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OZET

FINDIK (Corylus avellana L.) DIYET LIFLERININ KALIN BAGIRSAK
MIiKROBIYOTASI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

ELANUR DASTAN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiIGi ANABILIiM DALI

YUKSEK LISANS TEZI, 101 SAYFA
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. YUNUS EMRE TUNCIL)
(IKINCI TEZ DANISMANI: DOC DR. MUNIR ANIL)

Bu ¢aligmanin amaci, naturel findik, kavrulmus findik ve findik zar1 diyet liflerinin (DL)
bilesimini ve yapisal 6zelliklerini karakterize etmek ve in vivo kosullarda kolonik mikrobiyota
bilesimi ve mikrobiyal metabolitler iizerindeki etkilerini incelemektir. Naturel findik, kavrulmus
findik ve findik zar1 suda ¢oziinen ve ¢oziinmeyen DL'leri enzimatik olarak ekstrakte edilmis ve
bilesimsel ve yapisal 6zellikleri, gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi (GC/MS) kullanilarak
belirlenmistir. GC/MS analizi, naturel ve kavrulmus findigin ¢6ziinmeyen DL'nin seliiloz (%40-
47), ksiloglukan (%19-23), pektik polisakkaritler (%17-26) ve heteromannanlardan (%8-9)
olustugunu; findik zar1 DL nin ise yaklasik yarisinin lignin, geri kalan kisminin ise seliiloz (%50),
ksiloglukan (%17), pektik polisakkaritler (%23) ve heteromannandan (%3) olustugunu
gostermektedir. Ote yandan drneklerin suda ¢oziinen DL nin ise pektik polisakkaritler (%58-68),
ksiloglukan (%13-18) ve mannandan (%#4.1-8.2) meydana geldigi belirlenmistir. Daha sonra,
C57BL/6J wki fareler, 6 hafta boyunca findik Orneklerinden ekstrakte edilmis DL ile
zenginlestirilmis yemlerle beslenmis ve kolonik mikrobiyota bilesimlerinde meydana gelen
degisimler, besleme siirecinin 0., 3. ve 6. haftasinda toplanan digki 6rneklerinin 16S rRNA
sekanslama teknolojisi kullanilarak analiz edilmesiyle belirlenmistir. Ayrica, GC yardimiyla, kalin
bagirsakta olusan mikrobiyal kisa- zincirli yag asitleri (KZYA) haftalik olarak diski 6rnekleri
lizerinde Olciilmiistir. KZYA sonuglari, findik DL'min disi farelerde biitirojenik, erkek
muadillerinde ise asetojenik etki gdsterdigini ortaya koymaktadir. Kolonik mikrobiyotanin
taksonomik karsilagtirmalari, findik (6zellikle naturel findik) DL nin probiyotik olarak bilinen ve
probiyotik potansiyeli olan Lactobacillus ile iliskili OTU'larin nispi bolluklarini, diger gruplara
kiyasla, daha fazla arttirdigini gostermistir. LEfSe analizi, disi fareler ele alindiginda,
Lachnospiraceae, Prevotella, Ruminococcaceae ve Lactobacillus'un; erkek fareler ele alindiginda
ise Bacteroides, Lactobacillus, Prevotella ve Lactococcus™un sirastyla naturel findik, kavrulmus
findik, findik zar1 ve kontrol (seliiloz) grubu i¢in biyobelirte¢ olduklarini ortaya koymustur. Bu
sonuglar, naturel ve kavrulmus findik ile findik zar1 DL'nin kolonik mikrobiyota bilesimi ve
mikrobiyal metabolitler iizerine etkilerinin cinsiyete 6zgii oldugunu ortaya koymaktadir. ilaveten,
bu sonuclar kavurma isleminin findik DL'nin fonksiyonel &zelliklerinde kismi degisime sebep
oldugunu, ancak genel olarak, findik DL'nin faydali mikroorganizmalarin ve mikrobiyal
metabolitlerin bollugunun artmasini saglayarak, kolonik mikrobiyomu diizenledigini agikca
gostermektedir. Son olarak, bu sonuglar, findik zar1 DL’nin, kolonda faydali bakterileri tesvik etme
kabiliyetinde oldugunu ve dolayisiyla, findik endiistrisi yan iiriinii olan findik zarimin, prebiyotik
(veya benzeri) 6zellikte sindirilemeyen karbonhidratlarin tiretimi i¢in hammadde olarak kullanilma
potansiyeli oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyet Lifi, Findik, Kalin Bagirsak Mikroflorasi, Kisa Zincirli Yag Asitleri,
Prebiyotik, 16S rRNA.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMPACTS OF HAZELNUT (Corylus avellana L.)
DIETARY FIBERS ON THE COLONIC MICROBIOTA

ELANUR DASTAN

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FOOD ENGINEERING
MASTER THESIS, 101 PAGES

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. YUNUS EMRE TUNCIL)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. MUNIR ANIL)

In this study, we aimed to characterize the compositional and structural features of dietary
fibers (DF) of natural hazelnut, roasted hazelnut, and hazelnut skin and further aimed to investigate
their impacts on colonic microbiota composition and function in vivo. Insoluble and soluble DF of
natural hazelnut, roasted hazelnut, and hazelnut skin were extracted using an enzymatic extraction
technique and their compositional and structural features were identified using gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC/MS). GC/MS analysis revealed that natural and roasted
hazelnut insoluble DF compose of cellulose (%40-47), xyloglucan (%19-23), pectic
polysaccharides (%17-26) and heteromannans (%8-9), whereas that of hazelnut skin compose of
lignin, cellulose, xyloglucan, pectic polysaccharides and heteromannans. On the other hand,
soluble DF of the samples were made up of pectic polysaccharides (%58-68), xyloglucan (%13-
18), and mannan (%4.1-8.2). Next, C57BL/6J mice were fed with chow diet containing the
extracted DF for 6 weeks, and changes that occurred in their colonic microbiota composition were
investigated using 16S rRNA sequencing technique on feces collected after 0, 3 and 6 weeks of
feeding period. Further, microbial metabolites as means of short-chain fatty acids (SCFA) were
measured on feces weekly using GC. SCFA analysis demonstrated that hazelnut DF show a
butyrogenic effect in female mice models, whereas acetogenic effect was observed in male
counterparts. Taxonomic comparisons of colonic microbiota revealed that hazelnut (especially
natural hazelnut) DF supplementation increase the relative abundances of Lactobacillus related
OTUs that are known to be probiotics or have probiotic potentials. LEfSe (linear discriminant
analysis effect size) analysis revealed that, for female mice, Lachnospiraceae, Prevotella,
Ruminococcaceae and Lactobacillus are discriminators for natural hazelnut, roasted hazelnut,
hazelnut skin and control groups, respectively; whereas for male mice, Bacteroides, Lactobacillus,
Prevotella and Lactococcus are discriminators for natural hazelnut, roasted hazelnut, hazelnut skin
and control groups, respectively. Our results revealed that DF of natural hazelnut, roasted hazelnut,
and hazelnut skin differentially impact the colonic microbiota composition and microbial
metabolites in a gender-specific way. Additionally, these results clearly indicate that, although
roasting process slightly impacts the functionalities (in terms of colonic microbiome) of hazelnut
DFs, hazelnut DFs generally modulate colonic microbiota by favoring beneficial microbes and
stimulating beneficial microbial metabolites. Further, this data suggest that, due to its ability to
promote beneficial microbes in the colon, hazelnut skin, a byproduct of the hazelnut industry, has
the potential to be used for the production of indigestible carbohydrates possessing prebiotic
function.

Keywords: Colonic Microflora, Dietary Fiber, Hazelnut, Prebiotic, Short Chain Fatty Acid, 16S
rRNA.

III



TESEKKUR

Kendisini ¢aligma hayatim boyunca Ornek alacagim c¢ok degerli danigman
hocam Dog¢. Dr. Yunus Emre Tungil’e; tez konumun belirlenmesi, ¢aligmalarin
yiirlitiilmesi ve tezimin yazimi esnasinda destegi, sabri ve bana sagladig1 imkanlar i¢in
minnettarim. Laboratuvarda kendisinden birgok sey dgrendigim, kaynak ve yontem
acisindan tecriibesini, destegini hicbir zaman esirgemeyerek bana yol goOsteren
kiymetli Ars. Gor. Dr. Omer Faruk Celik’e; hayvan besleme ve dtenazi siirecindeki
katkilarindan dolay1 saygideger hocalarim Prof. Dr. Orhan Bas ve Dr. Ogr. Uyesi
Muhammet Degermenci’ye; laboratuvar ¢alismalarinda yardimlarindan 6tiirii Tungil
Laboratuvar ekibi iiyesi lisans oOgrencisi Mehmet ihsan Tugay’a ve maddi
desteklerinden 6tiirii TUBITAK Tarim, Ormancilik ve Veterinerlik Arastirma Destek
Grubu (TOVAG)’na (Proje No: 2180130) tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica yaptigim her iste beni en iyi sekilde destekleyen, motive eden ve tez
stirecim boyunca yasadigim biitiin sikintilarda her zaman yanimda olan erkek

arkadasim Turan Co1’e ¢ok tesekkiir ederim.

Tesekkiirlerin en biiyiigiinii hak eden, egitim hayatim boyunca maddi ve
manevi desteklerini her zaman {izerimde hissettigim annem Ikram Dastan, babam

Hasan Dastan, ablam Esra Dastan Cetin’e ve tiim aileme sonsuz tesekkiirler.

1A%



ICINDEKILER

Sayfa

TEZ BILDIRIMI.......cooooiiiiiiiiiiiice et I
OZET ...t 1
ABSTRACT ...ttt sttt sttt et sbe et 1
TESEKKUR.......coootiiiiiiiitiieeiesies ettt v
ICINDEKILER ......ooviiiiiiiiiiececie ettt \%
SEKIL LISTESI ......coootiiiiitiiiinncecesie e VII
CIZELGE LISTESI ......oooiiiiiiiiec e IX
SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI........cocovtiniininiernnneeecennn. X
EKLER LISTESI ....cooooiiiiiiiinteee et X1
L GIRIS ...t s 1
2. GENEL BILGILER .........coooiiitiiiiinineeris et 6
2.1 Findik Bilesenleri ve Fonksiyonel OzelliKIeri ...............cocoevevvreevererceeeeennene, 9
2.1 1 FINAIK YaZLatiiitiiiiieiieiie et ettt e e e beeeaae e 9
2.1.2 FINA1K PrOteINIETT «..eeuviriieiiiiiiiieiccieteeeeee e 10
2.1.3 FIndik VItaminleri.......cooverieiiiiiiniiiieiieeeeeeeeee et 10
2.1.4 FINd1K MINETALIETT ..ottt 11
2.2 Findik Bilesenlerinin Saglik Uzerine EtKileri............coovovvrvevreeveceereeeceeienereenenn, 11
2.2.1 Kolesterol, Kardiyovaskiiler Hastaliklar, Koroner Arter Hastalig1 ve Kanser.. 11
2.2.2 Kadin ve Erkek Ureme Sistemi Uzerine EtKileri............ccovovveveveveveeenirieenennne, 12
2.2.3 Alzheimer HastaliZl .......cc.oevuiiiiiiiiiiiiieiieeie et 12
2.2.4 ANEI-ODCZITE ..ottt sttt s 13
2.3 DIYEE LIIETT..eeuiieiieeiii ettt ettt sttt e ite e eseneenae s 14
3. MATERYAL ve YONTEM........c.oocmiiiiiiiiniinnrieeiesiesise e 21
3.1 Birinci Asama: Findik Orneklerinden Diyet Lifi Ekstraksiyonu......................... 21
3.1.1 Findik OrneKIerinin Temini ............c.cevvervevreereeereesecesseseseesessee s 21
TN O B B 2 < 2 1oV OO UUUSURURRRRRP 22
3.1.1.2 Kjeldahl Yontemiyle Protein Tayini.......ccocceeeevereeneniienieneiienierieseeneeene 22
3 113 KL TAYINI cutiiiiiieiieeiiesieee ettt ettt st 22
3.1.1.4 KIason-Lignin Tayini........ccccceerierieeiiienieeieeniie ettt sveeiee e 22
3.1.2 Findik Orneklerinden Diyet Liflerinin Ekstrakte Edilmesi.............c..cccevuee.... 22
3.2 Ikinci Asama: Diyet Liflerinin Monosakkarit Igeriklerinin ve Glikozidik
Baglarinin ANaliZi..........ceeoiiiiiiiiieieeieeie et 26

3.2.1 Monosakkarit Igeriklerinin Belirlenmesi ...............ccooevevevviereveeeeceeesesennnne, 26
3.2.2 Glikozidik Bag Yapilarinin Belirlenmesi...........cccceveeveriiniininnenienenieneeee 28
3.3 Ugiincii Asama: Fare Yemlerinin Hazirlanmasi, Farelerin Beslenmesi ve Fare
Digkilarinin TOplanmast ...........oecvieriiiiiierieeiierie et 29

3.3.1 Fare Yemlerinin Hazirlanmast .........c..ccoeeveniiniiiienienenenecceceese e 29
3.3.2 Farelerin Temini ve BeSIENMESI.......ccceevuiriiiriiniiiiinieieeieeeiccecee e 31
3.4 Dordiincii Asama: Kisa Zincirli Yag Asitlerinin Tirlerinin ve Miktarlarinin
BelITlENIMEST ..ot 33

3.5 Besinci Asama: Farelerin Kalin Bagirsaginda Bulunan Mikroorganizma Tiirlerinin
ve Konsantrasyonlarmnin Belirlenmesi..........coceveevierienienenienieniecieneeeeee 34

3.5.1 Fare Digkilarindan DNA EKStraksiyonu ..........cccceeeierieiiiienieniiienieeieeee e 35
3.5.2 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu............cccoevieeiiieniiiiiienieciieieeeeee e 36
3.5.3 Amplifiye Edilmis PCR Uriinlerinin Barkodlanmast ................cccccevevevevnnnnen.. 36

\Y%



3.5.4 Amplifiye Edilmis ve Barkodlanmis 16S rRNA Bolgelerinin Yeni Nesil

Dizileme (Illumina Miseq) Teknolojisi ile Sekanslanmast ..............ccccceennee.e. 37

3.5.5 Biyoinformatik ve Mikrobiyota AnalizIer .............cccooevrvviieiiiniiiinieeieeeeee, 38
3.6 Altinci Asama: Istatistiksel ANAZIET .........coovveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeas 38
4. BULGULAR ve TARTISMA ......oooiiiiiiiieeee ettt 40
4.1 Calismada Kullanilmig Olan Findik Orneklerinin Besinsel Kompozisyonu ....... 40
4.2 Ekstrakte Edilmig Olan Diyet Liflerinin (Suda Coziinen ve Coziinmeyen)
Kompozisyonu (Monosakkarit ve Glikozidik Bag Igerikleri).......................... 41

4.2.1 Suda Coziinmeyen Diyet Liflerinin Kompozisyonu..........cccceevveriieniienieennen. 41
4.2.1.1 HemiSEIUIOZIAT .....c..couiiiiiiiiiiiiiiiiciceceeeee e 44
4.2.1.2. SCIHLOZ ...t 46
4.2.1.3 Pektik PolisakKaritler ...........ccccoiriniiiiiiiiiiiiiecseeeeeccee e 47
4.2.2 Suda Coziinen Diyet Liflerinin KompoziSyonu...........ccoeeeevieeriienieenieenveennens 49
4.2.2.1. Pektik PolisaKKaritler ..........ccccoeviriiiiiiiiiiiiieiseeceeeecceeseeee e 50
4.2.2.2 HemiSEIUIOZIAT .....c.coviiiiiiiiiiiiiiiiecceeeee e 51
4.3 Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Kisa- ve Dallanmig-Zincirli
Yag Asitlerinin Olusumu Uzerine BtKileri ............oovoveevevreeveierereceeeeeee e 53
4.3.1 Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Kisa Zincirli Yag
Asitlerinin (KZYA) Olusumu Uzerine EtKileri............cocooovieivevivceeerernne, 53
4.3.2. Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Dallanmis Zincirli Yag
Asitlerinin (DZYA) Olusumu Uzerine EtKileri...........ccocovovieevevevcceerenenne, 61

4.4 Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota Kompozisyonu
UZETINE BAKILET......voveveeeieveceeieece ettt 62

44.1 Fmdik ve Findik Zar1t Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Topluluklarinin Genel Yapilart Uzerine EtKileri...........occcoovevvveveieverceeieennn. 62
44.2. Findik ve Fmdik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Topluluklarmin a-gesitlilikleri Uzerine BtKileri...........cococooveveeveveverceceeenen. 64

443 Fmdik ve Findik Zar1t Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Kompozisyonu (OTU bazinda) Uzerine EtKileri............cccooveveveruevececrerrnnnee, 67

5. SONUC ve ONERILER...........cccoocooiiiiiiiiinnniiieneseeeisceeie oo 80
6. KAYNAKLAR........ccooiiiiiiii et 83
EKLER . ..o 98
OZGECMIS oottt ettt e s s s s sesesenes 100

VI



SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 1.1 Findik tiretim basamakIari. ..............ccooveiiiiiniieiiiiiieecceeee e 4
Sekil 2.1 2019 yilina ait diinya genelinde findik Gretimi.......c.cocevieniiiinieniinieneenne. 7
Sekil 2.2. Findik suda ¢oziinmeyen diyet lifi monosakkarit kompozisyonu.............. 17
Sekil 3.1 Tez kapsaminda yiiriitiilen galigmalar. ............ccoeoeeviiiiiiniiiiieeieeee 21
Sekil 3.2 Calismada kullanilmis (diyet lifleri ekstrakte edilmis) olan findik ve findik
ZATT OTNCKICTT .c..eiiiiieiecte e 21

Sekil 3.3 Naturel findik, kavrulmus findik ve findik zarinda bulunan suda ¢oziinen ve
suda ¢oziinmeyen diyet liflerinin ekstraksiyonu i¢in kullanilmis olan metotun

QKIS SEIMAST ..vieitieeiiieiie ettt ettt e eite ettt e et e e sae e et e e aeeebeeeabeenbeesnbeenseesnseenns 23
Sekil 3.4 Ekstrakte edilmis suda ¢oziinmeyen diyet lifleri..........cccoecveeiieniieniennnnne. 25
Sekil 3.5 Ekstrakte edilmis suda ¢oziinmeyen ve suda ¢oziinen diyet lifleri............. 25
Sekil 3.6 Ekstrakte edilmis olan diyet liflerinden elde edilen yemler ....................... 30
Sekil 3.7 Fare deneyinin diZayNl..........c.ccceeriieiiienieeiiienieeieesie e eve e eeee e 32
Sekil 3.8 Diski 6rneklerinden kisa- ve dallanmig-zincirli yag asitlerinin ekstraksiyonu

icin uygulanmig olan iSlemler...........ccocuieviiiiiiiienie e 33
Sekil 3.9 Diski 6rneklerinden mikrobiyal DNA ekstraksiyonu i¢in uygulanmis olan

1] 1511101 L) (TSRS PPTPR 35
Sekil 4.1 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢oziinmeyen diyet

liflerinin monosakkarit Kompozisyonlarti............cccceeevieriienieniienieeieeeeee 42
Sekil 4.2 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢6ziinen diyet liflerinin

monosakkarit KompoziSyonlart............ccevveeviienieiiiienieeieeee e 50
Sekil 4.3 Besleme siiresi boyunca farelerin diskilarinda olusan mutlak KZYA

miktarlarinin haftalik deisimi ..........coccoeviiiiiiiiiiiiiee e 56

Sekil 4.4 Besleme siiresi boyunca farelerin diskilarinda tespit edilen asetat, propiyonat
ve biitiratin nispi bolluklarinin (%, mol iizerinden toplam KZYA’ne gore)

haftalik deZISIMI ...c.eeiiriiriiiieiiee e 60
Sekil 4.5 Besleme siiresi boyunca farelerin diskilarinda olusan mutlak DZYA
miktarlarinin haftalik deisimi ..........coceeviiiiiiiiiiiiie e 62

Sekil 4.6 Findik diyet lifleri ve seliiloz ile beslenmenin 0, 3 ve 6. haftalarinda %97
benzerlik seviyesinde OTU'larin nispi bolluguna dayali olarak digki mikrobiyal
topluluklarinin Bray-Curtis benzerlik matrisi..........ccceveererieneeniernieneenenene 63

Sekil 4.7 Findik diyet lifleri ve seliiloz ile beslenmenin 0, 3 ve 6. haftalarinda %97
benzerlik seviyesinde OTU'larin nispi bolluguna dayali olarak digki mikrobiyal
topluluklarinin ThetaY C benzerlik matrisi.......ccccoeeevierienenienienicieneece 64

Sekil 4.8 Beslenme siireci boyunca mikrobiyota topluluklarinin o-cesitliliginde
(Shannon indeks degerinde) meydana gelen degisiklikler .............ccceeveennnene. 66

Sekil 4.9 Beslenme siireci boyunca mikrobiyota topluluklarinin o-cesitliliginde
(Invsimpson indeks degerinde) meydana gelen degisiklikler........................... 67

Sekil 4.10 Besleme siireci boyunca disi gruplarda tespit edilen en bol 50 OTU’nun
nispi bolluklarindaki deZiSim .........cccceceviiviiiiniiniiiieeeee e 69

Sekil 4.11 Besleme siireci boyunca erkek gruplarda tespit edilen en bol 50 OTU’nun
nispi bolluklarindaki deZiSim .........ccccecveviiviiiiniiniiiieeeee e 73

Sekil 4.12 Besleme siireci sonunda (6. hafta) disi fare gruplarinda asir1 temsil edilen
taksonlar1 gosteren kladogram (LDA>4.0)......cccoeoiiiiiiiiiiinieeiieee e 77

VIl



Sekil 4.13 Besleme siireci sonunda (6. hafta) erkek fare gruplarinda asir1 temsil edilen
taksonlar1 gosteren kladogram (LDA>4.0).......ccceevviriiniininiinieieeeneeeee 78

VIII



CIZELGE LISTESI

Sayfa
Cizelge 1.1 Naturel findik, kavrulmus findik ve findik zarina ait temel besinsel
DILESIMICT ..ottt e e e e e e e be e e s beeeeareeen 2

Cizelge 3.1 Modifiye fare yemlerinin (yem 1, yem 2, yem 3, yem 4) hazirlanmasinda
ve adaptasyon sliresince farelerin beslenmesinde kullanilan standart fare

yeminin kompozisyonu ve vitamin iGeTiS1 ...eevereerueruereenienienieeieeienieenieeeeenne 30
Cizelge 3.2 PCR reaksiyonu i¢in kullanilan (reaksiyona dahil edilen) kimyasallar ve
PIIMETIET ..ttt s 36

Cizelge 3.3 Barkodlama islemi i¢in PCR reaksiyonuna dahil edilen kimyasallar..... 37
Cizelge 4.1 Calismada kullanilmis olan kavrulmus findik, naturel findik ve findik

zarinin nem, yag, protein, kiil ve klason lignin igerikleri ..........cccccevvenienennene. 40
Cizelge 4.2 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢oziinmeyen diyet
liflerinin glikozidik bag kompozisyonlart ..........ccccceceveeveniiniinenieneceneene, 45
Cizelge 4.3 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢Oziinen diyet
liflerinin glikozidik bag kompoziSyonlart ..........ccccceceveeveniineenenieneeieneenne, 52
Cizelge 4.4 Disi gruplarda tespit edilen en bol 6 OTU’nun nispi bolluklarinin besleme
SUreci boyunca deGISIMI ....ceeveeriieriieiieeie ettt ettt 68
Cizelge 4.5 Erkek gruplarda tespit edilen en bol 6 OTU’nun nispi bolluklarinin
besleme siireci boyunca deZiSimi .......cevveeriieriieniiieriieiie e 74

IX



SIMGELER ve KISALTMALAR LIiSTESI

KZYA
GC
GC-MS
cm

FiD

dk

mg
ml
pL

Da

kHz
rpm

TFA
DOM
DCM
DMSO

Kisa Zincirli Yag Asitleri
Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografisi ve Kiitle Spektrometrisi
Santimetre

Alev Iyonlasma Dedektorii
Dakika

Gram

Miligram

Mililitre

Mikrolitre

Molar

Dalton

Normal

Kilohertz

Dakikada devir

Watt

Trifloroasetik asit
Dioctilamin
Dikloromethan

Dimetil stilfoksit




EKLER LiSTESI

Savfa

EK-1: Farelerden -2. haftada toplanmis olan diski 6rneklerinde bulunan kisa zincirli
yag asitlerinin (asetik, propiyonik ve biitirik asit) miktarlart ............c.ceceneee. 99
EK-2: Farelerden -1. haftada toplanmis olan diski 6rneklerinde bulunan kisa zincirli
yag asitlerinin (asetik, propiyonik ve biitirik asit) miktarlart ............ccceeeneee. 99
EK-3: Farelerden -2. haftada toplanmis olan digski 6rneklerinde bulunan dallanmis
zincirli yag asitlerinin (isobiitirik ve isovalerik asit) miktarlari ..................... 100
EK-4: Farelerden -1. haftada toplanmis olan digski 6rneklerinde bulunan dallanmig
zincirli yag asitlerinin (isobiitirik ve isovalerik asit) miktarlari ..................... 100

XI



1. GIRIS

Findik (Corylus avellana L.) Betulaceae familyasina ait popiiler bir agag
meyvesidir. 2019 yili verileri dikkate alindiginda findik, diinya kabuklu meyve
iiretiminde sirastyla ceviz, kaju ve bademden sonra dordiincii sirada yer almakta olup
(FAOSTAT, 2021), popiileritesi giinden giline artmaktadir. Findiga duyulan ilginin her
gegen giin artmasi, kendine has olan lezzetine (Alasalvar ve ark., 2012; Alasalvar ve
ark., 2003a), kaliteli besin igerigine (Alasalvar ve Bolling, 2015; Alasalvar ve ark.,
2003a; Alasalvar ve ark., 2003b; Chang ve ark., 2016; Pelvan ve ark., 2018) ve sagliga
olan faydali etkilerine dayandirilmaktadir (Chang ve ark., 2016). ilaveten, ABD Gida
ve lIlag Dairesi (FDA) 'nin findik, ceviz ve badem gibi iiriinleri, kalp sagligim
destekleyen gidalar kategorisine dahil etmesinin, findiga olan ilginin artmasina katki

sagladig: diistiniilmektedir (Alasalvar ve Bolin, 2015).

[laveten, findik, 6zellikle iilkemiz i¢in, 5Snemli ekonomik degere sahip olan bir
tarimsal iirlindiir. Tiirkiye'nin tarimsal ihracatinda findik ilk sirada yer almakta olup,
iilkemiz tarimsal ihracatinin %13’{inii tek bagina karsilamaktadir (Toprak Mahsulleri
Ofisi Findik Sektor Raporu, 2020). Tat, aroma ve ekonomik degerine ilaveten, findik
besinsel olarak da olduk¢a Onemli bir gidadir. Findik protein, diyet lifi, yag ve
mineraller a¢isindan zengin olan bir gida maddesidir (Cizelge 1.1) (Alasalvar ve ark.,
2003a, 2003b; Pelvan ve ark., 2018). Findigin besinsel kompozisyonunu belirlemek
icin yapilmis olan birgok analitik ¢alisma findik bilesenlerinin (6zellikle lipidlerinin
ve fenolik bilesiklerinin), findiga has kimyasal yapida oldugunu ortaya koymustur
(Koksal ve ark., 2006; Alasalvar ve ark., 2003b; Pelvan ve ark., 2018). Omegin findik
yaginin %92’sinin doymamis yag asitlerinden [oleik (®-9) ve linoleik asit (®-6)]
olustugu belirtilmistir (Alasalvar ve ark., 2003a). Findigin kendine has olan bu
besinsel bilesiminin insan sagligina olumlu etki yapabilecek nitelikte oldugu bir¢cok
calisma tarafindan kanitlanmistir. Ornegin, icermis oldugu yiiksek miktardaki
doymamis yag asitlerinden dolay1, findik tiiketiminin kardiyovaskiiler hastalik riskini
azalttig1 ve kolesterol seviyesini diizenleyici etkisi oldugu bilinmektedir (Perna ve
ark., 2016; Tey ve ark., 2011; Sabate ve ark., 2010; Kris-Etherton ve ark., 2008;
Mercanligil ve ark., 2007; Fraser, 2000).



Findigin ana bilesenlerinden bircogunun (6zellikle findik yagi, protein ve
fenolik bilesikler) kimyasal bilesimini belirlemek i¢in bir¢ok analitik calisma yapilmis
olmasina ragmen (Alasalvar ve Bolling, 2015; Alasalvar ve ark., 2003a; Alasalvar ve
ark., 2003b; Chang ve ark., 2016; Pelvan ve ark., 2018), findigin bir diger énemli
bileseni olan diyet liflerinin kimyasal bilesimini belirlemek i¢in yapilmis olan
caligmalar sinirh sayidadir. Benzer sekilde, findik bilesenlerinin (6zellikle findik yagi)
insan saglig lizerindeki etkisini belirlemek i¢in bir¢cok epidemiyolojik, klinik 6ncesi
ve klinik caligsma yapilmis olmasina ragmen (Perna ve ark., 2016; Sabate ve ark., 2010;
Kris-Etherton ve ark., 2008; Mercanligil ve ark., 2007; Fraser, 2000), diyet liflerinin
(findigin diger bir ana bileseni) insan saglig1 lizerindeki etkisini belirleyen herhangi

bir arastirmaya rastlanmamustir.

Cizelge 1.1 Naturel findik, kavrulmus findik ve findik zarina ait temel besinsel
bilesimler (Tuncil, 2020)

Bilesenler (%) * Naturel findik Kavrulmus findik Findik zan
Yag 57.9 63.9 17.8
Protein 15.8 159 7.5

Kiil 2.57 2.34 2.66

Diyet lifi 17.78 15.41 69.78

*Degerler, kuru madde iizerinden verilmistir.

Diyet lifleri, tiiketildiginde insan {ist sindirim sistemi tarafindan
parcalanamayan ve dolayisiyla sindirilmeden kalin bagirsaga ulasabilen ve kalin
bagirsakta mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilen gida bilesenleri olarak
tanimlanabilmektedir (Hamaker ve Tuncil, 2014). Son 20 yilda yapilan epidemiyolojik
ve klinik ¢alismalar, diyet lifi tiiketiminin kalin bagirsak mikrobiyatasini diizenleyerek
insan saglig1 tlizerinde bir¢ok olumlu etkiye sahip oldugunu gostermistir (Valdes ve
ark., 2018; De Filippo ve ark., 2010). Bu nedenle bir¢ok saglik kurulusu, saglikli bir
yasam siirmek i¢in insan kalin bagirsak mikrobiyatasinda faydali mikroorganizmalarin
gelisimini destekleyebilecek lifli gidalarin tiiketilmesini 6nermektedir. Bu durumda
tilketilmesi Onerilen gidalar genellikle tam tahilli (kepekli) iirlinler, meyveler ve
sebzelerdir (Martens ve ark., 2018; Porter ve Martens, 2017; Dhingra ve ark., 2012).
Ne yazik ki, findigin diyet lifi icerigi diger lif agisindan zengin olarak bilinen gidalara
gore daha yiiksek olmasina ragmen, findik diyet liflerinin kalin bagirsak mikrobiyotasi

tizerindeki etkisi giiniimiize kadar ¢alisilmadigindan dolayi, findik diyet lifi agisindan



zengin gidalar arasinda gosterilememektedir. Bu ¢aligmanin ilk amaci, findik diyet
liflerinin kolonik mikrobiyota iizerindeki etkisini in vivo (fareler iizerinde) deneyler
ile ortaya ¢ikararak, findik diyet liflerinin besinsel agidan 6nemli fonksiyonel 6zellige
sahip olabileceginin ve dolayisiyla findigin diyet liflerince zengin gidalar arasinda

siiflandirilabileceginin gosterilmesidir.

Bu calismada, findigin tiikketilmeden 6nce maruz kalmis oldugu isleme
teknolojileri de g6z Oniinde bulundurarak, findik diyet liflerinin fonksiyonel
ozelliklerinin (kalin bagirsak mikroorganizmalarina etkisi), findik isleme teknolojisine
gore degisip degismediginin de arastirilmasi amaglanmistir. Bilindigi {lizere, ¢erezlik
findik ya naturel i¢ findik ya da kavrulmus i¢ findik olarak tiiketilmektedir (Ozdemir,
2003). Naturel i¢ findik, findigin kurutulup zarlarinin ayiklanmasiyla elde edilen
iiriindiir. Kavrulmus i¢ findik ise, naturel findigindan belirli sicaklik ve siirelerde
kavrulmasi sonucu elde edilmis olan {iriindiir. Kavurma isleminden sonra, findik
yiizeyindeki findik zar1 da ayrismaktadir (Sekil 1.1) (Ozdemir, 2003). Naturel findik,
findik zarin1 da icerdiginden dolayr kavrulmus findiga gore daha fazla diyet lifi
icermesi beklenmektedir; ¢iinkii i¢ findik (kavrulmus veya naturel) %12-18 arasinda
diyet lifi igerigine sahipken (Alasalvar ve ark., 2013; Tuncil, 2020), findik zarinin diyet
lifi igerigi %70’lere yaklasmaktadir (Anil, 2007; Tuncil, 2020). Bu nedenle, kavrulmus
findiga kiyasla, naturel findigin kalin bagirsak mikrobiyomu iizerine daha fazla olumlu
etki gdstermesi beklenebilmektedir. Ancak bu sekilde bir yaklasim her zaman igin
dogru olmayabilir, ¢iinkii gida isleme teknolojilerinin gidanin icermis oldugu diyet
liflerinin fonksiyonel 6zelliklerini (6zellikle kalin bagirsak mikrobiyomu agisindan)
degistirebilmektedir. Ornegin, dnceden yapilmis olan bir calismada, 1s1l islem gdrmiis
baz1 tahil diyet liflerinin, 1s1l islem gdérmemis olanlara gore, kalin bagirsaktaki
mikroorganizmalar tarafindan daha kolay fermente edilebildigi, dolayisiyla kalin
bagirsak mikrobiyomuna etkisinin daha farkli oldugunu ortaya koymustur (Smith ve
ark., 2020). Bu nedenle, benzer monosakkarit birimlerinden olussalar da (Tuncil,
2020), naturel findiktan elde edilen diyet lifleri ile kavrulmus findiktan elde edilen

diyet lifleri kalin bagirsak mikroorganizmalar1 {izerinde farkl: etkilere sahip olabilir.
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Sekil 1.1 Findik iiretim basamaklari [Ozdemir (2003)
tarafindan yayinlanan makaledeki verilere gore
tekrar ¢izilmistir].

Cerezlik findiga ilaveten, son yillarda findik endiistrisinde yan {iriin olan findik
zarinin gida sanayinde fonksiyonel bilesen olarak, 6zellikle gidalarin diyet lifi i¢erigini
artirmas1 maksadiyla, kullanimina olan ilgi de hizla artmaktadir. Ornegin, Anil (2007)
yapmis oldugu bir ¢aligmada, findik zarinin ekmek {iretiminde, ekmegin toplam diyet
lifi miktarmin artirtlmas1 maksadiyla, son iriiniin fiziksel, kimyasal ve reolojik
kalitesini olumsuz yonde etkilemeden kullanilabilecegini gostermistir. Benzer sekilde,
findik zarinin, makarna (Zeppa ve ark., 2014) ve diger firincilik (kek) {irtinlerinin
(Cikrikei ve ark., 2016) iiretiminde, son {irliniin diyet lifi igerigini artirmak maksadiyla,
{iriin formiilasyonlarina dahil edilebilecegi gosterilmistir. ilaveten, findik zari
icerisinde bulunan diyet liflerinin ekstraksiyonunu saglayarak, findik zarindan
prebiyotik potansiyeli olan fonksiyonel karbonhidratlarin iiretimi i¢in giiniimiize kadar
yapilmig bir¢ok ¢aligma bulunmakta olup, bu caligsmalarin bir¢ogu ekstrakte edilmis
olan findik zar1 diyet liflerinin yiliksek fonksiyonellige sahip olabilecegini
onermektedir (Montella ve ark., 2013a; 2013b; Yilmaz ve Tavman, 2015; Tas ve
Gokmen, 2015; Kostalova ve Hromadkova, 2019). Her ne kadar giiniimiize kadar
findik zarmmin gida (6zellikle firincilik) iriinleri tiretiminde, son {irliniin diyet lifi
icerigini artirmak maksadiyla, kullanilabilecegi ve findik zarindan fonksiyonel
karbonhidratlarin iiretiminin gerceklestirilebilecegi dnerilmis olsa da findik zar1 diyet

liflerinin kalin bagirsak mikrobiyotas1 iizerine olan etkileri gilinlimiize kadar



calisilmamistir. Bu sebepten dolay1 bu ¢alismanin bir diger amaci da findik zar1 diyet
liflerinin kalin bagirsak mikrobiyal kompozisyonu ve mikrobiyal metabolitler iizerine
etkisinin in vivo (farelerle) sartlar altinda belirlenmesi suretiyle, findik zar1 diyet
liflerinin fonksiyonel 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ve findik endiistrisinde yan tiriin
olan findik zarinin prebiyotik potansiyele sahip karbonhidratlarin iiretiminde

hammadde olarak kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

Findik diinyada hem iiretim hem de tiiketim acisindan en 6nde gelen kabuklu
meyvelerdendir. Tiirkiye, diinyanin en biiyiik findik {ireticisi ve ihracat¢isidir. 2019
yilinda, diinya findik iiretiminin %67.2’sini gerceklestiren Tirkiye’de (Sekil 2.1)
(FAOSTAT, 2020), findign iiretimi yaklasik 2,500 yildir, cogunlukla Dogu Karadeniz
bolgesinde gergeklestirilmektedir. Ulkemizde Ordu, Giresun, Trabzon findik
yetistiriciligi yapilan illerimizin baslicalaridir. 36-41 kuzey enlemleri diinyada findik
{iretimi i¢in en uygun konum olup ABD, italya ve Ispanya iiretime uygun olan baslica

diger iilkelerdir (Sekil 2.1).

Tiirkiye’de 18 adet tescillenmis findik ¢esidi bulunmaktadir (Balik ve ark.,
2016; Islam, 2018). Bu findiklar, yuvarlak, badem ve sivri olmak iizere {i¢ pomolojik
sinifa ayrilmaktadir. Tombul, Palaz, Fosa, Cakildak, Kalinkara, Kargalak, Uzunmusa,
Mincane, Cavcava ve Kan Findig1 cesitleri yuvarlak findik grubunda; Sivri, Incekara,
Act ve Kus Findigr sivri findik grubunda; Yuvarlak Badem, Yasst Badem ve
Degirmendere findig1 gesitleri de badem findik grubunda yer almaktadir (Balik ve
Beyhan, 2014). Kalite agisindan ise Tiirk findig1 Giresun kalite ve levant kalite findik
olmak ftizere iki grup altinda toplanir. Yiiksek yag orani ve lezzeti acisindan diinya
findiklar1 arasinda en istiin 6zelliklere Tombul findik sahip olup, bu findik ¢esidi
Giresun kalite findik olarak da bilinmektedir. Tombul findik haricindeki diger findik

cesitleri levant kalite sinifina girmektedir.

Ulkemizde iiretilen findiklarin %80-85’i ihrag edilip, %15-20’si i¢ pazarda
tilketilmektedir. Tiirkiye’nin 2015-2019 yillar1 arasindaki ortalama ihracat miktar1
yaklasik 270 bin ton i¢ findiktir. 2020 yilinda ise bu rakam 280.924 bin ton olarak
kaydedilmistir ve ihra¢ edilen findik 2 milyar dolara yakin déviz girdisi saglamistir
(KIB, 2020). Tiirkiye ekonomisinde findigin ihracat pay1 %13’tiir ve tarim mamulleri
ithracatinda findik ilk sirada yer almaktadir (Toprak Mahsulleri Ofisi Findik Sektor
Raporu, 2020). 2019 yilinda, iilkemiz findik ihracatinin %56’s1 naturel i¢ findik,
%18’si islenmis findik, %26’s1 ise ileri islenmis findiktir (Toprak Mahsulleri Ofisi
Findik Sektér Raporu, 2020). Islenmis findik iiriinleri de gdz 6niine alindiginda,
Tiirkiye’nin diinya findik sektoriindeki payr %80’lere ulasmaktadir. Dolayisiyla,

Tiirkiye’nin en 6nemli tarim ihrag iriinleri arasinda kabul edilen findigin 2 milyar



dolara yakin doviz girdisi saglamasi, liretimini yapan yaklasik 400 bin ailenin
gecimine katki saglamasi, islenerek yari mamul haline getirilerek pazarlanmasi ve bu
stirecte iilkemiz acisindan 6nemli bir istihdam kaynagi olusturmasmin yani sira,
olusturulan katma deger gibi sosyo-ekonomik sebeplerden dolay1 Tiirkiye ekonomisi
icin oldukca Onemli bir kaynaktir (Hatirli ve ark., 2009) Findigin bilinen ve
arastirtlmaya devam eden fonksiyonel 6zellikleri de goz Oniine alindiginda, kullanim
alanlarinin ve findik mamullerinde {iriin yelpazesinin artmasi ile diinyada findiga olan
talep ve ihtiyacin ilerleyen yillarda artmasi 6ngoriilmektedir ve bu durumda findigin,

iilkemiz i¢in daha da dnemli bir tarim {iriinii haline gelmesi beklenmektedir.
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Sekil 2.1 2019 yilina ait diinya genelinde findik tiretimi. FAOSTAT (2020) verilerine
gore ¢izilmistir.

Findik hem cerezlik olarak tiiketilebilmekte hem de bir¢cok gida iirlinlerinin
iiretiminde 6nemli bir bilesen olarak formiilasyonlarina dahil edilebilmektedir.
Cerezlik findik naturel veya kavrulmus findik olarak piyasada yer almaktadir.
Kavrulmus findik, naturel findigin belirli sicaklik ve siirede, findik igin Ozel
gelistirilmis olan kavurma makinelerinde, islenmesi sonucu elde edilen iirlindiir.
Findik kavurma iglemi sirasinda hem bazi bilesenler agiga ¢ikmakta hem de findik
tekstiirlinde baz1 degisimler meydana gelmektedir (Karademir, 2013). Bu bilesenler ve

tekstlirde meydana gelen degisimler, kavrulmus findikta daha hos tat, koku, aroma ve



tekstiir olugsmasina sebebiyet vermektedir. Bu nedenle c¢erezlik olarak kavrulmus

findik daha cok tercih edilmektedir.

Cerezlik kullanimina ilaveten findik, siit, unlu mamiiller, sekerleme iiriinleri ve
miisli gibi gidalarda tatl, lezzetli, hos bir tat olusturmak icin ve ¢ikolata, dondurma,
atistrmalik  barlarda tadi dengelemek i¢in ve yardimci madde olarak da
kullanilmaktadir (Labell, 1983; Labell, 1992; Kinderlerer ve Johnson, 1992). Bu
amaglar dogrultusunda i¢ findiklar naturel, kavrulmus, dilinmis, kiyilmis,
beyazlatilmig, findik unu olarak bulunabilmektedir (Altundag, 1989). Findiklarin
bircogu tiiketilmeden Once kavurma islemine maruz birakildigindan dolay1 proses
sirasinda zarlarindan ayrilmaktadir. Bu durumda da fazla miktarda zar atik {iriin olarak
meydana gelmektedir. Atik iiriin olan findik zarmi degerlendirmek i¢in giiniimiizde
bircok ¢aligma yapilmistir. Ornegin ekmek mamiillerinde kullanimi, fenolik
bilesenlerinin ekstrakte edilip antimikrobiyal madde olarak kullanilmasi, boyar madde
olarak kullanilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir: Anil (2007) yapmis oldugu
caligmada ekmegin toplam diyet lifi miktarin1 artirmak maksadiyla, ekmek iiretiminde
findik zarinin, ekmegin duyusal ve tekstiirel 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemeden,
belirli oranlarda kullanilabilecegini gostermistir. Shataer ve ark., (2021) yaptiklar
calismada antimikrobiyal ve antiinflumatuar etkiye sahip oldugunu ve yiiksek
antioksidan kapasitesinin de oldugunu gézlemlemislerdir. Ozdemir ve ark., (2014)
findik zar1 tozunun boyarmadde (gida boyasi) olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Findik zarinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar gliniimiizde de
devam etmektedir. Bunun yaninda, Tuncil (2020) yaptig1 ¢aligmada findik zarinin
yiiksek miktarda diyet lifi icerdigini gostermis ve hatta bu diyet liflerinin fonksiyonel
oneme sahip olabilecegi onerisinde bulunmustur. Bu 6neri sonucunda findik zarinin
fonksiyonel prebiyotik gida katki maddesi iiretimi i¢in hammadde olarak
kullanilabilirligi fikri ortaya atilmistir (Tuncil, 2020). Ancak, findikta oldugu gibi,
giinlimiize kadar findik zar1 diyet liflerinin de kalin bagirsak mikroorganizmalari
iizerine (prebiyotik Ozelliklerinin belirlenmesine yoOnelik) herhangi bir calisma
yapilmadigindan dolayi, findik zarinin bu amag¢ dogrultusunda kullanilabilirliginin

uygun olup olmadig1 belirlenememistir.



2.1 Findik Bilesenleri ve Fonksiyonel Ozellikleri

Findik ekonomik degeri, listiin tad1 ve iiriinlere kolaylikla entegre edilebilmesi
Ozelliginin yani sira, saglik agisindan da 6nemli olan birgok bilesene sahiptir. Findik
baslica igerdigi yag (esansiyel yag asitleri), proteinler (aminoasitler), diyet lifleri,
mineral maddeler, vitaminler ve fenolik maddeler agisindan 6nemli bir besin dgesidir
(Simsek ve Aslantag, 1999). Findik besinsel igerigi findik ¢esidine gore degiskenlik
gosterebilmektedir (Pala ve ark., 1996; Bas ve ark., 1986). Ayrica findik bilesiminin
hasat edilme zamanina gore degisiklik gosterdigi de gozlemlenmistir. Hatta yag
kompozisyonunun farkli lokasyonlarda bile degisiklik gosterdigi gorilmiistiir

(Parcerisa ve ark., 1993).

Kendine has besinsel protein, yag, karbonhidrat vitamin ve mineral
kompozisyonu ile findik insan beslenmesinde dnemli rol oynamaktadir (Woodroof,
1975). Yetiskin bir bireyin giinliik enerji ihtiyacinin yaklasik %10-13’linii karsilamak
icin tavsiye edilen findik tiiketim miktar1 glinliik 42.5 gramdir (Alasalvar ve ark., 2008;
Canan Asal Ulus ve ark., 2019). Findik bilesenlerinin kimyasal ve fonksiyonel

ozellikleri asagida detaylica agiklanmustir.

2.1.1 Findik Yag

Findik hem tekli doymamis yag asitlerince hem de c¢oklu doymamis yag
asitlerince hem de yagda ¢oziinen vitaminler (6zellikle E vitamini) agisindan zengindir
(Ozdemir ve ark., 2001). Findikta tanimlanan 18 yag asidi arasinda, yagin
stabilitesinde 6nemli bir rol oynayan oleik asit (18:1) en baskindir (>%77) (Bonvehi
ve Coll, 1993a). Linoleik asit (18:2) findik yagindaki ikinci baskin yag asididir
(>%7.5). Ayrica findikta kimyasal ransidifikasyonun temel nedeni, peroksidaz aktivite
ve pro-oksidan bilesenler gibi bagka faktorlerin etkisi ile birlikte linoleik asittir. Olusan
bu kimyasal ransidifikasyonun sonucunda muhtemel kanserojen etkilere sahip
aromatik halkalar ve bilesikler ortaya ¢ikar (Bas ve ark., 1986; Fourie ve Basson, 1989;
Kinderler ve Johnson, 1992; Garcia ve ark., 1994). Bu sebeple oleik asitce zengin
linoleik asit¢e fakir findik c¢esitleri hem {iriiniin raf Omrii agisindan hem de
ransidifikasyonunun o6niine ge¢mesi agisindan Oncelikli tercih sebebidir. Bu yag
asitlerinin her ikisi de doymamis yag asitleri kategorisindedir ve findik yag asitlerinin
%90"'indan fazlasini olusturur. Ek olarak, doymus yag asitlerinden palmitik asit (16:0)
ve stearik asit (18:0) findik yag asitlerinin yaklasik %8'ini olusturmaktadir. Bahsedilen
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bu yag asitleri toplam findik yaginin yaklasik %99'unu olusturmaktadir (Alasalvar ve
ark., 2008). Findik yaginin, insan sagligi iizerine olumlu etkiler yaptigi klinik
caligmalarla ortaya konulmus olup (Mannarino ve ark., 2009), bu olumlu etkilerin
genel olarak, iceriginde bulunan yiiksek miktardaki doymamis yag asitlerinden ileri
geldigi diisiiniilmektedir. Findik yag1 ayrica bitkilerde fitosterollerin dncii maddesi
olan 30 karbonlu skualen i¢in de iyi bir kaynaktir (Maguire ve ark., 2004).
Fitosterollerin hiperkolesterolemik hastalarda toplam kolesterol, diisiikk yogunluklu
lipoprotein  kolesterol ve triagilgliserol diizeylerini dusiiriicii etkisi oldugu
bildirilmistir (Mannarino ve ark., 2009). FDA (2003) koroner kalp hastaliklarini

onleyici olarak giinliik 42.5 g findik tiiketimini nermektedir.

2.1.2 Findik Proteinleri

Findik hem esansiyel hem de esansiyel olmayan amino asitleri igeren 6nemli
bir besin maddesidir. Findikta en ¢ok bulunan aminoasitler glutamik asit, arginin ve
aspartik asittir (Simsek ve Aslantag, 1999). Genel olarak, tiim esansiyel amino asitleri
bol miktarda igeren hayvansal protein kaynaklari (et, balik, kiimes hayvanlari, siit,
peynir ve yumurta) tam protein kaynaklar1 olarak kabul edilir. Ote yandan, bitki
proteinleri genellikle eksik olarak kabul edilir, ¢linkii genellikle esansiyel amino
asitlerden bir veya daha fazlasini yeterli miktarda igermez. Buna ragmen findik lisin
ve triptofan harig biitiin esansiyel aminoasitleri ihtiva etmektedir ve bu sebepten dolay1
da vegan beslenen bireyler icin de Onemli bir besin kaynagi olarak kabul
edilebilmektedir. (Alasalvar ve ark., 2008). Yapilan arastirmalara gore giinde 100 g
findik tiiketimi ile giinliik protein ihtiyacinin %22’si karsilanabilmektedir (Pala ve

ark., 1996).

2.1.3 Findik Vitaminleri

Vitaminler, viicutta bir¢ok faydali rolii olan esansiyel besinlerdir. Findik hem
yagda ¢Oziinen vitaminleri (A, E ve K) hem de suda ¢6ziinen vitaminleri (tiamin,
riboflavin, niasin, pantotenik asit, piridoksin, biotin, folat, C vitamini, kolin ve betain)
onemli miktarda icermektedir (Simsek ve Aslantas, 1999). Findikta bol miktarda a-
tokoferol ve B1, B2, B3 vitaminleri bulunmaktadir (Alasalvar ve ark., 2003). Ayrica
a-tokoferol’un diger formlaria da sahiptir ve dolayisiyla E vitamini agisindan da iyi
bir kaynaktir (Kornsteiner ve ark., 2006). Kornsteiner ve ark., (2006) sert kabuklu
meyvelerde yaptiklar1 ¢alismada a-tokoferol igerigi en yiiksek kabuklu yemisi findik
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(31,4 mg/100 g) olarak bildirmistir. RDI (Reference Daily Intake)’a gore giinliik
olarak tiiketilen 42,5 gram findik giinlik E vitamini ihtiyacinin tamamim
karsilamaktadir (Krinsky, 2000). Birgok kabuklu yemise kiyasla E vitamini, folik asit
ve biyotin agisindan oldukc¢a zengindir (Holland ve ark., 1991).

2.1.4 Findik Mineralleri

Findigin mineral kompozisyonu, findigin kalitesinin belirlenmesinde oldukg¢a
onemlidir. Ornegin, proses parametrelerinden kavurma sicakligi ve siiresine, renk
gelisimine, ac1lasma iizerine 6nemli etkileri vardir (Ozdemir ve ark., 2001). Findik iyi
bir bakir, manganez, selenyum, krom, demir, magnezyum, ¢inko, fosfor kaynagidir ve
biitiin findik ¢esitleri g6z oniine alindiginda genel olarak findikta en ¢ok miktarda
bulunan mineral potasyumdur, ardindan fosfor kalsiyum ve magnezyum takip

etmektedir (Simsek ve Aslantas, 1999).

2.2 Findik Bilesenlerinin Saglhik Uzerine Etkileri

2.2.1 Kolesterol, Kardiyovaskiiler Hastalklar, Koroner Arter Hastahig1 ve
Kanser

Findik tiiketimi ile ilgili cesitli epidemiyolojik c¢alismalarda, plazma lipid
profillerini diistirerek kardiyovaskiiler hastalik, koroner arter hastalig, ateroskleroz ve
diger ciddi vakalarin azalmasina neden oldugu ve hastalik olusma riskini azalttig
bildirilmistir (Koksal ve ark., 2005). Findik tiiketiminin koroner arter hastaligi riskini
azalttigina dair bir saglik iddiast da FDA tarafindan onaylanmistir (FDA, 2003). Diger
taraftan, Amerikan Kalp Dernegi tarafindan uygulanan diyetler her ne kadar LDL ve
toplam kolesterolii diislirse de HDL degerlerini diisiiriirken triagilgliserol degerlerini
yiikselterek koroner risk faktorlerini artirmaktadir. Findigin da zengin oldugu tekli
doymamis yag asitlerini igeren bir diyet uygulamasiyla ise HDL diizeyi artirilirken
triagilgliserol diizeyinin de azaltilabildigi gosterilmistir (Rajaram ve ark., 2001; Hyson
ve ark., 2002; Alasalvar ve Shahidi, 2008). Mercanligil ve ark., (2007) findik takviyeli
bir diyetin, yiiksek kolesterol diizeyine sahip yetiskin erkekler lizerinde olumlu bir
etkisi oldugunu bildirmistir. Balkan ve ark., (2003) tavsanlara verilen yiiksek
kolesterol diyetine findik yagi eklenmesinin etkisini arastirmis ve lipid seviyesinde
azalma olmaksizin aort aterosklerotik lezyonlarda, kan lipit peroksit ve apolipoprotein
B-100 iceren lipoprotein diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir. Bir diger

caligmada ise 21 (18 erkek ve 3 kadin) hiperkolesterolemik bireye verilen findikla
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zenginlestirilen diyetle beslenme sonucunda findigin lipid ve lipoprotein degerlerinde
azalma, endotel fonksiyonunda iyilesme, LDL oksidasyonunu ve inflamatuar
belirteglerini onleyerek antiaterojenik etki gosterdigi belirlenmistir (Orem ve ark.,
2013). Son olarak, Galego ve ark. (2017) insan serviks kanseri hiicrelerinin, hepatosit
hepatositlerinin ve insan meme kanseri hiicre hatlarmin hayatta kalma oranlarinin, ii¢
farkli findik yapragi ve kok ekstresinin eklenmesiyle onemli 6l¢iide azaldigim

bildirmislerdir.

2.2.2 Kadin ve Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Findik, besin maddeleri ve biyoaktif maddeler agisindan zengin bir gida oldugu
icin sadece saglikli bir besin degil, ayn1 zamanda erkek iireme sistemini de destekleyen
bir besindir (Colagar ve Marzoni, 2009). Yaslanma siireci ile birlikte viicutta gelisen
oksidan-antioksidan dengesizligi erkek {ireme sistemini etkileyerek iireme
dejenerasyonuna neden olabilir (Ferrini ve Barrett-Connor, 1998). Yasla birlikte,
testosteron sentezinden sorumlu Leydig hiicrelerinin sayis1 azalir ve dolayisiyla serum
testosteron diizeylerinde bir diislis gézlenir (Ferrini ve BarrettConnor, 1998). Kara ve
ark., (2019) geng¢ ve yash erkek farelerde findik takviye edilmis bir diyetin, testis

antioksidan fonksiyonunu ve sperm kalitesini arttirdigin1 bildirmiglerdir.

Kadimnlarda siklikla goriilen polikistik over sendromunun, en Onemli
semptomlar1 arasinda adet gérmeme veya adetin uzamasidir ve kadinlarda en sik
goriilen hormonal bozukluklarin basindadir. ileri dénemlerde kisirhiga kadar sebep
olabilir (Demirel ve ark., 2016). Demirel ve ark., (2016) findik yagi ile beslenen disi
farelerin serum gonadotropinleri, steroidler ve serum lipid seviyelerinde iyilesmeler

gosterdigini ve polikistik over sendromunun tedavisinde etkili oldugunu gostermistir.

2.2.3 Alzheimer Hastalig1

Alzheimer hastalig1, sinir dokusunun dejenerasyonu olarak tanimlanir ve geri
doniisii olmayan bunamanin 6nde gelen nedeni olarak bilinir (Wani ve ark., 2020).
Cok faktorli bir hastalik olarak tanimlanan Alzheimer hastaliginin nedenleri ve
tedavileri tam olarak anlagilamamistir. Diger taraftan, amiloid birikintileri,
taurinasyon, hiicre i¢i sinyal bozukluklari, oksidatif stres, metal iyon diizensizligi ve
iltihaplanma ile teshis edilen bozulmus ndrolojik fonksiyon olarak tanimlanmistir
(Wani ve ark., 2020). Bu nedenle, bitkisel kimyasal bilesenlerin (6zellikle

fitokimyasallarin) Alzheimer hastaliginin olusma nedenleri olan oksidatif stres,
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kolesterol ve enflamatuar1 azaltabilecegi, dolayisiyla fitokimyasallar bakimindan
zengin gida drlnlerinin (findik gibi) Alzheimer hastaliginin olusum riskini
azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Gojri ve ark., 2018). Ayrica Alzheimer hastalarinin
doymamis yag asitlerinin metabolizmasini diizenlemede énemli sorunlar1 oldugu ve
beyindeki oleik asit diizeylerinin dnemli 6l¢iide daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Gojri ve ark., (2018), yaptiklar1 calismada farelere verilen findik diyeti (800
mg/kg/giin) hafizalarinda 6nemli bir gelisme ve kaygida azalma gozlemlemistir. Bu
durumun findigin tekli doymamis ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (oleik asit ve

linoleik asit) yliksek olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

2.2.4 Anti-Obezite

Viicutta asir1 yag birikmesi olarak bilinen obezitenin, yiiksek tansiyon, diyabet
ve kalp hastaligi gibi bircok hastaliga yakalanma riskini arttirdigi bilinmektedir.
Geleneksel olarak, kabuklu yemisler yiiksek yag ve kalori igerigi nedeniyle kilo
yonetimi ve insiilin duyarliligi i¢in saglikli iiriinler olarak kabul edilmez (Wani ve ark.,
2020). Ancak literatiirde kabuklu yemis tliketiminin kilo alimma yol agmadigini
(Sabate ve ark., 2003; St-Onge ve ark., 2005) hatta kilo ve yag kaybina yol a¢tiginm
gosteren caligsmalar bulunmaktadir (Zambon ve ark., 2010; Chisholm ve ark., 1998).
Aslinda Willet ve ark., (2004), tarafindan 6nerilen besin piramidi, yasam boyu saglik
icin gilinliik 1-3 porsiyon kuruyemis ve bakliyatin diyete dahil edilmesi gerektigini
belirtmektedir. Bu durumu destekleyen calismalar, hiperkolesterolemili erkek
deneklerde 8 haftalik findik (40 g/giin) diyetinin viicut agirligin1 ve bel-kalca oranim
onemli Olglide degistirmedigini, aksine, baslangica kiyasla, viicut yag oraninda ve
beden kitle indeksinde Onemli derecede azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(Mercanligil ve ark., 2007). Mollica ve ark., (2018) Tiirkiye ve Italya'dan findik
cesitleri ile yaptiklari in vivo ¢alismada findik tiiketimi sonucu bireylerde kilo kaybinin
olustugunu gozlemlemis olup, bu kilo kaybinin findigin yiiksek lif ve protein igerigi
nedeniyle olusan tokluk hissinden kaynaklandigi o©ne siirmiistiir. Baska bir
aragtirmada, giinliik 40 g findik aliminin, oksidatif stres ve iltihaplanma ile iliskili
genlerin ekspresyonunu diizenledigini ve muhtemelen artan antioksidan kapasite
nedeniyle kilo alimina sebep olmadigi yorumu yapilmistir (Di Renzo ve ark., 2019).

Benzer sekilde, Wang ve ark. (2020) yapmis olduklari in vitro ¢aligmasinda, findik
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hidrolizatindan elde edilen RLLPH proteininin potansiyel anti-obezite 6zellige sahip

oldugu tespit edilmistir.

2.3 Diyet Lifleri

Yukarida da belirtildigi tizere, findik bilesenlerinin (6zellikle yag, protein ve
fenoliklerinin) kimyasal bilesimi ve saglik iizerine etkilerini belirlemeye yoOnelik
giiniimiize kadar yapilmis bir¢ok calisma bulunmaktadir. Ancak, findigin diger bir ana
bileseni olan findik diyet liflerinin kimyasal yapisin1 belirlemeye yonelik yapilmis
olan caligmalar siurli sayida olup, findik diyet liflerinin insan saglig: iizerine olan

etkilerini belirlemeye yonelik yapilmis herhangi bir caligmaya rastlanilmamaistir.

Diyet lifleri tiiketildigi zaman iist sindirim sisteminde sindirilemeyip kalin
bagirsaga gecen ve kalin bagirsak mikroorganizmalar: tarafindan kismen veya
tamamen sindirilen genellikle bitki orijinli gida bilesenleridir (AACCI, 2010). Pektin,
seliiloz, dayanikli nisasta, iniilin, gamlar, fruktooligosakkaritler,
galatooligosakkaritler, lignin diyet liflerine 6rnek olarak gosterilebilir (Hamaker ve
Tuncil, 2014). Diyet lifleri suda ¢oziinen ve ¢oziinmeyen diyet lifleri olarak ikiye
ayrilmaktadir. Suda ¢oziinmeyen liflere lignin ve seliiloz; suda ¢oziinen liflere ise
pektin, galaktooligosakkaritler ve inulin 6rnek olarak gosterilebilir (LaCourse, 2008;
Jalili ve ark., 2001). Suda ¢6ziinen lif grubundan pektin, elma, ayva vb. besinlerde;
gamlar, recinede; B-glukan, yulaf vb. besinlerde; musilajlar, bitkilerde; direngli
nigasta, kuru baklagillerde bulunmaktadir (Rodriquez ve ark., 2006). Pektin, inulin ve
oligosakkaritler suda ¢oziinen diyet liflerine, seliiloz ve lignin ise suda ¢oziinmeyen

diyet liflerine 6rnek olarak gosterilebilirler (Hamaker ve Tuncil, 2014).

Yaklasik olarak diyet lifleri 3:1 oraninda suda ¢6ziinmeyen ve ¢oziinen olarak
gidalarda bulunabilmekte olup (Dreher, 2001; Frguerola ve ark., 2005), bu deger
gidanin tipine gore degisebilmektedir. Dengeli ve saglikli bir diyet i¢in hem suda
¢oziinen hem de ¢oziinmeyen liflerin bir arada tiiketilmesi onerilmektedir. Her iki lif
tiirliniin de bir arada bulunmasinin, hastaliklar1 6nlemede tek basina olduklarindan

daha etkili oldugu belirtilmistir (Tamer ve ark., 2004).

Diyet liflerinin insan saglig1 iizerine olan en 6nemli etkileri, kalin bagirsakta
bulunan mikroorganizmalar tarafindan enerji materyali olarak kullanilarak ortamdaki

yararli mikroorganizmalarin baskin hale gelmesini saglayip, kalin bagirsak
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mikrobiyotasini diizenlemesi, yiiksek su tutma kapasiteleri ile gidalarin transit siiresini
azaltmasi, transit esnasinda kalin bagirsakta insan saglig1 i¢in zararli olan metabolitleri
kendilerine baglayarak digki ile atilimini saglamasi olarak siralanabilir (Lattimer ve
Haub, 2010). Kalin bagirsakta 1000°den fazla mikrobiyal tiir bulundugu bildirilmistir
(Cetintas ve ark., 2017) Bu mikroorganizmalar genel olarak Firmicutes (Clostridium,
Eubacterium vb. gram pozitif bakteriler), Bacteroidetes (Prevotella, Bacteroides vb.
gram negatif bakteriler), Proteobacteria (Enterobacteriaceae gibi gram negatif
bakteriler), Actinobacteria (Bifidobacterium gibi gram pozitif tiirler), Fusobacteria,
Verrucomicrobia (Akkermansia vb. tiirler) filumlarina ait olmakla birlikte, kalin
bagirsak mikroflorasini baskin halde (%90°dan fazla) Bacteroidetes ve Firmicutes
iiyeleri olusturmaktadir. FEubacterium, Peptococcus, Bacteroides, Eubacterium,
Clostridium, Fusobacterium ve Bifidobacterium tiirline ait zorunlu anaeroblar ve
Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Enterococcus, Proteus ve Lactobacillus tiiriine
ait fakdiltatif aneorablar kalin bagirsak mikroflorasinda 6nemli bilesenlerdir (Al-Assal

ve ark., 2018).

Kalin bagirsak mikrobiyal kompozisyonu genetik ve ¢evresel faktorlere gore
degiskenlik gostermekle birlikte, insanlarin tiiketim aligkanliklarinin insan kalin
bagirsak mikroflora kompozisyonu iizerine ¢ok oOnemli etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir (Koropatkin ve ark., 2012; Hamaker ve Tuncil, 2014). Ornegin,
karbonhidrat agirlikli ve yiiksek yag iceren beslenme bigimi kiyaslandiginda belirgin
farklar goriilmustiir. Yiiksek yagl diyet tiiketimi sonrasinda bagirsak toplulugunda
gram negatif tiirlerin baskin hale geldigi ve lipopolisakkarit iiretim mekanizmasi
tetiklendigi gozlemlenmistir (Sugizaki ve Naves, 2018). ilaveten lipopolisakkarit
dretimi artisinin viicut agirhiginin artmasina, hiperglisemi olusumuna ve insiilin
direncinin azalmasina yol a¢tig1 gdzlemlenmistir (Sugizaki ve Naves, 2018). Yapilmis
bir diger ¢aligmada Afrikali ve Avrupali ¢ocuklarin kalin bagirsak mikrobiyatalar
kiyaslandiginda yiiksek lifli ve bitkisel kaynakli beslenen Afrikali ¢ocuklara kiyasla
Avrupal1 ¢ocuklarda Bacteroidetes oraninin arttigi ve Firmicutes oraninin azaldigi

goriilmiistiir (Filippo ve ark., 2010).

Kalin bagirsak tizerindeki bu etkilerle birlikte yiiksek lifli beslenme bi¢iminin
kardivaskiiler hastalik riskini azalttig1, kolon kanseri ve kalin bagirsak iltihaplanmasini

onledigi, obezite riskini azalttigi gozlemlenmistir. Spesifik olarak arabinoksilan
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liflerinin, kalin bagirsakta Bifidocterium tiiriinde artisa sebep oldugu ve kolestrol
seviyesini diislirdiigli (Neyrinck ve ark., 2011), iniilin tiiketiminin Actinobacteria
yararli mikroorganizmalarinda artisa sebep oldugu ve zararli Proteobacteria
mikroorganizmalarinin inhibe olmasini sagladigi, obezite olusumu ve irratable
bagirsak sendromunu engeledigi (Zou ve ark., 2018), galaktooligosakkarit tiiketiminin
yararlt olan Lactobacillus, Faecalibacterium ve Bifidobacterium tiirlerinde artisa
sebep oldugu ve laktoz intoleransi olan bireylerde sikayetleri hafiflettigi (Azcarate-
Peril ve ark., 2017), glukan, dayanikli nisasta ve kitin karisiminin tiiketiminin kalin
bagirsakta Lachnospiraceae ailesine ve Anaerostipes tiiriine ait olan bakterileri baskin
hale getirerek kolon kanserinin dnledigi goriilmiistiir (Bishehsari ve ark., 2018). Diyet
liflerinin  insan saghigi {izerine olan olumlu etkilerinin, genel olarak
mikroorganizmalarin bunlar1 fermente etmesi sonucu agiga c¢ikan kisa zincirli yag
asitlerinden (KZY A) kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Wong ve ark., 2006). BuKZYA
biitirik asit, propiyonik asit ve asetik asittir (Wong ve ark., 2006). Kalin bagirsak
tarafindan kolayca emilebilen KZYA’i glikoz sentezinde kullanilarak, giinliik enerji

ihtiyacina ek yaklagik olarak %10 katki yaptig1 diistiniilmektedir (Tekin ve ark., 2018).

Diyet lifleri (6zellikle karbonhidrat yapisinda olanlar), kalin bagirsakta
bulunan mikroorganizmalar tarafindan enerji materyali olarak kullanilirlar ve bu
sayede kalin bagirsak mikroflorasini diizenlerler (Hamaker ve Tuncil, 2014). Yiiksek
lif tiikketimi, diisiik serum kolestrol konsantrasyonu, kardiyovaskiiler riskin azalmasi
ve beden kitle indeksi, digkilamay1 kolaylastirma, kilo kontrolii saglama, glisemik
indeks kontrolii, diisiik kan basinci, bazi kanser tiirlerini 6nlemede, gastrointestinal
fonksiyonlart iyilestirmede 6nemli role sahiptir (Lattimer ve Haub, 2010). Diyet lifleri
ise kendi aralarinda suda ¢oziinen ve suda ¢oziinmeyen diyet lifleri olarak iki gruba
ayrilir. Diger bir¢ok sagliga olan yararlarinin yani sira, suda ¢oziinen diyet lifleri total
ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolestroliiniin seviyesini azaltir (Wong ve
ark., 2006). Giinliik tavsiye edilen 42.5 gram findik tiiketiminin, yetiskin kadinlar i¢in
alinmasi Onerilen 28 gram / giin, erkekler i¢in ise 35 gram / giin diyet lifi miktarinin
strastyla %21.9’unu ve %15.6’si1 karsiladigi bildirilmistir (Alasalvar ve ark., 2008;
Desai ve ark., 2016).

Tuncil (2020) tarafindan yapilan caligmada naturel ve kavrulmus Tombul

findik diyet lifi miktarlar1 sirasiyla %17.8 ve %15.4 olarak bulunmustur. Bu diyet
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liflerinin yaklasik %96’sindan fazlasini suda ¢éziinmeyen diyet liflerinin olusturdugu
bildirilmistir. Tlgili ¢alismada findik diyet liflerinin genel olarak, dikotiledon bitkilerin
hiicre duvarlarint olusturan, seliiloz, pektik polisakkaritler ve ksiloglukandan
olusurken, findik zar1 diyet liflerinin ise genel olarak lignin, seliiloz, pektik
polisakkaritler ve ksiloglukandan olustugu, ancak bu diyet lifi karbonhidratlarinin
(6zellikle pektik polisakkaritlerin ve ksiloglukanin), diger dikotiledon bitkilerdekilere
kiyasla, kimyasal yapilarimin (6zellikle dallanma yapilarinin) farkli oldugu
belirlenmistir. Onceki yapilmis olan calismalar, diyet liflerinin kimyasal yapilarinin
kolonik mikrobiyota kompozisyonu (ve dolayistyla kolonik mikrobiyota aktivitesi)
tizerine belirleyici rol oynadigini kanitlamislardir (Koropatkin ve ark., 2012; Hamaker
ve Tuncil, 2014; Tuncil ve ark., 2020; Deehan ve ark., 2020). Bu sebepten dolayi, her
ne kadar findik diyet lifleri diger dikotiledon bitkilerde bulunan diyet liflerinden
(seliiloz, pektik polisakkartler, ksiloglukan) olusmus olsa da kimyasal yapilar1 diger
dikotiledon bitkilerde bulunan diyet liflerinde farkli oldugundan dolayi, findik diyet
liflerinin kalin bagirsak mikrobiyota kompozisyonu iizerine etkilerinin farkli olmasi
beklenmektedir. Glinlimiize kadar findik diyet liflerinin kalin bagirsak mikrobiyota
kompozisyonu iizerine etkilerini belirlemeye yonelik yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistur. Bu tez ¢calismasinda, 6ncelikle literatiirdeki bu boslugu doldurmak
icin in vivo (fare) deneyler gerceklestirilmesi ve findik (naturel ve kavrulmus) diyet
liflerinin kalin bagirsak mikroorganizma kompoziyonu ve mikrobiyal metabolitler

iizerine etkinin belirlenmesi amaglanmistir.

a) Naturel Findik b) Kavrulmus Findik ¢) Findik Zan
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Sekil 2.2 Findik suda ¢6ziinmeyen diyet lifi monosakkarit kompozisyonu (Tuncil,
2020 verilerine gore ¢izilmistir).
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I¢ findik diyet liflerine ilaveten, son yillarda, hem yiiksek diyet lifi igerigine
sahip olmasindan hem de fonksiyonel bilesenler (6zellikle fenolik maddeler) agisindan
zengin olmasindan dolayi, findik endiistrisinde atik iirlin olan findik zarinin
degerlendirilmesine kars1 olan ilgide artmaktadir. Sert findik kabugunun kirilmasinin
ardindan i¢ findik tizerinde goziiken kahverengi perisperm (zar veya testa da olarak
bilinir) findik zar1 olarak adlandirilmakta olup (Alasalvar ve ark., 2009), findik zari,
toplam findik agirliginin %2-3’iinii olusturmaktadir (Tuncil, 2020; Alasalvar ve ark.,
2009). Findik zar1 kavurma islemi sonucu i¢ findiktan ayrilan, fenolik bilesenler ve
diyet lifleri gibi baz1 besinsel bilesenler agisindan zengin ve tiiketilebilir karakterde bir
yan iriindiir. Besinsel agidan bakildiginda, findik zar1 yaklasik olarak %7.5 protein,
%?2 kiil, %9 - 18 yag ve %64 - 70 diyet lifi icermektedir (Anil, 2007; Tuncil, 2020).
[laveten, findik zar1 fenolik bilesenler bakimindan da oldukga zengin bir madde olup,
naturel findik ve kavrulmus findiga kiyasla, sirastyla 42 ve 425 kat daha fazla fenolik
bilesen icerdigi rapor edilmistir (Pelvan ve ark., 2018).

Hem zengin besinsel iceriginden ve ekonomik nedenlerden dolayr hem de
stirdiiriilebilir gida iiretiminin saglanmasi acisindan, genellikle atik iiriin olarak findik
entegre tesislerinde agiga ¢ikan findik zarinin (ve bilesenlerinin) gida endiistrisinde
geri kazanimina yonelik bircok calisma yapilmistir. Ornegin, findik zarmin dogal
fenolik bilesen (antioksidan) maddesi {iretimi icin hammadde olarak kullanilabilecegi
(Contini ve ark., 2008; 2012) ve dogal fenolik ekstraktlarin hem in vitro hem de in vivo
(sican) sartlar altinda antiradikal etki gosterdigi rapor edilmistir (Contini ve ark.,
2012). Ozdemir ve ark., (2014) yapmis olduklari calismada findik zar1 tozunun gida
formiilasyonlarina renk (kahverengi) stabilitesi saglamasi maksadiyla ilave
edilebilmesinin miimkiin oldugunu belirtmiglerdir. Anil (2007) yapmis oldugu
caligmada, ekmegin toplam diyet lifi kompozisyonunu artirmak i¢in ekmek hamuru
bilesimine farkli oranlarda (%0, %5, %10) findik zar1 ilave etmis ve ekmek hamuru
bilesimine %10’dan daha az miktarda findik zar1 ilave edilmesinin ekmek 6rneklerinin

teknolojik ve duyusal kalitesinde olumsuz bir etki yapmadigini bildirmistir.

Ilaveten, findik zar1 igerisinde bulunan polisakkaritlerin (diyet liflerinin)
ekstraksiyonu igin yapilmis bazi ¢alismalarda bulunmaktadir. Ornegin, Yilmaz ve
Tavman (2014) ultrason teknolojisi yardimiyla findik zarindan polisakkaritlerin

kolaylikla ekstrakte edilebilecegini ve bu polisakkaritlerin de genellikle pektik
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polisakkaritler yapisinda oldugunu belirtmislerdir. Cikrikei ve ark., (2016) yapmis
olduklar1 ¢aligmada mikroflotasyon yontemiyle findik zarindan diyet liflerinin elde
edilmesinin miimkiin oldugunu ve bu ekstraktinda firincilik iiriinlerinde fonksiyonel
ingrediyen madde olarak kullanilabilecegini kek model iirlinii {izerinde
gostermislerdir. Bir baska calismada ise Montella ve ark., (2013) enzim muamalesi
sonucunda findik zarindan iki farkli diyet lifi fraksiyonu ekstrakte etmis ve bu diyet
lifi fraksiyonlarinin Lactobacillus plantarum ve L. crispatus gibi probiyotik

mikroorganizmalarin gelisimine katki sagladigini ortaya koymuslardir.

Her ne kadar giiniimiize kadar findik zar1 diyet lifleri ile ilgili yapilmis bir¢ok
caligma bulunsa da bu ¢aligmalar findik diyet liflerinin genel kimyasal yapisi {izerine
yeterince bilgi saglayamamislardir. Yapilan onceki g¢aligmalar, findik zar1 diyet
liflerinin genel olarak lignin, seliilloz, pektik polisakkaritler ve ksiloglukandan
meydana geldigini gostermistir (Tuncil, 2020). Yukarida da belirtildigi tizere bu diyet
lifleri, 6zellikle pektik polisakkaritler ve ksiloglukan, kalin bagirsak mikroflorasin
diizenleyici etki gosterebilecek fonksiyonellige sahiptirler. Ancak findik zari diyet
liflerinin kalin bagirsak mikroflorasi iizerine etkilerini belirlemeye yonelik herhangi
bir ¢aligma yapilmadigindan dolayi, findik zar1 diyet liflerinin bu agidan fonksiyonel
kalitesi (prebiyotik potansiyeli) bilinememektedir. Bu projede literatiirdeki bu bosluk
doldurularak, findik zarmin prebiyotik gida katki maddesi tiretimi i¢in 6nemli bir

hammadde kaynag1 olabileceginin gosterilmesi amaglanmustir.

Ozet olarak prebiyotik potansiyeli yiiksek diyet lifleri iceren baslica gidalar
meyveler, sebzeler, baklagiller, tahillardir. Giiniimiizde yayginlasan hazir yeme tarzi
tiketim aligkanliklarindan dolay1 giinliik alinmasi gereken diyet lifi miktar
kargilanamamaktadir. Dolayisiyla diyet lifi tiiketim miktarini artirabilecek alternatif
fonksiyonel gidalara ihtiya¢ artmaktadir. Bu baglamda, lilkemizin en énemli tarimsal
iriinlerinden biri olan findigin bu gidalar arasinda olabilecegi diisiiniilmektedir. Tuncil
(2020) tarafindan yapilmis olan ¢aligmada da findiktaki diyet lifi miktarinin ve
kalitesinin zengin lif kaynagi olarak bilinen bir¢ok gidaya esdeger olabilecegini
gostermektedir. Bahsi gecen ¢alismada (Tuncil, 2020) findikta bulunan diyet liflerinin
karakterizasyonu yapilmis olsa da bu liflerin insan saghigina olan etkilerini (kalin
bagirsak mikroorganizmalar {izerine etkilerini) belirlemeye yonelik yapilmis herhangi

bir calismaya rastlanilmamistir. Literatlirde findik diyet lifleri ve bunlarin fonksiyonel
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ozellikleri (6zellikle kalin bagirak mikroorganizmalar1 {izerine etkileri) ile ilgili
yeterince ¢alisma olmamasindan dolayi, findik lifce zengin gidalar arasinda
gosterilememektedir. Bu ¢alismada, oncelikle literatiirdeki bu boslugun doldurmasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda ¢alismanin ilk amaci; in vivo (fare) deneyler ile findik
diyet liflerinin kalin bagirsak mikroorganizmalar1 {izerine etkisini ortaya ¢ikarmaktir.
Calismanin ikinci amaci ise findik endiistrisinde atik iirlin olan findik zarinin igermis
oldugu diyet liflerinin kalin bagirsak mikroorganizmalari iizerine etkisini ortaya
cikarmak ve dolayisiyla findik zarinin katma degeri yiiksek prebiyotik gida katki

maddeleri liretiminde hammadde olarak kullanilabilme potansiyelinin aragtirilmasidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez kapsaminda yiiriitiilen caligmalar, Sekil 3.1°de 6zetlenen ve asagida daha

detayl1 olarak agiklanan 5 ana agsamada gergeklestirilmistir.

Diyet liflerinin monosakkarit
igeriklerinin ve glikozidik
baglarinin analizi

Fare yemlerinin hazirlanmasi
Farelerin beslenmesi ve
digkilarin toplanmasi

Kisa zincirli yag asitlerinin
tiirlerinin ve miktarlarinin
belirlenmesi

Findik drneklerinden
diyet lifi ekstraksiyonu

arelerin kalin bagirsaginda
bulunan mikroorganizma
tilrlerinin ve
konsantrasyonlarinin
belidenmesi

Fare diskilarindan
mikrobiyal DNA
ekstraksiyonu

16S rRNA geninin
amplifikasyonu

l

Amplifiye edilmis PCR
(rlinlerinin barkodlanmasi

Amplifiye edilmis ve
barkodlanmis 16S rRNA
bolgelerinin yeni nesil
dizileme (lllumina Miseq)
teknolojisi ile sekanslanmasi

Biyoinformatik ve
istatistiksel analizler

Sekil 3.1 Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar.

3.1 Birinci Asama: Findik Orneklerinden Diyet Lifi Ekstraksiyonu
3.1.1 Findik Orneklerinin Temini

Diyet lifi ekstraksiyonu i¢in gerekli olan naturel findik, kavrulmus findik ve
findik zar1 6rnekleri, Ordu ilinde faaliyet gdsteren Giirsoy Tarimsal Uriinler Gida San.
ve Tic. A.S." den temin edilmistir. Calismada kullanilmis olan 6rneklerin hasat yili
2018 olup, ornekler, birinci kalite findik olarak adlandirilan Tombul Findik ¢esidine
aittir. Findik orneklerinin besinsel igerikleri (yag, protein, kiil ve klason lignin

miktarlar1) agagida detaylar1 verilmis olan metotlar ile tespit edilmistir.

Sekil 3.2 Calismada kullanilmig (diyet lifleri ekstrakte edilmis) olan findik ve findik
zar1 6rnekleri a) naturel findik i¢i, b) kavrulmus findik i¢i ve ¢) findik zar1.
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3.1.1.1 Yag Tayini

Orneklerdeki yag miktarlar1 soxhlet metoduyla belirlenmistir. Soxhlet
kartusuna konulmus olan 6rnekler ekstraktore yerlestirilip hekzanla muamele edilerek
geri sogutucu sistemi ile yag ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Yag miktar1 % olarak
kuru madde iizerinden hesaplanmistir (Anonim, 2000). Bu analiz, her bir 6rnek i¢in ii¢

tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.1.1.2 Kjeldahl Yontemiyle Protein Tayini

Kjeldahl yontemi esas alinarak gelistirilmis Kjeltec azot tayin diizeneginde
orneklerin % azot miktarlar1 belirlenmis ve bu degerlerin 6.25 faktoriiyle ¢carpilmasi
sonucu protein miktarlar1 % olarak hesaplanmistir (AOAC Official Methods 920.149)
(AOAC, 2012). Bu analiz, her bir oOrnek i¢in toplam 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir.

3.1.1.3 Kiil Tayini

Orneklerinin kiil miktar1, 3-5 g érnegin kiil firininda (Protherm Fornace) 550
°C’de esmer lekeler kalmayincaya kadar yakilmasiyla meydana gelen agirlik
kaybindan % olarak hesaplanmistir (AOAC Official Methods 923.03). Bu analiz, her

bir 6rnek i¢in toplam 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.1.1.4 Klason-Lignin Tayini

Ligninin varligi ve miktar1 “AOAC 32-25 Klason lignin metodu” ile
belirlenmistir (AOAC, 2012). Ornekler (0.2-0.5 g), 3 mL 12 M siilfiirik asit ¢ozeltisi
ile 30 °C’de 1 saat muamele edildikten sonra {izerlerine 84 mL saf su ilave edilip, 125
°C’de 1 saat otoklavlanmistir. Otoklav sonrasinda ornekler filtrelenip, filtre tizerinde
kalan kisim 500 °C’de 1 saat muamele edilmis ve islem sonunda kalan tirtiniin (Klason
lignin) agirligi baslangic miktarindan c¢ikarilarak, % klason lignin olarak ifade
edilmigtir (AOAC Official Methods 32-25). Bu analiz, her bir 6rnek i¢in 3 tekerriirlii

olarak gerceklestirilmistir.

3.1.2 Findik Orneklerinden Diyet Liflerinin Ekstrakte Edilmesi

Diyet lifleri, suda ¢oziinen diyet lifi ve ¢oziinmeyen diyet lifi olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bu ¢alismada, 6rneklerdeki suda ¢oziinen ve ¢ozliinmeyen diyet lifleri,
Sekil 3.3’de detaylar1 verilmis olan enzimatik yontemle, ayr1 ayr1 ekstrakte edilmistir.

Ozetle, drnekler ogiitiilerek parcacik boyutlar: azaltilmis ve akabinde hegzan ile
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soxhlet tinitesinde 150 dk muamele etmek suretiyle yaglarindan armdirilmistir. Yagi
alinmig numuneler 3 saat boyunca enzimlerle isleme tabi tutulmus ve daha sonra suda

¢oziinen ve ¢oziinmeyen diyet lifi fraksiyonlar1 santrifiijleme ile elde edilmistir.

Findik 6rnekleri
(Nattrel findik igi, kavrulmus findi ici, findik zar1)

IOQuterek toz haline getirme (Pargalayici mikser veya kahve 6guttict ile)l

|Ya§;|n| uzaklagtima (Hekzan ile Soxhlet tinitesinde 150 dakika muamele etme) |

|Ami|az ve proteinaz enzimleri ile muamele ederek nigasta ve proteinleri uzaklagtrma |

|Santrif‘L1j (6000 rpm de 4 °C de 10 dk)I

| |
ISuda gdziinemeyen diyet lifi fraksiyonu | |Suda ¢ozlinebilen diyet lifi fraksiyonu
|
Amilaz ve proteinaz enzimleri ile muamele ederek Amilaz ve proteinaz enzimleri ile muamele ederek
nisasta ve proteinleri uzaklastrma nisasta ve proteinleri uzaklagtirma
I
|Santrifuj (6000 rpm de 4 °C de 10 dk) | |Etano| ile polisakkaritleri ¢okturme (1:3 [L‘lrUn:etanoI])I
|Y|kama, kurutma (85 + 5 °C) | | Filtrasyon, kurutma (85 + 5 °C) |
I
|©§uterek toz haline getirme | | Ogiterek toz haline getirme I

| Suda ¢déziinmeyen diyet lifi I Suda ¢ozlnen diyet lifi

Fosfat tampon ¢ozeltisi ile karigtirma (12 g ornek icin 84 ml gozelti) I | Fosfat tampon gozeltisi ile karigtirma (12 g 6rnek icin 84 ml gozelti)

| HClile pH'nin 2.5 £ 0.2' ye ayarlanmasnl | HClile pHnin 2.5 + 0.2 ye ayarlanmasll
|2 ml pepsin séliisyonu (2.5 mg/ml) ilavesi ve 30 dk inkilbasyon | |2 ml pepsin sélisyonu (2.5 mg/ml) ilavesi ve 30 dk inkibasyon |
I NaOH ile pH nin 6.9 + 0.2’ ye ayarlanmaS|I | NaOH ile pHinin 6.9 + 0.2' ye ayarlanma5||

|4 ml pankreatin solusyonu (2.5 mg/ml) ilavesi ve 90 dk inkiibasyon I |4 ml pankreatin sélisyonu (2.5 mg/ml) ilavesi ve 90 dk inkL’lbasyon'

|santrifuj (6000 rpm de 4 °C de 10 dk) | |Etanol ile polisakkaritleri ¢oktirme (1:3 [UrUn:etanoI])I
|Y|kama, kurutma (85 +5 °C)| | Filtrasyon, kurutma (85 + 5 °C) |
Iéguterek toz haline getirme I Iégﬂterek toz haline getirmel
Proteinlerinden ve yagindan arindirimis Proteinlerinden ve yagindan arindirimis
Suda ¢odziinmeyen diyet lifi Suda ¢oziinemeyen diyet lifi

Sekil 3.3 Naturel findik, kavrulmus findik ve findik zarinda bulunan suda
cozlinen ve suda ¢ozliinmeyen diyet liflerinin ekstraksiyonu i¢in
kullanilmis olan metotun akis semasi
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Protein giderimini daha etkili hale getirmek i¢in suda ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen
diyet lifi fraksiyonlar1 a-amilaz ve proteaz enzimleri ile ayr1 ayr1 islemden gegirilmis,
daha sonra santrifiijleme ile suda ¢éziinmeyen diyet lifleri ve etanol ile ¢oktiirme
yontemiyle suda ¢oziinen diyet lifleri elde edilmistir. Elde edilen suda ¢oziinmeyen
diyet liflerindeki safsizliklar1 (amino asit kalintilar1 ve tuzlart) uzaklastirmak icin iki
kez saf su (1:3 w:v) ile yikanmigtir. Bu islem sonucunda naturel findik, kavrulmus
findik ve findik zarindan elde edilen diyet lifi 6rneklerinin protein degerlerinin
strastyla %19, %20 ve %6 oldugu belirlenmistir. Ancak bu deger beklenen protein
miktarindan daha yliksek oldugu i¢in numunenin ikinci kez sindirim enzimleri ile
muamele edilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla elde edilen suda ¢ézilinen ve suda
coziinmeyen lif 6rnekleri Tuncil ve ark., (2018; 2017), Rumpagaporn ve ark., (2015)
ve Lebet ve ark., (1998) tarafindan uygulanmig olan in vitro iist gastrointestinal
sindirim protokolii ile muamele edilerek proteinlerinden arindirilmaya calisilmistir.
Ozetle, elde edilen suda ¢dziinen ve ¢dziinmeyen diyet lifleri, fosfat tampon ¢ozeltisi
ile karistirilmis ve akabinde karigimin pH’s1 2.5'e (6M HCI ¢ozeltisi ile) ayarlanmustir.
Daha sonra 2 ml pepsin soliisyonu (#P7000, Sigma-Aldrich Co.) ilave edilmis (2.5
mg/ml) ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra pH 6.9'a
ayarlanip, ardindan 4 ml pankreatin soliisyonu (#P7545, Sigma-Aldrich Co.) (2.5
mg/ml) ilave edilerek ve 37°C'de 90 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda suda ¢ézliinmeyen diyet lifleri santrifiij yardimiyla, suda ¢oziinen diyet

lifleri ise etanol ¢oktiirme yontemiyle elde edilmistir (Sekil 3.3).

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen suda ¢oziinen ve suda ¢éziinmeyen diyet lifleri
karistirillarak (Sekil 3.5) yag, protein kiilii ve klason ligninin toplam degerleri yukarida
aciklanan yontemlerle analiz edilmistir. Elde edilen diyet lifleri, asagidaki analizler ve

yem karigimlar1 gergeklestirilene kadar -20°C'de saklanmistir

24



Sekil 3.4 Ekstrakte edilmis suda ¢oziinmeyen diyet lifleri a) findik zarindan
ekstrakte edilmis olan suda ¢ézliinmeyen diyet lifleri, b) naturel
findiktan ekstrakte edilmis olan suda ¢oziinen diyet lifleri, c¢)
kavrulmus findiktan ekstrakte edilmis olan suda ¢oziinmeyen diyet
lifleri, ¢) kavrulmus findiktan ekstrakte edilmis olan suda ¢6zlinen
diyet lifleri, d) naturel findiktan ekstrakte edilmis olan suda
¢oziinmeyen diyet lifleri, e) findik zarindan ekstrakte edilmis olan
suda ¢oziinen diyet lifleri

a)

Sekil 3.5 Ekstrakte edilmis olan diyet lifleri (suda ¢oziinmeyen + suda
¢Oziinen) a) Naturel findikdan ekstrakte edilmis olan diyet lifleri (suda
¢Oziinmeyen + suda ¢oziinen), b) kavrulmusg findikdan ekstrakte edilmis olan
diyet lifleri (suda ¢ézlinmeyen + suda ¢oziinen), ¢) findik zarindan ekstrakte
edilmis olan diyet lifleri (suda ¢oziinmeyen + suda ¢oziinen).
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3.2 ikinci Asama: Diyet Liflerinin Monosakkarit iceriklerinin ve Glikozidik
Baglarinin Analizi

3.2.1 MonosakKarit iceriklerinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilmis suda c¢oziinmeyen ve suda ¢oziinen diyet liflerinin
monosakkarit igerikleri Pettolino ve ark., (2012) tarafindan detaylar1 verilmis olan
"Alditol Asetat Tiirevlerini Kullanarak Monosakkarit Bilesiminin Belirlenmesi"
yontemi ile RTX-2330 kolona (Restek Corp., Bellefonte, PA, ABD) sahip olan gaz
kromatografisi ve kiitle spektrometresi (GC/MS) (Shimadzu QP-2010 Ultra, Shimadzu
Corp. Kyoto, Japonya) kullamlarak belirlenmistir. Ozetle, diyet liflerinin yapilarinda
bulunan asidik monosakkaritleri indirgemek i¢in 6rnekler oncelikle karboksil grubu
indirgeme reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu reaksiyon i¢in 6ncelikle 5-10 mg numune
1 M imidazol (#12399, Sigma-Aldrich Co.)-HCI soliisyonu (5 mL) iginde
¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra numuneye 1 mL sodyum borodiiterit (#194950050, Acros
Organics, Pittsburgh, PA, ABD) (100 mg NaBD4/1 mL saf su) soliisyonu eklenip, buz
iizerinde 5 dk inkiibe edilmistir. Sodyum boradiiterit ilavesi 3 kez tekranmis ve {ligiincii
ilaveden sonra numuneler 2 saat buz {izerinde inkiibe edilmistir (inkiibasyon sirasinda
buzun tamamen erimesini onlemek i¢in her 30 dakikada bir buz degistirilmistir).
Inkiibasyon siiresinin sonunda, ortamda kalan ve reaksiyona girmemis sodyum
boradiiteriti inaktive etmek i¢in numuneye 500 pL glasiyal asetik asit (#901013, Isolab
GmbH) yavas yavas ilave edilmis ve numune 3500 Da porlara sahip bir diyaliz
torbasina (Spectra/Por 3 dialysis tubing, Spectrum Chemical MFG Corp., New
Brunswick, NJ, ABD) yerlestirilerek en az 24 saat siireyle diyaliz edilmistir. Diyaliz
isleminin sonunda, numuneler bir liyofilizatér (#FD-10-MR, LabFreez Instruments
Group Co., Hunan, Cin Halk Cumhuriyeti) ile kurutulmustur. Kurutulmus numuneler
tizerine 1 mL saf su ile ¢ozdiiriilmiis ve {izerlerine sirastyla 200 pL 2 M' lik sodium
asetat cozeltisi (#7510-OP, Merck KgaA) ve 400 pL carbodiimide ¢dzeltisi
(#C106402, Sigma-Aldrich Co.) (500 mg carbodiimide/l1 mL saf su) ilave edilip, 25-
30 °C' de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, numunelere
1 mL 4M imidazol soliisyonu eklenmis ve drnekler iki esit miktara ayrilip, ayr1 ayri
tiiplere transfer edilmistir. Daha sonra tiiplerden birine 1 mL NaBD4 (70 mg/1 mL saf
su), digerine ise 1 mL NaBH4 (#71320, Sigma-Aldrich Co.) (70 mg/1 mL saf su) ilave
edilip, oda sicakliginda en az 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin

sonunda ortamda kalabilecek reaksiyona girmemis sodium borodeuteride ve sodium
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borohidrat' i inaktive etmek i¢in numuneye 500 pL glasiyal asetik asit yavas yavas
ilave edilip numuneler 3500 Da gozeneklere sahip olan diyaliz torbas1 kullanilarak en
az 24 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz igleminin sonunda numune liyofilizator ile

kurutulmustur.

Karboksil indirgenmis ve kurutulmus olan 6rnekler, hidroliz islemine tabi
tutulmuslardir. Suda ¢6ziinen ve ¢oziinmeyen diyet liflerini hidrolize etmek igin farkli
reaksiyonlar kullanilmistir. Bunun nedeni, suda ¢6ziinmeyen numunelerin seliiloz
icermesi ve seliilozlariin hidrolize edilebilmesi i¢in gii¢lii aside ihtiya¢ duymasidir.
Suda ¢oziinen diyet lifleri i¢in hidroliz reaksiyonu, 0.2-0.5 mg numunenin 100 pL 2.5
M trifloroasetik asit (TFA) ¢ozeltisi (#808260, Merck KgaA) ile 121 °C'de 90 dk
inkiibe edilmesiyle gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda numune kuru hava
yardimiyla kurutulmus ve ortamda kalabilecek eser asitleri uzaklastirmak icin iki kez

150 mL metanol ile yikanmustir.

Suda ¢oziinmeyen diyet liflerinin hidroliz reaksiyonu, Saeman hidroliz
reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. Saeman hidroliz reaksiyon adimlari: 0.2-0.5 mg
numune 63 pL siilfiirik asitte (#258105, Sigma-Aldrich Co.) (%72) oda sicakliginda
60 dk bekletilmis ve ardindan tizerine 690 pL saf su ilave edilerek 100 °C' de 3 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda &rnekler, sirastyla 3 kez 1 mL %20
dioctilamin (DOM) (#D201146, Sigma-Aldrich Co.) iceren kloroform ¢ozeltisi ve 4
kez de saf kloroform (#102445, Merck KgaA) ile yikanmigtir. Daha sonra s1v1 faz kuru

hava altinda kurutulup, hidroliz islemi tamamlanmustir.

Hidroliz isleminin sonunda numuneler indirgeme reaksiyonuna maruz
birakilmistir. Ozetle, hidroliz islemi sonunda kurutulan 50 pL 2 M' ik amonyum
hidroksit (NH4OH) ¢ozeltisinde ¢dzlindiiriiliip, 50 pL 1 N' ik NaBD4s (NH4OH ile
hazirlanmis) ilave edilip oda sicakliginda 2.5 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, ortamda kalabilecek ve reaksiyona girmemis olan NaBD4'
1 inaktive etmek i¢in, Ornekler lizerine 23 pL glacial asetik asit ilave edilmis ve
ornekler sirasiyla 2 kez 250 puL %S5 glacial asetik asit i¢geren methanol (#106007,
Merck KgaA.) ve 2 kez de 250 puL saf metanol ile muamele edilip, kurutulmustur. Bu

sekilde indirgeme reaksiyonu tamamlanmistir.
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Indirgenmis numuneler asetilasyon islemine tabi tutulmustur. Bu amagla,
indirgeme reaksiyonunun sonunda kurutulmus numuneye 250 pL asetik anhidrit
(#423230010, Acros Organics) ilave edilip, 5 dk sonike edilmistir (ultrasonik gii¢: 180
W; frekans: 40 kHz). Akabinde oOrnekler 100°C'de 2.5 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda érnekler iizerine 2 mL saf su ilave edilip, vortekslenmis ve 10 dk
oda sicakliginda bekletilerek, asetilasyon islemi sonlandirilmigtir. Asetilasyon
sonunda olusan alditol asetatlar, dikloromethan (DCM) ile ortamda ekstrakte
edilmigtir. Ekstrakte edilmis olan Orneklerde bulunmasi muhtemel kirlilikler ve
kimyasallar, ekstraktin 3 kez 2 mL' lik saf su ile yikanmasiyla ortamdan
uzaklastirllmigtir. Daha sonra alditol asetatlar 500 pL aseton igerisinde ¢oziindiirmek
suretiyle GC viallerine (tliplerine) transfer edilmistir. Elde edilmis olan &rnekler,
autosampler (otomatik numune cihazi; Shimadzu AOC-20i) yardimiyla iizerinde
Restek® Rtx-2330 kolon (kolon 6zellikleri; uzunluk: 30 m; i¢ ¢ap: 0.25 mm; film
kalinligi: 0.2 um) bulunan GC/MS' e yiiklenerek okuma gergeklestirilmistir. GC/MS
caligma sartlari, enjeksiyon iinite sicakligi: 240 °C, enjeksiyon miktari: 1 pL - split
mode (split ratio: 1:15), kolon akisi: 1.14 mL/dk; tastyict gaz: helyum, firin (kolon)
baslangi¢ sicakligi: 160 °C, MS transfer sicakligi (ion source temperature): 260 °C
olup, firin (kolon) sicaklik programi: gradiyen (asamali) olarak ayarlanmistir 160
°C’de 7.15 dk, 220 °C’de 4.10 dk (slope (°C/dk): 4), 240 °C’de 5.15 dk (slope: 2.90),
260 °C’de 5.10 dk (slope: 10.80) seklindedir.

3.2.2 Glikozidik Bag Yapilarinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilen suda ¢oziinmeyen ve suda ¢dzilinen diyet liflerinin glikozidik
bag icerikleri Pettolino ve ark., (2012) tarafindan gelistirilmis ve asagida detaylari
verilmis olan, "glikozidik baglarin kismi metilasyona ugramis alditol asetat
tiirevleriyle belirlenmesi" yontemi kullanilarak GC/MS (Shimadzu QP-2010 Ultra,
Shimadzu Corp. Kyoto, Japonya) kullanilarak tespit edilmstir.

Numune ilk olarak 3.2.1'de detaylandirilan yontem cercevesinde karboksil
grubu indirgeme reaksiyonuna tabi tutulur Karboksil indirgenmis 6rnekler akabinde
kismi metillendirme islemine tabi tutulmuslardir. Bunun i¢in 0.1-0.3 mg numunelere
30 puL metanol eklenerek ve kuru hava ile kurutulmustur. Daha sonra numuneye 50 pL
dimetil siilfoksit (dimetil siilfoksit-DMSO) (#317275, Merck KgaA.) ilave edilerek,
30 dk sonikasyona tabi tutulmus (ultrasonik gii¢c: 180 W; frekans: 40 kHz) ve akabinde
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en az 12 saat calkalamali inkiibatérde (100 rpm hizinda ve oda sicakliinda)
karigtirtlmistir. Ardindan, numuneye 50 pL. DMSO-NaOH bulamaci eklenmis ve 50
dk sonikasyon uygulanmistir (ultrasonik gii¢c: 180 W; frekans: 40 kHz) (sicakligin 40
°C'min Tlzerine ¢ikmasin1 Onlemek i¢in sonikasyon tankina buz kiipleri
yerlestirilmistir). Sonikasyon sonunda Ornekler iizerine 10 pL iodomethane ilave
edilerek, 10 dk sonikasyon islemi gerceklestirilmis ve bu islem bir kez daha
tekrarlanmigtir. Daha sonra ornekler tizerine 20 pL iodomethane (#122370050, Acros
Organics) ilave edilerek, 20 dk sonikasyon islemi gergeklestirilmistir. Uciincii
iodomethane ilavesi sonrasinda drnekler lizerine 1 mL saf su ve 500 uL. DCM ilave
edilip vorteksleme islemi gerceklestirilmistir. Ust fazda birikmis olan su pastor pipet
yardimiyla uzaklastirilmis ve kalan DCM faz1 ise 3 kez 1 mL' lik saf su ile yikanmustir.
Yikama sonucu elde kalan DCM fazi kuru hava yardimiyla kurutulup kismi
metillendirme islemi tamamlanmistir. Kismi metillendirme isleminin tam olarak
gerceklestiginden emin olmak igin, bu islem biitiin 6rnekler icin bir kez daha
tekrarlanmistir. Iki kez kismi metillendirme islemine tabi tutulmus olan Srnekler,
sirastyla yukarida detaylar1 verilmis olan hidroliz, indirgenme ve asetilasyon
reaksiyonlarina tabi ve akabinde 500 pL aseton igerisinde ¢oziindiirmek suretiyle GC
viallerine (tiiplerine) transfer edilip GC/MS'de analiz edilmistir. GC/MS okumasi i¢in
yukarida aciklanan kolon ve GC/MS calisma sartlar1 kullanilmistir.

3.3 Uciincii Asama: Fare Yemlerinin Hazirlanmasi, Farelerin Beslenmesi ve Fare
Diskilarimin Toplanmasi

3.3.1 Fare Yemlerinin Hazirlanmasi

Sekil 3.3’de gosterilen enzimatik metot ile ekstrakte edilmis olan naturel findik
ici, kavrulmus findik i¢i ve findik zar diyet lifleri, son agirlik tizerinden %10 diyet lifi
bulunduracak sekilde, ticari standart deney fare yemleri (MBD Deney Hayvanlari
Yemi, Gebze, Kocaeli) ile karistirilarak 16 mm ¢apl peletler haline getirilmistir.
(kullanmis oldugumuz standart fare yeminin kompozisyonu Cizelge 3.1'de
verilmistir). Kontrol grubu yem ise, prebiyotik 6zellik géstermeyen ve kalin bagirsak
mikroflorasinda tarafindan fermentasyonu oldukca zor olan mikokristallin seliilloz
(#A 17730, Alfa Aesor) ilavesi ile hazirlanmigtir. Bunun i¢in, mikrokristalline seliiloz
standart deney fare yemleri ile karistirilarak (%10 ham seliiloz + %90 standart fare

yemi - agirli§a gore), 16 mm capindaki peletler haline getirilmistir. Karigtirma ve pelet
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haline getirme islemi MBD Yem Ticareti (Gebze, Kocaeli) firmasinda
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilmis olan fare yemleri Sekil 3.6'da
gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Modifiye fare yemlerinin (yem 1, yem 2, yem 3, yem 4) hazirlanmasinda

ve adaptasyon siiresince farelerin beslenmesinde kullanilan standart fare
yeminin kompozisyonu ve vitamin igerigi *

Bilesen Miktar (%) Vitamin Miktar (en az)
Kuru madde 88 Vitamin A (IU/kg) 24000
Ham protein 20 Vitamin D; (IU/kg) 3000
Ham seliiloz 5 Vitamin E (mg/kg) 300
Ham kiil 5.2 Vitamin K3 (mg/kg) 30
Ham yag 2.7 Vitamin B, (mg/kg) 20
Kalsium 0.9 Vitamin B, (mg/kg) 20
Fosfor 0.6 Vitamin Bs (mg/kg) 12
Lisin 0.96 Vitamin By, (ug/kg) 100
Metiyonin 0.40 Nikotinik asit (mg/kg) 100
Meth+Sis 0.66 Pantotenik asit (mg/kg) 41
Sodyum 0.14 Biyotin (mg/kg) 6.3
Met.enerji (Kcal/Kg) 2600 Kolin (mg/kg) 1000

* Standart fare yeminin hazirlanmasi i¢in kullanilan malzemeler: Hububat, yagli tohum kiispeleri,
bonkalit, kalsiyum karbonat, sakkaroz, yonca unu, pelet baglayici, kolin, vitamin ve mineral karigima,
antioksidan madde.

** Cizelgede yer alan veriler {iretici firma tarafindan (MBD Deney Hayvanlar1 Yemi, Gebze, Kocaeli)
saglanmustir.

a) b) c) ¢

Sekil 3.6 Ekstrakte edilmis olan diyet lifleri. a) Yem 1: Naturel findik i¢inden
ekstrakte edilmis olan diyet liflerini iceren fare yem, b) Yem 2:
Kavrulmus findik i¢inden ekstrakte edilmis olan diyet liflerini iceren fare
yem, ¢) Yem 3: Findik zarindan ekstrakte edilmis olan diyet liflerini
iceren fare yemi, d) Yem 4 (kontrol yemi): Mikrokristalin seliiloz iceren
fare yemi
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3.3.2 Farelerin Temini ve Beslenmesi

Bu calismada Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen C57BL/6J irkina ait 48 adet eriskin
(7-8 haftalik) disi ve erkek fare kullanilmistir. Fare 1rki, cinsiyet ve numune boyutunu
secmek icin asagidaki kriterleri g6z Oniinde bulundurulmustur: (1) Bu 1irkin
secilmesinin nedeni, fare irklar arasinda kolonik mikrobiyota agisindan insanlarla en
yakin olan tiir olmasidir (Ley ve ark., 2005). Ek olarak, bu fare irki, diyet lifi ve kolonik
mikrobiyota iizerine bir¢cok in vivo calismada kullanilmistir (Kaur ve ark., 2018;
Bishehsari ve ark., 2018; Sonnenburg ve ark., 2016, 2010); (2) farkli cinsiyetteki
fareleri kullanmamizin nedeni, kalin bagirsak mikroorganizmalarinin cinsiyete gore
degiskenlik gosterebilmesidir (Haro ve ark., 2016); (3) Orneklem genisligi
“Tekrarlanan Olgiimler Varyans Analizi” ydntemi i¢in yapilan gii¢ analizleri sonucu
her bir grupta en az 12 fare olmak iizere toplamda en az 48 fare olarak belirlenmistir.
Bu durumda test giiciiniin en az %83.59 olmasi 6ngoriilmektedir (a=0.05). Ayrica,
literatiirdeki yer alan ve farelerin kalin bagirsak mikroflorasi tizerinde yapilmis olan

bir¢ok ¢alisma da bu 6rneklem genisligini kullanmistir (Sonnenburg ve ark., 2016).

Farelerin beslenmesi ve yénetimi Ordu Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Uygulama Arastirma Merkezi'nde yapilmistir. Samsun Ondokuz Mayis
Universitesi'nden temin edilen fareler cinsiyetlerine gore (disi ve erkek fareler
birbirleriyle etkilesime girmeyecek sekilde) kafeslere (her farenin en az 70
santimetrekarelik bir alana sahip olacak sekilde) yerlestirilmis ve 17 giin boyunca
ticari standart deney fare yemi ve otomatize suluklar ile ad-libitum besleme yapilarak

yeni ortamlarina adapte olmalar1 saglanmistir (Sekil 3.7).
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Adaptasyon sureci Besleme sureci

|
e * e

Y \ Y \ J

-2 -1 0 3 4 5 6
% Grup 1: Natirel findik igi diyet liflerini iceren yem ile beslenmis fareler 0

/ t
/ /e Grup 2: Kavrulmus findik ici diyet liflerini iceren yem ile beslenmis fareler e

n

\ o B ) ) a

Grup 3: Findik zari diyet liflerini iceren yem ile beslenmis fareler z

\ i

Yetiskin (6-8 haftalik) /‘ Grup I grup: Mikrokristalin selliloz iceren yem ile beslenmis fareler
C57BL/6J irki fare
48 adet Her bir grup igin

Kisa zincirli ve dallanmis zincirli yag asiti

n=12 olgtimleri igin digki 6rnegi toplanan glinler

(6 disi + 6 erkek)
Kolonik mikroflora kompozisyonunu
belirlemek igin digki 6rnegi toplanan glinler

Sekil 3.7 Fare deneyinin dizayni

Adaptasyon siiresinin sonunda fareler rastgele 4 gruba ayrilmistir (her grupta 6
disi ve 6 erkek olmak tizere toplam 12 fare) ve cinsiyetlere ve diyet gruplarina gore
kafeslere konularak, yukarida ve Sekil 3.6’da belirtilmis olan, farkli yemler ile 6 hafta
(42 giin) daha beslenmislerdir. Adaptasyon siiresinde oldugu gibi, bu 6 haftalik siire
zarfinda da otomatize suluklar ile ad-libitum beslenme saglanmistir. Deney sirasinda,
mikroorganizmalarin kalin bagirsakta olusturduklari kisa zincirli yag asitlerinin
miktarini ve tlirlinii belirlemek ve farkli yem tiirlerinin kolon iizerindeki etkisini nitelik
ve nicelik yoniinden incelemek icin Sekil 3.7'de gosterilen tarihlerde fare digkisi (her
numune i¢in) toplanmistir (her fareden en az 3 diski peleti toplanmistir) (0., 1., 2., 3.,
4., 5. ve 6. haftalarda kisa zincirli yag asitleri belirlenmis ve 0., 3. ve 6. haftalarda
toplanmis olan digkilarda mikrobiyal analizler gergeklestirilmistir) ve bu ornekler
asagida belirtilen metotlarla analiz edilinceye kadar, -20 °C’de muhafaza edilmistir. 6.
haftanin sonunda, fareler servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi edilerek farelerin
beslenme asamasi tamamlanmistir. Laboratuvar ¢aligmalarinin baglamasindan once
Ordu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlhigi’nin yazili izni

alimmistir (say1: 82678388/15; tarih: 15.10.2018).
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3.4 Dordiincii Asama: Kisa Zincirli Yag Asitlerinin Tiirlerinin ve Miktarlarinin
Belirlenmesi

Sekil 3.7'de kirmiz1 ok ile belirtilmis olan giinlerde toplanan diskilardan kisa
ve dallanmis zincirli yag asitlerinin ekstraksiyonu, Bishehsari ve ark., (2018)
tarafindan tanimlanan metot ile gergeklestirilmistir. Kisa ve dallanmis zincirli yag
asitlerinin ekstraksiyonu i¢in kullanilmis olan metodun detaylar1 Sekil 3.8’de

verilmistir.

Digki 6rnekleri (2-3 pellet)

900 ulL steril saf su ilavesi

100 ulL standart/asit ilavesi*

Vorteksleme islemi (40-50 saniye)

Santrifyj islemi (10,000 rpom, 10 dk, 4 °C)

Supernatantin temiz viallere transferi

Sekil 3.8 Digki orneklerinden kisa- ve dallanmis-zincirli yag
asitlerinin ekstraksiyonu i¢in uygulanmis olan
islemler (Bishehsari ve ark., 2018). *Standard/asit
karisimi, 157.5 pL 4-metilvalerik asit, 1.47 mL
85%'lik fosforik asit ve 39 mg Bakir siilfat
pentahidrat homojen bir sekilde karistirllip daha
sonra karistm hacminin saf su ile 25 mL' ye
tamamlanmasi ile elde edilmistir.

Ekstraksiyon sonucunda 6rnekler GC’ye enjekte edilerek, diski drneklerinde
bulunan asetat, propiyonat, biitirat, isovalerat ve isobiitirat miktarlar1 kantitatif olarak
belirlenmistir. GC sartlar1 su sekildedir; kolon akisi: 1.10 mL/dk; tagiyici gaz: helyum,
firin (kolon) baslangi¢ sicakligi: 100 °C’dir. Firin (kolon) sicaklik programi gradiyen
(asamal1) olacak sekilde ayarlanip ornekler gaz kromatografisi viallerine (200 pL)
transfer edilmis ve oOrnekler, autosampler (otomatik numune cihazi) yardimiyla

iizerinde Restek® Stabilwax-DA kolon (kolon 6zellikleri; uzunluk: 30 m; i¢ ¢ap: 0.25
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mm; film kalinligr: 0.25 pum) bulunan alev iyonizasyon detektoriine sahip gaz
kromatografisi'ne (GC/FID, GC2030, Shimadzu Co., Kyoto, Japonya) yiiklenerek,
orneklerde bulunan asetik asit, propiyonik asit, iso-butirik asit, biitirik asit ve iso-
valerik miktarlarini belirlemek i¢in, okuma gergeklestirilmistir. Kantitatif analiz i¢in
gerekli olan harici (external) standartlar (asetik asit, propiyonik asit, iso-butirik asit,
biitirik asit ve iso-valerik asit) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, ABD) sirketinden
temin edilmistir. FID sicakligi 250 °C olup ¢aligma sartlar1 100 °C’de 1 dk, 200 °C’de
5.5 dk (slope °C/dk: 8) olacak sekilde ayarlanmistir.
3.5 Besinci Asama: Farelerin Kalin Bagirsaginda Bulunan Mikroorganizma
Tiirlerinin ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Mikrobiyal tiirler bakimindan zengin orneklerde (digki gibi) mikrobiyal
bilesimi belirlemek i¢in molekiiler teknikleri kullanilir. Bu molekiiler teknikler
arasinda en yaygin ve ekonomik olani, yeni nesil dizileme (next generation
sequencing) teknolojisi olarak da bilinen Illumina MiSeq teknolojisidir (Tuncil ve ark.,
2017a, 2018; Llewellyn ve ark., 2018; Hryckowian ve ark., 2018; Sonnenburg ve ark.,
2016; Martinez ve ark., 2010). Bu nedenlerle, bu calismada, diski 6rneklerinde
mikroorganizmalarin incelenmesi i¢in Illumina MiSeq teknolojisi kullanilarak findik
diyet liflerinin kolonik mikrobiyal topluluk iizerindeki etkisi belirlenmistir. Genel
olarak, Illumina MiSeq teknolojisi kullanilarak diski 6rneklerinde mikroorganizma

tespiti 5 adimda gergeklestirilir (Tuncil ve ark., 2017a, 2018; Jovel ve ark., 2016):
1) Diski 6rneklerinden mikrobiyal DNA ekstraksiyonu,

2) Ekstrakte edilmis olan mikrobiyal DNA’lardaki 16S rRNA geninin uygun

bolgelerinin evrensel primerler kullanilarak amplifiye edilmesi

3) Amplifiye edilmis 16S rRNA bolgelerinin TruSeq ikili indeksleme

primerleri kullanarak barkodlanmasi (kiitiiphane olusturulmast),

4) Amplifiye edilmis ve barkodlanmig 16S rRNA bdlgesini siralamak i¢in yeni

nesil siralama (Illumina MiSeq) teknolojisini sekanslanmast,

5) Sekanslama sonuglarin1 16S rRNA veritabani (biyoinformatik analizi) ile
karsilastirarak, mikroorganizmalarin kalitatif ve kantitatif analizlerinin

yapilmasi
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3.5.1 Fare Diskilarindan DNA Ekstraksiyonu

Sekil 3.7'de mavi ok ile belirtilmis (0., 21. ve 42.) gilinlerde toplanmais olan digk1
orneklerinden, Hart ve ark., (2015), Ferrara ve ark., (2010), Lindemann ve ark., (2013)

ve Wagner-Mackenzie (2015) tarafindan detaylar1 verilmis olan “fenol-kloroform

metodu” ile DNA ekstrakte edilmistir. Ilgili metodun detayl akis semas1 Sekil 3.9'da

verilmistir. Elde edilmis olan DNA'larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 NanoDrop

(BioSpec-Nano, Shimadzu Co.) cihaz1 yardimiyla belirlenmistir.

[ Diski 6mekleri (1-2 pellet) |

I 85 °C’ de 5 dk inkiibasyon |

Santrifij iglemi (15,000 rpm, 10 dk, 4 °C)
ve (varsa) stpernatantin uzaklastirimasi

500 pL Lizozim soliisyonu (0.05 g lizozim/25 mL PBS) ilavesi
ve 37 °C'de 45 dk inkiubasyon

100 uL Proteinaz K soliisyonu (0.05 g proteinaz K/25 mL
PBS) ilavesi ve 56 °C’de 60 dk inklibasyon

| 0.3 g silica zikonya boncuk igeren liziz tiplerine transfer |

| 500 uL Fenol:Kloroform:isoamil alkol karigimi (PCI) ilavesi |

Tissue Lyser Il (Qiagen) ile hlicrelerin mekanik olarak
pargalanmasi (2 dk 30 Hz hizinda)

Buz Uzerinde 5 dk inkiibasyon |

1/10 hacimde 3M Iik sodium

500 uL PCl ilavesi, vorteks (~15 s), oda sicakhginda 3 dk inkUibasyon

asetat sollisyonu iavesi

3 hacim %100'lik soduk (-20 °C’de
depolanmis) ethanol ilavesi

-80 °C de 30 dk inkiibasyon

Santrifij iglemi (15,000 rpm, 30 dk, 4 °C)
ve sUpernatantin uzaklastirimasi

500 ul %70’lik soduk (-20 °C'de
depolanmig) ethanol ilavesi

Santrifij iglemi (15,000 rpm, 5 dk, 4 °C)
ve slipernatantin uzaklastinimasi

Tulerin igerisnde bulunabilecek siviyi
uzaklastirmak maksadiyla, tuplerin ters
cevrilerek 15-20 dk bekletiimesi

Cokertilmis olan DNAnin 100 uL TE
tamponu (pH 8) igerisine pipet
yardimiyla ¢éziindiriimesi

Santrifij iglemi (15,000 rpm, 10 dk, 4 °C)
ve sivi kismin steril ependorf tiiplerine transferi

1 hacim kloroform:isoamil alkol (24:1) ilavesi ve vorteks (~15 s)

Santrifijj iglemi (15,000 rpm, 10 dk, 4 °C)

Elde edilen DNA ‘nin -20 °C’ de depolanmasi

ve sivi kismin steril ependorf tiiplerine transferi

Sekil 3.9 Diski 6rneklerinden mikrobiyal DNA ekstraksiyonu i¢in uygulanmis olan
islemler (Hart ve ark., 2015; Ferrara ve ark., 2010; Lindemann ve ark., 2013;

Wagner-Mackenzie ve ark., 2015).
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3.5.2 16S rRNA Geninin Amplifikasyonu

Ekstrakte edilmis olan DNA'larda bulunan mikrobiyal 16S rRNA geninin V4-
V5 bolgesi, Tuncil ve ark. (2018a; 2018b, 2020) tarafindan detaylar1 verilmis olan
PCR yontemiyle amplifiye edilmistir. PCR reaksiyonuna dahil edilen kimyasallar

asagida verilmistir.

Cizelge 3.2 PCR reaksiyonu i¢in kullanilan (reaksiyona dahil edilen) kimyasallar ve

primerler
Reaksiyona dahil edilen kimyasallar/primerler Miktar (uL)
10 uM 515F (V4 - Forward) Primer* 1
10 uM 926R (VS5 - Reverse) Primer** 1
Kappa HiFi HotStart 15
Su (PCR reaksiyonlarina uygun nukleaz igermeyen) 6
DNA (Template DNA) 2

*515F Primer dizilimi:
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA

**926R Primer dizilimi:
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGYCAATTYMTTTRAGTTT

Fare diskilarindan elde edilmis mikrobiyal DNA’larda yer alan 16s r Rna
geninin V4-V5 bdlgesi, evrensel primerler; SIS5F ve 926R kullanilarak amplifiye
edilmistir. PCR soliisyonu, 2 pl kalip (komplementer, tamamlayici) DNA, her bir
primerden 10 uM, 15 pM Kappa HiFi HotStart hazir karisimi ve 6 pM PCR
reaksiyonlarina uygun nukleaz igermeyen su ile hazirlanmistir. PCR reaksiyon
sartlarinda, 1s1 dongiileri; baglangictan sonra ilk denatiirasyonla 98°C’de 3 dk, ilk
denatiirasyonu takiben, 22 siklus, 98°C’de 20 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 dk
hibriditasyon (baglanma), 72°C’de 45 sn uzama, 72°C’de 10 dk son uzama ve 4 C’de
de bitis seklindedir.

3.5.3 Amplifiye Edilmis PCR Uriinlerinin Barkodlanmasi

Elde edilen PCR iiriinii Tuncil ve ark. (2018) tarafindan detaylandirilmig
protokolle, TruSeq ikili indeks primerleri ile PCR cihazi kullanarak barkodlanmistir.
Barkodlama isleminin basarili olup olmadigin1 belirlemek i¢in PCR iirlintini %2
agaroz jel (75 dk ve 70 volt) ¢alistirmak suretiyle barkod isleminin sonucu (PCR

reaksiyonu ile iiretilen {iriiniin uzunlugunu kontrol edilerek) dogrulanmistir.
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Cizelge 3.3 Barkodlama islemi i¢in PCR reaksiyonuna dahil edilen kimyasallar *

Reaksiyona dahil edilen kimyasallar/primerler Miktar (nL)
DNA (Amplifiye edilmis PCR iiriinleri) 5

10 uM Truseq Indeks Primer 1 (N7xx) 5

10 uM Truseq Indeks Primer 2 (S5xx) 5

Kappa HiFi HotStart 25

Su (PCR reaksiyonlarina uygun nukleaz igermeyen) 10

Toplam PCR reaksiyonu 50

*Kullanilmig olan Truseq indeks primerlerinin dizilimi, Illumina protokoliinde goriilebilir
(https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry documentation/16s/16s-
metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf).

Amplifiye edilmis olan iiriinlerin barkodlanmasi i¢in uygulanmig PCR sartlari:
baslangictan sonra ilk denatiirasyonda 95°C’de 3 dk, akabinde 8 siklus, 95C’de 30 sn
denatiirasyon, 55C’de 30 sn hibriditasyon, 72°C’de 30 sn uzama, 72°C’de 5 dk son
uzama ve 4 C’de bitis seklinde gerceklestirilmistir.

PCR reaksiyonundan ¢ikan iirlinler (PCR iiriinleri- PCR products), GeneJET
PCR Temizleme Kiti (GeneJET PCR Purification Kit, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, ABD- Katalog Numarasi: K0702) kullanilarak temizlenmistir.
Temizlenmis olan PCR iirlinleri %2'lik agaroz jel iizerinde (75 dk ve 70 voltta)
yiirlitiilmek suretiyle (PCR reaksiyonu sonucu olusan iiriinlerin uzunluklarini kontrol
etmek suretiyle) amplifikasyon isleminin dogrulugu teyit edilmistir.
3.5.4 Amplifiye Edilmis ve Barkodlanmis 16S rRNA Bolgelerinin Yeni Nesil

Dizileme (Illumina Miseq) Teknolojisi ile Sekanslanmasi

Amplifiye edilmis ve barkodlanmis 16S rRNA bolgeleri, [llumina MiSeq
(Illumina MiSeq Reagent Kit V2 500 cycles) teknolojisi ile sekanslanmuistir.
Sekanslama analizleri, Illinois Universitesi (Chicago, Illinois, ABD) Genom
Arastirma Merkezi (University of Illinois at Chicago Genome Research Core)’nde
gerceklestirilmis olup, ornekler ilgili merkeze buz akiileri {izerinde kargolanmustir.
[llumina sonucu olugmus olan sekanslama verileri asagida detaylar1 verilmis olan

yontem ile, Mothur v. 1.46.1 yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir.
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3.5.5 Biyoinformatik ve Mikrobiyota Analizler

[Nlumina sonucu elde edilmis olan sekanslama verileri Mothur v. 1.46.1 yazilim
programi kullanilarak analiz edilmistir. Analiz islemi gergeklestirilirken Mothur
MiSeq Standart Isletim Prosediirii (Standard Operating Procedure — SOP)
(http://mothur.org/wiki/miseq_sop/ [son erisim tarihi: 11.10.2021]) takip edilmis olup,
ilgili prosediire Tuncil ve ark. (2018) tarafindan detaylar1 verilmis olan
modifikasyonlar dahil edilmistir. Ozetle, kontig'ler birlestirilerek primer bdlgesi i¢inde
hi¢bir hataya izin vermeyen gruplara atanmistir. Diziler baslangicta maksimum 411 nt
uzunluk, sifir maksimum belirsiz baz ve maksimum 9 nt homopolimer uzunlugu i¢in
taranmig, ardindan 11894 ila 27656 konumlar1 arasinda mothur formatli SILVA
referans hizalamasi ile hizalanmistir. Diziler, mothur formatli Ribozomal Veritabani
Projesi (Ribosomal Database Project) versiyon 16 kullanilarak siniflandirilmistir.
Diziler, siniflandirmay1 yalnizca ¢ok yiiksek giivenilirlige sahip siniflandirmalarla
sinirlamak i¢in, miimkiin oldugunda, %95'lik bir 6nyiikleme sinirinda tiir diizeyinde
simiflandirilmigtir. Eukarya alanmi iginde, kloroplastlar veya mitokondriyal diziler
olarak smiflandirilan veya alan diizeyinde bilinmeyen siniflandirmaya sahip diziler,
daha sonraki islemlerden ¢ikarilmistir. Tiir diizeyindeki OTU siniflandirmalari, belirli
bir tir icinde %97 veya daha yiiksek bir Onyiikleme degerinde siiflandirilan
okumalarin yiizdesi olarak rapor edilmistir. Ekolojik a-gesitlilik metrikleri nseqs,
kapsama, invsimpson, simpsoneven, chao ve shannon hesaplayicilar1 kullanilarak
hesaplanmistir. B-cesitlilik metrikleri mothur'da uygulandigi gibi Bray-Curtis ve
ThetaYC hesaplayicilar1 kullanilarak hesaplanmistir. B-cesitlilik metriklerine dayali
uzaklik matrisleri, mothur'da pcoa komutu kullanilarak gorsellestirme igin ¢izilmistir.
Mothur'da amova komutu kullanilarak centroidlerin 6nemli o6l¢iide farkli olup
olmadigint belirlemek i¢in boyut fraksiyonlar: arasinda molekiiler varyans analizi

(AMOVA) testleri de hesaplanmaistir.

3.6 Altinc1 Asama: istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Istatistiksel analizler, Mac
OS X igin GraphPad Prism siiriim 9.1.1 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA)
kullanilarak yapilmistir. Ornekler ve kontroller arasindaki farkliliklar: belirlemek icin
(OTU verileri, kisa- ve dallanmis zincirli yag asitleri verileri ve monosakkarit ve

glikozidik bag verileri) varyans analizi (ANOVA) o = 0.05 anlamlilik diizeyinde
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gerceklestirilmis olup, ortalama farkliliklarin istatistiksel olarak farkli olup olmadigim

gormek i¢in Tukey ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir (o = 0.05).

Ayrica, karsilagtirma sonucunda farkli yemlerle beslenmis olan farelerin kalin
bagirsak mikrofloralarinin ¢esitliligi, Shannon ve Simpson indeksleri kullanilarak
karsilastirilmistir (Johnson ve Burnet, 2016). Shannon ve Simpson indeksleri, iki veya
daha fazla oOrneklerde bulunan mikroorganizma populasyonlarmin g¢esitliligini
karsilastirmak i¢in gelistirilmis matematiksel modellemedir (Johnson ve Burnet,
2016). Shannon indeksi sonucunda elde edilmis olan veriler, varyans analizi ve Tukey
(HSD) testi (0=0.05) ile analiz edilerek farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadig1 hesaplanmuistir.

Bunlara ek olarak, farkli yemlerle beslenmis olan farelerin kalin bagirsak
mikroflora kompozisyonlarmin bir biitiin olarak birbirinden farklilik gosterip
gostermedigi Bray-Curtis farklilik testi ile belirlenmistir (Bray ve Curtis, 1957). Bray-
Curtis farklilik testi, iki veya daha fazla Ornekte bulunan mikroorganizma
popiilasyonlarmin bir biitiin olarak birbirinden farklilik gosterip gostermedigini
hesaplamak ic¢in gelistirilmis olan bir matematiksel modellemedir (Zhao ve ark.,
2018). Bray-Curtis farklilik testi sonucunda elde edilmis olan veriler, AMOVA
(analysis of molecular variance) testi (0=0.01) ile analiz edilerek farkliliklarin

istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 hesaplanmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Calismada Kullanilmis Olan Findik Orneklerinin Besinsel Kompozisyonu

Orneklerin besinsel icerikleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Yag iceriklerine
bakildiginda, kavrulmus findik en yiiksek (%61.34) yag igerigine sahip olup, bunu
sirastyla  naturel findik (%58.31) ve findik zar1 (%14.87) takip etmektedir. Bu
sonuclar, Tuncil (2020) ve Alasalvar ve ark., (2003) tarafindan rapor edilmis olan
sonuglarla da benzerlik gostermektedir. Kavrulmus findigin, naturel findiga kiyasla,
daha yiiksek yag icerigine sahip olmasi iki farkli etkenden dolay1 kaynaklanmig
olabilir: (1) naturel findikta bulunan ve findigin ortalama olarak %3’liik kismin
olusturan findik zar1, toplam yag iceriginin naturel findikta daha diisiik olmasina sebep
olmus olabilir ve/veya (2) kavurma iglemi sirasinda uygulanan sicaklik hiicre yikimina
ve protein denatiirasyonuna neden olarak, kavrulmus findik 6rneklerinden, soxhlet
analizi siliresince, daha fazla yag ekstrakte edilmesine neden olmus olabilir (Alasalvar
ve ark., 2009). Diger taraftan, bu ¢alismada kullanilan findik zarinin yag icerigi, Anil
(2007) tarafindan bildirilen findik zar1 yagi igeriginin (%9.13) yaklasik olarak 1.5
katidir. Findik zar1 yag icerigindeki bu farkliliklar, kavurma islemi sirasinda kullanilan
farkli tekniklerden ve/veya uygulanan farkli sicaklik-siirelerden kaynaklanmais olabilir,
clinkii kavurma iglemi siiresince findik zarinin yagi emdigi (Alasalvar ve ark., 2009;
Pelvan ve ark., 2018) ve farkli kavurma prosediirlerinin zar tarafindan emilen yag
miktarin1 6nemli derecede etkiledigi bilinmektedir (Anil, 2007; Ozdemir ve ark.,
2015).

Cizelge 4.1 Calismada kullanilmis olan kavrulmus findik, naturel findik ve findik
zarinin nem, yag, protein, kiil ve klason lignin igerikleri

Miktar (%, yas agirlik iizerinden)

Bilesen

Kavrulmus findik Naturel findik Findik zar
Nem 2.14+028°€ 3.75+0.24° 7.65+0234
Yag 6134+1.594 5831+1.578 14.87+0.52 €
Protein 11.73+£0.43 8 12.61 +0.56 4 557+0.43€
Kiil 1.80£0.014 1.67+£0.034 1.69 +0.584
Klason lignin TE 1.84£0.34 " 43.63£0.46*

* Sonuglar en az ii¢ tekerriiriin ortalamasi =+ standart sapma olarak verilmistir. Her bir bilesenin ortalama
degerleri 6rnekler arasinda karsilagtirilmis olup, ayni harfe sahip olan ortalamalar istatistiksel olarak
birbirinden farkli degildir (P>0.05).

** TE: Tespit edilmedi.
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Yag miktarina benzer olarak, drneklerin protein icerikleri de istatistiksel olarak
(P<0.05) farkli olup, en yiiksek protein igerigine naturel findigin (%12.61) sahip
oldugu ve bunu sirasiyla kavrulmus findik (%11.73) ve findik zar1 (%5.57)
orneklerinin takip ettigi goriilmektedir. Benzer sekilde, numuneler arasinda klason
lignin miktarinda 6nemli (P<0.05) bir fark oldugu gézlemlenmistir; kavrulmus findik
numunelerinde klason lignin tespit edilmezken, naturel findik ve findik zan
numunelerinde ise bu degerin sirasiyla %1.84 ve %46.63 oldugu bulunmustur. Bu
sonuglar klason ligninin sadece findik zarlarinda bulundugunu gostermektedir. Diger
taraftan numunelerin kiil i¢eriklerinin %1.67-1.80 arasinda degistigi ve bu degerlerin
istatistiksel olarak farkli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir.

4.2 Ekstrakte Edilmis Olan Diyet Liflerinin (Suda Coziinen ve Coziinmeyen)
Kompozisyonu (Monosakkarit ve Glikozidik Bag Icerikleri)

Literatiir 6zetinde bahsedildigi gibi diyet lifleri suda ¢06ziinebilirlikleri
acisindan, suda ¢oziinmeyen diyet lifleri ve suda ¢oziinen lifleri olmak tizere iki
kategori altinda smiflandirilirlar. Bu ¢alismada, yaglar uzaklastirilmis naturel ve
kavrulmus findik ve findik zar1 numuneleri enzimatik yontemlerle proteinlerden ve
diger sindirilebilir bilegenlerinden arindirilmig ve akabinde suda ¢oziinmeyen ve suda

coziinen diyet lifi fraksiyonlar1 santrifiij islemi ile elde edilmistir.

4.2.1 Suda Coziinmeyen Diyet Liflerinin Kompozisyonu

Naturel ve kavrulmus findik ve findik zarindan elde edilmis suda ¢6ziinmeyen
diyet liflerinin monosakkarit ve glikozidik bag igerikleri sirastyla Sekil 4.1 ve Cizelge
4.2’de verilmistir. Naturel findigin suda ¢oziinmeyen fraksiyonunda temel
monosakkaritin glukoz (%53.8) oldugu ve bunu sirasiyla ksiloz (%12.6), arabinoz
(%11.7), galakturonik asit (%6.6), galaktoz (%5.1), ramnoz (%3.9), mannoz (%3.1),
fukoz (%2.2) ve glukuronik asit (%1.0) monosakkartlerinin tespit ettigi bulunmustur
(Sekil 4.1b). Beklendigi gibi, kavrulmus findigin suda c¢oziinmeyen diyet lifi
monosakkarit igeriginde de benzer bir egilim goézlenmistir. Aynmi1 sekilde, findik
zarinda da glikoz ve ksilozun suda ¢ézliinmeyen diyet lifi kompozisyonunun baskin
bileseni oldugu bulunmustur (Sekil 4.1c). Diger taraftan naturel ve kavrulmus
findiginkiyle karsilastirildiginda, findik zar1 suda ¢6ziinmeyen diyet liflerinin glukoz
ve ksiloz haricindeki monosakkaritlerin nispi bolluk siralamalarinin farkli oldugu

gbzlemlenmis olup, galakturonik asit (%11.2) en bol bulunan {igiincii monosakkarit
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birimi oldugu ve bunu sirasiyla arabinoz (%4.9), galaktoz (%3.7), ramnoz (%2.8),
mannoz (%2.3), fukoz (%1.1) ve glukuronik asitin (%0.1) takip ettigi belirlenmistir.
Benzer sekilde, Tungil (2020) tarafindan 2017 yilinda hasat edilen Tombul findiklar
kullanilarak yapilan ¢alismada da kavrulmus ve naturel findik suda ¢oziinmeyen diyet
lifi kompozisyonunda glikozun en zengin monosakkarit birimi oldugu belirlenmistir
(Tuncil, 2020). Ancak, s6z konusu calismada, naturel ve kavrulmus findigin suda
coziinmeyen diyet lifleri igeriginde en bol bulunan ikinci monosakkarit biriminin
arabinoz oldugu, bunu sirasiyla galaktoz, ksiloz, ramnoz, mannoz ve glukuronik asit
ve galakturonik asit takip ettigi belirlenmistir (Tungil, 2020). Tungil (2020) tarafindan
yapilan c¢aligma ile bu calismada yapilan karbonhidrat analizleri kiyaslandiginda,
findik diyet liflerinin kimyasal yapisinda hasat yilina gore farkliliklar olabildigi
goriilmektedir. Bu kimyasal yap1 farkliliklari, bitkilerde yapisal polisakkarit
biyosentezini gergeklestiren enzimlerin belirli bir diizen ile islev gérmeyip polisakkarit
biyosentezini rastgele gerceklestirmelerinden dolay1 kaynaklanabilir (Burton ve ark.,
2010). Nitekim, Kurz ve ark., (2008), farkli meyveler (kayisi, seftali ve balkabagi)
iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, bu meyvelerin yapisal polisakkaritlerinin kimyasal
yapilarinda meyve tiirline ve hasat zamanina (farkli yillara gore) bagli olarak

farkliliklar olabilecegini gostermislerdir.

a) Kavrulmus Findik b) Naturel Findik ¢) Findik Zan
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Sekil 4.1 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢oziinmeyen diyet
liflerinin monosakkarit kompozisyonlart. *Sonuglar ii¢ tekerriiriin
ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Her bir bilesenin ortalama
degerleri ornekler arasinda karsilastirilmis olup, ayni harfe sahip olan
ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir (P>0.05).
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Dikotiledon bitkilerin hiicre duvar1 yapisal polisakkaritleri (igermis olduklari
diyet lifleri) genel olarak seliiloz, hemiseliiloz ve pektik polisakkaritlerden olugmakta
olup (Buchanan ve ark., 2015), dikotiledon bitkilerdeki baglica hemiseliilozun
ksiloglukan oldugu bilinmektedir (Scheller ve Ulvskov, 2010). Seliiloz, glikoz
birimlerinin -1,4 glikozidik baglarla baglanmasiyla olusan diiz bir polisakkarittir.
Ksiloglukan ise, yliksek bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan yapisal olarak karmasik
bir polisakkarit olup, ana zinciri, B-1,4-bagli glukosil iinitelerinden olugmaktadir.
Ksiloglukan molekiiliiniin diiz zincirindeki glikoz iinitelerinin yarist ila dortte ¢,
bitki tiirline veya dokusuna bagli olarak, 6-konumunda a-bagh ksiloz {initeleri ile
dallanmistir (X yan zincirleri) ve bu dallanma {initelerindeki ksiloz monomerlerine
ayrica diger sekerler (¢ogunlukla galaktoz ve fukoz) baglanmig olabilir (F yan
zincirleri). Ilaveten, ksiloglukan diiz zincirindeki ksiloz iiniteleri O-2 poziyonlarinda
B-Gal (L yan zincirleri) ve/veya a-L-Ara(f) (S yan zincirleri) yan zincirleri igerebilir
(Scheller ve Ulvskov, 2010; Pauly ve Keegstra, 2016). Ksiloglikanlara ilaveten,
dikotiledon bitkilerin hiicre duvarinda bir hemiseliiloz olan heteromannan da diisiik
miktarda bulunabilmekte olup (Burton ve Fincher, 2012), omurga bilesimine ve yan
zincir ikamesine bagli olarak heteromannanlar; mannan, glukomannan,
galaktomannan ve galaktoglukomannan olmak iizere dort farkli sinifa ayrilabilir
(Scheller ve Ulvskov, 2010). Mannan ve galaktomannan, yalnizca f-1,4-bagh
mannozdan olugsan bir omurgadan olusurken, glukomannan ve galaktomannan,
omurgalarinda B-1,4 konfigiirasyonunda birbirine bagli hem mannoz hem de glikoz
birimleri igerir. Galaktomannan ve galaktoglukomannan durumunda, mannosil
kalintis, bir a-1,6-bagli galaktosil kalintis1 ile dallanmis olabilir (Burton ve Fincher,
2012). Pektik polisakkaritler ise, yapisal olarak, homogalakturonan (HG),
rhamnogalakturonan (RG, tip I ve II), arabinan ve (arabino)galaktan gibi bir dizi
birbirine bagli polimerlerden meydana gelmektedir. a-1,4 GalA birimlerinden olusan
HG, pektinin omurgasini (diiz zincirini) olugturmaktadir. Pektinin dallanmig bolgesi
olarak da bilinen RG I, tekrar eden bir disakkarit biriminden [...,2)-a-L-Rhap-(1, 4)-
a-D-GalpA-(1,..]n olusmakta olup, bu birimdeki ramnoz {initelerinin O-4 ve/veya O-3
pozisyonlarinda arabinan, B-galaktanlar ve arabinogalaktanlar gibi notr glikosil
kalintilar1 ve polimerik yan zincirler icerebilmektedir (Vincken ve ark., 2003).

Arabinan, O-2 ve/veya O-3 pozisyonlarinda arabinoz iiniteleri ile dallanma gdsteren
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a-1,5 baglantili arabinoz birimlerinden olusur. (Arabino)galaktan, diiz zincir olarak [3-
1,4 baglantili galaktoz birimlerinden olusur, bunlarin bazilar1 O-3 pozisyonlarinda
Araf’kalintilart ile dallanmis yapilar sergileyebilir (Vincken ve ark., 2003). Bu bilgilere
gore monosakkarit bilesenleri ve glikozidik bag bilesenleri birlikte incelendiginde
kavrulmus ve naturel findik ile findik zarminin suda ¢6ziinmeyen diyet lifleri seliiloz,
hemiseliilloz (genellikle ksiloglukan ve az miktarda heteromannan) ve pektik
polisakkaritlerden olustugu tespit edilmistir. Ancak, bitkilerin sahip olmus olduklari
hiicre duvar1 yapisal polisakkaritlerinin, dolayisiyla diyet liflerinin, kimyasal yapisi
tirler arasinda farklilik gdsterir (Hamaker ve Tuncil, 2014). Bu nedenle, dikotiledon
bitkisinin bir iiyesi olan findigin i¢erdigi hiicre duvarindaki yapisal polisakkaritlerinin,
dolayisiyla diyet liflerinin, kimyasal yapisinin diger dikotiledonlu bitkilerden farkli
oldugu goriilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan findik numunelerinin suda
cozlinmeyen liflerini olusturan seliiloz, hemiseliilloz ve pektik polisakkaritlerinin
oranlar1 ve kimyasal yapilar1 Pettolino ve ark., (2012) ve Chen ve ark., (2017)
tarafindan detaylandirilmis metodla glikozidik baglarinin bilesimi dogrultusunda,

asagida detaylar1 verilmis sekilde tayin edilmistir.

4.2.1.1 Hemiseliilozlar

Yukarida agiklandigr gibi, dikotiledonlarin yapisinda bulunan ana
hemiseliilozlar heteromannan ve ksiloglukandir. Bitki hiicre duvari polisakkaritlerinde
tespit edilen tim mannoz iliskili glikozidik baglarin (4-Man, 4,6-Man) hepsinin
heteromannan polimerlerinin bir parcasi oldugu bilinmektedir (Pettolino ve ark., 2012;
Chen ve ark., 2017). Ayrica heteromannanlar, 4-Man esdegerinde 4-Glc ve 4,6-Man
esdegeri kadar 4,6-Glc icerebilmektedir (Pettolino ve ark., 2012). Buna ek olarak,
heteromannanlar sahip olduklar1 dallanma noktas1 esdegeri kadar t-Gal birimine sahip
olabilir (Petolino ve ark., 2012). Bu verilere gore, kavrulmus ve naturel findik ile
findik zar1 suda ¢6ziinmeyen diyet liflerindeki heteromannan miktari, 4-Man, 4-Glc
(4-Man esdegeri kadar), 4,6-Man, 4,6-Glc (4,6-Man esdegeri kadar) ve t-Gal (en fazla
dallanma noktas1 miktar1 olacak kadar) miktarlarinin toplanmasi sonucu, sirasiyla

%8.59, %8.07 ve %2.84 olarak hesaplanmuistir.

Bitkilerin primer hiicre duvarinda tespit edilen 4,6-Glc, heteromannan ve
ksiloglikan yapilara aittir (Scheller ve Ulvskov, 2010; Pettolino ve ark., 2012; Chen
ve ark., 2017). Bu nedenle heteromannan yapiya ait olmayan 4,6-Glc glikozidik bagi,
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ksiloglikan yapiya aittir. Ayrica, ksiloglikanlar yapilarinda bulunan 4,6-Glc esdegeri
kadar 4-Glc ve dallanma sayisina esit ve/veya dallanma sayisindan az miktarda 2-Xyl
bag1 igermektedir. Bunlara ilaveten dallanma noktalarinda t-Fuc ve t-Xyl iinitelerine
sahiptirler (Pettolino ve ark., 2012; Chen ve ark., 2017). Bu veriler 15181nda, kavrulmus
ve naturel findik ile findik zar1 suda ¢6ziinmeyen diyet liflerindeki ksiloglikan miktari,
4,6-Glc, 4-Gle, 2-Xyl, t-Fuc ve t-Xyl miktarlarinin toplanmasi sonucu, sirasiyla
%22.98, %19.22 ve %17.20 olarak hesaplanmistir. Bu degerler, Tuncil (2020)’in 2017
yilinda hasat edilmis olan Tombul Findik ¢esidinin diyet lifi komposizyonlari
belirlemek i¢in yapmis oldugu calisma sonucunda elde ettigi degerlerden daha
yiiksektir.

Cizelge 4.2 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢oziinmeyen diyet
liflerinin glikozidik bag kompozisyonlar1*

Miktar (%, mol)
Glikozidik Bag

Kavrulmus findik Naturel findik Findik zan
t-Fuc(p) 1.43+0.12 2.16+ 1.38 1.05 +0.20
t-Ara(f) 1.87+0.13 B 2.67+0.304 0.53+£0.02°¢
5-Ara(f) 297+021°" 438+0.494 321+0.10®
3,5-Ara(f) 1.28+0.09 B 2.52+0.294 0.16 £0.01 €
2,3,5-Ara(f) 0.91 £0.06® 2.09+0.244 1.03+0.03 ®
2-Rha(p) 0.83+0.21% 2.08+0.214 128+0.35"
2,4-Rha(p) 0.80 £0.20® 1.82+£0.184 1.56+0.434
t-Xly(p) 6.02+0.14® 9.26+0.454 2.8140.12€
2-Xyl(p) 1.83+£0.04 € 3.32+0.16%8 3.82+0.16*
2,4-Xyl(p) 1.63+0.044 - 1.41+0.06®
2,3,4-Xyl(p) 1.77+0.04 B - 449+0.194
t-Man(p) 0.45+0.03® - 0.88+£0.134
4-Man(p) 245+£0.174 242+£0.504 0.94+0.14"°
4,6-Man(p) 1.02+£0.07 4 0.69+0.14"° 0.48+£0.07"
t-Gal(p) 1.67 +0.08 1.85+0.14 -
4-Gal(p) 3.69+0.18 3.29+0.25 3.69+0.23
t-GalA(p) 1.30+£0.06 © 1.90+0.14 B 330+0214
4-GalA(p) 3.11+0.15€ 471+0.35" 7.95+0.50*
t-Gle(p) 0.52+0.01"° 0.17+0.01 € 0.59+0.01 4
4-Gle(p) 56.06+1.024 47.67+1.64% 5547+ 1.084
4,6-Gle(p) 8.07+0.15* 599+0.21°% 524+0.10€
t-GleA(p) 0.32+0.01"° 1.02+0.04 4 0.10+0.00 €

* Sonuglar {i¢ tekerriiriin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Her bir bilesenin ortalama
degerleri ornekler arasinda karsilagtirilmis olup, ayni harfe sahip olan ortalamalar istatistiksel olarak
birbirinden farkli degildir (P>0.05).

**_: Tespit edilmedi.
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Orneklerin yapisinda tespit edilmis olan 2-Xyl, t-Fuc ve t-Xyl glikozidik
baglari, kavrulmus ve naturel findik ile findik zar1 suda ¢oziinmeyen
ksiloglukanlarinin X ve F yan zincirleri icerdigini dnermektedir. Ayrica numunelerdeki
ksiloglukan molekiillerinin dallanma yogunlugu, ksiloz ile ilgili baglarin (ksiloz
baglarinin) toplammin glikoz ile ilgili baglarin (glikoz baglarmin) toplamina
boliinmesiyle hesaplanmis ve ksiloz baglari/glikoz baglari oranlari kavrulmus ve
naturel findik ile findik zar1 Orneklerinde sirasiyla 0.53, 0.61, ve 0.70 olarak
hesaplanmistir. Tuncil (2020)’in 2017 yilinda hasat edilmis olan Tombul Findik
cesidinin diyet lifi komposizyonlar1 belirlemek i¢in yapmis oldugu calismada bu ksiloz
baglari/glikoz baglari oranlarini kavrulmus ve naturel findik ile findik zar1 6rnekleri
icin sirastyla 0.81, 0.64 ve 0.96 olarak bulmustu. Tuncil (2020)’in ¢alismasi sonucu
elde etmis oldugu veriler ile bu ¢alismada elde edilmis olan veriler kiyaslandiginda,
2018 yilinda hasat edilen findik 6rneklerindeki suda ¢oziinmeyen ksiloglikanlarin,
2017 orneklerine gore daha az dalli bir yapiya sahip oldugunu ve bu nedenle findik
diyet liflerinin kimyasal bilesiminin hasat yillar1 arasinda degisebildigini
gostermektedir. Orneklerdeki toplam hemiseliilloz miktar1 heteromannan ve
ksiloglikan miktarlar1 toplanrak hesaplanmis ve bu deger kavrulmus findigin suda
coziinmeyen diyet lifi i¢in %31.57, naturel findik suda ¢éziinmeyen diyet lifleri i¢in
%27.29 ve findik zar1 suda c¢oziinmeyen diyet lifleri icin ise %?20.04 olarak

hesaplanmuistir.

4.2.1.2. Seliiloz

4-Glc, bitkilerde hem seliilozun hem de nigasta ve hemiselillozun yapisinda
bulunan yaygin bir glikozidik bagdir. Findikta nisasta iceriginin ihmal edilebilir
diizeyde (<%?2) (FAO, 2018) oldugu ve numunelerin ekstraksiyon dncesi yogun amilaz
muamelesine tabi tutuldugu goz Oniine alindiginda, numunelerde tespit edilen 4-Glc
glikozidik baglarinin seliiloz ve hemiseliiloza aittir. Bu nedenle bag analizi sonucunda
elde edilen toplam 4-Glc miktarindan hemiselilloz yapisina ait 4-Glc miktar
cikarilarak numunede bulunan seliiloz miktar1 belirlenebilir. Bu hesap ile birlikte
kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 6rneklerinin seliiloz igeriklerinin
strastyla %46.56, %39.95 ve %49.77 oldugu hesaplanmistir. Kavrulmus findik ve
findik zar1 6rneklerinin seliiloz igerigi Tungil (2020) tarafindan yapilan ¢alismadaki

degere benzer olmasina ragmen, naturel findik 6rneklerinin seliiloz igeriginin elde
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edilen degerden (%48.60) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Diger dikotiledonlu
bitkilerin diyet lifi ile karsilagtirildiginda (Soto ve Saldivar, 2020), findik diyet

liflerinin daha yiiksek seviyelerde seliiloz icerdigi goriilmektedir.

4.2.1.3 Pektik Polisakkaritler

Dikodiledon bitkilerin bir diger ©nemli hiicre duvar1 bileseni pektik
polisakkarittir (Vincken ve ark., 2003). Monosakkarit analizi sonucunda findik
orneklerinin suda c¢ozliinmeyen diyet lifi fraksiyonlarinda yiiksek miktarlarda
galakturonik asit, arabinoz, galaktoz ve ramnoz birimleri tespit edilmistir. Bu
monosakkaritler, pektik polisakkaritlerin yapisinda bulunan tipik monosakkarit
initeleridir ve dolayisiyla bu monosakkaritlerin yiiksek miktarlarda tespit edilmis
olmast numunelerde dikkate deger miktarda pektik polisakkarit icerdigini
gostermektedir. Glikozidik bag analizleri sonucunda da pektik polisakkaritlere 6zgii
glikozidik baglar tespit edilmistir (Cizelge 4.3) (Cizelge 4.4). Ornegin, numunelerdeki
galakturonik asit birimlerinin ¢ogunun (>%70), homogalakturonik asit molekiiliiniin
tipik bir glikozidik bagi olan, 1,4-GalA baglari ile bagli oldugu tespit edilmistir, Ayrica
orneklerdeki ramnoz birimlerinin, genellikle tip I RG'de bulunan, (1.2) ve (2.4)
glikosidik baglarla bagli oldugu gézlemlenmistir.

Pektik polisakkaritlerinin %65'1 HG'den, pektin polisakkaritlerinin %20-35'1
tip I RG'den olusmaktadir (Lamothe ve ark., 2015). Genel olarak molekiilde bulunan
ramnoz/galakturonik asit oran1 HG ve RG tip I yogunluklar1 hakkinda bilgi verir;
diisiik ramnoz/galakturonik asit oran1 yiiksek HG oraninin varligina isaret eder. Bu
caligmada incelenen kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢6ziinmeyen
diyet liflerinin ramnoz/galakturonik asit oranlar1 sirasiyla 0.37, 0.59 ve 0.25 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler Tungil (2020) tarafindan yapilan arastirma sonucunda elde
edilen degerlere (kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢6ziinmeyen
diyet liflerinin ramnoz/galakturonik asit orani sirastyla 0.64, 0.49 ve 0.46 gore farklilik
gostermektedir. Bu veriler karsilastirildiginda, findigin suda ¢6ziinmeyen diyet lifinde
bulunan pektik polisakkaritinin kimyasal yapisinin hasat yilina bagli olarak
degisebilecegi goriilmektedir.

Ote yandan bu degerler (ramnoz/galakturonik asit orani), elma (0.05), turuncgil
kabugu (0.03), frenk iiztimii (0.05), seker pancari (0.13), kinoa (0.22), amaranth (0.23)
ve soya (0.28) gibi pektik polisakkaritlerce zengin olan bitkiler i¢in hesaplanandan ¢ok
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daha yiiksektir (Hilz ve ark., 2005; Lamothe ve ark., 2015; Voragen ve ark., 2001;
Yapo ve ark., 2007). Bu sonug diger bitki pektinleri ile karsilagtirlldiginda, findik
pektik polisakkaritlerinin daha yiiksek dallanma noktalarina (tiiylii bolge — hairy
region) ve daha kisa diiz zincir (smooth region) igerdigini gostermektedir. Glikozidik
bag analizi, numunede bulunan RG tip I'in 6nemli miktarda dallanma noktalarina sahip
oldugunu isaret etmistir, ¢iinkli 6rnekler igerisindeki dallanmis ramnoz {initelerinin
orani (2,4-Rha’un toplam ramnoz glikozidik baglar1 i¢indeki orani), kavrulmus findik,
naturel findik ve findik zar1 Ornekleri i¢in sirasiyla %49, %47 ve %55 olarak
hesaplanmistir. Pektinin (RG I tipi) yapisinda bulunan dallanma noktalari, arabinan
ve galaktan (arabinogalaktan ve/veya pektin galaktan) yan zincirlerinden olusmaktadir
(Hamaker ve Tuncil, 2004).

Orneklerde tespit edilen arabinoz birimleri, arabinoz tipik karakteristik zincir
olan 5-Ara(f), 3,5-Ara(f), 2,3,5-Ara(f) ve t-Ara(f) glikozidik baglar1 i¢erir ve bu baglar
arabinanin tipik yan zincir baglaridir (Hamaker ve Tuncil, 2004). Ek olarak, tespit
edilen galaktoz monosakkaritleri, terminal ve 4-Gal baglariyla baglanmistir ve bu
glikozidik baglarin varligi, galaktan yaz zincirlerinin varligini igaret etmektedir. RG I
tipindeki arabinoz ve galaktan yan zincirlerinin oranini belirlemek i¢in genellikle
orneklerdei toplam arabinozun galaktoza orani hesaplanir (Lamothe ve ark., 2015). Bu
oran kavrulmus findik i¢in 1.31, naturel findik i¢in 2.27 ve findik zar1 i¢in 1.33 olarak

bulunmustur. Tuncil (2020), calismasinda da benzer sonuglar bulmustur.

2-Rha, 2,4-Rha, t-Ara(f), 5-Ara(f), 3,5-Ara(f), 2,3, 2, 3 5-Ara(f), t-Gal, 4-Gal,
t-GalA ve 4-GalA toplam miktarlarina gore pektik polisakkarit miktar1 hesaplanmig
olup, bu deger kavrulmus findik suda ¢éziinmeyen diyet lifleri i¢in %16.76, naturel
findik suda ¢oziinmeyen diyet lifleri i¢in %25.46 ve findik zar1 suda ¢éziinmeyen diyet
lifleri i¢in ise 9%22.71 olarak bulunmustur. Bu degerler Tuncil (2020)’in
caligmasindaki verilerden daha diisiiktiir, bu da findikta suda ¢oziinmeyen diyet
lifindeki pektik polisakkarit igeriginin hasat yilina gore farklilik gosterebildiginin bir

gostergesidir.

48



4.2.2 Suda Coziinen Diyet Liflerinin Kompozisyonu

Naturel findikta suda ¢oziinen diyet lifinde gozlenen ana monosakkarit
arabinoz (%24.8) olup, bunu sirastyla galakturonik asit (%19.5), galaktoz (%15.2),
ksiloz (%13.2), glukoz (%12.7), ramnoz (%8.2), mannoz (%4.1), fukoz (%1.9) ve
glukuronik asit (%0.3) ile takip etmektedir. Kavrulmus findiklarda suda ¢6ziinen diyet
liflerinin monosakkarit icerigi genellikle naturel findik suda ¢oziinen diyet lifininkine
benzer oldugu gozlemlenmistir. Ancak naturel findik suda ¢oziinen diyet lifleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak (P<0.05) daha yiliksek miktarda mannoz ve
diisiik miktarda ramnoz igerdigi tespit edilmistir. Ote yandan, findik zar1 suda ¢dziinen
diyet liflerinin, naturel ve kavrulmus findik 6rneklerine kiyasla 6nemli derecede farkli
monosakkarit bilesimine sahip oldugu goriilmektedir. Findik zar1 suda ¢dziinen diyet
lifinde g6zlenen ana monosakkaritin galakturonik asit (%36) oldugu ve bunu glukoz
(%23.5), arabinoz (%9.7), ksiloz (%8.8), mannoz (%8.2), ramnoz (%6.6), galaktoz
(%35.5), fukoz (%I1.1) ve glukuronik asitin (%0.7) takip ettigi tespit edilmistir.
Orneklerde tespit edilen monosakkarit birimleri ve bunlara karsilik gelen glikozidik
baglar1 hemiselilloz ve pektin polisakkaritlerinin yapisinda bulunan tipik
monosakkaritler ve glikozidik baglar olup, bu durum kavrulmus ve naturel findik ile
findik zar1 suda ¢oziinen diyet liflerinin hemiseliilozlardan ve pektik polisakkaritlerden
meydana geldigini gostermektedir. Benzer sekilde, Tuncil (2020) tarafindan 2017
yilinda hasat edilen Tombul findik ¢esitleri kullanilarak yapilan ¢alismada, naturel
findik ve findik zar1 suda c¢oziinen diyet liflerinin hemiselilloz ve pektin
polisakkaritlerinden olustugu belirlenmistir. Ancak, bahsi gecen calismada, naturel ve
kavrulmus findik ile findik zar1 suda ¢6ziinen diyet lifindeki ana monosakkaritin
mannoz (%30.4 - %48.4) oldugu ve bunu sirasiyla glikoz (%13.9 - %24.3), arabinoz
(%5.1 - %18.3), galakturonik asit (%7.7 - %16.1), galaktoz (%10.8 - %13.7), ramnoz
(%1.6 - %3.7) ve ksiloz (%1.5 - %2.1)’un takip ettigi tespit edilmistir (Tuncil, 2020).
Bu iki caligmadan elde edilen farkli sonuglar, findikta suda ¢oziinen diyet lifleri
bilesiminin, findiklarin hasat yilina bagl olarak onemli 6l¢iide degisebildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.2 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢6ziinen diyet liflerinin
monosakkarit kompozisyonlari. * Sonuglar ii¢ tekerriirlin ortalamasi +
standart sapma olarak verilmistir. Her bir bilesenin ortalama degerleri
ornekler arasinda karsilastirilmis olup, ayni harfe sahip olan ortalamalar
istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir (P>0.05).

4.2.2.1. Pektik Polisakkaritler

Numunelerdeki toplam pektik polisakkarit miktarlari, glikozidik bag analizi ile
tespit edilen 2-Rha, 2,4-Rha, t-Ara(f), 5-Ara(f), 3,5-Ara(f), 2,3, 2, 3 5-Ara(f), t-Gal 4-
Gal, t-GalA ve 4-GalA miktarlarinin toplami ile hesaplanmistir. Bu degerler,
kavrulmus findik suda ¢6ziinen diyet lifleri i¢cin %63.9, naturel findik suda ¢oziinen
diyet lifleri i¢in %67.8 ve findik zar1 suda ¢oziinen diyet lifleri i¢in ise %57.7 olarak
bulunmustur. Onceki yapilmis calismalarda, findik (kavrulmus ve naturel findik ile
findik zar1) 6rneklerinin suda ¢ozilinen diyet liflerindeki pektik polisakkarit oraninin
%22-%23 arasinda oldugunu gostermistir (Tuncil, 2020). Bu durum findigin suda
cozlinen diyet lifindeki pektik polisakkarit iceriginin hasat yilindan etkilendigini

gostermektedir.

Ayrica monosakkarit ve glikozidik baglarinin bilesimi dikkate alinarak, suda
cozlinen diyet liflerindeki pektik polisakkaritlerin kimyasal yapis1 analiz edilmistir.
Kavrulmus findik, naturel findik ile findik zar1 suda ¢o6ziinen diyet liflerinin
ramnoz/galakturonik asit oranlart sirasiyla 0.35, 0.65 ve 0.18 olarak hesaplanmuistir.
Bu veriler, findik zar1 suda ¢o6ziinen diyet lifleri igerisinde yer alan pektik
polisakkaritlerin, kavrulmus ve naturel findik 6rneklerindekilere kiyasla, daha az
dallanmis bolgeye (tiiylii bolge — hairy region) ve daha yliksek oranda diiz zincir
(smooth region) igerdigini gostermektedir. Glikozidik bag analizleri, suda

cozlinmeyen diyet liflerindeki gibi, suda ¢dzlinen diyet lifleri kisminda yer alan RG
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tip ’in 6nemli derecede dallanma noktalarina sahip oldugunu goéstermektedir, ¢ilinkii
dallanmis ramnoz {initelerinin orani (2,4-Rha’un toplam ramnoz glikozidik baglar
icindeki orani), kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢oziinen diyet
lifleri i¢in sirastyla %63, %48 ve %51 olarak hesaplanmistir. RG tip I’de bulunan
arabinan ve galaktan yan zincirlerinin oranm1 toplam arabinoz/galaktoz oraninin
belirlenmesiyle hesaplanir (Lamothe ve ark., 2015). Bu oran kavrulmus findik
ornekleri i¢in 1.84, naturel findik 6rnekleri i¢in 1.64 ve findik zar1 6rnekleri i¢in 1.78
olarak hesaplanmis olup, bu sonuglar, galaktan yaz zincirlerine kiyasla, drneklerdeki
pektik polisakkaritlerin RG tip I bdlgesinde arabinan yan zincirlerinin daha yogun

olarak bulundugunu 6nermektedir.

4.2.2.2 Hemiseliilozlar

Onemli miktarda mannoz, glukoz ve ksiloz monosakkaritlerin varlig1 findikta
suda ¢Oziinen diyet lifindeki hemiseliilozlarin, mannan ve ksiloglukan
molekiillerinden olustugunu gosterir. Nitekim, glikozidik bag analizi sonucunda
ornekte ¢ok sayida 4-Man, 4-Glc ve 4,6-Glc bag tespit edilmistir, bu da mannan ve
ksiloglukanin varligim1 dogrulamaktadir, ¢linkii 4-Man, mannan molekiiliiniin 4-Glc
ve 4,6-Glc ise ksiloglukan polisakkaritlerinde bulunan tipik glikozidik baglardir
(Scheller ve Ulvskov, 2010). Mannan polisakkaritleri, mannoz {initelerinin O-6
pozisyonlarinda dallanma gosterebilmektedirler, ancak glikozidik bag analizleri
sonucunda suda ¢oziinen diyet liflerinin yapisinda 4,6-Man glikozidik bagi tespit
edilememistir. Bu durum, analiz edilen numunede suda ¢oziinen diyet lifindeki
mannanin diiz (linear) bir zincir yapiya sahip oldugunu ve herhangi bir dallanma
noktasi icermedigini gosterir. Rapor edilen bilgilere gore lineer yapilara sahip mannan
polisakkaritleri bircok bitkide bulunmaktadir (Singh ve ark., 2018; Tester ve Al-
Ghazzewi, 2013). Bu nedenle Ornekte bulunan tiim mannoz monosakkaritlerinin
mannanlara ait oldugu varsayilmis ve kavrulmus findik, naturel findik ile findik zari
suda ¢oziinen diyet lifilerinin mannan igeriginin sirastyla %7.7, %4.1 ve %8.2 oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3 Kavrulmus findik, naturel findik ve findik zar1 suda ¢Oziinen diyet
liflerinin glikozidik bag kompozisyonlar1 *

Miktar (%, mol)
Glikozidik Bag

Kavrulmus findik Naturel findik Findik zan
t-Ara(f) 492+0.364 4.46+£0.204 2.11+0.21°"°
5-Ara(f) 820+0.614 575+026% 522+0528
3,5-Ara(f) 431+032°" 7.49 +0.344 -
2,3,5-Ara(f) 7.55+0.564 7.12+0.334 239+024°"
2-Rha(p) 239+0.18 € 425+0324 3.23+027°%
2,4-Rha(p) 4.13+£0.314 3.98+£0.18 P 3.33+0.28°
t-Xly(p) 8.86+0.96 ® 1320+ 0.64 * 8.81+1.93%
t-Man(p) 3.90+0.70 A 1.71+£0.44 8 452+0284
4-Man(p) 3.83+0.68 2.33 +0.60 3.67+0.23
4-Gal(p) 13.57+£2.204 1518+ 041~ 5.46+0.04 B
t-GalA(p) 734+1.19% 8.03£0.22 AP 9.69 +0.06 *
4-GalA(p) 11.50+1.86 % 11.50+£0.315 2628 £0.174
t-Gle(p) 0.93+0.324 0.53+0.01 AP 0.29+0.014
4-Gle(p) 9.95+4.428 11.11+0.14 8 23.22+0.804
4,6-Gle(p) 424+ 1464 1.14+0.014 -
t-GlcA(p) 0.71 + 0.24 0.31 +0.04 0.69 + 0.02

* Sonuglar {i¢ tekerriiriin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir. Her bir bilesenin ortalama
degerleri 6rnekler arasinda karsilastirilmis olup, farkli harfe sahip olan ortalamalar istatistiksel olarak
birbirinden farklidir (P<0.05).

**_: Tespit edilmedi.

Orneklerdeki ksiloglukan miktar1 ise 4,6-Glc, 4-Glc ve t-Xyl (4.6-Glc'ye
esdeger) glikozidik baglarinin miktarlarinin toplanmasi ile elde edilmistir; kavrulmus
ve naturel findik suda ¢oziinen diyet liflerinin ksiloglukan igerikleri sirasiyla %18,4 ve
%13.4 olarak tespit edilmistir. Orneklerde sadece t-Xyl glikozidik baglarinin tespit
edilmesi, kavrulmus findik ve naturel findik suda ¢oziinen diyet lifindeki ksiloglukan
polisakkaritlerin sadece X tipi yan zincirlere sahip oldugunu gostermektedir (Scheller
ve Ulvskov, 2010; Pauly ve Keegstra, 2016). Bu sonuglar, drneklerdeki suda ¢éziinen
ksiloglukan polisakaritinin, suda ¢oziinmeyen ksiloglukanlardan daha az dallanma
noktasina sahip oldugunu ve bu nedenle farkli bir kimyasal yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, findik zarmnin suda ¢oziinen diyet lifleri bilesenlerinde
4,6-Glc glikozidik baglar tespit edilememistir. Bu bagin olmamasi, ksiloglukanin
aksine, findik zar1 suda ¢oziinen diyet liflerinde diiz (lineer) zincir seklinde glukan

yapisinin mevcut oldugunu gosterir.
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4.3 Findik ve Findik Zar Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Kisa- ve Dallanmis-
Zincirli Yag Asitlerinin Olusumu Uzerine Etkileri

4.3.1 Findik ve Findik Zar Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Kisa Zincirli Yag
Asitlerinin (KZYA) Olusumu Uzerine Etkileri

Diyet lifleri tiiketildiginde, iist sindirim sistemi tarafindan sindirilmeden kalin
bagirsaga ulasir ve kalin bagirsakta da mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilirler. Diyet liflerinin fermantasyonunun bir sonucu olarak, kolonda yer alan
mikrorganizmalar bir dizi mikrobiyal metabolitler iiretir. Son yillarda bu
metabolitlerin en 6nemlilerinin kisa zincirli yag asitleri (KZYA) (spesifik olarak asetat
[asetik asit], propiyonat [propiyonik asit] ve biitirat [biitirik asit]) oldugu genel kabul
gormektedir, clinkii bu KZYA’lar insan kalin bagirsagindaki toplam mikrobiyal
metabolitlerin %90-95’ini olusturmakta olup (Rios-Covion ve ark., 2016), insan
viicudundaki degisik organlar ve hiicrelerde farkli metabolik ve biyolojik
reaksiyonlara katilarak, insan sagligina yararl etki gostermektedirler (Rios-Covion ve

ark., 2016; Sonnenburg ve Backhed, 2016; Bishehsari ve ark., 2018).

Naturel ve kavrulmus findik ile findik zarindan elde edilen diyet lifleri
acisindan zengin diyetle beslenen farelerden her hafta toplanan digki 6rnekleri analiz
edilerek, farelerin kalin bagirsaklarinda olugan mikrobiyal KZYA'lar belirlenmistir
(Sekil 4.3). Ilaveten, asetat, propiyonat ve biitirat mutlak bolluk miktarlarinmn
toplanmasi sonucu, orneklerde olusan toplam KZY A miktarlar1 hesaplanmistir. Kalin
bagirsak mikrobiyal komposizyonu (ve dolayisiyla aktivitesi) cinsiyete gore farklilik
gosterdiginden dolayi, disi (Sekil 4.3a) ve erkek (Sekil 4.3b) farelerin sonuglari ayri
ayr1 ele alinmistir (Jacobs ve ark., 2007).

Disi fareler goz Oniine alindiginda, besleme periyodunun besinci haftasina
kadar gruplar arasinda asetat icerigi acisindan istatistiksel bir fark gézlemlenmemistir
(P>0.05). Besleme periyodunun besinci haftasinda, findik zar1 grubu ve kavrulmus
findik grubu farelere kiyasla, kontrol grubu farelerin digkisinda daha yiiksek miktarda
asetat gozlenmistir (P<0.05). Ancak kontrol grubunun diskilarinda gézlemlenen asetat
miktart stabil kalmamis ve besinci haftadan sonra asetat miktarinda %53 azalma
gbzlenmistir (besinci haftada diskida 6lgiilen asetat miktar1 61.5 pmol/g digki iken bu
deger altinci1 haftada 6l¢iilen 29.2 pmol/g digk: olarak 6l¢iilmiistiir). Besinci haftadan

sonra kontrol grubunda oldugu gibi naturel ve kavrulmus findik diyeti ile beslenen
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farelerin asetat degerlerinde azalma gozlenmesine ragmen bu diisiisler kontrol grubu
kadar yiiksek olmamistir (besinci haftadan sonra naturel ve kavrulmus findik diyet
lifleri iceren diyetle beslenen fare grubunda asetat degerlerinde sirasiyla %30 ve

%13'liik bir diistis gozlenmistir).

Besleme periyodunun sonu (altinci hafta) dikkate alindiginda, deney
gruplarinda tespit edilmis olan asetik asit iceriginin genel olarak kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (altinci haftada naturel findik, kavrulmus findik,
findik zar1 ve kontrol gruplarinda 6l¢iilmiis olan asetat miktarlari sirasiyla 44.8, 40.2,
35.6 ve 29.2 umol/g diski’dir), ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sadece
findik zar1 diyet lifleri ile beslenen farelerin diskilarinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gézlemlenmistir (P<0.05) (Sekil 4.3a). Benzer sekilde besleme periyodunun
ilk ii¢ haftasinda disi fare gruplar1 arasinda propiyonik asit igerigi agisindan
istatistiksel olarak fark gozlemlenmemistir (P>0.05) (Sekil 4.3a). Ugiincii haftanin
sonra, kontrol grubu farelerin diskilarindaki propiyonat igerigi 6nemli dlciide artarak,
dordiincii haftada, kontrol grubu farelerin digkilarindaki propiyonat miktarinin, naturel
ve kavrulmus findik gruplarma gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu saptanmistir
(P<0.05). Ancak dordiincii haftadan sonra kontrol 6rneginde Olciilen propiyonat
miktar1 devamli olarak diisiis egilimi gostermis ve altinci haftada kontrol grubundaki

propiyonat miktarinin deney grubuna benzer veya daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Besleme periyodunun ilk iki haftasinda biitirik asit miktar1 agisindan disi fare
gruplar arasinda anlaml fark bulunmamustir (P>0.05) (Sekil 4.3a). Ugiincii haftada ise
naturel findik grubundaki 6rneklerde 6l¢iilen biitirat miktarinin sadece kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (P<0.05). Biitirat miktar1 agisindan
dordiincii hafta ile altinc1 hafta arasinda istatistiksel olarak fark olmadig1 gozlenmistir.
Ancak besleme periyodu sonunda (altinci hafta), kontrol grubuna kiyasla, naturel
findik grubunun biitirat tiretimi 3.1 kat, kavrulmus findik grubunda 3.0 kat ve findik
zar1 grubunda 2.2 kat daha fazla olmustur (Sekil 4.3a). Benzer sekilde, besleme
periyodunun besinci haftasina kadar disi fare gruplar1 arasinda toplam KZY A miktar1

acisindan istatistiksel bir fark bulunmamistir (P>0.05) (Sekil 4.3a).
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Besleme periyodunun besinci haftasinda, findik zari ve kavrulmus findik
gruplar ile kiyaslandiginda, kontrol grubu farelerin digkilarinda 6nemli derece yiiksek
miktarda toplam KZYA gozlemlenmistir (P<0.05). Ancak, toplam KZYA miktar
stabil kalmamis ve besinci hafta sonrasinda asetat miktarinda %355°lik bir disiis
gbézlemlenmistir (besinci haftada diskilarda Olciilen toplam KZYA miktar1 80.4
umol/g diski iken asetat miktarindaki degisimle bu deger altinci haftada 36.6 umol/g
digki olarak ol¢iilmiistiir). Besinci haftadan sonra kontrol grubunda oldugu gibi naturel
ve kavrulmus findik diyet lifleri ile beslenen farelerin digkilarinda toplam KZYA
degerlerinde azalma gozlemlenmesine ragmen, bu disiisler kontrol grubunda

gbzlemlendigi kadar yiiksek olmamustir.

Besleme periyodunun sonu (altinci hafta) dikkate alindiginda ise deney
gruplarindaki toplam KZYA miktarlarinin kontrol grubuna goére genel olarak daha
yiiksek oldugu goriilmektedir (altinci haftada naturel findik, kavrulmus findik, findik
zar1 ve kontrol gruplarinda 6l¢iilmiis olan toplam KZY A miktarlari sirasiyla 47.3, 51.4,

51.4 ve 36.6 umol/g digk1’dir).

Ozetle, Sekil 4.3a'y1 inceledigimizde, besleme periyodunun basinda gruplar
arasinda fark olmadigini, ancak besleme periyodunun ilerleyen donemlerinde gruplar
arasinda farklar oldugu goriilmektedir. Bu durum, naturel, kavrulmus findik ve findik
zar1 diyet liflerinin kalin bagirsakta farkli mikrobiyal metabolitlerin olusumuna neden
oldugunu gostermektedir. Gruplar arasinda mikrobiyal KZY A'lerinde tespit edilen bu
farkliliklar, naturel ve kavrulmus findik ile findik zar1 diyet liflerinin kimyasal
yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir, ¢ilinkii diyet liflerinin kimyasal
yapisindaki en ufak bir farklilik (ayni tiir olsalar bile) kalin bagirsakta farkl
metabolitlerin olusmasina neden olmaktadir (Tuncil ve ark., 2020; Deehan ve ark.,

2020).
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Sekil 4.3 Besleme siiresi boyunca farelerin diskilarinda olusan mutlak KZY A
miktarlarinin haftalik degisimi. a) disi fareler b) erkek fareler
*Toplam KZYA = asetat + propiyonat + biitirat. ** Hata ¢ubuklari,
standart hatayr belirtmektedir. *** Her bir bilesenin haftalik
ortalama degerleri gruplar arasinda karsilastirilmis olup, farkli harfe
sahip olan gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir ve gruplar
arasinda istatistiksel farklilik olmayan haftalarda harflendirme
yapilmamaistir (a=0.05).
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Erkek fareler ele alindiginda, besleme siiresi baglangicinda herhangi bir KZY A
acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir (P>0.05) (Sekil
4.3b). Erkek fare gruplarmin (tiim gruplar) digkilarindaki KZYA igeriginin besleme
stiresi boyunca, biitirat haricinde degistigi (asetat, propiyonat ve toplam KZY A miktari
arttig1) gozlemlenmistir. Ancak besleme periyodu boyunca herhangi bir KZYA igin
gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (P>0.05) (Sekil 4.3b). Ayrica her iki
cinsiyete ait veriler géz 6niine alindiginda mutlak biitirik asit miktarinin cinsiyete gore
degisiklik gostermedigi, ancak erkek gruplarda asetik asit ve propiyonik asit mutlak
degerlerinin nispeten diisiik olmasi nedeniyle, toplam KZYA degerinin erkek
gruplarda, disilere kiyasla, daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Besleme siirecinde biitirat
disindaki mutlak KZY A miktarindaki degisikliklerin erkek ve disi farelerde benzer bir
egilim izledigi sOylenebilir. Bu durumun erkek ve disi fareler arasindaki metabolik
farkliliktan kaynaklandigi sdylenebilir. Bu sonuglar, findik diyet liflerinin kalin
bagirsak mikrobiyal metabolitleri iizerindeki etkisinin cinsiyete gore degiskenlik

gosterdigini ortaya koymaktadir.

Ote yandan, besleme siirecinde her hafta yapilan KZYA analizi sonuglarinin
grup i¢cinde dalgali seyrettigi goriilmektedir. Kolon mikrobiyotasinin ¢alisildig: diger
bazi in vivo ¢aligmalarda da (insanlar veya fareler lizerinde yiiriitiilen), benzer sekilde
haftalik dalgalanmalar gozlemlenmistir (Kaur ve ark., 2019; Deehan ve ark., 2019).
Bu dalgalanmalar, bireyler arasindaki konak fizyolojisindeki farkliliklardan veya tim
orneklerin ayni Ornekleme fraksiyonuna sahip olmamasindan kaynaklanabilir.
(Ornekleme fraksiyonu: bir KZY A’nin rastgele bir diski 6rnegindeki beklenen mutlak
bollugunun, numunenin tiiretildigi bagirsak birim hacmindeki mutlak bolluguna orani

olarak tanimlanir (Lin ve Peddada, 2020).

Zamanli Olclimlerin yapildigr bircok c¢aligmada, gozlemlenen KZYA
miktarindaki dalgalanmalar1 azaltmak (6zellikle esit olmayan drnekleme oranlarindan
kaynaklanan dalgalanmalari en aza indirmek) i¢in, mutlak miktarin yerine, KZY A’nin
bagil (nispi) bolluklar1 hesaplanmis ve elde edilen bagil bolluk sonuglarina gore diyet
liflerinin kalin bagirsakta meydana gelen mikrobiyal KZYA iizerine -etkileri
belirlenmistir (Tuncil ve ark., 2020; Kaur ve ark., 2019; Cuervo ve ark., 2013). Bu
nedenle, bu calismada, mutlak KZY A miktarinin (Sekil 4.3) belirlenmesine ek olarak,
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farelerin besleme siirecinde kalin bagirsaklarinda olusan asetat, propiyonat ve

butiratin, toplam KZYA igerisindeki nispi miktarlar1 da hesaplanmistir (Sekil 4.4).

Genel olarak, diskida asetatin nispi bollugunun %73-82 arasinda, propiyonatin
nispi bollugunun %9-18 arasinda ve biitiratin nispi yogunlugunun %35-15 arasinda
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu sonuglarin literatiir verileri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir, ¢linkii diyet liflerinin farelerin kalin bagirsagindaki KZYA iizerine
etkilerini belirlemeye yonelik yapilmis olan bir¢ok ¢alismada da benzer sonuglar elde
edilmistir (Kaur ve ark., 2019; Desai ve ark., 2016). Ayrica insan digski 6rneklerinde
asetat, propiyonat ve biitirat konsantrasyonunun 3:1:1 oldugu bildirilmektedir

(Venegas ve ark., 2019).

Disi fareler dikkate alindiginda, besleme periyodu sonunda naturel ve
kavrulmus findik grubu ile kontrol grubunun kalin bagirsaginda nispi asetat
bollugunun, findik zar1 grubuna gore, yiiksek oldugu gdzlenmistir (Sekil 4.4a). Ote
yandan, besleme siireci sonunda, en diisiik propiyonat nispi bolluguna naturel findik
grubu farelerin sahip oldugu, kontrol ve kavrulmus findik gruplarinin istatistiksel
olarak naturel findiga es deger propiyonat bolluguna sahip oldugu, findik zar
grubunun ise istatistiksel olarak naturel findik grubundan daha fazla propiyonat
bolluguna sahip oldugu gézlemlenmistir (P<0.05). Biitirat bollugu gézlemlendiginde,
disi deney grubuna ait drneklerin butirat bollugunun disi kontrol grubuna gore daha
yliksek oldugu gozlenmistir. Ayrintili olarak incelendiginde, naturel findik grubunun
digkisindaki biitirat bollugunun, besleme donemi sonunda kontrol grubuna gore 2.4 kat

daha fazla oldugu (%12.4’°¢e kars1 %5.2) gozlenmistir (Sekil 4.4a).

Benzer sekilde, findik zar1 grubunun digkilarindaki biitirat bollugunun kontrol
grubunun 2.3 kat1 oldugu goriilmiistiir (%12.1'e karst %5.2). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kavrulmus findik grubundaki farelerin digkilarinda butirat bollugu
1.6 kat daha fazladir (%8.4'e kars1 %5.2) (Ancak, biitirat bollugu agisindan kavrulmus
findik grubu ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak fark goézlemlenmemistir
(P>0.05)). Bu sonuglar, findik diyet liflerinin, kontrol grubuna kiyasla disi deneklerde
genellikle biitirojenik etki sagladigini gdstermektedir. Biitiratin anti-inflammatuar,
anti-karsinogenik ve anti-obezite etkilerinden dolayi, son yillarda kalin bagirsakta

mikrobiyal biitirat miktarinin yiikselmesini saglayabilecek diyet liflerine olan ilgi hizla
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artmaktadir (Kaur ve ark., 2019; Liu ve ark., 2018; Knudsen ve ark., 2018; Louis ve
Flint, 2017). Bu veriler ¢ergevesinde, disi bireylerin kalin bagirsaginda bulunan butirat
miktarini/bollugunu artirmak i¢in findik tiikketiminin Onerilebilecegi sonucuna
varilabilir. Ote yandan, aralarinda istatistiksel bir fark olmamasina ragmen, kavrulmus
findik grubunda tespit edilmis olan biitirat nispi bollugu, naturel findik
grubununkinden daha azdir. Bu sonug, kavurma isleminin findik diyet liflerinin
biitirojenik  6zellikleri {izerinde olumsuz bir etkisi oldugunu gostermektedir.
Kavurmanin findik diyet liflerinin biitirojenik 6zellikleri iizerindeki olumsuz etkisi,
is1l  islemin diyet liflerinin fonksiyonel o&zelliklerini  degistirebilmesinden
kaynaklantyor olabilir. Son yapilan c¢aligmalarda, gida isleme teknolojilerinin diyet
liflerinin kalin bagirsak mikroorganizmalar lizerine olan etkilerinin ve dolayisiyla bu
mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu agiga ¢ikan metabolitlerin miktarlarinin ve
tiplerinin degismesine neden oldugunu ortaya koymaktadir (Seal ve ark., 2021;

Carmody ve ark., 2019; Miclotte ve Van de Wiele, 2019; Smith ve ark., 2019).

Erkek fareler dikkate alindiginda, besleme periyodunun sonunda, deney
gruplarinin  digkisinda tespit edilen nispi asetat bollugu, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak daha yliksektir (P<0.05) (Sekil 4.4b). Diger taraftan, besleme
periyodu sonunda deney grubu ile kontrol grubunun bagil propiyonik asit bollugu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlemlenmemistir (P>0.05). Benzer
sekilde, nispi biitirat bollugu agisindan naturel findik, kavrulmus findik ve kontrol
grubu arasinda herhangi bir istatistiksel fark tespit edilmemistir (P>0.05) (findik zar
grubu, kontrole kiyasla, istatistiksel olarak daha diisiik diizeyde nispi biitirat bolluguna
sahiptir (P<0.05) (Sekil 4.4b). Bu sonuglar, findik diyet liflerinin, kontrol grubuna
kiyasla, erkek deneklerde genellikle asetijonik etki sagladigini gdstermektedir. Klinik
ve preklinik ¢aligmalar, asetatin glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve peptid YY
(PYY) gibi bagirsak hormonlarini salgilanmasini diizenleyerek, bireyin enerji ve
substrat metabolizmast iizerinde olumlu bir etki gosterdigi ve viicut lipolizinde azalma,
sistemik proinflamatuar sitokin seviyelerinde ve enerji harcamasinda ve yag
oksidasyonunda artis saglayarak istahi etkiledigi ve bdylece obezite kontroliine katki
sagladigini ortaya koymustur (Hernandez ve ark., 2019). Asetatin bu olumlu fizyolojik
etkileri nedeniyle, son yillarda insan kalin bagirsaginda asetat miktarini artirmaya

yardimci olan diyet liflerine olan ilgi artmaktadir. Bu calismadan elde edilen veriler
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cercevesinde, erkek bireylerin kalin bagirsaginda asetat miktarini/bollugunu artirmak

icin findik tiiketiminin 6nerilebilecegi sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.4 Besleme siiresi boyunca farelerin digkilarinda tespit edilen asetat,
propiyonat ve biitiratin nispi bolluklarinin (%, mol iizerinden
toplam KZYA’ne gore) haftalik degisimi. a) disi fareler b) erkek
fareler *Hata ¢ubuklari, standart hatay1 belirtmektedir. **Her bir
bilesenin  haftalik  ortalama  degerleri  gruplar arasinda
karsilastirilmis olup, farkli harfe sahip olan gruplar istatistiksel
olarak birbirinden farklidir ve gruplar arasinda istatistiksel farklilik
olmayan haftalarda harflendirme yapilmamistir (a=0.05).
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4.3.2. Findik ve Findik Zar Diyet Liflerinin Kalin Bagirsakta Dallanmis Zincirli
Yag Asitlerinin (DZYA) Olusumu Uzerine Etkileri

KZY A’ne ek olarak, kalin bagirsak mikroorganizmalari, 6zellikle dall1 zincirli
amino asitleri (valin, 10sin ve izoldsin) fermente etmesi sonucunda, isobiitirat
(isobiitirik asit) ve isovalerat (isovalerik asit) gibi dallanmis zincirli yag asitlerini
(DZY A) olustururlar (Rios-Covian ve ark., 2020). Bu sebepten dolay1, DZY A, kolonik
protein fermentasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir (Macfarlane ve ark.,
1992). Son yillarda yapilan in vitro ¢alismalar, yiiksek protein ve yag ile diisiik
karbonhidrat igerigine sahip bati tarzi diyetlerin tiiketiminin daha yliksek DZYA
olusumuna yol agabilecegini gostermistir (Aguirre ve ark., 2016). Kalin bagirsakta
amino asitlerin (proteinlerin) fermantasyonu ile aciga ¢ikan metabolitlerin (6zellikle
aminler, fenoller ve amonyak) kolon hiicreleri iizerinde toksik etkilerinin oldugu,
inflamasyona ve ilerleyen agamalarda kansere neden oldugu bildirilmistir (Yao ve ark.,
2016; Verbeke ve ark., 2015). Bu olumsuz etkilerden dolayi, diyet bilesenleri
aracilifiyla mikrobiyal floray1 diizenlerken, genellikle yararli bakteri sayisimi ve
KZY A iiretimini artirirken, DZY A sentezini en aza indirmek hedeflenmektedir (Rios-

Covian ve ark., 2016).

Deney ve kontrol grupsarinin kalin bagirsaginda olusan mikrobiyal DZYA
(izobiitirik asit ve izovalerik asit) miktarlari, besleme doneminde her hafta toplanan
diski &rneklerinin GC ile analiz edilmesi sonucunda tespit edilmistir. Ilaveten,
orneklerde olusan toplam BCFA miktarin1 hesaplamak icin izobiitirik asit ve
izovalerik asidin mutlak bolluklari toplanmistir. Kalin bagirsaktaki DZY A miktarlari
disi ve erkek fare gruplari i¢in sirasiyla Sekil 4.5a ve Sekil 4.5b’de verilmistir.

Genel olarak, deney grubu ve kontrol grubu numunelerinde (natural erkek fare
grubundaki izobutirat miktar1 hari¢), besleme siireci baslangicindan sonra tiim DZY A
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) bir diisiis gézlenmistir. Bu durum,
besleme donemi sonrasinda kalin bagirsakta daha fazla sakkarolitik aktivite oldugunun
(diger bir ifade ile daha fazla diyet lifinin kalin bagirsaga ulagtiginin) agik bir
gostergesidir, ¢iinkii daha az DZYA olusumu, daha az protein fermantasyonunun ve
daha yiiksek karbonhidrat fermantasyonunun gergeklestiginin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Rose ve ark., 2017). Bu sonugclar, findik diyet liflerinin kalin

bagirsak icin zararli oldugu disiinilen DZYA miktarinda azalma sagladigini
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gostermektedir. Ote yandan, besleme siirecinin sonraki asamalarinda (birinci haftadan
sonra) DZYA miktarinda, istatiksel olarak, herhangi bir degisiklik olmadig:
gozlemlenmigtir (P>0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Besleme siiresi boyunca farelerin digkilarinda olusan mutlak DZYA
miktarlarinin haftalik degisimi. a) disi fareler b) erkek fareler*Toplam
DZYA = isobiitirat + isovalerat. ** Hata ¢ubuklari, standart hatay1
belirtmektedir. *** Her bir bilesenin haftalik ortalama degerleri gruplar
arasinda karsilagtirtlmis olup, gruplar arasinda istatistiksel farklilik
olmayan haftalarda harflendirme yapilmamistir (a=0.05).

4.4 Findik ve Findik Zarn1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Kompozisyonu Uzerine Etkileri

4.4.1 Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Topluluklarinin Genel Yapilar: Uzerine Etkileri

Diski mikrobiyota topluluklarinin genel yapilarinin karsilastirmasi (B-cesitlilik
metrikleri), %97 benzerlik seviyesinde OTU'larin nispi bolluguna dayali Bray-Curtis
ve ThetaYC farklilik testleri kullanilarak yapilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Disi fareler goz Oniine alindiginda, besleme periyodunun baglangicinda (0.
hafta), Bray-Curtis fark testine gore, gruplarin bir arada kiimelendigi goriilmektedir
(Sekil 4.6a). Bu durum, farkl diyetlerle beslenen gruplar arasinda kalin bagirsaktaki
mikrobiyal topluluk yapisinda bir fark olmadigimi gosterir. Ote yandan, besleme

stirecinin sonraki asamalarinda mikrobiyal topluluk yapisinin ayr1 ayr1 kiimelenmeye
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baslamasi, farkliliklarin ortaya ¢ikmaya basladigini gostermistir. Besleme doneminin
sonunda (altinct hafta), her grubun kendi iginde toplandigmi ve diger gruplardan
ayrildigr gozlemlenmektedir. Sonuglar, besleme silirecinin sonunda mikrobiyal
toplulugun yapisinda farkliliklar oldugunu ve diyet lifi tiiriiniin mikrobiyal toplulugun
yapist iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. ThetaYC metrigi
kullanildiginda da benzer sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.6a), ancak besleme
stiresinin sonunda Bray-Curtis metriginin aksine, naturel ve kontrol grubu disi
farelerin kolonik mikroflora topluluk yapisinin farkli olmadig1 sonucuna varilmistir,

clinkli ThetaY C metrikinde naturel ve kontrol grubu mikrobiyal topluluk yapisi i¢ ice

kiimelenmistir.
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Sekil 4.6 Findik diyet lifleri ve seliiloz ile beslenmenin 0, 3 ve 6. haftalarinda
%97 benzerlik seviyesinde OTU'larin nispi bolluguna dayali olarak
disk1 mikrobiyal topluluklarinin Bray-Curtis benzerlik matrisi. a) Disi
fare gruplari, b) erkek fare gruplart.

Disi farelere benzer sekilde, besleme periyodunun baglangicinda (0. hafta),
Bray-Curtis farklilik testine gore, erkek fare gruplarinin da bir arada kiimelendigi
goriilmektedir (Sekil 4.6b). Bu durum, farkli diyetlerle beslenen gruplar arasinda kalin

bagirsak mikrobiyal topluluk yapisinda bir fark olmadigini gosterir. Besleme siirecinin
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sonraki asamasinda (3. hafta), her grubun kendi i¢inde kiimelesmeye basladig
goriilmektedir (Sekil 4.6b), bu da farkli diyet lifi 6rneklerinin farelerin kalin bagirsak
mikrobiyotasinin yapisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Ote yandan, Bray-Curtis fark testine gére erkek fare grubunun besleme periyodu
sonunda grup i¢indeki kiimelesmenin bozuldugu goriilmektedir (Sekil 4.6b). ThetaYC
metrigi kullanildiginda da benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.7b), ancak besleme
stiresinin sonunda Bray-Curtis metriginin aksine, erkek farelerin naturel gruptaki
kolonik mikroflora topluluk yapisinin diger gruplardan farkli oldugu sonucuna
varilmistir, ¢linkii ThetaYC o6l¢iimiinde naturel grubun mikrobiyal yapisinin diger
gruplarla karsilagtinnldiginda, genellikle daha wuzak bolgelerde kiimelestigi
goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Findik diyet lifleri ve seliiloz ile beslenmenin 0, 3 ve 6. haftalarinda
%97 benzerlik seviyesinde OTU'larin nispi bolluguna dayali olarak
diski mikrobiyal topluluklarinin ThetaYC benzerlik matrisi. a) Disi
fare gruplari, b) erkek fare gruplari.

4.4.2. Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Topluluklarinin a-¢esitlilikleri Uzerine Etkileri

a-Cesitliligi, bir 6rnek icindeki tiir zenginligini (toplam tiir sayisi) ve/veya

diizgiinliigli (tlirler arasi1 bolluk dagilimi) belirlemek i¢in kullanilan bir hesaplama
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yontemidir (Chong ve ark., 2020). Mikrobiyota orneklerindeki a-gesitliligini
belirlemek i¢in giliniimiizde farkli a-gesitlilik indeksleri gelistirilmistir. En yaygin
kullanilan iki indeks Shannon ve Invsimpson indeksleridir (Chong ve ark., 2020;
Tuncil ve ark., 2019; Schloss ve ark., 2009), bu indeksler hem tiir hem de tiir zenginligi
ve diizgiinliigli dikkate alarak a-cesitlilik indeksini hesaplamaktadirlar (Chong ve ark.,
2020; Tuncil ve ark., 2019). Yiiksek Shannon ve Invsimpson degerleri, bir toplulukta
cok sayida tiiriin tespit edildigini ve bu tiirlerin bollugunun benzer oldugunu

gostermektedir (Tuncil ve ark., 2019).

0., 3. ve 6. haftalardaki deney ve kontrol gruplarinin Shannon indeks degerleri
Sekil 4.8’de verilmistir. Besleme siirecinin baglangicinda disi ve erkek fare gruplar
kendi aralarinda kiyaslandiginda, Shannon indeks degerleri arasinda istatistiksel bir
fark gozlemlenmemisdir (P>0.05). Bu durum baslangigta, gruplarin kalin bagirsak
mikroflorasi a-gesitliliklerinin birbirine benzer oldugunu gostermektedir. Ote yandan,
ilerleyen besleme doneminde ise Shannon indeks degerlerinin degistigi
gozlemlenmistir. Spesifik olarak, disi fare gruplart dikkate alindiginda, deney
grubunun besleme periyodunun 3. haftasinda, kontrole kiyasla, istatistiksel olarak
daha yiiksek Shannon indeks degerine sahip oldugu bulunmustur (P<0.05). Bu sonug,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, findik diyet liflerinin (naturel, kavrulmus ve zar),
disi farelerin kalin bagirsaginda daha fazla mikrobiyal tiirlin gelisimini tesvik ettigi ve
bu tiirlerin bollugunun birbirlerine yakin oldugunu gostermektedir. Bu sonug, findik
diyet liflerinin disi bireylerin kalin bagirsak mikrobiyotasi i¢in faydali oldugunu
gostermektedir, ¢linkii dnceki caligmalar, bagirsak mikrobiyotasindaki mikrobiyal
cesitliligin yiiksek olmasinin, bagirsak ve genel saglik acgisindan sonuglar olumlu
oldugunu belirtmislerdir (Manor ve ark., 2020; Valdes ve ark., 2018; Lazupone ve ark.,
2012). Ancak ftgiincli haftada naturel ve kavrulmus findik gruplarinda gozlenen
yiiksek Shannon indeksi degerlerinin siirdiiriilmedigi, altinci haftada ise iki grubun
Shannon indeksi degerlerinin diistigli ve kontrol grubu ile benzer sonuglar1 oldugu

gozlendi (Sekil 4.8a).

Erkek fareler géz oniine alindiginda, naturel findik, findik zar1 grubu ve kontrol
grubunun iiclincii haftadaki Shannon indeks degerleri istatistiksel olarak farkl
olmamakla birlikte, kavrulmus grubunun Shannon degeri diger gruplara gore daha

diisiiktiir (Sekil 4.8b). Bu durum, kavurma isleminin, findik diyet liflerinin kolonik
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mikrobiyota fonksiyonel o6zellikleri iizerinde, olumsuz bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, besleme siirecinin sonunda naturel findik, findik zar1 ve
kontrol gruplarinin Shannon indeks degerlerinde, azalma goriilmiis ve hicbir grubun

Shannon degeri arasinda istatistiksel olarak fark gézlemlenmemistir (P>0.05).

Deney grubu ve kontrol grubunun o-gesitliligini belirlemek i¢in Shannon
indeksine ek olarak Invsimpson indeksi de 0., 3. ve 6. haftalarda hesaplanmistir ve

Invsimpson degerinin genel olarak Shannon sonu¢ indeks degerine benzer oldugu

gorlilmiistiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8 Beslenme siireci boyunca mikrobiyota topluluklarinin a-cesitliliginde
(Shannon indeks degerinde) meydana gelen degisiklikler. a) Disi fare
gruplar, b) erkek fare gruplari. * Hata cubuklari, standart hatayi
belirtmektedir. ** Her bir bilesenin haftalik ortalama degerleri gruplar
arasinda karsilagtirilmis olup, gruplar arasinda istatistiksel farklilik
olmayan haftalarda harflendirme yapilmamaistir (a=0.05).
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Sekil 4.9 Beslenme siireci boyunca mikrobiyota topluluklarinin a-cesitliliginde
(Invsimpson indeks degerinde) meydana gelen degisiklikler. a) Disi fare
gruplart, b) erkek fare gruplari. * Hata cubuklari, standart hatayi
belirtmektedir. ** Her bir bilesenin haftalik ortalama degerleri gruplar
arasinda karsilastirilmis olup, gruplar arasinda istatistiksel farklilik
olmayan haftalarda harflendirme yapilmamistir (a=0.05).

4.43 Findik ve Findik Zar1 Diyet Liflerinin Kalin Bagirsak Mikrobiyota
Kompozisyonu (OTU bazinda) Uzerine Etkileri

Besleme periyodunun 0., 3. ve 6. haftalarinda toplanan diski 6rneklerinden
ekstrakte edilen DNA’larin yeni nesil dizileme yontemleri ile sekanslanmasi sonucu,
deney ve kontrol gruplarinin kolonik mikroflora kompozisyonlar1 belirlenmistir. Disi
ve erkek gruplarin kalin bagirsaginda tespit edilmis olan en yiiksek 50 OTU’nun nispi

bolluklar1 sirastyla Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°deki 1s1 haritalarinda (heat map)

gosterilmigtir.

Besleme siirecinin sonu (altinci hafta) dikkate alindiginda, en yiiksek nispi

bolluga sahip 50 OTU, disi ve erkek fare gruplarinda kolonik mikroorganizmalarinda
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tespit edilen toplam OTU sayisinin %67-79'unu olusturdugu gozlemlenmistir. Is1
haritalar1 incelendiginde, farkli diyet lifi uygulamalarinin deney ve kontrol farelerinin
kolonik mikrobiyal topluluk kompozisyonunu farkli sekillerde etkiledigi goriilebilir
(Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Deney ve kontrol grubu diyet liflerinin kolonik mikroflora
iizerine olan etkilerini daha iyi gorebilmek i¢in, nispi bolluklari besleme siireci
icerisinde en ¢ok degisen ilk 6 OTU’nun verileri, istatistiksel analizlerle beraber

Cizelge 4.4 (disi gruplar) ve Cizelge 4.5 (erkek gruplar)’da verilmistir.

Disi grubu gbz Oniine alindiginda, kolon mikrobiyal bilesiminde en biiyiik
degisime sahip bakteri grubunun OTU1 Lactobacillus animalis oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.10) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Disi gruplarda tespit edilen en bol 6 OTU’nun nispi bolluklarinin besleme
stireci boyunca degisimi*

OTU1 Lactobacillus animalis

Hafta/Grup Naturel Findik KaFVl;‘:;l‘l‘(‘“s Findik Zar1 (I;gl‘l‘ltlf)‘;')
0 3.07+083Ab  898+206Ab  693+223Aa  5.76+ 126 Ab
3 6.58+0.88Ab  9.85+1.60Ab  5.55+1.41Aa 10.99 +3.07 Ab
6 3479 +424Aa  2234+1.68Ba  11.69+1.72Ca  38.96 +4.06 Aa

OTU2 Lactobacillus gasseri (%99)

<

2.25+0.29 Ba 8.64 +1.88 Aa 393+£0.78Bb  3.40+0.43 Bb
3.80+0.48 Ba 3.40+0.84 Bb 311£0.70Bb  7.79+1.24 Aa
6 4.51 £0.84 Ba 9.02+0.88 Aa 7.10+0.83 ABa 7.22+1.33 ABa

w

OTU3 Akkermansia muciniphila

<

0.85+0.19 Aa 1.59+0.73 Aab 0.18+0.08 Aa  0.41+0.14 Ab
0.02+0.01 Ba 0.15+0.05 Bb 1.38+0.58 ABa 2.56+1.07 Aa
6 0.05 £ 0.03 Ba 2.36£0.87 Aa 1.50+0.26 ABa  2.81 £0.54 Aa

w

OTU4 Lactococcus garvieae

0 1.96 + 0.26 Bb 5.74+1.59 Aa 2.42 +£0.63 Aba 2.84+0.79 Abb
3 0.95+0.13Cb 490+0.74 ABa 3.29+0.38BCa 7.70+1.38 Aa
6 7.00+ 1.65 Aa 5.68+0.29 Aa 529+1.02Aa 5.03+0.76 Aab
OTUS Prevotella
0 7.00+0.94 Aa 397+1.29 Aa 6.66+2.10 Aa  6.88+2.52 Aa
3 3.28+1.38 Aab 2.97+1.37 Aa 411+056Aa 2.04+0.52 Ab
6 2.02+£0.71 Ab 3.21+0.95 Aa 2.83+0.76 Aa  0.82+0.15 Ab
OTUG6 Bacteroides acidifaciens (%92)
0 0.78 £0.18 Ba 301+1.24 ABa 2.88+039ABa 393+1.19 Aa
3 2.55+0.88 Aa 1.30 £ 0.63 Aab 2.64+1.00Aa  0.78£0.27 Ab
6 0.48+0.21 Aa 0.20+0.03 Ab 2.12+045Aa 039+0.11 Ab

* Degerler, ortalama =+ standart hata olarak verilmigtir. Herbir hafta igerisinde gruplar arasindaki
istatistiksel farkliliklar biiyiik harflerle, her bir grubun haftalar arasindaki istatistiksel farkliliklar1 ise
kiigiik harflerle gosterilmis olup, ayn1 harfi igeren ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
degildir (a=0.05)
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Nisbi bolluk (%, okuma sayisi)

0.0156 0.0625 0.25 1

OTU1 Lactobacillus animali

OTU2 Lactobacillus gasseri (%99)

OTU3 Akkermansia muciniphilal

OTU4 Lactococcus garvieae)

OTUS Prevotellal

OTU6 Bacteroides acidifaciens (%92)
OTU7 Bacteroidales_unclassified|

OTU8 Lachnospiraceae_unclassified
OTU9 Desulfovibrio_unclassified

OTU10 Clostridiales_unclassified

OTU11 Lachnospiraceae_unclassified
OTU12 Allobaculum stercoricani

OTU13 Lactobacillus_unclassified

OTU14 Erysipelotrichaceae_unclassified
OTU15 Lachnospiraceae_unclassified (%98)
OTU16 Porphyromonadaceae_unclassified (%91)
OTU17 Porphyromonadaceae_unclassified
OTU18 Ruminococcaceae_unclassified
OTU19 Lactobacillus_unclassified

OTU20 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU21 Coriobacteriaceae_unclassified
OTU22 Odoribacter laneus (%98)|

OTU23 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU24 Lachnospiraceae_unclassified
OTU25 Bacteroidales_unclassified|

OTU26 Alistipe.

OTU27 Bacteroide:

OTU28 Bacteroidales_unclassified

OTU29 Bacteroide:

OTU30 Rikenella microfusu.

OTU31 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU32 Firmicutes_unclassified

OTU33 Bacteroidales_unclassified

OTU34 Erysipelotrichaceae_unclassified
OTU35 Clostridium_XVIII

OTU36 Lachnospiraceae_unclassified
OTU37 Bacteroidetes_unclassified

OTU38 Clostridium_|

OTU39 Bacteroidetes_unclassified

OTU40 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU41 Lachnospiraceae_unclassified
OTU42 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU43 Mycoplasma_unclassified

OTU44 Bacteroidales_unclassified|

OTU45 Lachnospiraceae_unclassified
OTU46 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU47 Porphyromonadaceae_unclassified|
OTU48 Coriobacteriaceae_unclassified
OTU49 Bacteroidetes_unclassified

Hafta 0 3 6 0 3 6 0 3 6
Gru Naturel Kavrulmus Findik Kontrol
P findik findik zar (Sellloz)

Sekil 4.10 Besleme siireci boyunca disi gruplarda tespit edilen en bol 50
OTU’nun nispi bolluklarindaki degisim
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Son zamanlarda yapilmis olan bir calismada Lactobacillus animalis'in patojen
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi ve fare serum drneklerinde
immiinoglobulin G (IgG), immiinoglobulin M (IgM) ve interlokin-2 (IL-2)
sitokinlerini artirdig1r gozlenmistir (Jia ve ark., 2021). Bu nedenle probiyotik
potansiyeli olan bir bakteri tiirii olarak goriilmektedir (Jia ve ark., 2021). Besleme
periyodunun sonu dikkate alindiginda, OTU1 L. animalis'in nispi bollugu naturel
findik (%34.79) ve kontrol (%38.96) gruplarinda en yliksek olup, bunu kavrulmus
findik (%22.34) ve findik zar (%11.69) izlemektedir (Cizelge 4.4). Besleme
periyodunun baglangici ve bitisi dikkate alindiginda, naturel findik grubunda OTU1 L.
animalis nispi bollugu 11.3 kat, kavrulmus findik grubunda 2.5 kat, findik zar
grubunda 1.7 kat ve kontrol grubunda 6.8 kat artis gdstermistir. Bu veriler, diger
gruplarla karsilastirildiginda, naturel findik diyet liflerinin, disi farelerin kolonunda
potansiyel probiyotik olan Lactobacillus animalis 'in (OTU1) nispi bollugundaki artisi
en fazla destekleyen diyet grubu oldugunu gostermektedir. Ote yandan, kavurma
isleminin L. animalis'in gelisimini tesvik etmede findik diyet liflerinin fonksiyonel
ozellikleri tizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir, ¢linkii
besleme siiresinin sonunda naturel findik diyet lifleri L. Animalis nispi bollugunu 11.3
kat artirirken, kavrulmus findik L. animalisin nispi bollugunu sadece 2.5 kat
artirmistir. Benzer sekilde, besleme sonunda naturel findik grubundaki L. animalis’in
nispi bollugu, kavrulmus findik grubuna gore, istatistiksel olarak daha yiiksektir
(P<0.05) (Cizelge 4.4). Benzer sekilde, erkek gruplarin kalin bagirsak mikrobiyal
kompozisyonunda en fazla degisiklik gosteren bakteri grubunun OTUI L. animalis
oldugu tespit edilmistir, ancak, disi gruplara kiyasla, bu etkinin gruplar arasinda daha
farkli sonuglar dogurdugu goriilmektedir. Ornegin, besleme déneminin sonu goz
ontine alindiginda, erkek gruplarinda, OTU1 L. animalis'in findik zar1 (%27.81) ve
kavrulmus findik gruplarinda (%27.30) en yiiksek nispi bolluga sahip oldugu, bunlar1
kontrol (%15.31) ve naturel findik (%12.05) gruplarinin takip ettigi goriilmektedir.
Besleme periyodunun baslangici ve bitisi dikkate alindiginda, OTU1 L. animalis'in
nispi bollugu naturel findik grubunda 2.5 kat, kavrulmus findik grubunda 6.4 kat,
findik zar1 grubunda 10.9 kat ve kontrol grubunda 8.55 kat artmigtir. Bu veriler, findik
diyet liflerinin erkek ve disi bireylerde Lactobacillus animalis nispi yogunlugu

izerinde farkli etkileri oldugunu gostermektedir.
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OTU2 Lactobacillus gasseri besleme siireci boyunca nispi bollugunda degisim
gosteren baska bir bakteri grubudur. Son yillarda yapilan aragtirmalar bu bakterinin
antioksidan ve kolesterol diisiiriicii etkileri oldugunu, a-glukosidaz aktivitesini inhibe
ettigini ve TNF-a, IL-6'"nin IL-1f'nin IL-1p' ve IL-10 gibi inflamasyonu diizenleyen
sitokinlerin salinimin1 engelleyerek bir anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir. (Oh ve ark., 2018). Ayrica Olivares ve ark., (2006), tarafindan yapilan
bir calismada L. gasseri bakterisi tiiketiminin saglikli bireylerin bagisiklik sistemini
iyilestirebilecegi gézlenmistir. Bu sebeplerden dolay1, L. gasseri probiyotik bir bakteri
olarak kabul edilmektedir (Sell ve Klaenhammer, 2013). Disi fare gruplar1 dikkate
alindiginda, besleme periyodu sonunda, OTU2 L. gasseri'nin nispi bollugu kavrulmus
findik grubunda en ytiksek (%9.02) olmus, bunu kontrol (%7.22), findik zar1 (%7.10)
ve naturel findik (%4.51) gruplar izlemis olup, istatistiksel fark sadece naturel ve
kavrulmus findik gruplar1 arasinda bulunmustur (Cizelge 4.4). Besleme periyodunun
baslangic1 ve bitisi dikkate alindiginda, OTU2 L. gasserimin nispi bollugundaki
istatistiksel degisim sadece findik zar1 grubu ve kontrol grubunda Slgiiliirken (P<0.05),
L. gasseri'nin nispi bolluk degisiklikleri naturel ve kavrulmus gruplarinda besleme
periyodu boyunca istatistiksel bir degisiklik gdstermemistir (P>0.05). L. gasseri nispi
bollugunun naturel findik grubunda 11.3 kat, kavrulmus findik grubunda 2.5 kat,
findik zar1 grubunda 1.7 kat ve kontrol grubunda 6.8 kat arttig1 gozlenmistir. Erkek
fare gruplar1 géz oniine alindiginda, besleme periyodunun sonunda (altinci hafta)
kontrol grubunda (%13.76) L. gasseri'nin nispi bollugunun en yiiksek oldugu
goriilmiis ve deney gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak benzer ve kontrol
grubundan daha diisiik nispi bolluk igerdigi goriilmiistiir (P<0.05) (Cizelge 4.5). Bu
veriler, findik diyet liflerinin erkek ve disi gruplarda L. gasserimin nispi yogunlugu
iizerinde farkli etkileri oldugunu gostermektedir. Ayrica kavurma prosesinin L.

gasserimin nispi bollugu tizerinde farkl: etkileri oldugu goriilmektedir.

Besleme siireci boyunca nispi bollugunda degisim gozlemlenen bir baska
bakteri grubu ise OTU3 Akkermansia muciniphila'dir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Cizelge 4.4
ve Cizelge 4.5). A. muciniphila, kolonda bulunan ve miisini par¢alama kabiliyetinde
olan dnemli bir bakteri tiirtidiir (Desai ve ark., 2016). Son yillarda yapilan arastirmalar,
kalin bagirsaktaki 4. muciniphila sayisi ile insan saglig1 arasinda giiclii bir iligki

oldugunu gostermistir (Bu ve ark., 2020; Derrien ve ark., 2017; Dao ve ark., 2016).
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Ornegin, saglikli insanlarla karsilastirildiginda, inflamatuar bagirsak hastaligi olan
kisilerin kalin bagirsaklarinda daha diisiik oranda A. muciniphila bakterileri
bulunmustur (Derrien ve ark., 2017). Ayrica Dao ve ark., (2016) tarafindan yapilan bir
klinik c¢alismada asir1 kilolu ve obez kisilerin kalin bagirsaginda bulunan A.
muciniphila sayis1 ile metabolik saglik parametreleri arasinda dogrusal bir iligki
oldugu gozlemlenmistir. Depommier ve ark., (2019) tarafindan yiiriitiillen bagka bir
klinik calismada, asir1 kilolu ve obez kisilerin diyetleri ile birlikte 4. muciniphila
takviyesinin karaciger ve iltihabi hastaliklara bagli kan degerlerini diisiirebildigi ve
genel olarak metabolik saglhik durumunu iyilestirebildigi gosterilmistir. A.
Mouciniphila’nin saglik lizerindeki bu olumlu etkilerinden dolay1 bazi aragtirmacilar bu
bakterinin gelecekte probiyotik bir mikroorganizma olarak kabul gorecegini
diistinmektedirler (Zhai ve ark., 2019). Disi ve erkek fare gruplari genel olarak
incelendiginde, gruplardaki A. muciniphila nispi bollugunun, besleme siireci boyunca
(haftalar arasinda), 6zellikle kontrol ve kavrulmus findik gruplarinda, bir dalgalanma
gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). Bunun nedeni, A.
muciniphilanimm hem miisini hem de diyet liflerini kolayca fermente edebilme
kabiliyetinden kaynaklanmis olabilir. Desai ve ark., (2016), ¢alismalarinda, diyet lifi
acisindan zengin ve fakir diyetlerin tiikketiminin, farelerin kalin bagirsaginda sadece 24

saat icinde A. muciniphila'nin sayisin1 degistirebilecegini gostermistir.

Disi fareler dikkate alindiginda, naturel findik ve findik zar1 gruplarinda OTU3
A. muciniphilamin nispi bollugunun besleme siiresi boyunca istatistiksel olarak
degismedigi gozlemlenmistir (P>0.05) (Cizelge 4.4). Ote yandan, baslangi¢ ile
karsilastirildiginda, kavrulmus findik grubu ve kontrol grubunda OTU3 A4.
muciniphila'nin nispi bollugu, besleme siiresinin sonunda istatistiksel olarak anlamli
bir artig géstermistir (P<0.05). Besleme siirecinin sonunda, OTU3 A. muciniphilamin
nispi bollugunun kavrulmus findik grubunda ve kontrol grubunda, besleme doneminin
baslangicina kiyasla, sirasiyla 1.5 ve 6.9 kat arttig1 gozlemlenmistir (Cizelge 4.4).
Erkek fare gruplarinda da da benzer sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil
4.11).
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Sekil 4.11 Besleme siireci boyunca erkek gruplarda tespit edilen en bol 50
OTU’nun nispi bolluklarindaki degisim

[lk 6 OTU’nun nispi bolluklarinin degisimi ayrica Cizelge 4.5°de istatistik
hesaplamalari ile verilmistir.
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Cizelge 4.5 Erkek gruplarda tespit edilen en bol 6 OTU’nun nispi bolluklarinin
besleme stireci boyunca degisimi*

OTU1 Lactobacillus animalis

Hafta/Grup  Naturel Findik KaFVl‘l'l‘:lll‘E“S Findik Zar1 (I;:l‘l‘ltl‘;‘;l)
0 479+2.13 Aa 429+ 1.13 Ab 2.55+0.74 Ab 1.79 £ 0.65 Ab
3 1.77+£048 Aa  11.56+£631 Ab 6.60£2.06 Ab 8.75+2.11 Aab
6 1205+198Ba 27.30+5.26Aa 27.81+6.01 Aa 1531+2.56Ba
OTU?2 Lactobacillus gasseri (%99)
0 2775+£095Aa 296+1.28Aa 245+0.54Aa 2.13£0.99 Ab
3 097+040Aa 230+0.74Aa 2.06£032Aa 577+£135Ab
6 0.45+0.14 Ba 543+146Ba  2.61£0.69Ba 13.76+3.52 Aa
OTU3 Akkermansia muciniphila
0 0.02+0.01 Aa  0.04+0.02Ab 0.08+0.04 Aa  0.02+£0.01 Ab
3 0.01+£0.00Ca 2148+3.50Aa 0.08+0.04 Ca 6.72+236Ba
6 0.02+0.01 Aa  3.19+0.83 Ab 295+0.71 Aa 1.28 +£0.53 Ab
OTU4 Lactococcus garvieae
0 2.02+0.50 Aab 343+1.00Aa 742+185Aa 3.99+£1.00 Ab
3 0.01=0.00Bb 2.18+0.74 Aba 4.09+1.00 Aab 1.76+0.42 ABb
6 440+ 1.73Aa 3.46+037Aba 1.07+022Bb  5.11+0.61 Aa
OTUS Prevotella
0 7.74+£276 Aa 742+ 185Aa 444+£095Aa 4.15+£1.65Aab
3 352+£057Aa 205+055Ab 435+133Aa 591£1.21Aa
6 3.55+0.99 Aa 1.79+0.74 Ab  2.78+0.88 Aa  0.86+0.32 Ab
OTUG6 Bacteroides acidifaciens (%92)
0 302£041 Ab  399+1.00Aa 6.15+1.20Aa 591+2.19 Aa
3 532+£125Aab 501+£0.69Aa 230+0.72Ab  6.24+£0.60 Aa
6 705133 Aa  4.50+1.36 Aba 1.86+0.63 Bb 1.14+0.36 Bb

* Degerler, ortalama =+ standart hata olarak verilmigtir. Herbir hafta igerisinde gruplar arasindaki
istatistiksel farkliliklar biiylik harflerle, her bir grubun haftalar arasindaki istatistiksel farkliliklar ise
kiigiik harflerle gosterilmis olup, ayn1 harfi igeren ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
degildir (0:=0.05).

llging bir sekilde, drneklerde 6nemli nispi bollukta OTU4 Lactococcus
garvieae tespit edilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Cizelge 4.4 ve 4.5). L. garvieae, nadir
goriilen patojenik (firsat¢1 patojen) bir bakteridir (Wang ve ark., 2007). Farkli diyet
uygulamalarinin, bu patojen bakterinin kalin bagirsaktaki nispi bollugu iizerine farkl
etkiler yaptigi gozlemlenmistir. Disi fare gruplart i¢in, baslangic ile
karsilastirildiginda, naturel findik grubundaki OTU4 L. garvieae nispi bollugu,
beslemenin sonunda istatistiksel olarak artis gostermistir (P<0.05), ancak diger
gruplarda 6nemli bir degisiklik gozlemlenmemistir (P>0.05). Besleme doneminin
sonunda disi gruplar arasinda OTU4 L. garvieae nispi bollugunda 6nemli bir fark
gozlemlenmemistir (P>0.05). Erkek fareler dikkate alindiginda, baslangica kiyasla,

naturel ve kavrulmus findik gruplarinda OTU4 L. garvieae nispi bollugunda, besleme
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periyodunun sonunda herhangi bir istatistiksel degisiklik gozlenmemistir (P>0.05).
Diger taraftan, ayni besleme donemleri dikkate alindiginda, ilgili OTU nun findik zar1
grubundaki nispi bollugu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis (P<0.05),
kontrol grubunda ise anlaml diizeyde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.10).
Besleme siireci sonunda ise erkek findik zar1 grubunun diger erkek gruplarina gore
istatistiksel olarak daha diistik nispi bollukta OTU4 L. garvieae igerdigi tespit edilmis
olup (P<0.05), diger gruplararasinda istatistiksel bir fark gézlemlenmemistir (P>0.05)
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.11).

Herbir grubun kalin bagirsaginda tespit edilen 6nemli nispi bolluga sahip baska
bir bakteri grubu ise OTUS Prevotella’dir. Prevotella spp., insan kalin bagirsaginda
bulunan 6nemli bir topluluktur. Bu bakteri grubunun {iiyeleri yiliksek diyet lifi
fermantasyon kabiliyetine sahiptir ve genellikle diyet lifi fermantasyonu sonucunda
propiyonat iiretirler (Tuncil ve ark., 2017). Besleme periyodunun baslangicinda,
gruplarin kalin bagirsaginda yiiksek nispi bollukta (%4-7) Prevotella tespit edilmistir
(Sekil 4.10, Sekil 4.11, Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). Ancak besleme siirecinin ilerleyen
asamalarinda OTUS Prevotella spp. nispi bollugunun cinsiyete ve diyet tipine gore
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Ornegin disi fareler géz Oniine alindiginda,
naturel findik grubu ve kontrol grubundaki OTUS Prevotella spp. nispi bollugunun,
besleme siiresi ilerledikce onemli olgiide azaldign gdzlemlenmistir (P<0.05). Ote
yandan, kavrulmus findik ve findik zar1 gruplarinda OTUS Prevotella spp. nispi
bollugu besleme siireci boyunca 6nemli Ol¢iide degismemistir (P>0.05). Besleme
stiresinin sonunda (altinc1 hafta), disi deney grubundaki OTUS Prevotella spp. nispi
bollugunun, kontrolle karsilagtirlldiginda, 2.5-3.9 kat daha yiiksek oldugu
goriilmistiir, ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml1 degildir (P>0.05). Erkek fareler
dikkate alindiginda, kavrulmus findik grubu ve kontrol grubunda OTUS Prevotella'nin
nispi bollugunun besleme siiresi ile dnemli dl¢ilide azaldig1 gézlemlenmistir (P<0.05).
Ote yandan, naturel findik ve findik zar1 gruplarinda OTUS5 Prevotella spp. nispi
bollugunun besleme siirecinin ilerlemesi ile 6nemli dl¢lide degismedigi gozlenmistir
(P>0.05). Besleme periyodu sonunda (6 hafta), erkek naturel ve kavrulmus findik
gruplarinda OTUS Prevotella'nin nispi bollugu kontrole gore 4.1 ve 2.1 kat daha fazla
olarak ortaya ¢ikmistir, ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig:

bulunmustur (P>0.05).
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Kalin bagirsaktaki bir diger onemli bakteri tiirii, diyet lifini fermente etme
kabiliyeti ¢ok yiiksek olan Bacteroides tiiriidiir (Koropatkin ve ark., 2012). OTU6
Bacteroides acidifaciens'in nispi bollugu, deney grubu ve kontrol grubunun kalin
bagirsaginda yiiksek nispi bollukta tespit edilmistir. Erkek ve disi gruplar birlikte
incelendiginde, kontrol grubu farelerin kalin bagirsaginda OTU6 B. acidifaciens nispi
bollugunun ilerleyen besleme periyodunda &nemli 6l¢iide azaldigr gozlenmistir.
(P<0.05), ancak deney gruplarindaki (erkek findik zar1 grubu haric) OTU6 B.
acidifaciens nispi bollugu 6nemli Olgiide degismemistir (P>0.05). Deney grubu
farelerde OTU6 B. acidifaciens nispi yogunlugunun besleme siireci boyunca
degismemesinin sebebi, diyetlerinde yer alan diyet liflerinin ilgili OTU’nun kalin
bagirsakta aktivitesini koruyabilecek yeteri diizeyde enerji kaynagi saglamasindan
kaynaklanmus olabilir. Ote yandan, kontrol grubu farelerinin diyetlerinde zor fermente
edilebilir selillozun OTU6 B. acidifaciens igin yeterli enerji saglamamasi, ilgili

OTU'larn nispi yogunlugunun zamanla azalmasina neden olmus olabilir.

[laveten, Huttenhower ve ekibi tarafindan gelistirilmis olan “dogrusal
diskriminant analizi etki biiylikliigli (Linear discriminant analysis effect size — LEfSe)”
hesaplama yontemi kullanilarak, besleme siireci sonunda (altinci hafta), gruplar
arasindaki biyobelirte¢ler (biyomarkerlar) tespit edilmistir [LEfSe, nispi bolluk
verilerini kullanarak 2 veya daha fazla grup arasindaki biyobelirtegleri bulmak igin

verileri kullanan istatistiksel bir yontemdir (Segata ve ark., 2011)].
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Sekil 4.12 Besleme siireci sonunda (6. hafta) disi fare gruplarinda asir1 temsil edilen
taksonlar1 gosteren kladogram (LDA>4.0).

Disi fareler dikkate alindiginda, LEfSe analizinden elde edilen kladogram,
Lachnospiraceae familyasinin naturel findik i¢in bir biyobelirte¢ oldugunu, Prevotella
cinsinin kavrulmus findigin bir biyobelirte¢ci oldugunu ve Ruminococcaceae
familyasinin findik zar1 grubunun bir biyobelirteci oldugunu, Lactobacillus'un kontrol
grubunun bir biyobelirteci oldugunu gostermektedir (Sekil 4.12). Diger bir deyisle,
disi fareler goz oniine alindiginda, besleme periyodunun sonunda, naturel findik grubu,
Lachnospiraceae bakterilerinin biiylimesini diger deney ve kontrol gruplarina gore
daha iyi tesvik edebilir; findik zar1 grubu Ruminococcaceae’a ait bakterilerin
biliylimesini daha iyi tegvik ettigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sonug, kisa zincirli
yag asitleri analiz sonuglartyla da tutarhidir, c¢iinkii Lachnospiraceae ve
Ruminococcaceae familyalarina ait bakterilerin biitirojenik kapasiteleri olundugu
bilinmektedir (Vital ve ark., 2014) ve naturel findik ve findik zar1 gruplarinda, besleme
siirecinin sonunda diger gruplara kiyasla, daha fazla biitirat nispi bollugu tespit
edilmistir (Sekil 4.4a). Prevotella cinsinin kavrulmus findik grubu icin biyobelirteg
olmasi, kavrulmus findik diyet liflerinin, diger test edilmis diyet liflerine kiyasla, disi

farelerin kalin bagirsaginda Prevotella cinsine ait bakterilerin gelisimini daha fazla
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tesvik ettigi anlam1 ¢ikmaktadir. Bu sonug da kisa zincirli yag asitleri analiz sonuglari
ile bagdasmaktadir, ¢iinkii daha 6nceki ¢alismalarda Prevotella cinsi ile asetat arasinda
dogrusal bir iligki tespit edilmistir (Tuncil ve ark., 2020) ve bu ¢aligmada da kavrulmus
findik (disi) grubunun, diger deney gruplarina kiyasla, daha fazla nispi bollukta asetat
olusumu sagladigi bulunmustur (Sekil 4.4a). Aynmi sekilde, Lactobacillus cinsinin
kontrol grubu icin biyobelirte¢ olmasi, seliilozun, diger test edilmis diyet liflerine
kiyasla, disi farelerin kalin bagirsaginda Lactobacillus cinsine ait bakterilerin
gelisimini daha fazla tegvik ettiinin gostergesidir. Bu sonug kisa zincirli yag asitleri
analiz sonuglari ile uyusmaktadir, ¢ilinkii Lactobacillus tiirlerine ait olan bakterilerin
kalin bagirsakta laktik asit olusumunu tesvik ettigi (Pham ve ark., 2019) ve laktik
asitinde anaerobik sartlar altinda bazi Lactobacillus tiirleri tarafindan asetata
doniistiiriildiigi bildirilmistir (Elferink ve ark., 2001) ve bu ¢calismada da, kontrol (disi)
grubunun, kavrulmus findik grubu ile ayni nispi bollukta ancak diger gruplardan ise
istatistiksel olarak daha fazla nispi bollukta asetat tliretimi sagladigi belirlenmistir

(Sekil 4.4a).
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Sekil 4.13 Besleme siireci sonunda (6. hafta) erkek fare gruplarinda asir1 temsil
edilen taksonlar1 gosteren kladogram (LDA>4.0)
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Ote yandan, erkek fareler dikkate alindiginda, LEfSe analizi sonucu elde edilen
kladogram, Bacteroides'in naturel findik grubu i¢in, Lactobacillus'un kavrulmus
findik grubu i¢in, Prevotellamin findik zar1 grubu i¢in ve Lactococcus cinsinin de
kontrol grubu i¢in bir biyobelirte¢ oldugunu gostermistir (Sekil 4.13). Bu sonuglar,
kisa zincirli yag asitlerinin analizi ile tutarli goriilmektedir, ¢ilinkii erkek farelerden
olusan deney grubunun, kontrol grubuna kiyasla benzer ancak istatistiksel olarak daha
yliksek nispi bolluk asetat iirettigi bulunmustur (Sekil 4.4b). Yukarida bahsedildigi
gibi, Lactobacillus ve Prevotella cinslerine ait bazi tiirlerin kalin bagirsakta asetat
irettigi bilinmektedir (Tuncil ve ark., 2020; Elferink ve ark., 2001). Benzer sekilde,
baz1 Bacteroides tiirlerinin kalin bagirsakta asetat iirettigi bildirilmektedir (Rios-

Covian ve ark., 2017).

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'te verilen kladogramlar birlikte kontrol edildiginde,
farkli diyet lifi uygulamalariin cinsiyete gore degistigi ve kolon mikrobiyotasini
farkl sekillerde etkiledigi sonucuna varilabilir. Bagka bir deyisle, naturel, kavrulmus
findik ile findik zar1 diyet liflerinin, kalin bagirsak mikrobiyal topluluk
kompozisyonunu farkli sekillerde etkiler ve bu etkiler cinsiyete gore degiskenlik

gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢caligmasinin ilk asamasinda, findik zar1, naturel ve kavrulmus findik ile
suda ¢6ziinen ve suda ¢coziinmeyen diyet lifleri ekstrakte edilmis ve ekstraktin bilesimi
ve yapisi karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, diger dikotiledonlu bitkiler gibi,
naturel ve kavrulmus findik suda coziinmeyen diyet liflerinin seliiloz, pektik
polisakkarit, ksiloglukan ve heteromannan polisakkaritlerinden olustugunu
gostermektedir. Ancak, findik suda ¢6ziinmeyen pektik polisakkaritlerin, ksiloglukan
ve heteromannanlarin, diger dikotiledon bitkilerdekilere gore, farkli bilesimsel ve
yapisal Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Ornegin, findik pektik
polisakkaritinin, diger dikotiledonlu bitkilerden elde edilen pektinlere kiyasla, daha
yiiksek oranda dallanmis alan (tiiylii bolge — hairy region) ve daha diisiik oranda diiz
zincir (smooth region) igerdigi belirlenmistir. Suda ¢oziinmeyen findik zar1 diyet
liflerinin 6nemli miktarda lignin (> %43) icerdigi, geri kalan kisminin ise, naturel ve
kavrulmus findiklara benzer sekilde, seliiloz, pektin polisakkaritleri, ksiloglukan ve
heteromannan polisakkaritlerinden olustugu gézlemlenmistir. Genel olarak, findik zar
suda ¢oziinmeyen diyet liflerinin (polisakkarit yapisindaki diyet lifleri) yapisal
ozelliklerinin, naturel ve kavrulmus findik suda ¢éziinmeyen diyet lifleri ile yapisal
olarak benzer oldugu gozlemlenmistir. Ote yandan, analiz edilmis olan findiklarin
suda ¢oziinen diyet liflerinin pektik polisakkaritler (%64-68), ksiloglukan (%13-18)
ve mannan (%4-8) polisakkaritlerinden olustugu, bu polisakkaritlerin, suda
cozlinmeyenlerine kiyasla, farkli bilesimsel ve yapisal Ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, Tungil (2020) tarafindan yapilan ¢aligma ile karsilagtirildiginda,
findik diyet liflerinin bilesimi ve yapisal Ozelliklerinin hasat yilina bagh olarak
degisebilecegi sonucuna varilmistir. Ornegin Tungil (2020) calismasinda analiz
edilmis olan findik Orneklerindeki (hasat yili 2017) suda ¢Oziinmeyen
ksiloglukanlarin, bu ¢alismada kullanilmis olan findik 6rneklerinin (hasat yil1 2018)
suda ¢oziinmeyen ksiloglukanlarina kiyasla, daha fazla dallanmis yapiya sahip

olduklar goriilmektedir.

Calismanin ikinci agamasinda, naturel ve kavrulmus findik ve findik zar1 diyet
liflerinin kolonik mikrobiyota iizerindeki etkisini belirlemek icin in vivo (fare)
deneyleri yapilmigtir. Deney sonuclari, findik diyet liflerinin farelerin kalin

bagirsaklarindaki ~ mikrobiyal = metabolitlerin  seviyesini ve  mikrobiyota

80



kompozisyonunu farkli sekillerde ve cinsiyete bagli bir sekilde etkiledigini
gostermektedir. Ornegin, disi farelerde, naturel ve kavrulmus findik ve findik zar1 diyet
liflerinin biitirojenik etkiye sahip iken (kalin bagirsakta biitiratin nispi bollugunu
artirdig1), erkek farelerde bu diyet liflerinin asetojonik etkiye (kalin bagirsakta
biitiratin nispi bollugunda artisa neden olur) sahip oldugu bulunmustur. Lineer
diskriminant analizi etki biiyiikliigii (LEfSe) analizi sonucunda, naturel ve kavrulmus
findik ve findik zar1 diyet liflerinin kalin bagirsagin mikrobiyal bilesiminde farkli
mikrobiyal gruplarm gelisimini destekledigi bulunmustur. Ornegin disi fareler goz
online alindiginda, naturel findik diyet liflerinin Lachnospiraceae familyasina ait
mikroorganizmalarin gelisimini tegvik ettigi, kavrulmus findik diyet liflerinin
Prevotella'in gelisimini tegvik ettigi ve findik zar1 diyet liflerinin Ruminococcaceae
familyasina ait bakteri iiremesini tegvik ettigi gdzlemlenmistir. Lachnospiraceae ve
Ruminococcaceae bakterileri ve Prevotella cinsinin mikroorganizmalari, genellikle
kalin bagirsakta faydali mikroorganizmalar olarak adlandirilir, ¢linkii bu
mikroorganizmalar kolonda aktiviteleri sonucu, faydali mikrobiyal metabolitler olan
biitirat ve propiyonat: olusturur. Ote yandan, erkek farelerde, LEfSe analizi, naturel
findik diyet liflerinin Bacteroides spp., kavrulmus findik diyet liflerinin Lactobacillus
ve findik zar1 diyet liflerinin Prevotella cinsine ait mikroorganizmalarin gelisimini
tesvik ettigini gostermistir. OTU diizeyine bakildiginda ise, findik diyet liflerinin
genellikle farelerin kalin bagirsaginda probiyotik ve/veya probiyotik potansiyeli olan
Lactobacillus (L. animalis ve L. gasseri) ve A. muciniphila'nin nispi bollugunu
artirdigi, ancak etki diizeylerinin diyet lifi (findik) tiiri ile farklilik gosterdigi

belirlenmistir.

Ozetle, bu calisma sonucunda elde edilen veriler, findik diyet liflerinin kalin
bagirsakta faydali mikrobiyal metabolitlerin ve mikrobiyal tiirlerin nispi bollugunu
artirarak kalin bagirsak mikrobiyotasin1 modiile ettigini gostermektedir. Findik
tilketiminin insan sagligr iizerindeki etkisini belirleyen klinik caligmalar, findik
tiiketiminin oksidatif stresi azaltabilecegini ve kronik inflamasyon ve kardiyovaskiiler
hastalik riskini azaltabilecegini gdstermistir (Di Renzo ve ark., 2018; Perna ve ark.,
2016; Orem ve ark., 2013). Findigin saglik tizerine olan bu olumlu etkilerinin icermis
olduklar1 yiiksek miktardaki doymamis yag asitlere ve antioksidan ozelliklere sahip

fenolik bilesenlere atfedilmektedir (Di Renzo ve ark., 2018; Perna ve ark., 2016; Orem
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ve ark., 2013). Fakat bu calismadan elde edilen sonugclar, findik tiiketiminin insan
sagligina olan bu olumlu etkilerine, findik diyet liflerinin de katkida bulunabilecegini
gostermektedir, ¢iinkii findik diyet liflerinin kalin bagirsakta Ruminococcaceae ve
Lachnospiraceae ~ familyasina  ait  bakterileri ile  Prevotella  cinsinin
mikroorganizmalarinin gelisimini tesvik ettigi ve bu mikroorganizmalarin anti-
inflamatuar, antioksidan ve anti-kolesterol etkileri oldugu (veya anti-inflamatuar,
antioksidan ve anti-kolesterol etkileri olan mikrobiyal metabolitlerin olusumunu
sagladigl) bilinmektedir. (Rinninella ve ark., 2019; Biddle ve ark., 2013). Saglk
tizerindeki bu olumlu etkilerin kesin nedenleri, gelecekte yapilacak kapsamli klinik

arastirmalarla belirlenmelidir.

Ayrica, bu c¢alismanin sonuglari, findik zar1 diyet liflerinin, naturel ve
kavrulmus findik diyet lifleri gibi kolonik mikrobiyota ilizerinde diizenleyici bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum, findigin kavurma isleminden sonra
findiklardan ayrilan bir yan iirlin olan findik zarinin, fonksiyonel prebiyotik benzeri
gida bilesenlerinin {iretiminde hammadde olarak kullanilma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Gelecekteki arastirmalar, temel olarak prebiyotik
potansiyellerini test etmek icin findik zarinin diyet lifi bilesenlerinin saflagtirilmasina
ve ardindan gida formiilasyonlar1 ve farmasétik uygulamalarda fonksiyonel bilesenler

olarak kullanilabilme potansiyellerine odaklanmalidir.
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EK-1: Farelerden -2. haftada toplanmis olan diski 6rneklerinde bulunan kisa zincirli
yag asitlerinin (asetik, propiyonik ve biitirik asit) miktarlari* (adaptasyon siiresi
boyunca [ilk 14 giin] fareler standart fare yemi ile beslenmistir. Farelerin
gruplara ayrimi adaptasyon siiresi sonunda yapildigindan dolayi ilk 14 giinliik
adaptasyon  siiresi boyunca  fareler sadece cinsiyetlerine  gore

gruplandirilmislardir).

Kisa Zincirli Yag Asitleri (umol/g diski)

Cinsiyet Asetik asit Propiyonik asit Biitirik asit Toplam*
Disi 47.03 £9.99 9.09 +1.75 3.90 +1.64 60.03 + 13.33
Erkek 49.09 +£7.61 8.44+£1.03 3.59+£0.59 61.11 £9.03

# Sonuglar, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir (her grup igin n=24).
* Toplam = Asetik asit + propiyonik asit + biitirik asit.

EK-2: Farelerden -1. haftada toplanmis olan digki 6rneklerinde bulunan kisa zincirli
yag asitlerinin (asetik, propiyonik ve biitirik asit) miktarlari* (adaptasyon siiresi
boyunca [ilk 14 giin] fareler standart fare yemi ile beslenmistir. Farelerin
gruplara ayrim1 adaptasyon siiresi sonunda yapildigindan dolayi ilk 14 giinliik
adaptasyon  siiresi boyunca  fareler sadece cinsiyetlerine  gore

gruplandirilmislardir).

Cinsiyet Kisa Zincirli Yag Asitleri (umol/g digki)
Asetik asit Propiyonik asit Biitirik asit Toplam*
Disi 69.96 + 5.14 10.44 + 0.72 9.27 +1.80 89.68 + 6.60
Erkek 28.74 +3.08 4.58+0.41 3.46+0.67 36.04 +4.03

# Sonuglar, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir (her grup igin n=24).
* Toplam = Asetik asit + propiyonik asit + biitirik asit.
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EK-3: Farelerden -2. haftada toplanmis olan diski 6rneklerinde bulunan dallanmis
zincirli yag asitlerinin (isobiitirik ve isovalerik asit) miktarlari” (adaptasyon
stiresi boyunca [ilk 14 giin] fareler standart fare yemi ile beslenmistir. Farelerin
gruplara ayrimi adaptasyon siiresi sonunda yapildigindan dolay1 ilk 14 giinliik
stire boyunca fareler sadece cinsiyetlerine gore gruplandirilmislardir).

Dallanmus Zincirli Yag Asitleri (umol/g diski)

Cinsiyet Iso-biitirik asit Iso-valerik asit Toplam*
Disi 0.39+0.14 0.40+0.18 0.79 +£0.31
Erkek 0.39+£0.05 0.27 +£0.05 0.66 +0.08

# Sonuglar, ortalama + standart hata olarak verilmistir (her grup i¢in n=24).
* Toplam = Isobiitirik asit + isovalerik asit.

EK-4: Farelerden -1. haftada toplanmis olan diski 6rneklerinde bulunan dallanmis
zincirli yag asitlerinin (isobiitirik ve isovalerik asit) miktarlari* (adaptasyon
stiresi boyunca [ilk 14 giin] fareler standart fare yemi ile beslenmistir. Farelerin
gruplara ayrimi adaptasyon siiresi sonunda yapildigindan dolay1 ilk 14 giinliik
stire boyunca fareler sadece cinsiyetlerine gore gruplandirilmiglardir).

Dallanmis Zincirli Yag Asitleri (umol/g diski)

Cinsiyet

Iso-biitirik asit Iso-valerik asit Toplam*
Disi 0.49 +0.05 0.53 +0.07 1.02+0.12
Erkek 0.24 +0.03 0.26 £0.03 0.50+0.07

# Sonuglar, ortalama + standart hata olarak verilmistir (her grup i¢in n=24).
* Toplam = Isobiitirik asit + isovalerik asit.
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