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Yiiksek Lisans Tezi
Bazi Fermente Uriinlerde Triptofan Aminoasidi Yolagiyla Ilgili Metabolitlerin Tayini

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Triptofan insanlar i¢in esansiyel bir amino asittir. Normal sartlarda diyetle
triptofan aliminda azalma endojen triptofan konsantrasyonunun azalmasina neden olur.
Triptofan protein sentezine katilir, serotonin ve melatonin sentezinde baslangi¢
molekiiliidiir ve gok biiyiik bir boliimii son {iriin nikotin adenin diniikleotidin (NAD")
tiretildigi kiniirenin yolaginda kullanilir. Pek ¢ok hastalik azalan triptofan miktariyla veya
triptofanin biiyiik bir kisminin kullanildig: kiniirenin yolagi ile iliskilendirilmektedir. Bu
sebeple son yillarda ¢esitli gidalar eksojen triptofan kaynagi olarak ve/veya ndroaktif

kiniirenin yolagi metabolitleri agisindan incelenmektedir.

Ayrica triptofanin kiniirenin yolag: tizerinden yikimina olan ilgi, bu sirada olusan
metabolitlerin noroaktif ozellikli bilesikler olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
bilesiklerin 6zellikle ndrolojik temelli hastaliklarda ve bazi kanser tiirlerinde kan serum
seviyelerinin ve oranlarinin degistigi gozlemlenmistir. Son yillarda yapilan caligmalarda
kiniirenin yolaginda olusan ndroaktif metabolitlerin kan dolasimi yoluyla bagirsak ve

beyin arasindaki sinyalleri etkileyebildigi de bildirilmistir.

Fermente {irlinler mikroorganizmalarin metabolizmast sonucu olusurlar ve
fermantasyon yapabilen ¢esitli maya ve bakterilerde kiniirenin yolag: ¢caligmaktadir. Bu
tez caligmasinda fermantasyon sonucu olusan iirlinlerde bu metabolitlerin bulunabilecegi
diisiiniilmiis ve bu sebeple elma ve liztim sirkeleri, Kirklareli ve Edirne ydrelerine ait iki
farkli marka hardaliye, kombucha cayr ve bozada LC-MS/MS cihaz1 kullanilarak
triptofan, kiniirenin, kiniirenik asit, 3-hidroksikiniirenin, nikotinik asit ve nikotinamid

tayini yapilmistir. Analiz sonucunda en yiiksek triptofan diizeyleri hardaliyelerde (1798



ng/ml ve 2947 ng/ml) ve en diisiik kombuchada (5.15 ng/ml) bulunmustur. Norotoksik
etkisi olan 3-hidroksikiniirenine bes iiriinde rastlanmazken, sadece bozada (12.21 ng/ml)
tespit edilmistir. Sirke cesitleri ve kombuchada kiniirenin tespit edilmemistir, diger

metabolitler de tiim tiirtinlerde farkli miktarlarda tayin edilmistir.

Calisilan tiim fermente {irtinlerde gidalarin nitel ve nicel kalite kontrollerinde
kullanilan pH, toplam asitlik (%), yogunluk, nem ve kuru madde temel analizleri
yapilmistir ve sonuglar genel olarak ilgili yonetmelik ve literatiirle uyumludur. Fermente
iirlinlerin antioksidan aktivitesi ile ilgili olarak toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH
metodu ile radikal giderme kapasitesi incelenmistir. Kuru madde bazinda hesaplanan
toplam fenolik madde miktarlar ile serbest radikal giderme aktivitesinden hesaplanan
ECso degerleri birbiriyle uyumlu olup, fenolik madde igerigi (mg GAE/100 g) ve
antiradikalik aktivite siralamasi elma sirkesi>liziim sirkesi>kombucha>hardaliye

(Kirklareli) >hardaliye (Edirne) seklindedir.

Yil : 2022
Sayfa Sayis1 : 149

Anahtar Kelimeler  : Fermente gida, Hardaliye, Kiniirenik Asit, Kiniirenin, Kombucha,
LC-MS/MS, Sirke, Triptofan



Master Thesis

Determination of Tryptophan Pathway Metabolites in Some Fermented Products
Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Chemistry of Department

ABSTRACT

Tryptophan is an essential amino acid for humans. A decrease in dietary
tryptophan intake causes a decrease in endogenous tryptophan concentration in the
physiological conditions. Tryptophan is participates to protein synthesis and precursor of
serotonin and melatonin molecules. However a large amount of tryptophan proceeds
along the kynurenine pathway to produce the final product, nicotinamide adenosine
dinucleotide (NAD"). Many diseases are associated with a reduced amount of tryptophan
or the kynurenine pathway. Therefore, in recent years, the foods have been studied as

sources of exogenous tryptophan and/or neuroactive metabolites of kynurenine pathway.

Interest in kynurenine pathway recently increased as the metabolites formed
during this pathway are neuroactive compounds. It has been observed that the blood
serum levels and ratios of these compounds change especially in neurological diseases
and cancer. In recent studies, it has been reported that neuroactive metabolites formed in
the kynurenine pathway can affect the signals between the gut and the brain via the blood

circulation.

Fermented products are formed via to the metabolism of microorganisms and the
kynurenine pathway also works in various yeasts and bacteria that are can ferment. In this
thesis, it was thought that these metabolites could be found in the products formed as a
result of fermentation processes. Therefore tryptophan, kynurenine, kynurenic acid, 3-
hydroxykynurenine, nicotinic acid and nicotinamide were determined in apple and grape

vinegars, two brands of hardaliye from Kirklareli and Edirne regions, kombucha tea and

Vi



boza by using LC-MS/MS instrument. According to result of the study, the highest
tryptophan levels were found in hardaliyes (1798 ng/ml and 2947 ng/ml) and the lowest
in kombucha (5.15 ng/ml). The 3-hydroxykynurenine, which has a neurotoxic effect, was
not detected in other five fermented products, but only in boza (12.21 ng/ml). Kynurenine
was not detected in kombucha, apple and grape vinegars, and other metabolites were

determined in different amounts in all products.

In all fermented products studied, pH measurement, total acidity (%), density,
moisture and dry matter analyzes which indicates qualitative and quantitative quality
control of foods were carried out. The obtained results are generally compatible with the
relevant standards and the literature. Regarding the antioxidant activity of fermented
products, the total phenolic compound and the radical scavenging capacity by DPPH
method were investigated. The total phenolic content calculated on the basis of dry matter
and the ECsp values calculated from free radical scavenging activity are compatible with
each other, and the order of phenolic content and antiradical activity is apple

vinegar>grape vinegar>kombucha>hardaliye (Kirklareli)>hardaliye (Edirne).

Year : 2022
Number of Page : 149
Keywords : Fermented Food, Hardaliye, Kynurenic Acid, Kynurenine,

Kombucha, LC-MS/MS, Tryptophan, Vinegar
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BOLUM 1

GIRIS

Fermantasyon gida muhafazasinda kullanilan en eski yontemlerden biridir. Ayn1
zamanda esansiyel aminoasitler ve vitamin sentezi, fitat ve tanenlerin biyoyararlanimi ve
sindirilebilirligini arttirmasi yoluyla gidanin besin degerini artirir, ¢esitli tatlar, aromalar
ve soslarin organoleptik 6zelliklerini iyilestirir. Ekmek, bira, kirmiz1 sarap, cay, kahve,
tursu, peynir, yogurt, kefir, sucuk, salam, sirke ve kakao diinyanin bir¢ok yerinde
tiikketilen fermente tiriinlerdir. Bununla birlikte hardaliye, boza, kombucha, kimiz, kurut,
tarhana gibi ¢esitli yerel veya belli bir bolgeye 6zel fermente {iriinler de bulunmaktadir.
Fermantasyon islemi bakteri, kiif ve mayalarin metabolizmalar1 tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu mikrobiyal etki nedeniyle nihai {irlinlerde genellikle iiriiniin

igerigini ve Ozelliklerini gelistirici yonde degisiklikler meydana gelmektedir.

Insanlar icin esansiyel aminoasitlerden bir tanesi triptofandir. Triptofan (TRP)
aminoasidi insan diyeti i¢in ¢ok Onemli bir bilesendir, ¢ilinkii insan genomu TRP
biyosentezi i¢in gereken enzimleri igcermez, ancak yapisindaki indol halkasinin
biyotransformasyonu icin gereken enzimleri icerir. TRP’1n %3-10 kadar1 énemli bir
ndrotransmiter olan serotonin, dnemli bir nérohormon olan melatonin ve biyolojik etkili
triptamin sentezleri i¢in 6ncli molekiildiir. Ancak metabolizmada triptofan kullaniminin
cok biiyiik bir kism1 (%90 kadar1) oksidatif kinilirenin yolagi iizerinden gerceklesen
metabolik yoldur ve bu sirada kiniirenin, kiniirenik asit, 3-hidroksikiniirenin, antranilik
asit, 3-hidroksiantranilik asit, kinolinik asit ve nikotinik asit metabolitleri ile son tiriin

olan nikotin adenin diniikleotid sentezlenir.



Normal sartlarda diyetle triptofan aliminda azalma endojen triptofan
konsantrasyonunun azalmasina neden olur. Pek ¢ok hastalik azalan triptofan miktariyla
veya triptofanin  biliyilk bir kisminin  kullanildigi  kinlirenin  yolag ile
iliskilendirilmektedir. Bu sebeple son yillarda ¢esitli gidalar eksojen triptofan kaynagi
olarak ve/veya noroaktif kiniirenin yolagi metabolitleri a¢isindan incelenmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda ekmek, bira, kirmizi sarap, beyaz peynir, yogurt, kefir ve kakao
fermente tirlinlerindeki triptofan, kintirenin, kiniirenik asit, niasin ve nikotinamid tayini;
ticari olarak satilan 56 ¢esit alkollii icecek, 16 ¢esit cay,13 ¢esit kahve, ¢esitli sebzeler ve
ar1 drlinlerini iceren 37 cesit gidada kiniirenik asit tayini yapilmistir. Gidalardaki
triptofan, kiniirenin ve kinilirenin metabolitlerinin tayini i¢in HPLC, UPLC-MS, LC-
MS/MS gibi enstriimental yontemler kullanilmaktadir.

Kiniirenin yolagindaki metabolitlerden kiniirenik asit ve pikolinik asit
noroprotektan Ozellik gosterirken, kinolinik asit, 3-hidroksiantranilik asit ve 3-
hidroksikiniirenin ndrotoksik 6zelliktedir. Bu yolaktaki metabolitlerin beyindeki g¢esitli
reseptorler lizerinde agonist veya antagonist etkilerinin oldugu kesfedildikten sonra,
yaklasik otuz yillik bir siiredir aragtirmacilarin ilgisi kiniirenin yolagina ¢evrilmistir. Son
yillarda ise santral sinir sisteminin yaninda kiniirenin yolaginin immdiin sistemle olan
iligkisi de arastirilmaktadir. Bagirsaklardaki mikrobiyota immiin sistemle iliskili olan
IDO (indolamin 2,3-dioksijenaz) enziminin aktivasyonu yoluyla kiniirenin yolunu
etkilemektedir ve aktive olan kiniirenin yolaginin olusturdugu noéroaktif metabolitler kan
dolagimina katilarak bagirsak-beyin arasindaki sinyalleri etkileyebilmektedirler. Bagirsak
mikrobiyotasi ile immiin sistem ve TRP metabolizmasi arasinda iliski vardir. Ayrica TRP
karacigere ulagsmadan Once bagirsak mikrobiyotas: tarafindan kiniirenin sentezi de

gerceklesir.

Fermantasyon sirasinda gidada meydana gelen degisimler, fermantasyonu yapan
mikroorganizmalarin metabolizmal faaliyetleri sonucu olusur ve bazi mikrobiyal
metabolitlerin olusumuna da yol acar. Bu tez ¢alismasinin ana amaci fermente tirtinler
olan hardaliye, boza, kombucha cayi, elma ve iiziim sirkelerinde triptofan aminoasidi ve
onun ana kullanim yolu olan kinilirenin yolagindaki bilesiklerini tayin etmek ve
calisilacak fermente {iriinleri bu yolaktaki biyolojik aktif igerikleri yoOniinden
incelemektir. Yesil ¢ay ve koyu renkli tiziimler iyi birer antioksidan kaynagidir ve dogal

iriinlerin antioksidan etkisi genis bir aile olan polifenolik bilesikler basta olmak iizere



askorbik asit, karotenoidler, glukosinolatlar, tokoferoller gibi bilesenlerinden ileri gelir.
Dolayisiyla yesil ¢ay ve iliziimden iiretilen fermente {irlinlerin de fenolik igerigi ve
antioksidan giiciiniin yiiksek olacagi varsayilarak, ¢calismanin devaminda tiim fermente
iirinlerde toplam fenolik bilesen miktar tayini ve en yaygin kullanilan antioksidan
aktivite tayin yontemlerinden olan DPPH radikalini giderme testi yapilmistir. Ayrica bu
tirtinlere gidalarin nitel ve nicel kalite kontrollerinde kullanilan pH, toplam asitlik (%),
yogunluk, nem ve kuru madde tayinleri gibi temel analizler yapilarak, literatlire ve
mevzuata uygunluklar1 yoniinden incelenmistir.

Yapilan literatiir taramasina gore cesitli fermente trlinlerde agirlikli olarak
kintirenik asit tayini yapilmistir; boza, sirke, kombucha ve hardaliye fermente iiriinlerinde
triptofan ve kiniirenin yolagiyla ilgili metabolit tayinine rastlanmamistir. Bu tez
calismasinda L-triptofan, L-kiniirenin, kiniirenik asit, 3-hidroksi kiniirenin, nikotinik asit
(niasin) ve nikotinamid bilesikleri LC-MS/MS cihazi ile tayin edilmistir. Boylece daha
once calisilmamis olan bu fermente iiriinlerdeki triptofan ve bazi kiniirenin yolag:
metabolitlerinin miktarlar1 hakkinda bilgi edinilerek, bu iiriinlerin insan diyetine katkilari

degerlendirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Triptofan

Triptofan 1900’lerin baginda Hopkins ve Cole tarafindan kazeinden, Hopkins-
Cole ya da triptofan reaksiyonu olarak bilinen iglemler sonrasinda izole edildi. Yapist
Ellinger ve Flamand tarafindan belirlendi, ilk kez 1949 yilinda sentezi yapildi. Triptofan
insanlar igin esansiyel bir aminoasit iken, bitki, mantar ve mayalar tarafindan

sentezlenebilmektedir (Richard vd., 2009).

NH,
|
H
\ COO
H

Sekil 2.1. Triptofan’in kimyasal yapis1

Yapisinda indol halkast bulunduran triptofanin kapali formiilii C11H12N202 olup,
IUPAC’a gore 2-amino-3-(1H-indol-3-il) propiyonik asit olarak adlandirilir. Molekiil
agirhg 204,23 g/mol’diir. Triptofan sicak alkol ve alkalide ¢6ziinebilir, glukojenik ve
ketojenik bir aminoasittir (Kurtulmus ve Kok-Tas, 2015; Tryptophan, 2021). L-
triptofanin aci bir tadi1 varken, sentetik D-triptofan sakkarozdan yaklasik 40 kat daha
tatlidir ve metabolize olmadigi i¢in tatlandirict olarak kullanilabilir (Bender, 1982;
Richard vd., 2009). Periferal dokular ve santral sinir sisteminde triptofanin temel

kullanim yolu kiniirenin yolagidir.



Triptofan
l Kiniirenin Yolagi
(Trp oksidatif volagr)

Protein sentezi

5-Hidroksi triptofan
(Trp hidroksilasyon volagt)

l

Serotonin

l

Melatonin

Sekil 2.2. Triptofan aminoasidinin kullanildig1 yolaklar

Triptofan proteinlerde diger aminoasitlere gore daha az (yaklasik %1-1.5)
bulunmaktadir. Triptofan miktarinin az olmasi onun protein sentezinde hiz kisitlayici
ozellik ve 6nemli bir yapi tasi etkisi gostermesine neden olur. Yetigkinler igin giinliik alim
miktar1 250-425 mg/giindiir ve bu miktar da 3.5-6 mg/kg viicut agirlig ile karsilanabilir.
Triptofanca zengin gidalar yulaf, muz, ¢ikolata, kuru erik, tavuk, yer fistig1, chia tohumu,

ekmek, susam, somon ve bazi peynir tiirleridir (Peters, 1991; Richard vd., 2009).

Triptofanca yetersiz beslenilmesi halinde eksikligi merkezi, periferik ve
serotonerjik yollar: etkiledigi gibi depresyon, pellegra hastaligi, hartnup hastaligi ve uyku
diizeninde bozulmalar da goriilebilir. Uyku bozuklugunun melatonin metabolizmasi
tizerinden tedavi edildigi diisiiniilmektedir (Fukuwatari ve Shibata, 2013; Katuzna-
Czaplinska, Gatarek, Chirumbolo, Chartrand ve Bjerklund, 2017). Triptofan ve
metabolitleri stres durumu, endokrin sistem (Hoglund, Overli ve Winberg, 2019),
biiylime, davranis Ve immiin sistem iizerinde etkilidir (Le Floc’h, Otten ve Merlot, 2011).
Insanlar {izerinde yapilan cesitli arastirmalar diyetle alman triptofan miktarinm
degismesinin sinirlilik ve saldirganlik gibi agresif davraniglara neden olabilecegini
gostermistir (Hoglund vd., 2019). Fazla tliketimi durumunda toksik ve oksidatif
etkilerinin olabilecegi ve bunlarin 6zellikle kiniirenin yolaginda olusan bazi toksik etkili
metabolitlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Le Floc’h vd., 2011). Triptofanin akut
tiikkenmesi ile olusan davranissal, psikolojik ve fiziksel degisikliklerin (tasit tutmasi,

uyku, ruh hali, gorsel ayirt etme, sosyal bilgi isleme, bellek siire¢leri, major depresif



bozukluk, mevsimsel duygulanim bozuklugu, bipolar bozukluk, obsesif-kompulsif
bozukluk, sizofreni, bulimia nevroza, premenstriiel sendrom, panik bozukluk gibi)
incelenmesi tizerine yapilan ¢alismada ruh hali, depresyon ve mevsimsel duygulanim
bozukluklariyla ilgili etkilerinin serotonin metabolizmasi iizerinden oldugu, 6zellikle
gecmisinde ya da genetik olarak daha once bu durumlari yasayan kisilerin triptofan
tiikkenmesine kars1 daha duyarli oldugu sonucuna ulagilmistir (Richard vd., 2009). Biligsel
siirecler incelendiginde hem saglikl kisilerde hem serotonerjik kirilmalar1 olan kisilerde
triptofan tiikenmesinin, 6grenme ve hafiza becerilerinde bozulmalar ve hatirlama giicliigii
tizerine oldugu gorilmistiir (Sambeth vd., 2007). Bellekte yasanan sikintilarin triptofanin
kiniirenin metabolitlerinden olan kiniirenik asit ve kinolinik asit ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir (Richard vd., 2009). Dikkat eksikligi-hiperaktivite bozukluguna
(DEHB) sahip ergenler ve saglikli kontrol grupla yapilan karsilastirma ¢aligmasinda,
triptofan tiikenmesi sonucunda Olgiilen saldirganlik davramisi yas ve DEHB

yogunlugundan bagimsiz olarak artmistir (Stadler vd., 2008).

Triptofanin tedavide kullanimiyla ilgili ¢esitli arastirmalar da yapilmistir.
Ozellikle depresyonda monoamin oksidaz inhibitrii (MAOI) tek basina ve triptofan ile
birlikte kullanildiginda, MAOI ile triptofan1 kombine kullanan hastalarin biiyiik bir
kisminin iyilestigi goriilmiistiir (Young, 1996). Mevsimsel duygudurum bozukluklarinda,
kis doneminde de tekrarlayan major depresif bozukluklarda i1sik tedavisine yanit
vermeyen hastalara, ek olarak triptofan verilmesiyle birlikte iyilesme bagladig:
gorilmiistiir (Lam vd., 1997). Premenstriiel disforik bozukluk semptomlarinda triptofan
verilen hastalarin duygu dalgalanmalarinda ve sinirliliklerinde azalmalar oldugu
goriilmiis ve bunun dongli sirasinda artan kiniirenin sentezinden kaynaklandigi
diigiintilmiistiir (Hrboticky, Leiter ve Anderson, 1989). Sigarayi birakan kisilerde yiiksek
karbonhidrat diyetiyle beraber tiiketilen triptofanin yoksunluk sikintilarini azalttigi ve
giinliik sigara sayisinda azalma oldugu gorilmistiir (Bowen, Spring ve Fox, 1991).
Triptofan dogal, recetesiz ilag olarak agri, uykusuzluk, depresyon, mevsimsel
duygulanim bozuklugu, bulimia, dikkat eksikligi, hiperaktivite, kronik yorgunlugun
tedavisi gibi genis yelpazeli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (Richard vd., 2009).

Viicuda alinip emilen L-triptofan albiimine bagli ya da serbest halde dolagima
katilir. Albiimine bagli olarak taginan triptofan protein sentezi i¢in kullanilirken, serbest

triptofan protein sentezinde kullanilmaz. Alblimine bagli taginan kisim emilen triptofanin



yaklasik %90’1dir. Serbest triptofan kan beyin bariyerini gegebilir ve “biiyiik notral
aminoasit (LNAA) tastyicilar” ile yarismali olarak taginir. Yarismali oldugu aminoasitler
1z010sin, 10sin, metiyonin, fenilalanin, treonin, tirozin ve valindir. Triptofanin beyne girisi
ayni tastyictyl kullanan bu aminoasitlerin plazma konsantrasyonlarindan etkilenir. Bu
aminoasitlerin plazma konsantrasyonlari triptofana gore daha yiiksek oldugu igin, beyne
TRP girisi azdir. Ancak diyetle karbonhidrat alim1 beyne TRP girisini arttirmaktadir; bu
insiilin diizeyinin artmasinin TRP aksine diger biiylik aminoasitlerin iskelet kasina girisini
arttirmast ve bunun sonucunda TRP/LNAA oraninin artmasiyla gerceklesmektedir.
Ayrica plazmanin beynin kapiler damarlarindan gecisi sirasinda triptofan-albiimin
kompleksinin ayrilmasi ve triptofanin kan beyin bariyerindeki aminoasit tasiyicisina
affinitesinin albiimine olan afinitesinden daha yiiksek olmasi sebebiyle triptofanin beyne
gecisi kolaylasir (Hoglund vd., 2019). Serbest triptofanin merkezi sinir sistemine
girdikten sonra kullanildigi metabolik yollar kiniirenin, serotonin ve melatonin
sentezleridir. Kiniirenin yolu triptofan metabolizmasinin memelilerdeki ana yolagini

olusturur.

2.2. Triptofanin Kullanmildig1 Yollar
2.2.1. Protein Sentezi

Diyetle alinan triptofanin asil gorevi protein sentezine katilmaktir, bu amagla
albiimine bagl olan triptofan kullanilir. Triptofan diger amino asitlere gére daha kiigiik
miktarlarda bulundugu i¢in protein sentezini sinirlandirict basamak gorevinde oldugu
diistiniilmektedir. Triptofanin karacigerde protein sentezinin diizenlenmesindeki gorevi
daha etkili olmakla birlikte, diger dokularda da protein sentezini etkilemektedir.

Karacigerde mRNA sentezini arttirir ve ribozom agregasyonunu uyarir (Peters, 1991,
Richard vd., 2009).

2.2.2. Serotonin Sentez Yolu

Mutluluk hormonu olarak bilinen serotonin kimyasal olarak 5-hidroksitriptamin
(5-HT)’dir. ik olarak Erspamer enterokromafin hiicrelerinde bir indol tiirevine rastlamis
ve onu enteramin olarak isimlendirmistir. 1948 yilinda Page ve Rapport trombositlerde
rastladiklart maddeyi 1966 yilinda serotonin olarak tanimlamislardir. Merkezi sinir

sistemi, enterokromafin hiicreleri ve gastrointestinal sistemde sentezlenebilen serotoninin



norotransmitter etkileri Brodie ve Shore’un yaptiklari arastirma sonucunda ortaya
cikmistir (Saglam, Yaris ve Bilge, 2003; Taskiran, 2019). Merkezi ve periferal sinir
sisteminde, kardiyovaskiiler sistem, organ gelisimi, sindirim sistemi, endokrin
fonksiyonlarinda, duyu kavrama, kemik metabolizmasi, karaciger onarimi, uyku, istah,
duygu durum, cinsellik, obezite, kusma, kronik bas agrilari, hafiza, bilis sistemi,
depresyon, intihar, stres, diirtiisellik ve saldirganlik gibi konularda 6nemli fizyolojik
gorevleri olan biyolojik bir monoamindir. Serotoninin az salgilanmasi otizm, bulimia,
anoreksiya ve obeziteyle de iliskilendirilebilir (Katuzna-Czaplinska vd. 2017; Taskiran,
2019). Biyokimyasal arastirmalar sonucunda beyinde yedi farkli, toplamda yaklasik on
bes gesit reseptdrii tanimlanmistir. Bu reseptorler farkli veya zit etkili olabilirler (Oztepe-

Yavasci ve Akkaya, 2012).

Serotoninin yaklasik %95°1 gastrointestinal sistemde bulunurken, diyetle alinan
triptofanin yaklagik %3’1 serotonin sentezi i¢in kullanilabilir ve yine diyetle alinan
triptofanin %1 kadar1 beyinde serotonin sentezinde kullanilmaktadir. Beyinde serotonin
sentezi diisiik miktarlarda olmasina ragmen serotoninin ndrotransmitter olarak ve

néromodiilator olarak genis ve 6nemli etkileri vardir (Richard vd., 2009).

Triptofandan 5-HT’nin sentezlenmesi iki asamada (Sekil 2.3) ve bagirsak
hiicreleri, trombositler, enterokromafin hiicreler ve merkezi sinir sisteminin farkl
yerlerinde gergeklesir. Ilk asamada triptofan hidroksilaz (TPH) (EC.1.14.16.4) enzimiyle
triptofan hidroksillenir ve 5-hidroksitriptofan (5-HTP) olusur. Triptofan hidroksilaz
enziminin kofaktorleri tetrahidrobiopteridin ve oksijendir. 5-hidroksitriptofan kofaktor
olarak Be vitaminini kullanan L-aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi ile 5-
hidroksitriptamine donistiiriiliir. 5-HT sentezinin hiz smirlandirict basamagi ilk
asamadaki triptofan hidroksilaz enzimidir. Triptofan hidroksilazin iki izoformu vardir;
TPHI1 noéronlarda ve TPH2 enterokromafin hiicrelerinde bulunur. Beyindeki triptofan
miktarina bagl olarak triptofan hidroksilaz enziminin aktivitesi degisir. 5-HTP kan beyin
bariyerini gegebilirken serotonin gecemez (Hoglund., 2019; Le Floc’h vd., 2011,
Katuzna-Czaplinska vd. 2017; Peters, 1991).
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Sekil 2.3. Serotonin sentezi (Kurtulmus ve Kok-Tas, 2015)

Serotonin muz, domates, avokado, findik, kahve gibi bir¢ok yiyeceklerde bulunur.
Fakat bu gidalarin diyetle alim1 sonrasinda ¢esitli enzimlerce bagirsak ya da karacigerde
pargalandigindan serotonin istenilen diizeylerde dolasima katilamamaktadir (Kurtulmus

ve Kok-Tas, 2015).

2.2.3. Melatonin Sentez Yolu

Melatoninin ilk kesfi 1958 yilinda kurbaga derilerindeki pigmentler {izerine
yapilan ¢alismalarda olmustur (Coates vd., 2005). Melatonin (N-[2-(5-metoksi-1H-indol-
3-il)etil]) triptofandan epifiz bezi, retina, gastrointestinal sistem, trombosit ve eritrosit
gibi cesitli doku ve hiicrelerde sentezlenebilen bir ndrohormondur (Kurtulmus ve Kok-
Tas, 2015; Yilmaz ve Gokmen, 2019). Melatonin sentezinde de serotonin sentezi gibi
oncii olarak triptofan kullanilir. Serotonin olusumundan sonra N-asetiltransferaz
enziminin asetilleme reaksiyonuyla N-asetil serotonin, sonrasinda hidroksiindol-O-
metiltransferaz enziminin metillenmesiyle N-asetil-5-metoksitriptamin (melatonin)
sentezlenmis olur (Sekil 2.4) (Yilmaz ve Gokmen, 2019). Sentezlenen melatonin kana ve
beyin omurilik sivisina salgilanir ve ikincil haberci sentezi, uyku-sirkadiyen ritim ve diger

organlara sinyal iletimi gibi fonksiyonlar1 vardir.
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Sekil 2.4. Melatonin sentezi (Oztiirk ve Yabanci-Ayhan, 2020)



Melatonin piring, arpa gibi tahillardan, kiraz, muz, liziim, ¢ilek, domates, portakal,
findik, hardal tohumu ve fermente {iriinler gibi besinlerden diyetle de alinabilir. Diyetle
aliman melatonin gastrointestinal sistemde emilir ve karacigerde metabolize olur

(Kurtulmus ve Kok-Tas, 2015).

Melatonin genellikle uyku hormonu olarak bilinmesine karsin sirkadiyen ritim,
ireme, bagisiklik ve gastrointestinal sistemleri diizenler, kan seker seviyesinin
dengelenmesinde ve insiilin duyarliliginin azaltilmasinda gorev alir. Ayrica antioksidan
ve antikanser etki gosterir, Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklar, yaglanma ve depresyon
karsitidir (Kurtulmus ve Kok-Tas, 2015; Richard vd., 2009). Yaslanma ile melatonin
saliimi azalmaktadir. 55 yas lizerinde yapilan bir arastirmada disardan melatonin alimi
sonrasinda uykuya gegcis siirelerinin kisalmast ve uyku kalitesinin arttigi sonucuna
ulasiimustir (Ozgelik, Erdem, Bolu ve Giilsiin, 2013). Ulkelere gore kurallar1 degismekle
birlikte melatonin gida takviyesi olarakta kullanilmaktadir (Ozgelik vd., 2013).

2.2.4. Triptamin Sentezi

Triptofan1 substrat olarak kullanan biyolojik aktif bilesiklerden bir digeri de
triptamindir. Triptofanin  dekarboksilaz ve triptofanaz enzimlerinin etkisiyle
dekarboksilasyona ugramasi ile kiiciik konsantrasyonlarda bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan indol tiirevleri ve triptamin sentezlenir (Sekil 2.5). Triptamin serotoninin
noromodiilatorii olarak c¢alisir. Hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarda triptaminin
serotonin uyarict ya da inhibitor fonksiyonlari arasinda denge, kontrol gorevi gordiigii ve
bunlara ek olarak tek bagina bazi reseptorler lizerinde norotransmitter olarak da etki ettigi
tespit edilmistir. Indoller insan fizyolojisinde metabolik homeostas ve bagisiklik sistemi
olgunlagsmasi ve stimiilasyonu gibi bir ¢ok 6nemli isleve sahiptir (Melhem ve Taleb,
2021; Richard vd., 2009).
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Sekil 2.5. Triptamin sentezi (Melhem ve Taleb, 2021)
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2.2.5. Kiniirenin Yolag:

Kiniirenin yolag1 triptofanin protein sentezinden sonra kullanildig1 ana yolaktir.
1853 yilinda triptofanla beslenen hayvanlarin atiklarinda metabolitlerin saptanmasiyla bu
yolak kesfedilmisdir. 1960’1 yillarda yolagin enzimleri ve aktiviteleri tamamen
aydinlatilmistir. Bazi bakteri tiirlerinde de kiniirenin yolaginin bulunmasiyla enzimlerinin
molekiiler diizeyde incelenmesi miimkiin olmustur. Bu sayede kiniirenin yolunun
metabolizmasi, enzimleri, metabolitleri, kimyasal doniisiimleri ve hastaliklarla iligkisi
aydinlatilmistir. Bu yolak ilk kesfedildiginde nikotinamid adenin dintikleotid (NAD)
sentezi ic¢in c¢alistigl disiiniilmiisse de yolakta olusan bilesiklerin norodejeneratif
hastaliklar, timor proliferasyonu, inflamasyon ve depresyon ile iligkileri olmasi
sonucunda caligsmalar artmistir. Kiniirenin yolunun aktiflesmesiyle serotonin yolunun
caligmas1 yavaslar. Protein sentezinde kullanilmayan triptofanin yaklasik %99’u bu

yolakta kullanilir (Davis ve Liu, 2015; Hoglund., 2019).

Kiniirenin metabolizmasinin enzimleri pek¢ok organ ve dokuda (beyin, barsak,
immiin sistem hiicreleri gibi) bulunmasma ragmen, bu metabolizmanin kiniirenin
metabolizmasinin biitin enzimleri sadece hepatosit hiicrelerinde bulunur. Yolagin
beyindeki reaksiyonlar1 mikroglia ve astrosit hiicrelerinde gergeklesir. Triptofan
metabolitleri periferik ve merkezi sinir sistemi arasinda etkilesim halindedir. Triptofan ve
yolak boyunca olusan metabolitlerden kiniirenin (KYN), 3-hidroksikiniirenin (3-HK) ve
antranilik asit (AA) kan beyin bariyerini gegebilirler, bunun sonucunda kandaki
konsantrasyonlar1 degisebilir ve beyindeki yolagin aktivasyonu etkilenir. Kiniirenik asit
(KYNA), 3-hidroksiantranilik asit (3-HAA) ve kinolinik asit (QUIN) metabolitleri ise
kan beyin bariyerinden ¢ok az gegebilirler (Sekil 2.6) (Van der Goot ve Nollen, 2013).

Astrositler EYN == KYNA

=

TTm——_ Glia hiicreleri KVN > = QUIN

- -
- -
*

TRP, KYN, }A{‘ e "W QUIN

Kan-Beyin hariyeri
PERIFER

Sekil 2.6. Santral sinir sistemi ve periferal sistem arasindaki triptofan metabolitlerinin
etkilesimi (To6rok, Tanaka ve Vecsei, 2020)
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Triptofan yikimmi Sekil 2.7°de goriildiigii gibi baslica iki enzim tarafindan
baglatilir. Ayni reaksiyonu katalizleyen bu izoenzimler ‘“hem” proteinidirler,
sentezlendikleri dokularda ve uyaranlarinda farkliliklar vardir (Cizelge 2.1). Triptofan
2,3-dioksijenaz  (TDO, EC.1.13.11.11) ve indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO,
EC.1.13.11.52) enzimlerinin triptofanin indol halkasinin agarak 2. ve 3. karbonlara iki
molekiil oksijen ilave eder, boylece kiniirenin yolaginin ilk bilesigi olan N-
formilkiniirenin olusur. N-Formilkinlireninden kiniirenin formamidaz enzimiyle ilk
kararli ara bilesik olan kiniirenin meydana gelir. Kiniirenin ¢oklu enzimlerin etkisiyle
birden fazla metabolite katabolize edilebilir; kinilireninaz enzimiyle antranilik asit,
kiniirenin-3-monooksigenaz (KMO) enzimiyle 3-hidroksikiniirenin ve mikroglia veya
astrositlerde kiniirenin amino transferaz (KAT) enzimiyle kiniirenik asite doniisiir. 3- HK
sentezinden sonra olusan metabolitler mikroglialarda olusurken, kiniirenik asit
astrositlerde olusur (Sekil 2.6). 3-HK kiniireninaz enzimi etkisiyle veya antranilik asidin
oksidasyonuyla 3-hidroksiantranilik asit sentezlenir. Triptofandan kalan aromatik halkayi
acmak i¢in ikinci bir dioksijenaz olan 3-hidroksiantranilik asit dioksijenaz (3-HAO)
enzimi 3-HAA’dan 2-amino-3-karboksimukonat-6-semialdehiti (ACMS) sentezler.
ACMS’den aminokarboksimukonat semialdehit dekarboksilaz (ACMSD) enzimi ile
pikolinik asit sentezini gerceklestirir. ACMSD enziminin ortamda olmamasi halinde ise
non-enzimatik olarak NAD onciisii olan kinolinik asit (QUIN) olusur. QUIN
5-fosforibosil-1-pirofosfat varliginda kinolinik asit fosforibosiltransferaz (QPRT)
enzimiyle nikotinik asit mononiikleotidine déniisiir ve nikotinik asit adenin diniikleotidi
yoluyla NAD sentezi tamamlanmis olur (Chen ve Guillemin, 2009; Davis ve Liu, 2015;
Fukuwatari ve Shibata, 2013; Melhem ve Taleb, 2021).
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Sekil 2.7. Triptofan metabolizmasinda kiniirenin yolag: (TDO: Triptofan 2,3-dioksijenaz;
IDO: Indolamin 2,3-dioksijenaz; KMO: Kiniirenin monooksijenaz; KAT: Kiniirenin
aminotransferaz; 3-HAO: 3-Hidroksiantranilat-3,4-dioksijenaz; ACMSD:
Aminokarboksimukonat-semialdehit dekarboksilaz)
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Cizelge 2.1. TDO ve IDO enzimlerinin farkliliklar1 (Chen ve Guillemin, 2009;
Taylor ve Feng, 1991)

IDO TDO

Indolamin tiirevleri;
Substrat triptofan, 5-HTP, Triptofan
5-HT, triptamin

Oksijen Kaynagi | O2 ~ ve Oz 02

Ekstrahepatik hiicreler,

Bulundugu makrofajlar, mikroglialar,

Dokular Genellikle Karaciger

astrositler ve daha bir¢ok
hiicre

Interferonlar (INF-y),

infl okinler Triptofan, Tirozin,
nHamasyon SHOKINICTL | Histidin,  Fenilalanin,

Uyaricilar Influenza viriisii, Kiniirenin,
Hidrokortizon,

LipopolisakkKaritler, Glukokortikoid

Amiloid peptidler
Molekiil Agirlig: | 42.000 320.000

Kiniirenin, bu metabolizmada olusan ilk kararli bilesiktir ve diger noroaktif
bilesiklerin olusumu ig¢in anahtar roliindedir (Chen ve Guillemin, 2009). Ayrica
kiniireninin goziin retinasini ultraviyole hasarindan koruyan bir UV filtresi olarak gorev
yaptig1 bilinmektedir (Richard vd., 2009). Ayrica kiniireninin in vitro olarak insan
periferik kan lenfositlerini azalttig1 tespit edilmistir. Kiniirenin yolu iizerinde olusan
metabolitlerin gesitli pro ve antioksidan aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Ozellikle
kinolinik ve kiniirenik asitler ndrotransmitterleri etkileme potansiyelindedirler; kiniirenik
asit glutamat reseptorlerini yarigmali sekilde antagonize ve o7-nikotinik asetilkolin
reseptOriinii yarismasiz sekilde inhibe ederken, kinolinik asit eksitotoksin ve N-metil-D-
aspartik asit (NMDA) reseptor agonisti olarak davranir. Pikolinik asit ndroprotektan
Ozellik gosterirken, 3-HAA ise serbest radikal olusturucu ozelliktedir (Chen ve
Guillemin, 2009; Davis ve Liu, 2015; Richard vd., 2009).
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O NH,

WCOOH
NH

2
Sekil 2.8. Kiniirenin’in kimyasal yapisi

Kiniireninin bir ksenobiyotik reseptorii ve transkripsiyon faktorii olan AhR (aril
hidrokarbon reseptdrleri) icin endojen bir ligand oldugu ve endotel hiicrelerinde bir
vazodilator olarak rol oynayabilecegi kesfedildikten sonra, fizyolojik olarak inert kabul
edilen kinilirenine olan ilgi artmistir. Clinkii AhR sinyali immiin tolerans, tiimorlerin
hayatta kalmasi, hiicre yapismasi ve gogii icin kritiktir. KYN-AhR sinyallesmesine
odaklanan caligmalar, gelecekte beyin tiimorleri ve néroinflamasyon i¢in potansiyel bir
terapotik hedef olarak Oonem arzetmektedir (Mithaiwala, Santana-Coelho, Porter ve
O’Connor, 2021).

Kiniirenik asit, beyinde nanomolar konsantrasyonda bulunan endojen bir
noroprotektandir (Moroni, Russi, Lombardi, Beni ve Carla, 1988). Kinolinik asidin
antagonisti olan kiniirenik asit, diisiik konsantrasyonlarda NMDA reseptoriiniin glisin
modiilatdr bolgesi ilizerinde ve yliksek konsantrasyonlarda NMDA reseptorlerinin
glutamat bolgesinde ve ayrica a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionat
(AMPA) reseptorlerinde etki eder. Segici olarak da G protein kenetli GPR-35’1 aktive
ederken, a7 nikotinik asetilkolin reseptoriinii inhibe eder (Chen ve Guillemin, 2009).
Beyindeki kiniirenik asit artislarinin yatistirici, antikonviilsan etkili ve beyin iskemisine
kars1 koruyucu oldugu bulunmustur (Carpenedo vd., 1994). Sizofreni hastalarinda beyin
omurilik sivisindaki kiniirenik asit artigi, glutamaterjik ve dopaminerjik sistemlerindeki
etkileri ve sizofreni patojenezindeki roliine dair agiklama saglamistir (Chen ve Guillemin,
2009).

OH

m
|
N” > COOH

Sekil 2.9. Kiniirenik asidin kimyasal yapisi

3-Hidroksikiniirenin biiyiik ndtr aminoasit tasiyiciyr devreye sokarak kan beyin
bariyerini gecebilir. Yiiksek 3-HK seviyeleri, merkezi sinir sistemi inflamatuar

bozukluklarinda yaygin bir bulgudur (Mithaiwala vd., 2021). 3-HK, hem pro-oksidan
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hem de antioksidan 6zellikleriyle bilinmektedir; 3-HK nin oksidasyonu ndronlarin 3-HK
aracili toksisitesine katkida bulunan siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit iireterek lipid
peroksidasyonuna yol agmasimin yaninda, 3-HK ayni1 zamanda serbest radikal siipiiriicii
olarak da islev gorebilir. Bu durum 3-HK diisiik konsantrasyonlarda kullanildiginda
prooksidan olarak davranmasi, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise glutatyon-S-
transferaz, siiperoksit dismutaz ve niikleer faktor eritroidinin uyarilmasiyla iliskili
olmasiyla agiklanmaktadir (Mithaiwala vd., 2021). 3-HK’1n noérotoksik etkileri serbest
radikal olusumuyla ilgilidir, artan 3-HK seviyeleri Alzheimer ve Huntington hastalig1 ile

iliskilendirilmistir (Groth, Venkatakrishnan ve Lin, 2021).

O NH,
COOH

NH,
OH

Sekil 2.10. 3-Hidroksikiniirenin’in kimyasal yapisi
3-Hidroksiantranilik asit, norotoksik ozelliklidir ve immiin sistem
regiilasyonunda rol alir. Bakir varliginda serbest radikal olan siiperoksit ve hidrojen
peroksit iireticisiyken, askorbik asit veya troloksun esmolar konsantrasyonlarinda
peroksil radikallerine kars1 antioksidan aktivite gosterir (Chen ve Guillemin, 2009).
COOH
; NH»,
OH
Sekil 2.11. 3-Hidroksiantranilik asidin kimyasal yapisi

Kinolinik asit, kiniirenin yoluna ilgiyi arttiran metabolitlerden birisidir (Davis ve
Liu 2015). Glutamat reseptorlerinin néronal NMDA reseptorlerini segici olarak aktive
eden heterosiklik bir amino asit tiirevidir (Stone ve Perkins, 1981). Bu 6zelliginden dolay1
anksiyete, depresyon, epilepsi gibi norobiligsel bozukluklarla ve Alzheimer hastaligi,
Huntington hastalig1 gibi ¢esitli norolojik hastaliklarla baglantis1 oldugu diisiiniilmektedir
(Chen ve Guillemin, 2009). Beyinde QUIN konsantrasyonlar1 kan ve diger dokulara
oranla daha disiiktiir. Beyinde inflamasyon kosullarinda makrofajlar, mikroglia ve
dendritik hiicreler QUIN iiretiminin ana kaynaklaridir. Astrositler kiniirenin hidroksilaz

enzim eksikligi nedeniyle QUIN sentezleyemez, ancak astrosit ve ndronlar QUIN’1 alarak
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NAD’a katabolize ederler, bundan dolay1 ndroprotektif 6zelliktedirler. Cilinkii patolojik
durumda fiiretilen yiiksek miktardaki QUIN ndronal hiicre oliimlerine neden olabilir
(Chen ve Guillemin, 2009). QUIN sentez asamasi non-enzimatik olmasina ragmen KMO
ve kiniireninaz enzim aktivitelerinin fazla oldugu zamanlarda yiiksek miktarlarda QUIN

tiretimi oldugu tespit edilmistir (Murakami vd., 2013).

[iiI:COOH

—
N COOH
Sekil 2.12. Kinolinik asidin kimyasal yapis1

Pikolinik asit endojen noroprotektan ve demir, ¢inko selatérii olan
monokarboksilik asittir (Jhamandas, Boegman, Beninger ve Bialik, 1990). Hiicresel
biiylimeyi kontrol eder, antitiimoral, antiviral ve antifungal aktivitelere sahiptir. Pikolinik

asit, KYNA’e kiyasla daha az da olsa kinolinik asit kaynakli nérotoksisiteyi bloke eder

(Chen ve Guillemin, 2009).
X
P

N COOH
Sekil 2.13. Pikolinik asidin kimyasal yapis1

NAD (nikotinadenin diniikleotid)’in okside hali NAD"* ve indirgenmis formu
NADH hiicrede 6nemli gorevleri olan redoks kofaktorleridir. NAD™ glikoliz, oksidatif
fosforilasyon ve yag asitlerinin B-oksidasyonunda elektron tasiyicist olarak goérev
almaktadir. NAD" birgok proteinin aktivitesini diizenlemektedir. DNA onarimi, merkezi
metabolizma, sirkadiyen ritim, mayoz béliinme ve yasam siiresi gibi hiicresel saglik
tizerinde ¢ok onemli etkileri vardir. Hiicresel enerji metabolizmasinda ve homeostazda
merkezi olmasi nedeniyle, NAD™ metabolizmasindaki hatalar genellikle diyabet,
norolojik bozukluklar ve ¢esitli kanser tiirlerini de igeren hastalik durumlari ile iliskilidir

(Groth vd., 2021).

2.2.6. Triptofan ve Kiniirenin Serum Konsantrasyonlari

Hepatik TDO (triptofan 2,3-dioksijenaz), triptofan ve Kkiniireninin fizyolojik
konsantrasyonlarinin belirli diizeylerde tutulmasinda etkilidir. Saglikli kisilerde triptofan

diizeyi erkeklerde 70+10 pmol/l ve kadinlarda 6510 umol/Il, kiniirenin igin ise cinsiyet
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farki gozetmeksizin 1.8+0.4 pmol/l olarak bildirilmistir (Ramprasath, Han, Zhang, Yu ve
Zou, 2021). Bagka bir ¢aligmada ise triptofan 73.0+14.9 umol/l, kiniirenin 1.92+0.58
umol/l konsantrasyonlarinda ve kiniirenin/triptofan (KYN/TRP) orani1 26.9 & 8.10 pmol/I
olarak bildirilmistir. Triptofan ve kiniirenin konsantrasyonlar1 erkeklerde kadinlara gore
yaklagik %15 daha yiiksek bulunmus ve bu farklilk hormonal durumla
iliskilendirilmistir. hCG (insan koriyogonadotropik) hormonunun gebe olmayan sagliklt
kadinlarin monositlerinde in vitro olarak IDO gen ifadesini indiikledigi bulunmustur
(Schrécksnadel, Wirleitner, Winkler ve Fuchs, 2006). 193 katilimcinin (149 erkek ve 44
kadin) kanlarinda HPLC ile yapilan Ol¢iimlerde ortalama olarak triptofan diizeyleri
64.8+0.9 umol/l ve kiniirenin diizeyleri 2.4+0.04 umol/l olarak bulunurken, bu ¢alismada
da kadnlardaki degerler erkeklere gore istastistiksel olarak anlamli diisiikk bulunmustur

(Uniivar, 2012).

2.3. Kiniirenin Yolagimin Saghkla iliskisi

Kiniireninden iiretilen metabolitler canlilik, adesyon ve gog¢ 6zellikleri ve ayrica
inflamatuar potansiyel dahil olmak {izere gesitli hiicresel fonksiyonlari diizenleyebilir. Bu
nedenle TRP metabolizmas1 kronik graniilomatdz hastaliktan, Alzheimer veya
Huntington gibi norodejeneratif hastaliklara kadar ¢esitli hastaliklarda rol almaktadir

(Melhem ve Taleb 2021).

TRP katabolizmasinin baslangicta konag: bakteriyel veya viral enfeksiyonlara
kars1 korumak i¢in dogustan gelen bir bagisiklik mekanizmast oldugu One
siiriilmiistiir. Insan fibroblastlar1 tarafindan interferon-y (IFN-y) ile indiiklenen TRP
bozunmasinin, bu hiicrelerde hiicre i¢i parazit Toxoplasma gondii biiylimesinin bloke

edilmesinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Pfefferkorn, 1984).

Insan serum ve plazmasinda IDO enziminin aktivitesinin artmasi sonucu
KYN/TRP oranmin da arttig1 goriiliir. Akciger kanserinin IDO enzim aktivesiyle olan
iliskisi arastirilmis ve bu amacla IDO aktivitesini etkileyen baska bir hastaligi olmayan
123 akciger kanserli hastanin TRP ve KYN oranlar1 LC-ESI/MS/MS ile analizlenmistir.
Calisma sonucunda akciger kanserli hastalarda saglikli kontrollere gére TRP
konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik ve KYN konsantrasyonlarinin ise ¢ok yiiksek seviyelerde
oldugu tespit edilmistir. Hastaligin ilerlemesiyle de IDO aktivitesi arasinda iliski oldugu
gozlemlenmistir (Suzuki vd., 2010).
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TDO ve IDO kiniirenin yolunun hiz smirlayici enzimleridir ve 6zellikle IDO1
aktivitesi melanom, kolorektal, meme, akciger, beyin kanserleri ile iligskilendirilmis ve
glioma ve gliondronal tiimorlerinde yiiksek triptofan alimi ve katabolizmasi oldugu
gbzlemlenmistir. Bagirsaklardaki mikrobiyota immiin sistemle iligskili olan IDOI
aktivitesinin regiilasyonu vasitasiyla kiniirenin yolunu etkilemektedir ve aktive olan
kiniirenin yolaginin olusturdugu noéroaktif metabolitler kan dolasimina katilarak bagirsak
beyin arasindaki sinyalleri etkileyebilmektedirler. Bagirsak mikrobiyotasi ile immiin
sistem ve TRP metabolizmasi arasindaki kolektif iliski sonucunda; bagirsak
mikrobiyotasinin TRP katabolizmasi, inflamatuvar sitokin tretimi, aril hidrokarbon
reseptor modiilasyonu ve T hiicre proliferasyonu yollariyla direkt veya dolayli olarak
beyin tiimor hiicrelerinin gelisimine yol agabilecegi bildirilmektedir (Dehhagni, Panahi,
Heng ve Guillemin, 2020).

Kronik bobrek yetmezliginde IDO aktivitesi ve KYN/TRP oranmin etkisinin
arastirildigi bir ¢calismada sabah ve 6gleden sonralar1 IDO, TRP, KYN, KYNA ve 5-HT
seviyeleri Ol¢iilmiis ve triptofan seviyesinde 6nemli bir degisiklik olmazken diger
metabolitlerin miktarlarinda biiylik oranda artis gozlenmistir. Bu da IDO’nun

inflamasyondan etkilenerek kiniirenin yolagini1 aktiflestirdigini isaret etmektedir
(Schefold vd., 2009).

Piirin niikleotitlerinden guanozin {irinii olan neopterin viicudun bagisiklik
sisteminin, neopterinin viicut sivilarinda yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ise immiin
sistemin aktivasyonunun bir gostergesidir. Bu durumun, triptofanin kiniirenin yolaginda
kullanilmas1 ve metabolitlerinin iiretimi sonucunda bagisiklik sisteminin ¢alismasindan
dolay1 oldugu tespit edilmistir. Immiin sistem disinda neopterin HIV enfekte kisilerde,
yetiskin l0semilerinde, Huntington ve Alzeheimer hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda, hamilelik sirasinda, malign hastaliklarda ve romatoid artritte de

yiikselmektedir (Widner, Laich, Sperner-Unterweger, Ledochowski ve Fuchs, 2002).

Romatoit artrit (eklem romatizmasi) kronik inflamatuar bir hastaliktir. Romatoit
artritte TRP, KYN miktarlar1 ve oranlar1 ile neopterin degisikliklerinin aragtirilmasini
amaclayan bir caligmada, hastaligin 3 farkli evresindeki 38 hasta ile ¢alisilmis ve TRP,
KYN analizleri HPLC ile neopterin miktar1 ELISA yontemi ile dlgiilmiistiir. Sagliklhi

gruba gore romatoit artritli hastalarda TRP konsantrasyonlar1 diisiik, KYN
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konsantrasyonlari ve KYN/TRP oranlar1 daha yiiksek bulunmustur. 2. ve 3. evredeki
hastalarin sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli fark olmayip, triptofan degisiklikleri

ile neopterin iiretimi arasinda benzer artiglar gozlemlenmistir (Schroecksnadel vd., 2003).

Diizensiz ¢alisan kiniirenin yolu ¢esitli norolojik, enfeksiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkilendirilmistir. Bu yolak merkezi sinir sisteminin disinda dolasim
sistemi, alerji, otoimmiinite ve immiinolojik sistemleri de etkilemektedir. Hastaliklarda
TRP/KYN orani oldugu gibi KYNA/KYN, KYNA/QUIN ve KYNA/3-HK oranlar1 da
kullanilmaktadir ve bu degisimler beyin omurilik sivisi, plazma veya serumdan tespit
edilebilmektedir (Lovelace vd., 2016). Kronik norolojik bir hastalik olan MS’de
hastalarin beyin omurilik sivist ve serumlarinda TRP miktarmin azaldigi ve
norotoksisiteye karst koruyucu mekanizma olarak KYNA’nin arttigi gézlemlenmistir
(Hartai vd., 2005). Oliimciil bir nérodejeneratif hastalik olan ALS’de motor ndronlarin
Olimiinde kiniirenin metaboliti QUIN etkili olup, beyin omurilik sivisinda yapilan
analizlerde TRP, KYN ve QUIN oranlart artmis ve noroprotektif etkili olan KYNA ve
pikolinik asit konsantrasyonlar1 azalmistir. Alzheimer hastaliginda IDO ve TDO
aktivitelerinin QUIN ile birlikte arttig1 g6zlemlenmistir (Lovelace vd., 2016). Otozomal
dominant kalitsal, motor, bilissel ve davranigsal bozukluklarin oldugu diger bir
norodejeneratif hastalik olan Huntington hastaliginin, bozulmus kiniirenin yoluyla iligkisi
oldugu tespit edilmistir. Hayvan ve insanlarda tanimlanan Huntington hastaliginda
yapilan arastirmalarda norotoksik 6zellikli 3-HK ve QUIN konsantrasyonlar1 beyinde
artmustir. Parkinson hastaliginda da beyindeki QUIN konsantrasyonu artmistir (Lovelace
vd., 2016). Depresyon ve anksiyetenin QUIN ve KYNA miktarlarindaki degisiklikten
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Beyin kanseri kaynakli depresyonlarda da kiniirenin
yolagindaki diizensiz ¢alisma dikkat ¢ekmistir. Beynin bazi bolgelerinde 3-HK/KYNA
oraninin arttig1 tespit edilmistir, talamus, korteks ve hipokampus bdlgelerinde ise

QUIN’in artan konsantrasyonlari gozlenmistir (Mithaiwala vd., 2021).

IDO ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda bir baglant1 oldugunu diisiindiiren
klinik veriler, aterosklerozda IDO enziminin roliine iligkin arastirmalara yol agmistir
(Melhem ve Taleb 2021). IDO ve TRP metabolitlerinin tromboz olusumuna neden oldugu
ve ileri aterosklerozu olan hastalarin serumlarinda IDO aktivitesinde anlamli bir artis
tespit edilmistir (Ramprasath vd., 2021). IDO aktivitesini inhibe ederek tedavi
diistiniilmiis fakat IDO’nun etkiledigi diger biyolojik yollarin varlig1 nedeniyle bundan
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vazgecilmis; yolagin ilerleyen asamalarinda KMO enziminin inhibisyonuyla 3-HK
sentezini durdurmanin daha etkili olabilecegi diistiniilmiistiir (Song, Ramprasath, Wang
ve Zou, 2017). Hastalarda erken evrelerde KYN, KYNA, 3-HK, AA ve 3-HAA
seviyelerinin belirlenmesiyle triptofan tiirevli bu metabolitlerin ateroskleroz ve
abdominal aort anevrizmasi gibi koroner arter hastaliklarini tanimlamak i¢in erken birer

biyobelirteg olarak kullanilma potansiyelleri vardir (Song vd., 2017).

Kornea erozyonu ameliyattan sonra iyilesme siiresini uzatan agrili olan
rahatsizliktir. Kornea epiteline kiniirenik asit etkisinin in vivo ve in vitro etkileri
arastirtlmis, KYNA igeren damlalarla kornea epitalizasyonunun daha hizli ve tamamen

onarildig1 gézlemlenmis ve toksik etki de goriillmemistir (Matysik-Wozniak vd., 2021).

Obezite kronik, metabolik bir hastaliktir ve saglikl bireylerle karsilastirildiginda
obez bireylerde > %30 oraninda depresyon gelisebilmektedir. Depresif hastalarda ve obez
bireylerde triptofan konsantrasyonu biiyiik 6l¢iide diisiikken, triptofan katabolitlerinin
(kiniirenin, kiniirenik asit, quinolik asit gibi) konsantrasyonlarinda artis gozlenmistir. Bu
durum depresyon ve obezitede inflamasyon sitokinlerinin fazla {iretimi sonucu, TRP
metabolizmasinda anahtar enzim olan IDO’nun aktive olmasiyla agiklanmaktadir. Ayrica
depresyonlu hastalarda KYN/TRP oraninin artmasi da IDO aktivitesinin bir gostergesidir.
Ergen ve geng¢ yetigkin hastalarda IDO aktivitesi ve 3-HK/KYN oraninin artmasi
depresyonla pozitif iliskilidir, yetiskin hastalarin serumlarinda ise 3-HAA ve QUIN
seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (Filho Chaves vd., 2018).

Tip 1 diyabet ile kiniirenin yolag: iliskisinin incelenmesinde yolak metabolitleri
LC-MS/MS ile belirlenmistir. Caligma sonucunda kiniirenin yolagiyla diyabetik
ketoasidoz arasinda iliski oldugu gozlenmistir. Diyabetik ketoasidozdan once tip 1
diyabetin artan inflamasyon ve TRP yolagi bozulmasimi baglattigi diisiiniilmektedir.
Inflamatuar sitokinler ve muhtemelen keton cismi olan betahidroksi biitirat tarafindan
yolagin ilk enzimi olan IDO aktivasyonu baslatilmaktadir (Hoffman, Whelan ve Lee,
2021).

Kiniirenin yolu metabolitlerinin SARS-CoV-2 enfeksiyonu ile de iliskili oldugu
goriilmiistiir. COVID-19 hastalarinda, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun bir 6zelligi olan
interlokin-6"nin (IL-6) serum seviyeleri ile paralel olan artmis serum de novo kiniirenin

ve KYNA seviyeleri kaydedilmistir. Bu iliski, baz1 kiniirenin metabolitlerinin pro-
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inflamatuar karakteri ve kiniirenin yolu enzimlerinin inflamasyon tarafindan

uyarilmasiyla agiklanabilir (Groth vd., 2021).

2.4. Mikroorganizmalarda Kiniirenin Yolag:

Triptofan kiniirenin yolag1 {izerinden final iriinii olan NAD® sentezine
gitmektedir. NAD" biyosentez yollari, tiire 6zgli birkag farklilikla birlikte bakterilerden
insanlara kadar biiyiik 6l¢iide korunmustur. Firin {iriinleri ve birada starter kiiltiir olarak
kullanilan Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces uvarum disinda Streptomyces
antibioticus, Cyanidium caldarium, Karlingia rosea ve Xanthomonas pruni gibi bazi
prokaryotlarda da kiniirenin yolu bulunmaktadir. Bazi bitkiler ve bakterilerin ise
NAD™ sentezi i¢in Kiniirenin yolunu mu yoksa aspartik asit yolunu mu kullandigi tam
olarak aciklanamamigken, piring bitkisi bu yollardan her ikisini de kullanabilmektedir

(Groth vd., 2021; Yilmaz ve Gokmen, 2018; Yilmaz ve G6kmen, 2019).

Mayalar NAD" sentezini 3 farkli yol iizerinden gergeklestirmektedirler. ilki
insanlarda da gegerli olan triptofan iizerinden yiiriiyen kiniirenin yolagi olarak bilinen “de
novo sentez”dir. Digerleri ise “NA/NAM (nikotinik asit/nikotinamid) kurtarma” ve “NR
(nikotinamid ribozit) kurtarma” olarak adlandirilan hiicre dis1 nikotinik asitten veya

cesitli hiicre i¢gi NAD™ yikim tiriinlerinden olan biyosentez yoludur (Sporty vd., 2009).

De novo sentezi mantarlarin yanisira solucanlar, sinekler memeli hiicreleri ve bazi
bakterilerde de gegerlidir. Mayalar da bu yolak sirasinda insanlarda oldugu gibi kiniirenin

metabolitleri iiretebilmektedirler (Groth vd., 2021).

Nikotinik asitten baglayan NAD™" sentezi, Preiss-Handler yolu olarak bilinir
(Groth vd., 2021). Mayada, bu yol NAM’1n kurtarilmasini igerir ve bu nedenle NA/NAM
kurtarma yolu olarak da adlandirilir. Cogu maya biiylime ortaminda oldugu gibi nikotinik
asidin bol oldugu kosullar altinda, NA/NAM kurtarma, tercih edilen NAD™ biyosentez
yoludur (Sporty vd., 2009).

Mayalarda kiniirenin yolunun ¢alismasi ve fermantasyon esnasinda bazi gidalarda
kiniirenin bilesiklerinin olusmasi iizerine yapilan arastirmalarda, fermente iriinlerde
triptofan ve metabolitlerinin ¢esitli oranlarda bulundugu goriilmistir (Yilmaz ve
Gokmen, 2018; Yilmaz ve Gokmen, 2019). Gidalardaki kiniirenin yolu metabolitlerini

arastiran az sayidaki aragtirmalar ¢ogunlukla noroprotektif 6zelligi nedeniyle kiniirenik
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asit lizerinde yogunlagsmustir. Siit, yogurt, kefirde kiniirenin, 5-HTP, 5-HT ve triptofan
miktarlar1 HPLC ile arastirilmis ve karsilagtirilmistir. 5-HTP miktar1 en fazla yogurtta
bulunurken, triptofan miktar1 en fazla kefirde ve kiniirenin miktar1 da siitlerde en yliksek
seviyede bulunmustur. Yogurtta yiikksek 5-HTP degerinin eklenen degisik kiiltiirlerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Uriinlerin raf omrii sirasinda ise tespit edilen bu

degerlerde onemli degisiklikler olmamistir (Bertazzo, Ragazzi ve Visioli, 2016).

Peynir, kefir, yogurt, ekmek gibi fermente tirtinler, ¢esitli sebzeler ve ar1 tiriinlerini
iceren 37 ¢esit gida tliriiniinde HPLC ile kiniirenik asidin arastirildigi ¢alismada iirtinlerin
tiimiinde kiniirenik asite rastlanmis ve en yiiksek degerler ar1 tirtinleri olan bal, propolis
ve polende bulunmustur. Propoliste kiniirenik asit i¢erigi 8572.8 pmol/g iken, en diisiik
miktar 5.1 pmol/g olarak tavukta bulunmustur (Turski, Turska, Zgrajka, Kuc ve Turski,
2009).

Cesitli ¢ay ve kahve tiirlerinde Kkiniirenik asit igeriginin arastirilmasina ait
calismada {irtinlerin hepsinde kiniirenik asit igerigi tespit edilmistir. 16 cay cesidinde
kiniirenik asit icerikleri en yiiksek olan Japon yesil ¢ay1 ginkaku senchada 8.6931g/100
ml ve en diisiik olan Vietnam yasemin ¢ayinda 0.514 ug/100 ml olarak belirlenmistir. 13
kahve ¢esidinde kiniirenik asit oranlar1 ¢aylara kiyasla biraz daha diisiik olup, Tchibo
markasinin %100 arabica kahvesinde 0.628 pg/100 ml, Dallmayr markasinin %100
arabica kahvesinde 0.024 pg/100 ml olarak bulunmustur. Kiniirenik asidin emilimi ve
viicutta dagilimiyla ilgili olarak c¢alismanin devaminda, farelere isaretli kiniirenik asit
(5,7-*H-KYNA) verilmis ve doku, kan ve idrar &rneklerinde fluorometrik yéntemle
KYNA tayini yapilmistir. Bulgular kiniirenik asidin sindirim sisteminden emildigini ve

gegici olarak dalakta depolandigini 6nermektedir (Turska vd., 2018).

Ticari olarak satilan 56 ¢esit alkollii icecekte kiniirenik asit igeriginin HPLC ile
analizlendigi ¢alismada bira ¢esitlerinde KYNA miktar1 5.152-0.454 pg/100 ml, sarap
cesitlerinde 10.9-1.4 pg/100 ml ve likor, viski, votka gibi destillenmis alkollii icki
cesitlerinde ise 1.624-0.055 ug/100 ml araliginda bulunmustur. Yaslar1 22-25 arasinda
degisen 12 goniillii ile yaptiklar1 ¢alismada arastirmacilar, bal likorii igtikten sonra alinan
kan Orneklerinde KYNA konsantrasyonunun 15-30 dk aralifinda pik yaptigini
bildirmislerdir (Turska vd., 2019).
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Polonya’da patates ¢esitlerinde HPLC ile kiniirenik asit miktar tayini ve 6 aylik
depolama sonrasindaki KYNA kaybi iizerine yapilan ¢aligmada, 1slak ve kuru agirliga
bagli olarak kintirenik asit igeriklerinin degistigi belirlenmistir. Genel olarak kuru agirlik
bazinda 3.240-0.239 pg/g, 1slak agirlik bazinda ise 0.648-0.040 pg/g civarinda kiniirenik
asit tespit edilmistir. 6 ay sonrasinda olusan kiniirenik asit kaybi1 ise %96-27 arasinda

degismektedir (Turski, Kaminski, Zgrajka, Turska ve Turski, 2012).

Ekmek, bira, kirmiz1 sarap, beyaz peynir, yogurt, kefir ve kakao gibi fermente
tirtinlerdeki triptofan, kiniirenin, kiniirenik asit, niasin ve nikotinamid igerikleri LC-MS
ile 6l¢iilmiistiir. Ekmekte 31.7-72.5 mg/g triptofan, 143.5 mg/g kiniirenin, 970-1153 mg/g
niasin, 1949-2534 mg/g nikotinamid; birada 4.8-31.1 mg/l, 28.7-86.3 mg/l kiniirenin,
16.9-52 mg/l kiniirenik asit, 354.5-1056 mg/l niasin, 14.6-141.8 mg/l nikotinamid;
kirmizi sarapta 1-1.8 mg/l, 82.4-179.7 mg/| kiniirenik asit, 367.2-562.4 mg/I niasin, 36.3-
424.4 mg/l nikotinamid; beyaz peynirde 3.8-37.6 mg/g triptofan, 30.3-321.6 mg/g
kiniirenin, 26.7-76.6 mg/g kiniirenik asit, 224.1-481.4 mg/g niasin; yogurtta 3.2-13.4
mg/l, 288.8-751.9 mg/l kiniirenin, 67.5-286.8 mg/l kiniirenik asit, 895.8-1516.5 mg/I
niasin; kefirde 2.9-5.4 mg/l, 372.8-763.8 mg/l kiniirenin, 113.4-241.7 mg/l kiniirenik asit,
314.1-1560.5 mg/l niasin ve kakaoda 12.9-37.5 mg/g triptofan, 4000.3-4486.2 mg/g
kiniirenik asit, 18009-22804.2 mg/g niasin, 2281-2583.9 mg/g nikotinamid tespit
edilmistir (Y1lmaz ve Gékmen, 2018).

Cizelge 2.2. Cesitli fermente iirlinlerde TRP metabolitleriyle ilgili yapilan diger

calismalar
Gida Triptofan | Kiniirenin Kiniirenik | Niasin | Nikotinamid Kaynak
asit
Elma 121 Turski  vd.,
pmol/g 2009
Kirmiz1 | 1-1.8 82.4-179.7 | 367.2- | 36.3-424.4 | Yilmaz  ve
sarap pg/l ng/l 562.4 | pg/l Gokmen,
ug/l 2018
Bira 4.8-31.1 |28.7-86.3 | 16.9-52 354.5- | 14.6-141.8 | Yilmaz ve
ug/l ug/l ug/l 1056 | pg/l Gokmen,
ng/l 2018
Cay 8.693- Turska vd.,
0.514 2018
ug/100ml
Ekmek | 31.7- 143.5 970- 1949-2534 | Yilmaz  ve
72.5 mg/g 1153 | mg/g Gokmen,
mg/g mg/g 2018
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2.5. Fermantasyon ve Tarihgesi

Fermantasyon ¢ok uzun yillardir kullanilan dogal bir koruma yontemidir (Altay,
Karbancioglu-Giiler, Daskaya-Dikmen ve Heperkan, 2013). Karbonhidrat ya da benzer
bilesiklerin elektron alicis1 yoklugunda okside edilerek enerjinin agiga ¢iktigi metabolik
bir olaydir (Kabak ve Dobson, 2011). Fermantasyon gidalarin mikrobiyolojik
bozulmasini engeller, tat ve aroma gelisiminde 6nemlidir, raf dmriiniin uzamasinda,
korunmasinda ve gida giivenliginde etkilidir. Fermantasyon sirasinda gidanin
parcalanmasindan dolayr sindirim kolaylasir, vitamin ve amino asit gibi kiiclik
molekiillerin emilimi daha kolay hale gelir. Ayrica bu asamada ¢ig haldeki gidada
bulunan tanen, fitat gibi maddelerin detoksifikasyona ugramasi gidanin besin degerini
arttirir ve gidalarin biyolojik zenginlesmesini saglar (Altay vd., 2013; Kabak ve Dobson,
2011; Tangiiler, 2014).

Fermantasyon arkeologlarin tahminlerine gore yaklasik 10000 yildir kullanilan bir
yontemdir. Misir ve Mezopotamya arasindaki bolgede ¢esitli iirlinlerin saraplarinin
yapildigi ve Romalilar tarafindan diinyaya yayildig1 tahmin edilmektedir. Babillerin alkol
fermantasyonuna ek laktik asit fermantasyonuyla bira benzeri igecek gelistirdikleri,
Asyalilarmn ise M.O. 2200 piringten sake isimli alkollii igecek iirettikleri bilinmektedir.
Sigirciligin gelistigi Balkan cografyasinda ise siitten peynir iiretimi yaygindi (Karacil ve

Tek-Acar, 2013; Pamir, 1985).

1595 yilina gelindiginde fermantasyon ile ¢iiriimenin farkli oldugu kesfedildi.
1648’de fermantasyon esnasinda ¢ikan gazin CO2 oldugu tespit edildi. 1665 Antonius
Van Leeuwenhoeck “kii¢iik hayvanciklar” dedigi mikroorganizmalar1 aslina uygun
olarak resmetti. 1838’de Meyen alkol fermantasyonundan mayalarin sorumlu oldugunu
ve bu iglemi seker mantar1 anlamina gelen Saccharomyces’in yaptigini belitti. 1857°de
Louis Pasteur mikroorganizmalarin fermantasyon iizerindeki etkilerini aragtirdi,
fermantasyonlarin mikroorganizmalarin biiylimeleri sonucunda oldugu ve birkag
fermantasyon tipi oldugunu agikladi. 1877°de Sir John Lister laktik asit bakterilerini ilk
kez izole etti (Pamir, 1985).

19. yy ortalarindan itibaren fermantasyonun kimyasal olarak anlagilmasi, sanayi

devrimi ve sehir yasaminin baslamasiyla gidalardaki fermantasyonun daha endiistriyel
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olarak yapilmasini sagladi ve bu alandaki bilimsel ¢alismalar da aktif olarak devam etti

(Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Fermantasyon ¢esitleri fermantasyonu gergeklestiren mikroorganizma tiiriine gore
dort ana baslik altinda incelenebilir. Alkol fermentasyonu, Laktik asit fermentasyonu,
Asetik asit fermentasyonu, Alkali fermentasyon. Alkolik fermantasyon etanol iiretimi ile
sonlanan daha ¢ok mayalarin kullanildig1 ve sarap, bira iiretiminin yapildigi fermantasyon
cesididir. Laktik asit fermantasyonu laktik asit bakterilerinin sorumlu oldugu ve ¢esitli
tahil ve siit triinlerinde kullanilan fermantasyondur. Asetik asit fermantasyonu
Acetobacter bakterilerinin gergeklestirdigi ve aerobik sartlarda alkolii asetik aside
cevirdikleri fermantasyondur, en yaygin sirke tiretiminde kullanilir. Alkali fermantasyon
ise balik, legiimlii ve diger bitki tohumlari gibi yiiksek protein igerikli ham materyallerin
Bacillus tiirleriyle gerceklesen fermantasyon c¢esididir (Blandino, Al-Aseeri, Pandiella,
Cantero ve Webb, 2002).

2.5.1. Fermantasyonda Kullanilan Mikroorganizmalar

Fermantasyonda kiif, maya ve bakteri olmak iizere {i¢ ana sinif mikroorganizma
kullanilir. Baglangi¢ kiiltiirii olarak kullanilacak mikroorganizmalarin hijyenik olmast,
patojen ve toksik 6zellikli olmamasi, kolay iireyebilmesi, ortamin pH’sin1 bozmamasi,

saf, yiiksek verimli ve uzun siire kullanilabilir olmas1 beklenir (Arict, 2017).

Cizelge 2.3. Bazi bitkisel fermente gidalar ve fermantasyondan sorumlu olan
mikroorganizmalari (Arici, 2017; Di Cagno, Coda, De Angelis ve Gobetti, 2013)

Fermente Uriin Hammadde Mikroorganizma
Alkollii Icecekler
Sarap Uziim Saccharomyces cerevisiae
Sampanya Sarap Saccharomyces cerevisiae
Tahillar
Kwass Malt Sacharomyces cerevisiae
Bira Malt, Ekmek Mayalar, laktik asit
bakterileri
Boza Bugday Sacharomyces cerevisiae,
leuconostoc, lactobacillus
Damutik ickiler
Votka Patates, tahillar Sacharomyces cerevisiae
ViskKi Tahuillar Sacharomyces cerevisiae
Brandi Sarap Saccharomyces cerevisiae
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Alkolsiiz Fermente
Gidalar Sarap, Malt, Etanol Acetobacter, gluconobacter
Sirke Cay Yapraklari Bitkisel enzimler
Cay Kahve Cekirdekleri Maya, laktik asit bakterileri,
Kahve Kakao Cekirdekleri enterobacter, Asetik asit
Kakao bakterileri
Lactobacillus spp.,
Tursu Lahana, Havug, Salatalik Leuconostoc spp.

2.5.1.1. Saccharomyces cerevisiae

1838°’de Saccharomyces’in kesfinden sonra, bira ve ekmek yapiminda uzun
yillardir kullanilan Saccharomyces cerevisiae 1870°te Hansen tarafindan tanimlanmustir.
Fungus ailesinden tomurcuklanarak ¢ogalan, yuvarlak ya da elips seklinde dkaryotik bir
mikroorganizmadir. Genomu ilk dizilenen mayadir. Yasam dongileri yaklagik 26
boliinmedir. Tk olarak iiziim kabuklarindan izole edildigi diisiiniilmektedir (Aran, 2010;
Goddard ve Greig, 2015; Stewart, 2014).

Saccharomyces cerevisiae karbon kaynagi olarak indirgen sekerleri ve genellikle
heksozlari kullanir. Yiiksek miktarda etanole direnglidir. Caligma kosullart optimum pH

4-6 ve sicaklik 25-35°C arasindadir (Stewart, 2014).

Gida sektoriinde tat, aroma ve lezzet lizerine olan olumlu etkileri sebebiyle tercih
edilmektedir. Ekmek, bira, boza, sarap, kakao, rom fermente gidalarina baslangi¢ kiiltiirii
olarak eklenir. Ozellikle fermente gida iiretimi, probiyotik gida bileseni iiretimi,
endiistriyel etanol iretimi, gida atiklarimin islenmesi, gida yan {riin ve atiklarin

islenmesiyle etanol liretiminde kullanilmaktadir (Stewart, 2014).

2.5.1.2. Laktik Asit Bakterileri

Glukozdan laktat olusumunu gergeklestiren Lactobacillaceae ailesine ait
bakteriler olarak tanimlanabilirler. Laktik asit bakterilerinin izolasyonunu ilk kez Lister
gerceklestirmistir. Anadolu’nun geleneksel fermente iirlinleri olan tarhana, boza, salgam,
hardaliye, yogurt, kefir ve sucugun iiretiminde en yaygin kullanilan bakteri grubudur.
Gram pozitif, katalaz negatif, aside toleransli, ¢ubuk, yuvarlak, elipsoid sekilli ve
hareketsizdirler. Bakteriler homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki gruba

ayrilirlar. Homofermantatif yolakta sadece laktat iiretilirken, heterofermantatif yolakta
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laktat, CO2, etanol ve asetat doniisiimlii olarak tretilir (Arici, 2017; Ashaolu ve Reale,
2020; Kabak ve Dobson, 2011; Pamir, 1985).

Toplamda 12 gesit olan laktik asit bakterilerinin (en yayginlar1 Lactobacillus,
lactococcus, streptococcus, leuconostoc) optimum kosullar1 degisiklik gosterebilir. Genel
optimum pH lar1 5.5-6.5tir. Anaeropdurlar, fakat aerob kosullar altinda da yasayabilirler.
Lactococcuslar 10°C’de  gelisebilirken 45°C’de  gelisememektedirler. Karbon
ihtiyaglarmni laktozdan karsilarlar. Streptococcuslar 20 ile 60°C arasinda yasayabilirler
fakat optimum sicaklik 40-45°C arasindadir. Lactobacilluslar ise en biiyiik bakteri
grubunu olustururlar. Leuconostoclar genelde siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak
kullanilirlar ve heterofermantatif ozelliklidirler. Enterococcuslar ise NaCl ve 1siya
direncli laktik asit bakteri grubudur ve son yillarda yapilan calismalarda probiyotik etkili
olduklar1 anlasilmistir (Aran, 2010; Reddy, Altaf, Naveena, Venkateshwar ve Kumar,
2008).

Laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanilabilmesi i¢in yiliksek verim,
hizli iireme, fazla asit {iretimi, az yan {iriin olusturma ve sicakliga dayanikli olmalari
beklenir (Pamir, 1985). Fermantasyon, sebze ve meyvelerin besin degerinin arttirilmasi
icin en kolay yoldur (Di Cagno vd., 2013). Gida endiistrisinde laktik asit baklerilerinin
kullanimi yaygindir. Laktik asit baklerilerinin aktivitesi sonucunda gidadaki karbonhidrat
icerigi azalirken pH 4.0’e¢ kadar diisebilir, bu asitlik seviyesi de hem patojen
mikroorganizmalarin gelismesini engeller hem de gidanin raf Omriinlin uzatilmasinm
saglar (Reddy vd., 2008). Laktik asit baklerilerinin ve onlardan elde edilen proteazlar da
raf dmriine, besleyici igerik, organoleptik 6zellikleri ve doku kalitesine olumlu etkileri

nedeniyle sik¢a kullanilmaktadir (Ashaolu, 2020).
2.5.1.3. Asetik Asit Bakterileri

Asetik asit bakterileri etanoliin aerob kosullarda asetik aside ve suya
oksitlenmesinden sorumludur. Asetik asit bakterileri Acetobacteraceae ailesindendirler
ve 19 cesittirler. Siniflandirmasi i¢in ilk ¢alismalar1 1894 yilinda Hansen yapmuistir.
Acetobacter adin1 1898°de Beijerinck vermistir. Asetik asit bakterileri gram negatif veya
degisken, katalaz pozitif, oksidaz negatif, aerobik, elipsoidal, ¢ubuk sekilli, hareketli ya
da hareketsiz olabilirler (Aran, 2010; Gomes, Borges, Rosa, Castro-Gomez, ve Spinosa,
2018; Yiicel-Sengiin ve Kilig, 2016).
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Optimum sicaklik araliklart 25-30°C iken 5-45°C araliginda yasamlarini
siirdiiriirler. Diisiik pH’ya dayanikhidirlar, fakat optimum pH’lar1 5.0-6.5tir. Ozellikle
sirke tiretiminde izole edilenler Acetobacter, Glucanobacter ve Gluconacetobacterlerdir.
Yine sirke iiretiminde ortamdaki etanol miktar1 ile aktiviteleri degisebilir. Ortamda
istedikleri yaklasik alkol orant %10-13 arasindadir ve oksijen ihtiyaclari oldukca
yiiksektir (Aran, 2010; Arici, 2017; Yiicel-Sengiin ve Kilig, 2016).

Asetik asit bakterileri sirke disinda gida sektoriinde hurma sarabi, kakao tozu ve
kombucha c¢ay1 tretiminde kullanilir. Asetik asit fermantasyonu sonucunda olusan
glukonik asit gidalarin tat ve aromasinda etkilidir. Olumsuz yanlar ise 6zellikle sarap,
bira ve meyve suyu gibi i¢eceklerde fermantasyonun devami sonucunda tat bozulmasi,
bulanik goriintd ve yapiskanlik olusumudur. Sirkede yeterli koruyucu madde
eklenmemesi durumunda fermantasyonun devam etmesi ve seliiloz zarlar1 olusmasi ve

birikmesine neden olabilir (Gomes vd., 2018; Yiicel-Sengiin ve Kilig, 2016).

Dogada meyveler lizerinde oldukca yaygin bulunan bakterilerden gida sanayinin
yaninda tekstil, medikal ve insaat sanayilerinde kullanilan iirlinlerin iiretiminde de
yararlanilir. Endiistriyel olarak dihidroksi aseton, sorboz ve seliiloz iiretiminde de

kullanilirlar (Yiicel-Sengiin ve Kilig, 2016).

2.5.2. Fermente Gidalar

Hayvansal ya da bitkisel kaynakli fermente {irlinler kaynagindan bagimsiz olarak
insanlarin beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Kabak ve Dobson, 2011). Cabuk
bozulan gidalarda fermantasyon uygulanmasi sonrasinda raf omrii artar, gidalardaki
protein ve karbonhidratlarin sindirilebilirligi kolaylasir, vitamin ve minerallerin
biyoyararlilig1 artar, lezzet, aroma ve tat gelisir (Sanlier, Basar-Gokcen ve Ceyhun-
Sezgin, 2017). igerdikleri mikroorganizmalar ile fonksiyonel ve probiyotik &zellik
kazanirken, antioksidan aktiviteleri ve besleyici igerigi de artmis olur (Akyol, Kundakgi

ve Ergoniil, 2014). Fermente gidalar;

Fermente siit iiriinleri: peynir, yogurt, kefir, kimiz, ayran, kurut
Fermente et irtinleri: sucuk, sosis

Fermente hububat {iriinleri: tarhana, boza, eksi mayali ekmekler

Fermente sebze ve meyve iiriinleri: hardaliye, sirke, tursu, salgam, zeytinler
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Fermente icecekler: cay, kahve, kombucha

Fermente alkollii igecekler: rom, konyak, viski, bira, sarap, raki, cin, votka seklinde

simiflandirip 6rneklenebilir (Kabak ve Dobson, 2011).

Eski zamanlarda iretilen duriinlerin uzun siire saklanmasi i¢in kullanilan
fermantasyon yontemi, gida endiistrisinin gelismesiyle organoleptik ozelliklerin
gelismesi ve besin degeri, sagliga yararli olan fonksiyonel ve probiyotik etkilerinin
kesfedilmesi ile daha fazla calisma yapilan bir alan haline gelmistir. Fermente {iriinlerin
sagliga yararl etkileri fermantasyon asamasinda olusan B; (riboflavin), Bo (folat), B12 ve
K vitamini gibi biyoaktif bilesiklerin sentezlerinin artmasiyla iliskilidir (Sanler vd.,
2017). Ozellikle kefir ve kimiz gibi iceceklerin gastrointestinal sistemi koruma ve
iyilestirme etkileri bilinmektedir (Machado de Oliveira Leite vd., 2013). Goniillii insan
deneylerinde fermente siit iiriinlerinin bagisiklig1 arttirdigi, yiiksek kolesterol ve
tansiyonu diisiirmeye yardimci oldugu ve kabizliga karsi etkili oldugu, ayrica kanser ve
beyin tizerinde de olumlu etkileri oldugu sonucuna ulasilmistir (Tabbers vd., 2011).
Fermente iriinlerin proteolitik kiiltiirlerin etkileriyle de sindirim, endokrin,
kardiyovaskiiler, bagisiklik ve sinir sistemi tizerinde olumlu etkileri vardir (Marsh, Hill,
Ross ve Cotter, 2014). Fermente tahil iiriinleri, tahillara gore daha diisiik yag, daha yiiksek
mineral igerigine sahiptirler. Fermente iriinler lif, mineral, vitamin, flavonoid, fenolik
gibi bilesikleri igerirler ve oksidatif stres, inflamasyon, hiperglisemi ve karsinojenlere

kars1 etkilidirler (Wang, Wu ve Shyu, 2014).

2.5.2.1. Boza

Farsca dar1 anlamina gelen buze kelimesinden tiiremistir. Bozanin 8000 yillik bir
geemisi vardir. Ilk iireten Tiirkler’dir ve gd¢ yoluyla bozanin diger bolgelerde taninmasi
saglanmistir. Selguklu devletinde bekni diye bilinen boza Tiirkiye ve Tiirki devletlerde
boza, Balkan, Kafkas iilkelerinde buha, Rusya’da buza, Ingiltere, Almanya, Ispanya,
Portekiz, Fransa gibi iilkelerde boza/bosa/buza/bousa/bozan diye telaffuz edilirken,
Afrika ve Arap iilkelerinde ise buha/merissa, Yunanistan’da ve Romanya’da bozas gibi
farkli isimlerle bilinmektedir. Kaggarli Mahmut’un Divan-1 Liigat’it Tiirk’te bozadan
buhoun diye bahsedilirken, Evliya Celebi Seyahatnamesinde Anadolu’daki

bozahanelerden bahsederek; karanfil, zencefil gibi farkli baharatlarla iiretilen bozalar
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anlatmistir (Arict, 2017; Bayat ve Yildiz, 2019; Birer, 1987; Songiir, Cakiroglu ve Hakli,
2016).

Gida Maddeleri Tiziigii 10. Kisimda boza “dari, piring ve musirin ezilip
kabuklarindan ayrildiktan sonra suyla pisirilmesi, fermantasyona birakilip seker
eklendikten sonra hazir hale gelen koyu kivamli beyaz veya krem renkli tatli ya da eksi
lezzetteki igecek™ olarak tanimlanir. Seker miktarinin sakkaroz cinsinden gramla %15 ten
az, asiditesinin %4 ten fazla olamayacagi belirtilir (Gida Maddeleri Tiziigii). TS 9778
boza standartinda ise bozanin tanimi “yabanci maddelerinden temizlenen misir, bugday,
dar1, piring gibi hububatlarin bir ya da birkagimin 6giitiiliip su ile pisirilip beyaz seker
eklendikten sonra alkol ve laktik asit fermantasyonlarinin ger¢eklesmesi sonucu olusan

tirtin” olarak yapilir (Levent ve Cavuldak, 2017; Tangiiler, 2014).

Cizelge 2.4. TS 9778 Boza standardina gore bozanin kimyasal 6zellikleri

Ozellikler Degerler (g/100g)
Toplam kuru madde >20
Toplam seker >10
Etil alkol <2
%10’luk HCI’de ¢6ziinmeyen kiil <0,2

Ana malzemesi tahil olan boza geleneksel olarak evlerde iiretildigi gibi ticari
olarak da iiretilmektedir. Uretim yerine gore kullanilan tahilin cinsi degisebilir ya da
tahillar karistirilarak iiretilebilir. En kaliteli boza ise daridan iiretilendir. Asitligine baglh
olarak tatli boza (%0.2-0.5) veya eksi boza (%0.5-1.0) olarak siniflandirilir.
Fermantasyonlarin sicaklik ve siireleri son {iiriin lizerinde etkilidir. Laktik asit
fermantasyonu daha ¢ok triiniin aromasi tiizerinde etkiliyken, alkol fermantasyonu
kivaminda belirleyici olur. Genellikle sonbahar ve kis mevsiminde tiiketilir. Yazin da
icilebilir ancak sicak hava maya ve bakterilerin ¢alismasini1 aktive edebilir, bu da
depolama siiresinde kisalmaya ve organoleptik 6zelliklerinin degismesine neden olabilir
(Aric1 ve Daglioglu, 2002; Bayat ve Yildiz, 2019; Levent ve Cavuldak, 2017; Songiir vd.,
2016; Sanlier vd., 2017; Tangiiler, 2014).
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Genel olarak bozanin iiretim asamalari; hammaddenin hazirlanmasi, kaynatma,
sogutma, siizme, seker eklenmesi, fermantasyon, sogutma, paketleme olarak siralanabilir
(Sekil 2.14) (Birer, 1987; Levent ve Cavuldak, 2017). Boza iiretiminde kullanilacak
hammaddeler elenirler, 6giitiiliir ve tahilin cinsine gore 1-5 saat arasinda su ile kaynatilir.
Homojen hale gelen boza hamuru sogutma teknelerine alinarak, 12 saat ile 1 giin arasinda
bekletilir. Sogutma siiresince seyreltme ve hamuru inceltme icin su ilavesi yapilir.
Homojenligin kaybolmamasi igin siirekli karistirilmalidir. Pitiirlii maddeleri almak i¢in
stizlliir. Siiziilen kisma ¢ig boza, ham boza, sekersiz ham boza denilir. Fermantasyonlarin
gerceklesmesi icin %15-20 oraninda sakkaroz eklenen hali ise sekerli ¢ig bozadir. 25-
30°C’de 15-18 saat mayalanmaya birakilir. Starter kiiltiir olarak daha 6nce iiretilen boza,
eksi yogurt veya eksi maya kullanilabilir, laktik asit fermantasyonu ve alkol
fermantasyonu ayri ayri1 degil ayni anda gerceklesir (Bayat ve Yildiz, 2019; Birer, 1987,
Songiir vd., 2016; Tangiiler, 2014). Fermantasyon sonrasinda 4°C sogutulan boza
paketlenir. Bozanin 3-5 giin i¢inde tiiketilmesi tercih edilir, raf dmrii en fazla 15 giindiir.
Fermantasyonun siiresi uzadik¢a asitlik artmaktadir. pH 3.5’in altina diisene kadar
tilkketilebilir. Probiyotik kiiltiir kullanilarak iiretilen bozalarda ise raf dmrii en fazla 12
giindiir (Altay vd., 2013; Bayat ve Yildiz, 2019; Levent ve Cavuldak, 2017; Songiir vd.,
2016; Tangiiler, 2014).

Alkol fermantasyonundan sorumlu mayalar Saccharomyce cerevisiae, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Geotrichum Penicillium ve Geotrichum candidum; laktik
asit fermantasyonundan sorumlu bakteriler ise Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus coprophilus, Leuconosto
creffinolactis, Leuconosto cmesenteroides ve Lactobacillus brevis’dir (Songiir vd., 2016).
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Sekil 2.14. Boza iiretim akis semasi (Tangiiler, 2014)

Giinliik icilen iki bardak boza B vitamini ihtiyacini karsilayabilmektedir. Bozanin
besleyici degerini ana yapiyr olusturan tahillar ve fermantasyon olusturur (Bayat ve
Yildiz, 2019). Kullanilan tahil cinsine gore hem yap1 hem de fermantasyon derecesi
degismektedir. Laktik asit fermantasyonu agsamasinda kullanilan bakterilerden probiyotik
etkili olanlarin kullanilmasi ile boza hem probiyotik, hem de fonksiyonel gida 6zelligi
kazanir (Songiir vd., 2016). Todorov ve arkadaslart bozada kullanilan laktik asit
bakterilerinin probiyotik etkilerini arastirmis ve bozanin probiyotik etkisinin yaninda
izole edilen ST284BZ susunun en yiiksek antiviral ve antibakteriyel (bakteriyosin tiretimi

ile) aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir (Todorov vd., 2008). Bozanin probiyotik
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icerigi lizerine yapilan bagka bir ¢alismada kullanilan mikroorganizmalarin hayvan ve
insanlarda probiyotik olarak kullanilmasi ve antibiyotik kaynakli ishal tedavisinde etkili

oldugu gbzlenmistir (Songiir vd., 2016).

Probiyotik 6zellikli tiim laktik asit bakterileri starter kiiltiir olarak
kullanilamayabilir. Hem probiyotik etkisi olan hem de baglangi¢ kiiltiirii olarak
kullanilabilen susglar ise Laccharomyces boulardii, Lactobacillus acidophilus LA-5 ve
Bifidobacterium bifidum BB-12’dir (Levent ve Cavuldak, 2017). Laktik asit
bakterilerinden bazilarinin bozadaki ekzopolisakkaritleri liretme kapasitesi ¢ok yiiksektir.
Cesitli bakteri ve 0karyotlar tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritler gida sanayinde kivam
arttiric, jellestirici ve emiilsifiye edici olarak rol oynarlar. Bozadaki ekzopolisakkaritler
de emiilgator, stabilizator, prebiyotik etki gosterirken antitiimdr, immiin sistem
destekleyici, kolesterol diisiirlicii ve antioksidan etkili olduklar1 da bildirilmistir

(Suyugok, Ekiz ve Basyigit-Kilig, 2016).

2.5.2.2. Hardaliye

Trakya yoresinde yaklasik 500 yillik tarihe sahip olan Osmanli déneminde
ozellikle padisahlarin bu bolgede yasarken kesfettigi ve kalp hastaliklarina karsi
korumada etkili oldugu diisiiniilen fermente edilmis liziim suyundan iiretilen bir icecektir.
Evliya Celebi’nin seyahatnamesinin ikinci cildinde hardaliyeden ve Kirklareli ilindeki
baglardan bahsedilmistir. Mustafa Kemal Atatiirk’iin 20 Aralik 1930 yilinda Kirklareli’ni
ziyareti sirasinda ikram edilen ve milli mesrubat olarak tanitilmasini istedigi hardaliye
ancak 2017 yilinda cografi isaret almistir. Tirk Patent Kurumu da hardaliyeyi iiziim
suyuna hardal ilavesi ve laktik asit fermantasyonu sonucu olusan igecek olarak
tanimlamistir (Bayindir ve Ongel, 2019; Coskun, 2005; Trakya Kalkinma Ajansi
Kirklareli Yatirnm Destek Ofisi, 2014).

Hardaliye meyve temelli alkol igcermeyen fermente igecektir (Coskun, Arici,
Giilcii, Celikyurt ve Mirik, 2018), fermantasyondan probiyotik 6zellikli olan laktik asit
bakterileri sorumludur (Palamutoglu-ince ve Bas, 2020). Trakya’da geleneksel olarak
hardaliye tiretimi evlerde yapilir (Altay vd., 2013; Coskun, 2017). Hardaliye yapiminda
kullanilan iiziim (Vitis vinifera) cesitleri Dingil Kara, Kara Uziim, Cabernet Sauvignon,
Yerli Izabella, Siyah Uziim, Papazkarasi, Pamit, Miiskiile, Razaki, Kardinal, Merlot,
Alphonse, Okiizgdzii ve Shiraz’dir (Bayindir ve Ongel, 2019; Coskun vd., 2018).
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Toplanan tiziimler temizlenir, yikanir ve pargalanir. Tane biitiinliigi bozulan tziimler,
ogiitiilmiis siyah hardal (Brassica nigra L. Koch) tohumlari, aroma vermesi igin
visne/kiraz (Prunus cerasus L.) yapraklar1 ve koruyucu (sorbatlar ya da benzoatlar)
ilavesi ile mese figilara kat kat olacak sekilde doldurulur. Karigmay1 saglamak i¢in dolum
yapilan kaplarin alt kisminda musluk ve st kisimda bosluk olmasi 6nemlidir.
Fermantasyon oda kosullarinda ve yaklasik 5-10 giin siirer (Altay vd., 2013; Bulut-Solak,
2021; Coskun vd., 2018). Hardaliye tiretiminde Lactobacillus cinsi bakteriler gorev alir.
Hardaliye tiretimi sirasinda mikroorganizmalarin alkol fermantasyonu hardal tohumu
eklenerek ve mayalarin aktivitesi de sorbat/benzoatlar eklenerek engellenir (Coskun ve
Arici, 2011; Coskun, 2017). Fermantasyon ilk basladiginda pH 3.86 civarindadir,
yaklasik bir hafta sonra 3.39’a diiser. Inkiibasyondan sonra ve tortular ¢oktiikten sonra
sliziilen hardaliye 4°C’ta 3-4 ay saklanabilir (Sekil 2.15). Hardaliyenin bu saklama siiresi
icerisinde tadi asamali olarak degisime ugrar. Uretim sonrasimin yaklasik ilk 30 giiniinde
aci, sert ve yakici tada sahiptir. ikinci asama ise gergek hardaliye lezzetinin olustugu
yakicilik ve aciligin azaldig1 zaman dilimidir. Son asama da hardaliye aromasinin azaldig:
sira aromasina dondiigii ve uygun ortam olusmasi halinde alkol fermantasyonunun

olustugu zaman araligidir (Coskun, 2017).
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Sekil 2.15. Hardaliye iiretim akis semas1 (Faikoglu, Yavas, Giirbiiz ve Istek, 2016)

Hardaliye probiyotik 0Ozellikli laktik asit bakterilerinin kullanimi sonucu
fonksiyonel iiriin o6zelligi kazanmaktadir (Coskun, 2017). Uziim igerdigi ¢esitli
polifenoller ve flavonoidler (kuersetin, kamferol, mirisetin, katesin, kumarik asit,
resveratrol) ile giiglii bir antioksidan kaynagidir (Faikoglu vd., 2016). Hardal tohumunda
bulunan glukozinolatlar (izotiyosiyanatlar, tiyosiyanatlar) antikanser etkili bilesik
grubundandir (Coskun, 2017). Hardaliyenin antikanser aktivitesi iizerine yapilan bir
aragtirmada kolon kanserini 6nlemek i¢in gida takviyesi olabilecegi sonucuna varilmistir.
Ayrica hardaliye magnezyum, selenyum, potasyum ve c¢inko gibi elementleri de
icermektedir (Kahraman-Ilikkan, Doganlar, Doganlar, Altinoluk-Mimiroglu ve Soykan-
Kirbas, 2017). Hardaliyedeki antioksidan etkili fenolik bilesenler ve besin igerigi Cizelge

2.5’de verilmistir.
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Cizelge 2.5. Hardaliyenin antioksidan 06zelligi, fenolik, besin ve enerji igerigi

(Amoutzopoulos, 2013; Amoutzopoulos vd., 2013)

Bilesen (mg/l) Hardaliye Bilesen (Q) 100 ml
Trans-Resveratrol 2.72 £0.28 Enerji (kcal) 75.54
Kuersetin 65.5+0.37 Nem 88.51
Toplam fenolik asit 397 £13.78 Kiil 0.23
Gallik asit 47 +0.89 Yag 0.20
Protokatesik asit 111 +1.42 Toplam diyet lifi 0.98
Siringik asit 409=+1.15 Karbonhidrat 17.53
p-kumarik asit 21+ 1.71 Fruktoz 9.51
o-kumarik asit 43.7+5.77 Glukoz 9.43
Gentisik asit 45.1+1.22 Toplam seker 18.91
Ferulik asit 4.09 + 2.85 Bilesen (mgQ) 100 ml
Sinapik asit 21.9+0.55 Potasyum 94.14
Salisilik asit 296 +£0.17 Fosfor 24.50
Cafeik asit 60+1.15 Kalsiyum 13.45

Antioksidan ozelligi Magnezyum 13.59
ORAC (mmol TE/L) 64.0 = 5.30 Demir 0.91
Toplam fenolik :

(mg GAEIL) 2128+ 188.09 | Cinko 0.24

roplam antosiyonin 172438 | By vitamin 0003
B> vitamini 0.01
Bs vitamini 0.05
Niasin 0.31
Folat (ng) 1.01

ORAC: Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi, TE: Troloks esdegeri, GAE: gallik Asit Esdegeri, C3GE:

siyanidin-3-glukozit esdegeri

2.5.2.3. Sirke

Sirke, eski sarap anlamina gelen vin ve aigre iki Fransizca kelimeden tiiretilmistir
(Budak, Aykin, Seydim, Greene ve Giizel-Seydim, 2014). Genel olarak sirke, seker igeren
kuru ya da yas meyvelerin oncelikle mayalar ile alkol fermantasyonu, sonrasinda ise
asetik asit bakterilerince asetik asit fermantasyonu sonucunda olusan fermente iiriin
olarak tanimlanmaktadir (Gokirmakli, Budak ve Giizel-Seydim, 2019). TS 1880 EN
13188 sirke standartinda yapilan tanima gore “tarim kokenli sivilar ya da diger
maddelerden iki asamali alkol ve asetik asit fermantasyon ile biyolojik yolla iretilen
kendine has iriin”diir (Bozdemir, Altan-Kemer, Akgiil ve Giimiis, 2021). Codex

Alimentarius ise sirkeyi insan tiiketimi i¢in saglikli olan, i¢inde yalniz seker ya da nisasta
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bulunduran gidalardan alkol ve asetik asit fermantasyonuyla iretilen sivi seklinde

tanimlamistir (Bozdemir vd., 2021).

Sarap {iretiminin tarihi yaklagik 10.000 yil Oncesine dayandigi icin sirke
tiretiminin de tarihi o kadar eski sayilmaktadir. Talmud’da Yahudilerin gogii sirasinda
saraplarin sirkelestiginden bahsedilir, Eski Ahitte sirkenin kullanildig1 anlatilmaktadir.
Babillerin sirkeyi lezzet arttirici, asitleyici, koruyucu ve yara tedavisinde kullanmanin
yaninda ¢esitli aromalarda tiretip ticaretini yaptiklar1 bilinir. Yunanlilar ve Romalilar ise
yemeklerinde, gida muhafazasinda, zeytin, zeytinyagi iiretiminde yaygin olarak
kullanmislardir. 1375 yilindaki modern Avrupa’nin en eski yemek kitabinda sirkenin
hazirlanmasi tarif edilmistir. Hipokrat antibiyotik, Oksiiriik ve iilserin tedavilerinde
sirkeyi kullanmistir (Chen, Chen, Giudici ve Chen, 2016; Connor ve Allgeier, 1976).
Tarihi belgelerde kolera salgin1 zamaninda dezenfektan olarak kullanildig: belirtilmistir
(Gokirmakli vd., 2019). 1814 yilinda Berzelios asetik asit analizini gergeklestirmesinden
sonra 1823’te Schutzenbach sirke iiretimi i¢in yontem gelistirmistir (Budak vd., 2014).
Gilinlimiizde ¢esitli meyvelerden ve tahillardan iiretilen sirke ¢esitleri et, meyve ve sebze
salamuralarinda kullanilmanin diginda sekerlemelerde, mayonez, salata ve peynir soslari,
hardal, alkolsiiz igeceklerde ve gida c¢esnilerinde katki maddesi, lezzet verici ve
fonksiyonel 6zellikleri sebebiyle kullanilmaktadir (Connor ve Allgeier, 1976; Budak vd.,
2014).

Geleneksel sirke tahillardan iretilmektedir fakat alkol, sarap, malt, peynir alti
suyu, bira, bal, seker kamis1 ve meyvelerden de firetilebilir. Fonksiyonel o6zellikleri
dolayisiyla meyve sirkeleri son yillarda daha fazla ilgi gormektedirler. Tahil bazli sirkeler
genellikle Asya tilkelerinde iiretilirken batida tiretilmemektedir (Budak vd., 2014; Dabija
ve Hatnean, 2014; Liu, Tang, Zhao, Gan ve Li, 2019). Sirkenin tiretildigi hammaddeye
gore kimyasal ve organoleptik 6zellikleri degismektedir (Kahraman, Tutun, Keyvan ve
Balkan, 2022).

Sirke tretimi yavag fermantasyon, hizli fermantasyon veya derin Kkiiltiir
fermantasyonu yontemleriyle yapilmaktadir (Bozdemir vd., 2021). Geleneksel sirke
tiretimine hammaddenin siras1 veya sarap Once maya ile etil alkol fermantasyonuna
birakilir. Alkol fermantasyonunda en yaygin olarak kullanilan maya Saccharomyces

cerevisiae’dir ve fermantasyon genel olarak 25°C’de 7 giin siirmektedir. Etanol
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olusumundan sonra asetik asit bakterileri tarafindan etanolden asetaldehit iizerinden
asetik asit olusumu gerceklesir. Asetik asit fermantasyonunda ve Acetobacteriacea
ailesindeki bakteri grubu olan Acetobacter, Gluconacetobacter ve Gluconobacter’ler
aktivite gostermektedir (Budak vd., 2014; Sengiin ve Kilig, 2019).

CeH120s — 2CH3CH20H + 2CO: (Alkol fermantasyonu)
2CH3CH2OH + 02 — 2CH3COOH + 2H,O (Asetik asit fermantasyonu)

Ev tipi iiretimlerde yavas fermantasyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde
hammaddenin sirasi ya da sarap once maya ile etil alkol fermantasyonuna birakilir.
Mayalar tarafindan yiizeyde sirke anasi olarak isimlendirilen kivamli bir film tabakasi
olusur. Etanol olusumundan sonra ise asetik asit bakterileri tarafindan asetaldehit
tizerinden asetik asit olusumu gerceklesir. Sirke iiretilmeye basladiktan sonra sirke anasi
dibe ¢oker. Bu yontemle firetilen sirke verimi diisiik olmasina ragmen, aromatik bilesik
icerigi daha fazladir (Aran, 2010; Dabija ve Hatnean, 2014; Tangiiler, Mert, {lman, Yiicel
ve Gengtiirk, 2021). Hizli yontemde ise dolgu maddelerine saf sirke kiiltiirii ya da sirke
tutundurulur ve alkollii sivi pliskiirtmesi yapilir. Asetik asit fermantasyonu esnasinda
alttan hava akimu verilir. Ticari sirkelerin tiretimi bu yontemle yapilmaktadir. Derin kiiltiir
yonteminde dolgu maddesi kullanilmaz, saf asetik asit bakterileriyle fermantasyon yapilir
ve sirkesi yapilacak {riinlin i¢ine hava kabarciklar1 verilir. Cabuk ve derin kiiltiir
yonteminde alkol ve asitlik igerikleri belirli diizeye geldigi zaman fermantasyon kontrollii
olarak bitirilir (Aran, 2010; Oztiirk, 2021). Yavas yontemde asetik asit fermantasyonu
yaklasik 2 ay siirerken, hizli yontemde 20-24 saat arasinda tamamlanmaktadir (Sekil
2.16) (Budak vd., 2014).
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SIRKE

Sekil 2.16. Sirke iiretim asamalar1 (Budak vd., 2014)

Eski yiizyilda sirkeler daha ¢ok koruyucu 6zelligi nedeniyle tiiketilirken son
zamanlarda beslenmedeki yararli ve fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle tiiketilmektedir.
Ozellikle meyve sirkelerinin antioksidan 6zelligi esdeger meyve sularina gére daha
yiiksektir. Igerdikleri organik asitler sayesinde antibakteriyel etki gostermektedirler
(Oztiirk, 2021). Hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda lipid diizeylerinin ve kan
sekerinin diizenlenmesinde (Petsiou, Mitrou, Raptis ve Dimitriadis, 2014), HDL
kolesterolii yiikseltmede ve LDL kolesterolii diisiirmede (Fushimi vd., 2006) etkili oldugu
sonucuna ulasilmistir. Farkli kanser tiirlerinde hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemede yardimci

oldugu gozlemlenmistir (Baba, Higashi ve Kanekura, 2013). Ratlarda yapilan ¢alismada
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ise kilo vermede etkili oldugu goézlemlenmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve yiiksek
tansiyona kars1 sirkenin olumlu etkileri tespit edilmistir (Oztiirk, 2021). Bu terdpatik
Ozellikleri icerdigi organik asitler, fenolikler, flavonoidler, esansiyel amino asitler,

vitamin ve mineral gibi biyoaktif bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Kahraman vd., 2022).

Elma ve iiziim sirkesinin organik asit igerikleri birbirlerine ¢cok benzemekle
birlikte, her ikisinde de en fazla bulunan asetik asit, ikinci sirada bulunan organik asitler
uziim sirkesinde tartarik asit, elma sirkesinde siiksinik asittir. Elma sirkesi {izim
sirkesinden farkli olarak laktik asit de icermektedir (Kahraman vd., 2022; Liu vd., 2019).
Fenolik bilesenler agisindan ise gallik, protokatesik, kafeik, p-kumarik asit ve katesin
icerirler. En yogun bulunan fenolik bilesen gallik asit iken, tiziim sirkesi elma sirkesinden
farkl1 olarak klorojenik asit igermektedir (Kahraman vd., 2022; Liu vd., 2019). Mineral
olarak Cu, Mg, Cr, Ca, K, P ve Na igerirler (Sekil 2.6). Ucucu bilesenler olarak elma
sirkesinde aseton ve 2-metilbiitanali i¢eren toplam dokuz, tiziim sirkesinde ise etil asetat
ve 2,4,5-trimetil-1,3-dioksolani igeren toplam on sekiz adet ugucu bilesik tespit edilmistir.
Antioksidan ve fenolik 6zellikler acisindan kiyaslanmasi durumunda iizim sirkesi daha

zengindir (Cizelge2.6) (Kahraman vd., 2022).

Cizelge 2.6. Uziim ve elma sirkesinin organik asit, fenolik ve mineral igerigi (Kahraman

vd., 2022)

Bilesenler Uziim sirkesi Elma Sirkesi
Asetik asit 17815.8 (%79.97) | 7584.4 (%84.2)
Tartarik asit 3769.4 (%16.9) 110.8 (%1.2)
Organik  Asitler | Malik asit 323.8 (%1.4) 101.8 (%1.1)
(ng/g) Laktik asit nd 467.9 (%5.2)
Sitrik asit 67 (%0.3) 167.1 (%1.8)
Siiksinik asit 307.7 (%1.3) 571.8 (9%6.3)
Gallik asit 10.8 4.5
Protokatesik asit 2.4 0.7
Fenolik bilesikler | Katesin 4.4 1.3
(ng/ml) Klorojenik asit 3.1 nd
Kafeik asit 5.2 0,3
p-Kumarik asit 0.8 0,03
Mg 5.696+0.4846 5.389+0.2275
Ca 30.04+0.522 6.715+£0.2967
Mineraller (mg/g) | K 153.8+5.22 131.2+4.29
Na 21.85+1.502 15.37+0.734
P 10.90+0.087 6.901+0.1194
. Cu <0.006 ppm <0.006 ppm
Mineraller (ppm) Cr <0.005 ppm <0.005 ppm

"% degeri, sirkelerin igindeki organik asit miktarlarinin bulunma oranini gostermektedir.
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Sirkeler  antimikrobiyal oOzelliginden dolayr meyve ve sebzelerin
temizlenmesinde, bozulmalariin énlenmesinde dezenfektan gérevi gorebilir (Oztiirk vd.,
2015). Sirke antimikrobiyal aktivitesini, icerdigi organik asitlerin bakterilerin dis zarina
etki ederek zar gegirgenligini degistirmesi veya hiicre i¢i ozmotik basinci degismesiyle
gosterir (Chen vd., 2016). Uziim sirkesinin organik asit, fenolik icerigi daha yiiksek
oldugu i¢in antimikrobiyal aktivitesi daha fazladir (Kahraman vd., 2022).

Ozellikle kirmiz1 iiziimden iiretilen sirkelerin antioksidan aktivite ve radikal
temizleme giicii daha etkilidir (Guidici, Gullo, Solieri ve Falcone 2009). Sirkede bulunan
fenoliklerin, organik asitlerin ve 6zellikle polifenollerin oksidatif hasar1 baskiladiklar1 ve
antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Ozellikle iiziim sirkesi igerdigi resveratrol

ile elma sirkesine kiyasla daha etkilidir (Chen vd., 2016).

Elma sirkesinin alkol fermantasyonu asamasi atlanarak yani elma suyuna alkol
eklenmesi sonrasinda asetik asit fermantasyonunun gerg¢eklesmesi sirasinda olusan o-
glikan yapisinin antitimor Ozelligi fareler iizerinde yapilan calismalarda ortaya

cikarilmistir (Abe, Kushibiki, Matsue, Furukawa ve Motomura, 2007).

Sirkenin antidiyabetik etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar da vardir. Sirke ile yapilan
caligmada elma sirkesi ve plasebo igecek ictikten sonra karbonditratli 6glin tiiketen
kisilerden insiilin duyarlilig1 olanlarda %34 ve tip 2 diyabetli olanlarda %19 oraninda
postprandiyal degerlerinde iyilesme oldugu gézlemlenmistir (Johnston, Kim ve Buller,
2004). Yiiksek glisemik indeksli diyetle beslenen kisilerde sirke tiiketimi tokluk kan
sekerini azaltict etki gosterirken, diisiik glisemik indeksli diyetlerle beslenen ve yemek
sonrasinda diizenli sirke kullananan kisilerde kan sekerinin diizenlenmesinde énemli bir
degisiklik gozlenmemistir (Johnston ve Buller, 2005). Tip 2 diyabetli kisilerin gece
yatmadan diizenli elma sirkesi tiiketimi ise aglik kan sekeri konsantrasyonunun

diizenlenmesine yardimci oldugu goriilmiistiir (Johnston, White ve Kent, 2009).

Toplam 6liimlerin biiyiik bir kismini olusturan kolesterol, yiiksek tansiyon, sigara
ve hareketsizlik kaynakli olabilen kardiyovaskiiler hastaliklarda polifenol icerigi zengin
gidalar tiiketilmesinin koruyucu etki gosterdigi ve 6liimleri azalttig1 bilinmektedir (Budak
vd., 2014). Aterosklerozun baslamasinda ve ilerlemesinde oksidan maddeler ve LDL
kolesteroliin etkisi biiyiiktiir (Berliner ve Heinecke, 1990; Lee vd., 2007). Ozellikle elma

sirkesindeki klorojenik asit LDL kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek antioksidan
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aktivite gostermektedir (Laranjinha, Almeida ve Madeira, 1994). Asetik asidin serum
kolesteroliinii ve trigliseritleri tizerinde azaltic1 etki gosterdigi (Yamashita vd., 2007),
VLDL ve HDL kolesterol seviyelerini de arttirdig1 gozlemlenmistir. insanlar iizerinde
yapilan ve 8 hafta siiren arastirmada giinde iki kez 30 ml civarinda tiiketilmesi
hiperlipidemili hastalarin kolesterol, trigliserit, LDL seviyelerini 6nemli dl¢iide azaltmis,
HDL seviyesinde ise hafif bir artis gergeklesmistir (Beheshti vd., 2012; Budak vd., 2014).

Sirke anas1 doku onarimi ve yaniklarin tedavi edilmesinde etkilidir (Budak vd.,

2014).

2.5.2.4. Kombucha (Kombuca/Kombu Cay1)

Dogu Asya iilkelerinde Cin’in Mancurya bdlgesinde yaklasik MO 220 yilinda
ortaya ¢ikmustir. Adin1 414 yilinda imparatorun sindirim problemlerini iyilestirmek igin
Kore’den Japonya’ya ¢ay mantarini gotiiren Dr. Kombu’dan alan, maya ve asetik asit
bakterilerinin ortak ¢alismasi sonucu detoksifiye eden, ferahlatici ve enerji verici 6zelligi
olan fermente bir igecektir (Gaggia vd., 2018; Jayabalan, Malbasa, Loncar, Vitas ve
Sathishkumar, 2014; Loncar, Djuric, Malbasa, Kolarov ve Klasnja, 2006). Ruslara gore
ise Rusya’dan Avrupa’ya yayilan, lezzeti elma sarabina benzeyen kopiiklii, asitli ve
sekerli caydan maya ve asetik asit bakterisi kombinasyonu (¢ay mantari) ile evlerde de
iiretilebilen Kargasok cayi, Manchurian Mantar1 ve Haipao olarak da tanman icecektir
(Greenwalt, Steinkraus ve Ledford, 2000; Ileri-Biiyiikoglu, Tas¢1 ve Sahindokuyucu,
2010; Jayabalan vd., 2014). Probiyotik etkileri ve fonksiyonel 6zelligi ile tiiketici ve
aragtirmacilarin dikkatini ¢eken kombu ¢ayyla ilgili olarak siyah, yesil, oolong melas,
nane, thlamur, kola, limon balsam ¢ay1, kekik, melisa, siyah havug, civanpercemi, bugday
¢imi, guava yapraklari, Afrika hardali yapraklari, kakule, tar¢in, sarap, yer elmasi, sirke,
peynir alti suyu, kahve ve meyvelerin (ahududu, kurt iiziimii, kirmizi tiziim, hurma,
kavun, karpuz, visne, kaktiis armut ve karagali meyvesi) substrat olarak kullanilmasiyla
cesitli arastirmalar yapilmis, fakat bakteri ve mayanin simbiyotik kiiltiirii (SCOBY) i¢in
en uygun substratin siyah cay oldugu tespit edilmistir (Delik, Eroglu, Unal ve Tefon-
Oztiirk, 2021; Greenwalt vd., 2000; Heri-Bﬁyﬁkoglu vd., 2010; Mousavi vd., 2020; Tamer
vd., 2021).

Kombucha ¢ay1r mayasi1 (SCOBY, simbiyotik bakteri ve maya kiiltiirii), 6zellikle

mayalar ve bakteriler olmak iizere farkli mikrobiyal gruplarin simbiyotik bicimde
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yasadig1 bir mikrobiyal topluluktur (Sekil 2.17). Bakteriler arasinda laktik asit bakterileri
bulunmasina ragmen asetik asit bakterileri baslica fonksiyonel organizmalardir; ayrica
Saccharomyces ve Zygosaccharomyces cinsi maya suslarini igermektedir. Kombucha
cay1 uretiminde, mayalar ve asetik asit bakterileri tarafindan yiiriitiilen iki fermantasyon
reaksiyonu gerceklesir. Maya ve bakteri arasindaki simbiyotik iliski, mayalarin
Kombucha gay1 iiretiminde ana substrat olan sakkarozun glukoz ve fruktoza ve daha sonra
da etanole hidrolize edildigi fermantasyon islemiyle kurulur. Asetik asit bakterileri
glukonik asit, glukuronik asit, asetik asit ve bakteriyel seluloz tliretmek igin glukoz,
fruktoz ve etanolii kullanir (La China vd., 2021). Uriin olarak sekerli, organik bilesiklerin

verdigi eksi aromali, hafif gazli, asidik igecek olusur.

Sekil 2.17. SCOBY (Simbiyotik bakteri ve mayanin kiiltiirii) mayas1

Literatiire gore ¢ay mantarinda bulunan mayalar; Pichia spp., Saccharomyces sp.,

Saccharomyces ludwigii, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis sp., Zygosaccharomyces
bailii, Zygosaccharomyces rouxii, Brettanomyces sp., Zygosaccharomyces
kombuchaensis, Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces lambicus, Brettanomyces
custersii, Candida krusei, Candida albicans ve Kluyveromyces africanus, Torulaspora
delbrueckii, Torula varieties tir (Greenwalt vd., 2000; La China vd., 2021). Asetik asit

bakterileri ise; Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus,

Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Gluconobacter oxydans (ileri-Biiyiikoglu
vd., 2010)

Genellikle ¢ay mantari ticari olarak temin edilir. Seker, su karisimi hazirlanir ve
pastorize edilir. 95°C’deki ¢ozeltiye siyah cay ya da yesil cay karisimlarn eklenerek

demlenir. Siiziilen karisim fermantasyonun gercgeklesebilmesi igin optimum sicakliga
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kadar sogutulur. Cam kavanoza alinarak ¢ay mantar1 eklenir. Oda kosullarinda ve
karanlik ortamda fermantasyona birakilan ¢aydan yaklasik 7-14 giin sonrasinda mantar
almir ve karisim siiziiliir, 4°C de depolanir (Sekil 2.18) (ileri-Biiyiikoglu vd., 2010; Tamer
vd., 2021). Fermantasyon siiresi, sicaklik, ¢ay kalitesi, ¢ayin tiirii ve yasi, yapraklarin
toplanma konumu, iklim, sakkaroz konsantrasyonu, mayanin mikrobiyal bilesimi tiriiniin
kimyasal ve antioksidan igerigini etkiler (Gaggia vd., 2018). Toksik etkili organik asit
olusabilmesi ihtimaliyle uzun fermantasyon Onerilmez (Villarreal-Soto, Beaufort,

Bouajila, Souchard ve Taillandier, 2018).
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Sekil 2.18. Kombucha ¢ayi iiretim semasi (Tamer vd., 2021)
Kombucha genel olarak ¢aydan gelen ve fermantasyon sirasinda olusan bir¢ok
organik asit, vitamin ve mineraller igerir. Lisin, arginin, metiyonin gibi amino asitleri,
flor, mangan, demir, nikel, bakir, ¢inko, kobalt, potasyum gibi mineralleri, B grubu, E,

K, C vitaminlerini, gesitli flavonoid, katesin, polifenoller, saponinleri, hidrolitik enzimleri
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(Gaggia vd., 2018; Mazraedoost ve Banaei 2020; Mousavi vd., 2020; Tamer vd., 2021)
ve folik asit (Marsh vd., 2014) igerir. Kombu ¢ay asetik asit, laktik asit, glukuronik asit,
glukarik asit, glukonik asit, glukonolakton, etanol, gliserol, siiksinik asit, oksalik asit,
malik asit, malonik asit, piriivik asit, tartarik asit, sakkarik asit gibi bilesikleri de igerir.
Caym buruk aromasindan sorumlu olan katesinlerden; epikatesin gallat, epigallokatesin,
katesin, epikatesin, epigallo katesin gallat ve gallokatesini bulundurur. Kersetin,
kamferol, mirisetin ve glukozidlerini igerir. Cay mantari ise orsinol, antranorin, orsellinik,
slazinci, lekaronik ve fumarprotoeketrarik asitleri bulundurur (Greenwalt vd., 2000; ileri-
Biiyiikoglu vd., 2010; Mousavi vd., 2020).

Fermantasyon siiresi, ¢cay ve seker konsantrasyonu, maya, sicaklik gibi faktorler
kombucha ¢ayimnin bilesimini ve bilesenlerin konsantrasyonlarini etkilemektedir.
Fermantasyon prosesi siiresince liretilen bazi bilesenlerin ortalama degerleri Cizelge

2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Kombuchanin kimyasal igerigi (Mousavi vd., 2020)

Bilesikler Ort.alama Siikroz Fermantasyon
miktar (g/) zamani (giin)
Etanol 550/l 100 20
Genel bilesenler | Protein 3 mg/ml 100 12
Polifenoller 7.8 mm GAE | 100 15
Asetik asit 5.6 70 15
Asetik asit 8.36 100 18
Organik asitler | Asetik asit 11 100 30
(a/l) Glukonik asit 39 100 60
Glukuronik asit 0.0160 70 21
Laktik asit 0.18 100 18
Mineraller Cu, Fe, Mn, Ni, Zn | 0.1-0.4 70 15
(pg/ml)
Vitamin B 0.74 70 15
Vitaminler Vitam!n B2 0.08 70 10
(mg/ml) V!tam!n Bs 0.52 70 15
Vitamin B2 0.84 70 15
Vitamin C 25 70 10
Anyonlar F, Cl, Br, I, NO?,
(ma/g) HPO™ SO 0.04-3.20 100 7

Kombucha icerikleriyle detoksifiye edici, karaciger ve immiin sistem destekleyici,
bagirsak ve gastrointestinal sistemi iyilestirici, kolesterol diisiiriicii, antidiyabetik,

antikanserojen, antioksidan, antiviral 6zellikleri gosterir (Mazraedoost ve Banaei 2020;
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Tamer vd., 2021). Diyet destegi olarak tiiketilebilir, glinliik tiikketim miktar1 100-300 ml
arasinda olmalidir (Greenwalt vd., 2000).

Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Candida albicans, E. coli, Helicobacter
gibi mikroorganizmalar genel olarak ishal ve peptik hastaliklara neden olurlar. Kombucha
bu mikroorganizmalara kars1 6zellikle asetik asit icerigi ile antimikrobiyal, antibakteriyel
aktivite gosterir. Asetik asit ayrica antifungal aktivitenin artmasma da yardimci
olmaktadir (Mousavi vd., 2020). Igerigindeki usnik asit ise viriislere karsi aktivite
gostermektedir. Laktik asit ve B grubu vitaminlerini igermesi bagisiklik sistemini
giiclendirici etkisi olarak yorumlanmustir, probiyotik ve prebiyotik etkilidir (ileri-
Biiyiikoglu vd., 2010; Mousavi vd., 2020). Kombuchanin igerigindeki flavonoidler,
fenolikler, tanenler ve polifenoller antioksidan etkinin kaynagi olarak kabul edilmektedir

(Mousavi vd., 2020).

2. Diinya savasindan sonra Rusya’da sanayi kirligi ve toksinlerin etkilerine
ragmen kombucha tiiketen bolgelerde kanser oranlarinin daha diisiik oldugu bildirilmistir

(Greenwalt vd., 2000).

SCOBY aktivitesi ile iiretilen seliilozik biyofilmin {iretiminde yer alan
mikroorganizmalarin izole edilerek su, seker kamigsi kiispesi karisimina ekilmesi ile
biyoseliiloz iiretilmistir. Bunun antimikrobiyal aktivitesinden yararlanarak yaniklarda
yangly1 azaltmak icin ve gecici deri bileseni olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir

(Ileri-Biiyiikoglu vd., 2010).

ABD Gida ve Ilag Dairesi kombu cayin etkilerini arastirdiktan sonra zararh
etkisinin olmadigimi teyit etmistir (Mousavi vd., 2020). Ancak ev kosullarinda hijyene
dikkat edilmeden ve uygun fermantasyon kosullart saglanmadan iiretilen kombuchalarda
toksik etkiler olusabilir. Ayrica yiiksek miktarda tiiketim sonucunda da kusma, mide
bulantisi, bas donmesi, asitlige bagli mide rahatsizliklari, alerjik reaksiyonlar goriilebilir

(Mousavi vd., 2020; Villarreal-Soto vd., 2018).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merck, Riedel-de
Haen ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin edilmistir. Analizler sirasinda kullanilan
cihaz ve ekipmanlar spektrofotometre (Therma Scientific), hassas terazi (Precisa XB
220A), pH metre (wtw 3301), ¢alkalamali su banyosu (Wisebath Daihan), infrared nem
tayin cihazi (Moisture Analyzer MA 30), vorteks (Whirli mixer), santrifiij (MSE Mistral
2000), buzdolabi, kuvarz kiivetler, ¢esitli mikropipetler (Eppendorf) ve cam malzemeler
(Iso Lab)’dir. Triptofan ve metabolitlerinin analizleri LC-MS/MS (Agilent Technologies
6460 Triple Quad) cihaziyla 6l¢iilmiistiir.

3.1.2. Deneyde Kullanilan Fermente Uriinler

Deney materyalleri olan fermente tiriinler iki gesit sirke (elma ve {iziim sirkeleri)
ve Trakya yOresine ait olan 2 ¢esit hardaliye (Edirne ve Kirklareli’nde iiretilen) marketten

satin alindi. Kombucha ¢ayinin mayasi (SCOBY) ve boza internetten satin alindi.
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Boza

Kombucha ¢ay1 Hardaliye (Kirklareli) Hardaliye (Edirne)

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan fermente triinler

Kirklareli yoresine ait olan ve ticari olarak tiretilen hardaliye Cabarnet, Merlot ve
Shiraz tiirli Giziimlerden tiretilmektedir. 2017 yilinda cografi yer isareti alarak Kirklareli
iline tescillenmistir. Edirne yoresine ait olan ve ticari olarak {iretilen hardaliye ise Merlot
tirdi tiziimden iretilmektedir. Trakya Bolgesine ait olan yerel bir firmadan internet
satigtyla alinan klasik sade boza, misir unu ve dari irmiginden tretilmistir. Elma sirkesi
pastorize edilmemis dogal elma suyundan yavas tip fermentasyon ile iiretilmis ticari bir

tiriindiir. Uziim sirkesi de marketlerde sik bulunan ticari bir tiriindiir.

Kombucha ¢aymin mayas: (SCOBY) internet satisindan alinarak tarifine gore
yapildi. Hazirlama kitindeki 20 g yesil ¢ay kaynar suda 10 dakika boyunca demlendi. ince
bir tiilbentten siiziilen yesil ¢ay 5 litrelik cam kavanoza alindi, 250 g seker ve su eklenerek

kanigtirildi, sogumaya birakildi. Oda sicakligina geldiginde SCOBY mayas1 ve i¢inde
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geldigi suyu kavanoza eklendi. Kavanozun agzina kapatilan tiilbent gerilerek paket lastigi
ile sabitlendi. Oda kosullarinda ve karanlik bir ortamda 10 giin fermantasyona birakildi.

Mayalanma siiresi bitiminde kombucha ¢ay1 siiziilerek kullanildi.

10 giinliik fermantasyon

Kombucha ¢ayi kiti Fermantasyon siireci

sonrast SCOBY mayasi

Sekil 3.2. Kombucha ¢ayinin hazirlanmasi

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler
Toplam asitlik tayininde kullanilan ¢ozeltiler
- %1’lik fenolftalein: 0.5 g fenolftalein tartilarak 50 ml etanolde ¢oziildii.

- 0.5 N NaOH ¢ozeltisi: 4g NaOH tartilarak saf suda ¢6ziildi ve 200 ml’ye

tamamlandu.
- 0.1 N NaOH ¢ozeltisi: 0.5 N’lik NaOH’tan 40 ml alinarak saf suyla 200 ml’ye

tamamlandi.
Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢6zeltiler

- %2’lik Na,COg ¢ozeltisi: 2 g Na,COg tartildi ve saf suda ¢oziilerek balon jojede
100 mI’ye tamamland.

- Gallik asit ¢ozeltisi (1 mg/ml): 100 mg gallik asit tartildi ve saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi. 50, 100, 200, 250, 300, 400, 500 ng/ml konsantrasyonlara seyreltildi.

- Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR): Satin alindig: sekilde direk kullanildi.

DPPH’ giderme metodunda kullanilan ¢ozeltiler
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- 1 mM DPPH: 0.0394 g DPPH tartilarak balon jojeye konuldu ve etanolde

¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. Isik almamasi igin etrafi aliiminyum folyo ile

kaplandi.

- 0.1 mM DPPH: 1 mM DPPH ¢ozeltisinden 25 ml alinip etanol ile 250 ml’ye

tamamlanda.

3.2. Metot

3.2.1. Kiniirenin Metabolitlerinin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

Triptofan ve kiniirenin yolagi metabolitlerinin kantitatif analizleri Agilent

Technologies 6460 Triple Quadrupole marka LC-MS/MS cihaziyla yapildi (Vitalini vd.,

2020). Numunelerin hazirligi agsamasinda; herbir numuneden 1 ml alind1 ve iizerlerine 9

ml %0.1 formik asitli metanol eklendi. 30 saniye vortekslendikten sonra 5 dk 13500

rpm’de santrifiij edildi ve 0.22 micron naylon filtreden siiziilerek seffaf siipernatant cam

viale alind1. Ardindan LC-MS/MS sistemine 5 ul enjekte edilerek analiz gergeklestirildi.

LC-MS/MS cihazinda metod ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.1, 3.2 ve 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Cihazin LC ile ilgili parametreleri

Analiz Parametresi

Kosul

5 mM Amonyum Format + %0.1 Formik Asit +

Mobil Faz A Ultra Saf Su

Mobil Faz B %0.1 Formik Asit + Metanol

Kolon tiirti Zorbax-Extend-C18 (4.6x100 mm ve 3.5 micron)
Kolon Sicakligi 25°C

Ornekleyici Sicaklig 4°C

Enjeksiyon Hacmi 5ul

Analiz Siiresi 12 dk

Akis Hizi 0.600 ml/dk

Cizelge 3.2. LC akis gradienti parametreleri

Akis gradienti

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) | Mobil Faz B (%)
0.00 90 10
0.70 90 10
2.50 95 5
7.00 5 95
7.10 90 10
12.00 90 10
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Cizelge 3.3. Cihazin MS/MS ile ilgili parametreleri

Analiz Parametresi

Kosul

Iyon Kaynag: Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)
Iyonlastirma Tiirii Pozitif

Kapiler Voltaji 3000 V

Source Sicaklig 375°C

Azot Gazi Sicaklig 300°C

Azot Gaz Akisi 10 L/dk

Delta EMV (+) ov

Numunelerdeki L-triptofan, L-Kiniirenin, kiniirenik asit, 3-OH-DL-kiniirenin,

nikotinik asit ve nikotinamid i¢in tespit edilebilen en diisiik konsantrasyonu ifade eden

LOD (tespit limiti) ve c¢alisma kosullarinda numunelerde belirlenen en diisiik analit

konsantrasyonlarini ifade eden LOQ (tayin sinir1) degerleri Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Olgiilecek metabolitlere ait LOD ve LOQ degerleri

LOD LOQ
L-Triptofan 0,12 ng/ml 0,36 ng/ml
L-Kiniirenin 0,17 ng/ml 0,50 ng/ml
Kiniirenik asit 0,04 ng/ml 0,13 ng/ml
3-OH-DL-Kiniirenin | 0,125 ng/ml 0,37 ng/ml
Nikotinik asit 0,18 ng/ml 0.42 ng/ml
Nikotinamid 0,11 ng/ml 0,31 ng/ml

Boza, sirke, kombucha ve hardaliye Orneklerine belirli miktarda triptofan,

kiniirenin, kiniirenik asit, 3-OH kiniirenin, nikotinik asit ve nikotinamid standart

cozeltileri eklenerek, Orneklerdeki bu analitlerin miktarlar1 LC-MS/MS cihaziyla

belirlendi ve cihazdan elde edilen yiizde geri kazanim oranlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Olgiilecek analitlere ait standart maddelerin geri kazanim oranlari

1. Geri Kazanim | 2. Geri Kazamim | 3. Geri Kazanim
L-Triptofan %106 %105 %105
L-Kiniirenin %110 %107 %105
Kiniirenik asit %115 %113 %112
3-OH-DL-Kiniirenin | %110 %112 %113
Nikotinik asit %124 %122 %125
Nikotinamid %120 %125 %121

3.2.2. Fermente Uriinlerde Yapilan Diger Analizler
3.2.2.1. pH Tayini

pH; H* iyonu konsantrasyonunun dl¢timiidiir. Cam ve referans elektrot arasindaki
elektrod potansiyelininin dl¢iilmesiyle tayin edilebilir. Calisilan 6rnekler asidik oldugu
icin pH metre 6nce pH 4 ve pH 7 olan tampon ¢ozeltiler ile kalibre edildi. Daha sonra pH
metrenin elektrodu, magnetle hafif¢e karistirilan 6rneklerin igine daldirildi ve sabit kalan

pH degeri okundu.
3.2.2.2. Toplam Asitlik Tayini

Titre edilebilen asitlik 6rnekte bulunan serbest asitleri noétrallestirmek igin

harcanan ayarli baz (NaOH veya KOH) ¢6zeltisinin hacminin bulunmasidir.

Sirke drnekleri 1:1 oraninda su ile seyreltildi, fenolftalein indikatorii eklenerek 0.5
N NaOH ile titre edildi. Kombucha cay1 1:1 oraninda su ile seyreltildi, fenolftalein
indikatorii eklenerek 0.1 N NaOH ile titre edildi. 5 g boza tartilarak 20 ml saf su ile
karistirild1 ve fenolftalein eklendikten sonra 0.1 N NaOH ile titrasyonu yapildi. Hardaliye
orneklerinde 1:20 oraninda seyreltme yapildi, ancak seyreltilmis hardaliyenin rengi ile
doniim noktasinin rengi ¢ok yakin oldugu i¢in pH metre kullanilarak doniim noktast 8.1

olacak sekilde 0.1 N NaOH ile titre edildi.

Titrasyonda harcanan 1 ml 0.1 N NaOH ¢ozeltisi boza igin 0.009 g laktik aside,
hardaliyeler i¢in 0.0075 g tartarik aside, sirke ve kombucha ¢ayi i¢in 0.006 g asetik aside
esdegerdir. % asitlik degerleri asagidaki formiil kullanilarak, 6rnekte en fazla bulunan
aside uygun olan faktor ve seyreltme katsayist kullanilarak 100 ml 6rnekteki gram asit

cinsinden hesaplandi.
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% Asitlik = [(V x N x F x 100) / w)] x Sey.fak.

Formiildeki V titrasyonda kullanilan bazin hacmini (ml); N titrasyonda kullanilan
bazin normalitesini; F 6rnekte bulunan asidin ekivalent gramini; w alinan 6rnek miktarini

(g) ifade etmektedir.

3.2.2.3. Yogunluk Tayini

Hardaliye, sirke, kombucha ¢ay1 ve boza drneklerinin 6zgiil agirliklarinin tayini
i¢cin 25 ml’lik Welt tipi piknometre kullanildi. Piknometre yogunlugu tayin edilecek 6rnek
ile dolduruldu, kapagi kapatildi ve disina tasan kisim silindikten sonra tartim alindi.
Tarttim degerinden piknometrenin darasi c¢ikarildiktan sonra d=m/V esitliginden

orneklerin yogunluklari g/cm? olarak hesaplandi.

3.2.2.4. Nem /Kuru Madde Tayini

Moisture Analyzer MA 30 marka nem tayin cihazi ile nem igerigi ve kuru madde
tayini yapilabilmektedir. Cihaz bir terazi ile isiticinin kombinasyonu olup, infrared
lambalar1 ile numunenin 105°C’de 1sitilmasi saglanir ve sabit tartima ulasildiginda
orneklerin nemi cihazin ekranindan % olarak okundu. Boza ve kombucha cayi
orneklerinden yaklasik 2 g, sirke ve hardaliye 6rneklerinden ise 1 g 6rnek alinarak analiz

gergeklestirildi.

3.2.2.5. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Hardaliye, sirke, kombucha ¢ay1 ve bozadan alinan 6rneklerde toplam fenolik

madde tayini Singleton ve Rossi (1965) metoduna goére yapildi.

Hardaliye, elma ve iiziim sirkeleri, kombucha ¢ay1 6rneklerinden 0,1 ml alind.
Bozadan, su ile 1:10 seyreltme yapilarak ve 45 pum membran filtreden siiziildiikten sonra
0.1 ml alindi. Uzerlerine 4.5 ml destile su ve 0.1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek
vortekslendi. 3 dk bekletildikten sonra tiiplere 0.3 ml %2°lik Na,COgz eklendi ve 25°C’de
125 rpm’de 2 saat calkalamali su banyosunda bekletildi. A=760 nm’de absorbanslar1

6l¢iildii. Kontrol tiipii 6rnek yerine 0.1 ml su ile hazirlandi.

Orneklerdeki fenolik madde miktarlarini tayin etmek icin, standart madde olarak
gallik asit kullanildi. 50, 100, 200, 300, 400, 500 ug/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan

gallik asit ¢ozeltilerine ayn1 deney prosediirii uygulandi. Microsoft Excel programinda,
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konsantrasyonlara karsi okunan gallik asit absorbanslarinin grafigi ¢izilerek standart
grafik elde edildi. Grafik denklemi (Abs=0.0009Konst-0.0396 R?= 0.9945) kullanilarak
(ve boza i¢in seyreltme orani kullanilarak) 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlari

gallik asit ekivalenti olarak hesaplandi.

3.2.2.6. DPPH* Giderme Aktivitesi

Hardaliyeler, sirkeler, kombucha cayi ve bozadan alinan Orneklere DPPH"
coOzeltisi eklenerek radikal giderme aktivite tayini yapildi (Blois, 1985). Serbest radikal
giderme prosediirii oncesinde ¢esitli oranlarda su veya alkol ile seyreltilerek 6rneklerin
on hazirliklart yapildi. Sirkeler etanol ile seyreltilirken; hardaliye, kombucha ¢ay1 ve
bozada etanol ile seyreltmede c¢okelti veya bulaniklik olmasi nedeniyle (Sekil 3.3)
seyreltme suyla yapildi. Sirke 6rnekleri 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 ve 1:100 (v/v) oranlarinda
etanol ile seyreltildi. Hardaliye 6rnekleri 1:10, 1:20, 1:50 ve 1:100 (v/v) oranlarinda su
ile seyreltildi. Kombucha ¢ay1 45 um filtreden siiziildiikten sonra 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 ve
1:100 (v/v) oranlarinda su ile seyreltildi. Boza 1:10, 1:20 ve 1:50 (w/v) oranlarinda su ile

seyreltildikten sonra 9000 rpm 10°C’de 30 dk santrifiij edildi.

Sekil 3.3. On hazirlik sirasinda etanol ile seyreltilen kombucha ¢ayinda (solda) ve
hardaliyede (sagda) olusan ¢okelme veya bulanikliklar

Ornekler bu sekilde hazirlandiktan sonra, her bir 6rnekten 1 ml alind1. Uzerlerine
4 ml 0.1 mM DPPH" ¢ozeltisi eklendi. Tiipler vortekslendikten sonra 30 dk karanlikta
bekletildi. A=515 nm’de absorbanslar1 okundu. Kontrol tiipleri alkolle seyreltilenler i¢in

etanol ile, saf suyla seyreltilenler i¢in ise saf su kullanilarak hazirlandi.

Orneklerin serbest radikal giderme kapasiteleri, okunan absorbans degerleri

kullanilarak;

% Inhibisyon = [(Abskontrol-ADSsrmek)/AbSkontrol]x 100 formiiliine gére hesaplandi.

55



3.2.3. istatistiksel Analiz

Tiim caligmalar 2 paralel 6rnek seklinde ikiser kez tekrarlanarak yapildi. Tim
sonuglarin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Microsoft Office-Excel

programi kullanilarak hesaplandi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Triptofan ve Kiniirenin Metabolitlerinin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

Elma sirkesi, iizim sirkesi, boza, kambucha ¢ay1, Edirne ve Kirklareli yorelerine
ait hardaliye 6rneklerinde L-triptofan, L-kiniirenin, kiniirenik asit, 3-hidroksikiniirenin,
nikotinik asit ve nikotinamid miktarlar1 LC-MS/MS cihaz ile analiz edildi. Orneklerin
triptofan ve kiniirenin metabolit icerikleri ng/ml (ppb) olarak Cizelge 4.1°de verilmistir.
Analizlenen fermente {iriinlerden en yiikksek miktarda L-triptofan ve nikotinamid
hardaliyelerde, en yiiksek miktarda L-kiniirenin bozada, en yiliksek miktarda kintirenik
asit kombucha c¢ayinda ve en yiiksek miktarda nikotinik asit ise Edirne yoresine ait
hardaliyede tayin edildi. Boza hari¢ diger fermente iiriinlerde 3-hidroksikiniirenine

rastlanmadi.
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Cizelge 4.1. Fermente iiriinlerdeki triptofan ve kiniirenin metabolitlerinin miktarlar

Metabolitler Elma Uziim Hardaliye Hardaliye Boza Kombucha
(ng/ml) Sirkesi Sirkesi (Edirne) (Karklareli) cay1
L-Triptofan 19.68+0.98 63.53£1.86 1798.29=59.37 2047.5x11.3 | 1316.79=x1.05 0.15=0.03

L-Kiniirenin nd* nd 16.21+0.12 1.69+0.04 33.19+0.71 nd
Kiniirenik
. 0.56+0.29 13.324+0.12 5.61+0.04 7.54=0.14 10.42+0.21 26.10x0.13
asit
3-OH-
) ) Nd nd nd nd 12.21+0.21 nd
kiniirenin
Nikotinik
. 5.17+£0.29 38.86x0.21 1098.74=13.68 55.05x0.59 48.87+£0.08 3.28x0.07
asit
Nikotinamid 2.94+0.26 29.39+0.27 73.3+1.22 69.07£2.32 2.49+0.29 0.78x0.01

*nd: Tayin edilemedi

4.2. Fermente Uriinlerde Yapilan Diger Analizler

Tez kapsaminda triptofan ve bazi kinilirenin metabolitlerinin tayin edildigi
fermente iirlinlerde pH 6lctimii, titre edilebilen asitlik, yogunluk, nem ve kuru madde
tayinleri gibi temel analizler yapildi. Fermente tiriinlerin dijital pH metre ile belirlenen
pH degerleri, titrasyon ile belirlenen % asitlik degerleri, yogunluklari, nem ve kuru madde
oranlan Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Asitlik degeri boza i¢in laktik asit, hardaliye i¢in

tartarik asit, sirkeler ve kombucha ¢ayi i¢in ise asetik asit esdegeri cinsinden hesaplandi.

Cizelge 4.2. Orneklerin pH, toplam asitlik, kuru madde, nem ve yogunluk degerleri

.. - Kuru madde Nem Yogunluk
0)

Ornek pH Y0 Asitlik (%) (%) (mglem?d)

Boza 3.459 0.193+0.014 19.76+0.30 | 80.24+0.30 | 1.0523+0.0011

Elma sirkesi 3.034 | 4.695+0.106 0.90£0,16 | 99.100.16 | 0.9965+0.0001

Hardaliye 3271 | 24380031 | 19.0240.09 | 80.98+0.09 | 1.0554+0,0003
(Edirne)
Hardaliye 3450 | 1.545:0.021 | 23.36:0.04 | 76.64:0.04 | 1.0745:0.0001
(Karklareli)

Kombucha 3.100 | 0.259+0.008 19.06+0.30 | 80.94+0.30 | 1.000.0001
cay1
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TS 9778 boza standardina gore bozanin laktik asit cinsinden toplam titre edilebilir
asitlik orani tatli bozada %0.2-0.5, eksi bozada ise %0.5-1.0 arasinda ve kuru madde
icerigi en az %20 olmalidir (TSE 9778). TS 1880 EN 13188 sirke standardina gore
sirkelerin toplam asit igerigi 40 g/l (%4)’den az olmamali ve pH degeri 2.9-3.1 araliginda
olmalidir. Boza, elma sirkesi ve {iziim sirkesinin pH, titre edilen asitlik ve kuru madde
oranlar1 genel olarak mevzuata uygundur. Hardaliye yeni tanitilmaya baglayan yerel bir
fermente {iriin oldugundan ve kombucha c¢ay1 ise ililkemizde son yillarda taninan bir
icecek oldugundan, Tiirk Gida Tiiziiglinde onlara ait bir mevzuat bulunmamaktadir.
Gidalarin pH skalasina gore degerlendirildiklerinde, kombucha cay1 ve hardaliyeler 3.08-
3.45 pH degerleri ile asitli igecek grubuna dahildirler. Kuru madde oranlar1 %19.02-23.36
araligindadir. Calisilan fermente {iriinlerin yogunluklar1 ise 0.9944-1.0745 arasinda

degismektedir.

Deneyde kullanilan fermente {iriinlerin toplam fenolik madde icerikleri standart
olarak en sik kullanilan fenolik bileseni gallik asit cinsinden tayin edildi. Sekil 4.1°de
verilen kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak 6rneklerin toplam fenolik
madde miktarlari ml’de gallik aside esdeger pg olarak hesaplandi. Sivi Ornekte
analizlenen ve hesaplanan bu degerler 100 ml’de mg gallik asit esdegerine gevrildi.
Ayrica Orneklerin kuru madde igerik oranlari kullanilarak 100 g’da mg gallik asit
esdegerine doniistiiriildii ve teorik olarak kuru 6rnek bazinda fenolik madde igerikleri elde

edildi (Cizelge 4.3).

045 r
£ 0,4 ) 4
=035 f
S
= 0,3
< 0,25
§ 02
2015 r
_§ 0,1 f y = 0,0009x - 0,0396
<005 | R = 0,9945

0 ..............................
0 100 200 300 400 500 600
Gallik Asit Konsantrasyonlar1 (ng/ml)

Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

59



Calisilan fermente triinlerin fenolik madde miktarlarinin 100 ml 6rnekte 21.83-
69.63 mg gallik asit araliginda oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3). iki yoreye ait
hardaliye orneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 (% mg GAE) arasinda farklilik
bulunurken, c¢alisilan fermente iirlinlerde en yiiksek fenolik madde miktarlarinin
Kirklareli yoresine ait hardaliye ve kombucha ¢ay1 6rneklerinde oldugu gozlendi (Sekil

4.2).

Cizelge 4.3. Fermente iirlinlerin toplam fenolik madde miktarlar

Toplam Fenolik Toplam Fenolik Toplam Fenolik
Ornek Madde Madde* Madde**
rne

(mg GAE/100 ml (mg GAE/100 g
(ng GAE/ml FWB) FWB) DWE)
Boza 520.66+0.55 52.66+0.55 266.49
Elma Sirkesi 218.28+1.02 21.83+1.02 24255
Uziim Sirkesi 218.40+4.40 21.844+4.40 2180
F(';;O:fr']'ée 401.9140.71 40.19+40.71 211.6
(;?:g:r'zﬁ) 694.5146.79 69.45+6.79 296.8
Kor;aby‘fha 696.35+7.15 69.63+7.15 364.4

*Taze/s1v1 ornekte (FWB) ve **kuru 6rnek bazinda (DWB) fenolik madde igerigi

90
80

70
60
50
40
30
2
A N
0

Hardaliye Hardaliye Kombucha
(Edirne) (Kurklareli) cay1

ml)

o

Fenolik madde miktar1 (mg GA/100
o

Boza Elma Uziim
Sirkesi Sirkesi

Sekil 4.2. Fermente lirtinlerin toplam fenolik madde icerikleri
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Fermente {iriinlerin serbest radikal giderme giicli, antioksidan aktivite tayin
metodlarindan biri olan DPPH radikali giderme metodu kullanilarak arastirildi. Etanol ya
da metanolde hazirlanan DPPH ¢6zeltisi 515-517 nm dalgaboyu aralifinda maksimum
absorbsiyon piki vermektedir (Sekil 4.3). Metod; ¢alisilan 6rnegin bir proton veya
elektron verebilme yeteneginin mor renkli DPPH ¢6zeltisinin rengini agmasi, dolayisiyla
reaksiyon karisimiin absorbansinin diismesi esasina dayanir. Bolim 3.2.2.6°da
aciklandigi gibi elde edilen absorbans degerlerinden hesaplanan % inhibisyon oranlarinin

yiiksek olmasi, yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

Cuvette

0.30 4"

°.00 e DI epfer— g
400 420 440 460 480 5S¢ S20 S40 € -

Sekil 4.3. DPPH ¢6zeltisinin 400-600 nm dalgaboyu araliginda spektrum taramasi

Caligilan fermente tirtinler siv1 olduklari i¢in hacimce ¢esitli oranlarda seyreltilmis
ve herbirine DPPH radikali giderme metodu uygulanmistir. Fermente {irlinlerin radikal
giderme aktivitesine ait sonuclar Sekil 4.4-4.6’da verilmektedir. Sekillerden goriildigi
gibi ve Cizelge 4.3’deki inhibisyon yiizdesi oranlarina gore 6rneklerin seyreltme oraninin
artmastyla radikal siiplirme giiciiniin azaldig1 goriilmektedir. Cesitli oranlara seyreltilmis
orneklerden elma sirkesi liziim sirkesinden ve Kirklareli yoresine ait hardaliye Edirne

yoresine ait hardaliyeden daha yiiksek DPPH" siiplirme etkisi gostermistir.
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Sekil 4.4. Farkli oranlara seyreltilmis elma ve tiziim sirkelerinin DPPH" siipiirme giicii
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Sekil 4.5. Farkli oranlara seyreltilmig Kirklareli ve Edirne yoresine ait hardaliyelerin
DPPH’ siipiirme giicli
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Sekil 4.6. Farkli oranlara seyreltilmis kombucha ¢aymin DPPH’ siipiirme giicii

Cizelge 4.4. Cesitli oranlarda seyreltilmis fermente {iriinlerin serbest radikal giderme
oranlar (% inhibisyon) ve ECso degerleri (mg/ml)

Ornek Sez/:zll'lc:ne Inhz(l:/is)yon ECqo Ornek Sez:zllﬂne ECes Inhzob/is)yon
15 76.17+3.33 15 61.76:0.84
1:10 45.53+0.23 1:10 36.90+0.11
Elma | 1:20 28.1940.61 Ugiim | 1:20 20.7540.55
Sirkesi | 1:50 15.26+0.93 S sirkesi 1:50 150 13.69+1.41
1:100 9.03+0.23 1:100 7.3240.78
1:10 77.8242.12 110 85.58+1.89
1:20 58.57+2.07 1:20 85.110.58
'?E;O:?:ée 1:50 30.35+2.04 | 7.22 (;iflz'r'ﬁ) 1:50 3.04 | 66.99+3.98
1:100 21.1842.37 1:100 43.94+4.54
15 81.77+3.77
1:10 90.1640.07 10 14.204+2.31
Kombucha | 1:20 93.13+0.27 . corn | 120 12712070
gay1 1:50 67.26+0.34 | 5.95+0.19
1:100 43.29+2.20 150
BHA 0.06
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Fermente iirlinlerin DPPH radikali giderme aktivitesine ait inhibisyon yiizdesi
oranlar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Reaksiyon ortaminda bulunan serbest radikallerin
yarisini yok eden 6rnek veya standart madde miktar1 ECso degeri olarak bilinmektedir ve
her bir 6rnek i¢in ECso degeri konsantrasyona (mg/ml veya pg/ml) karsi inhibisyon (%)
grafikleri ¢izilerek bulunmaktadir. Bu c¢alismada kullanilan fermente iiriinler sivi
oldugundan farkli konsantrasyonlara seyreltilerek ¢alisildi. ECsp degerleri, 6rneklerin
seyreltme oranlarina karsilik gelen % inhibisyonlarin grafige gecirilmesiyle belirlendi
(Oztiirk, 2015). Grafikten elde edilen ve seyreltme oranina karsilik gelen bu degerlerden,
orneklerin kuru madde oranlar1 kullanilarak teorik olarak %50 inhibisyon saglayan ECso
(mg/ml) degeri hesaplandi. Cizelge 4.4’te goriilen diisiik ECso degeri 6rnegin yiiksek
aktivitesi oldugunun gostergesidir. EIma sirkesinin ECso degeri (0.99 mg/ml) {iziim
sirkesinin ECsg degerinden (1.50 mg/ml) ve Kirklareli yoresi hardaliyesinin ECso degeri
(3.04 mg/ml) Edirne yoresi hardaliyesinin ECsg degerinden (7.22 mg/ml) daha diisiiktiir.
Kombucha ¢ayinin ECsg degeri ise 2.38 mg/ml olarak hesaplanmuistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

5.1. Triptofan ve Kiniirenin Metabolitleri

Fermente iiriinlerde, kullanilan hammaddelerin fermantasyon 6ncesi ve sonrasi
kiyaslanan organoleptik 6zellikleri, besin igerigi ve raf dmrii igeriklerinin daha gelistigi
ve iyilestigi goriilmiistiir (Gotcheva, Pandiella, Angelov, Roshkova ve Webb, 2001).
Fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalar kendilerine NAD™ sentezleyebilmek i¢in
triptofan {izerinden yiiriiyen kiniirenin yolunu caligtirarak, bu sirada gesitli noroaktif
bilesikleri de iiretebilirler (Y1lmaz ve Gokmen, 2019). Bu bilesiklerden kiniirenik asit ve
pikolinik asit ndroprotektan 6zellik gosterirken, kinolinik asit, 3-hidroksiantranilik asit ve
3-hidroksikiniirenin norotoksik ozelliktedir (Chen ve Guillemin, 2009). Saglikli kisilerde
triptofan, kiniirenin ya da TRP/KYN oraninin belirli diizeylerde olmas1 gerekmektedir,

bu oranlarin degismesi ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Schrocksnadel vd.,
2006).

Triptofan konsantrasyonu diger aminoasitlere gore daha diisiiktiir. Ortalama 900-
1000 mg civarinda giinliik triptofan alimi1 gergeklesir bu da 3.5-6.0 mg/kg viicut agirligina
karsilik gelir (Richard vd., 2009). Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi giinliik aminoasit
ihtiyaclarindan triptofan miktar1 yas gruplarma gore degismekle birlikte, 2-5 yas arasi
cocuklarin giinliik triptofan ihtiyaglart 12.5 mg/kg giin-11 mg/g protein, 10-12 yas
araligindaki cocuklarin ise 3.3 mg/kg giin-9 mg/g protein, 18 yas {isti kisilerin ise 3.5
mg/kg giin-5 mg/g proteindir (Young ve El-Khoury, 1996). Gidalarda kiniirenin yolagiyla

ilgili metabolitler son yillarda calisilmaya baslandigi icin bu ¢alismada kullanilan
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fermente Urlinlerde yapilan yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple fermente
tiriiniin tiretildigi hammaddenin metabolit igerigi ile kiyaslama yapilmistir. Cesitli
meyvelerdeki triptofan miktarlarinin arastirildigi bir ¢calismada HPLC ile yapilan analizde
triptofan miktarlar1 hardaliye igeceginin hammaddesi olan kirmizi iiziim ve sirke
tiretiminde kullanilan yesil ve kirmizi tiziimler i¢in; kirmizi tiziimde 5.047+2.34 pg/g taze
agirhik, yesil tiziimde ise 25.36+2.34 ng/g taze agirlik olarak bulunmustur. Aym
calismada elma sirkesinin tiretiminde kullanilan elmada TRP 2.44+1.27 ng/g taze agirlik
olarak bulunmustur (islam, Shirakawa, Nguyen, Aso ve Komai, 2016). Calistigimiz boza
dart ve misir unundan iretilmistir. Dar1 ve bazi tahillardaki TRP igeriginin HPLC ile
analizlendigi ¢alismada darmin TRP miktar1 74+0.9 mg/100 g kuru agirlik, misirin ise
44+2 mg/100 g kuru agirlik olarak bulunmustur (Comai vd., 2007). Ayrica TRP muisirda
az miktarda bulunan aminoasitlerden biridir ve aminoasit icerigi yetistigi toprak ve
misirin cinsine gore de degisebilir. Farkli tohum ve toprak tiplerinde yetisen misirlarin
aminoasit i¢erikleri HPLC ile arastirildiginda 17 farkli aminoasit tespit edilmis fakat bu
aminoasitlerin iginde triptofan bulunamamistir (Caglar, Erekul ve Yigit, 2017). Cay
cesitlerinde UPLC-MS/MS ile yapilan analizde TRP miktarlari yesil (1-236 mg/kg), siyah
(60-224 mg/kg), beyaz (143-390 mg/kg) ve oolong (63-149 mg/kg) ¢ayda farkli oranlarda
bulunmustur (Yilmaz, Ozdemir ve Goékmen, 2020). Calisigimiz fermente {iriinler
igerisinde en yiiksek triptofan miktar1 Kirklareli hardaliyesi (2.9475 ug/ml) ve Edirne
hardaliyesi (1.798 pg/ml)’nde olup, en diigiik oran ise kombucha ¢ayinda (9.154+0.03
ng/ml) bulunmustur. Bu firlinlerde fermantasyon siireci takip edilememesine ragmen,
metabolit miktar degisimlerinin hammaddelerin farkli fermantasyon siiregleri ve
fermantasyon siiresince triptofanin mikroorganizmalar tarafindan kullanilmas: kaynakli

olabilir.

Kiniirenin metaboliti yolak iizerinde olusan ilk kararli metabolittir ve kiniirenin
sentezlendikten sonraki basamakta kiniirenik asit, 3-hidroksikiniirenin ve antranilik asit
gibi farkli noroaktif bilesikler olusmaktadir (Chen ve Guillemin, 2009). Bu basamakta
yolagin dallanmasi (Sekil 2.7) ve asil sentezlenmek istenen NAD" igin kiniirenin
yikiminin fazla olmasi dolayisiyla fermente iiriinlerdeki kiniireninin daha az miktarda
olmasi ile sonuglanir. Bu sebeple kiniirenin ¢alismalarda nadir olarak kullanilan bir
metabolik parametredir ve kiniireninin saglik {izerindeki etkileri nispeten yeni tespit

edilmeye basladig1 icin bu metabolitin gidalarda bulunmasi ve miktart ile ilgili caligmalar
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da smirhidir. Caligmamizda kombucha cayinda, elma ve iliziim sirkesinde kiniirenine
rastlanmamistir. Yilmaz ve ark.’in farkli ¢aylar tizerinde yaptiklar1 calismada higbir ¢ay
¢esidinde (Y1ilmaz vd., 2020) ve yine Yilmaz ve Gokmen’in ¢alismasinda kirmizi sarapta
yapilan analizde (Yi1lmaz ve Gokmen, 2018) kiniirenin metabolitine rastlanmamaistir.
Bizim ¢alismamizda en yiiksek kiniirenin miktar1 bozada 33.19+0.71 ng/ml olarak ve en
az miktar ise Kirklareli hardaliyesinde 1.694+0.04 ng/ml olarak tespit edilmistir. Hardaliye
ve sarap ayni cins iiziimlerden iiretilmektedir. Uziim sirkesi ise her cins iiziimden
iretilmektedir. Hardaliye iiretiminde alkol fermantasyonu ger¢eklesmez fakat sarap ve
sirkede oncelikle alkol fermantasyonu sonrasinda, sarap cinsine gore degismekle birlikte
malolaktik fermantasyon (Kaya, 2017), sirkede ise asetik asit fermantasyonu olusur.

Farkli fermantasyon ve maya kullanimi kiniirenin miktari tizerinde etkili olabilir.

Kiniirenik asit, mikroglia veya astrositlerde kiniireninden kiniirenin amino
transferaz enzimiyle sentezlenen ve beyinde nanomolar konsantrasyonlarda bulunan
noroprotektan 6zellikte bir metabolittir (Chen ve Guillemin, 2009). En sik tiiketilen
icecekler olan ¢ay ve kahve i¢in 16 ¢ay ve 13 kahve ¢esidinin KYNA igerikleri HPLC ile
tayin edilmistir. KYNA igerigi yesil caylar arasinda en yiiksek Ginkaku Sencha’da
(Japonya) 86.93+2.115 ng/ml ve en diisik Che Nhai Dac Biet Jasmine’de (Vietnam)
5.14+0.052 ng/ml; siyah ¢aylarda ise en yiikksek Ceylon Kenilworth’de (Sri Lanka)
54.15+0.168 ng/ml ve en diisiik China Huang Jing Cha’da (Cin) 18.93+0.292 ng/ml
olarak belirlenmistir (Turska vd., 2018). Bu tez ¢alismasinda yesil ¢ay ile hazirlanan
kombuchada kiniirenik asit igerigi 26.10+0.13 ng/ml olarak tespit edilmistir. Elmada
kinlirenik asit miktar1 12.1 pmol/g (Turski vd., 2009), elma sarabinda ise 3.15 ng/ml
(Turska vd., 2019) olarak hesaplanmistir. Calismada elma sirkesinde KYNA miktari
9.56+0.29 ng/ml iken, iiziim sirkesinde 13.324+0.12 ng/ml’dir. Literatiirde tizimlerdeki
kiniirenik asit icerigine dair arastirma yapilmamustir. Uziim meyvesi alanindaki
arastirmalar daha ¢ok sarap cesitleri tizerine yogunlasmistir. Kirmizi saraplardaki KYNA
miktarlart 100 ve 109 ng/ml, beyaz saraplarda ise miktarlar 17 ile 14 ng/ml olarak
bulunmustur (Turska vd., 2019). Baska bir ¢alismada kirmizi saraptaki KYNA’in en
diisiik miktar1 82.446.1 ng/ml, en yiiksek miktari ise 179.7+5.1 ng/ml olarak bulunmustur
(Y1lmaz ve Gokmen, 2018). Bu fark kirmiz1 ve beyaz tiziimlerin farkli fenolik bilesikleri
icermeleri ve kirmizi iziimlerin fenolik bilesen ¢esitliligi yoniinden daha zengin

olmasindan kaynaklanabilir (Giilcii, Demirci ve Giiner, 2008). Calismada kullanilan dari
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ve misirdan iretilen bozanin KYNA miktar1 10.42+0.21 ng/ml’dir. Literatiirde boza ile
ilgili ¢aligma olmayip, misirin kiniirenik asit miktar1 84.7 pmol/g olarak bildirilmistir

(Turski vd., 2009).

3-Hidroksikiniirenin (3-HK), kiniireninden kiniirenin-3-monooksigenaz (KMO)
enzimi ile sentezlenir. KMO enzimi astrositlerde olmadigi i¢in kiniireninin yikimi
beyindeki mikroglia hiicrelerinde gergeklesir. Metabolitin reseptor hedefi veya
norotransmitter etkili oldugu bilinmemektedir, ancak siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit olusumu ile lipid peroksidasyonuna neden olmasindan dolay1 norotoksik olarak
bilinen bir metabolittir (Mithaiwala vd., 2021). Ayrica yiiksek miktarlardaki 3-HK ¢esitli
norodejeratif hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Groth vd., 2021), bu sebeple 3-HK’in
gidalarda bulunmasi istenmemektedir. Calisilan alt1 iirlinlin bes tanesinde 3-HK’e
rastlanmazken, bozada 12.21+0.21 ng/ml miktarda tespit edilmistir. Yesil cayda bulunan
fenolik bilesiklerden epigallokatesin-3-gallatin (EGCG) 3-HK {izerine etkisinin
arastirildigl calismada, 3-HK’nin insan noroblastoma SH-SYSY hiicre hattinda ndral
hiicre 6liimiinii indiikledigi ve epigallokatesin-3-gallatin reaktif oksijen tiirleri olusumunu
inhibe ederek 3-HK indiiklii hiicre 6liimii tizerinde koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir
(Jeong vd., 2004). Kombucha gay1 ve hardaliye i¢eceklerinde, elma ve tiziim sirkelerinde
5-HK’in bulunmamas1 bu ag¢idan onem tagimakta olup, ayrica bu friinlerin radikal

giderme kapasitelerinin de 1y1 olmasi diyette tiikketilmeleri gerekliligini destekleyebilir.

Niasin (Nikotinik asit) 1911°de piring kepeginden izole edilmistir. Gidalarda
bulunan nikotinik asit piridin halkas1 igeren monokarboksilli asit tiirevidir ve suda
¢ozlinir 6nemli bir vitamin (Bz vitamini)dir. Niasinin giinliik alim miktar1 14-16
mg/giin’diir. 1935 yilinda eritrositlerden izole edilen nikotinamid ise niasinin amid
tiirevidir. Niasin ve nikotinamidin canli hiicrelerde NAD*/NADH ve NADP*/NADPH
onciileri olarak onemli metabolik gorevleri vardir. NAD* mayalarda ve memeli
hiicrelerinde L-triptofandan baglayarak de novo sentez yolu (Kiniirenin yolagi) ile veya
daha 6nce sentezlenmis olan Onciileri kullanan salvage (kurtarma) yolu ile tiretilmektedir
(Orlandi, Alberghina ve Vai, 2020). NAD" ¢esitli metabolik reaksiyonlardaki enzimlerin

koenzimi olarak rol oynadig i¢in hiicre biyolojisinde dnemli bir molekiildiir.

En iyi niasin kaynaklar1 mayalar, et, tavuk triinleri, somon gibi kirmiz1 baliklar,

tahillar, baklagiller, tohumlar, siit, yesil yaprakli sebzelerdir. Misir ve bugday gibi
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tahillarda niasin biyoyararliligin1 azaltan sekerle bagh glikozitler formunda bulunabilir.
Nikotinik asit ve nikotinamidin gidalarda bulunma miktarlar1 farklidir. Hayvansal
gidalardan en yaygin kullanilan et ¢esitlerinde HPLC ile incelendigi ¢alismada nikotinik
asit ve nikotinamid miktarlar1 dana etinde sirasiyla 3.032 mg/100 g ve 6.650 mg/100 g,
tavuk etinde ise 3.739 mg/100 g ve 5.442 mg/100 g olarak bildirilmistir. Bitkisel kaynakli
gidalardan arpada 4.523 mg/100 g, durum bugdayinda 6.668 mg/100 g, piringte 1.767
mg/100 g nikotinik asit dl¢iiliirken nikotinamide rastlanmamustir (Catak, 2019). Aamer
ve ark. farkli {izim ¢esitlerinin vitamin igeriklerini HPLC ile inceledigi ¢alismalarinda
niasin (B3 vit) i¢eriklerinin 0.15 ile 0.24 mg/100 g arasinda oldugunu bildirmistir (Aamer
ve El-Hameed, 2016). Kirmiz1 sarap ¢esitlerinde LC-MS/MS ile yapilan analizde
nikotinamid 36.3+10.5 ve 206.7£16.2 pg/l araliginda, niasin ise 367.2+40.8 ve
562.4+25.2 pg/l araliginda olglilmistir (Yilmaz ve Gokmen, 2018). Tezdeki kirmizi
tiziimden Tretilen iki hardaliyede nikotinamid miktar1 hardaliye (Kirklareli) ve hardaliye
(Edirne) sirastyla 69.07-73.3 pg/l ve nikotinik asit 55.05-1098.74 ng/l olarak
belirlenmigtir. Yiiriitiilen tez calismasinda materyal olarak kullanilan diger fermente
iriinlerden en diislik nikotinamid ve nikotinik asit icerigi kombucha ¢ayinda 6l¢iilmiistiir.
Iki hardaliye cesidi ve bozada triptofan ile nikotinik asit ve nikotinamid miktarlari
karsilastirildiginda, yiiksek triptofan miktarina ragmen daha diisiik miktarlarda nikotinik
asit ve nikotinamid Ol¢iilmesi fermantasyon yapan mikroorganizmalarin Kkiniirenin
yolunu daha fazla ¢alistirdigi ve NAD" iirettigi seklinde yorumlanabilir. Hiicresel NAD*
havuzlarinin yasl ciltlerde daha diisiik oldugu bilinmektedir, nikotinamid tedavisinin ise
gereken seviyeleri geri kazandirdigi ve bdylece hiicresel biyoenerjetik bozukluklari
azalttig1 varsayilmaktadir (Boo, 2021). Diyetteki nikotinik asit (niasin) ve nikotinamid
NAD" onciisii olduklari igin yaglanma siireci veya ciltle ilgili baz1 durumlarda NAD*
onciilerinin diyetle alinmasi Onerilmektedir. Dolayisiyla tezde ¢alisilan fermente
tirlinlerden niasin miktart en yiiksek olan (1098.74 ng/ml) Edirne yoresine ait

hardaliyenin giinliik diyete eklenmesi Onerilebilir.

5.2. Fermente Uriinlerde Yapilan Diger Analizler

Gidalar bitkisel ve hayvansal kaynakli dogal bilesikler olduklart igin
hazirlanmalari, iglenmeleri, depolanmalar1, ayn1 zamanda tiiketilmeleri sirasinda birgok

degisiklige ugrarlar. Ayrica gida sanayinin gelismesiyle birlikte hem insanlarin beslenme
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aligkanliklarinda hem de gida tiretim yontemlerinde degisiklikler olmustur. Dolayisiyla
gidalarin nitel ve nicel Kalite kontrolleri igin ¢esitli analizler yapilarak, bu analiz
yontemleri ile ilgili tiizik ve yonetmeliklere gore gidalar degerlendirilmektedir.
Calismamizda kullanilan fermente {irtinlerin pH tayini, titre edilebilen asitlik, yogunluk,
nem ve kuru madde tayinleri gibi temel analizleri yapildi. Fermente {iriinlerde yapilan
analizlerden, boza ve sirke i¢in belirlenmis degerler ve standartlar vardir, fakat hardaliye
ve kombucha ¢ayi i¢in belirlenen standartlar bulunmamaktadir. Mevcut standartlarda tiim
analizler i¢in deger belirlenmemekle birlikte belirlenen degerler taklit, tagsis ve besin

degerinin azalmasinin 6nlenmesine yoneliktir.

5.2.1. pH Tayini

Gidalarda pH 6l¢iimii 5nemli bir kalite ve gida giivenligi parametresidir. Fermente
tiriinlerdeki pH degeri ise laktik asit veya asetik asit bakterileri gibi mikroorganizmalarin
faaliyetleri sirasinda ayrica 6nem arz eder. Calismamizda kullandigimiz boza dar1 irmigi
ve misir unu karisimindan iiretilmis bir boza olup, pH degeri 3.46 olarak 6l¢lilmiistiir.
Yiicel ve Kose piyasadan temin ettikleri 9 adet boza 6reginde pH’nin 3.30 ile 3.80
araliginda oldugunu (Yiicel ve Kose, 2002), Pehlivanoglu, Giindiiz, Oziilkii ve Demirci
ise yaptiklar1 ¢alismada bozalarin pH’sinin pH 3.16 ile 4.63 araliginda degistigini tespit
etmislerdir (Pehlivanoglu, Giindiiz, Oziilkii ve Demirci, 2015). Akpinar-Bayizit, Y1lmaz-
Ersan ve Ozcan kullanilan hammaddelerin boza igerigine etkisini arastirdiklar:
caligmalarinda misirdan iiretilen bozanin pH degerinin fermantasyon baslangicinda 5 iken
fermantasyon sonunda 3.5 seviyelerine indigini, daridan iiretilen bozada ise baslangi¢
pH’s1 4.0-4.25 araligindayken fermantasyon sonunda yine pH 3.5 seviyelerine indigini
bildirmislerdir (Akpinar-Bayizit, Yilmaz-Ersan ve Ozcan, 2009). Yapilan diger bir
caligmada tiretilen bozanin fermantasyon baglangicinda 5 civari olan pH degeri 24 saatlik
fermantasyon sonrasinda 3.4 civarina inmistir (Gotcheva vd., 2001). Tirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinden ve Bulgaristan’dan temin edilen boza ¢esitlerinde en genis aralik pH 2.93
ile 3.72 ile laboratuvar iiretimi bozada, en yiiksek pH’in ise 3.94-4.63 araliginda
Eskisehir’den temin edilen bozalarda oldugu goriilmiistiir. Trakya’dan 9 farkli tireticiden
temin edilen 27 adet boza 6rneginin pH aralii ise 3.11-4.59°dir. Bozanin tiikketiminin
pH’mm 3.5’in altina inene kadar devam edecegi, sonrasinda asitligin artmasi kaynakli

tilketilmemesi gerektigi bildirilmistir (Levent ve Cavuldak, 2017). Bu calismada
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Trakya’dan bir ticari {ireticiden temin edilen boza 3.46 pH degeri ile tiiketim i¢in tavsiye

edilen 3.50 degerinin ¢ok az altinda olup, literatiirde yapilan Slgiimler ile uyumludur.

TS 1880 EN 13188 sirke standardina gore sirkelerin pH degeri 2.9-3.1 araliginda
olmalidir. Sunulan caligmadaki ticari iirlinlerden elma sirkesinin pH=3.03 ve {iziim
sirkesinin pH=2.83"tiir. Tiirkiye’deki farkli illerden toplanan {iziim ve elmalardan ev
yapimi yontemiyle liretilen sirkelerin ¢esitli 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada pH
degerleri tiziim sirkeleri igin 2.70-3.90 ve elma sirkeleri i¢in 2.71-3.56 olarak tespit
edilirken, ayn1 ¢alismada endiistriyel yontemle iiretilmis elma sirkesinde 3.10 ve iiziim
sirkesinde 2.93 olarak dl¢iilmiistiir (Oztiirk vd., 2015). Benzer bir ¢alismada Tiirkiye’de
yetisen elma ve tiztimlerden geleneksel yontemle ev ortaminda iretilen sirkelerin pH
degerleri elma sirkesi i¢in 3.03+0.23, {iziim sirkesi i¢in 2.94+0.11 olarak olgiilmiistiir
(Kahraman vd., 2022). Sunulan ¢alismadaki ticari tirtinlerden elma sirkesinin pH=3.03 ve

tiziim sirkesinin pH=2.83 olup, sirke standarti ve literaiire uygundur.

Siyah caydan {iretilen kombuchanin farkli sicaklik ve SCOBY oranlarinda pH
degisiminin arastirildig1 ¢alismada baslangi¢c pH’s1 6.7 olup, fermantasyon sonrasinda pH
3.0-3.6 araliginda Ol¢iilmiistir (Loncar vd., 2006). Delik ve ark. (2021) farkli ¢aylarin
fermantasyon siiresince pH degisimini arastirdiklari calismalarinda geleneksel kombucha
karisimiyla iiretilen iiriinde pH’1n 3.6 ile baslayip, 7. giinde 3.4 ve 14. giin sonunda ise
2.9 oldugunu Olgmiislerdir. Siyah caydan iiretilen kombuchada ise fermantasyon
stiresince pH degerleri 6.3, 5.1 ve 4.9 olarak Sl¢iilmistiir (Delik vd., 2021). Ortamdaki
sekerlerin organik asitlere donlismesi sonucunda fermantasyon siiresince pH’in diismesi
beklenmektedir. Kombuchanin pH ve asitliginin smir degerlerinin incelendigi
arastirmada sindirim degeri olan pH 3’iin altina diismesinin tiiketim agisindan rahatsiz
edici oldugu (Villarreal-Soto vd., 2018), pH’in 2.5’in altina diismesinin ise yiiksek
organik asit konsantrasyonu sebebiyle tiiketim ag¢isindan zararli oldugu sonucuna
ulagilmistir. Yiiksek pH degerlerinin ise mikrobiyolojik bozulma kaynakl: olusabilecegi
bildirilmistir (Villarreal-Soto vd., 2018). Calismamizda kullanilmak tizere hazir SCOBY
kiiltiirii ile yesil ¢aydan iiretilen kombuchada pH 3.10 olarak ol¢iilmiistiir. Hazirladigimiz
kombucha ¢aymin pH degeri literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olmasinin yaninda tavsiye

edilen pH degerlerine de uygundur.
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Kirklareli yoresine ait ve eski bir icecek olan hardaliye son yillarda tekrar
tanitilmaya baglanmistir, bu sebeple heniiz ona ait bir mevzuat bulunmamaktadir. Ancak
yapilan ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Bunlardan biri hardaliyenin pH {izerinde hardal
tohumu ve iiziim cinsinin etkisinin incelenmesidir. 7 glinliik fermantasyon sonunda beyaz
tiziimden elde edilen 6rneklerdeki pH’larin siyah tiziimlere gore daha yiiksek ¢ikmistir
(Coskun ve Arici, 2011). Siyah ve beyaz hardal tohumlari kullanilarak ve bes farkl laktik
asit bakteri susu eklenerek tiretilen hardaliyelerin pH’lar1 kontrol grubunun pH degerleri
ile karsilastirllmistir. Kontrol grubu hardaliyeleri starter kiiltiir eklenmeden tretilmistir.
Minimum pH’ya her iki hardal tohumunda da Lb. paracasei subsp. paracasei susu ile
ulagilmistir (Coskun ve Arici, 2006). Arici ve Coskun’un 26 farkli hardaliyenin pH, renk
ve bakteri igerigini inceledigi ¢alismada pH 3.21-3.97 araliginda bulunmustur. Coskun ve
ark. tarafindan Kirklareli ilinden temin edilen 23 g¢esit hardaliyenin pH degerleri
incelendiginde, 3.54-4.33 araliginda olan farkli {iziim ¢esitlerinden laboratuvar ortaminda
hardaliye {iretilmis ve en diisiik pH yerli Izabella iiziimiinden iiretilen hardaliyede 3.33
olarak ve en yiiksek pH ise Dingil kara iiziimden iretilen hardaliyede 3.66 olarak
Ol¢tilmiistiir (Coskun vd., 2018). Calismamizda Kirklareli ve Edirne illerinden temin
edilen hardaliyelerin pH degerleri sirasiyla 3.45 ve 3.27 olarak Ol¢lilmiistiir.
Kirklareli’nden temin edilen hardaliye Cabernet, Merlot ve Shiraz iiziim c¢esitlerinden,
Edirne’den temin edilen hardaliye Merlot {izlim tliriinden iretilmistir. Coskun ve ark.
(2018) Cabernet tizimiinden trettigi hardaliyenin pH degeri 3.73 olarak Sl¢iilmistiir.
Hardaliyelerin pH degerleri yapilan ¢aligmalardaki araliklarda olup, farkliliklar hardaliye

tiretiminde kullanilan tiziim tiirlerinin farkliligindan kaynakli olabilir.

5.2.2. Toplam Asitlik Tayini

Gidalarda genel veya ¢esitli 6zel sebeplerle toplam asitlik tayini yapilmaktadir.
Fermente iriinlerde fermantasyon sinirinin belirlenmesi amaciyla veya standartlara
uygunlugun belirlenmesi amaciyla titrasyon asitligi olarak adlandirilan toplam asitlik
tayini (%) yapilmaktadir. Asitlik TS 9778 Boza Standardi’na gore tatli boza igin %0.2-
0.5, eksi boza igin %0.5-1.0 araliginda olmalidir ve boza i¢in asitlik degeri laktik asit
cinsinden hesaplanmaktadir. Izmir’de piyasadan temin edilen 9 farkli bozada yapilan
% asitlik analizinde 0.13-0.50 araliginda degisen sonuglar elde edilmistir (Yiicel ve Kose,
2002). Baska bir aragtirmada titre edilebilir asitlik %0.13-0.50 Oaraliginda hesaplanmistir
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(Pehlivanoglu vd., 2015). Farkli hammaddelerden iiretilmis boza cesitlerindeki asitligin
arastirildig1 caligmada ise; daridan elde edilen bozanin en diisiik asitlige sahip oldugu
gOriilmiis, bunun nedeni yiiksek karbonhidrat igeriginden dolay1 fazla fermantasyona
olanak saglamas1 olarak belirtilmistir. Aym1 ¢aligmada en yiiksek asitlikten en diisiige
dogru siralama bugday bozasi (%0.61+£0.07), piring bozasi, misir bozasi ve dar1 bozasi
(%0.32+0.04) seklindedir (Akpiar- Bayizit, Y1lmaz-Ersan ve Ozcan, 2009). Tiirkiye ve
Bulgaristan’dan temin edilmis boza Orneklerinde ise en yiiksek asitlik %0.92 ile
Istanbul’dan temin edilen bozada tayin edilmistir. Trakya’dan 9 farkli {ireticiden temin
edilen 27 adet boza 6rneginin asitlik araligt ise %0.13-0.47"dir (Levent ve Cavuldak,
2017). Calismamizda kullandigimiz boza da Trakya bolgesine ait olup %0.193+0.014

asitlik degeri ile bu ¢aligmanin sonuglariyla tutarlidir.

TS 1880 EN 13188 Sirke Standardi’nda sirke asitliginin %4 ’iin altinda olmamasi
gerektigi bildirilmistir, % asitlik ¢aligmada kullanilan ticari elma sirkesinde %4.69 ve
tizim sirkesinde de %3.96 olarak tayin edilmistir. Florino cinsi elmalarindan geleneksel
yontemle iiretilen elma sirkesinin kalite 6zelliklerinin degerlendirildigi ¢alismada toplam
asitlik asetik asit cinsinden %3.9-9 olarak (Dabija ve Hatnean, 2014) ve evde geleneksel
yontemle tiretilmis elma ve tiziim sirkelerinin toplam asitlik degerleri sirasiyla 0.99+0.05
9/100 ml ve 2.43+0.14 g/100 ml olarak belirlenmistir (Kahraman vd., 2022). Farkli
illerden toplanan {iziim ve elmalardan ev yapimi {iretilen sirkeler ve endiistriyel olarak
tiretilen sirkelerin asitliginin aragtirildigi bir diger ¢aligmada; ev yapimi iizlim sirkelerinin
asitlik degeri %1.74+0.06 ile %5.72+0.25, elma sirkelerinin ise %0.66+0.06 ile
%7.20+0.12 araliginda, endiistriyel yontemle tiretilen elma sirkesinin %4.40+0.07, tizim
sirkesinin %5.68+0.09 olarak tayin edilmistir. Endistriyel yontemle iiretilen sirkelerin
sirke standardina uygun oldugu ev yapimi sirkelerin bazilarinin %4’liik sinirin altinda
kaldig1 goriilmiistiir (Oztiirk vd., 2015). 12 farkli markaya ait iiziim sirkesinin mevzuata
uygunlugunun arastirildigi calismada ise pH araliginin 2.63 ile 3.26 araliginda oldugu
Ol¢tilmiistiir (Akbas ve Cabaroglu, 2010). Genel olarak degerlendirildiginde ticari sirkeler
standartlara uydugu halde, ev yapimu sirkeler i¢in her zaman standart asitlik degerlerini
elde etmenin miimkiin olmadig1 goriilmektedir. Ayrica sirkelerde titrimetrik yontemle
tayin edilen asitlik degerlerinde farkliliklarin gbézlenmesi, kullanilan elma ve {iziim

hammaddelerinin organik asit igeriklerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
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Oda kosullarinda ve 9 giinliik fermantasyon sonucunda iiretilen kombucha ¢aymnin
asitligi asetik asit cinsinden %0.7 ve fermantasyonun devam etmesi durumunda 2.4 g/100
ml olarak hesaplanmistir (Ileri-Biiyiikoglu vd., 2010). Bu calismada yesil ¢ay ile oda
kosullarinda 10 giinliik fermantasyon siiresince hazirlanan kombucha ¢aymin asitligi
asetik asit cinsinden %0.259+0.008 olarak hesaplanmistir. Loncar ve ark. (2006) siyah
caydan tiretilen kombuchanin fermantasyon sicakligi ve farkli oranlarda eklenen SCOBY
kiiltiirtiniin fermantasyon siiresince asitlik ve pH iizerine olan etkilerini inceledikleri
calismalarinda 10 giinliik fermantasyon siirence 22°C’de %10’luk kiiltiirle asilanan
kombuchanin asitligini 2.2 g/1, %15’lik kiiltiir kullanilan kombuchanin asitligini ise 2.35
g/l olarak; 30°C’de %10’luk kiiltiir eklenen kombuchada 3.3 g/l ve %15°lik kiiltiir ile
baslatilan kombuchada 4 g/l olarak tayin etmislerdir (Loncar vd., 2006). Kombucha ¢ay1
hazirlanirken ayni silire boyunca fermente edilse bile sicaklik ve baslangic kiiltiirii
oraninin artmasi kombucha caymin asitlik miktarmi degistirmektedir, bu sebeple iiriin

kiyaslamasi net olarak yapilamamaktadir.

Coskun ve ark. Kirklareli’nden temin ettikleri 23 farkli hardaliye ve 5 farkli tiziim
¢esidinden kendilerinin {irettikleri hardaliyelerde yaptiklart toplam asitlik analizi
sonucunda 23 hardaliyenin % asitliginin 0.35+0.00-0.91+0.01araliginda oldugunu
bildirmiglerdir. 5 farkli iztimden iiretilen hardaliyelerde ise, bu ¢aligmadaki Kirklareli
hardaliyesinin de hammaddesi olan Cabernet iiziimiinden lretilen hardaliyenin asitlik
degeri %0.56+0.01 olarak hesaplanmustir. En diigiik asitlik bu iriine ait olup, belirlenen
en yiiksek asitlik ise %1.05+0.04 ile Kara iiziimden {iiretilen hardaliyeye aittir (Coskun
vd., 2018). Bu ¢alismada satin alinan iki gesit hardaliyenin asitlik degerleri tartarik asit
cinsinden %1.545 (Kurklareli) ve %2.438 (Edirne) olarak belirlenmistir. Hardaliye
retilirken kullanilan starter kiiltiir, hardal konsantrasyonu, kimyasal koruyucu

fermantasyon siiresince asitlik degerini etkilemektedir (Giirbiiz, 2018).

5.2.3. Yogunluk Tayini

Gidalarin  yogunlugu, gida sektoriinde genellikle ayirma ve karistirma
tekniklerinin kullanildig1 islemlerde gerekebilir. Yogunluk degeri maddelerin spesifik
0zelligi olmasina ragmen ayni yogunluk degerine sahip birden fazla madde olabilir.
Yapilan literatlir taramasinda kombucha, hardaliye ve bozanin yogunlugu ile ilgili

arastirmaya rastlanmamistir. Boza ile ilgili caligmalar ¢ogunlukla reolojik 6zellikleri ve
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icerigi; kambucha ve hardaliye ile ilgili caligmalarsa fenolik madde igerigi ve antioksidan
kapasiteleri tlizerinedir. Gelencksel yontemle florina elmalarindan {iretilmis elma
sirkesinin kalitesi iizerine yapilan arastirmada yogunluk 1013-1024 kg/m® olarak
hesaplanmistir (Dabija ve Hatnean, 2014). 12 farkli markaya ait tlizim sirkesinin
mevzuata uygunlugunun denetlendigi bir arastirmada {iziim sirkelerinin yogunluk aralig1
1.0016-1.0139 g/cm?® olarak bulunmustur. Uziim sirkesi i¢in en uygun araligin 1.042-
1.361 g/cm?® araliginda olmasi gerektigi baska bir arastirmada aciklanmistir (Akbas ve
Cabaroglu, 2010). Farkli arastirmalarin derlendigi ¢alismada elma sirkelerinin
yogunluklarinin 1.013-1.024 g/cm? ile 0.9987-1.0517 g/cm? araliginda, iiziim sirkelerinin
ise 1.0100-1.0190 g/cm?3, 1.0110-1.0135 g/cm?®, 1.013-1.020 g/cm?, 0.9955-1.0981 g/cm?®
araliginda oldugu gézlemlenmistir (Bozdemir vd., 2021). Bu tez ¢alismasinda satin alinan
ticari elma sirkesinin (0.9965 g/cm?®) ve iiziim sirkesinin (0.9944 g/cm®) yogunluklart

literatiirdeki degerlere yakindir.

5.2.4. Nem/Kuru Madde Tayini

Gidalarin bilesiminde temel olarak su ve kuru madde bulunmaktadir, gidanin suyu
uzaklastirildiginda kuru madde igerigi kalir. Nem ve toplam kuru madde analizi iiriiniin
standartlara uygunlugu, stabilitesi, ticari degeri ve kalite ozelliklerinin belirlenmesi
amagclariyla yapilmaktadir. TS nin Boza Standardina gore kuru madde igerigi %20’den
az olmamalidir. Izmir ili kapsaminda calisilan bozalardaki % kuru madde 17.26-22.32
araliginda hesaplanmistir (Yiicel ve Kose, 2002). Levent ve Algan-Cavuldak’in (2017)
Tiirkiye ve Bulgaristan’dan temin ettikleri bozalarda yaptiklar1 analizlerde ¢ok farkl
sonuglar elde etmiglerdir. En genis aralik Trakya yoresindeki bozalarda olup, %5.57 ile
%29.82 araligindadir. Bu aragtirmada kullanilan ve Trakya’daki bir ticari iireticiden temin
edilen bozanin toplam kuru madde oran1 %19.76+0.30°dir. Bu deger boza standartinin
cok az altinda olmasina ragmen, diger arastirmalarda kullanilan bozalarin degerleriyle

uyumlu ve belirtilen araliklar i¢indedir.

Sirkeler i¢in 2003 yilinda yiiriirlii§e giren mevzuatta kuru madde miktar ile ilgili
herhangi bir sinirlama yoktur, fakat 6nceki mevzuatta kuru madde miktarinin seker hari¢
8 g/I’den az olmamasi gerektigi bildirilmistir. Piyasadaki 12 farkli markaya ait {iziim
sirkelerinin mevzuata uygunlugunun arastirildig1 bir ¢alismada sirkelerin kuru madde

miktarlar1 1.95 g/l ile 17.25 g/l araliginda bulunmustur (Akbas ve Cabaroglu, 2010).
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Tangiiler ve ark. elma artiklarindan sirke {lireterek yaptiklari g¢aligmalarinda elma
sirkelerinin kuru madde igerigini %1.03-7.82 araliginda tespit etmislerdir (Tangiiler vd.,
2021). Farkl1 arastirmalarin derlendigi ¢alismada elma sirkesinin kuru madde miktarlar
%1.37-10.26 araliginda, ¢esitli izim sirkelerinin ise %9.9-11.9, %5.44-17.62, %10.85-
12.60, %1.66-22.58 araliklarinda oldugu bildirilmistir (Bozdemir vd., 2021). Farkli
illerden temin edilen elma ve tziimler ile iretilen ev yapimi sirkeler ve endiistriyel
yontemle iiretilmis elma ve tiziim sirkelerinin kalite 6zellikleri arastirilmistir. Calismada
kuru madde igerigi refraktometreyle dlgiilen ve suda ¢oziinlir kuru maddeyi (¢6ziiniir kati
madde) ifade eden briks degeri olarak analizlenmis ve kuru maddeleri tiziim sirkelerinin
1.22+0.19 ile 20.80+0.03, elma sirkelerinin 12.90+0.05 ile 1.02+0.07, endiistriyel
yontemle ftretilen {iziim sirkesinin 4.12+0.04 ve elma sirkesinin 5.55+0.03 olarak
bildirilmistir (Oztiirk vd., 2015).

Miirefte bolgesinden toplanan tiziimlerden yapilan hardaliyelerde refraktometre
ile belirlenen suda ¢oziiniir kurumadde miktarlar1 Adakarasi cinsi tiziimden iretilende
7.5¢9/100 ml, Kalecikkarasi cinsi tiziimden tiretilende 6.89/100 ml ve Papazkarasi cinsi
tiziimden {iretilende 5.29/100 ml olarak bulunmustur (Faikoglu, 2014). Bu ¢alismada
kullanilan Kirklareli ilinden temin edilen hardaliye Merlot, Cabernet ve Shiraz cinsi
tiziimlerden {tiretilmis olup, kuru maddesi %23.36+0.04’dir. Edirne ilinden temin edilen
ve Merlot cinsi liziimden {iretilmis olan hardaliyede ise %19.02+0.09 olarak 6l¢giilmiistiir.
Infrared lambali nem tayin cihazi ile Olgiilen hardaliyelerin toplam kuru madde

igeriklerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Kombucha ile ilgili olarak, kuru madde igerigi sar1, yesil, beyaz ve siyah ¢aylarda
yapilan arastirmalarda fermantasyonun 1. giiniinde en yiiksek kuru madde orani siyah
cayda, en diisiik ise beyaz cayda tespit edilmistir. 11 giin siiren fermantasyon sonunda
kombuchadaki kuru madde oran1 %10 ile en yiiksek yesil caydan iiretilende iken, siyah
caydan {iretilen %9 ve sar1 ¢aydan iiretilende ise %8.2 civarinda Slgiilmiistiir (Gramza-
Michalowska, Kulczynski, Xindi ve Gumienna, 2016). Yesil ¢ay ile hazirlanan tez
calismasindaki kombucha c¢aymin kuru maddesi %19.06+0.30 ile yapilan ¢alismadaki
kombuchalardan daha yiiksek bulunmustur.
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5.2.5. Toplam Fenolik Madde ve DPPH* Giderme Tayini

Polifenolik bilesikler bitkilerin sentezledigi, baslica fenolik asitler, flavonoidler,
antosiyaninler, fenil propanoidler, kinon pigmentlerini kapsayan ikincil metabolitlerdir.
Taze meyve, sebze, cay, sarap, tahil gibi gidalar1 i¢eren bir diyet insanlar i¢in zengin bir
antioksidan kaynagidir. Antioksidan ve diger biyoaktif bilesenlerin baska bir kaynagi da
bakteri, fungus, liken gibi mikroorganizmalardir. Son yillarda saglik iizerindeki pozitif
etkileri ve oksidatif hasarin 6nlenmesinde ve/veya geciktirilmesinde etkileri sebebiyle
eksojen antioksidanlar 6nemli hale gelmistir. Antioksidan molekiiller basta serbest
radikal giderme olmak iizere gecis metallerini baglama, peroksitleri yikma veya endojen
antioksidan sistemleri destekleme gibi gesitli mekanizmalar tizerinden etki gosterirler.
Gida, igecek, bitki ekstrakti 6rneklerinde enstriimental analiz yontemleriyle fenolik
bilesen analizi yapilabilmesine ragmen, genellikle ilk adimda Orneklerde
spektrofotometrik metodla toplam fenolik madde tayini ve antioksidan aktivite
metodlarindan biri olan serbest radikal giderme aktivite tayini yapilmaktadir. Sunulan tez
calismasinda standart fenolik madde olarak bitkilerde en yaygin bulunan gallik asit
kullanilarak toplam fenolik madde tayini yapilmistir. Orneklerin antioksidan
kapasitesinin  gostergesi olarak da 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali

kullanilarak serbest radikal giderme metodu ¢alisilmistir.

Boza hammaddesi olarak kullanilan tahillarin fenolik bilesen igeriklerinin ve
metod calisirken kullanilan standart maddenin farkliliklar1 fenolik madde tayini
sonuglarina yansimaktadir. Ayrica farkli renkli bugday tiirlerinin (Liu, Qiu ve Beta, 2010)
ve boza liretiminde kullanilan farkli tahillarin (Berktas, 2011) toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivitelerinin farkli oldugu da bildirilmistir. Boza iiretiminde farkli tahillar
kullanilmasinin fenolik madde miktarina etkisinin arastirildigi calismada toplam fenolik
madde igeriginin ve radikal giderme giiciiniin fermantasyonda farkli oranlarda kiiltiir
kullanilmastyla degismedigini, ancak hammadde degisiminde bozanin fenolik miktarinda
ve DPPH radikali gidermesinde farkliliklar oldugu bildirilmistir (Berktas, 2011). Ferulik
asit esdegeri olarak yapilan calismada en yliksek fenolik madde miktar1 202.7 mg/100 g
olarak bulgur+misir unu (2:1) kullanilarak iiretilen bozada ve en diisiik fenolik madde
miktart 123.9 mg/100 g olarak bulgurtbeyaz pirin¢ (2:1) kullanilarak {iretilen bozada
bulunmustur. Bozalarin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda en yliksek DPPH

giderme giicli yine bulgur+misir unundan iretilen bozada (1097.3 pg TE/100 g) ve en
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diisiik ise daridan iiretilen bozada (900 pg TE/100 g) gozlenmistir. Bosna Hersek’te
iceceklerin toplam fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasi tizerine yapilan aragtirmada
iki farkli bozada fenolik madde miktarlar1 tannik asit esdegeri cinsinden hesaplanmis,
278.15 mg TAE/l ve 210.59 mg TAE/Il olarak bulunmustur (Marjanovic vd., 2015).
Caligmamizda kullanilan Trakya yoresine ait bozanin toplam fenolik madde miktar1 kuru
madde bazinda 266.49 mg GAE/100 g olarak hesaplanmistir. Farkli seyreltme oranlarinda
calisilan (1:10, 1:20 ve 1:50) boza 6rnegi, gosterdigi %5.95-14.2 araligindaki inhibisyon
degerleri ile serbest radikal giderme giicii yoniinden zayiftir. Benzer sekilde Ozpiar da
yaptigi ¢alismada 100 pg/ml konsantrasyondaki bozanin %10.67 DPPH tutucu etkisi
oldugunu bildirmistir (Ozpmar, 2012).

Elma ve iiziim sirkesi organik asit igerikleri yoniinden birbirine benzemesine
ragmen, sirke yapiminda kullanilan hammaddelerin 6zelligine bagli olarak fenolik madde
icerigi bakimindan farklidirlar (Cizelge 2.6). Bu sebeple literatiirde farkli meyvelerden
tiretilmis sirkelerin de toplam fenolik madde miktarlar1 ve bununla iligkili olarak
antioksidan aktiviteleri farkli olabilmektedir. Elma ve iiziim sirkelerinden geleneksel
yontemle evde iiretilmis sirkelerin TFM miktarlari Ulugbey Karasi tiirii tiziimden iiretilen
sirkede 498.36 mg GAE/I olarak bulunurken, Red Delicious elmasindan iiretilen sirkede
209.10 mg GAE/I olarak hesaplanmistir. Bu sirkelerin DPPH radikali giderme oranlari
%100’liik seyreltilen tiziim sirkesindeki %30.14+0.75 ve elma sirkesinde %16.44+0.12
olarak tayin edilmistir, bu ¢aligmada kullanilan elma sirkesi fenolik bilesik icerigi diger
elmalara gore daha fazla olan kirmiz1 elmadan iiretilirken, iizim sirkesi de en fazla fenolik
igerigine sahip tiziim gesitlerinden biri olan Ulugbey Karasi’ndan iiretilmistir (Kahraman
vd., 2022). Liu ve ark. (2019) farkli iilkelerin sirkelerinin toplam fenolik igeriklerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda elma sirkelerinin 66.90+0.87 mg GAE/I - 495.52+20.59 mg
GAE/l, elma sarabindan iiretilen sirkelerin 163+0.15 mg GAE/l - 426.72+14.52 mg
GAE/l ve kirmizi liziim sarabindan iiretilen sirkelerin ise 654.95+£39.52 mg GAE/I -
993.51+£23.19 mg GAE/l araliginda fenolik madde igerdigi sonucuna ulasilmistir.
Bununla uyumlu olarak, meyvelerden iiretilen 23 g¢esit sirke arasinda en yiiksek
antioksidan kapasite ve fenolik madde iceriginin kirmizi tiziimlerden yapilan balsemik
sirkesi ve kirmizi sarap sirkesinde oldugunu bildirilmiglerdir. Farkli sirkelerdeki fenolik
icerigin arastirildigi bir diger caligmada elma sarap sirkesinde 400-1000 mg GAE/I, iziim
sirkesinin 2000-3000 mg GAE/| araliginda TFM igerdigi sonucuna ulasilmistir (Budak
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vd., 2014). Ulkemizde ise farkli illerden temin edilmis {iziim ve elmalardan geleneksel
yontemle tiretilmis sirkeler ile endiistriyel yontemle iiretilen elma ve {iziim sirkesinin
TFM miktarlarinin karsilastirildiginda; ev yapimi liziim sirkelerinde 2228.79+83.26—
75.01+1.27 mg GAE/I, elma sirkelerinde 434.88+7.55-40.44+2.58 mg GAE/I, endiistriyel
iziim sirkesinde 91.17+£2.70 mg GAE/I ve elma sirkesinde 55.08+2.48 mg GAE/I gibi
genis bir dagilim oldugu goriilmektedir. Calismanin devaminda DPPH radikal giderme
yonteminde ev yapimi iiziim sirkelerinin DPPH radikal siipiirme giicii %89.5340.52 ile
4.93+0.12, elma sirkelerinin %65.12+0.73 ile 0.53+0.10, enddistriyel iiziim sirkesinin
%19.85+0.66 ve elma sirkesinin %26.32+2.00 olarak belirlenmistir (Oztiirk vd., 2015).
Arastirmamizda kullandigimiz elma ve iiziim sirkeleri de ticari iiriin olup, TFM igerikleri
sirastyla 218.28 ve 218.40 mg GAE/I’dir, kuru madde bazinda hesaplandiginda ise
fenolik igerikleri 2425.5 ve 2180 mg GAE/100 g’dir. Bes farkli oranda seyreltilerek
yapilan antioksidan aktivite denemesinde seyreltme orani arttik¢a azalan konsantrasyona
bagli olarak serbest radikal giderme yiizdesi de azalmistir (Sekil 4.4). Caligmamizda elma
sirkesinin (ECs0=0.99 mg/ml) radikal giderme giiciinlin iiziim sirkesine (ECs0=1.50
mg/ml) gére daha iyi oldugu goriilmektedir, sonuglar kuru madde bazinda hesaplanan

toplam fenolik miktarlar ile paralellik gostermektedir.

Literatiirde ylizey kiiltiir ve derin kiiltiir yontemiyle iiretilen elma ve iiziim
sirkelerinin (Budak, 2010) ve farkli hammaddelerden iiretilen meyve sirkelerinin
(Bozdemir vd., 2021) TFM ve antioksidan kapasitelerinde (ORAK, TEAC, DPPH

metodlari) 6nemli diizeyde farkliliklar oldugu bildirilmistir.

Uzak dogudan koken alan kombucha c¢ay1 diinya capinda tiiketilmeye baslayan
hafif asidik, serinletici bir igecektir. Fermantasyonda yesil ¢ay kullanilabilecegi gibi,
siyah cay ve beyaz seker ile de hazirlanabilir. Ancak fermantasyon siiresi, sicaklik ve
maya miktar1 fermantasyon iriinlerinin konsantrasyonu tizerinde etkilidir (Loncar vd.,
2006). Farkli ¢ay ¢esitlerinde fermantasyonun siiresinin toplam fenolik madde miktarina
etkisinin incelendigi ¢alismada siyah ¢ay ile hazirlanan kombuchada fermantasyonun
baslangicinda fenolik madde miktar1 1480 ug GAE/ml olarak tespit edilmistir. Bu yiiksek
fenolik icerigin siyah c¢ayin sahip oldugu fenolik madde zenginliginden kaynaklandigi
bilinmektedir. Fermantasyon siiresince siyah ¢ayt TFM 7. giin 1403 pg GAE/ml ve 14.
giin 1280 ug GAE/ml degerine azalmistir. Bu azalma fermantasyon sirasinda fenolik

bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan kullanmasindan dolayidir. Geleneksel
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kombucha karigimiyla (sekerli siyah ¢ay, SCOBY ve sivi kisim) iiretilen kombuchada ise
fermantasyon siiresince 0., 7. ve 14. giinde 1327 ug GAE/ml, 1453 ug GAE/ml ve 1469
ug GAE/ml seklinde bir artis gergeklesmistir (Delik vd., 2021). Bu ¢alismada, siyah
caydan tiretilen fermente iirliniin daha yiiksek antioksidan aktiviteye de sahip oldugu ve
bunun da siyah ¢ayin antioksidan kapasitesinin yiiksek olmasiyla dogru orantili oldugu
sonucunu dogurmustur. Siyah ¢aydan iretilen fermente igecegin fermantasyon
baslangici, 7. ve 14. giinlindeki DPPH radikal yakalama kapasiteleri degisimi %55, %62
ve %53 olarak hesaplanmistir. Geleneksel kombuchanin ise radikal yakalama kapasiteleri
%358, %63 ve %59 olarak degismistir. Mayalanmada kullanilan ¢aylarin ve mikrobiyata
farkliliginin antioksidan aktivite degisimine neden olabilecegi diistiniilmiistiir. Ahmed ve
ark. (2020) farkl ¢ay gesitlerindeki TFM arastirdiklar1 ¢alismalarinda en yiiksek fenolik
madde siyah cay ile iretilen kombuchada 8 giinlik fermantasyon sonrasinda GAE
cinsinden 88.8 ug/ml olarak 6l¢miistiir. Radikal giderme aktiviteleri ise en yiiksek siyah
caydan tretilen kombuchada %89.69 olarak hesaplanmis, onu arpa ¢ayindan {iretilen
(%76.19) ve piringten iiretilen (%36.04) kombucha ¢aylar izlemistir (Ahmed, Hikal ve
Abou-Taleb, 2020). Polonya’da yapilan sar1, beyaz, yesil ve siyah ¢ay ¢esitlerinin TFM
miktarlarinin incelendigi aragtirmada en yiiksek TFM sar1 ¢ayda (15.92 mg GAE/200 ml),
yesil ¢cayda (9.89 mg GAE/200 ml), beyaz ¢ayda (5.93 mg GAE/200 ml) ve siyah ¢ayda
(5.79 mg GAE/200 ml) bulunmustur. Ayrica 11 giinliik depolama siiresince fenolik
madde miktarlarinda énemli degisimin olmadig1 bildirilmistir. Orneklerin DPPH radikal
giderme aktivitesi fermantasyon oncesi ve sonrasi kiyaslandiginda ise benzer sekilde sar1
cay > sar1 cay kombuchasi > yesil cay > yesil cay kombuchasi > beyaz ¢ay > beyaz cay
kombuchasi > siyah ¢ay > siyah ¢ay kombuchasi seklinde siralama yapilmistir (Gramza-
Michalowska vd., 2016). Bu tez calismasinda yesil ¢aydan 10 giinliik fermantasyon
stirecinde hazirlanan kombuchanin TFM miktar1 696.35+7.15 pg GAE/ml olarak
bulunmustur ve 1:5 - 1:50 seyreltme oranlar1 araliinda yiiksek radikal giderme giicii
(ECs50=2,38 mg/ml) gostermistir. Gaggia ve ark. (2018) yesil ¢ay ve siyah ¢aydan iiretilen
kombuchalarin fermantasyonlarinin baslangig, 7 ve 14 giin sonrasindaki antioksidan
kapasitesinin ve TFM’nin fermantasyonun 7. giiniinde en iyi oldugunu ve yesil ¢aydan
iiretilmis kombuchanin siyah ¢aydan iiretilmis olana gore daha yiiksek antioksidan
aktivite (DPPH ve FRAP metodu) gosterdigini rapor etmislerdir. Fermantasyon

baslangicinda artan aktivite 7. gilin sonrasinda azalmistir (Gaggia vd., 2018).
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Fermantasyon siiresince kombuchanin antioksidan igerigine sicaklik degisiminin etkisi
arastirlldiginda en yiikksek antioksidan igerik 37-42°C arasi sicaklikta yapilan

fermantasyondan elde edilmistir (Mousavi vd., 2020).

Hardaliye Trakya’da o6zellikle Kirklareli ilinde iiretilen geleneksel bir icecektir.
Bu ¢alismada kullanilan Kirklareli yoresine ait hardaliye Merlot, Cabernet ve Shiraz cinsi
kirmizi Gizimlerden, Edirne yoresine ait hardaliye Merlot cinsi iiziimden iiretilen ticari
fermente triinlerdir. Hardaliye fermantasyon teknigi ile iiretildigi ve polifenolikge zengin
renkli {iziimlerden iretildigi i¢in antioksidan potansiyelinin yiiksek olacagi

diisiiniilmektedir, dolayisiyla hardaliye ile ilgili yapilan ¢alismalar bu yondedir.

Coskun ve ark. (2018) Kirklareli'nden evlerden temin ettikleri 23 farkli
hardaliyenin toplam fenolik madde iceriklerini 368.8+0.1-2727.5£1.5 mg/l araliginda
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica laboratuvar ortaminda 5 farkli {iziim cesidinden
tiretilen hardaliyelerin TFM miktarlar1 en diisiik Siyah tiziimden {iretilen hardaliyede
961.84+0.40 mg/l olarak ve en yiiksek Dingil Siyah {iziimden {iretilen hardaliyede
2286.8+2.15 mg/l olarak bulmuslardir. Tezde kullanilan Kirklareli hardaliyesinin de
tiretiminde kullanilan Cabernet iiziim ¢esidinden liretilen hardaliyede ise TFM miktar1
1165.4+1.40 mg/l olarak hesaplanmistir (Coskun vd., 2018). Cok sayida yerel hardaliye
ornegini ve farkli tizim cinslerinden iiretilen hardaliyeleri kapsayan bu ¢aligma, hardaliye
tretim kosullarma ve kullanilan {iziimiin cinsine bagli olarak fenolik madde ve
monomerik antosiyanin miktarlariin degistigini isaret etmektedir. Yine Kirklareli’ne ait
geleneksel bir {dreticinin hardaliyesinde TFM miktar1 2128+188.09 mg GAE/I’dir
(Amoutzopoulos, 2013). Miirefte-Sarkdy’den temin edilen Adakarasi, Kalecikkarasi ve
Papazkarasi tiziimlerinden laboratuvar ortaminda iiretilen hardaliyelerin toplam fenolik
madde igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden sirastyla 46.11+2.03 mg/l, 39.26+3.03 mg/I
ve 36.87+£2.20 mg/l olarak ve HPLC-DAD teknigi ile ise 39.63 mg/l, 39.02 mg/l ve 24.01
mg/l olarak belirlenmistir. Fenolik igerigi en yiiksek olan Adakarasi hardaliyesinin
antioksidan kapasitesinin de en yiiksek oldugu ABTS, DPPH ve CUPRAC metodlari ile
gosterilmistir (Faikoglu, 2014). Cok sayida antioksidan aktivite tayin metodu olmasina
ragmen, yapilan antioksidan caligmalarin pek c¢ogunda Ornegin aktivitesi ile toplam
fenolik madde igerigi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Bu ¢calismada Edirne’den
temin edilen hardaliyenin TFM miktar1 401.91+0.71 mg GAE/I, Kirklareli’nden temin
edilen hardaliyede ise 694.51+6.79 mg GAE/l olarak tayin edilmistir. 1:10-1:100
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oranlarindan seyreltilen her iki hardaliye 6rneginde seyreltme oraninin azalmasi ile DPPH
giderme orani artmistir. Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak fenolik madde igerigi
yiiksek olan Kirklareli hardaliyesi (ECs0=3.04 mg/ml) Edirne hardaliyesinden
(ECs50=7.22 mg/ml) daha yiiksek radikal giderme aktivitesi gostermistir. Kirklareli’ne ait
geleneksel bir iireticinin temin edilen hardaliyenin ORAC metoduyla tayin edilen
antioksidan kapasitesi 64.0+£5.3 mmol TE/I’dir (Amoutzopoulos, 2013). Hardaliyelerin
sahip olduklar1 farkli antioksidan kapasiteleri elde edildikleri farkli {iziim gesitleri,
icerdikleri farkli fenolik bilesiklerinden ve kullanilan aktivite tayin metodundan
kaynaklanabilir. Antioksidan aktivite tayin metotlari baslica bir elektron transferi veya
bir proton transferi temeline dayansa da farkli substratlar ve reaksiyon sartlart

kullanilarak c¢alisilan ¢ok sayida antioksidan aktivite testi bulunmaktadir.

Hardaliye tiretiminde kullanilan tiziimler ile iliskili olarak antioksidan potansiyeli
yiiksek fermente bir icecek oldugu i¢in, serum antioksidan parametreleri tizerine etkisi ve
bagirsak florasi lizerine etkisi ile ilgili klinik calismalar da yapilmistir. 89 saglikli kiginin
katildig1 ¢calisgmada denekler kontrol grubu, 6 hafta siireyle giinde 250 ml hardaliye igen
grup ve giinde 500 ml hardaliye icen grup olmak iizere tige ayrilmigtir. Caligmanin
basinda ve sonunda deneklerin serumlarinda yapilan analizlerde hardaliye tiiketiminin
oksidatif stres gostergesi olan malondialdehit, dien konjugatlar1 ve homosisteinin
diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (Amoutzopoulos, 2013). Hardaliye fonksiyonel
bir gida olarak bilinmektedir. Hardaliyenin saglikli kisilerin bagirsak florasi iizerine
etkisini incelemek i¢in 15 kisilik bir kontrol ve 15 kisilik deney grubu olusturularak onlara
bir siire saglikli beslenme programi uygulanmistir. Deney grubundaki kisiler 20 giin
haftada 3 kez 250 ml hardaliye igerek diyete devam etmislerdir. Belirli zamanlarda
deneklerden gaita numunesi alinarak, mikrobiyata analizleri yapilmig ve ayrica PCR ve
16S rRNA hedefli yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak mikrobiyata igeriklerinin
tir ve cinsleri belirlenmistir (Polat-Sar1, 2021). Bu ¢alismaya gore hardaliye saglikli

kisilerin bagirsak florasina olumlu katki saglamaktadir.

Bagirsak florast bagirsaklarda simbiyotik bir yasam siirmektedir. intestinal
bariyerin biitiinliigliniin korunmasi, kisa zincirli yag asitlerinin sentezlenmesi, bagisiklik
yanitinin diizenlenmesi gibi koruyucu, metabolik ve onemli fonksiyonlara sahiptir.
Dolayisiyla kisilerin beslenme aliskanliklart ve diyet bilesenleri de bagirsak

mikrobiyatastyla yakin bir iliski i¢indedir. Calismada kullanilan boza, sirke, kombucha
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cay1 ve hardaliyeler fenolik icerige sahip birer fonsiyonel {iriin olarak degerlendirilebilir.
Ayrica igerdikleri triptofan aminoasidi, kintirenik asit, B3 vitamini dnciisti ve 0zellikle
NAD* 6nciisii olan nikotinik asit ve nikotinamid molekiilleri de bu 6zelliklerine katki
saglayacaktir. Bu Onciiler meyve, sebze, et, siit gibi giinlik besinlerde bulunmasina

ragmen, s0zl gecen fermente liriinler de iyi birer diyet destegi olarak degerlendirilebilir.

Son yillarda diinya genelinde geleneksel fermente iceceklere karsi artan bir ilgi
vardir. Hardaliye de oOzellikle iilkemizde Trakya Bolgesi’nde iiretilen geleneksel bir
fermente icecektir. Evlerde yapilan hardaliyenin ¢ok eski bir ge¢misi olmasina ragmen
son yillarda ticari olarak ydresel firmalarca iiretilmektedir. Uretiminde probiyotik laktik
asit bakterileri kullanilmasi hardaliyeyi degerli bir fonksiyonel iiriin yapar. Caligmamizda
kullanilan hardaliyeler Kirklareli ve Edirne’deki yerel firmalarca {iretilmis olup, arastirma

sonuclarimiz hardaliye tanitimina katkida bulunacaktir.

Calismamizda LC-MS/MS cihazi kullanilarak dort gesit fermente tiriinde (sirke,
boza, hardaliye, kombucha cay1) triptofan ile ilgili alt1 metabolitin (triptofan, kiniirenin,
kiniirenik asit, 3-hidroksi kiniirenin, nikotinik asit, nikotinamid) tayini yapilmistir. Daha
sonraki ¢aligmalarda 6rneklerdeki serotonin, melatonin ve kiniirenin yolaginda yer alan
diger noroaktif 6zellikli metabolitlerin (antranilik asit, 3-hidroksi antranilik asit, pikolinik
asit, kinolinik asit) de analizleri yapilabilir. Boylelikle {irliniin fermentasyonunda
kullanilan mikroorganizmalarin triptofan metabolizmalar1 hakkinda daha detayli bilgi

edinilebilir.

Ayni fermente iirlin farkli maya ve bakteri suslariyla tiretilebilecegi i¢in ve ayrica
fermente {riinler farkli hammaddelerden ve farkli {iretim teknikleri kullanarak
iretilebilecegi i¢in kimyasal bilesimleri i¢erik ve oran olarak farklilik gostermektedir. Bu
da farkli ¢alismalar1 kiyaslama zorlugunu getirmektedir. Konuyla ilgili daha detayl
aragtirmalar planlanabilir ve sonuglar farkli fermente {riinlerin metabolitlerinin

karsilagtirilmasiyla degerlendirilebilir.
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EK-1: Elma sirkesinde LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (1. 6l¢iim)
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EK-2: Elma sirkesinde LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2. 6l¢tim)

Analysis Info
Acqg Time 2021-06-24 19:45 Data File Elma_Sirkesi-2.d
Sample Type Sample Sample Name Elma_Sirkesi-2
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 6 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
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Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,289 1213 5,4594 | ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,024 0 Nd | ng/ml
Nicotin Amid 2,816 1310 2,6851 | ng/ml
Kynurenine 4,307 0 Nd | ng/ml
L-Tryptophan 4,842 1089 18,7072 | ng/ml
Kynurenic Acid 4,904 2274 9,2712 | ng/ml
Compound Graphics
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EK-3: Uziim sirkesinde LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (1. dlgiim)

Analysis Info
Acqg Time 2021-06-24 20:25 Data File Uzum_Sirkesi-1.d
Sample Type Sample Sample Name Uzum_Sirkesi-1
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 8 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Uzum_Sirkesi-1.d (Uzum_Sirkesi-1)
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Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,281 8583 38,6443 | ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,337 0 nd | ng/ml
Nicotin Amid 2,824 14208 29,1114 | ng/ml
Kynurenine 4,246 0 nd | ng/ml
L-Tryptophan 4,819 4027 65,3994 | ng/ml
Kynurenic Acid 4,889 3238 13,2019 | ng/ml
Compound Graphics
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ISTD Compound

L-Tyriptophan IS
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EK-4: Uziim sirkesinde LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2. dlgiim)

Analysis Info
Acqg Time 2021-06-24 20:38 Data File Uzum_Sirkesi-2.d
Sample Type Sample Sample Name Uzum_Sirkesi-2
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 8 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Uzum_Sirkesi-2.d (Uzum_Sirkesi-2)
£ x1044 ‘\“\
2 351 \
© 3254 I
3- |
2.75 [ |
2.5 \ \
2.25 |
2 \ \
1.754 ||
1.5 \ \
1.25 | |
14 | ‘\
0.75+ ‘
0.5 N [
0.25- / N S _ B I
[ \ \ \ \ \ \ \ [ \
1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,289 8678 39,0750 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,504 0 nd ng/ml
Nicotin Amid 2,839 14475 29,6587 ng/ml
Kynurenine 4,314 0 nd ng/ml
L-Tryptophan 4,827 3766 61,6563 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 3297 13,4433 ng/ml
Compound Graphics
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Target Compound

3-OH-Kynurenine
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£ x10 ' £ x10 ' £ x10!
3 7] 3 74 3 6 207.9
°© 5] * 2504 min. © 4l ° ] o
5 \ﬁ/ﬂﬁq/\mi 5 \ 11620
4 4 i
3+ 3 3
2 2+ 2
14 1 :
§ 225.1
04 04
\ I \ \ \ 1 \ \ 0-— \ I * \
2 25 3 2 2.5 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Uzum_Sirkesi-2.d 123.1->80.1,123.1->53.1 +MRM (2.590-3.365 min) (123.1->**) Uzu..
2 x103 2.839 min. £ x10 37 Ratio = 34.1 (98.9 %) £ x10%]
3 3 3 4 80.1
8 1 8 1 o
3.54
0.8 0.8 3
0.6 0.6 257
2,
53.1
0.4 0.4 1.5
0.2 0.2 1
0 0 | 0.54 123.1
T T T T I 1 1 1 0 I 1 1
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+MRM (209.1 -> 192.0) Uzum_Sirkesi-2.d | |209.1-> 192.0 , 209.1 -> 145.9 , 209.1 -> 9 |+ MRM (4.314-4.314 min) (209.1->**) Uzu...
£ x103 £ x103 | Ratio = £ x102]
3 3 Ratio = 3 192.0
3 6 3 6 s M
5 5 0.8
4 1 064 940
34 3 145.9
2 2 0.4
1 14
*4.314 min. 0.2+ 209.1
04— 04
o 3
\ \ \ \ \ \ \ \ Al A I \
3.5 4 45 5 3.5 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
ISTD Compound L-Tyriptophan IS
+MRM (210.1 -> 192.1) Uzum_Sirkesi-2.d | |210.1 -> 192.1 +MRM (4.718-5.209 min, 64 scans) (210....
£ x104 4.802 min. 2 x104 ] 2 X108
3 3 3
o] o) o)
O 254 O 254 °© 7
2] 2 61
5,
1.5 1.5 4l
14 14 3
0.5 0.5 2
0- 04— 1’
\ \ \ \ \ \ \ \ 0- I I \ \
4 45 5 5.5 4 45 5 55 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

L-Tryptophan

+ MRM (205.1 -> 188.1) Uzum_Sirkesi-2.d | | 205.1 -> 188.1, 205.1 -> 146.1
£ x10 29 *4.827 min. £ x1029 Ratio = 40.5 (91.4 %)
3 4 3 4
© 35 © 35
3 31
251 251
2+ 2
151 154
14 i
O.wa’—_ 0.5+
\ \ \ \ \ \ \ \
4 45 5 5.5 4 45 5 5.5
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

+ MRM (4.461-5.002 min) (205.1->**) Uzu..
2 27
§ x1027
O 1754
1.5
1.254
1,
0.75
0.5
0.25
0,

188.1

146.1

205.1
L 2
A I

I |
140 160 180 200

Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound

Kynurenic Acid

+MRM (190.0 -> 144.0) Uzum_Sirkesi-2.d

190.0 -> 144.0, 190.0 -> 171.9 , 190.0 -> 1

Acquisition Time (min)

£ x102 4.896 min. £ x102] Ratio = 46.3 (201.4 %)
3 3 in = [}
3 45 3 45 Ratio = 44.6 (124.6 %)
4 4
3.5 3.5
3 34
2.5 2.5
2 2
1.5 1.5
WAL ;
0.5 054X
0 \ \ \ 0- \ \ \
4 45 5 55 4 45 5 55

Acquisition Time (min)

+MRM (4.713-5.102 min) (190.0->**) Uzu..
x10 2 |
144.0

Counts

171.9
116.0

190.0

| I I |
100 125 150 175 200
Mass-to-Charge (m/z)

108




EK-5: Hardaliyede (Edirne) LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri
(1.61¢tim)

Analysis Info

Acqg Time 2021-06-24 19:58 Data File E Hardaliye-1.d
Sample Type Sample Sample Name E Hardaliye-1
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 7 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Hardaliye-1.d (Hardaliye-1)
£ x104 I
= |
o
© 184 [
1.6+ [
| i
1.4 / | I\
YA A
1.2 / | [
/ \ I
b [ A
/ x |
0.8 / \‘ [ |
0.6-] “ \\
0.4-] \ [
02 /K / \\ w“ \\
s AN e N | ~
o — —  — ] —_— N S
B T T T T i T T T T |
1.5 2 2.5 3 3.5 4 45 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,754 240988 1085,0616 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,474 0 nd ng/ml
Nicotin Amid 2,824 36371 74,5247 ng/ml
Kynurenine 4,124 1521 16,0996 ng/ml
L-Tryptophan 4,819 29787 1857,6685 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 1383 5,6401 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+MRM (124.1 -> 80.1) Hardaliye-1.d 124.1->80.1,124.1->53.2 +MRM (2.106-3.283 min) (124.1->**) Har...
g xi0f 2754min. | £ x10*] Ratio = 35.1 (105.1 %) £ x103
3 14 3 14 3 80.1
O o o 359
0.84 0.8 34
06- 06 257
2,
0.4+ 0.4+ 154 532
0.2 O'Z‘M& 11
0l AN ‘ 04 0.5 124.1
\ I \ I \ I \ I 0 \ \ \‘
15 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound 3-OH-Kynurenine
+ MRM (225.1 -> 207.9) Hardaliye-1.d 225.1->207.9,225.1 > 162.0 ,225.1-> 1| + MRM (2.474-2.474 min) (225.1->**) Har..
£ x10") £ x10"| Ratio = £ x10"]
§ 7* g 7 Ratio = é 6. 207.9
6 *2.474 min 5| 1101 1620
S—W n
4,
3 3
2 2]
1,
ol 1 225.1
I | I | I | I | 0- | I [ ‘ I
2 25 3 2 25 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Hardaliye-1.d 123.1->80.1,123.1->53.1 +MRM (2.591-3.518 min) (123.1->™*) Har..
2 x103] 2.824 min. £ x10 %) Ratio = 34.7 (100.5 %) £ x102]
3 2.5 3 254 3 i 80.1
o ¢} ¢ 7
2 2+ 6
1.5+ 1.5 51
4,
s 1* 3l 531
0.5 0.5 2+
1 123.1
04— 0+
I I | I | I | I 0- AT I |
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+MRM (209.1 -> 192.0) Hardaliye-1.d 209.1->192.0 , 209.1 -> 145.9 , 209.1 -> 94 |+ MRM (3.841-4.336 min) (209.1->**) Har...
£ x108 | £ x103 | Ratio = £ x102
3 3 Ratio = 3 192.0
§ 16+ 3§ 164 § 121
1.4 1.4 ]
1.2 1.2 ]
14 14 0.8
0.8 0.8
064 0.6 061 940 1459
44 0.4 0.4
0.4 4.124 min.
0.21 N 0.21 0.2 209.1
0 0 o) S
I I I I I I I I Al A | I
3.5 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

ISTD Compound

L-Tyriptophan IS

+MRM (210.1 -> 192.1) Hardaliye-1.d 210.1->192.1 +MRM (4.726-5.109 min, 50 scans) (210....
£ x10%] 4.810 min. £ x103 | £ x10%
2 ] 3 2
¢} 6 o 6 ¢} 57
5 5 24
- 4,
4 1.54
3+ 3
2 24 14
la 19 0.5
04— 0-
\ \ \ \ \ \ I \ 0- \ I \ \
4 45 5 55 4 45 5 55 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

L-Tryptophan

+MRM (205.1 -> 188.1) Hardaliye-1.d 205.1-> 188.1,205.1 -> 146.1 +MRM (4.728-5.109 min) (205.1->**) Har...
g x10% 4819 min. £ x103 | Ratio = 44.2 (99.7 %) £ x10%
é 3.5 é 3.5 é 1.4+ 188.1
3 3 1.2
2.5 2.5 1
24 2 0.84
1.5 1.5 06 1461
i i 0.4
057 057 0.2 205.1
0 0 ] '
0J [ 2
I I I I I I I I A I | |
4 45 5 55 4 45 5 55 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenic Acid
+ MRM (190.0 -> 144.0) Hardaliye-1.d 190.0 -> 144.0, 190.0 -> 171.9 , 190.0 -> 1] + MRM (4.713-5.057 min) (190.0->**) Har...
2 x102 £ x10 29 Ratio = 15.0 (65.2 %) £ x102
3 2254 4.896 min. 3 225 6 %) 3 127 144.0
O O O
24 24 14
] 1.75
175 0.8 171.9
1.5+ 1.5+ 116.0
1.25 1.25 0.6
1’ H 0.4
0.75- 0.75
0.5 L 0.5 0.2+ 190.0
0.25- I I I I 0.25- I I I I 0- | | I A |
4 45 5 5.5 4 45 5 55 100 125 150 175 200

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)
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EK-6: Hardaliyede (Edirne) LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2.

Olctim)
Analysis Info
Acqg Time 2021-06-24 20:12 Data File E Hardaliye-2.d
Sample Type Sample Sample Name E Hardaliye-2
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 7 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Hardaliye-2.d (Hardaliye-2)
£ x104 “J‘J\‘
3 i I
© 18] |
[
1.6 /‘ \“ "
1.4+ /| I
a 1
1.2 / A
1 / ‘\ R
/ | [
0.8+ / | [
[
0.6 / \
/ a
0.4 / \ [
0.2 /™ // \\
<7 D _— - \\; . e . -
— / I \ I \ — \ T =
1.5 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,754 247064 1112,4159 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,558 0 nd ng/ml
Nicotin Amid 2,824 35178 72,0794 ng/ml
Kynurenine 4,139 1543 16,3277 ng/ml
L-Tryptophan 4,819 28334 1738,9164 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 1364 5,5625 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+ MRM (124.1 -> 80.1) Hardaliye-2.d 124.1->80.1,124.1->53.2 +MRM (2.100-3.387 min) (124.1->**) Har...
g x104] 2754min. | |2 x10% Ratio = 22.0 (65.9 %) £ x10%]
5 N 3 1 3 354 80.1
o o o 3
0.8+ 0.8
2.5
0.6 0.6- ol
0.4+ 0.4+ 159 539
od ol 0.5 124.1
\ I \ I \ I \ \ 0 \ I I
15 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

3-OH-Kynurenine

+MRM (225.1 -> 207.9) Hardaliye-2.d 225.1->207.9 ,225.1->162.0 , 225.1 -> 1] + MRM (2.558-2.558 min) (225.1->**) Har...
£ x10"] £ x10 "] Ratio = £ x10"]
3 3 Ratio = 3 6 207.9
o 7+ (8} (¢}
6. *2.558 min. 54 4104 1620
wa 44
4,
3 3
2] 2
1,
od Ly 225.1
I | I | I | I | 0- I I [ ‘ I
2 25 3 2 25 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Hardaliye-2.d 123.1->80.1,123.1->53.1 +MRM (2.557-3.259 min) (123.1->**) Har...
£ x103 2.824 min. £ x103 | Ratio = 32.9 (95.4 %) £ x103]
3 254 3 254 3 80.1
o o o 0.9
2 2 0.8+
0.7
1.5 1.5 0.6
0.5
1 Ly 04 531
0.3
0.5 0.5 L 02
P 0. 014 123.1
I I | I | I | I 0- l | |
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+MRM (209.1 -> 192.0) Hardaliye-2.d 209.1->192.0,209.1-> 145.9 , 209.1 -> 94 + MRM (3.887-4.310 min) (209.1->**) Har...
% x10 37 % x10 37 Ratio = % x1$j’
| Not Found 4 192.0
3 161 S 16 3 '
1.4 1.4 <7
1.2 1.2 14
1 N 0.8
0.8 0.8
0.6 0.6 061 940 1459
04+ 4.139 min. 8‘2" 04+
0.2+ AN < 0.2 209.1
0 0+ ‘
I I I I I I I I 0- Al A |
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

ISTD Compound

L-Tyriptophan IS

12}
2
c
>
o
O

Acquisition Time (min)

Counts

+MRM (210.1 -> 192.1) Hardaliye-2.d 210.1->192.1
x10 37 4.810 min. £ x10%]
74 3 7
6 © 6
5 54
4 4
34 3
2 24
14 s
0+——+ 0-

I I I I I

4 45 5 55 4

I I I
45 5 55
Acquisition Time (min)

x103
2.5

+ MRM (4.703-5.107 min, 54 scans) (210...

I
195

I | |
200 205 210
Mass-to-Charge (m/z)

113




Target Compound

L-Tryptophan

+ MRM (205.1 -> 188.1) Hardaliye-2.d 205.1-> 188.1, 205.1 -> 146.1 +MRM (4.747-5.098 min) (205.1->*) Har...
g x10° 4.819 min. £ x103{ Ratio = 46.9 (106.0 %) £ x1037
=} B =) B 3 1.6* 188.1
8 3.5 8 35 8 14
34 3 '
25 25 127
2 2 "
1.5+ 1.5 081 146.1
1 1 0.6
051 051 044 yo5 1
04 0 0.2 .
0J [ 2
I I I I I I I I A | | |
4 45 5 5.5 4 45 5 5.5 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenic Acid
+ MRM (190.0 -> 144.0) Hardaliye-2.d 190.0 -> 144.0 , 190.0 > 171.9 , 190.0 -> 1{ |+ MRM (4.713-5.057 min) (190.0->**) Har..
£ x107?] £ x1027 Ratio = 11.8 (51.6 %) £ x10?
3 7 2 Raltio = 20.1 (56.2 %) 3 144.0
© 2-22* 4.896 min. © °© 4]
1.75 0.8 171.9
1.5 116.0
125 0.6
1 0.4
0.75-
0.5 0.2 190.0
0.25-! 0
I I I I I I I I | | I A |
4 45 5 5.5 4 45 5 5.5 100 125 150 175 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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EK-7: Hardaliyede (Kirklareli) LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (1.

Olgiim)
Analysis Info
Acqg Time 2021-12-09 11:42 Data File K Hardaliye-1Aralik.d
Sample Type Sample Sample Name K Hardaliye-1
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 22 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Hardaliye-1Aralik.d (Hardaliye-1)
2 x104] |
3 I
S 229 I
24 “ \
1.8 \ ‘\‘
1.6 B
1.4 |
1.2 \ |
n |
|
0.8 |
0.6 X “ |
0.4+ / \ | \
0.24 /"7\\7 o SN AN _ | \\7
T I \ I T - T I S
1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,289 12095 54,4572 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,398 0 0,0000 ng/ml
Nicotin Amid 2,732 34844 71,3959 ng/ml
Kynurenine 4,185 164 1,7364 ng/ml
L-Tryptophan 4,796 58846 2936,2018 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 1815 7,4004 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+ MRM (124.1 -> 80.1) Hardaliye-1Aralik.d
% x10 37 * 9289 min. 124.1 -> {;0.1 ,124.1->53.2 +MRM (27.106-2.464 min) (124.1->**) Har...
3 1.2 £ x103'| Ratio = 44.0 (131.7 %) 2 x102
O 3 121 3 74 80.1
1 O O
11 64
0.84 0.84 5
0.6 44
0.6 53.2
0.4 0.4 3
0.2 0.2 21
— L~ 14 1241
0- i
‘ ‘ ‘ ‘ ’ \ \ \ \ 0 \ \ \‘
1.5 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

3-OH-Kynurenine

+MRM (225.1 -> 207.9) Hardaliye-1Aralik... | 225.1->207.9 , 225.1 -> 162.0 , 225.1 -> 1| |+ MRM (2.398-2.398 min) (225.1->**) Har...
2 x10" | *2.398 min. 2 107 2 1o
L?J’ Wﬁ@\cﬂm A et tlY Lg) - Q%ﬁ&ﬁiﬁv\/m é 5 2019
4- 4 afaas . 110.1 162.0
4
34 3
3,
2 2]
2,
1 1
o ol 1’ 225.1
\ \ \ I \ I \ \ 0- I \ 1 * \
2 25 3 2 25 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+ MRM (123.1 -> 80.1) Hardaliye-1Aralik.d | |123.1->80.1,123.1->53.1 +MRM (2.521-3.451 min) (123.1->*) Har..
£ x103 | 2.732 min. £ x10°3 | Ratio = 35.7 (103.4 %) £ x102]
3 3 3 80.1
o [e] o] 74
o 5] 0 5] o
6,
1.5 1.5 5
4
la 1 3] 531
0.5 0.5+ 24
1] 123.1
0 0-
\ \ \ \ \ \ \ \ 0- \ \ I
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+MRM (209.1 -> 192.0) Hardaliye-1Aralik... | 1209.1 ->192.0 , 209.1 -> 145.9 , 209.1 -> 94 |+ MRM (4.001-4.291 min) (209.1->**) Har...
£ x103] £ x103] Ratio = 2 x10!
3 2] 3 5| Ratio =47.0(253.9 %) 3 ] 192.0
o o &)
1.754 1,75 51 940 59
1.5 1.5 4
1.25] 1.25
1 14 3
0.75 0.75 5
0.5 0.5 )
0-22* *4.185 min. 0.227 1 boo. 1
| \ \ \ \ | \ \ \ \ 0- A \‘ \
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
ISTD Compound L-Tyriptophan IS
+MRM (210.1 -> 192.1) Hardaliye-1Aralik... | | 210.1 -> 192.1 + MRM (4.680-5.084 min, 54 scans) (210...
£ x104 ] 4.787 min. 2 x104 2 103
3 = 3 3,
3 3 3
0.8 0.8+ 254
0.6 0.6 24
0.4 0.4-] 1.5+
0.2 0.2 14
0.5
0 0-
\ \ \ \ \ \ \ \ 0- I I I \
4 45 5 55 4 45 5 5.5 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

L-Tryptophan

+ MRM (205.1 -> 188.1) Hardaliye-1Aralik.. | 205.1-> 188.1 , 205.1 -> 146.1 +MRM (4.706-5.282 min) (205.1->*) Har...
£ x10 % 4.796 min. £ x10 3+ Ratio = 46.5 (105.0 %) £ x10%
3 8- 3 8- 3 1sd 188.1
O 7 (] 7 (@] 164
6 6 1.4
54 5 1.2
49 49 19 146.1
3 34 0.8
2 2 0.6
1 1 0.4
0 0 0.2 205.1
04 [ 2
I I I I I I I I A | | |
4 45 5 55 4 45 5 5.5 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenic Acid
+MRM (190.0 -> 144.0) Hardaliye-1Aralik... | 1190.0 -> 144.0 , 190.0 -> 171.9 , 190.0 -> 1] + MRM (4.820-5.079 min) (190.0->**) Har...
£ x102] 4.896 min. £ x102 Ratio = 16.7 (72.7 %) £ x102]
3 3 Ratio = 50.2 (140.3 % 2 144.0
8 3 8 3 ( g 3 16
2.5+ 254 1.4+
1.2
2 2 11 116.0 171.9
1.5 1.5 0.8+
; N 0.6
) 0.4
054 05— 0.2 190.0
I I I I I I I I 0 | | I A |
4 45 5 55 4 45 5 5.5 100 125 150 175 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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EK-8: Hardaliyede (Kirklareli) LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2.

Olctim)
Analysis Info
Acqg Time 2021-12-09 11:56 Data File K Hardaliye-2 Aralik.d
Sample Type Sample Sample Name K Hardaliye-2
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 22 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Hardaliye-2 Aralik.d (Hardaliye-2)
£ x104 \”\
3 224 ‘M‘
o
24 ‘ \‘
1.8 I
16 |
1.4 |
1.2 ‘ |
|
H n
0.8 ||
0.6 ||
| [
0.4 / \ |\
0.2 N N N I\
—— T \ T T I E—
1.5 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,289 12358 55,6422 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,443 0 0,0000 ng/ml
Nicotin Amid 2,763 32580 66,7560 ng/ml
Kynurenine 4,162 157 1,6565 ng/ml
L-Tryptophan 4,804 57665 2958,8234 ng/ml
Kynurenic Acid 4,889 1885 7,6854 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+ MRM (124.1 -> 80.1) Hardaliye-2 Aralik.d | 124.1->80.1, 124.1->53.2 +MRM (2.106-2.487 min) (124.1->**) Har...
£ x103 * 2.289 min. £ x103 | Ratio = 41.9 (125.5 %) £ x102|
3 1.2 3 1.24 3 80.1
(@] (@] O 64
14 14
0.8+ 0.8 54
4,
0.6+ 0.6+ 532
3,
0.4 0.4
2,
0.2 0.2
- — 14 1241
0 0+
\ I \ I \ \ \ I 0 \ I \
15 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound 3-OH-Kynurenine

+ MRM (225.1 -> 207.9) Hardaliye-2 Arali.. | 225.1->207.9 ,225.1->162.0 , 225.1 -> 1| + MRM (2.443-2.443 min) (225.1->**) Har...
g x107 | 9443 min. % x10" | Ratio = % x10 1]
3 NVRPNGVA LI R 8 51 1101 1620 2970
4| 4
4
3 3
3,
2 2
2,
14 14
1’ 225.1
0- 0 :
\ I \ I \ I \ I 0-— I I * I
2 25 3 2 2.5 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Hardaliye-2 Aralik.d | 123.1->80.1, 123.1->53.1 + MRM (2.525-3.258 min) (123.1->**) Har..
£ x10% 2.763 min. £ x10 3| Ratio = 36.6 (106.1 %) 2 x1037
c 5 3 0.9 80.1
o) o] o .
0 2 o 24 O 0.8
0.7
1.5 1.5 0.6
0.5
14 14 |
047 531
0.3
0.5 0.5
0.2
123.1
04 o4 0.1
I \ I \ I \ I \ 05 I I I
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+MRM (209.1 -> 192.0) Hardaliye-2 Arali.. ||209.1->192.0 ,209.1-> 145.9 , 209.1 -> 94 + MRM (4.085-4.375 min) (209.1->**) Har...
£ x103 £ x10 3] Ratio = 28.2 (235.2 %) £ x10!
g 2. 5’ 2| Ratio = 43.9 (237.3 %) § 6 192.0
1.75- 1.754 5+ 940 1459
1.5 1.5
1251 1.25 4
1 14 34
0.75 0.75]
0.5 05| 21
0-2(5)’ * 4.162 min. o.zgf 14 09 1
| | o .
\ \ \ I \ \ \ \ Al A I \
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
ISTD Compound L-Tyriptophan IS
+MRM (210.1 -> 192.1) Hardaliye-2 Arali.. | 210.1->192.1 +MRM (4.707-5.092 min, 51 scans) (210...
£ x1044 4.787 min. 2 x104 2 x10%
3 3 3
o 0 s} 3
O 0.8 O 081 o
2.5
0.6 0.6+ 2]
0.4 0.4 1.5
0.2 0.2 s
0.5
0 0+——
\ \ I \ \ \ I \ 0- I I I \
4 45 5 55 4 45 5 55 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

L-Tryptophan

+ MRM (205.1 -> 188.1) Hardaliye-2 Arali...
£ %1037 4.804 min.

Count

I I I I
4 45 5 55
Acquisition Time (min)

205.1->188.1, 205.1 -> 146.1
x10 %7 Ratio = 47.0 (106.1 %)

Counts
L

T [ T
4 45 5 55

Acquisition Time (min)

+MRM (4.705-5.262 min) (205.1->**) Har...
x103 |
1.8
1.6
1.4
1.2
1,
0.8
0.6
0.4
0.2
0,

188.1

12
2
c
S
o
O

146.1

205.1
L 2

A

I T |
140 160 180 200

Mass-to-Charge (m/z)

Target Compound

Kynurenic Acid

+MRM (190.0 -> 144.0) Hardaliye-2 Arali...
2 x10 2] 4.889 min.

Count

3
2.5+
24
1.54
14
0.5+

N

I I
4 4.5 5 5.5
Acquisition Time (min)

190.0 -> 144.0, 190.0 -> 171.9, 190.0 -> 1

x10 2] Ratio = 14.6 (63.7 %)
Ratio = 49.1 (1§7.1 %)

Counts

3

T [ T
4 45 5 55

Acquisition Time (min)

+ MRM (4.812-5.079 min) (190.0->**) Har..
£ x102
é 16 144.0
1.4

1.2

14

0.8

0.6

0.4

0.2

0-

116.0 171.9

190.0

I I [ |
100 125 150 175 200

Mass-to-Charge (m/z)
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EK-9: Kombucha ¢ayinda LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (1. 61¢tim)

Analysis Info

Acqg Time 2021-12-09 12:22 Data File Kambocya_cayi

Sample Type Sample Sample Name Kambocya_cayi

Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 23 Sample Info

Inj Vol 5,00 Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) Kambocya_cayi_1.eks-1.d (Kambocya_cayi_1.eks-1)
£ x104] |
< N I
3 i
O 3.254 H
34 \
2.75 /|
2.54 1
2.25 |
2 |
1.75 | \
1.5 |
1.25- |
14 |
0.751 ||
0.5 [
0.25- RN
T I T \ S T \
1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,266 711 3,1998 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,428 0 0,0000 ng/ml
Nicotin Amid 2,793 378 0,7756 ng/ml
Kynurenine 4,787 0 0,0000 ng/ml
L-Tryptophan 4,804 536 9,1152 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 6370 25,9727 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+MRM (124.1 -> 80.1) Kambocya_cayi_1..| 124.1->80.1,124.1 ->53.2 +MRM (2.147-2.501 min) (124.1->**) Ka..
£ x102 £ x10 2 Ratio = 34.7 (103.8 %) £ x102]
3 27 3 2 3 0.9 80.1
O 18 O 184 © sl
1.6 . 1.6 0.7
2.266 min.
14 141 06 932
1.2 1.2 0.5-
14 14 0.4
0.8 0.8 0.3
i N 0.2
06 067 01 124.1
0.4 0.4 : S
\ \ \ \ \ \ \ \ 04 \ \ \
15 2 25 3 1.5 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

3-OH-Kynurenine

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

+MRM (225.1 -> 207.9) Kambocya_cayi_... | 225.1->207.9 , 225.1-> 162.0 , 225.1 -> 1| + MRM (2.428-2.428 min) (225.1->**) Ka..
£ x10 ' ) £ x10 ' Ratio = £ x10!
c * c c _
- 2428 min. 2 | Ratio= 3 207.9
[3) (@] o 5
AN RSN 1101 4600
4 4 .
4,
3 3
3,
2 2-
2,
1 14
Ly 225.1
0 0 .
I | I | I | I | 0- | I I ‘ I
2 2.5 3 2 25 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Kambocya_cayi_1.. | 123.1->80.1, 123.1 -> 53.1 +MRM (2.439-3.030 min) (123.1->**) Ka...
g xo! *2.793 min. £ x10 ' | Ratio =28 (82%) £ x10™
§ 7.54 5 7.5 § 6 80.1
7 7 53.1
5,
6.5 6.5
4
6 6-
3,
5.5 5.5
2,
5 5
454 454 1 123.1
| I | I | I | I 0- l | |
2 2.5 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+ MRM (209.1 -> 192.0) Kambocya_cayi_.. | 209.1->192.0 ,209.1-> 145.9 , 209.1 -> 9{ [+ MRM (4.787-4.787 min) (209.1->**) Ka..
£ x1037 *4.787 min. | £ x10 31 Ratio = 2 %109
3 6 3 6 Ratio = 3 74 192.0
o (¢} o 6
5 5
4 4 59
3 34 49
2] 2 3
14 1 2
1 209.1
0 04 94.0 14?.9
I I I I I I I I 0- A A Al I
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200

Mass-to-Charge (m/z)

ISTD Compound

L-Tyriptophan IS

+ MRM (210.1 -> 192.1) Kambocya_cayi._...

x104 4.779 min.

[2]
£
3
o]
© 254

2,
1.5

1,
0.5-]

0

T I T
45 5 55

210.1->192.1

¥
£ x104 ] £
3 3
[e] o
O 254 O

2
1.5+

1,
0.5+

0

T [ T
45 5 55

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

x10 4:

0.8+
0.7+
0.6
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+

0

MRM (4.702-5.107 min, 54 scans) (210....

|
195

I | I
200 205 210
Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

L-Tryptophan

Counts

+ MRM (205.1 -> 188.1) Kambocya_cayi_.. | 205.1->188.1,205.1 -> 146.1
x10 2] 4.804 min. £ x10 27 Ratio = 49.4 (111.6 %)

1.2 3 1.2
1.1+ O 1.1
1 1
0.9+ 0.9
0.8 0.8+
0.7 0.7+
0.6 0.6+

0.5 0.5 Uw
0.4 0.4

4 45 5 55 4 45 5 58
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

+
12}
2
c
=
o
(@]

x10 1]

146.1

MRM (4.682-4.987 min) (205.1->") Ka...

188.1

205.1
*

A
140

|
160
Mass-to-Charge (m/z)

I I
180 200

Target Compound

Kynurenic Acid

12}
2
c
>
o
O

+ MRM (190.0 -> 144.0) Kambocya_cayi_...

190.0 -> 144.0,190.0 -> 171.9, 190.0 -> 1

Acquisition Time (min)

x10 3 4.896 min. £ x10 3 Ratio = 24.7 (107.5 %)
3 Ratio = 37.0 (1(13.4 %)
14 (8] 14
0.8 0.8
0.6 0.6
0.4 0.4
0.2 0.2
0 0
I I I I I I I I
4 45 5 55 4 45 5 5.5

Acquisition Time (min)

+
]
2
c
>
0
O

MRM (4.812-5.188 min) (190.0->**) Ka...

x102 ]
3.5

34
2.5+
2
1.5+
14
0.5+
0

116.0

144.0

171.9

190.0

| | I A I
100 125 150 175 200
Mass-to-Charge (m/z)
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EK-10: Kombucha gayinda LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2.

Olctim)

Analysis Info

Acqg Time 2021-12-09 12:35 Data File Kambocya_cayi

Sample Type Sample Sample Name Kambocya_cayi

Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 23 Sample Info

Inj Vol 5,00 Comment

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (** -> **) Kambocya_cayi_1.eks-2.d (Kambocya_cayi_1.eks-2)
£ x104 ‘\P\
S |
§ 3259 ‘H\
37 I
2.75- ‘ \‘
2.5 l
2.25 |
2 \ |
1.75 ‘ \
1.5 | |
1.254 |
] a
0.751 |
0.5 “
0.25 AN
T \ \ SRS ]
1.5 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,266 745 3,3549 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,459 0 0,0000 ng/ml
Nicotin Amid 2,755 387 0,7926 ng/ml
Kynurenine 4,780 0 0,0000 ng/ml
L-Tryptophan 4,804 525 9,1833 ng/ml
Kynurenic Acid 4,896 6432 26,2283 ng/ml

Compound Graphics
Target Compound

Nicotinic Acid

+MRM (124.1 -> 80.1) Kambocya_cayi_1..
x10 2
24
1.8+
1.6+
1.4+
1.24
14
0.8
0.6
0.4

Counts

2.266 min.

]

T I T |
15 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

124.1->80.1 ,124.1 > 53.2
x10§’ Ratio = 35.5 (106.2 %)
1.8
1.6
1.4
1.2
1,
0.8
0.6
0.4

Counts

T I T |
15 2 2.5 3

Acquisition Time (min)

MRM (2.135-2.469 min) (124.1->**) Ka...
x102 |

0.9+
0.8
0.7+
0.6
0.5+
0.4
0.3
0.2
0.1

0,

80.1

+
7]
2
c
=
o

6]

1241

l | I
60 80 100 120
Mass-to-Charge (m/z)

124




Target Compound 3-OH-Kynurenine
+MRM (225.1 -> 207.9) Kambocya_cayi_... | 225.1->207.9 , 225.1 -> 162.0 , 225.1 -> 1| |+ MRM (2.459-2.459 min) (225.1->**) Ka...
£ x10' *2.459 min. £ x10 1| Ratio = 2 x101]
3 S—MWJQM 3 5] Ratio= 3 207.9
0 o Y o] |© 5|
4] 4 1101 162.0
4,
3 3
3,
2 2
2,
1] 1
'1,
o4 04 225.1
\ 1 \ \ \ I \ \ 0-— \ I * \
2 25 3 2 25 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+ MRM (123.1 -> 80.1) Kambocya_cayi_1.. | 123.1->80.1, 123.1->53.1 + MRM (2.549-2.900 min) (123.1->**) Ka..
£ x10"] *2.755 min. £ x10 "] Ratio = 17.2 (49.8 %) £ x10 '
3 3 7 3 74 80.1
o o) o B
O 754 O 754 o
i 74 53.1
. 6.5 "
6.5 9
4,
6 6
55 55- 3
5 54 21
454 4.5 1 123.1
1 \ \ \ I \ I \ 0- \ I 1
2 25 3 35 2 25 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+ MRM (209.1 -> 192.0) Kambocya_cayi_.. | 209.1->192.0 ,209.1-> 145.9 , 209.1 -> 94 + MRM (4.780-4.780 min) (209.1->**) Ka..
£ x103 4780 min. | £ x10 37 Ratio = 2 x103
3 6 3 6 Ratio = 3 192.0
&) (@] &) 6
5 5
44 4 54
3 3 4
2] 2 37
1 1 27
04 0 : Ly 1459 091
0/ | *
\ \ \ \ \ \ \ \ A A I \
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
ISTD Compound L-Tyriptophan IS
+MRM (210.1 -> 192.1) Kambocya_cayi_.. | [210.1 -> 192.1 + MRM (4.704-5.130 min, 56 scans) (210...
£ x104] 4.787 min. £ x104] £ x103-
3 3 3
0 0 o 8+
O 25- O 25 o o
2+ 2 64
1.5 1.5 57
4
14 14
3,
0.5 0.5 2
0 0 Ly
\ \ \ \ \ \ \ \ 0- \ \ \ \
4 45 5 5.5 4 45 5 5.5 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound L-Tryptophan
+MRM (205.1 -> 188.1) Kambocya_cayi_.. | 205.1 -> 188.1 , 205.1 -> 146.1 +MRM (4.651-4.992 min) (205.1->*) Ka..
£ x102] 4.804 min. £ x10 2] Ratio = 23.3 (52.5 %) £ x10'4
2 4 2 41l 2 s 188.1
(@] 1 (@] : O
1 1 7
0.94 09 6- 146.1
0.8 0.8 59
4
0.7 0.7
0.6 0.6+ 3
0.5 21
054 ol 1] 205.1
04 I I I I . I I I I 0 A I | \‘
4 45 5 5.5 4 45 5 55 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenic Acid
+ MRM (190.0 -> 144.0) Kambocya_cayi_.. | 190.0 -> 144.0 , 190.0-> 171.9 , 190.0 -> 1| + MRM (4.812-5.173 min) (190.0->**) Ka..
£ x103 4.896 min. £ x103| Ratio = 29.3 (127.4 %) 2 x102
3 3 Ratio = 36.4 (101.6 %) 3 354 144.0
O 1 (@] 1 (@]
3,
0.8 0.8 25
0.6+ 0.6 24
116.0
0.4 0.4 1.5 171.9
0.2 0.2 I
0.5 190.0
0+ 0-
I I I I I I I I 0- | | I A |
4 45 5 5.5 4 45 5 55 100 125 150 175 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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EK-11: Bozada LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (1. 6lgiim)

Analysis Info
Acqg Time 2021-06-30 15:05 Data File Boza-1.d
Sample Type Sample Sample Name Boza-1
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 41 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Boza-1.d (Boza-1)
£ x104 | |
2 1
O 454 ‘ \‘
4 A
|
3.5 “ \‘
34 I
[ |
2.54 | \
21 |
|
1.5 [
|
1* ‘ \\
0.5 | ‘\
— —— 7
1.5 2 25 3 35 4 4.5 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,297 10835 48,7841 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,497 938 12,0100 ng/ml
Nicotin Amid 2,847 1355 2,7755 ng/ml
Kynurenine 4,215 3206 33,9329 ng/ml
L-Tryptophan 4,811 78373 1317,8406 ng/ml
Kynurenic Acid 4,866 2504 10,2093 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+MRM (124.1 -> 80.1) Boza-1.d 124.1->80.1,124.1->53.2 +MRM (2.101-2.692 min) (124.1->*") Boz..
g x10°] 2.297 min. £ x103 | Ratio = 33.6 (1005 %) £ x1027
3 3 3 4 80.1
© 14 © 1 © 354
0.8 0.8 39
2.5+
0.6+ 0.6+
21 532
0.4 0.4 154
0.2 0.2 11
. o~ ) 0 0.5- 124.1
\ \ \ I \ I \ I 0 \ I \‘
1.5 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

3-OH-Kynurenine

+ MRM (225.1 -> 207.9) Boza-1.d 2251 ->207.9 ,225.1 -> 162.0 , 225.1 -> 1| |+ MRM (2.146-2.657 min) (225.1->**) Boz...
£ x102] 2.497 min. £ %1027 Not Found £ x102]
3 11 3 7 Ratio = 8.5 (164 %) 3 09 207.9
o 14 ¢ 14 O s
0.9 :
0.9 0.7
081 0.6
0.8+ 0.7 7 1101 1620
0.5
0.7 0.6
0.5 0.4
0.6 ' — - 0.3
0.5 4 \ ) 0.2
~ 0.3 014 225.1
0.4 0.2 : Py
I | I | I | I | 0- | A [ I
2 25 3 2 2.5 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+ MRM (123.1 -> 80.1) Boza-1.d 123.1->80.1, 123.1 -> 53.1 +MRM (2.580-3.007 min) (123.1->**) Boz...
£ x102] 2.847 min. £ x102] Ratio = 22.8 (66.1 %) £ x102]
3 1.8 3 184 3 144 80.1
© 16 O 6 SEEPY
1.4 1.4 14
1.2 1.24 0.84 9531
14 14 0.6
0.6 0.6+ 0.2 123.1
] 0.4
04 I I | I | I | I 0 AT | I
2 25 3 35 2 2.5 3 35 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenine
+ MRM (209.1 -> 192.0) Boza-1.d 209.1->192.0 ,209.1 -> 145.9 , 209.1 -> 94 + MRM (4.043-4.421 min) (209.1->**) Boz...
£ x103%] £ x10 37 Ratio = 34.3 (285.7 %) £ x1024
3 74 3 7+ Ratio = 53.3 (288.0 %) 3 2.25- 192.0
© 6 © 6 © 2
5 5 1.754
1.5
49 49 1.25 94.0
3 3 1 145.9
24 29 0.75
Ly 4.215 min. L 054
od ol 0.254 209.1
0- *
I I I I I I I I Al A | l
35 4 45 5 35 4 45 5 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
ISTD Compound L-Tyriptophan IS
+MRM (210.1 -> 192.1) Boza-1.d 210.1->192.1 + MRM (4.714-5.222 min, 67 scans) (210...
£ x104 | 4.794 min. 2 x104 ] 2 103
=] =} =] 74
o] o) o]
O 25 O 254 (6] 6
2 2- 5
1.5+ 1.54 44
14 14 3+
0.5 0.5 2+
04 0 H
I I I I I I I I 0- | I I I
4 45 5 55 4 45 5 55 195 200 205 210
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound L-Tryptophan
+MRM (205.1 -> 188.1) Boza-1.d 205.1-> 188.1, 205.1 -> 146.1 +MRM (4.705-5.254 min) (205.1->**) Boz...
£ x1044 4.811 min. £ x10 44 Ratio = 44.9 (101.4 %) £ x103
3 1 2 ; 3 254 188.1
¢ 7 O 7 O
0.8 0.8 2
0.6 0.6 1.5
0.4 0.4 1] 1461
0.2 0.2
057 205.1
0 0
0. [ 2
I I I I I I I I A | | I
4 45 5 55 4 45 5 5.5 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Kynurenic Acid
+MRM (190.0 -> 144.0) Boza-1.d 190.0 -> 144.0 , 190.0 > 171.9, 190.0 -> 1| + MRM (4.706-5.329 min) (190.0->**) Boz...
£ x10?] 4.866 min. £ x102 | Ratio = 6.4 (27.8 %) 2 x102]
3 H Ratio = 14.5 (40.4 %) 2 - 144.0
© 5] © 251 o b
14 171.9
2 2+ 084 116.0
1.5 1.54 0.6
1 14 0.4
0.5 0.5 0.2+ 190.0
I I I I I I I I 0-
4 45 5 55 4 45 5 55

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

I I [ I
100 125 150 175 200

Mass-to-Charge (m/z)
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EK-12: Bozada LC-MS/MS ile belirlenen triptofan ve metabolitleri (2. 6lgiim)

Analysis Info
Acqg Time 2021-06-30 15:18 Data File Boza-2.d
Sample Type Sample Sample Name Boza-2
Dilution 10 Acg Method Tryptophan_Metabolities.m
Position Vial 41 Sample Info
Inj Vol 5,00 Comment
Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) Boza-2.d (Boza-2)
£ x104 ‘”\
£ 1
O 45 [
4] I
A
3.5 [
3 |
[
2.5 \ \
|
2 \ \\
151 ||
|
14 “ \\
0.5 I\
T T U \ 1 T
1.5 2 25 3 35 4 45 5 5.5 6
Acquisition Time (min)
Quantitation
Results
Compound RT Response Final Conc
Nicotinic Acid 2,297 10872 48,9539 ng/ml
3-OH-Kynurenine 2,466 970 12,4102 ng/ml
Nicotin Amid 2,847 1075 2,2020 ng/ml
Kynurenine 4,200 3069 32,4818 ng/ml
L-Tryptophan 4,811 76942 1315,7388 ng/ml
Kynurenic Acid 4,858 2608 10,6323 ng/ml
Compound Graphics
Target Compound Nicotinic Acid
+MRM (124.1 -> 80.1) Boza-2.d 124.1->80.1,124.1->53.2 +MRM (2.137-2.701 min) (124.1->*") Boz..
£ x10°, 2:291 min. £ x10°] Ratio = 33.5 (100.2 %) £ x102
3 3 3 4 80.1
o 14 o 14 o
3.5+
0.8+ 0.8+ 3
0.6 0.6 2'2’
0.4- 0.4- 15 232
0.2+ 0.2+ 14
~ L 0.54 1241
04 0
\ I \ I \ I \ I 0 \ \ \‘
15 2 25 3 15 2 25 3 60 80 100 120
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
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Target Compound

3-OH-Kynurenine

131

+MRM (225.1 -> 207.9) Boza-2.d 2251 ->207.9,225.1 > 162.0 , 225.1 -> 1| + MRM (2.077-2.665 min) (225.1->**) Boz...
g x10%] " 2469 min. £ x102 | Ratio = 16.0 (3.7 %) 2 x10']
3 2 Ratio = 12.9 (2%,0 %) 2 207.9
&) 14 o 14 o 8
0.9 0.9 I
0.8 0.8 g: 1101 1620
0.7 0.7 4
0.6 0.6 3
05| T 05 24
o4 14 225.1
0.4 4 o) Y
I I I | I | I | | A [ I
2 2.5 3 2 2.5 3 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Nicotin Amid
+MRM (123.1 -> 80.1) Boza-2.d 123.1->80.1,123.1 -> 53.1 +MRM (2.684-3.173 min) (123.1->**) Boz...
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OZGECMIS

27.06.1988 yilinda Edirne’de dogdum. Ilkogrenimim Babaeski Ilkdgretim
Okulunda 2002 yilinda okul 2. olarak tamamladim ve sonrasinda basladigim Babaeski
Anadolu Lise’sini 2006 yilinda bitirdim. 2007 yilinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimiinii kazandim ve
2012 yilinda mezun oldum. Okulumu bitirdikten sonra Kirklareli Mesleki ve Teknik
Anadolu Lise’sinde 1 yil iicretli 6gretmenlik yaptim. Saray Biskiivi ve Gida Anonim
Sirke’inde tiretim miihendisi olarak calistim. Kirklareli Cinar Hazir Yemek Fabrikasi ve
KYK Yurtlarinin yemekhanelerini isleten farkli catering firmalarinda Gida Miihendisi
olarak ¢alistim. Is hayatima Pehlivankdy’de hazir yemek hizmeti veren firmada devam
ediyor ve ayn1 zamanda Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Ana Bilim

Dalinda Biyokimya béliimiinde yiiksek lisans egitimimi siirdiiriiyorum.

Didem Melda YILMAZ
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