz,Ggic
1 (beta-ResorcyIicacid) 3,6Aa ,2Aab OAab il,GAb 75’18a 26’3Bab ,OBab 17,7Bb 6)28&1 ’gBab 3’]_Bab 4198b 8’50a ’3Cab 4’1Cab b ’
; Vanillic acid nd |nd nd nd nd nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd |nd
1 :;(']‘rg‘)’(ing"ca"id((“' 296+1 | 94495, |39,446 |81+19, |300+0, | 200+1 | 137+4 |334+6 |218+1 |91+0, |107+0, | 67425 |24+2 |45+1, |56+4 | 23,3+
9" b b b b b b b b b b b
3 methoxyphenylacetic acid) 138a 7Ba B gBa 8Aa 69Aa OA 6’2Aa 038a GBa 7B Ba 1’3Ba 28a 6,7Bb 0,1Ba
411 Vanillin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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1. gln 7.gun 14. gin 21. gun
Fenolikler K 5(25 K-05 [K-1 K | K-0,25 | K-0,5 K-1 K | K-0,25 | K-0,5 K-1 K|K-0,25 |K-05 [K-1

1 S n n n n

5 Gentisic acid d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd Nd nd
1 | 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid(DOPAC, n n n n

6 | Homoprotocatechuic acid) d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
% trans Cinnamic acid 8 nd nd nd 8 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
é coumaric acid (trans-3-Hydroxycinnamic acid) g nd nd nd g nd nd nd g nd nd nd 3 nd nd nd
1 L n | 1442, |31+1, | 4746, |n [17+0,9 |31,#1,2 [86+6,3 |n |17+7,6 |38,7+13,5|76+7,8 |n |22+2,0 |40+12, |807,
9 Caffeic acid d | 18¢ 4Bb 3Ba d | ABe ABb ABa d | ABc ABb ABa d | 38 5Ab 1Aa
g Caffeic acid phenhyl ester (CAPE) 8 nd nd nd 8 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
2 N n n n n

1 Ferulic acid d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
2 N . n n n n

5 Sinapic acid d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
2 Chlorogenic acid N1 nd nd nd N1 nd nd nd Nl hd nd nd N hd nd nd
3 g d d d d

2 - . n n n n

4 Quinic acid d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
g 3-(4-Hydroxyphenyl) propionic acid 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
g a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 8 nd nd nd 8 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
% Catechin (Cianidanol)-p 8 nd nd nd 8 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
2 . . n n n n

8 Epigallocatechin d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
S Epigallocatechin gallate 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
3 | Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4- N hd nd nd N nd nd N hd nd nd N nd nd
0 | one) d d d d
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1. glin 7. gln 14. giin 21. gun
Fenolikler K| K-0,25 |K-0,5 K-1 K OKZS K-0,5 |K-1 K OKZS K-0,5 |K-1 K|K-0,25 |K-0,5 K-1
3 | Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)- | n 13,9+0,3 | n 5,6+0,7 |n 1,94£0,00 | n 7,9+0,9
1 | 4H-chromen-4-one) d nd nd 9 Aa d nd nd 3ABa d nd nd Ba d nd nd 4ABa
3 | Acacetin (5,7-Dihydroxy-2-(4-methoxyphenyl)- | n n n n
2 | 4H-chromen-4-one) d nd nd nd d nd nd nd q nd nd nd d nd nd nd
g Rhoifolin ( Apigenin 7-O- neohesperidoside) 3 nd nd nd 3 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
3 \Jinam: n n n n
4 Vicenin 2 d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
3 - . n n n n
5 Apigenin 7-glucuronide d nd nd nd d nd nd nd q nd nd nd d nd nd nd
2 Apigenin 7-glucoside 3 nd nd nd 3 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
3 | Genkwanin(4’,5-Dihydroxy-7-metthoxyflavone, |n n n n
7 | Apigenin 7-0-methyl ether) d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
g Apiin (Apigenin-7-(2-O-apiosylglucoside) 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
g Vitexin (Apigenin 8-C-glucoside) 3 nd nd nd 3 nd nd nd 2 nd nd nd 3 nd nd nd
4 . n n n n
0 Schaftoside d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
4 . n n n n
1 Rutin hydrate M-OH2 d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
4 . n | 1006+31 | 1942+41 | 3474+18 | n | 992+4 | 1857+4 | 3348,+3 | n | 916+0 | 1701+2 | 3118,+1 |n | 995+31 | 1790+37 | 3285+2
2 Luteolin d ,OlAc ’98Ab 9,1Aa d ’5Ac 2’9Ab 319Aa d ’ch 8,8Bb 02,GBa d Y5ABc Y3ABb 814ABa
4 Luteolin_—?-O-qucuronide (Luteolin-7-O-p-D- N nd nd N nd nd N g nd nd N g nd nd
3 | glucuronide) d d d d
A A
i Diosmetin (Luteolin 4'-methyl ether) 3 nd §é4b¢2,18 ,33;—' 1,96 3 nd é{,Sﬂ’g ZggSiO‘ 8 nd nd EE 0,8 3 nd 25910‘32 ?110,4
4 N n n n n
5 Orientin d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
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1. gun 7.gln 14. glin 21. glin
. K- K- K-

Fenolikler K 0.25 K-0,5 [K-1 |K 0.25 K-0,5 |K-1 K 0.25 K-05 |K-1 K|K-0,25 |K-0,5 |K-1
g Isoorientin nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd Nd nd
;‘ Luteoloside (Luteolin 7-glucoside) nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
4 . L 36312 | 619+1 |1147+ 253+ |532+3 |984+3 |n|281+1 |512+1 |1002+ |n|288+2 |532+3, |972+7
8 Luteolin 7-rutinoside nd 5,9Ac 7'8Ab 97Aa nd 3,GBC 7Bb 5,1Ba d ,4Bc 9,4Bb 9,58a d 1,4Bc 5E5b lgBal
4| Galangin (3,5,7-Trihydroxy-2-phenyl- n n
9 | 4H-chromen-4-one) nd nd nd nd nd nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
5 . 84+0, | 130,+ |168+7, | 23446 | 74+0 | 112+ |146,+0 |200+1 |n |99+1, | 13342, | 17541, |n | 11144, | 14744, | 20412
0 Quercetm 84Ad 4,04Ac 4Ab ,4Aa 'GABd 1'3ABC ,ZABb 2,9ABa d 3Bc 1Bb 7Ba d 1Bc ng l:I_Bal
51 ; . . . 30+1, |66+4,6 |134+4 1840, |59+4,5 |12242, |n|18+11 | 4648,6 | 11241, | n|2346,2 | 54+7,1 | 109+0
1 Isoquercitrin (Quercetin 3-glucoside) | nd 5AC Ab 78 nd gABe | ABD oABa d | gee Bb 78a d e Bb 182
5 Nar(?lssm (Narcissoside, Isorhamnetin nd nd nd nd nd nd nd nd N nd nd nd " d nd nd
2 | 3-rutinoside) d d
g Quercetin 3-rutinoside 7-glucoside nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
5 | Isorhamnetin (Quercetin 3’-methyl nd 3,42+ |19,23+ | 47,8+ nd 2,0+0 (17,240 | 46,53+ |n|1,32+ | 13,89+ | 43,11+ |n|2,92+0 | 19,48+ | 46,3+
4 | ether) 0,874° | 1,467° | 3,27 ,047¢ | 167° | 0,562”% |d|0,28% |0,24% |0,8182 |d|,37*¢ |0,98"" |1,46"
g Kaempferol nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
2 Afzelin (Kaempferol 3-rhamnoside) nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
57_’ Kaempferide nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
g Kaempferitrin nd nd nd nd nd nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
5 | Nicotiflorin (Kaempferol 3-rutinoside, n n
9 | Kaempferol 3-O-B —rutinoside) nd nd nd nd nd nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
6 . . 51+4, | 11843, | 23642 43,8+ | 105,8+ | 23148, |n |28+12 | 10743, | 23741, |n | 28,548 | 10443, | 198+2
0 Astragalin (Kaempferol 3-glucoside) nd o 2R 0,3% nd 16% |103% |3m d| 17 gAb 5Aa d| 28 gBb 58
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1. gun 7.9un 14. glin 21. gln

Fenolikler K|K-0.25 [K-0.5 |K-1 K OKZS K-0,5 |K-1 K|K-0,25 |K-0,5 |K-1 K|K-0,25 |K-0,5 |K-1
6| s . n n n n
1 Tiliroside q nd nd nd q nd nd nd q nd nd nd q nd nd Nd
g Leucoside (Kaempferol 3-sambubioside) g nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
6 Mvricetin n | 434+0,2 | 494+1, | 57941, |n |413+1 | 471416 | 54740, |n |406+40, | 44840, |514+2, |n |39045, |427+0, | 48616,
3 ! d 9Ac 4Ab 7Aa d ,gABc ,7ABb 8ABa d GBCc 4BCb 8BCa d 9Cc 5Cb 2Ca
6| . .. n| 17,30, 17,18+ |n n n
4 Fisetin hydrate d | 197 nd 003 |d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
6 A n n n n
5 Naringin q nd nd nd q nd nd nd q nd nd nd q nd nd nd
g Naringenin 3 nd nd 18}\3?4’ 3 nd nd gégAA;iO’ 3 nd nd nd 3 nd nd nd
? e?ﬁlgsranetm (Naringenin 7-O-methyl 8 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
6 | Narirutin (Narirutinsa, Naringenin n n n n
8 | rutinoside) q nd nd nd q nd nd nd q nd nd nd q nd nd nd
6 | Eriodictyol (3,4,5,7- n | 3894+1 | 6897+2 | 11489+ | n | 3295+ | 646416 | 10666+ | n | 3227+4 | 5826+ | 10261+ |n |3252+2 | 5592+ | 9908+2
9 | Tetrahydroxyflavanone) d 24,9 |64 |145% |d|15% |7,9%° 3357 |d|[3,8% |148%° |124% |d|0,5°° |135%° |14%
(7) Liquiritigenin g nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
7 Liquir_itin (4',7-Dihydroxyflavanone 4'- |n nd nd nd N nd nd N d nd nd " d nd nd
1 | glucoside) d d d d
7 | Genistein (5,7-Dihydroxy-3-(4- n n n n
2 | hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
7 S n n n n
3 Daidzin d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd
Z Formononetin (Neochanin) 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd 3 nd nd nd
7 | Kuromanine (Cyanidin 3-glucoside n n n n
5 | chloride) d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd d nd nd nd




Tablo 4.13. devam ediyor
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1. gun 7.9un 14. gin 21. gin
Fenolikler K K-0,25 |K-0,5 K-1 K K-0,25 |K-0,5 |K-1 K 525 K-0,5 |K-1 K OKZS K-0,5 K-1
7 . 25,5548 | 17,58+2 | 16,34+2 12,841, | 12,940, |13,50,
6 ellagic acid 100 1140 g74a nd 1378 | Q7ABa | gABa nd nd nd nd nd nd nd nd Nd
; Esculin hydrate | nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
; Phloridzin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
A
Z) Rosmarinic acid 225210’ }510’3 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
g Glabridin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
? Arbutin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
g emodin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
g Etoposide nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
8 Doxorublt_:ln nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
4 | Hydrchloride
g ethylgallate nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
TOPLAM 17087+ |20419,+ | 23306,9 | 30059,9 | 13081+ | 17328+ |21467+ (27252 |11399 | 15849 | 18921 |24671 |9342+ (13979 | 16751.6 |22672
872 535 1749 1840 370 69 820 1669 |+33 |+45 |+169 [+766 |326 |#47 |8+571 171
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Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0,25: 9%0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni
ilaveli, K-1: %]1 ar1 poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym satirdaki farkli biiylik harflerle
gosterilen degerler arasindaki farklilik 6nemlidir. (p<0,05) a,b,c,d: Ayni satirdaki farkli
kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik Snemlidir ( p<0,05).* Ayni
satirdaki bliylik harfler giinler arasindaki, kiigiik harfler ise O6rnekler arasindaki farki

gostermektedir.
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Sekil 4.14. Kefir drneklerinin depolama siiresi boyunca fenolik madde igerigi

Fenolik bilesikler kefirin antioksidan aktivitesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Calismalar, kefirin fermantasyon siirecinin fenolik bilesiklerde artisa yol acarak
antioksidan ozelliklerin artmasina katkida bulundugunu gostermistir (Farag vd., 2020b).
Soya ve inek siitlinden yapilanlar gibi farkli kefir tiirleri, farkli seviyelerde antioksidan
aktivite sergiler ve fenolik bilesikler bu farkliliga katkida bulunan temel faktorler olarak
tamimlanir (Talib vd., 2019). Kefirdeki fenolik bilesiklerin varligi, bu bilesikler anti-
enflamatuvar ve antioksidan etkiler de dahil olmak {iizere gesitli biyoaktif 6zelliklerle
baglantili oldugundan, saglik yararlari igin esastir (Vieira vd., 2021). Ayrica, kefirin
fermantasyonunun fenolik bilesiklerin iiretimini artirdigit ve bdylece antioksidan

kapasitesini gelistirdigi bulunmustur (Bensmira ve Jiang, 2015). Calismalar ayrica, kefire
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bal ve ucucu yaglar gibi belirli bilesenlerin eklenmesinin, nihai iiriiniin toplam fenolik
icerigini ve antioksidan aktivitesini daha da artirabilecegini vurgulamistir (Perna vd.,
2019). Ayrica, kefir fermantasyonunun kompleks substratlardan fenolik bilesikleri serbest

birakarak antioksidan aktivitede artisa yol agtig1 gosterilmistir (Ankolekar vd., 2012).

Genel olarak, kefirin fermantasyon yoluyla fenolik bilesiklerle zenginlestirilmesi ve
biyoaktif bilesenlerin eklenmesi, antioksidan 6zelliklerini 6nemli Ol¢iide artirabilir ve bu
da onu potansiyel saglik yararlar1 olan degerli bir fonksiyonel gida haline getirebilir. Bu
caligmada, kefirin fenolik bilesenlerle zenginlestirilmesi i¢in, kefire ar1 poleni ekstrakti
ilave edilmistir. LC-MS MS cihaz1 ile yapilan fenolik bilesen tayini sonucu kefir
orneklerinde toplam 22 adet fenolik bilesen tespit edilmistir. Ar1 poleni ekstrakti ilave
edilen kefirlerin fenolik icerigi, bu sayede artirilmistir. Ar1 poleninin flavanoid igerigi
yiiksek oldugu i¢in, ar1 poleni ilaveli kefir 6rneklerinde, ar1 poleni icermeyen kontrolde

bulunmayan, flavanoidler (isorhamnetin, isokuersitrin, luteolin, eridiktiyol) saptanmuistir.

Gunenc vd., (2017), tarafindan yapilan ¢aligmada, filizlenmis ve filizlenmemis mercimek
ile zenginlestirilmis kefir 6rneklerinde, katesin, protokatesik asit, siringik asit, pirogalol
belirlenmistir. Rutin ¢imlenmis mercimek katkili kefir 6rneginde saptanmis olup, bunun

aksine bu ¢alismada ar1 poleni katkili kefir 6rneklerinde rutin saptanmamustir.

Taheur vd., (2023), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Opuntia dillenii meyve tozu ile
zenginlestirilmis kefir 6rneginin LC-ESI-MS ile yapilan fenolik bilesen tayininde, en fazla
luteolin, protokatesik asit, quersetrin, quersetin bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise kefir

Orneklerinde en yiiksek oranlarda sirasi ile benzoik asit, eridiktiyol, luteolin bulunmustur.

4.6. Kefirlerin Mikrobiyolojik Degerlendirmeleri

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ekstrakti ile hazirlanan ve ar1 poleni ekstrakti
icermeyen kefir drneklerinin 1., 7., 14. ve 21. ginlerde toplam mezofilik aerobik bakteri,
toplam, laktobasil sayimi, toplam laktokok sayimi, asetik asit bakteri sayimi ve toplam kiif
ve maya analizleri mikrobiyolojik analizler olarak yapilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak
verilmistir (Tablo 4.13, 14, 15, 16).
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Sekerli Brezilya kefirinin fermantasyonu sirasinda mikrobiyal topluluklar ve kimyasal
degisikliklerin arastirildigi calismada 24 saat fermentasyon siiresinin sonunda toplam
mezofilik aerobik bakteri sayist 8,21 + 0,12 log kob/mL olarak saptanmis bu deger
calismamizdaki deger araligi ile uyumlu bulunmustur (Magalhées vd., 2010).

Yeni gelistirilen kahve aromali kefirin fizikokimyasal, reolojik, mikrobiyolojik ve duyusal
ozelliklerine etkisinin aragtirilmis 6rneklerin toplam mezofilik aerobik bakteri say1s18,66-
9,24 log kob/mLaraliginda bulunmustur. Bu degerler ¢alismamiz kapsaminda incelenen ar1
poleni ekstrakti katkili kefir 6rneklerinde saptanan 7,60-9,27 log kob/mL deger araliginin
icerisinde yer almaktadir (Vimercati vd., 2020).

Italyan sulla bali ve biberiye esansiyel yagi ile giiclendirilmis kefir orneklerinin
antioksidan ve fenolik igeriklerinin incelendigi bir ¢aligma kapsaminda kefir 6rneklerinde
yapilan laktobasil sayilarinda depolama boyunca 1., 9. ve 15. giinlerde istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmedigi bulunmustur. Yapilan calismada laktobasil sayilar1 9,62-
10,41 log kob/mL araliginda bulunmus olup bu degerlerin ¢aligmamiz kapsaminda tespit
ettigimiz araliktan (8,15-9.99 log kob/mL) daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Perna vd.,
2019).

Inek, kegi ve koyun siitiinden deproteine edilmis peynir alt1 suyu ve karsilik gelen hayvan
tirlerinin pastorize siitii ile elde edilen kefir drneklerinin kalitesindeki degisikliklerin
aragtirildigt bir ¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismada 20, 25 ve 30 °C olmak iizere farkl
sicakliklarda tiretilen kefirlerin 24 saat inkiibasyon sonucunda toplam laktobasil sayilari
hesaplanmig olup biitiin 6rnekler degerlendirildiginde bu degerin 4,20-8,08 log kob/mL
olarak genis bir aralikta degistigi saptanmistir. Bu araligin ¢aligmamizda inceledigimiz ari

polen ekstraktli kefir Orneklerimizin biitiiniinden daha diisiik oldugu goriilmektedir

(Settanni vd., 2020).

Yapilan bir ¢alismada, %0.2 kefir tanesi kullanilarak 20°-22°C’de 20 saat fermantasyonla
Norveg kefirleri tretilmis olup 8 log kob/mLLactobacillus igerdigi saptanmistir
(Grannevik vd., 2011). Diger yandan, baska bir arastirmada DVI liyofilize kefir kiiltiirii
kullanilarak tiretilen kefirlerin 8,6 log kob/mL aerobik Lactobacillus spp. igerdigi

saptanmistir (Wszolek vd., 2001). Norveg kefirlerinin laktobasil degerinin tez ¢alismamiz
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kapsaminda inceledigimiz biitlin ar1 poleni ekstrakthi kefir 6rneklerinin toplam laktobasil

say1s1 degerinden daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Farkl tatlarda kefir elde etmek amaciyla %10 miirdiim erigi marmelati ve %7,5 pekmez
ilave edildigi bir calismada, depolamanin 1. giiniinde kontrol, erik marmelat1 ve pekmez
ilaveli kefir drneklerinin Lactobacillus spp. igeriginin, sirasiyla, 8,99, 9,35 ve 9,11 log
kob/mL oldugu bulunmustur olup 14. giinde tim kefir Orneklerinde 1 log
kob/mLdiizeyinde bir azalma oldugu bildirilmistir (Tas vd., 2014). Bu kefir 6rneklerinin 1.
giin degerlerinin ¢alismamiz kapsaminda arastirilan ar1 poleni ekstraktl kefir 6rneklerinin

toplam laktobasil sayis1 (8,15-9,99 log kob/mL) araliginda oldugu saptanmustir.

Sekerli Brezilya kefirinin fermantasyonu sirasinda mikrobiyal topluluklar ve kimyasal
degisikliklerin arastirildigi ¢alismada 24 saat fermentasyon siiresinin sonunda toplam
laktobasil sayis1 8,32 + 0,04 log kob/mL olarak saptanmis bu deger ¢calismamizdaki deger
araligi ile uyumlu bulunmustur (Magalhdes vd., 2010).

Bursa ilindeki farkli perakende satis yerlerinden satin alinan 50 adet kefir 6rneginin
mikrobiyolojik  kalitesini ve bazi kimyasal Ozelliklerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen bir ¢aligmada ortalama laktobasil sayis1 7,56 log kob/mLolarak bulunmus
olup bu degerin ¢alismamiz kapsaminda incelenen kefir 6rneklerinde belirlenen laktobasil

sayist deger araligindan diistik oldugu gortilmiistiir (Cetinkaya ve Elal Mus, 2012)

Yeni gelistirilen kahve aromal1 kefirin fizikokimyasal, reolojik, mikrobiyolojik ve duyusal
ozelliklerine etkisinin arastirilmig Orneklerin laktobasil sayist 7,30 ile 8,13 log
kob/mLaraliginda bulunmustur. Bu degerler ¢alismamiz kapsaminda incelenen ar1 poleni
ekstrakt1 katkili kefir 6rneklerinde saptanan 8,15-9,99 log kob/mLdeger araliginin altinda
yer almaktadir (Vimercati vd., 2020).

Mikrobiyal sayimlar, organik asitler, ugucu bilesikler ve duyusal ozellikler {izerine
oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin kefir izerindeki etkileri bir ¢aligmada arastirilmis ve
1, 10 ve 21 giinliik siireglerde laktobasil sayimi yapilmistir. Toplam laktobasil sayisi tim

orneklerde 4,52-7,54 log kob/mL araliginda bulunmus olup bu sonuglar proje kapsaminda
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incelenen ar1 poleni ekstrakti katkili kefir 6rneklerinde tespit edilen (8,15-9,99 log cfu/mL)
araligin altindadir (Bulat ve Topcu, 2021).

Depolama sirasinda kefirin mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerinin
incelendigi bir ¢alismada kefir 6rneklerinde 8 log kob/mLlaktokok sayilmis olup bu deger
raf omri de dahil olmak (izere proje kapsaminda degerlendirilen kefir Grneklerinin

biitiiniinden daha diisiik oldugu goriilmektedir (Irigoyen vd., 2005).

Sekerli Brezilya kefirinin fermantasyonu sirasinda mikrobiyal topluluklar ve kimyasal
degisikliklerin arastirildigi ¢alismada 24 saat fermentasyon siiresinin sonunda toplam
laktokok sayis1 8,41 + 0,08 log kob/mL olarak saptanmis bu deger ¢alismamizdaki deger
araligi ile uyumlu bulunmustur (Magalhdes vd., 2010).

Bursa ilindeki farkli perakende satis yerlerinden satin alinan 50 adet kefir 6rneginin
mikrobiyolojik  kalitesini ve bazi kimyasal Ozelliklerini belirlemek amaciyla
gergeklestirilen bir ¢aligmada ortalama laktokok sayist 8,25 log kob/mLolarak bulunmus
olup bu degerin ¢alismamiz kapsaminda incelenen kefir 6rneklerinde belirlenen laktokok

say1s1 deger araligi ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Cetinkaya ve Elal Mus, 2012).

Mikrobiyal sayimlar, organik asitler, ugucu bilesikler ve duyusal ozellikler {izerine
oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin kefir tizerindeki etkileri bir ¢aligmada arastirilmis ve
I, 10 ve 21 giinliik siireclerde laktokok sayimi yapilmistir. Toplam laktokok sayist tim
orneklerde 4,56-9,36 log kob/mL araliginda bulunmus olup bu sonuglar proje kapsaminda
incelenen ar1 poleni ekstrakti katkili kefir 6rneklerinde tespit edilen (8,15-9,96 log cfu/mL)
aralik ile uyumlu sonuglar olup bazi sonuglar tespit edilen degerlerin olduk¢a altindadir

(Bulat ve Topcu, 2021).

Asetik asit sayis1 araligr 7,9-9,9 log kob/mLolarak bulunmus bu deger araliginin (Irigoyen
vd., 2005) buldugu 6 log kob/mLdegerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yeni
gelistirilen kahve aromali kefirin fizikokimyasal, reolojik, mikrobiyolojik ve duyusal
ozelliklerine etkisinin arastirilmis Orneklerin asetik asit bakteri sayisi 8,19-9,16 log

kob/mLaraliginda bulunmustur. Bu degerler ¢aligmamiz kapsaminda incelenen ar1 poleni
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ekstrakti katkili kefir Orneklerinde saptanan 7,93-9,89 log kob/mLdeger araliginin

icerisinde yer almaktadir (Vimercati et al., 2020).

4.6.1. Kefir Orneklerinde Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayim

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ekstrakti ile hazirlanan ve ar1 poleni ekstrakti
icermeyen kefir 6rneklerinin 1., 7., 14. ve 21. glnlerde toplam mezofilik aerobik bakteri

say1s1 degisimini igeren sonuglar (log kob/mL) Tablo 4.14’de verilmistir.

Tablo 4.14. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayist degisimi

Depolama Sureci

Ornekler* 1. gun 7.gun 14. giin 21. giin
Kontrol 9,27+0,02" 8,13+0,017 8,16+0,014 7,90+0,03%°
K-0.25 9,20+0,0152 8,11+0,017° 8,10+0,01B° 7,81+0,028¢
K-0.5 9,14+0,02¢2 8,12+0,014° 8,09+0,0280 7,74+0,02¢°
K-1 9,1+0,01202 8,05+0,018° 8,09+0,038° 7,6+0,01°°

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0.25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiikk harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b,c: Aym satirdaki farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir ( p<0,05). Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.

Toplam mezofilik aerobik bakteri sayilarmin 1. giine kiyasla 7., 14. ve 21. giinlerde
azaldig1 gorilmistiir. En yiiksek bakteri sayisi 1. giin K 6rneginde (9,27 log kob/mL)
bulunurken, en diisiik bakteri sayist ise 21. giin K-1 kefir drneginde (7,60 log kob/mL)
sayllmistir. 21 giinliik siire¢ boyunca yapilan toplam mezofilik aerobik bakteri sayiminda
artan ar1 poleni ekstrakti konsantrasyonu ile kefir 6rneklerinin mezofilik aerobik bakterileri
sayilarmin azaldigi bulunmustur. Istatistiksel analiz sonucu p<0,05 olarak tespit edilmis
olup artan ar1 poleni konsantrasyonunun kefirlerin mezofilik aerobik bakteri sayisini
onemli Ol¢iide azalttigi sOylenebilmektedir. Ayn1 zamanda elde edilen verilerde p<0,05
olup depolama gunleri boyunca 1., 7., 14 ve 21. giinlerde kefir 6rneklerinde gortlen toplam

mezofilik aerobik bakteri sayis1 azalisinin 6nemli oldugu belirlenmistir.
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4.6.2. Toplam Maya ve Kiif Sayim

Kefir orneklerinin toplam kiif maya sayisini belirlemek i¢in Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol (YGC) agar kullanilmistir. Orneklerin  hicbirinde kiif maya

belirlenmemistir.

4.6.3. Kefir Orneklerinde Laktobasil Sayim

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ekstrakti ile hazirlanan ve ar1 poleni ekstrakti
icermeyen kefir 6rneklerinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerde toplam laktobasil sayimi1 degisimini

iceren sonuclar (log kob/mL) Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. Kefir 6rneklerinde toplam laktobasil sayimi

Depolama Siireci

Ornekler* 1. giin 7.gln 14. giin 21. gun

Kontrol 9,30+0,0°P 9,6+0,0°? 9,04+0,03%¢ 8,15+0,01¢d
K-0.25 9,400,085 9,6+0,0% 9,12+0,035¢ 8,34+0,01A
K-0.5 9,5+0,0"° 9,8+0,0152 9,25620,024° 8,32+0,02A
K-1 9,4+0,0A8P 10,0+0,01A2 9,32+0,02/¢ 8,25+0,02B¢

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0,25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b,c: Aym satirdaki farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
o6nemlidir ( p<0,05). Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.

Kefir orneklerinin laktobasil sayilar1 7. giin analizinde en yiiksek sayida bulunurken 14.
giin analizleri ile birlikte laktobasil sayisinda azalma goriilmiistiir. Incelenen 6rnekler
arasinda en yiiksek laktobasil sayist 7. giin K-1 kefir 6rneginde (9,99 log kob/mL)
bulunmustur. En diisiik laktobasil sayisi ise 21. giin K kefir 6rneginde (8,15 log kob/mL)
saptanmistir. Raf omrii siliresince yapilan laktobasil sayim analizlerinde artan ar1 poleni
ekstrakti konsantrasyonu ile birlikte laktobasil sayisinin da arttig tespit edilmistir. 1., 7.,
14. ve 21. giinlerde yapilan sayimlarda en diisiik laktobasil sayis1 kontrol 6rneklerinde
bulunurken, en yiiksek laktobasil sayisi K-1 Orneklerinde oldugu goriilmiistiir. Bu

sonuglara dayanarak bakildiginda kefirlerin laktobasiller yoniinden zenginlestirilmesinde
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ar1 poleni ekstrakt: ilavesinin etkin oldugu diisiiniilmektedir. Istatistiksel verilerle p<0,05
olup ar1 poleni ekstrakti katkili kefir 6rneklerinin artan ar1 poleni ekstrakti ile birlikte
laktobasillerin artisinin 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica kefir 6rneklerinde toplam
laktobasil sayisinin depolama siiresi boyunca bu veriler sonucunda p<0,05 olarak
bulunmus olup istatistiksel veriler 7. giine kadar olan artiginin ve 14. giinden sonra goriilen

azalisin 6nemli oldugunu gdstermektedir.

4.6.4. Kefir Orneklerinde Laktokok Sayim

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ekstrakti ile hazirlanan ve ar1 poleni ekstrakti
icermeyen kefir 6rneklerinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerde toplam laktokok sayimi degisimini

iceren sonuclar (log kob/mL) Tablo 4.16te verilmistir.

Tablo 4.16. Kefir 6rneklerinin laktokok sayimi analiz sonuglari

Depolama Siireci

Ornekler* 1. giin 7. gln 14. gin 21. gun
Kontrol ~ 9,13+0,00°° 9,6+0,03°2 8,9+0,03"° 8,15+0,01¢d
K-0,25 9,240,01¢° 9,740,03% 9,14+0,02¢° 8,3+0,017¢
K-0,5 9,340,020 9,9+0,023B2 9,240,015° 8,30,02/¢
K-1 9,34+0,007° 10,0+0,0342 9,340,007 8,3+0,028¢

*Kontrol: %0 ar1 poleni ilaveli, K-0,25: %0,25 ar1 poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ar1 poleni ilaveli, K-1: %1 ar1
poleni ilaveli. A, B, C,D: Aym siitundaki farkli biiyiik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik
onemlidir. (p<0,05) a,b,c: Aym satirdaki farkli kiiciik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
o6nemlidir ( p<0,05). Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.

Toplam laktokok sayis1 degisimi 7. giinde yapilan analizlerde en yiliksek sayida bulunmusg
olup 14. giin analizleri ile birlikte azalis gdstermistir. Incelenen ornekler arasinda en
yuksek laktokok sayist 7. giin K-1 6rneginde 10,0 log kob/mL, en diisiik laktokok sayisi
21. giin K 6rneginde 8,15 log kob/mL olarak bulunmustur. Raf dmrii siiresince yapilan
laktokok sayim analizlerinde artan ar1 poleni ekstrakti konsantrasyonu ile birlikte laktobasil
sayisinin da arttig1 tespit edilmistir. 1., 7., ve 14. giinlerde yapilan sayimlarda en diisiik
laktobasil sayis1 K orneklerinde bulunurken, en yiiksek laktokok sayisi K-1 drneklerinde
oldugu goriilmiistiir. Artan ar1 poleni konsantrasyonunun kefir 6rneklerinde laktokok sayisi

iizerinde etkisi istatistiksel verilerle p<0,05 olarak bulunarak sonucun 6nemli oldugu
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saptanmistir. Ayn1 zamanda elde edilen veriler depolama siiresince kefir Orneklerinin
laktokok sayilarinin 7. giin analizlerinde artisinin ve 14. giin analizleri ile birlikte azaliginin

onemli oldugu sonucu p<0,05 olarak hesaplanarak belirlenmistir.

4.6.5. Kefir Orneklerinde Asetik Asit Bakteri Sayim

Farkli konsantrasyonlarda ar1 poleni ekstrakti ile hazirlanan ve ar1 poleni ekstrakti
icermeyen kefir 6rneklerinin 1., 7., 14. ve 21. giinlerde asetik asit bakteri sayimi degisimini

iceren sonuglar (log kob/mL) Tablo 4.17°da verilmistir.

Tablo 4.17. Kefir 6rneklerinin asetik asit bakteri sayimi degisimi

Depolama Siireci

Ornekler* 1. giin 7. gln 14. gin 21. gun
Kontrol  8,4+0,045° 8,8+0,07¢° 9,6+0,03% 7,9+0,038d
7. Giin 8,6+0,04¢¢ 9,2+0,015P 9,840,018 8,02+0,01A
14. Giin  8,9+0,01B¢ 9,3+0,02ABb 9,8+0,03ABa 8,06+0,01A
21.gin  9,0+0,02”° 9,3+0,015° 9,9+0,0242 8,08+0,01A

*Kontrol: %0 ari poleni ilaveli, K-0,25: %0,25 ari poleni ilaveli, K-0.50: %0,5 ari poleni ilaveli, K-1:
%1 ari poleni ilaveli. A, B, C,D: Ayni sGtundaki farkli blyuk harflerle gésterilen degerler arasindaki
farklihk 6nemlidir. (p<0,05) a,b,c: Ayni satirdaki farkli kicuk harflerle goésterilen ortalamalar
arasindaki farklilik dnemlidir ( p<0,05). Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir.

Sonuglar incelendiginde kefir orneklerinin asetik asit sayis1 14. giine kadar artan polen
ekstrakti konsantrasyonu ile birlikte artis gostermistir. 21. giinde ise asetik asit sayisinin
azaldig1 saptanmustir. Incelenen drnekler arasinda en yiiksek asetik asit sayis1 14. giin K-1
orneginde 9,89 log kob/mL olarak bulunmus olup en diisiik asetik asit sayis1 21. giin K
orneginde 7,93 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Raf 6mrii siiresince yapilan asetik asit
sayim analizlerinde artan ar1 poleni ekstrakti konsantrasyonu ile birlikte asetik asit
sayisinin da arttig1 tespit edilmistir. 1., 7., 14. ve 21. gilinlerde yapilan sayimlarda
konsantrasyonlar kiyaslandiginda en diisiik asetik asit sayis1 K 6rneklerinde bulunurken, en
yiiksek asetik asit sayis1 K-1 orneklerinde oldugu goriilmiistiir. Asetik asit bakteri sayisi
kapsaminda yapilan istatistiki analiz sonucunda artan ar1 poleni ekstrakti

konsantrasyonunun etkisinin 6nemli oldugu p<0,05 olarak hesaplanarak bulunmustur.
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Depolama siiresinin etkisi degerlendirildiginde asetik asit bakteri sayismin 14. giin
analizleri ile artisinin ve 21. giin analizi ile birlikte azalisinin 6nemli oldugu sonucuna

ulagilmistir (p<0,05).



5. SONUC VE ONERILER

Art poleninin kimyasal kompozisyonu ve antioksidan igerigi bitkisel kaynagina bagh
olarak degismektedir. Calismada kullamilan ar1 poleni baskin olarak Verbascum sp. ve
Hypericum sp. bitkilerine ait bifloral bir polendir. Farkli botanik kaynaga ait ar1 polenleri

ile de ayn1 calismanin tekrarlanabilecegi onerilmektedir.

Arn poleni ilavesi, kefir 6rneklerinin fizikokimyasal 6zelliklerinde degisim gdstermistir.
Arn1 poleni ilave edilen kefirlerin, toplam kuru madde, protein ve yag igerigi, kiil miktari,
titrasyon asitligi artmistir. Panelistler tarafindan en ¢ok begenilen 6rnek %0,25 oraninda

ar1 poleni ilaveli kefir olmugtur.

Kefir orneklerine eklenen ar1 poleni ekstrakti konsantrasyonu arttik¢a, kefir 6rneklerinin
antioksidan igerigi de artmaktadir. Toplam Fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesi en
yiuksek K-1 no’lu 6rnegin 7. depolama giiniinde belirlenmistir. Gerek kefirin tadini
tyilestirerek kefirin tiiketimini kolaylastirmasi, gerekse de yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip olmasi nedeniyle, %0,25 ar1 poleni ilavesi 6nerilmektedir.

Bu calisma sonuglarina gore, kefir 6rneklerinde raf d6mrii boyunca meydana gelebilecek
mikrobiyolojik ve kimyasal bozulmalarin ar1 poleni ekstrakti ile onlenebilecegi yada
azaltilabilecegi sonucuna varilmistir. Bu tez calismasinda ar1 poleni ekstrakti ile
zenginlestirilmis zengin fenolik bilesenler, yiiksek probiyotik igeren ve antioksidan
icerigi yuksek fonksiyonel bir gida basari ile gelistirilmistir. Ayn1 zamanda ar1 poleni
ekstrakti ilave edilmis kefirin raf omrii lizerine olumlu etkilerinin oldugu sonucuna
varilmistir. Bu tez calismasiin diger ar1 liriinleri ile zenginlestirilmis ¢alismalara referans

olabilecek bir ¢alisma oldugu diisiiniilmektedir.
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111-)2 4-dihydrosxybenzoic acid (bets-Resorcylic acid)
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113-}Homowvanillic acid{{4-Hydroxy-3-methoxyphenylacetic acid)
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114-anillin
¥ = 7.447e8X + 2.045e7; R*2: 0.997Z; Orngin: lgnore; W- Egual Area
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118-)3 4-Dihydroeqyphenylacetic acid{DOPAC. Homoprotocatechuic acid)
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117-prans Cinnamic acid

¥ =2 226X + 1.113eT; R*2: 0.9908; Ongin: lgnore; VW: Equal; Ares
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120-)Caffeic acid phenhyl ester (CAPE
¥ =2.0722TX + 6.2371e7; R"2: 0.0043; Origi
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123-)Chlgrogenic acid
¥ = 2.738=8X - §.935e5; R*2: 09072 Origin: Ignore; W: Equal; Area

300000000
250000000

200000000

Area

150000000

100000000

50000000

872 g=g 557

7E e

05
o 20 a0 80 a0

124-JQuinic acid
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125-) 3-{4-Hydroxyphenyl} propionic acid
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Rl iec]
127) a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 400 ama sz
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Area
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131-1Chrysin {&,7-Dihydroogy-2-phenyl-4H-chromen-4-one}
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132-)Apigenin (5, 7-Dihydroxy-2-{4-hydrogypheny}-4H-chromen-4-one}
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123-)Acacetin {5, 7-Dihydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-4H-chromen-4-one)
¥ = 1.6732TX + 7.238eT; R"2: 0.9951; Origin: lgnore; W- Egualk Area
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136-) Apigenin 7-glucuronide

= 2.107=6X + 1.326e@; R™2Z: 0.8957; Origin: lgnore; W: Equal; Area
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137-) Apigenin T-glucoside
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138-)Genkwanin(4",5-Dihydroxy-T-metthoxyflavene, Apigenin T-C-methyl ether)
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138-) Apiin [Apigenin-T-[2-0-apiosylglecoside)
¥ =1.387e6X + 6.67e0; R*2: 0.0008; Origin: |gnore: W: Equal; Area
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141-}Schaftoside
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143-) Rutin hydrate M-OH2
¥ = 1.545=6x - 3.48Tef; R"2: 0.8B61; Origin: |gnore; VW: Equal; Area
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1
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150-) Lutealin 7-rutinoside
¥ = 2.089=5X - 3. 558=6; R™2Z: 0.9058; Origin: Ignore; W Equal; Area
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151-) Galangin { T-Trihydrowy-2-phenyl-4H-chromen-4-one)
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153-) [soquercitrin {Quercetin 3-glucoside)
W = 3.234268X + 2.261e8; R*2: 0.9924; Origin: lgnore; W Egualk Area
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154-) Marcissin (Marcissoside, |sorhamnetin 3-rutinoside)
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155-) Quercatin 3-rutinoside 7-glucoside
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156-) |sorhamnetin {Quercetin 3'-meathyl ether)
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158-) Afzelin (Kasmpferal 3-rhamnoside)
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160-) Kaempferde
¥ =1.81327TX + 7.054e8; R*2: 0.9972; Origin: Ignore; W: Equal Area
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183-) Astragalin (Kaempferol 3-glecoside)
¥ = 2.031=8X + 7.147ed; R*2: 0.9935; Origin: lgnore; W- Equal; Area
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154-) Tiliroside
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165-) Leucoside (Kaempferol 3-sambubioside)
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186-) Mymicatin
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157-) Fisstin hydrate
W=7 118e8X - 1.104e7; R*2: 0.0988; Origin: lgnore; W- Equal; Area
00
200000000 0a
_ 30 50
700000000 —
J 2 20
o
600000000 . 7a.] -
- SDI:ID'DI]I]I]Gt E1 EQ
E 400000000 — 50+ =1
300000000 ] “
q 2] a0
‘200000000 —
- 20 ]
100000000 o] 10lsze
o T T T T T T T T T T T 1 a =2 Ll —
il 20 40 a0 a0 100 120 B ido s
168-) Naringin
¥ = 1.649=6X + 2.378ed; R™2: 0.9912; Origin: lgnore; W Equak Area
R E]
200000000 — o 00—
] o]
] (] 0]
150000000
E 70
b £a-]
- ]
£ 100000000 0]
- -
] 2 140
50000000 =]
: 204
] 10
@ T T T T T T T T T T T ] =
o 20 40 80 30 100 120 BE  ab a5 | 4do s e He 1do | 12e




EK Tablo 1. devam ediyor

122

180-) Maringenin
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170-} Sakuranetin (Maringenin 7-2-methyl ether)
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T5-) Eriadictyol

4

etrahydroxyflavanone)

1 :
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178-) Liquiritin (4", 7-Dihydroxyflavancne 4'-glucoside)
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182-} Kuramanine [(Cyanidin 3-glucaside chloride)
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184-) Esculin hydrate
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156-) Resmarinic acid
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182-) Dexcorubicin Hydrehloride
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