T.C.
AKSARAY UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOTEKNOLOJi VE MOLEKULER BiYOLOJi ANABILIM
DALI

ULTRASON DESTEKLI EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE
EREMURUS SPECTABILIS (CIRiS) BITKISINDEN
PREBIYOTiK EKSTRAKSIYONUNUN OPTIMIZASYONU,
PREBIYOTIK VE BIYOLOJIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LIiSANS TEZI

Hakan YUCEDAG

DANISMAN
Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

AKSARAY, 2024



Aksaray Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii'niin 212330408 numarali Yiiksek
Lisans Ogrencisi Hakan YUCEDAG tarafindan hazirlanan “ULTRASON
DESTEKLI EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE EREMURUS SPECTABILIS
(CIRIS) BITKISINDEN PREBIYOTIK EKSTRAKSIYONUNUN
OPTIMIZASYONU, PREBiIYOTIiK VE ANTIiOKSIiDAN AKTiVITELERININ
ARASTIRILMASI” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI ile
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI

olarak kabul edilmistir.

Damsman: Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum ...

Uye: Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG

Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum ...

Uye: Doc¢ Dr. Lalehan AKYUZ

Aksaray Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum ...l

Tez Savunma Tarihi: 07/06/2024
Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlari yerine

getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Mehmet Ali HINIS

Fen Bilimleri Enstitisti Mudura



DOGRULUK BEYANI

Yiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alismayi, akademik kurallara ve bilimsel
etik, ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin
yazdigimi, yararlandigim eserlerin  kaynakgada gosterilenlerden olustugunu,
caligmamda kullandigim verilerin orijinalligini ve her tiirlii intihalden uzak oldugunu
beyan ederim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve
hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm,

Hakan YUCEDAG



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi ve gerek deney asamasinda gerekse tez yazimi
asamasinda bilgi, tecriibe ve anlayislariyla akademik alanda bana daima yol gésteren
ve destek olan, kendimi gelistirmemde biiyiik katkilari olan danigsmanim Prof. Dr.
Derya ONAL DARILMAZ’a ve es danismanim olan Dog. Dr. Tiilden INANAN’a,
tezimde  prebiyotik  ekstraksiyon  veriminin  optimizasyon  ¢aligmasinda
yardimlarindan dolay1 Ege fniversitesi, Tarim Makineleri ve Teknolojileri
Miihendisligi boliimi 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Arzu YAZGI hocama, Eremurus
spectabilis (Ciris) bitkisinin teshis ve lokasyonunun tespitinde yardimci olan Fen
edebiyat fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim {iiyesi Prof. Dr. Mehtap TEKSEN’e,
calismalarimi gergeklestirmeme olanak saglayan Aksaray Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne (ASUBTAM) ve yéneticilerine,
tesekkiir ederim.

Calismamin  gerceklestirilmesinde  yardimlarin1 ~ esirgemeyen  arkadaslarim
Abdulkerim KOCAOGLU, Mehmet CAMBAZ, Hilal ERDEN, Yaren DOGRUL,
flayda DOGAN, Muhammet Mustafa CANBOLAT, Abdiilkadir DIKICI ve
desteklerini benden esirgemeyen anneme, babama ve kardesime tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) KBAG
2237079 kodlu proje tarafindan desteklenmistir. Ayrica TUBITAK ’a yiiksek lisans

calismalarim sirasinda sagladigi burs desteginden dolayi tesekkiir ederim.

Hakan YUCEDAG

AKSARAY, 2024



ICINDEKILER

TESEKKUR .......ocoooioiooeeeeeeeeeeeeeeee ettt i
ICINDEKILER ..........oooviiiiieeeeeeeee ettt i
OZET ... iv
ABSTRACT e %
SEKILLER DIZINI .......ooouiiiiieeeeeeeeeee e Vi
CIZELGELER DIZINI .........coooiiiiieeeeeeeeeeeeee e, viii
SIMGELER VE KISALTMALAR ..........ccceoeviiiiiiiiiiieesse s, IX
Lo GIRIS oottt 1
2. KAYNAK OZETLERI ....cooooiiiiiiiici s 4
2.1 CrLS BIEKIST c.vveivieiii ettt 4
2.2 PrODIYOLIK ....c.vviiieie ettt neenne s 5
2.3 PIEDIYOTIK ... 6
2.3.1 Prebiyotiklerin siniflandirilmasi ve kaynaklart...........cccocoeeniiiiiiiiinnnns 6
24 TNTIN 1ottt n ettt s s ettt ettt en e s 9
2.4.1 Fruktooligosakkaritler (FOS) ......cccoeiiiiiiiiieiie e 10
2.4.2 FOS’un fonksiyonel 6zellikleri ve gida sanayisinde kullanimi ................ 11
2.4.3 Bitkisel prebiyotiklerin elde edilmesi .........cccooveieeiiiiciieiecc e, 12
3. MATERYAL VE YONTEM.........c.coosiiiiitnieiieeeseeeseeseeses e ieses s 14
B LIMALEIYAL ... e 14
3.1.1 Calismada kullanilan prebiyotik kaynagi..........ccccoovviiiiiieniniinicniiicnn, 14
3.1.2 Calismada kullanilan bakteri KGltiirleri.............cccoceeeeiiieeiiiiie e 15
3.1.3 Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelistirilme ortamlari...........ccc.cccvrnennne. 15
3.1.4 Calismalarda kullanilan besiyerler............cccooiiiiiniiiie 16
I 03 111 1o D TP OPPR 18
3.2.1 Eremurus spectabilis’in muhafazasi .........cc.ccoovvereienene i 18
3.2.2 Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi...........cccccooiiiiiinii 18
3.2.3 Bitkiden inulin tipi fruktan ekstraksiyonu ve optimizasyonu................... 18
3.2.3.1 Deneysel tasariim ..........ccuerieiirieiieiesiese e 18
3.2.3.2 Iniilin tipi fruktanin ultrason destekli ekstraksiyonu.............c..c........ 19
3.2.3.3 Iniilin tipi fruktan ekstraksiyon VEerimi............cccceoereverreerererersnseerenans 20
3.2.3.4 Iniilin tipi fruktan ES ekstrelerinin liyofilizasyonu...............cc.co.ee... 21
3.2.4 Iniilin tipi fruktan ES'nin kimyasal karaKterizasyonu................co.cevenene. 23
3.2.4.1 Toplam karbonhidrat tayini............cccceeveiieeieiieieeiecee e 23
3.2.4.2 indirgeyici SeKer analizZi.............cccevevriiriverereiiiicieeeeeee e 25
3.2.4.3 PolimerizasyOn JereCESI.......ccivueiveiieiieciece et 27
3.2.4.4 Suda ¢OZUNTITUK .......eeiiieiiiiii i 27
3.2.4.5 Iniilin tipi fruktan ES'nin su tutma kapasitesi (STK) ve yag
tutma (YTK) KaPaSITEST ....c.veveveriiiiisiesiceieeeee e 27
3.2.4.6 Iniilin tipi fruktan ES'nin nem igeriginin belirlenmesi...................... 28
3.2.4.7 Iniilin tipi fruktan ES'nin sisme kapasitesinin belirlenmesi............... 28
3.2.4.8 Fourier dontigiimlii kizilmtesi spektroskopisi (FTIR) analizi ............ 29
3.2.4.9 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi ...........ccccevvveiircnnenennn 29
3.2.4.10 Termogravimetrik analiz (TGA) .....cccccieeiieiii e 29
3.2.4.11 Ultraviyole goriiniir (UV-VIS) analizi..........cccoocevviinininnninenn, 29
3.2.4.12 Iniilin igeriginin belirlenmesi (monomer analizi) ............c..cccrvev... 30
3.2.4.13 Taramal1 elektron mikroskop (SEM) analizi...........ccccoeevvrvernnnenn. 30
3.2.5 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik dzelliklerinin belirlenmesi.............. 30



3.2.5.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik aktivitesinin belirlenmesi........ 30

3.2.5.2 Iniilin tipi fruktan ES'nin prebiyotik aktivite skoru testi.................... 33
3.2.5.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin mide asidine direncinin belirlenmesi........ 34
3.2.6 Antioksidan biyolojik aktivitenin degerlendirilmesi...........cc.ccvvrivviininnnnn 35
3.2.7 IStatistikSel ANAlIZ........cceveverrereeieieeeeeecee e, 39
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA .......c.ccoooiiiiinieeeee, 40
4.1 Iniilin Tipi Fruktan ES’nin Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi .................. 40
4.2 Tepki Yiizeyi Metadolojisi ile Ekstraksiyon Optimizasyonu ...........ccceeeveenne. 41
4.2.1 Sicaklik, siire ve ¢oziicli konsantrasyonunun ekstraksiyon iizerine
BEKIST vt 41
4.2.2 Box Bhenken tasarimu ile iniilin tipi fruktan ekstraksiyon
kosullarinin optimiZasyonU ..........ccccveeiriveeiiieeiiiiee e siee e 45
4.3 Iniilin Tipi Fuktan ES’nin Kimyasal Karakterizasyonu............c.c..ccoervvevernnnns 53
4.3.1 Polimerizasyon derecesinin belirlenmesi..........cccocevveveiiieiie e 53
4.3.2 Iniilin tipi fruktan ES’nin suda ¢dziiniirliigiiniin belirlenmesi.................. 94
4.3.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin su tutma kapasitesi (STK) ve yag tutma
kapasitesi (YTK) nin belirlemesi .......c.coivriieeiieiiinnieiieesie e 55
4.3.4 Inulin tipi fruktan ES’nin nem igeriginin belirlenmesi .............c.cocevernnens 57
4.3.5 Inulin tipi fruktan ES’nin sisme kapasitesinin belirlenmesi ..................... 58
4.3.6 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) analizi...........cccccvee. 58
4.3.7 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi ..........cccccoevvriveniiiiincnncnenn 61
4.3.8 Termal gravimetrik analizi (TGA) ......cccccevieieeiece e 63
4.3.9 Ultraviyole goriiniir (UV-VIS) analizi..........ccccocveverreceieerereneeseeesenns 65
4.3.10 Iniilin igeriginin belirlenmesi (monomer analizi) .............cccceeveveverrnenans 66
4.3.11 Taramal1 elektron mikroskop (SEM) analizi ...........ccccvvvenviiinvcnncnennn. 67
4.4 Iniilin Tipi Fruktan ES’nin Prebiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi................. 69
4.4.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin in vitro fermantasyonu ve prebiyotik
INAEKS AETETT...cuviiiiiiiii i 69
4.4.1.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel probiyotikler tarafindan
FErMANTASYONU ....vveiiiciic e e 69
4.4.2 Liyofilize iniilin tip1 fruktan ES’nin bagirsak patojen
mikroorganizmalari tarafindan fermantasyonun belirlenmesi................... 78
4.4.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik skorunun belirlenmesi.................... 83
4.4.4 Iniilin tipi fruktan ES’nin mide asidine direncinin belirlenmesi............... 89
4.5 Antioksidan Biyolojik Aktivitenin Degerlendirilmesi..........coccoovvviiiiiininnne 93
4.5.1 Iniilin tipi fruktan ES nin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal
stiptirticii aktivitenin belirlenmesi..........cccoovviieiiniiiici 93
4.5.2 Iniilin tipi fruktan ES nin ABTS (2,2 -azino-bis (3-etilbentiazolin-6
stilfonik asit) radikal siipiiriicii aktivitesinin belirlenmesi................coc...... 95
4.5.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin hidroksil radikalleri siipiiriicii aktivitesi .......... 97
4.5.4 Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi............. 99
4.5.5 Iniilin tipi fruktan ES’nin demir indirgeme antioksidan giicii (Ferric
reducing antioxidant pOwWer-FRAP).........ccccove i, 100
4.5.6 Total antioksidan kapasite analizi............ccoccoveviriinieneninencneseeen 102
5. SONUC VE ONERILER ...........cccoooviiiiiieeeeeeeeee et 105
N N I 111
EKLER ettt nrri e cr et cae e ae e e aeaeaes 125
EK A. Bitki toplama izini..............ooooiiiiii e 126
OZGECMIS....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecccecc e 127
YUKSEK LISANS TEZi



ULTRASON DESTEKLI EKSTRAKSIYON YONTEMI ILE EREMURUS
SPECTABILIS (CIRIS) BITKISINDEN PREBIYOTIK
EKSTRAKSIYONUNUN OPTIMIiZASYONU, PREBIYOTIK VE
BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ ARASTIRILMASI

Hakan YUCEDAG

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalh

Damsman: Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

OZET

Tez calismasinda Ciris (Eremurus spectabilis) bitkisinin kok ve yaprak kisimlarindan
ultrason destekli ekstraksiyonundan elde edilen iniilin tipi fruktanin ekstraksiyonun
optimizasyonu, fizikokimyasal karakterizasyonu, prebiyotik ve biyolojik
aktivitesinin belirlenmesi amagclanmustir. inulin tipi fruktanin ekstraksiyonu tepki
yilizey metodu kullanilarak optimize edilmistir. Bu metoda gore optimum ekstrasiyon
60°C, 1:12 (g/mL), 20 dk kosullar1 altinda gerceklesmis olup %44,94 verim tespit
edilmis ve ekstreler liyofilize edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin polimerizasyon
derecesi 57«1, suda ¢oziintirliik degeri %89,8+1,18, su tutma kapasitesi 6,71+0,12
g/g, yag tutma kapasitesi 4,80+0,01 g/g, nem miktar1 %6,18+0,12, sisme kapasitesi
2,6 mL/g, oldugu tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin yapisinda %39,39
fruktoz ve %60,61 glukoz bulundugu ve monomerlerin Peta konfigiirasyonunda
baglandig: belirlenmistir. Ayrica ekstrakte edilen iniilin tipi fruktan ES’nin 205°C’ye
kadar ¢ikan endiistriyel islemlerde kullanilabilecegi Ongoriillmektedir. Mide pH
ortamina dayanikli oldugu tespit edilen iniilin tipi fruktan ES, Lacticaseibacillus
rhamnosus ACS5, Pediococcus acidilactici 5008 ile Saccharomyces cerevisiae
BD21 suslarinin gelisimini pozitif yonde etkiledigi ve 24 saatlik fermantasyon
sonrasi canliliklar1 sirastyla; 9,58- 9,95- 9,62 log (kob/mL) oldugu gozlenmistir. En
yiksek prebiyotik skor aktivitesinin Escherichia coli  11229’ye  karsi
Lactocaseibacillus rhamnosus susunda (PS 1,07) oldugu tespit edilmistir. Iniilin tipi
fruktan ES diisiik konsantrasyonlarda yiiksek antioksidan aktivite gostermekle
beraber konsantrasyonun artmasiyla antioksidan aktivite degerlerinde kademeli
olarak artis gdzlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin; minimum maliyetlerde yiiksek
verimde elde edilebilmesi, fiziksel 6zelliklerinin gida uygulamalar: ve tiiketici saglig1
tizerindeki olumlu etkileri, potansiyel probiyotik suslar tarafindan fermente edilip
patojen mikroorganizmalar tarafindan diisiik seviyede kullanilabilmesi, mide asit
hidrolizine dayanikli olmasi ve yiiksek antioksidan siipiiriicii aktivteye sahip olmasi
E. spectabilis koklerinin endstriiyel uygulamalar i¢in dogal, giivenilir bir kaynak
oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Ciris, Inulin-tipi fruktan, Prebiyotik, Antioksidan.

Mayis, 2024; 127 sayfa
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OPTIMIZATION OF PREBIOTIC EXTRACTION FROM EREMURUS
SPECTABILIS (Serish) PLANT USING ULTRASONIC ASSISTED
EXTRACTION METHOD AND INVESTIGATION OF PREBIOTIC AND
BIOLOGICAL ACTIVITIES

Hakan YUCEDAG

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

ABSTRACT

The aim of the thesis study was to optimize the extraction of inulin-type fructan
obtained from the roots and leaf parts of the Serish (Eremurus spectabilis) plant
through ultrasonically assisted extraction, to characterize its physicochemical
properties, and to determine its prebiotic and biological activities. The extraction of
inulin type fructan was optimized according to the response surface methodology,
with the optimum extraction taking place under the conditions of 60°C, 1:12 g/mL,
for 20 minutes, resulting in a yield of 44.94%, and the extracts were lyophilized. The
polymerization degree of inulin type fructan ES was found to be 57+1, with a water
solubility value of 89.8+1.18%, water holding capacity of 6.71+0.12 g/g, oil holding
capacity of 4.80+0.01 g/g, moisture content of 6.18+0.12%, and swelling capacity of
2.6 mL/g. It was determined that inulin type fructan ES contains 39.39% fructose and
60.61% glucose in its structure, with monomers bound in the beta configuration.
Additionally, it is anticipated that the extracted inulin type fructan ES can be used in
industrial processes up to 205°C. Inulin type fructan ES, which was found to be
resistant to gastric pH conditions, positively influenced the growth of
Lactocaseibacillus rhamnosus ACS5, Pediococcus acidilactici 5008, and
Saccharomyces cerevisiae BD21 strains, with their viabilities observed to be 9.58-
9.95-9.62 log (CFU/mL) after 24 hours of fermentation, respectively. The highest
prebiotic score activity was found to be 1.07 for the Lactocaseibacillus rhamnosus
strain against Escherichia coli 11229. Inulin type fructan ES showed high
antioxidant activity at low concentrations, with a gradual increase in antioxidant
activity values as the concentration increased. It is believed that the ability to obtain
high yield at minimum costs, positive effects on food applications and consumer
health, fermentation by potential probiotic strains and low utilization by pathogenic
microorganisms, resistance to stomach acid hydrolysis, and high antioxidant
scavenging activity make E. spectabilis roots a natural, reliable source for industrial
applications.

Keywords: Serish, Inulin-type fructan, Prebiotic, Antioxidant.

May, 2024; 127 pages
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1. GIRIS

Giiniimiizde tiiketicilerin dogal gida katki maddeleri barindiran, giivenilir ve saglik
yarar1 olan iriinlere talebi artmaktadir. Birgok gida iriinii igeriginde tuz, seker,
doymus yag ve katki maddeleri agisindan zengin olmasi, lif ve biyoaktif bilesen
acisindan zayif olmasindan dolay1 saglikli beslenme iizerinde olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Bu artan talepler, 6zellikle diyet lifi ve polifenoller gibi biyoaktif
bilesikler acisindan zengin yeni fonksiyonel gida bilesenlerinin gelistirilmesi

izerinde arastirmacilarin ilgisini gekmektedir.

Son donemlerde, bitkilerden elde edilen prebiyotik bilesenlerin gida katki maddesi ve
terapotik ajan olarak kullanimi {izerine yapilan ¢alismalar artmaktadir. Prebiyotikler,
sindirilemeyen  bilesiklerdir =~ ve  bagirsak = mikrobiyotasindaki  yararh
mikroorganizmalarin bilylimesini veya biyoaktivitesini segici olarak uyararak tiiketici
tizerinde c¢esitli fizyolojik etkilere sahip olabilmektedirler. Gida iirlinlerinin
prebiyotik oligosakkaritler ile zenginlestirilmesi, tiiketicide saglig: tesvik edici etki,

gida kalite ve giivenligi dahil olmak {izere bir¢ok dnemli potansiyele sahiptir.

Baz1 bitki prebiyotiklerinin biyolojik aktiviteleri son zamanlarda detayli bir sekilde
incelenmis olsa da bu bilesiklerin insan sagligina faydalari olan nutrasétikler olarak
kullanimi1 heniiz simirhidir. Bitki prebiyotiklerine olan ilgi, bagirsak mikrobiyota
kompozisyonu {izerindeki olumlu modiilator etkileri nedeniyle artmaktadir. Bu
baglamda, Ciris (Eremurus spectabilis) bitkisinden elde edilen prebiyotik 6zelliklere
sahip iniilin tipi fruktanlari izole edilerek saflastirilmasi, insan tiiketimi igin faydal
gida bilesenleri olarak belirlenmesi ve bu bilesenlerin biyolojik 6zelliklerinin

arastirilmasi, tez ¢alismasinin odak noktasini olusturmaktadir.

Prebiyotik karbonhidrat olan fruktooligosakkaritler (FOS) bitki koklerinde yiiksek
miktarda bulunmaktadir. FOS’larin elde edilmesinde geleneksel ekstraksiyon, enzim
destekli ekstraksiyon ve kimyasal ekstraksiyon yontemi gibi kullanilan cesitli
ekstraksiyon yontemleri birtakim kisitlamalara sahiptir.  Arastirmacilar  bu
kisitlamalar1 minimuma indirmek igin son ¢alismalarda Ultrason Destekli
Ekstraksiyon metodunu (UDE) kullanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye Kayseri
Yesilhisar bolgesinden toplanan Eremurus spectabilis bitkisinin kok ile yaprak
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kisimlar1 ultrason destekli prebiyotik ekstraksiyonu yontemi kullanilarak minimum
maliyetle maksimum prebiyotik verimini elde ederek, prebiyotik ve biyolojik

aktivitelerinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Tez calismasit kapsaminda E. spectabilis bitki kok ve/veya yaprak kisimlarindan
ultrason destekli ekstraksiyon araciligiyla elde edilen ve liyofilize hale getirilen

iniilin tipi fruktan ES’lerin

v' Bitkilerden elde edilen prebiyotiklerin, prebiyotik ya da biyolojik ajan olarak
kullanilabilmesi i¢in yiiksek saflikta ve verimde elde edilmesi 6nemlidir. Prebiyotik
ekstraksiyonunda kullanilan geleneksel ve kimyasal yontemler bulunmakla birlikte
tercih edilen yontemde kullanilan ¢oziicii konsantrasyonu, siire ve enerjiye bagl
olarak elde edilen verim, akitivite ve maliyet degisiklik gostermektedir. Minimum
maliyet ve kisa zamanda yiiksek prebiyotik ekstraksiyon verimi elde etmek igin
ultrason  destekli ekstraksiyon yoOnteminin tepki ylizey metodolojisi ile
optimizasyonu,

v’ Iniilin tipi fruktan ES’nin yapisal 6zelliklerinin Fourier Déniisiimii Kizilotesi
Spektroskopik (FT-IR), *H ve 3C NMR analizleri, Termogravimetrik analiz (TGA),
Ultraviyole goriiniir (UV-VIS) analizi, Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi
ve Molekiiler agirlik analizi ile karakterize edilmesi,

v' Gida uygulamalarinda kullanilacak prebiyotik bilesenlerin hidrasyon ve
fiziksel ozellikleri gida kalitesini, raf dmriinii, tadin1 ve rengini etkilemektedir. Bu
nedenle iniilin tipi fruktan ES tozlarinin suda ¢oziiniirlik degeri, nem orani, sisme
kapasitesi, su ve yag tutma kapasitelerinin tespit edilmesi,

v’ Prebiyotik  bilesikler ~ bagirsak  mikrobiotasinda  bulunan  yararli
mikroorganizmalarin  gelisimlerini  desteklerken, patojen mikroorganizmalar
tarafindan kullanilamamalar1 gerekmektedir. Bu nedenle E. spectabilis’den elde
edilen iniilin tipi fruktan ES’lerin bagirsak biotasinda bulunan mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilebilirliginin belirlenmesi,

v Iniilin tipi fruktan ES’nin bagirsakta bulunan yararli mikroorganizmalar
tarafindan kullanilabilmeleri icin Oncelikle mide asidine direngli olup bagirsaga
ulagmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle degisen pH ve siirelerde iniilin tipi fruktan

ES’nin % hidroliz degerlerinin arastirilmast,



v" Prebiyotikler bagirsak mikrobiotasinda bulunan yararli mikroorganizmalarin
gelisiminin diizenlenmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle iniilin tipi fuktanlarin
test edilen potansiyel probiyotik mikroorganizmalarin Lactocaseibacillus
rhamnosus ACS5, Pediococcus acidilactici 5008 ve Saccharomyces cerevisiae
BD21) gelisimini diizenleyici etkilerinin tespit edilmesi,

v' Prebiyotiklerin  probiyotik  ve  bagirsak  patojenleri  tarafindan
kullanilabilirliginin belirlenmesi igin prebiyotik indeks ve aktivite skor degeri
onemlidir. Iniilin tipi fruktan ES’lerin kontrol grubu ile karsilastirilarak probiyotik
ve bagirsak patojenleri (Esherichia coli ATCC 11229, Esherichia coli ATCC
35218 ve Enterococcus feacalis ATCC 29212) tarafindan fermentasyon
ozelliklerinin belirlenmesi.

v' Serbest radikaller, hiicre hasarina, yaslanmaya ve kansere yol agabilen
molekiillerdir. Antioksidan 6zellik gosteren prebiyotik bilesikler, serbest radikalleri
notralize ederek hiicreleri korur ve saglikli hiicre fonksiyonunu destekler. Bu
nedenle, iniilin tipi fruktan ES’lerin antioksidan 6zellikleri; DPPH (2,2,-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal siiptiriicii aktivite, ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbentiazolin-6-
stlfonik asit) radikal siipliriicii aktivite, hidroksil radikalleri siipiiriicii aktivitesi,
stiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi, demir indirgeme antioksidan giicli (Ferric
Reducing Antioxidant Power-FRAP), total antioksidan kapasite analizi ile

belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Ciris Bitkisi

Ciris olarak da bilinen Eremurus spectabilis, Liliaceae familyasina aittir. Yapisinda
onemli miktarda protein, diyet lifi ve karbonhidrati barindiran ¢irig vitamin ve
mineral igerigi agisindan da zengin bir bitkidir. Ciris (E. spectabilis) lezzetli tadi ve
tedavi edici etkisi nedeniyle yiizyillardir gida ve geleneksel tedavi yontemlerinde
kullanilmaktadir. E. spectabilis, kozmopolit dagilima sahip yenilebilir tibbi bir bitki
tirtidiir. Farmakolojik arastirmalar sonucu, antimikrobiyal, antioksidan aktivite ve
antitimaral etki gibi biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu kanitlanmistir (Karaoglan
vd., 2018; Tuzcu vd., 2017). E. spectabilis, cografi olarak Iran, Bati1 Pakistan,
Afganistan, Irak, Tirkiye, Filistin, Liibnan, Suriye ve Kafkasya'y1 kapsayan Giiney
Asya ile Orta Asya bolgesinde dagilim gostermektedir (Cimar vd., 2017). Yiiksek
rakim ve soguk iklim kosullarinda yetisen E. spectabilis bitkisinin soguk gibi stres
kosullar1 altinda koklerinin yiiksek diizeyde fruktan biriktirdigi bildirilmistir (Dashti
vd., 2005; Khorasani vd., 2006; Rubin, 2002). Kokleri geleneksel olarak sarilik,
karaciger bozukluklari, mide tahrisi, sivilce ve kemik kiriklarin1 tedavi etmek igin
kullanilmistir. ~ Ayrica  endiistriyel —uygulamalarda yapistirict  olarak  da
kullanilmaktadir (Brickell, 1989; Crockett, 1971).

E. spectabilis; fenolik, flavonoidler, hidroksibenzoik asit tiirevleri, organik asitler
gibi antioksidan bilesikler bakimindan zengindir (Tegin vd., 2024). Mineral igerigi
acisindan da zengin bir besin kaynagi olan E. spectabilis yapisinda potasyum (K),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe), ve bakir (Cu) icermektedir. E.
spectabilis’in kimyasal icerigi Cizelge 2.1°de verilmistir (Akdag ve Tuncer, 2020).

Cizelge 2.1. Eremurus spectabilis’in kimyasal bilesimi.

Bilesen Miktar (%)
Su igerigi 89,13
Kiil 0,87
Protein 1,20




2.2 Probiyotik

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii ile Diinya Saglik Orgiitii, probiyotiklerin
konakgiya saglik yararlar1 saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlamistir
(FAO/WHO, 2006). Bu saglik yararlar: diizenli ve uygun miktarlarda tiiketildiginde
ortaya ¢ikmaktadir. Probiyotikler “Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilen (GRAS)”
kapsamina girer ve istenmeyen bakterilerin neden olabilecegi mikrobiyal

enfeksiyonlar1 6nlemede dogal destek sunmaktadirlar (Barclay vd., 2016).

Probiyotikler ve Prebiyotikler Dernegi (ISAPP)’1n 2018 yilinda gergeklestirdikleri
panele gore; bir mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanabilmesi igin

minimum 7 kriteri saglamasi gerekmektedir (Binda vd., 2020).

e Uygulanan mikroorganizma canli formda olmalidur.

e Konakei tizerinde olumlu saglik etkileri olmalidir.

e Mikroorganizma sus seviyesine kadar ayrintili tanimlama yapilmalidir.

e Tiiketimi giivenli olmalidir.

e Depolama ve tiiketimi esnasinda canli kalabilmelidir.

e Midenin asidik ortamina ve ince bagirsakta safra asitlerinin varliginda hayatta
kalabilmelidir.

e Konakg¢min bagirsak mikrobiyotast ile etkilesime girerek olumlu saglik yarari

saglamalidir.

Probiyotikler i¢in oOnerilen kullanim miktari, immiinolojik, noérolojik ve
endokrinolojik etkileri susa 6zgii oldugundan dolayr kullanim amacina gore
degisiklik gostermektedir (Hill vd., 2014). Probiyotik mikroorganizmalarin kullanim
amaglarinin basinda gastrointestinal sistemdeki bozukluklar1 diizenlemek yer
almaktadir (Dodoo vd., 2017).

Lactobacillus sp. ve Bifidobacterium sp. probiyotik olarak en sik kullanilan
mikroorganizmalardir; bulasici hastaliklara karst direncin artmasi, ishal siiresinin
kisalmas1 ve bagirsak saghigin iyilesmesi gibi potansiyel faydalart kanitlanmistir
(Huang vd., 2021;Liao ve Nyachoti, 2017). Bu faydalar, probiyotiklerin bagirsak



mikrobiyotasini normallestirme ve bagisiklik fonksiyonunu iyilestirme yeteneklerine
atfedilmektedir (Fontana vd., 2013).

2.3 Prebiyotik

Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Birligi (ISAPP) tarafindan
Onerilen en giincel prebiyotik tanimi, "saglhiga fayda saglayan konakg1
mikroorganizmalar tarafindan segici olarak kullanilan substrattir” (Gibson vd., 2017).
Bu tanim, prebiyotik kavramini genisleterek karbonhidrat olmayan maddeleri de
dahil etmektedir (bitki polifenolleri ve bakteri kaynakli ekzopolisakkaritler).
Prebiyotiklerin monomerik bilesenlerinde B-1,4 glikozidik baglar1 bulunur. Bu
baglar, prebiyotik liflerin yapi taslarini olusturan glikoz molekillerini bir araya
getirmektedir (Davani-Davari vd., 2019; Hernandez-Hernandez vd., 2012). Insan
sindirim enzimleri, probiyotik bakterilerin aksine prebiyotiklerin yapisinda bulunan
a- ve B-glikozidik baglar pargalayabilecek glikozidaz ve hidrolaz enzimlerini
icermediginden prebiyotik bilesenleri sindirilemezler (Rawi vd., 2020; Sam-on vd.,

2023). Bir bilesigin prebiyotik olarak siniflandirilabilmesi igin;

I. Asidik mide pH kosullarina dayanikli olmali.

ii. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize ugramamali ve gastrointestinal
kanallarda emilmemeli.

iii. Bagirsak mikroflorasi ile etkilesime gegerek fermantasyon ve bilylimenin
segici uyarilmast araciligiyla konak¢inin saglig: ile iliskili potansiyel
olarak faydali bagirsak bakterilerinin aktivitesini artirmalidir (Davani-
Davari vd., 2019; Gibson, 2004; Xu vd., 2009).

2.3.1 Prebiyotiklerin simflandirilmasi ve kaynaklari

Prebiyotik bilesenler, igerdikleri monosakkaritlerin dizilimine, tiiriine ve miktarina
gore degisiklik gostermektedir (Angelin ve Kavitha, 2020; King vd., 2019).
Potansiyel saglik faydalari kanitlanmis olan prebiyotik oligosakkaritler arasinda;
iniilin, galaktooligosakkaritler, fruktooligosakkaritler ~ve laktuloz  bulunur
(Bamigbade vd., 2022). Rafinoz, neoagaro-oligosakkaritler ve epilaktoz arastiriima
asamasinda olan diger oligosakkaritler arasindadir (Cardoso vd., 2021). Prebiyotik

oligosakkaritler smiflandirilirken, polimerizasyon derecesi (DP) ve igerdigi

6



oligosakkaritlerin monomerik bilesimleri gibi spesifik 6zelliklere dayanmaktadir
(Mano vd., 2018). Prebiyotikler ti¢ grupta incelebilir (Sekil 2.1).

‘ Prebiyotikler

Fenoloikler ve
Fitokimyasallar

' |
| |
Proteinler, Biiyiime ‘
Faktorleri, PUFA lar,

Organik asitler, Bakteri
metabolitleri

Karbonhidratlar Diger

Kurkumin, Kuersetin,
Oligosakkaritler Polisakkaritler Naringenin veya
Hesperetin, vb.

l_ ITF, GOS, AX, XOS, | B glukan,
HMO Isomaltodekstrin,

direngli nisasta

Sekil 2.1. Probiyotikler ve Prebiyotikler icin Uluslararasi Bilim Dernegine (ISAPP)
gore prebiyotiklerin smiflandirilmasi. ITF: iniilin tipi fruktanlar; GOS:
Galaktooligosakkaritler; AX: arabinoksilanlar; XOS: ksilooligosakkaritler;
HMO: insan siitii oligosakkaritler; PUFA: ¢oklu doymamis yag asitleri
(Davani-Davari vd., 2019; Kocot vd., 2022’ den uyralanmustir).

Fonksiyonel oligosakkaritler; siit, seker kamisi, soya fasulyesi, bal, sogan, pirasa,
hindiba koki gibi meyve ve sebzelerde degisen konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Son zamanlarda ozellikle Lactiplantibacillus plantarum ve Lacticaseibacillus
paracasei gibi suslardan elde edilen EPS’lerin de prebiyotik bilesen olarak
kullanilabildikleri bildirilmistir (Lee vd., 2022; Yu vd., 2023). Sindirilemeyen
oligosakkaritlerden olan fruktooligosakkaritler (FOS) ve galaktooligosakkaritler
(GOS), giiniimiizde yaygin olarak kullanilan prebiyotikleridir (Zhao vd., 2017).
Sindirilmeyen oligosakkaritler disinda insan siitii oligosakkaritleri (HMO'lar),
polifenoller ve coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) gibi diger bilesenler de
prebiyotik kriterlerini karsilamaktadir (Gibson vd., 2017). Yaygin olarak kullanilan

oligosakkarit tiirleri ve kaynaklar1 Cizelge 2.2’de verilmistir.



Cizelge 2.2. Yaygin olarak kullanilan oligosakkarit kaynaklari ve tiirleri.

Oligosakkaritler

Kaynaklar

Referanslar

Izomaltooligosakkarit

(IMO)

Bacillus circulans T-3040

(Funane vd., 2007)

Soya fasulyesi
oligosakkaritleri (SMO)

Soya fasulyesi tohumu

(Chen vd., 2000)

Fruktooligosakkaritler
(FOS)

Aspergillus, fusarium,
Arthrobacter,
Gluconacetobacter ve hindiba

kokii

(Okada vd., 2010;
Sanchez vd., 2008)

Mannan
oligosakkaritler (MQOS)

Maya hiicre duvari pargaciklari

(Dimitroglou  vd.,
2010; Eseceli vd.,
2010)

Glukooligosakkaritler
(GOS)

Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-1299

(Miev vd., 2008)

Gentiooligosakkaritler

Penicillium multicolor

(Fujimoto vd.,

2009)

Laktoziikrat

Pseudomonas aurantiaca

(Roberfroid ve
Buddington, 2007)

Arabino

oligosakkaritler

Seker pancar1 arabinani

(T. Li vd., 2010)

Gentiooligosakkaritler
(GeOS)

Nisasta sindirimi yoluyla

(Coté, 2009)

B-Glukan oligosakkarit

Yulaf bazl diyet tiriinleri

(Mitsou vd., 2009)

Insan siitii
oligosakkaritleri

(HMO)

Insan anne siitii

(Quigley, 2010)




Cizelge 2.2. (devam) Yaygin olarak kullanilan oligosakkarit kaynaklar1 ve tiirleri.

Ksilooligosakkaritler
(X0S)

Aspergillus,
Trichoderma,
Penicillium,  Bacillus,
Streptomyces,  bugday

kepegi ve saman, akca
agag, arpa kabuklari,
bira harcanmis tahillar,
badem kabuklari,

bambu, misir kogant

(Katapodis ve
Christakopoulos, 2008;
Madhukumar ve
Muralikrishna, 2010;

Moure vd., 2006)

Kitosan oligosakkaritler
(COS)

Kitosanin depolimerize

urinleri

(H.-T. Liu vd., 2010)

2.4 Iniilin

Bitki kaynakli dogal bir polisakkarit olan inulin genellikle bitki koklerinde depolanir.

Iniilin tekrar eden fruktoz birimlerinin ucuna bagl bir adet glukoz molekiilii
icermektedir (Sekil 2.2) (Cui ve Roberts, 2009). Molekiiler yapisi genellikle (CeH1o

Os)" seklinde gosterilir, burada 'n' iniilinin polimerizasyon derecesini temsil

etmektedir. Polimerizasyon derecesi ve fruktan uzunlugu bitkinin hasat zamanina,
depolama siiresine ve ekstre edildigi yonteme baghh olarak 2 ila 60 arasinda
degisiklik gostermektedir (Judprasong vd., 2011; Stanley ve Stephen, 2007). Gida ve
ilag endiistrilerinde genis bir uygulama alanina sahip olan iniilin gida {irlinlerinde

coziinebilir diyet lifi, yag veya seker ikamesi ve stabilizator olarak kullanilmaktadir

(Barclay vd., 2016).




CH,OH

OH O

OH

-0

CH,OH
HO

CH,0H

OH

Sekil 2.2. Iniilin molekiiler yapisi (Cui ve Roberts, 2009).

2.4.1 Fruktooligosakkaritler (FOS)

Fruktooligosakkaritler genel olarak fruktoz birimlerinden olusur ve ucunda bir
glukoz kalintis1 icermektedir. Fruktanlar bazi bakteri ve mantarlarin yapisinda
bulunmakla beraber ¢igekli bitkilerin yaklagik %15’inde bulunduklar1 bildirilmistir
(Sorour vd., 2017). Bitkiler genellikle asir1 tuzlu ve soguk iklim kosullarinda
fruktanlar1 gévdelerinde ve koklerinde depolanmaktadir (Benkeblia, 2022; del Pozo
vd., 2019). Bitkisel kaynakli FOS’lar 10 ila 200 fruktozil birimi arasinda,
polimerizasyon dereceleri ise 2 ila 10 aras1 degismektedir (Kawakami ve Yoshida,

2005). FOS’lar igerdikleri zincir uzunluklari ve baglara gore ti¢ sinifta incelenebilir;

1. Levan tipi fruktanlar: p-(2—6) baglantili fruktoz birimlerinden
olugsmaktadir. Monokot bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir
(Eggleston vd., 2022).

2. Neo serisi fruktanlar: (Neo-FOS): Glikoz kalintissmn C1 ve C6
pozisyonlarinda f-(2—1) zincir birimlerinden olusan fruktan tipidir.
Enzimatik islemler araciligiyla sentezlenmektedir (Zaninette vd., 2019).

3. Inulin tipi fruktanlar: B-(2—1) baglantili fruktoz birimlerinden
olusmaktadir. Cigekli bitkilerin bir sinifi olan dikot bitkiler ¢cogunlukla intilin
tipi fruktan icermektedir (Jackson vd., 2023; Z. Tang vd., 2023).
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2.4.2 FOS’un fonksiyonel ézellikleri ve gida sanayisinde kullanim

FOS, sakkaroza kiyasla diisiikk bir tatlilik seviyesine sahiptir, yaklasik 0-3 kcal/g
enerji icermektedir. Bu ozelligi ile yiiksek tatlilik sebebiyle sakkarozun kullaniminin
siirli oldugu ¢esitli gida {irlinlerinin yerine kullanilabilmektedir. FOS, sindirim
enzimleri tarafindan hidrolize edilemedigi ve viicut tarafindan enerji kaynag olarak
kullanilmadigi i¢in kalorisizdir (Kumar vd., 2018). Fruktooligosakkaritler tiiketimleri
sonucunda mide ve ince bagirsaktaki enzimler tarafindan sindirilemediginden kolona
bozulmadan ulasabilmektedir. Kolona ulasan fruktooligosakkaritler kisa zincirli yag
asitleri treten kolonik bakteriler tarafindan anaerobik fermantasyona ugrayarak
fermantasyon sonrasi olusan laktat, asetat, biitirat ve propiyonat olarak adlandirilan
kisa zincirli yag asitleri (SCFA) bagirsak kolonundaki patojen mikroorganizmanin
tiremesini baskilamaktadir (Maryati vd., 2021). SCFA’lardaki artis kolonik ortamin
ve diskinin pH’sinda azalmaya, dolayisiyla patojen bakterilerin  enzimatik
aktivitelerinde azalmaya sebep olmaktadir (O’Bryan vd., 2013; Sangeetha vd., 2005).
Yapilan insan ve hayvan deneyleri yiiksek seviyedeki laktat ve SCFA
konsantrasyonun lokal bagisiklik sistemi efektorlerini uyardigini, magnezyum
emilimini artirdigin1  ve kolon tiimorlerinin - olusma sikliklarinin  azalttigini
gbstermistir  (Bornet vd., 2002; Rivera-Huerta vd., 2017). Iniilin tipi
fruktooligosakkaritlerin diizenli olarak kullanilmasinin insan sagligi tizerindeki diger

olumlu etkilerinden bazilari ise;

i. Fermantasyon sonucu butirat ve propiyonat konsantrasyonunu artirarak
kolon kanserine kars1 koruma (Munjal vd., 2009; Scheppach ve Weiler,
2004),

ii. Trigliserit ve kolesterol diizeylerini azaltarak kardiyometabolik riski
azaltma (Lopes vd., 2017),

iii. Kolonik pH'in diismesi, kolon bariyerinin fonksiyonunun desteklenmesi,
mukus tretiminin iyilestirilmesi, SCFA'larin iretilmesi ve sitokin
tiretiminin uyarilmasi araciligiyla immiinomodiilator etki gdstermesi
(Korzenik ve Podolsky, 2006; Saad vd., 2013),

Iv. Glisemik kontrole destek olarak obezite ve diyabetin iyilestirilmesi (Tulp
vd., 2022) olarak bildirilmistir.
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2.4.3 Bitkisel prebiyotiklerin elde edilmesi

Cesitli bitki kokenli prebiyotiklerin biyolojik 6zelliklerine iligskin ¢alismalar artmis
ve tiketici sagligi i¢in olumlu uygulamalara iliskin bilgi literatiire sunulmustur.
Ayrica glinimiizde tiiketicilerin dogal, giivenli, yararlh ve saghg: gelistirici
ozelliklere sahip gida tirlinlerine yonelik talepleri de artmistir. Artan talepler 6zellikle
diyet lifi ve polifenoller olmak tizere biyoaktif bilesikler agisindan zengin yeni
fonksiyonel gida bilesenlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara arastirmacilarin
ilgisini yonlendirmigtir. Son zamanlarda, bazi bitki kaynakli prebiyotiklerinin
biyolojik etkinlikleri detayli sekilde belirlenmistir. Ancak, bu maddelerin insan
saglig1 ve refahina olan faydalarini igeren nutrasotik olarak kullanimi heniiz kisithidir
(Gomez-Garcia vd., 2022).

Bitkisel kaynakli prebiyotik ekstraksiyonunda, yiiksek verim ve aktiviteye sahip
yontemi tespit etmek en temel basamaktir (Mirzadeh vd., 2021). Son zamanlarda,
arastirmacilarin dikkati bitkilerden fruktan ekstraksiyonuna odaklanmis ve fruktan
ekstraksiyonu igin aralarinda sicak su ekstraksiyonun da bulundugu cesitli yontemler
(kritik alt1 su ekstraksiyonu, kimyasal hidroliz) onerilmistir (Hurtado-Romero vd.,
2020). Ayrica bitkisel prebiyotikler (intilin tipi fruktan) enzim destekli ekstraksiyon
(EAE), su ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), ultrason destekli
ekstraksiyon, geleneksel ekstraksiyon vb. yontemler araciligiyla da elde edilebilirler
(Hurtado-Romero vd., 2020; Machado vd., 2015; Wichienchot vd., 2010).
Fruktanlarin ekstraksiyonunda, fruktanlarin ¢oktiiriilmesi i¢in etanol kullaniminin
endiistriyel 6l¢ekte pahali ve uygunsuz oldugu diistiniilmektedir (Lingyun vd., 2007).
Etanoliin ekstraksiyon sirasinda kullanilmasi; diisiik secicilik, diisiik verim ve toksik
etki yaratabilmektedir (Streimikyte vd., 2022). Sicak su ekstraksiyonu islemi yiiksek
enerji tilketimi gerektirir, kimyasal hidroliz ile enzim destekli ekstraksiyon da yiiksek
maliyet gerektirmektedir ve islem siireleri uzun olarak degerlendirilmistir (Das vd.,
2022; Streimikyte vd., 2022). Ekstraksiyon yontemlerindeki bu dezavantajlar,
ultrason destekli ekstraksiyonda oldugu gibi enerji ve zaman tiiketiminde azalmaya
yol agan alternatif ekstraksiyon yontemlerine arastirmacilarin ilgisini artirmistir
(Gomez-Garcia vd., 2022). Ultrason destekli ekstraksiyon, bitki dokularini etkili bir
sekilde pargalamak i¢in ultrasonik dalgalar sonucu olusan kavitasyon kabarciklarini

kullanarak biyoaktif bilesenlerin salinimini artirmaktadir (Rahim vd., 2022). Bu
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yontem, ¢evre dostu olan su gibi ¢oziiciilerin kullanimina uyumlu olup toksik etki
gostermemektedir. Ayrica, ultrason destekli ekstraksiyon yontemi daha kisa
ekstraksiyon siireleri, yiiksek ekstraksiyon verimleri ve disiik c¢oziicii tiiketimi
saglayarak, dogal kaynaklardan degerli prebiyotiklerin diisik maliyetle
¢ikarilmasinda etkili yontem olarak bildirilmistir (Jambrak vd., 2022; S. Zheng vd.,
2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Calismada kullanilan prebiyotik kaynagi

Tez calismasinda kullanilan Ciris bitkisi, Kayseri Cevre, Sehircilik ve iklim
Degisikligi il Miidiirliigiinden alinan izinle (E-27684489-250-6506471 sayili yaz)
Tiirkiye’nin Kayseri-Yesilhisar bolgesinden (N 38°14°45.4208”” E 35°04°35.0364")
30 Mayis-15 Haziran 2023’te vejetasyon doneminde toplanmistir (Sekil 3.1). 1428
m’den toplanan Eremurus spectabilis (Ciris) bitkisi toprak alt1 (kok) ile toprak tistii
kism1 olmak iizere iki parcaya ayrilarak toprak ve kirlilikten arindirmak icin distile
su ile yikanmistir. Temizlenen bitki boliimleri kurutma kagitlarina alinarak oda
sicakliginda kurutulmus ve kurutulan bitki boliimleri ayri ayri blender (Waring,

commercial blender) ile toz haline getirilerek 4°C’de muhafaza edilmistir

Sekil 3.1. Hasat edilen ¢iris bitkisi.
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3.1.2 Cahsmada kullanilan bakteri Kiiltiirleri

Eremurus spectabilis koklerinden izole edilen iniilin tipi fruktanin, prebiyotik
aktivite ve skor degerlerinin tespitinde kullanilan test bakterileri Aksaray
Univeristesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde
bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvar: Stok Kiiltiir Koleksiyonu’ndan alinmistir. Tez
calismasinda kullanilan bakteriler ve sus kodlar1 Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan bakteriler ve sus kodlari.

Suslar Kodlan
Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5
Pediococcus acidilactici 5008
Saccharomyces cerevisiae BD21
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 11229
Escherichia coli ATCC 35218

3.1.3 Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelistirilme ortamlari

Tez calismasinda test bakterisi olarak kullanilan bakterilerin gelistirilmesi ve
aktiflestirilmesinde; E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, E. faecalis ATCC
29212 bakterileri i¢in Nutrient Broth (NB, Merck) besiyeri, L. rhamnonsus ACS5, P.
acidilactici 5008 bakterileri icin Man Rogosa ve Sharpe (MRS) besiyeri veya MRS
Agar besi ortami ve S. cerevisiae BD21 mayasi i¢in Yeast Extract Pepton Dextrose
(YEPD) kullanilmstir.

Prebiyotik skor ve aktivite c¢aligmalarinda kullanilan mikroorganizmalarin
aktiflestirilmesi, MRS Broth ve NB Broth besiyerlerinde %2 oraninda bakteri
ekimleri yapilmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. S. cerevisiae
BD21 mayasi i¢in YEPD besiyerinde %2 oraninda ekim yapilmis ve 30°C de
inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen kiiltiirler, en az iki kez aktiflestirildikten sonra
calismalarda kullanilmistir. Calismalarda kullanilan bakterilerin safliklar1 Gram
boyama yapilarak mikroskobik olarak incelenerek kontrol edilmistir.
15



3.1.4 Cahismalarda kullanilan besiyerler

L. rhamnosus ACS5 ve P. acidilactici 5008 bakterilerinin gelistirilmesinde Cizelge
3.2.’de igerigi belirtilen Man Rogosa ve Sharpe (MRS) besiyeri kullanilmistir.
Besiyeri igerisindeki bilesenler tartilarak tizeri 1000 mL distile suya tamamlanmis ve
manyetik karistirici yardimiyla tamamen homojen hale getirilmistir. Besiyerlerinin
pH’1 1 M HCI ve 1 M NaOH kullanilarak 6,8+0,2 ayarlanarak otoklavda 121°C’de 1
atm’de 15 dk steril edilerek c¢alismalarda kullanilmistir. MRS Kkat1 besiyeri
hazirlamak i¢in %1,5 oraninda agar ilave edilmistir. MRS besiyeri hazirlanirken
%1’lik MgSOs 7H>O soliisyonundan 20 mL ve %I1’lik CH3COONa 3H20
soliisyonundan 5 mL eklenmistir (de Man vd., 1960).

Cizelge 3.2. Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinin igerigi.

Bilesenler Miktar (g/L)
Pepton 10

Et ekstrakti 8
Maya ekstrakti 4
Glikoz 20
Tween 80 1
Dipotasyum hidrojen ortofosfat 2
MgSO4 7.H20 0,2
Amonyum sitrat 2

S. cerevisiae BD21 mayasimin gelistirilmesinde igerigi Cizelge 3.3’te verilen YEPD
besiyeri kullanilmistir. Besiyeri igerisindeki bilesenler tartilarak tizerlerine 1000 mL
distile su eklenmis ve manyetik karistirict yardimiyla tamamen homojen hale
getirilmistir. Besiyerinin pH’1 1 M HCL ve 1 M NaOH kullanilarak 6,8+0,2
ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek g¢alismalarda kullanilmuistir.

YEPD kat1 besiyeri hazirlamak i¢in %1,5 oraninda agar ilave edilmistir.
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Cizelge 3.3. Yeast Extract Pepton Dextrose (YEPD).

Bilesenler Miktar (g/L)
Pepton 20
Maya ekstrakti 10
Dekstroz 20

Iniilin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojen mikroorganizmalari tarafindan fermente
edilmesini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda patojen mikroorganizmalarin
gelismesi icin Cizelge 3.4.’de igerigi belirtilen M9 minimal besiyeri kullanilmisgtir
(Song ve Wei, 2010). Cizelgedeki maddeler belirtilen miktarlarda tartilip, bir miktar
distile su ile manyetik karistiricida homojen hale gelinceye kadar karistirilmis ve son
hacim 1000 mL olmak iizere pH 6,2+0,02’ye ayarlanmistir. Besiyeri otoklavda
121°C’de 15 dk steril edilerek hazirlanmustir.

Cizelge 3.4. M9 minimal besiyeri.

Bilesenler Miktar g/L
K2HPO4 3,0
NazHPO4 6,0
NH4CI 1
NaCl 0,5
CaCl> 0,003

Calismalarda kullanilan serum fizyolojik ¢6zeltisi (SF) ise %0,875 oraninda NaCl
tartilarak saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek ve otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek

hazirlanmustir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Eremurus spectabilis’in muhafazasi

Toplanan E. spectabilis (Ciris) bitkisi toprak alti (kok) kisimlar1 ve toprak istii
kisimlart (yaprak) toprak ve kKirlilikten arindirmak igin distile su ile yikanmustir.
Temizlenen bitki boliimleri kurutma kagitlarina alinarak oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutulan bitki boliimleri ayr1 ayr1 blender (Waring, commercial

blender) ile toz haline getirilip 4°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2 Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Tez calismasinda kullanilan suslar uygun besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmistir.
Kryo tiipler igerisine 0,4 mL gliserol eklenmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk steril
edilmistir. Saflik kontrolii yapilan aktif kiiltiirlerden 0,6+0,02 mL alinarak igerisinde
steril gliserol bulunan tiiplere aktarilarak, -40°C’de muhafaza edilmis ve biitiin

stoklarin 6 ayda bir saflik kontrolii yapilmustir.

3.2.3 Bitkiden inulin tipi fruktan ekstraksiyonu ve optimizasyonu

3.2.3.1 Deneysel tasarim

E. spectabilis (Ciris) bitkisinden en yiiksek verimle iniilin tipi fruktan
ekstraksiyonun yapilabilmesi i¢in Minitab (deneme siiriimii) yazilim: kullanilarak ve
Tepki Yiizey Metadolojisi (TYM) ile Box Bhenken tasarimi olusturulmustur. Deney
parametrelerindeki bagimsiz degiskenler (Cizelge 3.5) ekstraksiyon verimi (%)
tizerindeki etkilerini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon
yontemi i¢in caligmada kullanilan ti¢ ekstraksiyon degiskeni; Xi (sicaklik), Xo
cirig:su orani (a’/h) ve X3 (siire) olarak belirlenmistir. Tasarima her bir degisken igin
yiiksek, merkezi ve diisiik olmak iizere ii¢ seviye atfedilmistir. Ayrica 3 tekrarh
merkez noktas1 bulunmaktadir (20°C, 1:12, 20 dk). Calismada kullanilan bagimsiz
degisken degerleri 6n tarama testleri ve literatiir arastirmalari ile belirlenmistir.
Secilen bagimsiz degiskenler Box Bhenken tasarimina yiiklenmis ve 15 set deney

tasarimi olusturulmustur (Cizelge 3.6.)
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Cizelge 3.5. Box behnken tasariminda kullanilan degiskenler ve seviyeleri.

Degiskenler Sembol Seviyeler

-1 0 1
Sonikasyon siiresi (dakika) X 10 20 30
Ciris:su oram (a/h) X2 1:12 1:24 1:36
Sonikasyon sicakhgi (°C) X3 20 40 60

3.2.3.2 Iniilin tipi fruktann ultrason destekli ekstraksiyonu

Kurutulmus ve toz haline getirilmis 1 gram E. spectabilis bitki kok ve
yapraklarindan, Minitabl9 (Deneme siirimii)) Box Bhenken deney dizayni
araciligiyla belirlenen konsantrasyonlarda (Cizelge 3.5) iki tekrarli olarak
ekstarksiyon gerceklestirilmistir.

Ornekler distile su icerisinde hazirlanan ¢iris:su oranm1 (1/12, 1/24 ve 1/36 a/h),
secilen ortam sicakliklarinda (20, 40 ve 60°C) ve belirlenen siirelerde (10, 20 ve 30
dk.) ultrason destekli sonikasyona (dogrudan sonikasyon) tabi tutulmustur. Dogrudan
sonikasyon igin, ucu ¢oziicliye batirilmis olan numune tiipiine sonikator probu
yerlestirilmistir. Dogrudan sonikasyon islemi, sonikatér probu (1 mm ¢apinda), 30
kHz frekansa ve 100 W giris giiciine sahip ultrasonik islemci (UP100H, Dr.
Hielscher GmbH,) aracigiliyla yapilmistir. Sonikasyon sirasinda uygun sicaklik
kosullar1 termokupl (Life Net Medikal , KT-600) ile kontrol edilmistir. Sonikasyon
isleminden sonra asili partiliilleri ¢ikarmak i¢in 4500 g’de 15 dk. santrifiij (Gyrozen,
1848R) edilmistir. Coziinmeyen kalintilardan uzaklastirmak i¢in miislin kumastan

stiziilmiistiir ve deney giiniine kadar -20°C de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.6. Box Bhenken deney tasarimi.

Ekstraksiyon

1

© o0 N o o b~ DN

I I e I e
g A W N L O

X1

20°C

40°C
20°C
40°C
40°C
60°C
60°C
60°C
60°C
40°C
40°C
40°C
20°C
20°C
40°C

X2
1:24
1:24
1:36
1:12
1:36
1:36
1:12
1:24
1:24
1:36
1:24
1:12
1:24
1:12
1:24

X3
30 dk
20 dk
20 dk
30 dk
30 dk
20 dk
20 dk
10 dk
30 dk
10 dk
20 dk
10 dk
10 dk
20 dk
20 dk

Xi: Sicaklik, Xz: Cirig:Su orani Xs: Siire

3.2.3.3 Iniilin tipi fruktan ekstraksiyon verimi

Ultrason destekli ekstraksiyon sonucu yaprak ve kokten elde edilen ekstrelerdeki

yiizde (%) fruktan prebiyotik verimi asagidaki denkleme gore degerlendirilmistir

(Lingyun vd., 2007). Fruktan igeriginin belirlenmesi igin total karbonhidrat miktari

Boliim 3.2.4.1°de verilen metoda gore, indirgeyici seker miktar1 Boliim 3.2.4.2°de

anlatilan yontem ile belirlenmistir.

(%) Fruktan verimi =

Fruktan icerigi X Ekstraksiyon swisinin hacmi (ml)

E.spectabilis tozunun agirligi (g)

x 100

(3.1)

Fruktan icerigi = Total karbonhidrat miktar: — indirgeyici seker miktart (3.1a)
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Yapraktan ekstrakte edilen inulin tipi fruktan veriminin kokten daha disiik oldugu
belirlenmistir. Calismamizin bundan sonraki asamalarinda kokten ektrakte edilen
inulin tipi fruktan ile devam edilmistir. Kokten elde edilen inulin tipi fruktanlar,

inulin tipi fruktan ES olarak kodlanmis ve ¢alismalarda kullanilmistir.
3.2.3.4 Iniilin tipi fruktan ES ekstrelerinin liyofilizasyonu

Ciris bitkisinin kok kisimlarindan elde edilen iniilin tipi fruktan ES ekstreleri
kimyasal karakterizasyon, prebiyotik ve biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmak

tizere liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon isleminin basamaklari;

1. Kurutulmus E. spectabilis koklerinden inulin tipi fruktan, tespit edilen
optimum ekstraksiyon kosullarinda (60°C, 1:12, 30 dk) ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi ile ekstre edilmistir.

2. E. spectabilis kok tozlari ¢iris:su (3:36) oraninda toplamda 40 ekstraksiyon
gerceklestirilmistir (Sekil 3.2). Ekstreler daha sonrasindan 4500g’de 15 dk
santrifiij (Gyrozen, 1848R) edilmistir.

3. Muslin kumastan siiziilen numuneler sonrasinda -80°C, 1 atm basing altinda 3
giin Christ alpha, 2-4 LDplus cihazinda (Sekil 3.3) liyofilizasyonu yapilarak
iniilin tipi fruktan ES olarak kodlanmig ve 4°C’de muhafa edilerek

calismalarda kullanilmistir (Sekil 3.4)

Sekil 3.2. Ultrason destekli ekstraksiyon sonrasi ekstrelerin goriiniimii.
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Sekil 3.3. Christ alpha, 2-4 LDplus cihazinda liyofilizasyon igleminin goriintiisii.
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Sekil 3.4. Liyofilizasyon sonrasi iniilin tipi fruktan ES goriintiisii.
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3.2.4 Iniilin tipi fruktan ES'nin kimyasal karakterizasyonu
3.2.4.1 Toplam karbonhidrat tayini

Ultrason destekli ekstraksiyon sonrast, iniilin tipi fruktan ES’nin bilesiminde bulunan
total karbonhidrat miktari, fenol siilfirik asit yontemi kullanilarak kolorimetrik olarak
analiz edilmistir (Paseephol vd., 2007). Ekstraksiyon sonrasi iniilin tipi fruktan ES
numunesi 10 kez distile su ile seyreltilmis ve seyreltilen numunelerin 1mL’si, %5 lik
fenolden (Sigma) 1 mL ve 5 mL siilfirik asit (Carlo Erba) (H2SO4) ile karistirilmustir.
Karisim, 20 dakika boyunca 30°C'de bir su banyosunda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra numunelerin optikal yogunlugu (OD) UV-
VIS spektrofotometrede (Thermo Scientific, genesys 10s UV-VIS) 490 nm'de
Olciilmiistiir. Ekstrelerin igerdigi total karbonhidrat miktarlarini hesaplamak igin
0,03-0,45 mg/mL arasinda degisen oranlarda (Sekil 3.7) D (-)-Fruktoz (Mw = 180,16
Fluka) ¢ozeltisi kullanilarak bir standart grafik olusturulmustur ve elde edilen
denkleme gore iniilin tipi fruktan ES’nin total karbonhidrat miktar1 mg/mL cinsinden
hesaplanmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).

‘W“‘ﬁ' {

\“ lp ‘\\ ““

Sekil 3.5. Fenol siilfirik asit eklenmis fruktoz standart goriintiisi.
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Sekil 3.6. Ekstre edilen ¢iris ekstraktlarinin fenol siilfirik asit eklenmis goriintiisii.
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Sekil 3.7. Total karbonhidrat tayini i¢in hazirlanan fruktoz standart grafigi.
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3.2.4.2 Indirgeyici seker analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin bilesiminde bulunan c¢6ziiniir indirgeyici sekerlerin
konsantrasyonlari, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) yontemi kullanilarak 6lgiilmiistiir
(Miller, 1959). iniilin tipi fruktan ES numunesi 1:1 oraninda DNSA reaktifi ile
karistirilacag: test tiipiine aktarilmistir. Ornekler vortex (ika vortex, geni vs3) ile
karistirildiktan sonra 90°C'de su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
stiresi sonunda ornekler hizli bir sekilde buz iizerinde sogutulmustur. Soguyan
numunelerin tizerine 1,5 mL saf su ilave edilmis ve reaksiyon durdurulmustur.
Reaksiyon sonrasi tim numunelerin 575 nm'de spektrofotometrede (Thermo
Scientific, genesys 10s UV-VIS) 6l¢timleri yapilmigtir. Calismada kor olarak DNSA
metodu uygulanmis 150 pL saf su kullamlmugtir. Iniilin tipi fruktan ES’nin
bilesiminde bulunan indirgeyici seker miktarini hesaplamak igin 0,01-0,275 mg/mL
arasinda degisen oranlarda (Sekil 3.10) D (-)-Fruktoz (Mw = 180,16; Fluka) ¢6zeltisi
kullanilarak bir standart grafik olusturulmustur ve bu standarta gore iretilen

indirgeyici seker miktar1 mg/mL cinsinden belirlenmistir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Sekil 3.8. DNSA metodu uygulanmis fruktoz standart goriintiisii.
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Sekil 3.9. DNSA metodu uygulanmis inulin tipi fruktan ES goriintiisii.
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Sekil 3.10. DNSA metodu i¢in hazirlanan fruktoz standart grafigi.
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3.2.4.3 Polimerizasyon derecesi

Polimerizasyon derecesinin (PD) indeksi olarak ortalama zincir uzunlugu Paseephol

vd. (2007) tarafindan asagida belirlenen formiile gore belirlenmistir.

PD Toplam karbonhidrat miktar:

= 3.2
Toplam indirgeyici seler miktart 3.2

3.2.4.4 Suda ¢oziiniirliik

Liyofilize inulin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziintirliigii (Phat vd., 2015)’in metoduna
gore belirlenmistir. Inulin tipi fruktan ES’den 0,2 ¢ (a1) tartildiktan sonra iizerine 10
mL saf su eklenerek santrifiij tiipii igerisine alinarak sicak su banyosunda 80°C’de 30
dk dispersiyon igslemi gergeklestirilmistir. Dispersiyon islemi sonrast numuneler 6000
rpm de 10 dk santrifiij (Gyrozen, 1848R) edilmistir. Siipernatant 6nceden darasi
alinan falkona (a2) aktarilip 105°C’de kurutulup tartilmistir (a3). Suda ¢oziiniirliik

degeri Es. 3.3 de verilen formiile gére hesaplanmaistir.

as —a;

Suda ¢bziiniirlik (%) = X 100 (3.3)

aq
3.2.4.5 Iniilin tipi fruktan ES'nin su tutma kapasitesi (STK) ve yag tutma (YTK)

kapasitesi

Liyofilize inilin tipi fruktan ES numunesinden 0,5 g tartilarak, 24 saat boyunca 20
mL su (STK) veya 1 saat boyunca 10 mL aygicek yagi (YTK) ile karistirilmastir.
Homojen karigan numuneler 15 dakika boyunca 4 °C'de 12.000 x g santrifiij
(Gyrozen, 1848R) edilmistir. Numuneler sirasiyla bosaltilmis ve agirliklari
tartilmustir. Iniilin-tipi fruktan ES’nin SKT veya YTK degerleri Es. 3.4°de belirtilen
denkleme gore sirasiyla g numune bagima g su veya yag olarak hesaplanmistir (D.
Das vd., 2014; Zhiwei Zhang vd., 2022).

az; —aq
STK (veya YTK) =

(3.4)

a: Kuru numunenin agirligi, a:: Ttp ve kuru numunenin agirlhigi, az: Tiipiin agirhigt ve

su veya yag tutan numunin agirli.
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3.2.4.6 Iniilin tipi fruktan ES'nin nem iceriginin belirlenmesi

Liyofilize iniilin tipi fruktan ES'nin nem miktar1 Hilman vd., (2018) tarafindan
belirlenen metota goére arastirilmistir. Darasi alinan aliiminyum plaklar ile 1,0 g
liyofilize iniilin tipi fruktan ES tartilmis ve 105°C’de 4 saat boyunca kurutulmustur.
Desikator yardimiyla sogutulan aliiminyum plaklar tartilmig ve tekrar 30 dk 105°C’
de kurutulmustur. Agirlik sabitlesene kadar bu islem tekrar edilmistir ve Es. 3.5’te

verilen denkleme gore % nem miktar1 hesaplanmustir.

% Nem = (a )x1oo (3.5)

a: Aliminyum plakalara konulan toz miktar1 (g); b: Kurutma islemi sonrasi tartilan

sabit agirlik miktar1 (g)

3.2.4.7 Iniilin tipi fruktan ES'nin sisme kapasitesinin belirlenmesi

Ekstraksiyon sonrasi liyofilize hale getirilen iniilin tipi fruktan ES'nin sisme
kapasitesi Zipei Zhang vd., (2012)’ye gore test edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES'den
1,0 g meziire aktarilmis (b) ve iniilin tipi fruktan ES tozunun kapladigi hacim (a1)
kaydedilmistir. Meziiriin tizerine 10 mL saf su eklenmis ve homojen karigim olana
kadar karistirilmistir. Karisim 24 saat 25°C’de su banyosuna birakilmistir. 24 saat
sonrast son hacim (a2) dl¢iilmiis ve Es. 3.6’da verilen sisme kapasitesi formiiliine
gore sigme kapasitesi 1,0 g toz numunesinin emdigi sivi miktar1 olarak mL cinsinden

hesaplanmustir.

a —a;
b

Sisme kapasitesi (mL/g) = (3.6)
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3.2.4.8 Fourier doniisiimlii kizilmtesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin FTIR (Fourier Déniisiimlii Kiz1ldtesi Spektroskopi) analizi
ile yapilarindaki temel islevsel gruplarin belirlenmesi amaciyla Perkin Elmer
Spectrum 100 FTIR spektroskopisinde ATR &rnekleme probu kullanilarak 400 cm™-
4000 cm™? frekans araliginda tarama Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik

Aragtirma Merkezi tarafindan hizmet alimi ile yapilmistir.
3.2.4.9 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Iniilin tipi fruktan ES yapisindaki monomerlerin anomerik konformasyonunun, bag
tiplerinin, ikame maddelerinin ve hatta karbonhidrat dis1 dogasinin belirlenmesi
NMR analizi ile net bir sekilde belirlenebilmektedir. Liyofilize iniilin tipi fruktan
ES’nin spektrum analizlerinin molekiil alt birimlerinin yapisinin belirlenmesi i¢in tek
boyutlu (1D) H ve *C NMR deneyleri Cankir1 Karatekin Universitesi tarafindan
hizmet alimi ile yapilmistir. Analiz Oncesi iniilin tipi fruktan ES &rnekleri (30
mg/500 pL) 25 °C'de D2O'da (% 99,96) ¢oziilmistir (Li vd., 2015).

3.2.4.10 Termogravimetrik analiz (TGA)

Iniilin tipi fruktan ES’nin 1s11 6zellikleri, termal gravimetrik analiz yapilarak hizmet
alimi ile belirlenmistir. Liyofilize inilin tipi fruktan ES numunesinin TGA’s1
sicakliga karsi kiitle kayb1 olarak 30-700°C araliginda EXSTAR S11 7300 analyzer
(SII NanoTechnology Inc., MA, Japan) cihazi ile incelenmis, iniilin tipi fruktan ES
ornekleri aliiminyum kroze kullanilarak azot ortami altinda 30°C/dk 1sitma hizi ile
700°C’ye kadar 1sitilarak bozunma sicakliklart Aksaray Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alimi ile belirlenmistir (Ayyash vd.,
2020).

3.2.4.11 Ultraviyole goriiniir (UV-VIS) analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin UV spektrumu, 1 mg/mL'lik numunenin ultra saf suda
¢oziilmesi ve 190-700 nm dalga boylarinda spektrofotometre (Thermo Scientific,

Genesys 10s UV-VIS) ile taranmasiyla belirlenmistir
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3.2.4.12 Iniilin iceriginin belirlenmesi (monomer analizi)

Iniilin tipi fruktan ES’nin monosakkarit bilesimi, Li vd. (2015) tarafindan agiklandig
gibi yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile belirlenmistir. Bu
yonteme gore, 20 mg iniilin tipi fruktan ES numunesi, 3 saat boyunca 120°C'de yag
banyosunda karistirilarak 2 mol/L trifloroasetik asit (TFA) ile hidrolize edilmistir.
Hidrolizden sonra, TFA 60°C'de vakum altinda buharlastirilmis ve kalint1 fazla TFA
'vi gidermek igin metanol ile ii¢ kez yikanmustir. Hidrolizat 2 mL ultra saf suda
¢oziilerek iniilin tipi fruktan ES’nin monosakkarit bilesimi, Kastamonu Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan hizmet
alimi ile HPLC cihazinda RID dedektorii tarafindan belirlenmistir. Standart olarak

fruktoz ve glikoz monosakkaritleri kullanilmustir.
3.2.4.13 Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi

Iniili tipi fruktan ES’nin yiizey morfolojilerinin yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiilenmesi
amaciyla SEM analizi yapilmistir. 5 mg iniilin tipi fruktan ES kaplama cihaziyla
(Cressington sputter coated 108 Auto, TED PELLA, INC.) 10 nm kalinliginda Au/Pd
tabakasi ile kaplanmistir. FEI Quanta FEG 250 SEM’de 5 kV’de incelenmis olup,
farkli biyiitmelerde (1000X, 2500X, 5000X, 10.000X, 20.000X) gorintiileri
almmistir. Analizler Aksaray Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden hizmet alimi seklinde yapilmustir. Iniilin tipi fruktan ES’nin
ylizeyi vakum altinda altin ile kaplanmis ve elementel icerigi SEM (Taramali
Elektron Mikroskobu-Enerji Dagitict X-ray) ile Aksaray Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkezi tarafindan incelenmistir (FEI-Quanta FEG 250).

3.2.5 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.5.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik aktivitesinin belirlenmesi

Bir bilesigin prebiyotik olarak degerlendirilebilmesi i¢in sahip olmasi gereken
ozellikler: i) Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi probiyotik bakteriler tarafindan
kalin bagirsakta sindirilebilmelidir (Prebiyotik Indeks) (Davani-Davari vd., 2019); ii)
Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararli bakterilerin gelismesini artirabilmeli,

ancak patojen suslar tarafindan fermente edilmemelidirler (Prebiyotik Aktivite
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Skoru) (Davani-Davari vd. 2019); iii) Gastrointestinal sistemde mide asidi ve safra
kosullarinda aktif kalabilmelidir (Thammarutwasik vd., 2009). Calismamizda da E.
spectabilis bitkisinin kokiinden ekstrakte edilen iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik
ozelliklerinin belirlenebilmesi igin probiyotik mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilmesi (Prebiyotik Indeks), probiyotik ve patojen mikroorganizmlar tarafindan
fermantasyon o6zellikleri (Prebiyotik Skor Aktiviteleri), ve farkli pH’da yapay mide

sivist ortamlarindaki direncleri arastirilmistir.

TIniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel probiyotikler tarafindan fermantasyonu

Iniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel probiyotik Lacticaseibacillus rhamnosus ACSS5,
Pediococcus acidilactici 5008 bakterileri ve Saccharomyces cerevisiae BD21 mayasi
tarafindan fermantasyon ozellikleri Das vd. (2014)’nin kullandiklart metot modifiye
edilerek belirlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES fermente edilebilirliginin
arastirilmasinda L. rhamnosus ACS5 ve P. acidilactici 5008 suslar1 i¢in MRS broth
besiyerinden ve S. cerevisiae BD21 mayasi iginse YEPD besiyerinden karbon
kaynag1 (glikoz) tamamen cikarilmistir. Besiyerlerine ¢ikarilan karbon kaynagi kadar
(%2) inulin tipi fruktan ES (ES-MRYS) ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak karbon
kaynagi tamamen ¢ikarilmis besiyerleri (glikozsuz-MRS ve glikozsuz-YEPD) ve
pozitif kontrol olarak glikozlu-MRS ve glikozlu-YEPD besiyerleri kullanilmistir.
Karsilagtirma yapabilmek amaciyla karbon kaynagi cikarilan MRS ve YEPD
besiyerlerine glikoz yerine %2 oraninda ticari prebiyotik inilin (Sigma) (iniilin-
MRS) eklenerek ¢alismalarda iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik 6zelligini
karsilastirmali olarak belirlemek  i¢in  kullanilmastir. Aktiflestirilen
mikroorganizmalarin  optik yogunluklar1 (OD) 600 nm’de 0,60+0,02 olarak
ayarlanarak, OD’leri ayarlanan kiiltiirlerden hazirlanan besiyerlerine %2’lik ekimler
yapilmistir. EKIm yapilan kiiltirlerden 0. ve 24. saatlerin sonunda 6rnekler alinarak
OD degerleri Olgiilmiis ve bu orneklerden seri seyreltmeler hazirlanarak agar
besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda canli bakteri sayilar1 log kob/mL olarak hesaplanmistir (3.7) (Giirgiin ve
Halkman, 1990).

kob
mL

koloni sayist x seyreltme faktoriu
y y f ) 3.7)

= logo ( Ekilen hacim (mlL)
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Iniilin tipi fruktan ES’nin bagwrsak patojenleri tarafindan fermantasyonun

belirlenmesi

Patojen mikroorganizmalarin iniilin tipi fruktan ES’yi fermente edebilme
ozelliklerinin belirlenmesinde E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229 ve E.
faecalis ATCC 29212 bagirsak patojenleri kullanilmistir. Bagirsak patojenlerinin
aktif kiltiirleri hazirlanmis ve OD’leri 600 nm’de 0,60+0,02 olarak ayarlanmustir.
Hazirlanan M9 minimal besiyerlerinden (Cizelge 3.4) %2 oraninda glikoz (Glikoz-
M9), iniilin (Iniilin-M9), iniilin tipi fruktan ES (ES-M9) ve karbon kaynagi olmayan
(Glikozsuz-M9) 4 farkli besi ortami hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerine OD’si
0,60+0,02 olan her bagirsak patojeninden ayri ayri %2 oraninda ekim yapilarak
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iniilin tipi fruktan ES
patojen mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilmesi ve canliliklar1 tizerinde
uyarici etkisini tespit etmek igin 4 farkli grup besiyerinden 10-107 seri diliisyonlar
hazirlanarak NA besi ortami igeren petrilere yayma ekimleri yapilarak 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda NA besi ortaminda iireyen
koloni sayimlar1 yapilmig ve canli bakteri sayisi 3.7°de verilen formiile gore log

kob/mL seklinde hesaplanmustir.

Probiyotik suslar ve bagirsak patojenleri ile inilin tipi fruktan ES’nin fermente
edilme 6zelligi yukarida verilen metotlarla tespit edildikten sonra Figueroa-Gonzalez
vd. (2019) tarafindan belirlenen prebiyodik indeks (Pl) formiilii kullanilarak Es.

3.8’de verilen formiille iniilin tipi fruktan ES’nin Pl degeri hesaplanmistir.

Prebiyotik karbonhidrattaki probiyotiklerin kob

PI = (3.8)

Kontrol karbonhidrattaki probiyotiklerin kob
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3.2.5.2 Iniilin tipi fruktan ES'nin prebiyotik aktivite skoru testi

Probiyotik suslar olarak L. rhamnosus ACS5, P. acidilactici 5008 ve S. cerevisiae
BD21 kullanmilmustir. Enterik patojenler olarak, E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC
35218, E. faecalis ATCC 29212 suslar1 ve bunlarin karigimi (1:1:1) kullanilmustir.
Probiyotik ve patojen suslarin glikoz, prebiyotik (iniilin) ve 6rnek iniilin tipi fruktan
ES'deki gelismeleri, Huebner vd., (2007)’ye gore arastirilmistir. AKtif bakteri
suslarmin optik yogunlugu (OD) 600 nm’ de 0,60+0,02'ye ayarlanmustir. Bakteri
kiiltiirleri % 2 oraninda, MRS broth ve YEPD broth (S. cerevisiae susu igin), %1
inulin tipi fruktan ES ve inulin (Sigma) (pozitif kontrol) igeren besi ortamlarina
inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Besiyerlerindeki
gelisme, inkiibasyondan oOnce (0 saat) ve inkiibasyondan 24 saat sonra
spektrofotometrede 600 nm'de OD degerleri o6l¢iilmiistiir. Her tipiin 100 pL
alikotlari, steril salin ¢ozeltisinde (% 0,9 NaCl) seri olarak seyreltilmis, daha sonra
probiyotik suslarin sayimmi igin her seyreltmenin 100 pL alikotu MRS agar veya
YEPD agar iizerine yayma ekim yapilmistir. Yayma plaklar 24 saat 37°C'de inkiibe
edilerek canli bakteri sayis1 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bagirsak patojenleri
olarak kullanilan E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, E. faecalis ATCC
29212 suslarinin aktif kiiltiirleri ve bunlarin 1:1:1 oraninda (enterik karigim)
karisimlarinin prebiyotik aktivite skor tespiti i¢in M9 broth (3,0 g/L KH2PO4; 6,0 g/L
Na,HPO.; 1,0 g/L NH4CI; 0,5 g/L NaCl; 0,003 g/L CaCly) besiyeri kullanilmustir.
Karbon kaynagi icermeyen M9 besiyerlerine % 2 iniilin tipi fruktan ES prebiyotik (E.
spectabilis ekstresi), ticari iniilin (pozitif kontrol) ve glikoz eklenerek hazirlanan dort
farkl1 besiyerine patojenler ve bunlarin 1:1:1 oranindaki karisimlari eklenerek 24 saat
37°C'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir besiyerindeki
kiiltiirlerin OD degerleri olgiilmiistiir ve enterik patojenlerin canli hiicresi EMB agar

besiyeri kullanilarak log kob/mL olarak belirlenmistir (Es. 3.7).

Prebiyotik aktivite skoru, asagidaki denklem kullanilarak log kob/mL degerleri

kullanilarak hesaplanmstir:

(PBPy4p — PBPop) | |(EPPyyn — EPPop)

Prebiyotik Aktivite Skoru = —
Y (PBGyan — PBGop)| ~ |(EPPyar, — EPPoy)

(3.9)
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PBP24h = 24. saatte prebiyotik (iniilin tipi fruktan ES veya ticari iniilin) iceren
ortamda gelisen probiyotik log kob/mL; PBPOh = 0. saatte prebiyotik (iniilin tipi
fruktan ES veya ticari iniilin) igeren ortamda gelisen probiyotik log kob/mL;
PBG24h = 24. saatte glukoz i¢eren ortamda gelisen probiyotik log kob/mL; PBGOh =
0. saatte glikoz igeren ortamda gelisen probiyotik log kob/mL; EPP24h = 24. saatte
prebiyotik (iniilin tipi fruktan ES veya ticari inulin) iceren ortamda gelisen enterik
patojen log kob/mL; EPPOh = 0. saatte prebiyotik (iniilin tipi fruktan ES veya ticari
iniilin) igeren ortamda gelisen enterik patojen log kob/mL; EPG24h = 24. saatte
glukoz iceren ortamda gelisen enterik patojen log kob/mL; EPGOh= 0. saatte glukoz
iceren ortamda gelisen enterik patojen log kob/mL. Bu denklemi kullanarak, belirli
bir oligosakkaritin prebiyotik aktivite skoru, herhangi bir susa gore belirlenebilir
(Arya ve Shakya, 2021).

3.2.5.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin mide asidine direncinin belirlenmesi

Iniilin tipi fruktan ES ile kontrol grubu olarak kullanilan ticari prebiyotik iniilinin
farkli pH’daki mide sivist ile hidrolizi Wichienchot vd. (2009)’un metoduna gore
belirlenmistir. Yapay mide sivisi (8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCI; 8,25 g/L
Na:HPO4.2H20; 14,35 g/L NaH2PO4; 0,1 g/L CaCl>2H20; 0,18 g/L MgCl>6H:0)
hazirlanarak pH’1 5 M HCI ile 2 paralel olacak sekilde pH 1, 2, 3, 4 ve 5’
ayarlanmigtir. Saf su igerisinde %1 oraninda intilin tipi fruktan ES ekstrakti ve
kontrol i¢in iniilin ¢dzeltileri hazirlanmustir. Iniilin-tipi fruktan ES’nin mide asidine
direngliligini belirlemek i¢in farkli pH’lardaki mide asitlerinden 5 mL alinarak
tizerine %1 oranindaki iniilin tipi fruktan ES’den 5 mL eklenerek 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olan ticari prebiyotik iniilin i¢in de ayni
islemler uygulanmistir. Inkiibasyondaki farkli pH’daki mide sivilaridan 0, 2, 4 ve 6.

saatlerde ornekler alinarak total seker ve indirgenmis seker miktarlari hesaplanmustir.

Indirgenen seker miktar1 Robertson vd. (2001)’un dinitrosalisilik asit (DNSA)
metodu ile tespit edilmistir. Bu metoda gore; farkli pH’daki iniilin tipi fruktan ES ve
iniilin iceren mide sivilarindan 0, 1, 2, 3, 4 ve 5. saat zaman araliklarinda 150 pL
ornek alinarak iizerine 150 pL DNSA c¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler karistirildiktan
(Ika vortex, Geni vs3) sonra 100°C’de 5 dk siiresince kaynar suda inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler hizli bir sekilde buz iistiinde
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sogutulmustur. Ardindan sogutulan orneklerin tizerine 1,5 mL saf su eklenerek
spektrofotometrede (Thermo Scientific, genesys 10s UV-VIS) 540 nm’de okuma
islemi yapilmistir. Kor i¢in 75 pL saf su ile igerisinde iniilin tipi fruktan ES veya
iniilin bulunmayan mide sivisindan 75 pL eklenerek DNSA metodu uygulanmustir.
Iniilin tipi fruktan ES ve iniilinin mide asidinde yiizde hidrolizini hesaplamak icin;
total karbonhidrat miktar1 fenol siilfirik asit metoduna goére Bolim 3.2.4.1°de
anlatildig1 gibi belirlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES ve ticari iniilinin farkli pH’daki
mide sivilarinda ve farkli siirelerdeki hidroliz yiizdeleri asagida verilen formiile gére

hesaplanmustir.

indirgenmis seker miktari

% Hidroliz = l J %X 100(3.10)

total seker miktart — baslangictaki indirgenmis seker
3.2.6 Antioksidan biyolojik aktivitenin degerlendirilmesi

Bu boliimde inulin tipi fruktan ES’nin biyolojik aktivite olarak antioksidan

ozelliklerinin belirlenmesi igin 6 farkli ¢alisma yapilmistir.

3.2.6.1 DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite

Iniilin tipi fruktan ES’lerin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikalinin siipiirme
kabiliyetine dayanarak test edilmistir (Wang vd., 2014). Farkli konsantrasyonlarda
05; 1, 2, 4,6, 8,10 mg/mL) 0,3 mL iniilin tipi fruktan ES ¢ozeltileri 0,1 mM DPPH
¢ozeltisi (0,6 mL, mutlak etanol igerisinde) ile karistirilmistir. Karigim oda
sicakliginda 30 dk karanlikta bekletildikten sonra elde edilen ¢ozeltinin absorbansi
517 nm'de ol¢iilmistiir. Askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir. DPPHe

stipirme aktivitesi, denklem ile asagidaki gibi hesaplanmustir.
Stuplurme aktivitesi (%) = [[B — (S — Sc)] / B] x 100 (3.11)

B, 6rnek ¢ozeltisinin ¢oziiciiyle degistirilmesiyle hazirlanan kor ¢ozeltinin absorbanst
(iniilin tipi fruktan ES ve askorbik asit i¢in farkli olarak 0,3 mL ¢oziicii + 0,6 mL
DPPH olacak sekilde hazirlanmistir). S, 6rnek ¢ozeltilerinin absorbansi. Sc, DPPH
cozeltisinin etanol ile degistirilmesi elde edilen kontrol 6rneginin absorbansi (0,3 mL
ornek + 0,6 mL EtOH).
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3.2.6.2.ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbentiazolin-6-siilfonik asit) radikal siipiiriicii
aktivite

ABTS<*, 7 mM ABTS'nin distile suda 2,45 mM potasyum persiilfat ile reaksiyona
girmesi ile elde edilmis ve oda sicakliginda 16 saat karanlikta saklanmistir (Braca
vdu., 2001). ABTS«" ¢6zeltisi kullanimdan 6nce 734 nm'de 0,700 absorbansa kadar
etanol ile seyreltilmistir (Wang vd., 2017). ABTSe" ¢ozeltisine (0,6 mL), farkli
konsantrasyonlarda (0,5; 0,75; 1, 1,25; 1,5; 2, 4, mg/mL) iniilin tipi fruktan ES (0,3
mL) ilave edilmistir. Karisim, oda sicakliginda 5 dk karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi ¢ozeltinin absorbans1 734 nm'de o6lgiilmiistiir.
Calismada askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve sonuglar DPPH

radikal stiptiriicti aktivite testinde kullanilan formiil (Es. 3.11) ile hesaplanmustir.
3.2.6.3 Hidroksil radikalleri siipiiriicii aktivitesi

Hidroksil radikalleri temizleme aktivitesi daha dnce gerceklestirilen analizlerde bazi
modifikasyonlar yapilarak test edilmistir (Smirnoff vd., 1989; Yang vd., 2015). 6
mM FeSO4 (2 mL), %0,3 H202 (1 mL) ile karistirilmistir. Hidroksil radikallerinin
olusmasi i¢in 5 dakika bekletilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0,5; 1, 2, 4, 6, 8, 10
mg/mL) iniilin tipi fruktan ES (2 mL) ¢ozeltilerine 6 mM salisilik asit (2 mL)
eklenerek 30 dk siiresince 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve 3000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatantin absorbansi 510 nm'de
Ol¢iilmiistiir. Calismada askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve sonuglar
DPPH radikal siipiiriici aktivite testinde kullanilan formiil (Es. 3.11) ile
hesaplanmigtir. Ancak, ornek kontroliiniin (Sc) absorbansi FeSOs’nin saf su ile
degistirilmesiyle belirlenmistir. Kor ¢ozelti ise 6rnegin ¢oziicl ile degistirilmesi ile
test edilmistir (Wang vd., 2017).

3.2.6.4 Siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi

Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi, alkali bir ortamda
pirogallol otoksidasyon sisteminde siiperoksit radikalleri iiretilerek daha sonra
tiretilen siiperoksit radikalinin siipiiriilmesi ile test edilmistir (Marklund ve
Marklund, 1974; Raza vd., 2011). Farkli konsantrasyonlarda (0,5; 1, 2, 4, 6, 8, 10
mg/mL) iniilin tipi fruktan ES ¢o6zeltisi (0,5 mL), 0,05 M Tris-HCI (1,5 mL, pH 8,2)
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ile karigtirllmis, karisim 25°C° de 10 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Karigima
25°C’ de onceden 1sitilmis 30 mM pirogallol (100 uL) ilave edilmis ve 4 dk boyunca
aym sicaklik korunmustur. Reaksiyon, 0,5 mL derisik HCI ilave edilerek
durdurulmus ve elde edilen ¢ozeltinin absorbas1 329 nm'de okunmustur. Calismada
askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmis ve sonuglar DPPH radikal siipiiriicii
aktivite testinde kullanilan formiil ile hesaplanmistir. Kontrol 6rneginin (Sc)

absorbansi pirogalloliin saf su ile degistirilmesiyle 6l¢tilmiistiir

3.2.6.5 Demir indirgeme antioksidan giicii (Ferric reducing antioxidant power-

FRAP)

FRAP analizi ilk olarak (Benzie ve Strain, 1996) tarafindan insan plazmasinin ferrik
indirgeme giiciinii 6lgmek igin test edilmistir. Daha sonra Pulido vd. (2000) bu
yontemi bitki ekstrelerinin ferrik indirgeme antioksidan giiclinli degerlendirmek i¢in
uyarlamiglardir. Antioksidan aktivite 593 nm'de belirlenir ve sonuglar mikromolar
Fe?* esdegerleri olarak veya bir antioksidan standardina gore ifade edilir (Antolovich
vd., 2002). TPTZ, 10 mM konsantrasyonda 40 mM HCI i¢inde hazirlanmistir. FRAP
reaktifi, kullanimdan hemen 6nce 300 mM asetat tamponu (pH 3.6), 10 mM TPTZ
cozeltisi ve 20 mM FeClz-6H20'un 10:1:1 oraninda karistirilmastyla hazirlanmastir.
Reaksiyon sirasinda, 2.0 mL FRAP testi ¢ozeltisi, gesitli konsantrasyonlarda (0,5; 1,
2, 4, 6, 8, 10 mg/mL) iniilin tipi fruktan ES ile (0.1 mL) karistiritlmis ve 30°C'de 30
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda, &rneklerin absorbansi 6l¢iilmiis ve

FRAP potansiyeli Askorbik Asit Esdegeri (AAE) olarak ifade edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Demir indirgeme antioksidan giicii igin Askorbik Asit (AA) kalibrasyon
grafigi.

3.2.6.6 Total Antioksidan Kapasite Analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin total antioksidan kapasitesi Prieto vd. (1999) tarafindan
belirlenen yontemde yapilan bazi modifikasyonlar ile test edilmistir. Mekanizma
Mo®"’nin Mo°>*’e indirgenmesi sonucunda fosfomolibdenum kompleksi olusturarak
695 nm’de absorbansda Slciilmiistiir (Prieto vd. 1999). Ilgili reaktif, 0,6 M siilfiirik
asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat igerecek sekilde
hazirlanmistir. Reaktif, sodyum fosfat ve amonyum molibdat igin gerekli miktarlar
tartildiktan sonra tizerine stlfiirik asit eklenmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0,50;
1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00; 10,00 mg/mL) iniilin tipi fruktan ES (0,3 mL),
hazirlanan reaktif (3 mL) ile karigtirllmistir. Karigim, 95°C’de 90 dakika inkiibe
edildikten sonra 695 nm'de absorbanslar1 oOlgiilmiistiir. Standart olarak farkl
konsantrasyonlarda askorbik asit ¢ozeltileri (0-80 pg) kullanilmistir ve hazirlanan
kalibrasyon grafigi denklemi kullanilarak sonuglar askorbik asit (AA) esdegeri (Sekil

3.11) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.12. Total antioksidan kapasite i¢in AA kalibrasyon grafigi.

3.2.7 istatistiksel analiz

E. spectabilis kokiinden iniilin tipi fruktan ekstraksiyon parametrelerinin
optimizasyonu Minitab19 kullanilarak yapilmis olup Box Bhenken tasarimdan elde
edilen sonu¢ verileri kuadratik denkleme uygulayabilmek i¢in bu program ile
regresyon analizine tabi tutulmustur. Boylece olusturulan denkleme ait regresyon
sabitleri, determinasyon katsayis1 (R?) ve ANOVA degerleri elde edilmistir.
Regresyon sabitlerinin onem degeri F-testi ve p-degeri ile dogrulanmistir. Tiim
deneyler 2 paralel olarak yapilmis ve sonuglar ortalama (£) standard sapma seklinde
verilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin antioksidan siipiiriicii aktivite deney sonuglari
Minitab19 programi kullanilarak, %95 giiven araliginda, tek yonlii varyans analizi ve

ardindan oneway Anova kullanilarak tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1 Iniilin Tipi Fruktan ES’nin Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi

Calismada kullanilan Eremurus spectabilis bitkisinin kok kisimlarinin ultrason
destekli ekstraksiyonun verimi Boliim 3.2.3.3’de anlatildig: gibi fenol siilfirik asit ve
indirgenmis seker tayini metodu ile belirlenmistir. Kodlanmis ve kodlanmamis
ekstraksiyon parametlerilerinin yiizde verim sonuglar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.
Box behnken deneme desenine gore belirlenen 15 farkli kosuldaki ekstraksiyonlarin
kosullarindan her bir ekstraktin iniilin tipi fruktan icerigi Es. 3.1’de verilen yiizde
verim denklemine gore hesaplanmistir. E. spectabilis ekstrelerinin yiizde verimleri
incelendiginde ekstraksiyon verimi %29,48 — %44,94 arasinda degism gostermistir.
En yiiksek iniilin tipi fruktan ES verimi %44,94 ile Box Bhenken tasarimindaki 7.
deney tasariminda (60°C, 1:24 (a/h), 20 dk) oldugu tespit edilmistir.

Bitkisel kaynakli prebiyotiklerin ekstraksiyon verimi; kullanilan metoda, bitkinin
toplandigr doneme, kurutulma islemlerine, ekstraksiyon siiresine, c¢oziicii tipi,
partikiil boyutu ve numune/gdziicii orant gibi faktorlere gore degisiklik
gostermektedir (Figueira vd., 2004; Guo vd., 2019; Su vd., 2021). Alvarez-Borroto
vd. (2019)’nun yapmis olduklar1 caligmada, Yacon (Smallanthus sonchifolius)
bitkisinden mikrodalga destekli iniilin tipi fruktan ekstraksiyonun optimizasyonu
sonucunda, %39,61 verim elde etmislerdir. Bu ¢alisma ile karsilastirdigimizda tez
caligmasinda kullanilan ultrason destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyondan daha yiiksek oranda verim elde edilmesinde 6nemli bir parametre
olarak belirlenmistir. Pourfarzad vd. (2015) E. spectabilis bitkisinin iniilin tipi
fruktan igeriginin geleneksel ve ultrason destekli ekstraksiyon metodlarindaki verim
miktarlarindaki degisikligi arastirdiklar1 ¢alismada, ultrason destekli ekstraksiyonun
veriminin (%61,28) geleneksel ekstraksiyon verimine (%52,37) kiyasla daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Flores-Girén vd. (2016), Agave (Agave tequilana. Azul) bitki
koklerinden 15 farkli ekstraksiyon kosulunu test etmis ve optimizasyon sonucunda %
fruktan ekstraksiyon verimligi %17,07 ile %36,33 oldugu rapor edilmistir. Machado
vd., (2015)’in yaptig1 ¢alismada enginar koklerinden iniilin tipi fruktranlarin ultrason
destekli ekstraksiyonu etanol ile ¢oktiirme ile desteklenmis ve fruktan veriminin %70
oldugu bildirilmistir. Etanolle ¢oktiirme ile desteklenen ultrason destekli

ekstraksiyonda fruktan verimleri yiiksek olmasina ragmen, etanoliin ekstraksiyon
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sirasinda kullanilmasi diisiik segicilik ve toksik etki yaratabilmektedir (Streimikyte
vd., 2022). Iniilin tipi fruktan ES’nin ekstraksiyon verimini etkileyen deneysel

parametreler Boliim 4.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Iniilin tipi fruktan ES’nin farkl1 kosullardaekstraksiyon verimi.

Deneme Xi:Sicakhik | Xz: Ciris:su Xs:Siire Deneysel Tahmin
(°O) oram (a/h) (dakika) degerler edilen

(%) degerler
1 20(-1) 24(0) 30(1) 35,55+0,07 34,33
2 40(0) 24(0) 20(0) 34,26+0,25 34,26
3 20(-1) 36(1) 20(0) 29,48+0,35 30,89
4 40(0) 12(-1) 30(1) 43,59+0,27 44,57
5 40(0) 36(1) 30(1) 31,43+0,35 31,23
6 60(1) 36(1) 20(0) 35,77+0,77 35,52
7 60(1) 12(-1) 20(0) 44,94+0,32 43,52
8 60(1) 24(0) 10(-1) 38,04+0,06 39,25
9 60(1) 24(0) 30(1) 36,76+0,35 37,17
10 40(0) 36(1) 10(-1) 37,85+0,22 36,86
11 40(0) 24(0) 20(0) 34,31+0,17 34,26
12 40(0) 12(-1) 10(-1) 34,60+0,30 34,79
13 20(-1) 24(0) 10(-1) 28,52+0,18 28,10
14 20(-1) 12(-1) 20(0) 33,93+0,27 34,16
15 40(0) 24(0) 20(0) 34,23+0,52 34,26

4.2 Tepki Yiizeyi Metadolojisi ile Ekstraksiyon Optimizasyonu

4.2.1 Sicaklik, siire ve ¢oziicii konsantrasyonunun ekstraksiyon iizerine etkisi

E. spectabilis koklerinden inulin tipi fruktanlarm ultrason destekli ekstraksiyonun
sicaklik, konsantrasyon ve siire parametrelerinin optimizasyonu Tepki Yiizeyi
Metodolojisi kullanilarak incelenmistir. Box Bhenken deney dizayni araciligiyla
belirlenen konsantrasyonlar (Cizelge 3.5) test edildiginde; sicakligin (Sekil 4.1),
¢irig:su oraninin (Sekil 4.2) ve siirenin ekstraksiyon verimi lizerine etkisi Sekil 4.3’de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Sicakligin iniilin tipi fruktan ES ekstraksiyonu iizerine etiksi.

Istya duyarli bilesiklerin ekstraksiyonunda sicaklik en onemli etken olarak
bildirilmistir (Malinovska vd., 2015). Ekstraksiyon esnasinda sicakligin artmasiyla
birlikte ¢oziicii difiizyon hizi ve kiitle transferinin yogunlagmasi bilesenlerin
¢ozlinmesine neden olmaktadir. Malinovska vd. (2015) ekstraksiyon sicakligi
20°C’den 50°C’ye yiikseldiginde meyve ve sebzelerden ekstrakte edilen
oligosakaritlerin konsantrasyonu 5,90+0,23'ten 7,554+0,32 ¢/100 g kuru agirhiga
yiikseldigini raporlamislardir. Jiang vd. (2009) logan meyvesi perikarpindan
oligosakkaritlerin ultrason destekli ekstraksiyonun parametrelerini optimize ederek
optimum sicakligin 65°C olarak tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Elecampane
(Inula helenium L.) koklerinden intilin ekstraksiyonunda sicakligin 80°C’ye
artirilmast  verimi %20,63 artirdigr rapor edilmistir. Ancak yiiksek sicakliklar,
elecampane koklerinde suda ¢oziiniir polisakkaritlerin  tahrip olmasina yol
acabilmektedir. Bu baglamda ekstraksiyon sicakliginin 60°C’nin iizerine ¢ikmasi
halihazirda mobilize edilmis oligosakkaritlerin es zamanli ayrigsmasini ve bitki
matrisinde hala mevcut olan oligosakkaritlerin bozunmasina sebep olabilecegi
belirtilmistir (Malinovska vd., 2015). Fruktooligosakkaritlerin en iyi hidrolizinin

60°C'de gerceklestigi sicaklik yiikseltildiginde ise buharlasma yoluyla ¢oziicii kaybi
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oldugu i¢in ekstraksiyon isleminin maliyeti artirdigir bildirilmistir (Matusek vd.,
2009).

E. spectabilis bitkisinden yapilan ekstraksiyonda sicaklik degerinin 20°C’den
60°C’ye ylikselmesi verim iizerinde lineer bir verim artisina neden olmustur (Sekil
4.1). Sicaklik parametresinin ekstraksiyon tizerindeki etkisi literatiir ¢aligmalariyla
uyumlu bulunmustur. Ancak 60°C iizerindeki sicakliklar iniilin tipi fruktan verimini
olumlu etkilemesine ragmen istenmeyen maddelerin ekstraksiyonunu artirabilecegi
ve iniilin tipi fruktanlarin basit sekerlere pargalanmasina sebep olabilecegi

bildirilmistir (Redondo-Cuenca vd., 2021).

Numune/su oranindaki artig; enerji transferini, kavitasyon hizinin ve uygulanan
ultrason giictindeki yogunlugu olumsuz yonde etkilemektedir (Esmaeili vd., 2021).
Numunelerin yeterince ¢oziinmemesi veya seyreltilmis bir ekstraksiyon ortamu,
ultrason giiciiniin bitki kok hiicre duvarlarina yeterli etki ve kavitasyon olusturmasini
engelleyebilmektedir (Dzah ve Dzigbor, 2023; Marhamati vd., 2020). Flores Giron
vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada Agave (Agave tequilana) bitkisinden fruktan
ekstraksiyonu igin en uygun konsantrasyonun 10 mL/g oldugunu raporlamislardir.
Benzer bir sekilde Sagcan vd. (2024) hindiba koklerinden iniilin ekstraksiyonu
caligmasinda, en diisiik sivi-katt oraninin (10:1 mL/g) ekstraksiyonda en yiiksek
iniilin verimi ile sonug¢landig1 raporlamiglardir. Fu vd. (2018) Codonopsis pilosula
koklerinden elde edilen iniilin tipi fruktanin maksimum verimini arastirdiklarinda,
su/numue oraninin 40mL/g’dan 60mL/g’a ¢ikarmalar1 ekstraksiyon vermini yalnizca
0,16 artirdigin1 bulmuglardir. Bu baglamda daha fazla sulu ¢ozelti konsantrasyonu
kullanmak gii¢, zaman ve ekonomik ag¢idan olumsuz etki yaratmaktadir. E.
spectabilis bitkisinden yapilan ekstraksiyonda numune/su oran1 1:10 seviyesinden
1:36 seviyesine artirildiginda ekstraksiyon veriminde diisiis gozlemlenmistir. Bu
sonuglar E. spectabilis koklerinden elde edilen inulin tipi fruktanin sulu ortamda
kolay c¢oziinebilecegini gostermekte ve literatiir c¢alismalariyla da uyumluluk
gostermektedir. Bu veriler ekonomik acidan daha diisiik konsantrasyonlarda
ekstraksiyon prosediiriin saglanmasimnin endiistriyel Olcekte uygulamaya daha

elverigli oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.2. Coziicii miktarmin (mL) % ekstraksiyon verimi {izerine etkisi.

Ultrason destekli prebiyotik ekstraksiyonunda zaman parametresi bitkisel prebiyotik
kaynagina gore degisiklik gostermekle beraber diger ekstraksiyon yontemlerine
kiyasla kisa siirede yiliksek verim elde etmeyi hedeflemektedir (Jovanovic-
Malinovska vd., 2015; L. Tang vd., 2023). Ultrason destekli ekstraksiyon metodunda
ekstraksiyon siiresi arttikga ortamda istenmeyen bilesiklerin artma riski de ortaya
¢ikmaktadir (Hernandez-Hernandez vd., 2012). Tang vd. (2023) hindistan cevizi
kabuklarindan oligosakkarit ekstraksiyonu ¢alismasinda maksimum verimini 5.
dakikada gozlemlemislerdir. Malinovska vd. (2015)’nin yaptiklar: bir ¢alismada 10.
dakikadan sonra oligosakkaritlerin ekstraksiyonunun 30.dakikaya kadar sabit bir
kuru madde (7,33+0,22 g/g) igerdigini belirlemislerdir. Benzer bir sekilde Rahim vd.
(2022) sarimsak tozundan elde ettikleri fruktooligosakkaritlerde 15 dakikalik
sonikasyon isleminde %7,19’luk maksimum verim elde etmislerdir. Ultrasonik stire
artttkga 20 dk civarinda maksimum seviyede oligosakkarit verimi Lin vd. (2016)
yaptiklart ¢alismada ultrasonik siire yaklagik 20 dk verim maksimum seviyeye
ulagirken, 20. dakikadan sonra oligosakkaritler bozuldugu i¢in verimin diistiigiinii
tespit etmislerdir. Calismamizda E. spectabilis bitkisinden yapilan ekstraksiyonda
10-15 dakikalar1 arasinda verimin lineer olarak arttigi, 15-30 dakika arasinda ise
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sadece %2’lik verim artis1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3). Siire parametresi UDE
optimizasyonu c¢alismasinda tek basina anlamli (P = 0,085) bir etki
gostermemektedir. Bu veriler ekonomik agidan daha kisa silirede ekstraksiyon
prosediiriin saglanmasinin endiistriyel dlgekte uygulamaya daha elverisli oldugunu

gostermektedir.
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[F¥]
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rh
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% Ekstraksivon Verimi

34,0

10 15 20 25 30
Siire

Sekil 4.3. Siirenin % ekstraksiyon verimi lizerine etkisi.

4.2.2 Box Bhenken tasarimu ile iniilin tipi fruktan ekstraksiyon kosullarinin

optimizasyonu

E. spectabilis bitki kokiinden iniilin tipi fruktan ekstraksiyon parametrelerini
optimize etmek i¢in yiizey RSM Box Bhenken tasarimindaki (Cizelge 3.5) kosullar
test edilmistir. Deney parametreleri kuadratik modeller ile tasarima uygulandiginda
anlamli sonuglar elde edilmistir (R? = 0,9660). Yamt degisken parametrelerinin her

biri i¢in ikinci dereceden kuadratik polinom modeli olusturulmustur (Es. 4.1).

Y = 12,01 + 0,540X, — 0,048X, + 1,031X; — 0,00049X2 + 0,01358X2 +
0,00646X2 — 0,00492X, * X, — 0,01039X, * X5 — 0,03209X, X5 (4.1)
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Y: tahmin edilen ekstraksiyon verimini, X1: Sicaklik (°C), X2 Ciris:su oran1 (a/h),
X3: Siire (dakika) ifade etmektedir.

Polinom denklemi, tiim ekstraksiyon parametreleri i¢in uygulandiginda elde edilen
tahmini % ekstraksiyon verimleri Cizelge 4.2°de belirtildigi lizere deneysel verilerle
uyumluluk gostermistir. Iniilin tipi fruktanin E. spectabilis bitkisinden ekstraksiyonu
icin Box Bhenken tasarimi ve kuadratik modele gore olusturulan optimizasyona ait

ANOVA verileri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Iniilin ekstraksiyonu igin kuadratik modele gére olusturulan ANOVA

verileri.

Sum of DF Meansquare  F-degeri P-degeri Prob>

squares (Ortalamanin F(Olasilik)

(Kareler Karesi

Toplam)
Model 267,91 9 29,77 15,79 0,004
X1-Sicaklik 98,09 3 98,09 52,03 0,001
Xz-Konsantrasyon 63,44 1 63,44 33,65 0,002
Xs-Siire 8,62 1 8,618 4,57 0,086
X1 X1 0,14 1 0,14 0,07 0,797
XaXo 14,13 1 14,13 7,49 0,041
X3X3 1,54 1 1,54 0,82 0,407
X1 X2 5,58 1 5,58 2,96 0,146
X1X3 17,28 1 17,28 9,16 0,029
XaX3 59,33 1 59,33 31,47 0,002
Error 9,43 5 1,89
Lack-of-Fit 9,42 3 3,14 1973,62 0,001
Pure Error 0,00 2 0,00
Total 277,34 5

DF (serbestlik derecesi), degiskenler i¢in benzer degerlere sahip belirli bir ¢aligmanin tasarlanan
modelde tekrarlanma sayist ile belirlenir

F degeri, gruplar arasindaki degiskenligin grup ig¢indeki degiskenlige oranidir.
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P degeri, testlerinde elde edilen istatistiksel degerlerin anlamliligini belirlemek i¢in kullanilan
istatistiksel olgiidiir.

ANOVA (Analysis of Variance), genellikle gruplar arasindaki farkliliklart veya
gruplar arasindaki ortalamalar arasindaki anlaml farklar: tespit etmek i¢in kullanilan
istatistiksel bir yontemdir (Zondervan-Zwijnenburg vd., 2022). ANOVA'daki P
degeri, test edilen degiskenlerin, verilerdeki rastgelelikle karsilastiran bir F testinden
elde edilen istatistiksel olgtidiir. Bu deger, test edilen parametrelerin etki {izerindeki
onemini belirlemek igin kullanilmaktadir (Sandhu vd., 2021). P degeri, yapilan test
tizerindeki etkisini belirlemek igin kullanilan bir kriterdir. P degeri 0,05'ten kiiglik
oldugunda, test edilen gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu kabul edilmektedir. P degeri 0,05'ten biiyiikse, test edilen etkinin verilerde
istatistiksel olarak anlamli olmadigi ve hipotezin iizerinde bir etkisinin olmadigi
kabul edilmektedir (Chakkera vd., 2016; Quatto vd., 2022).

Cizelge 4.2 incelendiginde, modelin istatistiksel anlamliligin1 belirten F degeri ve
buna karsilik gelen P degeri verilmistir. Modelin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir (F=15,79, P=0,004). Modelin sahip oldugu P=0,004 degerindeki
uyum eksikligi, modelin X1, X2 ve Xs degiskenlerinin herhangi bir kombinasyonu
altinda inilin tipi fruktan verimini tahmin etmek i¢in yeterli oldugunu
dogrulamaktadir. Lineer etkiler (X1, X2, X3) incelendiginde, sicaklik, siire ve
konsantrasyon parametrelerinin istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir
(P<0,05). Kare etkiler incelendiginde (X1*X1, X2*X2, X3*X3) sadece X2*Xz (¢iris:su
oranmin karesi) anlamli bulunmustur (P=0,041). iki degisken arasindaki etkilesimler
incelendiginde X1*Xsz X2*Xs degerlerinin anlamli; sirasiyla, P=0,029, P=0,002,
X1*X2, degeri (P=0,146 anlamli olmadig1 yani ekstraksiyon verimine etkisinin disiik

oldugu anlagilmaktadir.

RSM analizinde R? degeri, modelin veri setindeki modelin tahmin giiciinii ve
dogruluguna dair bilgi vermektedir. Daha yiiksek R? degeri genellikle daha dogru bir
model ile iliskilendirilmektedir. Yapilan RSM calismasinda modelin R? degeri 96,60
ile yiiksek bir model performansi sergilemis ve toplam varyasyonlarin yalnizca

%3,4’tiniin model tarafindan agiklanamayacagini gostermektedir.
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Sekil 4.4. ikili faktdrler arasindaki etkilesimlerin 3 boyutlu tepki yiizey grafikleri,

4.4A: Sicaklik (°C) — Ciris:su orami (a/h); 4.4B: Sicaklik (°C) — Siire
(dk); Siire (dk) — Ciris:su orani (a/h) etklilesimini gostermektedir.
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Ug boyutlu RSM grafikleri, deney tasarimindaki bir parametrenin sifir seviyesinde
(deneme araliginin merkez noktasinda) sabit tutulup diger iki parametrenin interaktif
etkilerinin test cevabi {izerindeki etkilerini incelemeyi kolaylastirmaktadir (Giordano
ve Saporta, 2007).

Bagimsiz  degiskenlerin  ekstraksiyon verimi {izerindeki interaktif etkileri
incelendiginde (Sekil4.4); ekstraksiyon sicakliginin numune/su orani ile ikili iliskisi

anlamli olmadig: (P =0,146) tespit edilmistir.

» Ekstraksiyon siiresinin sifir noktasinda (24 dk) sabit tutuldugunda,
ekstraksiyon sicakliginin (°C) ve giris:su oranmin (a/h), iniilin tipi fruktan
ekstraksiyonun yiizde verimi tiizerindeki etkileri Sekil 4.4A grafiginde
verilmigtir. Grafik incelendiginde ekstraksiyon siiresi 20 dk’da sabit
tutuldugu kosulda, ekstraksiyon sicakliginin (°C), ¢irig:su orani ile interaktif
etkileri anlamli olmadig1 (P = 0,146) tespit edilmistir. Konsantrasyondaki
degisiklik, sicakligin ¢ozeltideki dagilimda bir etkisi olmayacagi i¢in verim
tizerinde bir degisiklik beklenmemesiyle agiklanmaktadir.

» Ekstraksiyon c¢irig:su oranmin sifir noktasinda (1/24) sabit tutuldugunda,
ekstraksiyon sicakliginin (°C) ve siiresinin (dakika), iniilin tipi fruktan
ekstraksiyonu yilizde verimi {zerindeki etkileri Sekil 4.4B grafiginde
verilmistir. Grafik incelendiginde ekstraksiyon konsantrasyonu 1:24 sabit
tutuldugu kosulda, ekstraksiyon sicakliginin artmasi ve siirenin (dakika)
azalmasiyla iniilin tipi fruktanin ekstraksiyonun yiizde veriminde anlaml (P
= 0,029) bir artig oldugunu ortaya koymaktadir.

» Ekstraksiyon sicakligi 30°C’de sabit tutuldugu sifir noktasinda, ekstraksiyon
siiresinin ve ¢irig:su oraninin interaktif iliskisi Sekil 4.4C grafiginde
verilmistir. Grafik incelendiginde ekstraksiyon sicakligi 30 (°C)’ de sabit
tutuldugu kosulda, siirenin artmasi ve ¢irig:su oraninin azalmasiyla iniilin tipi
fruktan ekstraksiyonun yiizde veriminde anlamh (P = 0,002) artis oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.5. ikili faktorler arasindaki etkilesimlerin contour plot grafikleri, 4.4A:
Sicaklik (°C) — Cirig:su oran1 (a/h); 4.4B: Sicaklik (°C) — Siire (dk); Siire
(dk) — Ciris:su orani (a/h) etklilesimini gostermektedir.
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Contour plot grafikleri, ti¢c boyutlu verilerin iki boyutlu olarak incelenebilmesine

olanak saglamaktadir.

X ve Y eksenindeki degiskenler (sicaklik (°C), giris:su orani (a/h), siire (dakika)
interaktif iliskisinin, Z eksenindeki (% ekstraksiyon verimi) tizerindeki etkileri Sekil

4.5’ de verilmistir. Contour plot grafikleri incelendiginde;

» Sekil 4.5A’da verilen ekstraksiyon siiresinin (dakika) ve c¢iris:su (a/h)
oraninin interaktif iligkisi incelendiginde; maksimum yiizde ekstraksiyon
verimi mor bolge ile ifade edilmis olup %42,5’ten biyik oldugu
gbzlenmistir. Bu baglamda, silirenin artmasi Ve ¢irig:su oraninin azalmasiyla
ekstraksiyon yiizde verimi iizerinde anlamli (P = 0,002) bir artis oldugunu

gostermistir.

» Sekil 4.4B’de verilen ¢iris:su oran1 (a/h) ve sicakligin (°C) interaktif iligkisi
incelendiginde; maksimum yiizde ekstraksiyon verimi mor boélge ile ifade
edilmis olup %42,5’ten biiyiik oldugu gozlenmistir. Ancak bu veriler anlaml
bulunmamistir (P = 0,146). Bu durum; ¢iris:su oranindaki degisikligin,
sicakligin ¢ozeltideki dagiliminda etkisi olmayacag igin verim tiizerinde bir

degisiklik beklenmemesiyle agiklanmaktadir.

» Sekil 4.4C’de verilen ekstraksiyon siiresinin (dakika) ve sicakligin (°C)
interaktif iliskisi incelendiginde; maksimum ekstraksiyon yiizde verimi mor
bolge ile ifade edilmis olup %42,5 den biiyik bulunmustur. Bu baglamda,
ekstraksiyon islemi sicakligin yiikselmesiyle, siirenin orta seviyelerinde
gerceklestiginde yiizde ekstraksiyon verimi tizerinde anlamli (P = 0,029) bir

artis gozlemlenmistir.

Minitab-19 programi araciligiyla yapilan tiim optimizasyon verileri dahilinde,
maksimum % ekstraksiyon veriminin gerceklestigi deneysel veriler Cizelge 4.3’te,

optimizasyon sonucu ¢oklu yanit tahmini ise Cizelge 4.4’ te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Maksimum ekstraksiyon kosullar1 ve % ekstraksiyon verimi.

Deney modeli  Sicakhik (°C) Ciris:su oram Siire (dakika) %oEkstraksiyon
(a/h) verimi

7 60 1:12 20 44,94

Cizelge 4.4. Minitab coklu yanit tahminine gore ekstraksiyon kosullari ve %
ekstraksiyon verimi.

Parametreler Degerler

Sicaklik (°C) 60

Cirig:su orani (a/h) 1:12

Stire (dakika) 30

Response (yanit) Fit SE fit %095 CI %095 PI
(Uyum) (Standart (Giiven (Tahmin

hata) arahg) arahg)
% Ekstraksiyon 46,98 1,62 (42,81; 51,15) (41,52; 52,45)
verimi

Box Bhenken deney dizayni araciligiyla belirlenen (Cizelge 3.6) 15 deneme deseni
test edilmistir. En yiiksek yilizde ekstraksiyon verimi model 7 de verilen; 60 (°C),
1:12 (a/h), 20 dk kosullar1 altinda gergeklesmis olup %44,94 iniilin tipi fruktan
ekstraksiyonu verimi elde edilmistir (Cizelge 4.3). Minitab ¢oklu yanit tahminine
gore (Cizelge 4.4) en yiiksek ekstraksiyon veriminin; 60 (°C), 1:12 (a/h), 30 dk
kosullar1 altinda %41,52 ile 52,45 araliginda tahmin edilmis ve verimin %46,98
olacagi program tarafindan belirlenmistir. Bu deney modeli test edildiginde
ekstraksiyon verimi  %46,02 tespit edilmistir. Bu sonuglar optimizasyonun

dogrulugunu ve gilivenilirligini gostermektedir.

Bitkisel kaynakli prebiyotik ekstraksiyonunun optimizasyonu; ekstraksiyon
yontemine, bitkinin tiiriine, toplanma zamanina ve bitki boliimiine gore degisiklik
gostermekle beraber ekstraksiyonu etkileyen degisken kosullarin interaktif iliskileri

de verimi etkilemektedir. Prebiyotiklerin ekstraksiyon kosullarmin optimize
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edilmesine yénelik literatiir calismalar1 incelendiginde; Pourfarzad vd. (2015) Iran
pazarindan temin edilen ¢iris kok tozlarindan ultrason destekli prebiyotik
ekstraksiyonun optimizasyonunu test ettiklerinde; sicakligin 60°C, siirenin 30dK,
sonikasyon genliginin %79,97 olarak test edildigi optimum ekstraksiyon kosullarinda
maksimum ekstraksiyon veriminin %59,97 oldugunu raporlamislardir. Benzer
ekstraksiyon kosullarinin test edildigi Lingyun vd. (2007)’nin yapmis oldugu
calismada, yer elmasindan iniilin ekstraksiyonunda optimum kosullar 76,65°C, 20 dk
ve 10:1 mL/g sivi-katt oran1 olarak bildirmistir. Bu baglamda azalan
konsantrasyonlarda, ylikselen sicaklik seviyesinde ve orta seviyedeki siire kosullar
altinda yiizde ekstraksiyon veriminin elde edilmesi tez calismasiyla uyumluluk

gostermektedir.

4.3 Iniilin Tipi Fuktan ES’nin Kimyasal Karakterizasyonu

4.3.1 Polimerizasyon derecesinin belirlenmesi

Prebiyotik oligosakkaritlerin zincir uzunlugu yani polimerizasyon derecesi (PD),
oligosakkarit kaynagina, hasat zamanina ve depolama siiresine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Iniilin tipi fruktanlar, B-(2-1)-glikozidik baglarla bagl
olan fruktoz zincirlerdir ve polimerizasyon derecesi 3-60 arasinda degismektedir
(Pompei vd., 2008; Tarone vd., 2021).

Polimerizasyon derecesi, toplam karbonhidrat miktarinin toplam indirgeyici seker
miktarma oraniyla tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin biitin model
denemeleri incelendiginde; polimerizasyon derecesi 32+2 ile 5841 arasinda
degisiklik gostermektedir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda ekstrakte edilen ve tez
calismasinda kullanilan iniilin tipi fruktan ES’lerin polimerizasyon derecesinin ise

57+1 zincir uzunlugunda oldugu tespit edilmistir.

Pompei vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada iniilin tipi fruktan (PD>10) ve kontrollii
hidroliz ile iniilinin hindiba koklerinden elde edilen oligofruktozlarin (OF) (PD 2-9)
polimerizasyon derecesinin bifidobakteriler ile laktobasiller lizerindeki prebiyotik
etkisi arastirilmistir. Bu arastirmacilar Bifidobacterium ve Lactobacillus'un 12 saatlik
fermantasyonu test edildiginde, OF igeren besiyeri ortaminda HSI igeren besiyeri

ortamina kiyasla bakteri canliliklariin daha fazla oldugu ancak 48 saatlik
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fermantasyon sonrasi HSI igeren besiyeri ortaminda OF igeren besiyeri ortamina
kiyasla daha fazla oldugunu tespit etmiglerdir. Bu sonuglar zincir uzunlugu arttikca
prebiyotiklerin probiyotik bakteriler tarafindan metabolize edilme hizlarinin
diismesini ancak uzayan fermantasyon kosullarinda yiiksek PD seviyelerindeki
oligosakkaritlerin probiyotik bakteriler tarafindan daha ¢ok kullanildiginm
gostermektedir (Tarone vd., 2021; Van de Wiele vd., 2007). Yapilan tez
caligmasinda iniilin tipi fruktan ES’nin yiliksek polimerizasyon derecesine sahip
olmasi, yogurt gibi fermente gida {iriinlerinde kullanildiginda ortamdaki faydali
mikroorganizmalarin gelisimini uzun siire destekleyecegi icin gida katki maddesi

olarak kullanilmas1 dnerilmektedir.
4.3.2 Iniilin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi

Dondurularak kurutulmus tozlarin suda ¢oziiniirliik degeri, iniilin gibi prebiyotiklerin
gidalarda ve sinbiyotik uygulamalarda kullanimi termal stabiliteyi artirmaktadir.
Ayn1 zamanda depolama ve gida matrislerine salinma sirasindaki stabilite icin suda
¢cOzliniirlik onemli goriilmektedir (Dantas vd., 2021). Prebiyotiklerin suda
¢Oziiniirliigli, probiyotik bakteriler tarafindan faydali kisa zincirli yag asitlerine
fermente olmalarini kolaylastirarak metabolik siireglere, glikoz homeostazina ve
bagirsak mikrobiyom sagligina yardimci olacagindan 6nemli bulunmaktadir (Mundi

vd., 2017; Tarone vd., 2021).

Liyofize inulin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziniirliik degeri Bolim 3.2.4.4’de
anlatildig1 gibi belirlenmis ve % suda ¢oziiniirliikk degeri %88,05+0,3 oldugu tespit

edilmistir.

Fruktooligosakkaritler yliksek suda ¢o6ziiniirliikk degerine sahip prebiyotiklerdir. Hazir
toz igecekler i¢in uygun olup iiriin ¢oziliniirliigiinii artirmaktadirlar (Sebastian vd.,
2019). Inulin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziiniirliigii %88,05+0,3 degeri ile yiiksek
seviyede ¢oziiniirliik gostermistir. Bu sonuglar E. spectabilis’den ekstre edilen iniilin
tipi fruktan ES’nin gida uygulamalarinda kolay dagilimi sayesinde yiiksek aktivite

gosterebilecegi gostermektedir.

Liu vd., (2021) yaptiklar1 ¢alismada, ultrason destekli ekstraksiyon sonrasi liyofilize
edilen Platycodon grandiflorus bitki kok tozunun %89,8+1,18 suda ¢ozinirlik
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indeksi gosterdigi tespit edilmistir. Benzer bir ¢alisma olan dondurularak kurutma
islemiyle elde edilen Hericium erinaceum tozlarinin suda ¢6ziintirlik indeksi
53,1+£2,37 olarak belirlenmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde,
liyofilize inulin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziiniirlik indeksi ¢alismalarla uyumlu
bulunmus ve bazi bitki koklerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Gida
uygulamalarinda kullanimi i¢in oldukg¢a avantajli olabilecek inulin tipi fruktan
ES’nin tiiketim sonrasinda probiyotik bakteriler tarafindan kolay fermente

edilebilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin su tutma Kapasitesi (STK) ve yag tutma

kapasitesi (YTK)’nin belirlemesi
Prebiyotik bilesiklerin su tutma kapasiteleri;

e Bagirsaklarda su emilimini artirmasina ve gaitanin yumusak olmasina
yardimc1 olarak bagirsak hareketlerini diizenler ve kabizlik probleminin
onlenmesine yardimci olmaktadir (McBurney vd., 1985).

e Probiyotik bakteriler tarafindan fermantasyona ugramalarini saglayarak
yararli bagirsak bakterilerinin gelisimini desteklemektedir (Windey vd.,
2014).

e Yiiksek su tutma kapasitesine sahip prebiyotik bilesikler tokluk hissini
artirarak kilo kontroliine yardime1 olmaktadir (Cheng vd., 2020).

e Bagirsakta enterositlerin ¢ogalmasini tesvik ederek minerallerin emilimine
destek olmaktadir (Scholz-Ahrens vd., 2007).

e Termal stabiliteyi dengeleyerek gidalarda depolama  stabilitesini
artirmaktadir (Schmitz vd., 2021).

e Sinbiyotik olarak prebiyotik kullamiminda, su tutma kapasitesi

mikrokapsiillerde depolama stabilitesini iyilestirmektedir (Verruck vd.,
2018).

Prebiyotik bilesiklerin yag tutma kapasite yeteneklerti;
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e (Gida uygulamarinda, pisirme sirasinda gidalardaki yag kaybini azaltmak,
emiilsiyonlar stabilize etmek ve raf omriinii iyilestirmektedir (Elleuch vd.,

2011).

Liyofilize iniilin tipi fruktan ES’nin STK ve YTK degerleri B6liim 3.2.4.5’de verilen

metoda gore test edilmis ve sonuglar Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5. Liyofilize inulin tipi fruktan ES’nin STK ve YTK degerleri.

Yag tutma kapasitesi

Su tutma kapasitesi (g/g) (9/0)

. 6,71+0,12 4,80+0,01
Iniilin tipi fruktan ES

Phat vd., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Hericium erinaceum bitkisinin farkli
seviyelerde 6giitiilen 4 toz 6rneginin su tutma kapasiteleri incelendiginde; maksimum
su tutma kapasitesini 7,56+0,15 g/g olarak diisiik seviyede ogiitiilen tozda (5000
rpm) minimum su tutma kapasitesinin ise  4,81+0,04 g/g yiiksek seviyede Ogiitiilen
(9000rpm) tozda oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar yapilan bu ¢alismadaki
ogiitme islemi tozlarin partikiil boyutunun kiiciilmesine buna bagli olarak da
partikiillerin daha az su tutmasina sebep oldugunu belirtmislerdir. Ahududu diyet
liflerinin su ve yag tutma kapasitelerinin arastirildig1 ¢aligmada, toplam diyet lifi ve
¢oziinebilir diyet liflerinin su tutma kapasiteleri; 5,3+0,3 g/g ve 10,4+0,4 g/g, yag
tutma kapasiteleri ise 3,9+0,5 g/g ve 1,6+0,1 g/g olarak tespit edilmistir (Baenas vd.,
2020). Iniilin tipi fruktan ES’nin liyofilize tozlarmin yapilan bu calismaya kiyasla
daha az su tutma kapasitesi sergilemesi uygulanan ekstraksiyon ydnteminin,
kaynagin ve partikiil boyutunun farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Tez calismasina benzer bir ¢alisma olan ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
portakal kabugundan elde edilen prebiyotik kaynaklarinin su tutma kapasiteleri
8,52+0,23 g/g ve yag tutma kapasitesi 7,78+0,29 g/g olarak belirlenmistir (Zhou vd.,
2023). Su ve yag tutma kapasiteleri prebiyotik bilesenin parcacik boyutu ile
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iligkilidir. Daha kiiciik parcacik boyutlar1 daha fazla yiizey alanina sahip olacagindan
su ve yagt daha fazla absorplama yetenegi gostermektedir. Ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi diisiik pargacik boyutlu bilesenlerin elde edilmesinde avantajhi
bir yontemdir. Yapilan literatliir caligmalar1 incelendiginde farkli metotlar
kullanilarak farkli su tutma ve yag tutma kapasitesi tespit edilmistir. Tez
calismasinda arastirmalarda ise iniilin tipi fruktan ES’nin su tutma (6,71+0,12 g/g) ve
yag tutma kapasitesi (4,80+0,01 g/g) benzer metotlar uygulayan arastirmalardan elde

edilen sonugclar ile uyumlu ve yiiksek bulunmustur.
4.3.4 Inulin tipi fruktan ES’nin nem iceriginin belirlenmesi

Koklerden saglanan prebiyotiklerin nem igerigi, bitki tiiriine ve formiilasyonuna
bagh olarak degisiklik gostermektedir. Prebiyotikler ilave edildikleri gidalarda ve
sinbiyotik tiriinlerde nem igerigini etkilemektedir. (Zheng ve Li, 2009). Bagirsak
sagligin1 ve genel refahi tesvik etmek amaciyla kokten ekstre edilen prebiyotiklerin
etkinligini saglamak i¢in nem seviyelerinin dogru oOl¢iimii ve kontrolii onemli
goriilmektedir. Gidalardaki nem igerigi, gidanin kalitesini, tadini, dokusunu ve raf
omriinii etkilemektedir. Diisiik Seviyedeki nem igerigi, gidadaki su aktivitesini
azaltmakta bu da mikrobiyal biiylimeyi ve bozulmay1 kontrol altina almada énemli

bulunmaktadir (Cruz-Paredes vd., 2021).

Liyofilize inulin tipi fruktan ES’nin nem igerigini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada
4 saat kurutma igleminden sonra tartilan aliiminyum plagin agirligi 0,9423 g, 30 dk
sonrasi tartilan agirlik 0,9407 g ve agirligin sabit seyrettigi seviye ise 0,9405 olarak
tespit edilmistir. Es. 3.5’e gore drneklerin nem degerleri yiizdece hesaplanarak nem

miktar1 % 6,18+0,12 olarak belirlenmistir.

Hilman vd., (2018)’nin yaptiklar1 ¢alismada, gembili kokiinden ultrason destekli
ekstraksiyon sonrast gembili kok tozlarmin nem igerigini %11,48 olarak tespit
etmislerdir. Prebiyotik iniilin kaynagi olarak en ¢ok tercih edilen hindiba kok
tozunun nem igerigi ise %5 olarak bulunmustur. Pourfarzad vd., (2015) liyofilize
¢iris tozlarmin nem igerigini %6,5 olarak belirlemistir. Literatiir caligmalar
incelendiginde inulin tipi fruktan ES’nin nem igerigi gida triinlerinde kullanim

acisindan avantajli olacagi 6n goriilmektedir. Diisiik nem oranina sahip inulin tipi
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fruktan ES’nin eldesindeki en Onemli etken liyofilizasyon islemi oldugu
diistiniilmektedir. Liyofilizasyon islemi, E. spectabilis ekstrelerinde bulunan nemi
once dondurulur ardindan siiblimlestirerek sicak hava ile kurutma sirasinda

ekstredeki nemi buharlasma ile uzaklastirmaktadir.
4.3.5 Inulin tipi fruktan ES’nin sisme kapasitesinin belirlenmesi

Sisme kapasitesi, belirli malzemelerin 6nemli miktarlarda su veya diger sivilari
emme ve tutma yetenegini ifade etmektedir. Prebiyotiklerin sisme kapasitesi, gida
uygulamalarinda islevsellik ve etkinlik acisindan Onemli bir parametredir.
Aragtirmalar, prebiyotik bilesenlerin sisme kapasitesinin probiyotik bakteri canlilig
ve etkinligi tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir (Huq vd., 2016). Ayni zamanda
gida uygulamalarinda prebiyotiklerin sisme kapasitesi tliketimi sonucu tokluk
stiresini artirdig1 ve gidanin fiziksel 6zelliklerini iyilestirdigi de bildirilmistir (Tan

vd., 2016).

Liyofilize inulin tipi fruktan ES’nin sisme kapasitesi Bolim 3.2.4.7°de anlatildig
gibi belirlenmis ve sisme kapasitesi 2,6 mL/g olarak tespit edilmistir. Castaneda-
Salazar vd., (2023)’nin yaptiklari caligmada Agav fruktanlarmin karakterizasyonu
yapilmis ve sisme kapasitesi 0,79 + 0,40 mL/g olarak bildirilmistir. Bir bagka
calismada ahudududan elde edilen ¢oziilebilir oligosakkaritlerin sisme kapasitesi 2,0
+ 0,0 mL/g olarak bulunmustur (Baenas vd., 2020). El-Kholy vd., (2023) hindiba ve
enginar koklerinden ekstre ettikleri iniilin tozlarmin sisme kapasitelerini sirastyla
1,50 mL/g ve 1,75 mL/g belirlenmistir. Bu baglamda liyofilize inulin tipi fruktan ES
yuksek sisme kapasitesi gostermis olup gida ve saglik uygulamalarinda ticari

prebiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
4.3.6 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) analizi

Kizilotesi Spektrofotometresi (FTIR) analizi, fonksiyonel gruplarin varligina dayali
olarak polisakkaritlerin hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in uygun bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Polisakkaritlerin igerdigi -OH gruplarinin geometrisinden ve
karbon iskeletindeki C-O, C-C ve C-H baglarinin konfigiirasyonundan yararlanilarak

polisakkarit yapis1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
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Iniilin tipi fruktan ES’nin FTIR ile yapilarindaki temel islevsel gruplarin belirlenmesi
amaciyla Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR spektroskopisinde ATR 6rnekleme probu
kullanilarak 400 cm™- 4000 cm™ frekans araliginda tarama hizmet alimi ile yapilmis
ve elde edilen pikler Sekil 4.6° da vermistir. Ayrica, karakteristik pikler 6zetlenmis
ve Cizelge 4.6°de verilmistir. 3000-3500 cm™ civarindaki genis bant O-H egilme
titresimlerine ait oldugu ayni zamanda karbonhidrat ve seker halkalarna ait olan
hidroksil gruplar1 (O-H) dahil olmak {izere hidroksil gruplarinin gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. 2800-3000 cm™ arasinda gozlenen bant alifatik C-H baglarinin
gerilme ve Dbikiilme titresimlerine ait oldugu belirlenmistir. C-O gerilme
titresimlerine ait bant 1633 cm™” de keskin bir bant olarak gériilmektedir. Bu bantlar
polisakkaritler icin karakteristik 6zellik gdstermektedir. 1381 cm™ civarindaki
bantlar fruktoz halkasindaki C-H, C-Hz ve O-H gruplarinin diizlem igi biikiilme
titresimlerine ve i¢ deformasyonlarina ait oldugu tespit edilmistir. Oligosakaritlerin
sulu ¢ozeltilerindeki C-O-C glikosidik baglantisinin C-O titresimleri 1019 cm™
spektral aralikta keskin bir bant olarak tespit edilmistir. 1550 cm™ araliginda proteine
karsilik gelen bantlar, 1250 cm™ araliginda niikleik asitler ve 2030 cm™ araliginda
lipitler gdzlenmemektedir. 1019 cm™ araliginda belirgin bantta gozlenen spektrum
C-O varligin1 ifade etmektedir. Bu sonuglar numunelerin safligini dogrulamaktadir.
E. spectabilis bitki koklerinden elde edilen iniilin tipi fruktan ES’nin FTIR
analizlerinden elde edilen sonuglar enginar, bugday kepegi, hindiba ve bambu
fruktanlari i¢in elde FTIR spektrumlariyla benzerlik gostermektedir (Azmi vd., 2012;
Velazquez-Martinez vd., 2014; Wang vd., 2009; Wu ve Lee, 2000).

59



Cizelge 4.6. Iniilin tipi fruktan ES nin karakteristik FTIR pikleri.

Iniilin tipi
fruktan ES Pik tanimm
(cm™)
H-bag1 yapmis ve yapmamis -OH gerilme
1 3280 o
titresimi

2 | 2800-3000 -C-H gerilme titresimleri

3 1600 Bagli su

4 1381 C-C egilme titresimi

b 1200 C-O-C glikozidik bag titresimi

6 700-800 a-glikozidik bag
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Sekil 4.6. Iniilin tipi fruktan ES nin FTIR kromatogramlari.
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4.3.7 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin spektrum analizlerinin molekiil alt birimlerinin yapisinin
belirlenmesi igin tek boyutlu (1D) *H ve *C NMR spektrum analizleri hizmet alim1
ile Dbelirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile monomer analizi birlikte
degerlendirilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin proton spektromu (Sekil 4.7)
incelendiginde, anomerik bolgede 5,37 ppm seviyesinde gézlenen spekturumun alfa
konfigiirasyonunda oldugu belirlenmistir. HL NMR spektrumunda, tekrarlanan ve
yiiksek seviyelerde gozlenen 3,26-3,76 seviyelerindeki pikler ise tekraralanan bir
monomer birimini ifade etmektedir (—1)-p-D-Fruf-(2 — 1)-B-D-Fruf-(2 —). Iniilin
tipi fruktan ES’nin yapisinda bulunan monomerlerin hidrojenlerine ait piklerin
kimyasal kayma degerleri (Cizelge 4.7) literatiirlerdeki (Shan vd., 2022; Liv vd.,
2018) kimyasal kayma degerleriyle uyumludur.

Cizelge 4.7. Iniilin tipi fruktan ES’nin yapisinda bulunan monosakkaritlerin H1

protonlarina ait kimyasal kayma degerleri.

Kimyasal kayma degerleri
Monomer
(ppm)
a-D-Glep-(1-) 5,37
-B-D-Fruf-(2—1) 3,26- 3,76

Iniilin tipi fruktan ES’nin 13C NMR spektrumlar1 incelendiginde (Sekil 4.8),
anomerik karbonun karakteristik tepe noktalarint (6 97,99) ve oksijene bagh seker
halkas1 karbonlarini (8 60,53-80,99) ve a 92,02 ppm'de bir tepe noktasini igeren alti
baskin karbon sinyali gozlenmistir. 97,99 ppm de gozlenen pik degeri ana seker
kalintis1 olan 2,1-B-D-Fruf monomer baglantisina, 92,02 de gbzlenen pik degeri ise 1-
0-D-Glcp baglantisina atfedilmistir (Wang vd., 2022). Iniilin tipi fruktan ES’nin
yapisinda bulunan monomerlerin 13C kimyasal kayma degerleri, ticari iniilin’in

literatlirlerdeki kimyasal kayma degerleriyle uyumludur (Cizelge 4.8). NMR
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sonuclarint degerlendirdigimizde ciris bitkisinden ekstrakte edilen iniilin tipi fruktan

ES'nin inulin tipi fruktan yapisinda oldugunu 6nerebiliriz.
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Sekil 4.7. Iniilin tipi fruktan ES nin 1H-NMR spektrumu.
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Cizelge 4.8. Iniilin tipi fruktan ES’nin yapisinda bulunan monosakkaritlerin C13

Karbon atomu Kimyasal kayma (ppm)
Iniilin tipi fruktan ES Ticari Iniilin (Franken
vd., 2013)

C1 60,53 60,9

C2 97,99 103,3

C3 75,87 77,0

C4 74,07 74,3

C5 80,99 81,1

C6 63,82 62,2

CAF 6 by
C2-Fru
Cl-Fru

Mhiwhoast L L_ \ t L ) J J P
T ' | ' T ’ | ' | ' [ * T
PPM 100 90 80 70 60 50 40

Sekil 4.8. Iniilin tipi fruktan ES’ye ait 13C-NMR spektrumu

4.3.8 Termal gravimetrik analizi (TGA)

Termal gravimetrik analiz (TGA), polisakkaritlerin zamana bagh termal
kararliliginin belirlenmesinde kullanilan bir tekniktir (Tilwani vd., 2021). Termal
olarak kararli prebiyotik bilesenlerin ticari kullanim1 ve gida endiistrisi uygulamalari
icin onem tasimaktadir (Wang vd., 2017). Iniilin tipi fruktan ES’nin TGA’lari
sicakliga kars1 kiitle kayb1 olarak, 30°C/dk 1sitma hiz1 ile 700°C’ye kadar 1sitilarak
bozunma sicakliklar belirlenmis, TGA spektrumlar1 Sekil 4.9.’da verilmistir. Iniilin
tipi fruktan ES’nin TGA spektrumu incelendiginde ilk kiitle kayb1 %5,7 oraninda
71°C’de gozlenmistir. 100°C'nin altindaki sicakliklarda goézlenen kiitle kaybinin
Boliim 4.3.4°te tespit edilen bagli olan suyun (%6,5) buharlagsmasiyla iligkili oldugu
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diisiiniilmektedir. ikinci kiitle kaybi %24,7 oraninda 205°C’de gerceklestigi
gbzlenmektedir. Iniilin tipi fruktan ES’nin 205°C’de diisiik oranda termal bozulma
ozelligi gostermesi, sterilizasyon kosullarina (121°C’de 1 atm’de 15 dk) dayanikh
oldugunu dolayisiyla ticari besiyerlerinin igeriginde kullanimi i¢in uygun oldugu
diisiiniilmektedir. Ugiincii termal bozulma 700°C” de %38,3 oraninda materyalin
depolimerizasyonu nedeniyle kiitle kaybi goriilmektedir. Iniilin tipi fruktan ES
bileseni i¢in belirlenen erime noktalar1 degerlendirildiginde, 205°C’ye kadar ¢ikan
endiistriyel islemlerde kullanilabilece§i ongoriilmektedir. Bu sicakliga kadar olan
kiitle kayiplar iniilin tipi fruktan ES’nin igerigindeki nem oranina ait oldugundan bu
sicakliga kadar iniilin tipi fruktan ES yapisinda ve aktivitesinde degisim olmayacagi

ongoriilmektedir.

Leyva-Porras vd., (2017) dahlia koklerinden izole ettikleri iniilinin TGA analizi
sonucunda ilk erime sicakligmin 137-159°C’de oksidatif ayrismanin ise 158-
172°C’de %60-65 arasi kiitle kaybi tespit etmislerdir. Ayni caligmada yiiksek
polimerizasyon derecesine sahip iniilin test edilmis ve sirasiyla erime ile oksidatif
ayrisma sicakligmin 143-150°C ve 205-225°C oldugunu goézlemlemiglerdir. Tez
calismasinda E. spectabilis koklerindne izole edilen iniilin tipi fruktan ES’nin dahlia
iniilinine kiyasla daha yiiksek sicakliklarda oksidatif ayrigsma gosterirken ticari iniilin
ile benzer sicaklik oksidatif ayrigma profili gozlenmistir. Bu durum iniilin tipi
fruktan ES’nin  yliksek PD  degerine sahip olmasindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9. Iniilin tipi fruktan ES nin TGA kromotografi.

4.3.9 Ultraviyole goriiniir (UV-VIS) analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin UV spektrumu, 1 mg/mL'lik numunenin ultra saf suda
¢oziilmesi ve 190-700 nm dalga boylarinda spektrofotometre (Thermo Scientific,
Genesys 10s UV-VIS) ile taranmasiyla belirlenmis ve Sekil 4.10° de verilmistir. 240
nm dalga boyunda goriillen pik iniilin tipi fruktan ES’nin igerigindeki fenolik
bilesenlerden kaynaklandigi disiiniilmektedir (Li vd., 2022).
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Sekil 4.10. Iniilin tipi fruktan ES’nin UV spektrumu.
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4.3.10 Iniilin iceriginin belirlenmesi (monomer analizi)

Iniilin tipi fruktan ES’nin TFA ile hidroliz edilmistir ardindan monomer kalintis1 2
mL saf suda c¢oziindiikten sonra hizmet alimi ile yliksek performash sivi
kromotografisi (High Performance Liquid Chromotography, HPLC) cihazinda RID
dedektor ile analiz edilmistir. HPLC analizi sonucu Sekil 4,11°da verilmistir. Fruktoz
ve glukoz standart HPLC-RID kromatogramlar1 incelendiginde alikonma zamanlari
(Rt) fruktoz ve glukoz igin sirasiyla 7, 8 dk ve 9 dk olarak belirlenmistir. Iniilin tipi
fruktan ES’nin igerdigi monosakkarit bilesenlerin miktar1 yiizde konsantrasyon
cinsinden hesaplandiginda; %39,39 fruktoz ve %60,61 glikoz bulundugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Fruktoz ve glukoz standarlar1 i¢cin HPLC-RID kromatogramlari.
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4.3.11 Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin yiizey morfolojilerinin yiiksek ¢oziiniirliikte
goriintiilenmesi amaciyla SEM analizi yapilmistir. Iniilin tipi frukta ES’nin SEM
goriintiileri 1000X, 2500X, 5000X, 10.000X ve 20.000X biiyiitmeleri Sekil 4.12°de
verilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin SEM gériintiilemesi incelendiginde yiizey
morfolojisinin  piiriizlii ve gbzenekli bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir.
Kurutulmus hindiba kokiinden ekstre edilen iniilinin SEM goriintiilerinin incelendigi
bir ¢alismada, hindiba SEM goriintiileri iniilin tipi fruktan ES’nin morfolojisine
benzer sekilde piiriizlii ve seyrek gozeneklere sahip oldugu bildirilmistir (Puhlman
vd., 2024).
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Sekil 4.12. Iniilin tipi fruktan ES nin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri
(A)1000X, (B) 2500X, (C) 5000X, (D) 10.000X, (E) 20.000X.
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4.4 Iniilin Tipi Fruktan ES’nin Prebiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin in vitro fermantasyonu ve prebiyotik indeks

degeri

4.4.1.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel probiyotikler tarafindan

fermantasyonu

Lacticaseibacillus  rhamnosus ACS5, Pediococcus acidilactici 5008 ve
Saccharomyces cerevisiae BD21 mayasi, E. spectabilis koklerinden ekstre edilen
iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik aktivitesinin arastirilmasinda test bakterileri
olarak kullanilmistir. Bu calismada test suslart iniilin tipi fruktan ES igeren besi
ortaminda gelistirilerek probiyotik suslarin fermente etme 6zellikleri Glikozlu-MRS,

Glikozsuz-MRS ve inulinli-MRS ortanmlari ile karsilastirilarak belirlenmistir.

Yapilan c¢alisgmada potansiyel probiyotik suslarin (L. rhamnosus ACS5, P.
acidilactici 5008 ve S. cerevisiae BD21) iniilin tipi fruktan ES’nin fermente
edebilme yetenekleri glikozu ¢ikarilarak yerine %2 oraninda iniilin tipi fruktan ES
ilave edilen besi ortaminda (ES-MRS) gelistirilerek arastirilmistir. Tim test
bakterilerinin 24 saat siiresince inulin tipi fruktan ES’yi fermente edilebildigi ve
canliligini stirdiirdiigli tespit edilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan glikozu
tamamen c¢ikarilan MRS besiyeri (Glikozsuz-MRS) ile kiyaslandiginda inulin tipi
fruktan ES igeren MRS besiyerinde L. rhamnosus ACS5 susunun 0 ve 24
saatlerindeki canlilik oranlar1 daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan glikozlu-MRS besi ortaminda 0-24 saatlik inkiibasyon siiresince
canlilik sirasiyla; 7,24-9,33 log kob/mL ve ticari prebiyotik iniilinde canlilik 6,98-
9,26 log kob/mL oldugu gozlemlenmistir. E. spectabilis koklerinden ekstre edilen ve
prebiyotik 6zelligi test edilen iniilin tipi fruktan ES 0-24 saatlik inkiibasyon siiresince
pozitif kontrol ve iniiline kiyasla yiiksek canlilik gostermektedir (7,46-9,58 log
kob/mL) (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.13). L. rhamnosus ACS5 susunun inulin tipi fruktan
ES iceren MRS ortmaindaki iiremeleri Sekil 4.14°te verilmistir. Bu c¢alisma
sonucunda L. rhamnosus ACSS susunun inulin tipi fruktan ES’yi fermente edebildigi
ve prebiyotik indeks (PI) degerinin 1,03 oldugu belirlenmistir. Ticari prepiyotik
inulinin prebiyotik indeks degerinin (0,992) bu sus i¢in test edilen inulin tipi fruktan
ES’den biraz diisiik oldugu (1<PI) (Palframan vd., 2003) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9. L. rhamnosus ACSS5 susunun %?2 oraninda inulin tipi fruktan ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-MRS besi ortamlarindaki fermantasyon
sonrast canliliklar

0.saat

log kob/mL

log kob/mL

log kob/mL

log kob/mL

7,46+0,29

0,55+0,01

7,24+0,48

0,58+0,01

6,56+0,54

0,59+0,01

6,98+0,29

0,58+0,01

24 saat

9,58+0,28

1,46+0,01

9,33+0,2

1,84+0,01

9,28+0,18

0,86+0,01

9,26+0,28

0,71+0,01
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Sekil 4.13. L. rhamnosus ACS5 susunun %2 oraninda ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-MRS besi ortamlarindaki fermantasyon sonrasi
canliliklarinin karsilastirilmasi.

71



Sekil 4.14. L. rhamnosus ACS5 susunun %2 ES-MRS besi ortaminda fermantasyon
sonrast 107 (A), 10% (B) ve 10®° (C) dilisyonlaridaki kolonilerinin
goruntusu.

P. acidilactici 5008 susunun inulin tipi fruktan ES, glikozlu, glikozsuz ve iniilin

iceren MRS besiyeri ortamlarinda fermantasyonu arastirilmis ve sonuglar Cizelge

4.10 ile Sekil 4.15’te verilmistir. P. acidilactici 5008 susunun en diisiik canlilik

orani, negatif kontrol olarak kullanilan glikozsuz-MRS besi ortaminda 24 saatlik

inkiibasyon siiresince gozlemlenmistir (9,77+0,35 log kob/mL). Test edilen diger
besi ortamlarinin 24 saatlik fermantasyonlarinin sonucu birbirine yakin olmakla
beraber, pozitif kontrol olarak kullanilan glikozlu-MRS besi ortami iniilin tipi fruktan

ES iceren MRS besi ortamina kiyasla (0,04 log) diisiik bir farkla daha fazla canlilik

gostermistir. Bu benzerlik inulin tipi fruktan ES’nin P. acidilactici 5008 susu

tarafindan glikoz gibi fermente edilebildigini gostermektedir. ES-MRS ile ticari
iniilin igeren MRS besi ortamlarindaki canlilik degerlerinin ¢ok yakin oldugu ve
sirastyla 24. saatteki canlilik degerleri 9,91+0,35 kob/mL ve 9,88+0,36 kob/mL
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.10). P. acidilactici 5008 susunun inulin tipi fruktan

ES igeren MRS ortamindaki iiremeleri Sekil 4.16°da verilmistir. Bu ¢alisma

sonucunda P. acidilactici 5008 susunun inulin tipi fruktan ES’yi fermente edebildigi

ancak prebiyotik indeks (PI) degerinin 0,996 oldugu (PI<1, Palframan vd., 2003)

belirlenmistir. Prebiyotik indeks degeri ticari prebiyotik inulin ig¢in ise 0,992 olarak

bulunmus olup inulin tipi fruktan ES ve ticari inulinin P. acidilactici 5008 susunun

gelisimini glikoz karbon kaynagi kadar destekledigi sonucuna ulagilmistir.
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Cizelge 4.10. P. acidilactici 5008 susunun %2 oraninda inulin tipi fruktan ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-MRS besi ortamlarindaki fermantasyon
sonrast canliliklar

log kob/mL oD log kob/mL oD log kob/mL oD log kob/mL oD
0.saat 7,70+0,46 0,58+0,01 7,7,85+0,15 0,59+0,01 7,81+0,17 0,59+0,01 7,77+0,46 0,59+0,01
24 saat 9,91+0,35 1,45+0,01 9,95+0,36 1,87+0,03 9,77+0,35 0,840+0,03 9,88+0,36 1,26+0,01
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Sekil 4.15. P. acidilactici 5008 susunun %2 oraninda ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-MRS besi ortamlarindaki fermantasyon sonrasi canliliklarin
karsilastirilmasi.x
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Sekil 4.16. P. acidilactici 5008 susunun %2 ES-MRS besi ortaminda fermantasyon
sonrast 10° (A), 10° (B) ve 107 (C) diliisyonlarindaki kolonilerinin
goruntisu.

S. cerevisiae BD21 mayasinin inulin tipi fruktan ES, glikoz ve iniilini fermantasyonu

arastirtlmis ve sonuglar Cizelge 4.11 ile Sekil 4.17’de verilmistir. S. cerevisiae BD21

maya susunun negatif kontrol olarak kullanilan glikozsuz-YEPD besi ortaminda 0-24

saatlik inkiibasyon siiresince fermantasyona bagli gelisimin inulin tipi fruktan ES,

iniilin ve glikoz igeren besi ortamlarindan diisiik oldugu (9,57+0,03 log kob/mL)
tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak test edilen glikozlu-YEPD besi ortaminda
fermantasyon sonucu en yliksek canlilik 9,68+0,07 (log kob/mL) olarak tespit
edilmistir. ES-YEPD besi ortamindaki fermantasyon sonucu canlilik degeri ticari
iniilin ile ayn1 degerde canlilik gdstermekle beraber glikozlu-YEPD besi ortamindan

0,06 log daha diisiik bir canlilik degeri (9,62+0,02) gosterdigi tespit edilmistir. ES-

YEPD besi ortaminda S. cerevisiae BD21 susunun glikozlu YEPD besi ortami ile

benzer canlilik oranlar1 gdsterdigi ve inulin tipi fruktan ES’yi glikoz gibi fermente

edebildigi belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda S. cerevisiae BD21 mayasinin inulin

tipi fruktan ES’yi fermente edebildigi ancak prebiyotik indeks (PI) degerinin 0,994

oldugu (PI<1, Palframan vd., 2003) belirlenmistir. Prebiyotik indeks degeri ticari

prebiyotik inulin i¢in ise 0,989 olarak bulunmus olup inulin tipi fruktan ES ve ticari
inulinin S. cerevisiae BD21 mayasmimn gelisimini glikoz karbon kaynagi kadar

desteklemektedir.
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Cizelge 4.11. S. cerevisiae BD21 susunun %2 oraninda ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-YEPD besi ortamlarindaki fermantasyon sonrasi
canliliklar.

log kob/mL

log kob/mL log kob/mL log kob/mL

0.saat

6,78+0,33

0,60+0,01

6,90+0,35

0,58+0,03

6,72+0,30

0,58+0,02

6,74+0,33

0,60+0,03

24 saat

9,62+0,02

1,19+0,02

9,68+0,07

1,40+0,06

9,11+0,03

0,78+0,03

9,57+0,02

0,79+0,03
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Sekil 4.17. S. cerevisiae BD21 susunun %2 oraninda ES, glikoz, iniilin ve glikozsuz-YEPD besi ortamlarindaki fermantasyon sonrasi
canliliklarinin karsilastirilmasi.
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4.4.2 Liyofilize iniilin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojen mikroorganizmalari

tarafindan fermantasyonun belirlenmesi

Prebiyotik bilesikler bagirsak mikroflorasindaki yararli mikroorganizmalarin
gelisimini desteklerken patojen mikroorganizmalar tarafindan kullanilmamalari
gerekmektedir. Bu dogrultuda iniilin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojeni
mikroorganizmalar tarafindan (E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218 ve E.
faecalis ATCC 29212) fermente edilme yetenegi arastirilmis ve sonuglar Cizelge
4.12 ile Sekil 4.18’te verilmistir. Test edilen patojen mikroorganizmalarin canlilik
oranlart incelendiginde; E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218 ile E. faecalis
29212 suslarmin  en yiiksek canlilik orant glikozZlu-M9 besi ortaminda
gozlemlenmistir ve sirasiyla 9,39+0,35 log kob/mL, 9,42+0,30 log kob/mL ile
9,67+0,25 log kob/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). E. coli ATCC 11229
susu ES-M9 besi ortaminda ticari iniilin-M9 besi ortamina benzer canlilik orani
gostermektedir (sirasiyla; 8,81+0,13 log kob/mL, 8,93+0,13 log kob/mL) ve bu
canlilik degeri pozitif kontrol olan glikoz-M9 besi ortamina gore diisiiktiir. E. coli
ATCC 35218 susunun en diisiik canlilik degeri (8,57+0,30 log kob/mL) glikozsuz-
M9 da oldugu belirlenmistir. Inulin tipi fruktan ES’nin E. coli ATCC 35218 susu
tarafindan fermantasyonu incelendiginde; ticari iniiline kiyasla 0,09 log daha az
canlilik degeri ile 9,46+0,22 log kob/mL tespit edilmis ve pozitif kontrol olan
glikozlu-M9 besi ortamina gore daha az fermantasyona ugramistir. E. faecalis ATCC
29212 susu diger test patojen mikroorganizmalarina benzer sekilde glikozsuz-M9
besi ortaminda en diisiik canlilik degerine sahiptir (8,70+0,21 log kob/mL) ve iniilin
tipi fruktan ES, glikozlu ile iniilin-M9 besi ortamlarina kiyasla daha az canlilik

degerine sahiptir (Sekil 4.18).

Test edilen bagirsak patojenlerinin en iyi glikoz iceren besi ortaminda gelisim
gosterdikleri ve ticari prebiyotik olan iniilini, inulin tipi fruktan ES’den daha iyi
fermente edebildikleri gozlenmistir. Bir karbonhidrat bileseninin prebiyotik olarak
kullanilabilmesi icin bagirsak patojenleri tarafindan fermente edilmemesi
gerekmektedir. Yapilan calisma ile inulin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojen
mikroorganizmalari tarafindan diisiik oranda fermente edildigi; canlilik oranlarinin
pozitif kontrole ve ticari prebiyotik kaynagi olarak kullanilan iniiline kiyasla daha

diisiik oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda E. coli ATCC 11229, E. coli
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ATCC 35218, E. faecalis ATCC 29212 bagirsak patojenlerinin ve bunlarin karigik
kiiltiiriinitin inulin tipi fruktan ES’yi fermente edemedigi prebiyotik indeks (PI)
degerlerinin 1° den diisiik oldugu (Palframan vd., 2003) (sirayla 0,93, 0,98, 0,97 ve
0,94) belirlenmistir. Prebiyotik indeks degeri ticari prebiyotik inulin i¢in ise 0,95,
0,99, 0,98 ve 0,97 olarak bulunmus olup inulin tipi fruktan ES ve ticari inulinin E.
coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, E. faecalis ATCC 29212 bagirsak
patojenlerinin gelisimini glikoz karbon kaynagi kadar desteklemedigi sonucuna

ulasilmstir.
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Cizelge 4.12. ES’nin bagirsak patojenleri tarafindan fermantasyonu.

Suslar log kob/mL oD log kob/mL oD log kob/mL oD log kob/mL oD
E. coli ATCC 11229 8,81+0,13 0,62+0,02 9,39+0,35 0,77+0,01 8,51+0,37 0,66+0,01 8,93+0,13 0,78+0,01
E. coli ATCC 35218 9,30+0,23 0,71+0,02 9,42+0,30 0,74+0,01 8,70+0,21 0,49+0,02 9,36+0,33 0,817+0,01
E. feacalis ATCC
i 9,46+0,22 0,69+0,01 9,67+0,25 0,74+0,30 8,57+0,30 0,57+0,02 9,55+0,24 0,70+0,01
Karisik kiiltiir 9,66+0,23 1,13+0,02 10,18+0,15 1,24+0,02 9,61+0,49 0,44+0,04 9,93+0,23 0,75+0,03
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Sekil 4.18. Iniilin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojenleri tarafindan fermantasyon (24.saat) grafigi.
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Prebiyotik oligosakkaritler, elde edilme ydntemine, icerigindeki polisakkaritlerin
zincir uzunluguna ve uygulanan konsantrasyonuna gore probiyotik bakteriler
tarafindan fermente edilebilmeleri degisiklik gostermektedir. Ayrica prebiyotiklerin
fermantasyonu susa 6zgii olabilecegi bildirilmistir (Renye vd., 2021). Bu nedenle tez
calismas1 kapsaminda E. spectabilis koklerinden ekstre edilen iniilin tipi fruktan
ES’nin probiyotik ve patojen bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan fermente

edilme yetenekleri test edilmistir.

Prebiyotik etki literatiirde genellikle niteliksel olarak degerlendirilmektedir
Palframan vd. (2003) test edilen prebiyotikteki gelismenin kontrol karbonhidrat ile
karsilastirlarak nicel olarak degerlendirilebilecegini (Es. 3,8) ve oranin 1’den biiyiik
olmasinda ise prebiyotik olarak kullanilabilecegini bildirmistir. Ayni arastiricilar
galatooligosakkaritler ile elde edilen prebiyotik indeks degerinin inulinden daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Figueroa-Gonzalez vd. )2019) ticari prebiyotik
laktuloz, frutafit ve oligomate 55 prebiyotiklerinin, prebiyotik indeks degerlerini
Lactobacillus casei Shirota, casei 1, casei 2, rhamnosus GG ve L. rhamnosus
probiyotik bakterilerini kullanarak arastirmiglardir. Bu arastiricilar test edilen karbon
hidratlarin higbirinin L. casei Shirota susu iizerinde prebiyotik etkisinin olmadigini
ancak diger probiyotik suslar lizerinde prebiyotik etkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni1 ¢aligmada oligomate 55 galaktooligosakkaritinin L. rhamnosus
susu tizerindeki prebiyotik etkisinin kontrol karbonhidratdan (laktoz) ¢ok yiiksek
oldugunu belirlenmistir. Benzer sekilde bizim calismamizda da inulin tipi fruktan
ES, L. rhamnosus ACS5 susu iizerinde prebiyotik etki gosterirken P. acidilactici
5008 ve S. cerevisiae BD21 suslarinin gelisimini olumlu yonde etkilemistir.
Prebiyotik Ozellikleri arastirilan inulin tipi fruktan ES’nin bagirsak patojenleri

tarafindan glikoz kadar fermente edilemedigi goriilmiistiir.
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4.4.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik skorunun belirlenmesi

E. spectabilis koklerinden ekstre edilen iniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel
probiyotik mikroorganizmalar (L. rhamnosus ACSF, P. acidilactici 5008 ve S.
cerevisiae BD21) tarafindan fermente edilebildigi ve gelisimi diizenleyici etkisinin
oldugu ayrica bagirsak patojeni mikroorganizmalar (E. coli ATCC 11229, E. coli
ATCC 35218 ve E. feacalis ATCC 29212) tarafindan fermente edilemedigi tespit
edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin ve karsilastirmak icin kullanilan ticari prebiyotik
iniilinin prebiyotik skor aktivitesi Boliim 3.2.5.2°de verilen metoda gore belirlenmis
Cizelge 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°de verilen degerler kullanilarak Es. 3.6’ya gore
prebiyotik aktivite skoru hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.13, Sekil 4.19 ve Sekil
4.20°de verilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin biitiin test patojen bakterilerine ve
karisik kiiltiire kars1 prebiyotik aktivite gostermekle beraber en yiiksek prebiyotik
aktivite skoru patojenlerin karisik kiiltiiriine karst 1,07 PS ile L. rhamnnonsus ACS5
bakterisinde gozlenmistir. Ticari iniilinin en yiliksek prebiyotik aktivite skoru, iniilin
tipi fruktan ES’ye benzer sekilde L. rhamnossus ACS5 de E. coli ATCC 35218
patojenine kars1 0,99 PS olarak tespit edilmistir. Ticari iniilinin E. coli ATCC 11229
patojenine kars1 iniilin tipi fruktan ES’ye kiyasla daha az prebiyotik aktivite skoru
gostermesi prebiyotiklerin probiyotik bakterilerle fermantasyonun susa 06zgii
olmasiyla agiklanabilmekdir (Sekil 4.19). Iniilin tipi fruktan ES’nin E. feacalis
ATCC 29212 disindaki tiim test patojenlerine karst gosterdigi prebiyotik aktivite
skoru degeri ticari iniiline kiyasla yiiksek bulunmustur. L. rhamnossus ACS5
susunun iniillin tipi fruktan ES’deki prebiyotik aktivite skoru E. feacalis ATCC
29212 test bakterisinde iniilinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ticari iniilinin S.
cerevisa BD21 mayasinda E. coli ATCC 35218 ve E. faecalis ATCC 29212 ile
prebiyotik aktivite skoru gostermezken, E. coli ATCC 11229 ve karigik kiiltiirde
aktivitenin diisiik oldugu (0,13-0,37) tespit edilmistir. S. cerevisiae BD21 mayasinin
prebiyotik aktivite skorunun iniilin tipi fruktan ES ortaminda ticari iniiline kiyasla
daha yiiksek oldugu tespit edilen aktivitenin karisik kiiltiir, E. coli ATCC 35218 ve
E. feacalis ATCC 29212 sirasiyla 0,94- 0,75 — 0,77 olarak belirlenirken E. coli
ATCC 11229°deki aktivitesinin diisiik oldugu (0,38) tespit edilmistir. Iniilin tipi
fruktan ES, P. acidilactici 5008 susunda test edilen patojenlerle ve karigik kiiltiirle

prebiyotik skor aktivitesi gosterirken (0,41-0,97), ticari iniilin iceren ortamda
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prebiyotik skor aktivitesinin diisiik oldugu ve E. coli ATCC 1129 ile de aktivitesinin
olmadig1 belirlenmistir. Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; E. spectabilis
koklerinden ekstre edilen iniilin tipi fruktan ES’lerin tiim patojen test bakterilerine
kars1 denenen potansiyel probiyotik bakteriler tarafindan prebiyotik skor aktivitesi
gosterdigi karigik kiiltiirle skor aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ticari iniilinin patojenlere belirlenen prebiyotik skor aktivitesinin diigiik oldugu
ozellikle E. coli ATCC 11229 ve karisik kiiltiirde daha diisiik aktivite gostermekle
beraber S. cerevisiae BD21 susunda yeteri kadar fermente edilemedigi igin
prebiyotik aktivite sergilemedigi diisliniilmektedir. Bu baglamda mayalarin
fermantasyonunda ve E. coli ATCC 11229 patojenine karsi probiyotik bakterilerin
gelisimini desteklemek {izere ticari iniilinin yerine alternatif olarak iniilin tipi fruktan
ES’nin kullanilmasi énerilmektedir. Inulin tipi fruktan ES’nin L. rhamnosus ACS5
tarafindan daha ¢ok fermente edilmesine paralel olarak (Bolim 4.4.1.1), bagirsak
patojenleri ve bunlarin karisik kiiltiirii izerindeki prebiyotik skor aktivitesinin yiiksek
olmas1  bagirsak  diizensizliklerinin  dengelenmesinde  prebiyotik  olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Probiyotiklerin prebiyotikleri sindirebilmek i¢in
0zel hidroliz ve transport sistemlerine ihtiya¢ duydugu bildirilmistir (Goh vd., 2007;
Gopal vd., 2001; Kaplan ve Hutkins, 2003; Kneifel, 2000). Bu nedenle bu metabolik
sistemleri kodlayan genler farkli suslardaki ozel aktiviteler sonucunda farkli

prebiyotik skor aktivitelerinin bulunmasina neden olmaktadir.

Lactobacillus plantarum DMS5 bakterisinden elde edilen a-D-glukanin prebiyotik
skor aktivitesinin arastirildigi ¢alismada L. plantarum DMS5, Bifidobacterium infantis
ve Lactobacillus acidophilus suslarinda maksimum prebiyotik skor aktivitesini
sirayla 0,66; 0,55 ve 0,45 olarak belirlemislerdir. Yapilan bu calismada kontrol
olarak inulin kullanildiginda L. plantarum DMS5, B. infantis ve L. acidophilus
suslarinda prebiyotik skor aktivitesi 0, 65, 0,68 ve 0,60 maksimum degerler olarak
tespit edilmistir (Das vd., 2014). Inulin tipi fruktan ES’nin prebiyotik skor
aktivitesinin belirlemek icin kullanilan probiyotik suslar Das vd. (2014)
caligmasindan farkli olmakla birlikte test edilen suslarin prebiyotik skor aktivite
degerlerinin daha yiiksek oldugu Cizelge 4.13’ de goriilmektedir. Fruktooligosakkarit
(NutraFlora P-95 ve Raftilose P95), inulin (Inulin-S ve Raftiline HP) ve
galaktooligosakkarit (GOS) (Oligomate 55) prebiyotiklerinin arastirildigi ¢alismada
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Lactobacillus paracasei 1195 susunun Inulin-S, Raftiline HP ve Raftilose P95 ile
prebiyotik aktivite skoru sirayla 1,17; 1,10 ve 0,99 olarak belirlenirken, L. plantarum
4008, L. acidophilus 33200 ve L. acidophilus NCFM suslar1 Oligomate 55 igeren
ortamda gelistirildiginde, L. acidophilus NCFM susu ise Raftilose P95 ile
gelistirildiginde prebiyotik aktivite skoru sirayla 0,82; 0,70; 0,66 ve 0,58 olarak
belirlenmistir (Huebner vd., 2007). Bu arastiricilar L. plantarum 4008 susunun test
edilen prebiyotiklere L. plantarum 12006’dan daha yiiksek aktivite gosterdigini, L.
acidophilus 33200 susunun test edilen fruktooligosakkarit prebiyotikleri ve inulinle
L. acidophilus NCFM den daha yiiksek aktivite gosterdigini belirleyerek ayni tiire ait
suslarin ayni prebiyotige gosterdigi prebiyotik skor aktivitenin farkli olabilecegini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da test edilen iki farkli tiirden bakterilerinin (L.
rhamnosus ACS5 ve P. acidilactici 5008) ve mayanin (S. cerevisiae BD21) inulin

tipi fruktan ES ile prebiyotik aktivite skorunun farkli oldugu goriilmektedir.

PS 11229 PS 35218 PS 29212 PS KARISIK
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koY)
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® L.rhamnosus ACS5  mP. acidilactici 5008 m S, Cerevisiae BD21

Sekil 4.19. Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik skor aktivitesi.
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Sekil 4.20. Ticari iniilinin prebiyotik skor aktivitesi.
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Cizelge 4.13. Ticari iniilin ve iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik skor aktivite degerleri.

Iniilin Iniilin tipi fruktan ES
Suslar Karisik E. coli E. coli E. feacalis Karisik E. coli E. coli E. feacalis
Kiiltiir ATCC ATCC 35218 ATCC kiiltiir ATCC ATCC ATCC
11229 29212 11229 35218 29212
L. rhamnosus
0,4 0,26 0,99 0,79 1,07 0,51 0,88 0,9
ACS5
P. acidilactici
0,12 - 0,7 0,51 0,97 0,41 0,78 0,8
5008
S. cerevisiae
0,13 0,37 - - 0,94 0,38 0,75 0,77
BD21
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Sinbiyotik mikrokapsiilleme, gidalardaki probiyotik bakteriler i¢in koruyucu bir
ortam gorevi gdrmenin yani sira, probiyotik bakterilerin gastrointestinal ortamlarinda
canliligini kaybetme egiliminde olmasi nedeniyle onlar1 gecis sirasinda canliliklarini
korumaya yardimci olmaktadir. Bu canlilik seviyesi prebiyotiklerin uyumlu oldugu
probiyotik kaynagia gore degisiklik gosterir ve bu uyum prebiyotik skor aktivite
analizi ile tespit edilebilmektedir. Moumita ve Das (2022) yaptiklar1 galismada
yenilebilir mantarlardan (Pleurotus florida) prebiyotik iniilinin sinbiyotik kullanima
en uyumlu probiyotik-prebiyotik bilesen iliskisini belirlemek tiizere prebiyotik
aktiviteleri incelemislerdir. Bu arastiricilar mantardan ekstre edilen iniilinin
Enterobacter cloacae NCIM 2164 enterik susuna karst prebiyotik aktivitesi
incelenen L. helveticus, E. faecium, L. plantarum bakterilerinin prebiyotik aktiviteleri
sirastyla;  0,3-0,6-0,1  olarak  tespit etmisler ve prebiyotik iniilinin
mikroenkapsiilasyon islemi i¢in en uyumlu sinbiyotik iligki E. faecium bakterisi
oldugunu bildirmistir. Bu bilgilerden ve tez caligmasindan yola cikarak gelecek
mikroenkapsiilasyon caligmalarinda iniilin tipi fruktan ES’nin en c¢ok prebiyotik
aktivite gosterdigi (1,07 PS) L. rhamnnosus ACSS5 bakterisi ile sinbiyotik kullanimi
onerilmektedir.  Kustyawati vd., (2022) yaptiklar1 ¢alismada  degisen
konsantrasyonlardaki ejder meyvesi ekstraktinin probiyotik Lactobacillus casei
bakterisindeki gelisimi diizenleyici etkisi arastirmistir. Bu arastiricilar E. coli ye karsi
test edilen maksimum prebiyotik aktivite skorunu besiyerine %10 ilave edilen ejder
meyvesi ekstraktinda (1,84) minimum aktivite degerini ise %2 oraninda eklenen
ejder meyvesi ekstraktinda (0,97) oldugunu bulmuslardir. Tez ¢alismasinda karbon
kaynagi cikarilan besiyerine %2 oraninda iniilin tipi fruktan ES eklendiginde ejder
meyvesi ile yapilan c¢alismaya benzer sekilde L. rhammosus su tarafindan benzer
prebiyotik aktivite skoru E. coli ATCC 35218 test bakterisinde ve bagirsak
patojenleri karisik kiiltiiriinde belirlenmistir (0,88-1,07). Besiyerine eklenen iniilin
tipi fruktan ES orami artirilirsa prebiyotik skor aktivite degerlerininde artacagi

diistiniilmektedir.
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4.4.4 Tniilin tipi fruktan ES’nin mide asidine direncinin belirlenmesi

E. spectabilis koklerinden ekstre edilen iniilin tipi fruktan ES’nin potansiyel
probiyotik mikroorganizmalar (L. rhamnosus ACS5, P. acidilactici 5008 ve S.
cerevisiae BD21) tarafindan fermente edilebildigi, gelisimi diizenleyici etkisinin
oldugu tespit edilmis ve prebiyotik skor aktivitesi belirlenmistir. Prebiyotiklerin etki
gosterebilmesi icin mide asidinde hidrolizinin diisiik olmas1 gerektigi bildirilmistir
(Hongpattarakere vd., 2012). Bu ¢alismada iniilin tipi fruktan ES’nin pH 1, pH 2, pH
3, pH 4 ve pH 5 olan mide sivisina direnci 0, 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon
stirelerinden sonra hidroliz yiizdeleri Bolim 3.2.5.3’te verilen denkleme (Es 3.10)
gbre hesaplanmis ve sonuclar Cizelge 4.14, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir.
Farkli inkiibasyon siirelerinde yapay mide sivisinin pH’1 arttik¢a iniilin tipi fruktan
ES’nin hidrolizi azalmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin iniilin tipi fruktan ES’nin en
diistik hidrolizi pH 5 stimiile mide sivisinda 2 ve 4 saatlik inkiibasyondan sonra
(%5,9-7,05) gozlemlenmistir. En yiiksek hidroliz orani ise 6 saatlik inkiibasyon
sonrast pH 1 mide ortaminda (%9,98) tespit edilmistir. Ticari iniilinin en yiiksek
hidroliz oldugu yapay mide sivisi kosulunda benzer sekilde pH 1°de 6. saatte (%7,3)
tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’de azalan pH kosullar1 altinda ticari iniiline

kiyasla daha yiiksek oranda % hidroliz gézlenmistir.

Lu vd. (2021)’nin yaptiklar1 ¢alismada sarimsak poligosakkaritlerinin farkli zaman
(0,5; 1, 2, 4 ve 6.saat) araliklarinda farkli pH’larda (1, 2, 3, 4, 5) mide sivisinda %
hidroliz oranlarinda test etmislerdir. Bu arastiricilar azalan pH kosullarinda ve artan
inkiibasyon siiresi ile sarimsak polisakkaritlerinin yiizde hidrolizinin arttigi, pH
1’deki yiizde hidroliz oranin %52,33, kontrol olarak test edilen fruktooligosakkaritin
ise %58,34 oldugunu bildirmistir. Sarimsak oligosakkaritlerinin pH 2 ile artan pH
ortamlarinda %10 dan daha az hidroliz oldugunu ve biiyiik bir kisminin
sindirilmedigini dolayistyla kalin bagirsaga ulasabildikleri dnerilmistir. Iniilin tipi
fruktan ES’nin tiim pH kosullarinda %10 dan kii¢iik hidroliz gostermekte ve bu da
inlilin tipi fruktanlarin ¢ogunun sindirilmedigini ve dolayisiyla kalin bagirsaga

ulagabileceklerini gostermektedir.
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Cizelge 4.14. ES ve iniilinin farkli pH’ daki mide sivisinda farkli inkiibasyon siirelerindeki % hidrolizi.

pH 1 mide s1vis1

%o hidroliz

pH 2 mide s1vis1

%o hidroliz

pH 3 mide sivisi

%o hidroliz

pH 4 mide s1vis1

%o hidroliz

pH 5 mide sivisi

%o hidroliz

inulin ES Inulin ES Inulin ES Inulin ES Inulin ES
2 saat 4,91+0,20 7,05+0,28 1,30+0,27 8,74+0,00 1,51+0,18 7,38+0,03 0,67+0,00 8,43+0,32 0,64+0,10 5,91+0,05
4 saat 6,14+0,58 8,96+0,34 1,51+0,15 9,28+0,63 1,85+0,27 8,1+0,03 1,12+0,19 7,42+0,25 0,71+0,02 7,54+0,24
6 saat 7,33£0,20  9,98+0,25 1,96+0,56 9,76+0,47 1,76+0,24 8,39+0,00 1,57+0,04 8,64+0,06 0,83+0,02 8,26+0,54
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Sekil 4.21. Iniilin tipi fruktan ES’nin farkli pH’ lardaki mide sivisinda farkli inkiibasyon siirelerindeki % hidrolizi.
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Sekil 4.22. Ticari iniilinin farkli pH’ lardaki mide sivisinda farkli inkiibasyon siirelerindeki % hidrolizi.
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4.5 Antioksidan Biyolojik Aktivitenin Degerlendirilmesi

45.1 Iniilin tipi fruktan ES’nin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal

siipiiriicii aktivitenin belirlenmesi

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), yiiksek stabilitesi nedeniyle dogal bilesenlerin
antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla yaygin olarak kullanilan serbest bir
radikaldir (Ngueumaleu vd., 2023). Antioksidan bilesikler, hidrojen atomlarini veya
elektronlarin1 DPPH radikaline aktararak mor renkli DPPH radikalini renksiz o, a-
difenil-B-pikrilhidrazil molekiiline indirger. Bu yontemdeki renk degisimi,
numunenin antioksidan aktivitesinin 517 nm dalga boyunda etkili bir
degerlendirmesine izin vermektedir (Sirivibulkovit vd., 2018). Iniilin tipi fruktan
ES’nin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi, yiiksek antioksidan aktivitesi kanitlanmig
olan askorbik asit’in (AA) pozitif kontrol olarak kullanilmasiyla degerlendirilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda inulin tipi fruktan ES’nin (0,5; 1, 4, 6, 8 ve 10, mg/mL)
ylizde DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri Bolim 3.2.6.1’de verilen siipiirme
aktivitesi denklemi (Es. 3.11) kullanilarak tespit edilmis sonuglar Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.23’te verilmistir. Iniilin tipi fruktan ESnin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi
incelendiginde; iniilin tipi fruktan ES konsantrasyonun artmasiyla DPPH siipiirme
aktivitesinin kademeli olarak 6nemli 6l¢iide arttigi, 0,5 mg/mL konsantrasyonda
%7,27+1,58 siipiirme aktivitesi gosterirken, 8 mg/mL konsantrasyondan itibaren
neredeyse DPPH radikallerinin tamamini indirgeyerek %97,3143,11 radikal
siipiiricii aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak test edilen
askorbik asit ise %100 DPPH siiplirme aktivite degerini 1 mg/mL konsantrasyon da
gerceklestirdigi gozlenmistir. Bu sonuglara gére Iniilin tipi fruktan ES’nin diisiik
konsantrasyonlarinda yiiksek DPPH siiplirme aktivitesi gosterdigi ve potansiyel

antioksidan bir bilesik oldugu gézlenmektedir.

Meksika turpundan (Pachyrhizus erosus) mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde
edilen iniilinin anitoksidan aktivitesinin arastirildigi ¢alismada DPPH siipiiriicii
aktivitesi 10 mg/mL kosantrasyonda %75,74+4,5 olarak belirlemislerdir. Yapilan bu
calismada kontrol olarak iniilin kullanildiginda DPPH siipiiriicii aktivite yiizdesi, 10
mg/mL konsantrasyonda %84,78+1,5 olarak tespit etmislerdir (Bhanja vd., 2023).
Iniilin tipi fruktan ES’nin diisiik konsantrasyondaki (0,5 mg/mL) DPPH siipiiriicii
aktitesinin meksika turpu polisakkariti ve ticari iniile kiyasla daha yiiksek oldugu
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(96,13+0,37) Cizelge 4.15te belirlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin DPPH radikal
stiptiriici aktivitesinin (Bhanja vd., 2023) yapitiklar1 ¢alismaya kiyasla daha yiiksek
olmasmin sebebi, E. spectabilis bitkisinin hasat zamanina, ekstraksiyon yontemine,
koklerin igerdigi fenolik bilesenlerin igerigine ve miktarindaki farkliliklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Cizelge 4.15 incelendiginde, iniilin tipi fruktan ES
icin elde edilen verilerin grup igerisinde (0,5-10 mg/mL araliginda) genellikle
birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (P<0,05). 6-10 mg/mL araligindaki
konsantrasyonlar grup igerisinde istatistiksel olarak aymi oldugu tespit edilmistir
(P>0,05).
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Cizelge 4.15. Iniilin tipi fruktan ES ve askorbik asit DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi.

0,5 1 2 4 6 8 10

Iniilin tipi

e d C b a a a
fruktan ES = 27ELS8 19,83+0,35¢ = 46,18+0,70° | 76,89+1,92° = 90,13+2,27% = 97,3+3,11 99,72+2,90

Askorbik

ot 96,13+0,37 = 96,21£0,22 = 96,35+0,05 = 96,44+0,05  96,38+0,00 = 96,41+0,05 = 96,38+0,08
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Sekil 4.23. Iniilin tipi fruktan ES ve askorbik asit DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi.

45.2 Iniilin tipi fruktan ES’nin ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbentiazolin-6

siilfonik asit) radikal siipiiriicii aktivitesinin belirlenmesi

ABTS" radikali, dogal bilesenlerin toplam antioksidan kapasitesini degerlendirmek
i¢in yaygin olarak kullanilan kararh bir radikaldir (Kut vd., 2023). Genellikle bitkisel
bilesiklerin ve protein yapilarmin radikal siipiiriicii aktivitelerini test etmek igin
kullanilmaktadr. Inilin tipi fruktan ES' nin ABTS radikal siipiiriicii aktivitesi, ABTS
radikali ile etkilesim sonucu olusan mor rengin 734 nm'deki absorbans degerleri

kullanilarak siipiirme aktivitesi denklemi (Es. 3.11) ile belirlenmistir. Iniilin tipi
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fruktan ES’nin ve pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asidin degisen
konsantrasyonlardaki konsantrasyonlardaki (0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00; 10,00
mg/mL) radikal siipiiriicii aktiviteleri Cizelge 4.16 ve Sekil 4.24°de verilmistir. Iniilin
tipi fruktan ES’nin ABTS radikal siipiiriicii aktivitesi incelendiginde; iniilin tipi
fruktan ES ile pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit arasinda benzer
antioksidan aktivite profilleri gozlenmis olup diisiik konsantrasyon degerlerinde
yiiksek radikal siipiirme aktiviteleri tespit edilmistir (Cizelge 4.16). Iniilin tipi fruktan
ES’nin 2 mg/mL konsantrasyonu %99,07+0,98 radikal siipiiriicii aktivite gosterirken,
askorbik asitin 1 mg/mL konsantrasyonun %100+0,00 radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, iniilin tipi fruktan ES’nin ABTS"

radikallerini siipiiriicii aktivitesinin oldugunu gostermistir.

Ticari iniilinin ABTS™ radikal siipiiriici aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada 10
mg/mL dozunda iniilinin siipiiriicii aktivitesi %7,79+0,37 oldugu tespit edilmistir.
Yapilan bu galismada kontrol olarak kullanilan askorbik aside kiyasla ABTS radikal
sliptiriicti aktivite degeri ¢ok diisiik oldugu belirtilmistir (Shang vd., 2018). Cizelge
4.16 incelendiginde, iniilin tipi fruktan ES i¢in elde edilen verilerin grup igerisinde
0,5 mg/mL konsantrasyon haricindeki tiim konsantrasyonlarda elde edilen verilerin
istatistiksel olarak farkli olmadigi belirlenmistir (P>0,05).

Literatiirde bitkilerden ekstrakte edilen prebiyotiklerin ABTS radikal siipiiriicii
aktiviteleri ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Cirig bitkisinin koklerinden elde
edilen inulin tipi fruktan ES’de tespit edilen ABTS radikal siipiiriici aktivite

sonuclariyla literatiire katk: saglanilacag: diistiniilmektedir.

Cizelge 4.16. Iniilin tipi fruktan ES ve askorbik asidin ABTS radikal siipiiriicii

aktivitesi.
0,5 1 2 4 6 8 10

Iniilin tipi
fruktan | 78,43£0,94° = 92,56+0,98% = 99,07+0,65% = 101,17+0,55% = 100,62+1,67° = 100,43+0,8% = 99,07+69°
ES

Askorbik

asit 99,72+0,12 100,0£0,00 = 99,93+0,12 100,0+0,00 99,96+0,07 99,98+0,02 100,0+0,00

Aym satirdaki kiigtik harfler grup igi istatistiksel farki belirtmektedir (P<0,05).
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Sekil 4.24. Iniilin tipi fruktan ES’nin %ABTS" radikal siipiiriicii aktivitesi.

4.5.3 Iniilin tipi fruktan ES’nin hidroksil radikalleri siipiiriicii aktivitesi

Hidroksil radikali (OH), Deoksiriboz Niikleik Asitte (DNA) in vivo oksidatif hasara
neden olabilen ve g¢esitli biyomolekiillerle reaksiyona girerek mutasyonlara yol
acabilen oldukca reaktif bir oksijen tiiridiir (ROS) (Halliwell vd., 2021).. Hidroksil
radikalleri temizleme aktivitesi H.O; ile olusturulan hidroksil radikallerinin
temizlenmesi ile belirlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin ve pozitif kontrol olarak
kullanilan askorbik asidin degisen konsantrasyonlardaki (0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00;
8,00; 10,00 mg/mL) radikal siipiiriicii aktiviteleri Cizelge 4.17 ve Sekil 4.25te
verilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi
incelendiginde; iniilin tipi fruktan ES ile pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik
asit arasinda benzer antioksidan aktivite profilleri gézlenmis olup konsantrasyonun
artmasiyla aktivite degerlerinde kademeli olarak artis gozlenmistir (Sekil 4.25).
Pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit i¢in en diisiik konsantrasyon olan 0,50
mg/mL’de hidroksil radikalleri siipiiriicii aktivitesinin %61,78+1,36 oldugu, 6
mg/mL askorbik asit derisiminde hidroksil radikal siipiirme aktivitesinin maksimum
degere ulasarak %100+0,77 oldugu tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin
siiptirme aktivitesi en diisiik konsantrasyon olan 0,50 mg/mL’de 50,79+5,78 oldugu,
10 mg/mL konsantrasyonda 85,99+2,04 siipiiriicii aktivite degeri tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar, iniilin tipi fruktan ES’nin hidroksil radikalleri siipiiriicii

aktivitesinin oldugunu gostermistir. Cizelge 4.17 incelendiginde, iniilin tipi fruktan
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ES i¢in elde edilen verilerin grup igerisinde (0,5-10 mg/mL araliginda) istatistiksel
fark genellikle farkli olmadigi belirlenmistir (P>0,05).

Stachytarpheta jamaicensis kok ekstrelerinin  hidroksil radikal stipiiriicii
aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada, 1 mg/mL konsantrasyonda test edilen
ekstreler %60 hidroksil radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi belirtilmistir (Utami vd.,
2021). Literatirde bitkilerden ekstrakte edilen prebiyotiklerin hidroksil radikal
stipliricti  aktiviteleri ile ilgili ¢ok az calisma bulunmaktadir. Ciris bitkisinin
koklerinden elde edilen inulin tipi fruktan ES’de tespit edilen hidroksil radikal

stiptirticii aktivite sonuglariyla literatiire katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.17. Iniilin tipi fruktan ES’nin hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi.

0,5 1 2 4 6 8 10

Iniilin tipi
fruktan 50,79+5,78° = 56,5448 = 59,6+4,86® = 66,06£10,66® = 73,17£11,1* = 78,8+592% | 85,99+2,042
ES

Askorbik

asit 61,78+1,36 68,9+2,91 44,1+3,10 76,3+0,58 88,9+0,19 92,74+0,19 = 93,97+0,77

Aym satirdaki kiigtik harfler grup igi istatistiksel farki belirtmektedir (P<0,05).
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Sekil 4.25. Iniilin tipi fruktan ES’ nin hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi.
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4.5.4 Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi

Reaktif oksijen tiirii olan siliperoksit anyon radikali, mitokondri ve prokaryotlarda
acrobik metabolizmanin sonucu olarak agiga ¢ikmaktadir (Larosa ve Remacle, 2018).
Hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen molekiillerinin olugmasina oncii olan
stiperoksit anyonu mitokondriyal fonksiyon bozukluguyla ilgili sinyal yollarinda
onemli rol oynamaktadir (Lundgren vd., 2018). iniilin tipi fruktan ES ve pozitif
kontrol olarak kullanilan askorbik asidin siiperoksit anyon siipliriicti aktivitesi Bolim
3.2.6.4°te verilen metoda gore siipiirme aktivitesi Es. 3.11°de verilen denklem
kullanilarak tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin ve pozitif kontrol olarak
kullanilan askorbik asidin degisen konsantrasyonlardaki (0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00;
8,00; 10,00 mg/mL) siiperoksit anyon siipiiriicii aktiviteleri Cizelge 4.18 ve Sekil
4.26°da verilmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit radikal siipiiriicii aktivitesi
incelendiginde; pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit 0,5 mg/mL
konsantrasyon seviyesinde %100+0,70 inhibisyon gozlemlenirken, iniilin tipi fruktan
icin maksimum siipiiriici aktivite degeri 10 mg/mL’de %29,05+4,15 olarak tespit
edilmistir. Siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivite, iniilin tipi fruktan ES igin
konsantrasyona bagli dogrusal artis gostermektedir. Bu nedenle, iniilin tipi fruktan
ES’nin anlamli antioksidan etki gostermesi icin yiiksek konsantrasyonlarin test

edilmesi gerekmektedir.

Dulavrat otu (Arctium lappa) koklerinden elde edilen polisakkaritlerin siiperoksit
anyon siipiiriicii aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, 5g/mL konsantrasyonda test
edilen dulavrat otu polisakkaritleri %18,33 siipiiriicii aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Tez ¢alismasinda dulavrat otu polisakkaritlerine benzer olarak diisiik anyon siipiiriicii
aktiviteye sahip oldugu Cizelge 4,18’de goriilmektedir. Cizelge 4.18 incelendiginde,
1-2 ve 4 mg/mL konsantrasyonlar kendi aralarinda istatistiksel olarak farkli olmadig1
(P>0,05) benzer sekilde 6-8 ve 10mg/mL konsantrasyonlar da istatistiksel olarak
ayn1 oldugu belirlenmistir (P>0,05).

Literatiirde bitkilerden ekstrakte edilen prebiyotiklerin siiperoksit anyon siipiiriicii
aktiviteleri ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Ciris bitkisinin koklerinden elde
edilen inulin tipi fruktan ES’de tespit edilen siiperoksit siipiiriicli aktivite sonuclariyla

literatiire katki saglanilacagi diigiiniilmektedir.
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Cizelge 4.18. Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi.

05 1 2 4 6 8 10

iniilin

; rlzllftlan 10,1142,47°  16,12461,43%®  15,6142,62%  20,58+5,18%  24,68+5,18% = 26,58+5,82° 29,054,152
ES

As';‘;irtb'k 100+0,70 100+0,84 100084 1000,14 1000,14 100028 100000

Aym satirdaki kiigtik harfler grup igi istatistiksel farki belirtmektedir (P<0,05).
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Sekil 4.26. Iniilin tipi fruktan ES’nin siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivitesi.

455 Iniilin tipi fruktan ES’nin demir indirgeme antioksidan giicii (Ferric
reducing antioxidant power-FRAP)

FRAP analizi diger radikal siipiiriicii aktivite analizlerinden farkli olarak, test edilen
bilesenin antioksidan kapasitesini asidik ortamda Fe®* iyonlarmin Fe?*’ya
indirgenmesine dayanmaktadir. Normal sartlarda sar1 renkte olan ferrik soliisyonu
(Fe®") antioksidanlar tarafindan demir formuna (Fe?") indirgendiginde rengi maviye
doner ve 593 nm dalga boyunda bu deger okunur hale gelmektedir. Standart olarak
farkli konsantrasyonlarda askorbik asit ¢ozeltileri kullanilarak (0-12pg) cizilen
kalibrasyon denklemi (Sekil 3.11) araciligiyla sonuglar askorbik asit (AA) esdegeri

olarak hesaplanmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin artan derisimlerine paralel olarak
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demir indirgeme antioksidan giiciiniin arttig1 gozlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES’
demir indirgeme antioksidan giicii 10 mg/mL derisimde 1,34+0,00 pug askorbik asit
eslenigi olarak belirlenmistir. Cizelge 4.19 incelendiginde, 1 mg/mL konsantrasyon
seviyesi hari¢ tim konsantrasyonlar grup igerisinde istatistiksel olarak birbirinden
farkli oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Meksika turpu polisakkaritlerinin demir indirgeme antioksidan giiciiniin test edildigi
calismada, 10 pg/ml'deki FRAP aktivitesinin sirasiyla 0,11 = 0,007 pg ve 0,16 +
0,007 pg ile ticari iniilininkine benzer oldugunu belirtmislerdir (Bhanja vd., 2023).
Tez caligmasinda test edilen iniilin tipi fruktan ES’nin FRAP akivitesi Bhanja vd.
(2023) yaptiklar1  ¢alismaya kiyasla ticari iniilin ve meksika turpu
polisakkaritlerinden daha yiiksek oldugu Sekil 4.27°te goriilmektedir. Literatiirde
bitkilerden ekstrakte edilen prebiyotiklerin FRAP aktiviteleri ile ilgili ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Ciris bitkisinin koklerinden elde edilen inulin tipi fruktan ES’de

tespit edilen FRAP sonuglariyla literatiire katki saglanicagi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.19. Iniilin tipi fruktan ES’nin ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ sonuclari

(ortalamazstandart sapma)

iniilin tipi
fruktan = 0,49+0,02F = 0,52+0,0° = 0,63+0,2¢ = 0,85+0,04 = 1,03+0,05° = 1,18+0,06° 1,34%0,0
ES

Aym satirdaki kiigtik harfler grup igi istatistiksel farki belirtmektedir (P<0,05).
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Sekil 4.27. Iniilin tipi fruktan ES nin demir indirgeme antioksidan giicii.
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Sekil 4.28. Iniilin tipi fruktan ES’nin demir indirgeme antioksidan deneyi gériintiisii.

4.5.6 Total antioksidan kapasite analizi

Iniilin tipi fruktan ES’nin farkli konsantrasyonlarda (0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00;
8,00; 10,00 mg/mL) antioksidan kapasitesi Sekil 3.11’de verilen kalibrasyon grafigi
denklemi kullanilarak sonuglar askorbik asit (AA) esdegeri olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.29). Total antioksidan kapasitese, iniilin tipi fruktan ES i¢in konsantrasyona
bagli dogrusal artis gostermektedir. Maksimum total antioksidan kapasite 10 mg/mL
konsantrasyon seviyesinde 63,73+3,45 ug askorbik asit eslenigi olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.20 incelendiginde, iniilin tipi fruktan ES i¢in elde edilen verilerin grup
icerisinde (0,5-10 mg/mL araliginda) genellikle birbirinden farkli oldugu
belirlenmistir (P<0,05).

Bouallegue vd. (2020) yaptiklar1 ¢calismada Bacillus subtilis AF17’den elde ettikleri
levanin 2 mg/mL" konsantrasyon seviyesinde %70,274+3,315 total antioksidan
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Iniilin tipi fruktan ES Bacillus subtilis AF17
susundan izole edilen levana kiyasla diisiik total antioksidan siipiiriicii aktivite
gostermistir. Literatiirde bitkilerden ekstrakte edilen prebiyotiklerin total antioksidan
aktiviteleri ile ilgili ¢ok az calisma bulunmaktadir. Ciris bitkisinin koklerinden elde
edilen inulin tipi fruktan ES’de tespit edilen FRAP sonuglariyla literatiire katki

saglanilacag distiniilmektedir.

Cizelge 4.20. Iniilin tipi fruktan ES’nin total antioksidan siipiiriicii aktivitesi (ug).

0,5 1 2 4 6 8 10

iniilin tipi
fruktan 9,33£0,70° = 16,25£2,90° = 24,00+0,74° = 36,35+1,47°  46,06+1,66° = 51,61+2,03° | 63,733,452
ES

Aynu satirdaki kiigiik harfler grup igi istatistiksel farki belirtmektedir (P<0,05).
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Sekil 4.29. iniilin tipi fruktan ES’nin total antioksidan kapasitesi (askorbik asit eslenigi,
Hg)-
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Sekil 4.30. Iniilin tipi fruktan ES nin total antioksidan kapasitesi deneyi goriintiisii.
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5. SONUC VE ONERILER

Bitkilerden elde edilen prebiyotikler son zamanlarda gida katki maddesi ve yeni
terapotik ajanlarin gelistirilmesi i¢in kaynak olarak ilgi ¢ekici hale gelmistir. Bitki
kaynakli prebiyotiklerinin biyolojik aktiviteleri iyi tanimlanmistir ancak bunlarin
nutrasotikler olarak kullanimlar1 hala sinirlt kalmistir (Gomez-Garcia vd., 2022). Bu
nedenle Ciris (Eremurus spectabilis) bitkisinden prebiyotik 6zelliklere sahip iniilin
tipi fruktanlarin izole edilip saflagtirilarak insan tiiketimine yonelik saglikli ve
faydali gida bileseninin belirlenmesi ile biyolojik Ozelliklerinin arastirilmasi, tez

calismasinin konusunu olusturmaktadir.
Tez ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore;

Prebiyotiklerin dogal kaynaklardan ekstraksiyonunun optimize edilmesi; verimi en
iist diizeye ¢ikarmak, maliyetleri azaltmak, ¢evresel etkiyi en aza indirmek ve yiiksek
saflikta prebiyotik oligosakkaritlerin elde edilmesi i¢in Onemlidir. Yiiksek saflik
bagirsak saghgini ve genel refahim iyilestirmek isteyen tiiketiciler ig¢in
prebiyotiklerin daha yaygin olarak bulunmasina ve erisilebilir olmasina yardimei
olabilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizin ilk basamagi olan iniilin tipi fruktanlarin
ultrason destekli ekstraksiyonu; minitab programi, Box Bhenken tasarimi ile test
edilmis ve tepki yiizey metadolojisi ile optimizasyonu etkileyen parametreler
incelenmistir. Ekstraksiyon verimini etkileyen Sicaklik (°C), sire (dk) ve
konsantrasyon (g/mL) degiskenlerinin ekstraksiyon verimi iizerine etkileri test
edildiginde maksimum ekstraksiyon kosulu 60°C, 21dk, 1:12 g/mL oldugu ve
verimin bu kosullar saglandiginda %44,94 oldugu tespit edilmistir.

Prebiyotik bilesigin, prebiyotik ajan olarak kullanilabilmesi ve fonksiyonel
ozelliklerini arastirmak i¢in yeterince karakterize edilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle, E. spectabilis'ten elde edilen iniilin tipi fruktanin fonksiyonel 6zelliklerinin
daha derinlemesine anlasilmasi, biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi, gida ve diger
alanlardaki gelecekteki uygulamalari icin iyi bir temel saglayacaktir. Bu nedenle tez
caligmasinda E. spectabilis'ten saflagtirilan iniilin tipi fruktanlarin kimyasal
yapisinin; toplam karbonhidrat tayini, indirgeyici seker tayini, monomer analizi,
polimerizasyon derecesi, FTIR analizi, NMR analizi, termo gravimetrik analiz

(TGA), ultraviyole goriiniirlik (UV-vis) analizi, taramali elektron mikroskobu
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(SEM), suda c¢oziniirlik ve su tutma kapasitesi kombinasyonu kullanilarak

karakterize edilmesi amaglanmustir.

Tez calismas1 kapsaminda iniilin tipi fruktan ES’nin polimerizasyon derecesi 58
oldugu belirlenmistir. Iniilin tipi fruktan ES’nin yiiksek polimerizasyon derecesine
sahip olmasi, yogurt gibi fermente gida iiriinlerinde kullanildiginda ortamdaki faydali
mikroorganizmalarin gelisimini uzun siire destekleyecegi icin gida katki maddesi

olarak kullanilmasi onerilmektedir.

Inulin tipi fruktan ES’nin suda ¢oziiniirliigii %88,05+0,3 degeri ile yiiksek seviyede
¢ozinlirlik gostermistir. Bu sonuglar E. spectabilis’den ekstre edilen iniilin tipi
fruktan ES’nin gida uygulamalarinda kolay dagilimi sayesinde yliksek aktivite

gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin su tutma kapasitesi 6,71+0,12 g/g, yag tutma kapasitesi
4,80+0,01 g/g oldugu belirlenmistir. Iniilin tipi fruktanmn yiiksek STK ve YTK
aktivitesi gida uygulamarinda, gida kalitesini ve saklama kosullarini iylestirebilmekle
birlikte tiiketimi sonucu tiiketiciye olumlu sindirim sistemi destegi sunabilecegi

distiniilmektedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin nem miktar1 % 6,18+0,12 olarak belirlenmistir. Iniilin tipi
fruktan ES’nin diisiik seviyedeki nem igerigi, gida uygulamalarimda, su aktivitesini
azaltmasina buna bagli olarak mikrobiyal biiyiimeyi ve bozulmayi kontrol altina

alinmasinda faydali olabilecegi 6ngoriilmektedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin sisme kapasitesi 2,6 mL/g oldugu belirlenmistir. Yiiksek
sisme kapasitesi gosteren iniilin tipi fruktan ES, gida uygulamalarinda tiiketimi
sonucu tokluk siiresini artirabilecegi ve gidanin fiziksel 6zelliklerini iyilestirebilecegi

distiniilmektedir.

E. spectabilis bitki koklerinden elde edilen iniilin tipi fruktan ES’nin FTIR
analizlerinden elde edilen sonuglar incelendiginde; enginar, bugday kepegi, hindiba
ve bambu fruktanlari i¢in elde FTIR spektrumlariyla benzerlik gostermektedir (Azmi
vd., 2012; Veldzquez-Martinez vd., 2014; Wang vd., 2009; Wu ve Lee, 2000). Ayni1
zamanda 1381 cm™ civarinda gozlenen pikler fruktoz halkasindaki CH, CH> ve OH

gruplarinin diizlem i¢i biikiilme titresimlerine ve i¢ deformasyonlarina ait oldugu
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tespit edilmistir.  Oligosakaritlerin  sulu ¢o6zeltilerindeki C-O-C  glikosidik

! spektral aralikta keskin bir bant olarak

baglantisinin C=0 titresimleri 1019 cm”
tespit edilerek eckstraksiyonun safligini ve dogrulugunu desteklemektedir. NMR
sonuglarii degerlendirdigimizde ¢iris bitkisinden ekstrakte edilen ES'nin inulin tipi

fruktan yapisinda oldugunu 6nerebiliriz

Iniilin tipi fruktan ES bileseni igin belirlenen erime noktalar1 TGA analizi aracilig1yla
tespit edilmistir. Iniisin tipi fruktan ES’nin 205°C’ye kadar c¢ikan endiistriyel
islemlerde kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Bu sicakliga kadar olan kiitle kayiplari
iniilin tipi fruktan ES’nin i¢erigindeki nem oranina ait oldugundan bu sicakliga kadar
iniilin  tipt fruktan ES yapisinda ve aktivitesinde degisim olmayacagi

ongoriilmektedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin UV VIS spektrumlari incelendiginde; 240 nm absorbans
seviyelerinde gozlenen piklerin yapsinda fenolik iceriklerden kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Fenolik igerikler bakimindan zengin olan iniilin tipi fruktan ES,
antioksidan bilesik ve gida katki maddesi olarak kullanilma potansiyelinin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin igerdigi monosakkarit bilesenlerin miktart HPLC analizi
aracilifiyla incelenmis %39,39 fruktoz ve %60,61 glukoz monomerleri igerigi tespit
edilmistir. Bu sonug¢ E. spectabilis polisakkaritlerinin ticari bir prebiyotik olan

iniilinin kimyasal yapisina ¢ok benzer oldugunu kanitlar niteliktedir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin yiizey morfolojilerinin  yiiksek ¢dziiniirliikte
goriintiilenmesi  amaciyla SEM  analizi yapilmistir. SEM  goriintiilemesi
incelendiginde yiizey morfolojisinin gdzenekli bir yapiya sahip oldugu gdzlenmistir

ve ticari iniilinin morfolojik yapisina benzerlik gostermektedir.

Calismamizda da E. spectabilis bitkisinin kokiinden ekstrakte edilen iniilin tipi
fruktan ES’nin  prebiyotik  6zelliklerinin  belirlenebilmesi i¢in  probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilmesi (Prebiyotik indeks), probiyotik ve
patojen mikroorganizmlar tarafindan fermentasyon ozellikleri (Prebiyotik Skor
Aktiviteleri), ve farkli pH’da yapay mide sivist ortamlarindaki direngleri

arastirilmastir.
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Iniilin tipi fruktan ES’nin prebiyotik ozelliklerinin belirlenmesi igin yapilan

arastirmalar sonucu;

Bir karbonhidrat bileseninin prebiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in bagirsak
patojenleri tarafindan fermente edilmemesi, probiyotik mikroorganizmalar tarafindan
ise patojen mikroorganizmalara kiyasla daha yiliksek oranda fermente edilmesi

gerekmektedir.

Tiim test bakterilerinin 24 saat siiresince inulin tipi fruktan ES’yi fermente
edilebildigi ve canliligini siirdiirdigli tespit edilmistir. Negatif kontrol olarak
kullanilan glikozu tamamen ¢ikarilan MRS besiyeri (Glikozsuz-MRS) ile
kiyaslandiginda inulin tipi fruktan ES iceren MRS besiyerinde L. rhamnosus ACS5
susunun 0 ve 24 saatlerindeki canlilik oranlar1 daha yiiksek oldugu, pozitif kontrol
olarak kullanilan glikozlu-MRS besi ortaminda 0-24 saatlik inkiibasyon siiresince
canlilik sirastyla; 7,24-9,33 log kob/mL ve ticari prebiyotik iniilinde canlilik 6,98-
9,26 log kob/mL oldugu gézlemlenmistir. E. spectabilis koklerinden ekstre edilen ve
prebiyotik 6zelligi test edilen iniilin tipi fruktan ES 0-24 saatlik inkiibasyon siiresince
pozitif kontrol ve iniiline kiyasla yiiksek canlilik gosterdigi (7,46-9,58 log kob/mL)
tespit edilmistir. Test edilen bagirsak patojenlerinin en iyi glikoz iceren besi
ortaminda gelisim gosterdikleri ve ticari prebiyotik olan iniilini, inulin tipi fruktan
ES’den daha iyi fermente edebildikleri gozlenmistir. Yapilan ¢alisma ile inulin tipi
fruktan ES’nin bagirsak patojen mikroorganizmalart tarafindan diisiik oranda
fermente edildigi; canlilik oranlarmin pozitif kontrole ve ticari prebiyotik kaynag:
olarak kullanilan iniiline kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar iniilin
tipi fruktan ES’nin ticari prebiyotik kaynaklarina alternatif potansiyel bir prebiyotik

kaynag1 olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Prebiyotik bilesenlerin tiiketici sagligina olumlu etki gdsterebilmeleri i¢in mide
asidinde hidrolizinin diisiik olmas1 gerektigi bilinmektedir. Iniilin tipi fruktan ES nin
test edilen tiim pH kosullarinda %10 dan kii¢iik hidroliz gostermektedir bu da iniilin
tipi fruktanlarin  ¢ogunun sindirilmedigini ve dolayisiyla kalin bagirsaga

ulasabilecekleri diistiniilmektedir.
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Iniili tipi fruktan ES, kontrol olarak yiiksek antioksidan aktivite yetenegine sahip
olan askorbik asit (AA) kullanilarak DPPH, ABTS, hidroksil radikal siipiiriicii
aktivite, stiperoksit anyonu radikallerinin siipiiriicii aktiviteleri, FRAP ve total
antioksidan  kapasite analizleri yapilarak potansiyel antioksidan olarak

kullanilabilirligi test edilmistir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin antioksidan biyolojik aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in

yapilan ¢alismalar sonucu;

Iniilin tipi fruktan ES’nin diisiik konsantrasyonlarda yiiksek DPPH ve ABTS" radikal
siipiiriicii aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Iniilin tipi fruktan ES ile pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asit arasinda benzer hidroksil radikal stipiiriici aktivite
profilleri gézlenmis olup konsantrasyonun artmastyla aktivite degerlerinde kademeli
olarak artis gozlenmistir. Siiper oksit anyon siipiiriicii aktivitesi incelendiginde,
kontrol olarak test edilen askorbik aside kiyasla diisiik aktivite gdstermektedir. Iniilin
tipi fruktan ES ic¢in konsantrasyona bagli dogrusal siiperoksit anyon siipiiriicii
aktivitede artis gostermektedir. Bu nedenle, iniilin tipi fruktan ES’nin anlamli
siiperoksit anyon siipiiriicii etki gostermesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarin test
edilmesi gerekmektedir. Iniilin tipi fruktan ES nin askorbik asit eslenigi kullanilarak
test edilen FRAP ve total antioksidan siipiiriici aktiviteleri incelendiginde artan
konsantrasyonlara bagli olarak aktivitenin artti§1 ve ticari iniiline kiyasla yiiksek

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Iniilin tipi fruktan ES’nin genel olarak yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi, bu
aktiviteye sebep olan mekanizmanin ise iniilin tipi fruktanin igerdigi fenolik
bilesiklerden  kaynaklanabilecegi  diisiinilmektedir. ~ Antioksidan  aktivite
mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi icin iniilin tipi fruktan ES’nin fenolik

bilesiklerinin ayrintili karakterizasyonunun yapilmasi dnerilmektedir.

Genel olarak iniilin tipi fruktan ES’nin; minimum maliyetlerde yiiksek verimde elde
edilebilmesi, fiziksel 6zelliklerinin gida uygulamalari ve tiiketici sagligi tizerindeki
olumlu etkileri, potansiyel probiyotik suslar tarafindan fermente edilip patojen
mikroorganizmalar tarafindan diisiik seviyede kullanilabilmesi, mide asit hidrolizine

dayanikli olmas1 ve yliksek antioksidan siipiiriicii aktivteye sahip olmasi E.
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spectabilis koklerinin endstrityel uygulamalar ig¢in dogal, giivenilir bir kaynak

oldugunu diisiinmekteyiz.
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EKLER

EK A. Bitki toplama izini

Kayseri Cevre, Sehircilik ve Iklim Degisikligi 11 Miidiirliigiinden alinan izinle (E-
27684489-250-6506471 sayili yazi) Tiirkiye’nin Kayseri-Yesilhisar bolgesinden (N
38°14°45.4208” E 35°04°35.0364°”) 30 Mayis-15 Haziran 2023’te bitki vejetasyon
doneminde toplanmistir. 1428m’den toplanan Eremurus spectabilis (Cirig) bitkisi
toprak alt1 (kok) ile toprak {iistii kismi1 olmak {izere iki pargcaya ayrilarak toprak ve
kirlilikten arindirmak icin distile su ile yikanmistir. Temizlenen bitki boliimleri
kurutma kagitlarina alinarak oda sicakliginda kurutulmus ve kurutulan bitki
boliimleri ayr1 ayr1 blender (Waring, commercial blender) ile toz haline getirilerek

4°C’de muhafaza edilmektedir.
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