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OZET

Anahtar kelimeler: fenilketoniiri (PKU), kakao tozu, disiik proteinli kakao,
antioksidan aktivite, piskiirterek kurutma

Bu calismada, yiiksek protein igerigine sahip popiiler bir gida olan kakao tozunun yag
Ve protein oran1 azaltilmig, PKU hastalarinin tiiketebilecegi tirtinlerden biri olan diisiik
proteinli ¢ikolata haline getirilmesi amaglanmistir. Kakao proteinleri, ilk o6nce
500C'de Amilazla, ardindan 55-600C'de Viskozim ve Alkalaz ile enzimatik yontemle
hidrolize edilmistir. Daha sonra, izoelektrik ¢oktiirme ile farkli pH'larda (3.0, 3.5,
4.0,4.5, 5.0) protein seviyeleri disiiriilmiistiir ve protein oram1 diisiiriilen kakao
konsantre sivist piiskiirtiilerek kurutulmustur. Boylelikle kakao tozunun % protein,
¢ozliniirlik ve seker (glukoz, fruktoz) orami belirlenmistir. Kontrol kakao tozu ve
diistik proteinli kakao tozu seklinde iki farkli ¢ikolata iiretilmistir. Her iki gikolata
orneklerine renk, antioksidan aktivite, toplam fenolik madde igerigi, DPPH (1,1-
Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikalini giderme aktivitesi, demir iyonu indirgeme
potansiyeli analizleri uygulanmistir. Ayrica gikolata orneklerinin amino asit (AA)
igerikleri belirlenmistir.

Yapilan analiz sonuglari degerlendirildiginde, kakao tozunun ¢oziiniirligi
%28.61'den %50.69'a kadar yiikselmis oldugu tespit edilmistir. Kakao tozunun
izolektrik ¢oktiirme ile protein icerigindeki azalma en iyi pH:3.5 belirlenmistir.
pH:3.5'de protein oraninda %38.61 azalma tespit edilmistir. Toplam fenolik madde,
DPPH ve FRAP degerleri kontrol grup gikolataya nazaran diisiik protein igerigine
sahip ¢ikolata drneklerinde daha yiiksek oldugu g6zlenmistir (P<0,05). Protein oranini
azaltmak igin yapilan islemlerin ¢ikolatanin renk degerleri L*, a* ve b* {izerine
istatiksel olarak o6nemli bir etkisi oldugu belirlenmistir. (P<0.05). Kontrol
numunesinde HPLC-RID dedektorii ile ¢oziiniir seker tespit edilmemesine ragmen,
glukoz ve fruktoz miktar1 100 g diisiik proteinli kakao tozunda 23.33 g glukoz ve 3.55
g fruktoz oldugu tespit edilmistir. Calismada esansiyel (EAA) ve esansiyel olmayan
(NEAA) toplam 19 adet amino asit tespit edilmistir. Fenilalanin icerigi mg/100 g
kontrol numunede 162.80+0.95, diisiik proteinli ¢ikolata 6rneklerinde ise 138.1942.11
belirlenmis ve ¢alisma sonunda fenilalanin oranmnin % 15.12 oraninda azaldig: tespit
edilmistir. Ozet olarak, bu ¢alisma PKU hastalarini tiiketimine yonelik siirdiiriilebilir
gida iretiminin amacini olusturan diisiik protein igerikli triin eldesi agisindan
degerlendirildiginde; normal bitter ¢ikolata 6rneklerinden %38 oraninda daha diisiik
protein igerigine sahip bitter ¢ikolata tiretimi gergeklestirilmistir.
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PRODUCTION OF REDUCED PROTEIN COCOA POWDER

SUMMARY

Keywords: phenylketonuria (PKU), cocoa powder, low chocolate, antioxidant, spray
drying

In this study, it was aimed to transform cocoa powder, which is a popular food with
high protein content, into low-protein chocolate, which is one of the products that PKU
patients can consume with reduced fat and protein. Cocoa proteins were hydrolyzed
first with Amylase at 500C, then with Viscozyme and Alkalase at 55-600C by
enzymatic method. Then, protein levels were reduced at different pHs (3.0, 3.5, 4.0,
4.5, 5.0) by isoelectric precipitation, and the protein-reduced cocoa concentrate liquid
was spray-dried. Thus, the % protein, solubility and sugar (glucose, fructose) ratio of
cocoa powder were determined. Two different types of chocolate were produced,
control cocoa powder and low protein cocoa powder. Color, antioxidant activity, total
phenolic content, DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazil) free radical scavenging
activity, iron ion reduction potential analyzes were applied to both chocolate samples.
In addition, amino acid (AA) contents of chocolate samples were determined.

When the results of the analysis were evaluated, it was determined that the solubility
of cocoa powder increased from 28.61% to 50.69%. The decrease in protein content
of cocoa powder by isolic precipitation was determined best at pH:3.5. A 38.61%
decrease in protein was detected at pH:3.5. It was observed that total phenolic
substance, DPPH and FRAP values were higher in chocolate samples with low protein
content compared to the control group chocolate (P<0.05). It was determined that the
processes performed to reduce the protein ratio had a statistically significant effect on
the color values of chocolate L*, a* and b*. (P<0.05). Although soluble sugar was not
detected with the HPLC-RID detector in the control sample, the amount of glucose
and fructose was determined to be 23.33 g glucose and 3.55 g fructose in 100 g low
protein cocoa powder. In the study, a total of 19 essential (EAA) and non-essential
(NEAA) amino acids were identified. Phenylalanine content was determined as
162.80+0.95 in mg/100 g control sample and 138.19+£2.11 in low protein chocolate
samples, and it was determined that phenylalanine ratio decreased by 15.12% at the
end of the study. In summary, evaluating the purpose of comprehensive food material
for the consumption of these PKU patients to obtain products with limited protein
content; new dark chocolate containing 38% more protein than standard dark
chocolate samples was produced.



BOLUM 1. GIRIS

Kakao (Theobroma cacao L.), Malvaceae familyasina ait neotropik bir agagtir. Bati
Afrika, Orta ve Giiney Amerika, Bat1 Hint adalar1 ve Asya'nin tropikal bolglerinde
yetistirilmektedir (Kongor ve ark., 2016). Arastirmalara gore, diinyada yilda 4651 bin
ton kakao g¢ekirdegi iiretilmektedir (ICCO, 2019). Kakao iiretimi, genelikle tropik
ilkelerdeki ¢iftgiler i¢in ana gelirlerden biridir ve gikolata yapmak i¢in her hangi bir
alternatif bitki veya sentetik tirtin yoktur (Figueroa-Hernandez ve ark., 2019; Utomo
ve ark., 2016). Kakao cekirdekleri biyoaktif bilesiklerce oldukc¢a zengindir ve bu
bilesikler, ya dogal olarak meydana gelir veya teknolojik siire¢ sirasinda sentezlenir.
Kakao ¢ekirdeklerinde bulunan polifenolik bilesikler, toplam bilesenlerin yaklasik
%12-18'sini olusturur. Cekirdekde tespit edilen ana fitokimyasallar fenolik asit
tirevleri, flavonoidler, amino asit tiirevleri ve diger polar bilesiklerdir (Cadiz-Gurrea
ve ark., 2020). Bu fitokimyasallarin antioksidan potansiyeli, tip 2 diyabetin 6nlenmesi,
antimikrobiyal aktivite, kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasi, kan basmcinin
diistiriilmesi gibi saglik iizerine birgok faydas: vardir (Dugo ve ark., 2018; Ludovici
ve ark., 2017; Oracz ve Nebesny, 2016; Ramos ve ark., 2017; Todorovig ve ark., 2017).
Gunimiizde kakao cekirdekleri, ¢ikolata, kakaolu igecekler, dondurma ve unlu
mamuller gibi genis bir {irin yelpazesinin ana bilesenleri olan gikolata likorii, kakao

tozu ve kakao yagi elde etmek i¢in islenir (Beg ve., 2017; Afoakwa ve., 2008).

Kakao meyvesi toplandiktan sonra islenme siirecinin her asamasinin g¢ekirdeklerin
ozellikleri ve Kalitesi iizerinde farkl1 bir etkisi vardir. Ozellile fermantasyon, kurutma
ve kavurma asamalar1 kakao ¢ekirdeklerinin aroma gelisimi i¢in olduk¢a onemlidir
(Afoakwa, 2008; Owusu M., 2011). Fermantasyon asamasinda kakao gekirdekleri
cesitli mayalar, laktik ve asetik asit bakterileri tarafindan fermente edilir ve ardindan
giineste veya yapay olarak kurutulur (De Vuyst ve Weckx, 2016). Krutmanin temel

amaci, ¢ekirdeklerin nem igeriginin agirlikga %7-8'in altina indirmek ve ayrica



fermantasyon sirasinda baslatilan oksidatif asamalarin devamina katkida bulunmaktir
(Hansen ve ark., 1998; Misnawi ve ark., 2002). Bir sonraki asama olan kavurma,
kakao gekirdegi isleme siirecinde, kakao tiirevi tiriinlerinin kalitesini etkileyen temel
teknolojik islemlerdendir. Bu siireg, ¢gikolatanin karakteristik aromasinin olusumunda
onemlidir. Kavurma prosesi kahve rengin yogunlugunu daha da arttirir ve
cekirdeklerin dokusunda bir sira degisikliklere neden olur (Olivierove ark., 2009).
Ogiitme asamasinda ise yiiksek yag iceriginde dolay1 ¢ekirdekler kakao likérii olarak
isimlendirilen oldukga viskoz bir yapiya doniisiir. Kakao likoriiniin preslenmesiyle de,
kakao tozu ve kakao yagi elde edilir (Kongor ve ark., 2016). Kakao likorii macunsu
kivamdadir ve yaklasik % 55 kakao yagi (Theobroma yagi) ve % 45 kakao keki igerir
(Health, 2020). Cikolata ¢esidine bagli olarak son iirtindeki kakao likoriiniin oran,
cikolatanin ne kadar koyu olacagini gosterir. Mesela, bitter c¢ikolatada kakao likorii
oran1 %70-85, yari tatli veya aci tath ¢ikolatada %35, beyaz ¢ikolatada %20 ve siitlii
cikolatada %10-12, kakao likoriiniin kismen kakao yagindan arindirilmasiyla elde

edilen kakao tozunda ise, sadece %22 kakao likorii vardir (Callebaut, 2017).

Kakao cekirdeginin one ¢ikan diger Kalite faktorlerinden biri de yag igerigidir
(Fowler, 2008). Kakao yagi, yag miktar1 %40 ile %50 arasinda degisen kakao
cekirdeklerinde bulunan bitkisel bir yagdir. Ozeliklle gikolata ve diger sekerleme

endiistrisi trtinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Pelaez ve ark., 2016).

Cikolata, kakao ¢ekirdeklerinin seker, kakao yagi, lesitin ve siit (¢ikolata tiiriine bagl
olarak) gibi bilesenlerin eklenerek islenmesiyle elde edilen, popiiler bir gidadir
(Kruszewski ve Obiedzinski., 2018; Liu ve ark., 2015). Genel olarak bilesimlerindeki
farkliliklara gore bitter, siitlii ve beyaz gikolata gesitleri vardir (Awad ve Marangoni,
2006; Afoakwa ve ark., 2008; Beckett, 2010). Bitter ¢ikolatanin formiilasyonu esas
olarak kakao likorii, seker ve kakao yagindan, siitlii ¢ikolataninki seker, kakao yagi,
stit kuru maddesi ve kakao likoriinden olusur. Beyaz cikolata ise seker, kakao yag: ve
slit kuru maddesini igerir. Ayrica gikolata lesitin ve poligliserol polirisinoleat (PGPR)
gibi emiilgatorlerin yani sira tuz, tatlandiricilar, meyveler veya baharatlar da
icermektedir (Rousseau, 2007). Kullanilan malzemeler arasinda meydana gelen farkli

etkilesimleri giiglii bir sekilde belirleyen inceltme, kong¢lama ve temperleme



adimlaridir. Cikolata tiretiminde 6zelikle temperleme, renk, sertlik ve raf 6mrii gibi
triiniin  son ozelliklerini etkileyen 6nemli bir adimdir. Bu nedenle, bu adimla ilgili
proses kosullarinin kontrolii tirliniin nihai kalitesi ve stabilitesi i¢in olduk¢a 6nemlidir
(Herrera ve Hartel, 2000; Toro-Vazquez ve ark., 2004; Altimiras ve ark., 2007; Pérez-
Martinez ve ark., 2007; Debaste ve ark., 2008).

Gilinimiizde ¢ikolata genellikle diisiik besin degerine sahip bir gida olarak goriilse de,
17. ylizyilin ortalarindan 20. yiizyila kadar Avrupalilar kakaonun iylestirici 6zelikleri
olduguna inanarak kullaniyorlardi. Cikolatanin karacigeri rahatlattigina, sindirime
yardimer olduguna, kisiyi mutlu ve gicli kildigina, ates diistirdiigiine, bobrek
rahatsizliklarknk, anemiyi, tiiberkiilozu, ve gutu tedavi ettigine inaniliyordu (Coe ve
Coe 2013). Giiniimiizde ise ¢ikolatanin, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesindeki
potansiyel rolii aragtirmacilarin ilgi odagi olmus ve ¢ikolatadaki kakaonun, nitrik oksit
aktivasyonu, antioksidan etkisi(lipoprotein oksidasyonu ve ultraviyole kaynakli DNA
oksidasyonunun inhibe edilmesi), kan basinci , HDL kolesterol ve kardiyovaskiiler
risk faktorleri tizerinde yararli etkileri oldugunu gosteren c¢alismalar dikkati
cekmektedir (Corti ve ark., 2009 ; Balzer ve ark., 2008; Grassi ve ark., 2008; Baba ve
ark., 2007).

Yetiskinlere oranla ¢ocuklar, ¢ikolatay: daha sik tiiketen yas gruplarindanir ve zararl
madde igerigi yiiksek gidalara oranla, cikolata viicuda zararli madde igerigi agisindan
en savunmasiz gida grupu olarak bilmektedir (Yanus ve ark., 2014). Ancak saglikli
cocuklardan farkli olarak, 6zellikle fenilketontiiri (PKU) gibi hastaligi olan ¢ocuklarin
beslenme durumunun dogru sekilde ayarlanmasi ¢ok onemlidir (Argent ve ark., 2017;
Madhok ve ark., 2006). Bu baglamda, gen defekti nedeniyle enzim eksikligi veya
yoklugunda gelisen hastaliklardan bazilari metabolize olmayan besin &gelerinin
diyetten ¢ikarilmasi yada miktarinin kisitlanmasi ile tedavi edilmektedir. Yenidogan
doéneminden ihtibaren ortaya ¢ikan metabolik bozukluklarin ¢ogu ise yasam boyunca

devam eden agir hastaliklardir (Koksal ve ark., 2008).

Dogustan gelen metabolik hastaliklardan biri olan, PKU, ilk olarak 1934'te Asbjorn

Folling tarafindan tanimlanan, otozomal resesif bozuklugudur (Christ, 2003).



Hastaliga sebep olan etmenler, fenilalanin hidrosilaz enziminin veya BH4
kofaktoriiniin eksikligidir. Fenilalanin hidroksilaz enziminin eksikligine bagli olarak
fenilalanin (Phe) tirozine dontisemez (bBlau ve ark., 2010). Boylelikle, Phe kanda ve
beyinde birikir ve beyin disfonksiyonunun birincil nedeni olarak kabul edilir. Tedavi
edilmedigi takdirde, yiiksek kan ve beyin Phe konsantrasyonlarinda ciddi zihinsel
engellilik, nobetler, psikiyatrik ve motor problemlerine sebep olur. Bu nedenle
tedavisi, diyet kisitlamasi yoluyla kan ve beyin Phe konsantrasyonlarinin azaltilmasina

dayanir (van Spronsen ve ark. 2021).

PKU yonetiminin temel bileseni olan diisiik Phe diyeti, yenidogan taramasi uygulanan
bebeklerde genellikle yasamin ilk 2 haftasinda baglatilir. Diyet yonetimini, Phe
icermeyen L-amino asitlerle takviyeleri ve buna ek olarak, et, balik, yumurta, peynir,
kuruyemis, tohum ve bakliyat gibi yiiksek proteinli gidalarin ciddi sekilde kisitlanmasi
olusturur. Protein icerigi yiikksek gidalarin giinliikk beslenmeden tamamen ¢ikarilmasi
veya kisitlanmasi sebebiyle, cocuklarin enerji gereksinimlerini karsilamak igin
karbonhidrath gidalar, 6zellikle bitki ve tahil nisastalar1 yiiksek oranda kullanilir
(Rosha ve ark., 2013; Rocha ve ark., 2012; Schulz ve ark., 1995). Biiylime ve gelisme
asamasindaki ¢ocuklar i¢in ¢ogu zaman, Phe uzaklastirilmig, amino asitler agisindan
zengin tibbi gidalar ( bunlar formiile edilmis gidalar veya protein ikameleri olarak
adlandirilir) regete edilir. Diisiik fenilalaninli protein kaynagi olan glikomakropeptid,
bazi tibbi gidalarda kullanilan diger potansiyel amino asit kaynaklarindan biridir (Ney
ve ark., 2009). Tibbi gidalara ek olarak, ekmek, makarna ve fistik ezmesi gibi gidalarla
diyeti desteklemek i¢in diistik proteinli modifiye gidalar ticari olarak mevcuttur ve bu
gidalar disiik proteinli olacak sekilde 6zel olarak modifiye edilmistir (Rocha ve
MacDonald, 2016). Ancak bu modifiye gidalar normal gidalarla karsilastirildiginda
cok pahalidir (Rose ve ark., 2019).

Cocuklarda diyet tedavisinin basarili olmasi, anne-babanin uygulanan diyet tedaviyi
anlamalarina, motivasyonlarina, organizasyon Yyeteneklerine, yasam bigimi
degisikligine uyum saglayabilmelerine, disiplinli olmalarina ve diisikk Phe diyetin

kontroliinii yapabilmelerine baglidir (Channon ve ark., 2007).



Gelismis tilkelere oranla Tiirkiyede akraba evliliklerinin ve dogum sayisinin yiiksek
olmas1 nedeniyle dogumsal metabolizma hastaliklarina daha sik rastlanmaktadir.
Genelde 1:10000 siklikta goriilen dogumsal metabolizma hastaliklarindan biri olan
PKU orani, Tiirkiyede 1:4500 oraninda tespit edilmistir (Demirkol 2002 ; Ozalp ve
ark., 2001). Tirkiyede fenilketoniirili hastalara yardim saglamak amaciyla
“Fenilketoniirili Cocuklar1 Tarama ve Koruma Dernegi” ile “Fenilketoniiri ve Diger
Kalitsal Metabolik Hastalikli Cocuklar Vakfi-METVAK?” adli sivil toplum orgiitleri
faaliyet gostermektedir. PKU ¢ocuklart tarama ve koruma dernegi “Ulusal
Fenilketoniiri Taramasi”nin parasal giderlerini karsilamakla beraber, METVAK
(Metabolik hastaliklarin teshisi ve tamimlanan vakalarin tedavisi vakfi) sosyal
giivencesi olmayan hastalara her zaman diyet tedavisi i¢in destek vermektedir (Tokatls,
2006).

Bu c¢alismada, PKU'" lu hastalar i¢in, gikolata veya kakao firiinlerinin {iretiminde
kullanilabilecek kakao tozunun protein oranini azaltmak amaglanmistir. Bu baglamda,
Alkalaz, Amilaz ve Viskozim enzimleri kullanilarak kakao tozunun ¢Oziinirligi
arttirllmig, daha sonra izoelektrik ¢oktiirme ile protein seviyesi disiiriilmeye
calisilmistir. Protein orani diigiiriilmiis olan kakao tozu solisyonununa tekrar toz haline
getirmek i¢in piskiirterek kurutma islemi uygulanmis ve bu toza seker, amino asit,
antioksidan aktivite (DPPH, FRAP), toplam fenolik madde (TFM) analizleri
uygulanmigtir. Daha sonra diisiik proteinli kakao tozu kullanilarak ¢ikolata iiretilmis

ve Uretilen ¢ikolatada renk analizi yapilmigtir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kakao (Theobroma cacao)

Kakao c¢ekirdekleri olarak adlandirilan Theobroma cacao (Malvaceae familyasi)
tohumlan ¢ikolata likorii, kakao kuru maddesi, kakao yagi ve gikolata yapiminda
kullanilan baslica iriindiir (FAO, 2015). Amerika, Afrika, Asya ve Okyanusya'nin
tropikal bolgelerinde yetisen kakao, yillik kiiresel kakao gekirdegi iiretiminin yaklasik
4 milyon tonunu Karsilamaktadsir. Kakao agacinin, capraz tozlasma ile meyveye
dontisen ¢igekleri vardir ve meyvelerinin goriinimii farkli buyiikliikte, sekil ve
renktedir (Aikpokpodion, 2007). Kakao agaglari, diinyanin tropikal bolgelerinde 10
milyon hektarin tizerinde bir alanda kakao iiretimi i¢in ekimi yapilmakta ve %83’
Afrika'da, geri kalam1 Asya / Okyanusya ve Amerika kitasinda yetistilmektedir
(FAOSTAT, 2016). Fildisi Sahili, Gana, Endonezya, Ekvador ve Kamerun diinyadaki
birincil kakao iireten tilkeler sirasindadir (FAO, 2015).

Kakao ¢ekirdekleri ve kakao gekirdegi tiriinleri Theobroma cacao’nun dort ana alt
tiirtinden, yani geleneksel Criollo (ince aromali), Forastero (hafif act aromali), bunlarin
dogal melezi Trinitario ( ince aromali) ve son olarak Nacional'dan (ince aromali)
uretilmektedir (Hii ve ark., 2009). Genel olarak kakao c¢esitleri, cografi koken,
¢ekirdek morfolojisi, meyve verimi, genotip, hastalik direnci ve lezzet 6zelliklerine
gore farkliliklar gostermektedir. Forastero gesidi diinya capindaki toplam kakao
tiretiminin yaklagik %95'ini ve ince aromali ¢esitler olarak kabul edilen Trinitario,
Criollo ve  Nacional ise toplam diinya kakao iretiminin %?5'inden azini

olusturmaktadir (Rawel ve ark., 2019).

Forastero, Amazon bolgesine 6zgilidiir ve biiylik 6l¢iide Bat1 Afrika ve Giineydogu

Asya'da yetistirilmektedir. Forastero gesitleri hem agag, hem de meyve morfolojisinde



daha fazla degiskenlige sahiptir. Meyve olgunlasmaya baslayinca kabuk kismi daha
da sertlesir ve sar1 renklidir. Meyve 30 ve daha fazla soluk, koyu mor renkli
cekirdeklere sahip, kavun gibi yuvarlak bir sekildedir. Bu ¢esit genellikle
digerlerinden daha kuvvetlidir ve sismis siirgiin, benekli yaprak, sar1 mozaik, kakao
nekrozu, cadi stipiirgesi, kara bakla gibi hastaliklara ve ayrica zararllara kars1 daha az
hassastir (Dzahini-Obiatey ve ark., 2010; Afoakwa 2010). Olgunlasmus tipik Forastero
kakao podlar1 hafif ac1, ¢ok giiclii kakao tadina sahip koyu kahverengi kotiledonlarla
karakterizedir. Bu ¢ekirdeklerden iiretilen ¢ikolata, cikolata aromasi bakimindan
zengindir ancak agizda olusturdugu meyvemsi aroma notalar1 zayiftir (DeZaan Cocoa
Manual 2009; Hebbar ve ark. 2011).

Criollo diistik canlilik, diisiik tiretkenlik, hastaliklara, boceklere ve stres atagina Karsi
yiksek duyarliliga sahip oldugu icin daha az yetistirilmektedir (Afoakwa 2010;
Hebbar ve ark., 2011). Giiniimiizde sadece Venezuela, Orta Amerika, Madagaskar,
Sri Lanka ve Samoa'daki eski plantasyonlarda bulunur (Fowler 2009). Yiiksek kaliteli
kakao ¢ekirdegi oldugu igin, daha az aci ve daha aromatiktir. Bu yiizden diger
¢ekirdeklere gore daha hafif ve daha besleyici bir kakao aromasina sahiptir, ancak mali
degeri son derece yiiksektir (Fowler 2009; DeZaan Cocoa Manual 2009; Rusconi ve
Conti 2010). Criollo kakao plantasyonunun verimi, ayni biyiikliikteki bir Forastero
plantasyonunun veriminden oldukga disiiktiir. Criollo ¢esidinin meyveleri yumusak
ince bir kabuga sahiptir ve meyveler az miktarda kirmizi pigmentasyonlu beyaz veya
soluk mor renkli 20-30 ¢ekirdek igermektedir. Criollo baklalar1 olgunlastiginda uzun,

sar1 veya kirmizidir, derin ve biiyiik oluklart ile dikkat ¢ceker (Afoakwa, 2014).

Trinitario kakao ¢esidi, Criollo ve Forastero ¢esitlerinin melezdir. Trinitario, ilk olarak
Trinidad'da gelistirilmis (Willson 1999; DeZaan 2009), ad1 da buna uygun olarak
verilmistir. Ancak daha sonra Venezuela, Ekvador, Kamerun, Samoa, Sri Lanka, Java,
Papua ve Yeni Gine gibi bolgelere de yayilmistir (ICCO 2012). Bu ¢esit, Criollo'dan
cok daha yiiksek kalitededir, Forastero'dan ise daha yiiksek verim ve hastaliklara kars1
daha yiiksek direng gostermektedir (Mossu 1992; Afoakwa 2010). Tipik Trinitario

kakao podlarinin rengi degiskendir, podlar uzun veya kisa, degisken renkte, otuz bazen



daha fazla ¢ekirdek igerir. Beyaz renkli c¢ekirdekler ise nadiren goriilmektedir
(Afoakwa, 2014).

Nacional ¢esidi yalnizca Ekvador'da yetistirilir ve belirgin ¢igeksi, baharatli tat
notalarina sahip Arriba ¢ekirdeklerini olusturur (Aprotosoaie ve ark., 2016). Cok az
yetistirilmektedir. Giiniimiizde, saf Nacional kakao gesitleri ¢ok nadir bulunmaktadir
(Fowler 2009).

2.1.1. Kakao ¢ekirdeginin iiretimi

Kakao ¢ekirdeklerinin on islemesi genellikle mense iilkerde gerceklesir ve bu da
kalite, lezzet profili tizerinde 6nemli bir yere sahiptir. Cifciler kakao podlarini hasat
etmek, meyvenin Kesilip ¢ekirdeklerin ¢ikarmak, fermente etmek ve kurutmaktan
sorumludurlar. Bu islemler sirasinda kako ¢ekirdeginde bir dizi biyokimyasal
reaksiyon gergeklesir (Beckett ve ark., 2017). Kakao ¢ekirdeginin aromasi genotipe
(Qin ve ark., 2017), cografi kokene (Marseglia ve ark., 2020) ve hasat sonrasi isleme
(fermantasyon, kurutma ve kavurma) baghidir (Frauendorfer ve Schieberle, 2008;

Mota-Gutierrez ve ark., 2018; Rodriguez-Campos ve ark., 2011).

Kakao genellikle 4 ila 8 metre boyunda kiigiik bir agactir, ancak biiyiik orman agaglari
tarafindan golgelendiginde uzunlugu 10 metreye kadar ulagabilir. Kakao meyvesi
kavun goriiniimiinde ve 15-25 cm uzunlugundadir. Olgun bir meyve kalin bir miisilajlt
hamur i¢ine gémiilmiis 30 ila 50 ¢ekirdek (todum) igeren nispeten kalin bir kabuktan
olusur (Afoakwa, 2014).

Belirli bir zaman diliminde kakao meyvelerinin hasat edilmesi karar1 genellikle
ciftgilerin deneyimlerine dayanmaktadir (Dand, 2010). Hasattan sonra, meyveler
tarlada agilir veya kirilir, ¢ekirdekler onlari kaplayan pulp ile birlikte disariya
cikarilarak yiginlar halinde istiflenir (Rojo-Poveda ve ark., 2020). Kakao ¢ekirdekleri
bir embriyo, iki kotiledon (tohum kuru agirliginin %86-90'1) ve tohumlar gevreleyen
miisilajli pulptan (kuru agirligin yaklasik %10-14"ini olusturur) olusur (Rawel ve ark.,

2019; Santander ve ark., 2019). Ham kakao ¢ekirdekleri biiziicii, hos olmayan bir tada



sahiptir, karakteristik kakao tadi ve aromasini elde etmek igin mutlaka fermente

edilmeleri ve kurutulmalar1 gerekir (Ho ve ark., 2014).

Kakao ¢ekirdegi fermantasyonu ya geleneksel uygulamalar yoluyla kakao yiginlarinin
kutular, sepetler, tepsiler i¢inde, yada dogrudan fermantasyon tinitesi platformlarina
toplanmas1 ile gergeklestirilen mikrobiyal siiregtir. Geleneksel islem, kakao
¢ekirdeklerinin kapsiilden elle ¢ikarilmasiyla baslar. Daha sonra g¢ekirdekler yiginlar
halinde kutulara (ahsap veya plastik) veya tepsilere yerlestirilir. Son olarak muz
yapraklariyla kaplanir ve kakaonun kokenine, genotipine bagh olarak 5-7 giin

fermantasyona birakilir (Guehi ve ark.,2010; Moreira ve ark., 2018).

Kakao pulpu, fermantasyon sirasinda mikroorganizmalar i¢in substrat gérevi goren
sekerlerden (glikoz, fruktoz ve sakaroz), sitrik asit ve pektinden olusuyor. (Lefeber ve
ark., 2010). Fermantasyon ozellikle mayalar, laktik asit bakterileri ve asetik asit
bakterileri nin baskin oldugu mikroorganizmalarin etkisiyle aroma ve lezzet
onciilerinin gelistirilmesine izin veren énemli bir adimdir (Janek ve ark., 2016 ; Voigt
ve ark., 2018). Bu siiregte etanol, laktik ve asetik asitler gibi metabolitler tiretilir. pH
7'den 4-4.5'e diiser ve sicaklik 45 °C'ye kadar yiikselir (Santander ve ark., 2019). Bu
pH ve sicaklik degisiklikleri, kakao ¢ekirdeklerinde pulpun bozulmasi ve kotiledonun
olimiine (Sarbu ve Csutak, 2019) ayrica alkoller, karboksilik asitler, aldehitler,
ketonlar, esterler, pirazinler ve biyoaktif peptitler gibi aroma bilesiklerinin tiretimini
iceren bir dizi isleme neden olur (Aprotosoaie ve ark., 2016; Janek ve ark., 2016; Voigt
ve ark., 2018; Marseglia ve ark.,2019).

Kakao c¢ekirdeklerinin fermentasyonu siirecindeki mikroorganizmalar, genellikle,
menge lilkelerde bulunan c¢evreden kaynaklanir. Nadir durumlarda o6zel olarak
tanimlanmug starter kiiltiirler de kullanilmaktadir (Lefeber ve ark., 2012). Baslangigta
maya ve laktik asit bakterileri laktik asit tireterek, ¢ekirdekleri kaplayan kalin miisilaj
hamurun igerigindeki sekeri etanole doniistiiriir, daha sonra kakao c¢ekirdegi
yiginlarinin karigtirtlmasi ile havalandirma basladiginda, ortamdaki oksijenin artmast,
ozellikle sicakligimin mayalarin ¢alisamayacagi derecelere ulagsmasiyla, asetik asit

bakterileri etanolden asetik asit tiretir. Her iki reaksiyon da oldukga ekzotermiktir ve



10

kakao kiitlesinin sicakligini artmasina sebep olur (Afoakwa ve ark., 2012; Delgado-
Ospina ve ark., 2020; Efraim ve ark., 2010). Ekzotermik mikrobiyal metabolizma
nedeniyle kakao g¢ekirdekleri yigmlarinin sicakligi 50 °C'nin tizerindeki sicakliklara
yiikselir, boylelikle ¢cekirdeklerin rengi beyazdan mor veya kahverengiye donerken ilk
basta 7 olan pH 4 ile 4,5 arasina diiser (John ve ark., 2016). Kakao ¢ekirdeklerinin

fermantasyon siirecinde renk degisimleri Sekil 2.1.'de gosterilmistir.

2 ila 3 giin 3ila4 giin 4 ila’5 giin > 6 giin

: ) :".“.' .

Sekil 2.1. Kakao ¢ekirdeklerinin fermantasyon siirecinde renk degisimleri (Brach ve ark., 2016).

>

Fermantasyon sirasinda elde edilen diisiik pH degerleri, depo proteinlerini (6zellikle
vicilin) serbest amino asitlere ve peptitlere hidrolize eden endojen proteolitik
enzimleri, aspartik endoproteazi ve karboksipeptidazi aktive eder. Ozelikle bu
bilesikler, indirgen sekerlerle birlikte kurutma ve kavurma esnasinda olusan Maillard
reaksiyonu i¢in ¢ok gereklidir (Adeyeye ve ark., 2010; Marseglia ve ark., 2014;
Rohsius ve ark., 2006; Spizzirri ve ark, 2019). Birincil mikrobiyal fermantasyon
tirtinleri yani, etanol, laktik asit ve asetik asit, yas kakao ¢ekirdeklerine niifuz ederek
biyokimyasal reaksiyonlara neden olur ve boylece yas ¢ekirdegin kimyasal bilesimini
onemli dl¢lide degistirir. Boylelikle, yas ¢ekirdek iginde genel bir savunma reaksiyonu
mikrobiyal kolonizasyon sirasinda tetiklenir ve jasmonik asit tiirevleri gibi stres tepkisi
faktorlerinin yan1 sira diger antimikrobiyal savunma bilesikleri, en 6nemlisi de
polifenoller serbest birakilir (D'Souza ve ark, 2017; Fayeulle ve ark, 2019).
Fermantasyon esnasinda kakao c¢ekirdeklerinin yiikselen polifenol igerigi, taze
tohumlarda %15-20 olan ac1 ve mayhos tadin %b5'e kadar azalmasina sebep olur
(Afoakwa ve ark., 2008). Kakao aromasinin onciileri fermantasyon siireci sirasinda
gelisir. Bunlar kakaoya acilik veren metilksantinler ve hem renk, hem de burukluk

veren flavonoidler gibi bilesenlerdir. Eger c¢ekirdekler fermantasyon olmadan
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kurutulursa, o zaman sadece minimal bir ¢ikolata tadina sahip {riinler olusur.
Endiistride bu tiir ¢ekirdekler de iiretilir, ancak sadece kakao yagi iiretimi igin
kullanilir (Fowler, 2009).

Fermentasyonun ardindan kakao ¢ekirdekleri kurutulur, tropik tilkelerden kakao ihrag
eden tilkelere nakledilir (Payne ve ark., 2010). Kurutma, kakao ¢ekirdeklerinin nem
icerigini azaltmak, kiif olusumunu 6nlemek, yiiksek kaliteli tiriin tiretmek icin gerekli
lezzet ve rengin olusumu ve biyokimyasal reaksiyonlarin kolaylastirilmasi amaciyla
fermentasyon isleminden hemen sonra yapilir (Watson ve ark.,, 2013).
Fermantasyondan sonra, yaklasik %60 olan nem igerigi, kurutma yoluyla %7,0-7,5'e
kadar iner. Kurutma islemi, giineste kurutma ve yapay kurutma olmak iizere iki sekilde
gerceklestirilir. Yaygin olarak bilinen kakao c¢ekirdeklerinin giineste veya seralarda
kurutlmasi 7-14 giin siirer. Giineste kurutma islemi, kakao ¢ekirdeklerini kurutmanin,
kalite i¢in Onerilen en iyi ve en ucuz yoludur. Kakao gekirdekleri ¢ifciler tarafindan
giineste kurutma igin 6zel yapilmis temiz hasir, ahsap ve beton zeminlerin iizerine
yayilir (Dina ve ark.,2013). Daha iyi kurutma saglamak i¢in ¢ekirdekler manuel olarak
dondirilir veya tirmiklanir, hava degisiklikleri oldugunda, yani yagmur yagdiginda
ise kurutma islemine her zamankinden daha ¢ok 6zen gosterilir (Hii ve ark., 2009).
Eger ¢ekirdekler uzun siire kurutulma islemine tabii tutulursa (7 giinden fazla),
kiiflenme sonucu mikotoksin olusur. Yagmur mevsimi boyunca, yeterli giines 15181
olmamasi, genellikle uzun siireli kuruma ile sonuglanir (7 giiniin 6tesinde). Bu ise kiif
istilasina ve mikotoksin olusmasi ile sonuglanir (Afoakwa, 2014). Diger bir kurutma
secenegi olan yapay kurutmada ise 2—3 giin siiren sicak hava kurutucular1 kullanilir.
Bu da, asetik asidin daha az ortamdan uzaklastiriimasina ve kakao ¢ekirdeklerinde
daha yiiksek aciliga neden olur (Araujo ve ark., 2014). Yapay kurutucularin ¢ogu,
havanin konveksiyon akiminin, g¢ekirdekleri kirletecek duman veya diger Kirletici
maddelere izin vermeden akmasina olanak veren hava girisleriyle donatilmis
kurutuculardir (Dina ve ark., 2013). Genellikle bu asamadan sonra gekirdekler
torbalanir ve daha sonraki islemler igin fabrikalara ihrag edilir. Kakao g¢ekirdekleri,
krutmanin ardindan sadece bir kez kullanilan jiit ¢uvallara doldurulur (Afoakwa,
2014).
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Fabrikada kakao ¢ekirdeklerinin islenmesinin ilk asamasi, yabanci maddelerin (taslar,
tahta, metal parcalar1 vb.) elenmesi ve gii¢clii miknatislarla uzaklastirilmasidir. Bu
islem, kirma ve savurma ile yapilir. Kabuklar, genellikle bir tiir ¢ekicle kirildiktan
sonra, kirllan kabuk ve kakao nib pargalar1 bir dizi elekten gegirilerek ayrilir. Daha
sonra kakao ¢ekirdekleri sterilizasyon islemine tabii tutulur. Sterilizasyon, kakao
cekirdeklerini veya niblerini, ¢ekirdeklerdeki tiim mikroorganizmalar1 yok etmek igin,
uzun siire boyunca yeterince yiiksek sicakliklara maruz birakma teknigidir. Bu islemin
amaci, hasat sonras1 fermantasyon, kurutma, torbalanma ve nakliye sirasinda kakao
¢ekirdeklerine bulagsmis olabilecek mikroorganizmalar1 ortadan kaldirarak buharla
1slatma veya isitma yoluyla toplu yada siirekli bir temizleme yapmaktir (Afoakwa,
2014). Alkalizasyon islemi (eger yapilacaksa) bu asamadan sonra gergeklestirilir.
Alkalizasyon, ¢ikolatada alkalize kakao likorii kullanilmasina ragmen, esas olarak
kakao tozu i¢in uygulanan bir islemdir. Kakao nibleri alkali bir ¢6zelti ile 6rnegin, sulu
bir potasyum karbonat yada sodyum karbonat gibi ¢ozeltiler kullanilarak yapilir ve bu
islemin ana amaci kakao tozunun rengini degistirerek daha koyu veya daha

kirmizimsi-kahverengi yapmaktir (Afoakwa, 2014).

Kavrulma islemi yapilmis kakao c¢ekirdeklerinin kabuklar1 daha kolay ayrilir,
niblerinin alkalizasyondan sonra kavrulmasi ise daha iyi bir kakao tozu elde edilmesini
saglar (Codex Alimentarius, 2003). Kabuklar1 ayrilmis, pargalanmis kotiledon, 15
dakika ila 2 saat siireyle 90 ° C ila 200 ° C arasinda degisen siire ve sicakliklarda
kavrulur, bu da Maillard reaksiyonunun olusmasina, nem kaybina, basta asetik asit
olmak tizere ugucu asitlerin azalmasina sebep olur (Beckett ve ark., 2017). Kavurma,
arzu edilen lezzetin olusmasinda 6nemlidir (Djikeng ve ark., 2018). Kakao niblerinin
kavulrma siiresi, kakao podlarmin olgunlasma siirecine, kakao g¢ekirdeklerinin ve
niblerinin nemine, isleme ekipmanina ve son {irliniin arzu edilen aromasina baglidir
(Schwan ve Wheals, 2004). Kakao ¢ekirdekleri isleme endiistrisinde ti¢ ana kavurma
yontemi kullanilir ve bunlar asagidakileri igerir: (Afoakwa, 2014).

1 Tam kakao ¢ekirdeklerini kavurma
2 Kakao niblerini kavurma

3 Likor kavurma
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Tam kakao ¢ekirdeklerinin kavrulmasi islemi kakao g¢ekirdeklerinin metal plakalara
yiiksek hizli ¢arpmasi ile kirilan kabuklarin ¢ikarilmasini kolaylastirmak igin, kirma
ve savurmadan once yapilan kavurma islemidir. Bu islem sirasinda, 1s1 yagmn bir
kisminin kabuklara go¢ etmesine neden olarak, bir miktar kakao yagi kaybina sebep

olur. Bu, 6zellikle kirik veya ezilmis kakao g¢ekirdeklerin de daha belirgin goriiliir.

Kakao niblerinin kavurma islemi kavurmadan once kabuklarin ¢ikarilmasi ile baslar
ve bu sayede kakao c¢ekirdeklerinin kavrulmasi sirasinda olusan zorluklarin bir
¢ogunun istesinden gelmeye yardim eder. Bu islem ayrica, belirli kakao tiirlerinde
lezzet gelisimini iyilestirmek igin, kavurma sirasinda kakao niblerine alkali veya seker

cozeltisiyle islenmesine yardimci olur (Afoakwa, 2014).

Likor kavurmada ise, genellikle harmanlamadan once kakao ¢ekirdeklerine 1s1l islem
uygulanir, yani kakao nibleri kavurmadan once ogiitiilerek likore gevrilir (Afoakwa,
2014).

Hem nib, hem de likdr kavurmanin en biiylik dezavantaji, kabugun nibden
gevsetilmeden ¢ikarilmasidir ve bu, 6zellikle baz1 kakao tiirlerinde kotii ayrilmaya
sebep olur. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla, gekirdekleri termal olarak 6n isleme tabi
tutmak igin cesitli makineler gelistirilmistir. Bu makineler ¢ekirdek yiizeyinde yiiksek
sicaklik olusturarak ve i¢ nemi buharlastirir, bu da c¢ekirdegin iginde bir basing
meydana getirmek suretiyle kabugun nibden uzaklagmasina neden olur (Afoakwa,
2014). Kakao ¢ekirdekleri, ¢ikolata, kakaolu igecekler, dondurma ve unlu mamuller
gibi genis bir iriin yelpazesinin ana bilesenleri olan ¢ikolata likori, kakao tozu ve

kakao yag1 elde etmek igin iglenir (Beg ve ark., 2017; Afoakwa ve ark., 2008).

Kavurma isleminden sonra kakao nibleri 6giitme asamasindan gegilir. Nibleri 6giiterek
likére dontistiirmek i¢in birgok makine kullanilir ve bunlar arasinda tas degirmenler,
diskli degirmenler, ¢ekicli degirmenler ve boncuklu veya bilyali degirmenler bulunur.
Ogiitme islemi birden fazla basamag: kapsar ve 6giitme sirasindaki 1s1l islem niblerin
icerigindeki kakao yaginin erimesini saglayarak kakao likoriinii olusturur. Kakao nibi,

icinde kat1 halde yaklasik %55 kakao yagi igeren hiicresel bir yapiya sahiptir. Niblerin
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ogitilmesi ile kakao yagi 30 um partikiil boyutuna sahip kakao likoriinii olusturur,
ozellikle kakao tozu iiretimi igin ince Ogiitme ¢ok Onemlidir. Kakao likoriin
viskozitesi, 6glitmeden 6nceki kavurma derecesine ve kakao niblerinin nem igerigi ile
ilgilidir. Kullanilmayan likorlerin bayatlamasini1 ve mikrobiyal gelismeyi onlemek
icin yaklasik 90-100°C' lik bir sicaklikta depolama tanklarinda isitilir, ardindan lik6r
satis1 i¢in paketlenir (Awua 2002).

2.2. Kakao Uriinlerinin Uretimi

2.2.1. Kakao tozu ve kako yag

Kakao likorii, Theobroma cacao’nun fermente edilmis, kurutulmus, kavrulmus ve
ogiitilmis tohumlarindan elde edilen iriindiir (Beckett, 2009). Kakao likoriinden
kakao yagi, presleme yoluyla (hidrolik, mekanik veya tercihen yatay olarak g¢alisan,
400-500 bar basingta ve 90-100°C sicaklikta calisan ekspeller pres vasitastyla) ¢ikarilir
ve geride kakao keki adi verilen kat1 bir kiitle birakilir. Cikarilan kakao yagi, ¢ikolata
iiretim siirecinde kullanilmaktadir (Afoakwa ve ark., 2007; Zyzelewicz ve ark., 2014).
Kakao likoriinden presleme ile elde edilen kakao yagi, kakao niblerinin agirliginin
yaklasik yarisint olusturur. Kakao likoriiniin presleme siiresine ve presin ayarlarina
bagl olarak, elde edilen kekin yag igerigi %10 ila %24 arasinda olabilir. Bu sonuglar

dogrultusunda, presleme islemine bagli olarak iki ¢esit kakao keki elde edilir:

1. Preslenmis kekte %22-24 arasinda yag igeren yiiksek yagli kek.
2. Preslenmis kekte %10-12 arasinda yag iceren diisiik yagl kek.

Preslemeden sonra, ¢ikan kekler islenmek icin oldukca biiyiiktiir ve bu nedenle
ufalanmis kek olarak bilinen daha kiigiik pargalara ayrilmak tizere ufalama
makinelerine gonderilir. Elde edilen ufalanmis kek, yag igerigi ve alkalilesme
derecesine gore depolanir ve arzu edilen tipte kakao tozu elde etmek i¢in toz haline
getrilmeden 6nce harmanlamir. Ogiitme hatlar, kakao keki parcaciklarmi kakao
tozunun tanimlanmis incelik diizeyine yani toz haline getiren gekigli ve diskli veya

pimli degirmenlerden elde edilir. Kakao tozu daha ince boyutlu toz haline getirildikten
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sonra sogutulur, boylece kakao tozunun yagi stabil formda kristallesir. Bu ise
ambalajlamadan sonra torbalarda herhangi bir renk bozulmasini ve topaklarin
olusmasini 6nler. Daha sonra kakako tozu polietilen ile kaplanmis dokme kaplarda
veya dort katli kagit torbalarda ambalajlanmadan o6nce elekler ve miknatish

sistemlerden gegirilir (Afoakwa, 2014).

Kakao yagi acik sar1 renklidir, 26.7°C'nin altindaki sicakliklarda kati, ancak viicut
sicakliginda veya 35°C'de tamamen erir 6zelliktedir (Minifie 1989; Kaphueakngam ve
ark., 2009). Cikolatanin oda sicakligindaki sertligi, parlakligi ve agza yerlestirildiginde
hizli ve tam erimesi gibi 6zellikleri kakao yagindan kaynaklanmaktadir (Saldana ve
ark., 2002) Kakao yaginin miktari, erime noktasi ve sertlik gibi 6zellikleri kakao
¢esidine, c¢evre sartlarina baghidir (ICCO 2012). Kakao yagi yaklasik %95
triagilgliserol, %2 diasilgliserol, %1'den az monoagilgliserol, %1 polar lipid ve %1
serbest yag asidi igerir (Biehl ve Ziegleder 2003). Iklim, 6zellikle ortam sicaklig1 ve
1sidan kaynaklanan stres triagilgliserollerin nihai bilesimini, kakao yaginin erime ve
kristallesme 6zelliklerini etkiler (Biehl ve Ziegleder 2003; Chaiseri ve Dimick 1989).
Diisiik sicaklikta yetistirilen kakao meyvelerinden elde edilen kakao yagi yumusaktir
ve yiiksek doymamus triagilgliseroller (Lehrian ve Keeney 1980) ve yiiksek doymamig
yag asitleri, yani oleik ve linoleik asit igerir (Berbert 1976; Chaiseri ve Dimick 1989).
Ornegin, yagis miktan triagilgliserol bilesimi {izerinde etkiye sahiptir. Meyve verme
caginda yeterli yagis, serbest yag asitlerinin yani sira triagilgliserolde yiiksek
konsantrasyonlarda stearik asit ve oleik asit olusmasina neden olur (Fowler 1999).
Giines 15181, palmitik asit iceriginin (Fowler 1999) ve kakao yaginin iyot degerinin
(Berbert 1976) artmasina sebep olur. Genel olarak, kakao agacinin yetistirildigi alan
ekvatora ne kadar yakinsa, yagin erime 6zelligi o kadar zorlasir. Bu ise Malezya kakao
yaginin nispeten sert oldugu, buna karsin Brezilya kakao yaginin ona kiyasla ¢ok daha
yumusak oldugu anlamina gelir. Bat1 Afrika iilkelerinden biri olan Gana'da yetistirilen
kakao ¢ekirdeklerinden elde edilen kakao yaginin kivami Brezilya ve Malezya kakao
yag1 arasinda sertli sahip oldugu yapilan bir ¢alismada rapor edilmistir (Beckett, 2008).

Sekil 2.2.'de kakao tozu, kakao yagi ve ¢ikolata olusumunun akis semasi gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Kakao ¢ekirdeklerinin iglenmesi sonucu kakao likoriinden kaka tozu, kakao yagi ve ¢ikolatanin olusmasi

(Aprotosoaie ve ark., 2016).

2.2.2. Cikolata ve cikolatanin iiretimi

Geleneksel olarak kakao likorii, kakao yagi ve sekerin karistirilmasi, inceltilmesi,

yogurulmasiyla hazirlanan gikolata, ana bileseni kakao olan, benzersiz tad: ve agizda

eriyen ozelliklere sahip yogun bir kat1 pargacik siispansiyonudur ( Beckett, 2009).
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Cikolatanin duyusal kalitesi, agizdaki erime profilinin yani sira kendine 6zgii koku ve

tat1 (aroma 6zellikleri) ile ilgilidir (Braga ve ark., 2018).

Cikolata tiretimi Sekil 2.3.'de 6zetlenen bir dizi asamalari:

Karnsstirma

-

Inceltme

-

Konclama

-

Temperleme

=

Kahplama ve kaplama

“

Kahptan cikarma

-

Paketleme

Sekil 2.3. Cikolatanin iiretim asamalar1 (Afoakwa, 2014).

Cikolata iiretiminde bilesenlerin karistirilmasi, sabit formiilasyon tutarliligini elde
etmek i¢in siirekli veya kesikli bir karistiricida zaman-sicaklik kombinasyonlari
kullanilarak uygulanan temel bir prosestir. Kesikli karistirmada, kakao likori, seker,
kakao yagi, siit yag: ve siit tozu (iiriin kategorisine bagl olarak) igeren ¢ikolata, 45—
50°C'de 12 ila 15 dakika iginde iyice karistirilir. Stirekli karistirmada ise, genellikle
Nestle ve Cadbury gibi biiyiik ¢ikolata iireticileri tarafindan kullanilan otomatik
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yogurucular vasitastyla biraz sert bir doku ve plastik kivam elde edilir (Afoakwa,
2014).

Karigtirilan ¢ikolatanin inceltme prosesi, modern ¢ikolata sekerlemelerinde istenilen
piiriizsiiz dokunun olusmast i¢in olduk¢a 6nemlidir. inceltme, ¢ikolatanin parcacik
boyutunu azaltmak yani, pargacik boyutunun 25 mikronun altina diistiriilmesi
islemidir (Afoakwa, 2014). Ciinkii 25 mikronundan daha biiyiik pargaciklar tiikketim
zamani dil tizerinde piitirliliik olarak algilanir ve ¢ikolatanin duyusal, reolojik
niteliklerini 6nemli bir bi¢imde etkiler. Endiistriyel olarak, genellikle bes silindirli bir
inceltici kullanilir. Her silindir bir 6ncekinden daha hizli hareket eder ve ¢ok ince bir

cikolata filminin bir silindirden digerine aktarilmasini saglar (Beckett, 2009).

Konglama, istenmeyen ugucular ortadan kaldirdigi, nem igerigini azalttigi ve boylece
son triiniin lezzetini arttirdigi igin son derece 6nemlidir (Afoakwa, 2011; Aprotosoaie
ve digerleri, 2016). Konglama geleneksel olarak ii¢ asamadan olusur. ilk asamada
silindir makinelerde lapa seklinde olan gikolata karigimi, istenmeyen ugucularinin ve
nemin uzaklastirilabilmesi i¢in, silindir makinelerden demleme makinelerine aktarilir.
Bu asamada ilave edilen yag miktarin ¢ikolatanin toz halinde hareket etmesine izin
verecek kadar diisiik, toz partikiillerin {izerini kaplamasina izin verilicek kadar yiiksek
olmasi gerekir. Parcaciklarin yag ile daha iyi kaplandigi ikinci asamada, ¢ikolata daha
¢ok macunsu, daha az toz haline getirilir. Bu asama olduk¢a 6nemlidir, ¢iinkii tiim
parcaciklarin, ¢ikolatanin nihai viskozitesini tanimlamada 6nemli bir faktor olan yagla
kaplanmasi saglanmalidir. Kalan yag ve emiilgator, konglamanin {igiincii asamasi olan
sivi asamasina kadar eklenmez. Bunun nedeni, bu ilavelerin her ikisinin de kakao
macununun kivamint kat1 halden akigskan hale degistirmesidir. Emiilgator olarak
lesitin kullaniliyorsa, ¢ikolatada kalan nemi kendine ¢ektigi ve nemin disari ¢ikmasini
engelledigi i¢in ¢ok cabuk eklenilmemesi 6zellikle 6nemlidir. Ciinki ¢ikolatadaki fazla
nem viskoziteyi arttirir. Konglamanin son asamasi sirasinda eklenen yag miktart,
emiilgatoriin tipi ve miktari, hem iiretilen ¢ikolatanin gesidine, hem de kaliplama veya

kaplamada ne sekilde kullanilip, kullanilacagina baglhdir (Talbot, 2012).
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Konglamadan sonra uygulanan temperleme prosesi, cikolatanin yag fazinin
polimorfizm yapisindan dolay1 gereklidir (Talbot, 2012). Kakao yag1, baslica y (I) a
(1D),B2"(11) B1",(IV)B2(V)ve B1(VI)iizere alt1 forma sahiptir. Form V, genel olarak iyi
tavlanmis ¢ikolatada en ¢ok arzu edilen form olup, parlak bir goriiniim, iyi kirilma,
agizda biraktig1 buruk ¢ikolata tadi ve ¢ikolata yag ¢iceklenmesine karsi en iyi direnci
gosterir (Beckett, 2000). Cikolata kotii temperlenmisse, Form V, hizla Form IV'e
doniisiir. Bu ise diizensiz kristal biiylimesi nedeniyle rengi etkiler (Hartel 2001). Kakao
yaginda Form V ve VI en stabil formlardir. Form VI'in iretilmesi zordur, ancak
sertlestirilmis ¢ikolatanin yag ¢igceklenmesi ile birlikte uzun siire saklanmasiyla elde
edilir (Beckett, 2008). Temperleme makineleri gelistirilmeden 6nce, gikolata elle
temperlenirdi ve bu yontem hala nispeten butik iiretim yapan ¢ikolatacilar tarafindan

kullanilmaktadir. Temperlemenin temel adimlar1 Sekil 2.4.'de verilmistir.

Tam eritme (50°C" de)

l

Kristallegme nolktazina gelene kadar
zogutma (320C" de)

l

Kristalizasyon (279" de)

l

Kararzaz kristalin d&ndgimi

20-31°C" de)

Sekil 2.4. Cikolata temperlemenin temel asamalar1 (Afoakwa, 2014).

Farkli formlar farkli erime araliklarina sahip oldugundan, temperlemenin piif noktasi,

erimis ¢ikolatanin sicakligimi dikkatli bir sekilde kontrol etmektir (Stapley ve ark.,
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1999). Cikolata temperlendiginde ilk dnce eritilir, sonra erimis halinden yani 50°C'den
, 30°C'nin biraz tizerine kadar sogutulur. Bu sicaklikta ¢ikolata tamamen sivi haldedir.
Cikolata daha sonra V formundaki kristallerin ¢ekirdeklenmesini baslatmak igin
sogutulur. Bu asamada cikolata sivi halinden sogutuldugunda hem kararli, hem de
kararsiz  formlar kristallesir. Son olarak daha diisik erime noktali formlarin
kristallerini eritmek icin birka¢ derece hafifce tekrar isitilir (Jovanovic ve ark., 1995).
Endiistriyel olarak temperleme, cikolatayr kademeli olarak sogutmak ve daha sonra
yeniden isitarak bir dizi esanjorden gecirme islemdir. Iyi temperlenmas bir gikolata iyi
sekil, renk, parlaklik, kaliptan rahat ¢cikma, daha iyi agirlik kontrolii, dengeli {iriin, daha
sert, 1siya daha dayanikli (paketleme sirasinda daha az parmak izi) ve daha uzun raf
omri gibi 6zelliklere sahiptir (Talbot, 2012).

Temperleyici, secilen kalip tipine bagli olarak ¢ikolatanin 20 g, 50 g ve 100 g'lik
kaliplara dokiilerek kaliplanmasi ve kaliptan ¢ikarilmasi i¢in tavlama islemi yapilmis
karisim1 otomatik bir sisteme gonderir. Depozitor, erimis ¢ikolatay1 ¢ikolata ile ayni
sicakliktaki kaliplara otomatik olarak doldurmaya baslar. Eger kaliplar ¢ok sicaksa,
rliniin kaliplara yapismasina, zayif parlaklik ve ¢iceklenmeye neden olur. Kaliplar
cok soguksa, zayif parlaklik ve son iriindeki hava kabarciklarinin Sayisinda artisa
neden olur. Daha sonra vibrator, kaliplardaki sivi ¢ikolatay1r 6zenle her kalibi sallar
(Talbot, 2012).

Kaliplama veya kaplama isleminden sonra iiriinler, ¢ikolatay1 katilastirmak igin bir
sogutma tiinelinden geger ve boylelikle sogutma islemi baslar. Endiistriyel sogutma
tinellerinin iginde farkli sicakliklara ayarlanmis birkag asama vardir. Sogutma
islemine ilk olarak yiiksek sicaklikta baglamak onemlidir (tipik olarak 15-18°C). Bu
da, daha fazla kristallerin olusmasina sebep olur. Bu ilk yumusak sogutmadan sonra,
cikolata tiinelin merkezinde 10-12°C sicakliklarla daha soguk asamalardan geger. Bu
sogutma kakao yaginin biiyiik bir kismini kristallestirir ve katilastirir. Son olarak,
cikolata tiinelden ¢ikarken sicaklik tekrar yaklasik 15°C'ye yiikseltilir (Talbot, 2012).
Sogutma islemi bittikten sonra katilasarak beklenen kivami alan ¢ikolatlar kaliptan
cikarma makinelerine gider. Kaliptan ¢ikarma aslinda tavlama ve sogutma iglemlerinin

kiigiik bir pargasidir, kaliteli tiriiniin temizligiden sorumludur, ¢ikan bos kaliplar
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dondiiriiliir ve islemin basina gonderilir. Uriinlerin kaliptan ayirilmast, kaliplar biiken
bir mekanizma ve bir ¢ekigle saglanilir. Cikolatalar plastik tepsilerde onlari tasiyan bir
bant tizerinde kaliptan ¢ikarilir. Ardindan bu plastik tepsiler arabalara toplanir ve
yakindaki paketleme béliimlerine gotiiriiliir. Uriinlerin tepsilerde toplanmas: ile
paketleme boliimlerine gotriilmesi arasinda gegen siire, iirlinlerin yiizeyindeki fazla

nemin kayboldugu kuruma asamasi olarak bilinir (Afoakwa, 2014).

Paketleme tesislerinde c¢ikolata tepsileri, cikolatayr makineye tasiyan bir tasima
bandina yerlestirilir. Paketleme makinesi ¢ikolatanin gramina ve boyutuna bagli olarak
aliminyum folyoyu keser ve daha sonra kagit ambalaj ile kaplar. Aliiminyum folyo,
kagit ambalajdan once ¢ikolatay1 ilk olarak sarar. Ozelikle folyo, cikolatanin
aromasini, soguk sicak degisikliklerinden koruyarak su buhar1 ve gaz gegisine karsi
en iyi bariyeri saglar. Kagit malzeme ayrica giiglii, kolay basilabilir ve az mali degere
sahip oldugu i¢in se¢ilmistir. Makineler daha sonra ¢ikolatay1 parti numarasinin yani
sira tiretim ve son kullanma tarihi ile etiketler. Kusursuz sarilmis ¢ikolatalar, 18-20°
C arasindaki sicakliklarda depo alanina goénderilmeden 6nce elle toplanir ve karton
kutularda kolilenir (Afoakwa, 2014).

2.2.3. Cikolata

Igerigindeki kakao kuru maddesi, siit yag: ve kakao yagi agisindan farklilik gosteren
cikolata tipleri (bitter, siitlii ve beyaz ¢ikolata) vardir, bu nedenle nihai tiriinler farkli
karbonhidrat, yag ve protein icerigine sahiptir (Backet ve ark., 2008; Lenfat ve ark.,
2013). Genel olarak, sade ¢ikolata siit yagi ve yagsiz siit kuru maddesi icermezken,
beyaz cikolata yagsiz kakao kuru maddesi igermez. Cikolatanin ana bilesenleri kakao
yagi, kakao kiitlesi, kakao likorii, kakao tozu, siit yagi, siit tozu ve sekerdir. AB
Cikolata Direktifi (Avrupa Birligi, 2000), bu bilesen grubu “asil bilesenler” olarak
adlandirir. Bu asil bilesenlere ek olarak, cikolata, kakao olmayan bitkisel yaglar (izin
verildigi yerlerde), emiilgatorler ve diger yenebilir maddeleri (izin verildiginde)
icerebilmektedir. Diger yenebilir maddelere 6rnek olarak findik, peynir alt1 suyu tozu,
vanilya veya etil vanilin, tuz vb. gosterilir. Cikolatada kullanilan emiilgatorler

genellikle ¢ikolata mevzuatinda da tanimlanmistir. En yaygin kullanilanlar1 soya
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lesitini, amonyum fosfatid (kolza tohumu yagi ve gliserolden iiretilen sentetik bir
lesitin tiirii) ve PGPR'dir. Lesitin, ¢ikolatada en yaygin kullanilan emiilgatordiir,
amonyum fosfatid ise bazi iireticiler tarafindan tercih edilmektedir. PGPR, gikolatanin
verim degeri lizerinde belirgin bir etkiye sahiptir ve bu nedenle, ¢ikolatada belirli akis
ozelliklerinin gerekli oldugu yerlerde (¢ogu zaman lesitin ile kombinasyon halinde)
kullanilir. Bu bilesenlerin farkli kombinasyonlarla birlikte kullanilmas: farkli tiirde

cikolatalar iiretilmesine yardimci olur (Talbot, 2012).

Bitter cikolata, yiiksek kakao icerigi sebebiyle, katesin, epikatesin ve prosiyanidin
icerikleri ile iligkili olarak en yiiksek polifenol degerine sahip kakaodan tiiretilen tiriin
olarak kabul edilir (Toker ve ark., 2018). Bitter ¢ikolata (koyu g¢ikolata, aci tath
cikolata, siyah ¢ikolata) bilesiminde en az %18 kakao yag1 ve en az % 14 yagsiz kakao
kuru maddesi olacak sekilde, en az % 35 toplam kakao kuru maddesi igeren ¢ikolatadir
TGKY-CCUT., 2003/23).

Graniil veya pul bitter ¢ikolata, bilesiminde en az %12 kakao yag1 ve en az % 14 yagsiz
kakao kuru maddesi olacak sekilde, en az % 32 toplam kakao kuru maddesi iceren

cikolatadir.

Kuvertur bitter ¢ikolata, bilesiminde en az %31 kakao yagi ve en az % 2.5 yagsiz kakao
kuru maddesi olacak sekilde, en az % 35 toplam kakao kuru maddesi iceren

cikolatadir.

Findik ezmeli bitter ¢ikolata, bilesiminde en az % 8 yagsiz kakao kuru maddesi olacak
sekilde en az %32 toplam kakao kuru maddesi igeren ¢ikolataya % 20-40 arasinda ince
ogiitiilmiis findik veya findik fiiresi ilavesi ile elde edilen ¢ikolatadir (TGKY-CCUT.,
2003).

Stitlii ¢ikolata, siit tozu, sivi siit veya yogunlastirilmis siit seklinde siitle yapilan kati
cikolatadir. 1875'te Isvicreli sekerlemeci Daniel Peter, komsusu Henri Nestlé ile
Vevey'de yogunlastirilmig siit kullanarak ilk siitlii ¢ikolatay1 olusturdular (Shafi ve

ark., 2018). Siitlii Cikolata, bilesiminde en az % 2.5 yagsiz kakao kuru maddesi olacak
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sekilde en az % 25 toplam kakao kuru maddesi igeren, ayrica en az %14 siit kuru
maddesi ve en az % 3.5 siit yagindan olusan, kakao yag1 ve siit yaginin toplam miktari

ise en az %25 olan ¢ikolatadir.

Graniil veya pul siitlii ¢ikolata, bilesiminde en az % 20 toplam kakao kuru maddesi ve
%12 siit kuru maddesi igeren, kakao yagi ve siit yaginin toplam miktari en az %12 olan

cikolatadir.

Kuvertiir siitlii ¢ikolata, bilesiminde en az % 2.5 yagsiz kakao kuru maddesi olacak
sekilde en az % 25 toplam kakao kuru maddesi iceren, kakao yagi ve siit yagi toplam

miktar1 en az %31 olan ¢ikolatadir.

Findik ezmeli siitlii ¢ikolata, bilesiminde en az % 10 oraninda siit kuru maddesi iceren
stitlii ¢ikolataya, %15-40 arasinda ince 6giitiilmis findik veya findik fiiresi ilavesi ile

elde edilen gikolatadir.

Bol siitlii ¢ikolata, bilesiminde en az % 20 toplam kakao kuru maddesi, en az %2.5
yagsiz kakao kuru maddesi, az %20 siit kuru maddesi, en az %5 siit yagi i¢eren, kakao

yag1 ve siit yagimin toplam miktari en az %25 olan ¢ikolatadir.

Kremali ¢ikolata, bilesiminde en az %5.5 siit yagi igeren siitlii ¢ikolatadr.

Yagsiz siitlii ¢ikolata, bilesiminde en fazla %1 siit yagi iceren siitlii ¢ikolatadir. Beyaz
cikolata, bilesiminde en az %20 kakao yagi ve en az %14 siit kuru maddesi i¢eren ve

en az %3.5’1 siit yag1 olan ¢ikolatadir .

Dolgulu ¢ikolata, dig kismi toplam {iriin agirliginin en az % 25’ini iceren, bitter
cikolata, siitlii ¢ikolata, bol siitlii ¢ikolata ve beyaz c¢ikolatalardan birinden olusan
dolgulu gikolatadir (TGKY-CCUT., 2003/23). Tebligimize esasen; dolgulu ¢ikolata
dolgu maddesinin ve ¢ikolata tipinin adi ile adlandirilir (Tokusoglu, 2015).
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Pralin, toplam iiriin agirhi@inin en az % 25 i bitter ¢ikolata, siitlii ¢ikolata, bol siitlii
cikolata, beyaz ¢ikolatalarin kombinasyonundan, karisimindan veya herhangi birinden
yada dolgulu ¢ikolatadan olusan bir lokma biyiikligiindeki ¢ikolatadir (TGKY-
CCUT., 2003). Pralin, farkli aromalarin bir araya toplanilmasi ile olusturulan lezettli
cikolata kaplamali tirtindiir. Pralin kendine has lezzeti i¢in kahve, antepfistigi, findik,
hindistan cevizi, misir gevregi, portakal, kagu, lokum, sakiz, ay ¢ekirdegi vb. farkli
tirtinler kullanilir. Pralini ¢ikolatadan ayiran en biiyiik fark, ¢ikolataya gore ¢ok daha
fazla miktarda yag icermesidir. Pralinin dolgu kismi kakao icermemektedir, ayrica
kakao yagi yerine findik yagi bulunur, tat ve aromasi findik yagindan gelir. Cikolata
ile pralin arasinda maliyet farki da vardir, ¢linkii, kaliteli bir kakao yaginin maliyeti
findik yagindan oldukga yiiksektir (Tokusoglu, 2015).

2.2.4. Kakao ve cikolatanin saghk iizerindeki etkileri.

Kakao agact ilk kez Avrupa'ya 1505'te Ispanyollar tarafindan getirildi ve
yaygmlastirildi. Daha sonra Avrupa'da 1653'te kakao, gida haricinde ilag olarak da
kullanilmaya baglandi. 17. ve 18. yiizyillda cikolata, sindirimi diizenlemek,
dogurganligi artirmak, zihinsel performansi giiclendirmek, ayn1 zamanda soguk
algimligindan kaynaklanan her tiirlii rahatsizlik ve hastalik i¢in diizenli olarak recete

edildi veya ilaglara karigtirilmaya baslandi ( Jalil ve Amin, 2008).

Giintimiizde, kardiyovaskiiler saglik tizerindeki olumlu potansiyel etkileri nedeniyle
kakao ve kakao tiriinlerine ilgi olduk¢a yiiksektir. Bu etkilerin ¢ogu, kakaonun esas
olarak flavonoidlerden olusan polifenolik fraksiyonu ile ilgilidir (Lecumberri ve ark.,
2007). Fermente edilmemis kakao ¢ekirdegi kuru kiitlesi %12-18 oraninda fenolik
bilesiklere sahiptir, ve bu bilesiklerin en yiiksek orani flavan-3-oller (%37),
antosiyaninler (%4) ve prosiyanidinler (%58)'dir (El Gharras, 2009; loannone ve ark.,
2015). Bununla birlikte, tiim ¢ikolatalar esit flavonoid oranlarina sahip degildir. Bitter
cikolata siitlii ¢ikolatadan daha yiiksek oranda kakao likorii ile formiile edildigi igin,
genellikle daha yiiksek miktarda flavonoide sahiptir (Steinberg ve ark., 2003). Ayrica
beyaz ¢ikolata, yagsiz kakao parcaciklart icermez ve bu nedenle kakao

polifenollerinden yoksundur (Rimbach ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada, 15 giin
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boyunca c¢ikolata tiiketen saglikli kisilerde polifenol bakimindan zengin bitter
cikolatanin (beyaz ¢ikolata hari¢) kan basincini diistirdiigii ve insiilin duyarliligin
iyilestirdigi tespit edilmistir(Grassi ve ark., 2005). Fareler {izerinde yapilan bir diger
caligmada, prosiyanidin agisindan zengin kakao likoriiniin  glukagon benzeri peptit-1
(GLP-1) aktivitesini artirarak hiperglisemiyi ve tip 2 diyabeti onledigi One
stirilmustir(Yamashita ve ark., 2019). Yapilan arastirmalar sonucunda, kakao ve bazi
cikolata tirtinlerinin diger gida kaynaklartyla karsilastirildiginda (meyveler, sebzeler,
cay ve kirmizi sarap; 0.5-7.1 mg/g gallik asit esdegeri) en yiiksek polifenol
konsantrasyonlara (flavonoidler, katesin ve epikatesin; 3.3-60,2 mg/g gallik asit
esdegeri) sahip oldugu belirlenmistir (Shadwell ve ark., 2013). Cikolata ve kakao
polifenollerinin insiilin direnci ve diabetes mellitus {zerineki etkileri, glukoz
emilimini ve insilinin hedef hiicrelerde kullanimini arttirarak, dokularda glukoz
kullanimim regiile ederek gerceklestirmektedir (Comert ve Merdol,2018). Shrime ve
ark.’nin (1988), yaptigi bes ¢alismanin degerlendirildigi bir meta analizde, saglikli
bireylerde kakao ve bitter cikolatanin homa insiilin direnci testi (HOMA-IR)
degerinde belirgin azalma saglarken, glukoz diizeyleri ve Kantitatif insiilin
duyarliligi  kontrol indeksinde (QUICKI) belirgin bir etki saglamadig:i tespit

edilmistir.

Cikolata tiiketiminin insan saglhigi iizerinde yararl etkisinin sebeplerinden biri de
onemli oOl¢tide yiiksek antioksidan ozellikleri ile iliskilendirilmistir (Aktar, 2017).
Kakao iriinlerinde ozelikle ¢ikolatada antioksidan aktivitenin ¢ogunlugunu
prosiyanidinler saglar (Ramiro-Puig ve Castell, 2009). Kakao esas olarak epikatesin
ve katesin monomerlerini ve bu monomerlerden tiiretilen prosiyanidinler olarak
bilinen farkli polimerleri igerir. Prosiyanidinler, kakao ve cikolata iiriinlerindeki
baslica flavonoidlerdir ve rapor edilen seviyeleri 2-16 ila 48-70 mg/g arasinda farklilik
gostermektedir (Gu ve ark.,2006). Kakao flavonoidlerinin, serbest radikalleri
dogrudan notralize ederek, reaktif oksijen tiirlerini giiglendiren metalleri (Fe2+ ve
Cu+) selatlayarak, reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminden sorumlu enzimleri (ksantin
oksidaz) inhibe ederek ve antioksidan savunma sistemini diizenleyerek veya koruyarak

antioksidan gorevini yerine getirdigi ileri sirilmektedir (Cotella, 2001).



26

Kakao igerigini olusturan diger bilesiklerden olan, metilksantinler (kakao tozunun
%0.5-2'si), ozelikle antioksidan 6zelliklerine yardim eden fitokimyasallardir (Azam
ve ark., 2003). Kafein, teobromin ve teofilin kakaonun metilkisantik bilesenlerini

olusturan alkoleidlerdir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Kakao Metilksantin bilesikleri (Ishaq ve Jafri, 2017).

Kakao gekirdegindeki esas metilksantin bileseni, teobromindir ve kakonun kendine
has bitter tadina katkida bulunmaktadir. Kakao, kakao iiriinleri ve ¢ikolatada
teobromin oran1 kafeinle karsilastirildiginda 10 kat daha yiiksek olmasina ragmen,
fizyolojik etkileri zayiftir. Metilkisantinler psikolojik, fizyolojik etkilere sahiptir ve en
cok bilinen etkileri beyin, iskelet kaslari tizerinde oldugu arastirmalarla tespit
edilmistir. Ozelikle uyarma, sakinlestirme, dikkat artticilik, yogunlugu azalticilik,
solunum yollarini rahatlaticilik, bagirsaklart yumusaticilik etkilerini gostermektedir.
Kakao iiriinlerindeki metilkisantinlerin insan sagligi iizerinde olumsuz etkisi s6z
konusu olmayip, asir1 kakao ve cikolata tiikketilmedigi siirece toksikolojik herhangi bir
soruna yol agmamamktadir (Tokusoglu, 2015). Ayn1 zamanda son arastirmalar kakao
tilketiminin vaskiiler ve trombosit fonksiyonunun, kan basinct igin oldukga faydali
oldugunu gostermektedir. Kakaonun yiiksek miktarda ve kalitede antioksidan
flavonoid igerigi ile LDL oksidasyonunu ve kardiyovaskiiler risk faktorlerini azaltig

belirlenmigtir. Kakaonun kardiyovaskiiler saglik ve hastalik {izerinde yararli
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etkilerinin bir digeri de endoteldeki nitrik oksidin (NO) biyoyararlanimindaki artistir.
Boylelikle viicuda alinan kakao, endotelyal NO sentaz (eNOS) ile NO sentezlemek
icin gereken yerel L-arginin seviyelerini artiran endotel hiicrelerinde vaskiiler arginaz
aktivitesini diisirmeye yardimci olur. Endotelden gelen NO, damar diz kas
hiicrelerinin gevsemesine yardim ederek vazodilatasyona neden olur. Ayrica NO
viicutta 16kosit yapigsmasimi ve gogiinii, diiz kas hiicresi ¢ogalmasini ve trombosit
yapismasini Ve agregasyonunu da onler. Sonug olarak, kakaodaki flavanoller NO

salinimini artirarak reaktif olusumunu engellemektedir (Corti ve ark., 2009).

2.3. Fenilketoniiri (Penilketonuria PKU)

Kalitsal Metabolik Hastaliklar klinik ve genetik heterojenitenin en sik goriildiigii genis
bir hastalik grupudur. Bu grup hastalarda nébet gibi norolojik belirtiler, biiytime-
gelisme geriligi ve psikomotor gelisimde bozukluklar en sik goriilen ortak bulgular
olarak tespit edilmistir (Hampe ve ark., 2017). Kalitsal metabolik hastaliklar grupu
sistematik olarak, karbonhidrat metabolizma bozuklugu (glikojen depo hastalig),
protein metabolizma bozukluklar1 (fenilketoniiri, tirozinemi, vb.), lizozomal depo
bozukluklar1 (Gaucher hastaligi), organik asit metabolizma bozukluklari (alkaptoniiri,
metilmalonik, propiyonik vb.), iire dongiisii bozukluklar1 ve seker intoleranslar
(laktoz intolerans, galaktozemi, herediter friiktoz intoleransi) seklinde simiflandirilir
(Kara 2012, Gilbert-Barness ve Farrell 2016).

Protein metabolizma bozuklugu hastaliklarindan biri olan PKU, PAH enzimindeki
eksiklik ile karakterize edilen Phe diizeylerinin yiikselmesi ve Try diizeylerinin
azalmasiyla ile ortaya ¢ikan kalitsal metabolik bir bozukluktur (Vockley ve ark.,2014).
Karacigerden sentezlenen fenilalanin hidroksilaz (PAH) enziminin yoklugu veya
yetersizligi nedeni ile elzem bir aminoasit olan Phe metabolize edilememektedir.
Bundan dolay1, plazma fenilalanin diizeyi normalin 20-30 kat1 kadar artmakta, protein
sentezi baskilanmakta, miyelin sentezi azalmakta, serotonin, dopamin ve norepinefrin
norotransmitterlerinde belirgin diisiislere sebep olmaktadir (Prasad ve ark.,1998).
PAH normalde Phe'yi Tyr doniistiirdiiyii icin, kofaktor olan (6R)-1-eritro-5,6,7,8-

tetrahidrobiopterine (BH4), molekiiler oksijene ve aktif bolgeye bagli, hem olmayan
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+2 degerlikli demire ( Fe*?) ihtiyag duyar. PAH enzimi oksijen molekiiliinden aldig1
oksijen atomunu hidroksile ederek Phe’e ilave eder ve Sekil 2.6.’da gosterildigi gibi
Phe'yi Tyr'ne dontstiiriir (Kim ve ark., 2004).

Co0

PAH

L-Phe

Sekil 2.6. Fenilalaninin tirozine dontistim reaksiyonu (Kim ve ark., 2004).

Ayrica, BH 4 hidroksilasyon reaksiyonu esnasinda kininoid dihidrobiopterine (qBH 2)
oksitlenir. Bu reaksiyon ile PAH verimli bir sekilde ilerlemesi i¢in gBH2 biopterinin
tetrahidro formuna indirgenmesi gerekmektedir. gBH2'nin indirgenmesi igin ise
dihidropteridin rediiktaz (DHPR) tarafindan katalize edilmelidir. Bu reaksiyonda BH4,
GTP-siklohidrolaz I, 6-piruvoil-tetrahidropterin sentaz ve diger enzimlerin sirali etkisi
ile novo sentezini hayata gecirir. Ayn1 zamanda, BH4 dopamin ve serotonin
norotransmiterlerinin sentezi i¢in gerekli olan diger iki hidroksilaz enzimini, Try
hidroksilaz ve triptofan hidroksilaz i¢in kofaktor rolunu oynar. Bu ndrotransmitterler
ise ozellikle sinaptik iletim ve beyin fonksiyonu igin kritik 6neme sahiptir. Daha az
yaygm olarak hiperfenilalaninemiyi (HPA), DHPR'nin sebep oldugu genetik
kusurlardan veya BH 4 sentezini katalize eden diger enzimlerden de kaynaklanir,
bunlar da yetersiz dopamin ve serotonin sentezi ile alakalidir. Boylelikle Sekil 2.7.’de
gosterildigi gibi viicutta fazla Phe, fenilpiruvik asit fenillaktik asit, fenilasetik asit ve

diger metabolitlerin birikmesine yol acar (Kaufman, 1989).

PKU hastalarinda ve PKU olmayan hiperfenilalaninemi hastalarinin 6nemli bir

kisminda, Phe birikimi PAH aktivitesinin azalmasi veya olmamasindan kaynaklanan
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baslica sebeptir. Sonug olarak, PAH eksikligi kanda ve beyinde Phe birikimine neden
olur ve diyet kisitlamas1 olmadik¢a PKU, geri doéniisii olmayan zihinsel engellilik,
mikrosefali, motor yetersizlikler, egzamat6z dokiintii, otizm, ndbetler, gelisimsel
sorunlar, anormal davraniglar ve psikiyatrik semptomlarla sonuglanir (Blau ve ark.,
2010a).
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Sekil 2.7. Insanda fenilalanin metabolizmasimin yolu (Kaufman, 1989).

2.3.1. Fenilketonuria hastah@mnin tarihcesi, tam ve belirtileri.

PKU, 1934'te Asbjorn Folling tarafindan, bazi bireylerin idrarinda fenilketon
cisimlerini tespit ederek tanimladi ve 1953'te ise Bickel, PKU'lu bir ¢ocukta diisiik Phe
diyetinin etkinligini ilk kez bildirdi. Daha sonra 196Q'larda Guthrie, biiyiik
popiilasyonlarda HPA belirlemek igin basit bir test gelistirdi. Guthrie testi ile PKU,
yenidogan taramasi ile metobolik hastaliklardan yararlanan ilk genetik bozukluk oldu

ve boylelikle erken teshisin, tedavinin zeka geriligini 6nlemeye yardimci oldugunu
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ispatland1 (Blau ve ark., 2011). Yiiksek kan Phe diizeylerinin toplum c¢apinda
taranmasini saglayan bu tani testi 1960'larin baslarindan itibaren genis ¢apta klinik
uygulamalarin baglamasina sebep oldu. Bu test 1965'te 32 ABD (Amerika Birlesik
Devletleri) eyaletinde ve 1970'lerin sonlarinda ise Avrupa'da tanitildi. PKU igin
yenidogan taramasi, yalnizca diinyadaki gelismis tilkelerin ¢ogu tarafindan degil, ayn1
zamanda gelismekte olan birgok iilke tarafindan da kademeli olarak uygulandi (Brosco
ve Paul, 2013 ; Battelino ve ark.,1994). Ayrica, bu iilkelerde Guthrie testinden elde
olunan biiyiik basarilar, diger bozukluklarin tespit olunmasi, yenidogan tarama
testlerinin gelism siiresini ve uygulama araligi oranlarimi kesin olarak etkiledi. Guthrie
testi olarak bilinen orijinal, yar1 niceliksel test, bir bakteriyel inhibisyon analizine
dayalidir ve kitle taramasini basit, ucuz ve ¢ok uygun maliyetli hale getirirmektedir.
Guthire testi yavas yavas (ancak tamamen degil) kromatografi, florometri ve daha
yakin zamanda tandem kiitle spektrometrisi gibi daha yeni yontemlerle degistirildi ve
dogustan metabolizma bozukluklar1 (inborn errors of metabolism IEM) yenidogan
tarama programlarinin genisletilmesine sebep oldu (Blau ve van Spronsen 2010b).
PKU hastalar i¢in yenidogan taramasinin baslatilmasi, gelismekte olan bir tilkede
uygun maliyetli bir uygulamadir (Sladkevicius ve ark.,2010). Bu testin en biiyiik
avantaji yasamin erken donemlerinde yapilabilmesidir, ¢iinkii bir bebekten bir damla
kan taze bir idrar 6rneginden daha kolay elde edilir (Amdrup ve Jorgense, 1957). Kan
alinmadan 6nce bebegin emzirilmesi PKU tanis1 i¢in olduk¢a 6nemlidir. Boylelikle,
bebegin aldig: fenilalanin ile ger¢eklesecek metabolik gelisim gozlemlenmis olacaktir
(Groselja ve ark., 2014). Yaygin kullanilan Guthrie testinde Phe seviyesinin tayini i¢in
topuktan alinan bir damla kilcal kan 6zel filtre kagidi tizerinde kurutulur ve merkezi

bir laboratuvara gonderilir (Amdrup ve Jorgense, 1957).

Test i¢in kurutulmus kan diski, bir biiytime inhibitorii olan B-2-tienil-alanin varliginda
bakterilerle (Bacillus subtilis) kaplanmig bir petri kabi iizerinde inkiibe edilir. Kan
ornegindeki yiiksek Phe seviyeleri bakterilerin biiylimesine izin verir. Disk etrafinda
bakterinin tiredigi alan ile, belirli miktarda Phe iceren kontrol bir disk etrafinda
bakterinin iredigi alannin karsilastirilmasi yapilir. Bebekten alinan kandaki Phe
miktart ile ilintili olarak disk etrafindaki bakterinin iiredigi alanda biiyiime, genisleme

olur. Erken tani i¢in test 6rneklerinin dogumdan 24 saat sonra veya 72 saatlik stire
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icerisinde alinmasi, 6zellikle yalanci negatif sonuglarini ortadan kaldirmak, proteinle
beslenmeyi 6nlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir. Guthrie testi pozitif olan ¢ocuklarda kan
plazma Phe diizeyi kantitatif olarak kontrol edilmelidir (Clarke, 2000; Nagasaka ve
ark., 2011).

PKU hastaligi olan yeni dogan ¢ocuklar ilk aylarda saglikli bireylerden ayirt
edilmezler ancak ilerleyen zaman iginde hastalik belirtilerini géstermeye baslar.
Hastaligin belirtileri; melanin pigmenti sentezinin azalmasi sebebiyle cilt, sa¢ ve
gozlerin ebeveynlere gore daha agik renkte olmasi, idrar ve terin kiif ya da 6lii fare gibi
kotii kokmasi, yiirimede ve oturmada zorluk, gelisim ve zeka geriligi, agresif ve otistik
davranislar, hiperaktivite, dikkat eksikligi, beyin elektroensefalografisinde (EEG)
anormallikler, havale, kusma ve dermatolojik rahatsizliklar seklinde kendini gosterir
(Secgkin ve Erturan 1999, Uskun 2001, Yazgan 2003, Tanzer 2007, Cleary 2014,
Pimentel ve ark., 2014, Strisciuglio ve Concolino 2014, Liemburg ve ark., 2015).
Ozellikle cocukluk déneminde PKU yakindan takip edilmezse ve plazma Phe
konsantrasyonunun sik sik 6nerilen konsantrasyonun iizerine ¢ikmasina izin verilirse,
bu bir miktar geri doniistimsiiz bozulmalarla sonuglanir (Walter ve ark., 2002). Geri
doniisti olmayan hasari (6rn. norolojik bozukluk ve zeka geriligi) onlemek i¢in, PKU
tedavisi dogumdan sonra ilk 10 giinii iginde baglamali, (yenidogan tarama
programlar1 araciligiyla zamaninda tani konulmasini gerektirir) noropsikolojik ve
norobiligsel semptomlar1 kontrol etmek i¢in ise yasam boyunca siirdiiriilmelidir (van
Wegberg ve ark., 2017).

2.3.2. PKU'nin diinyada ve tiirkiyede goriilme sikhig

PKU, Kuzey Avrupa ve Kizilderili kokenli bireylerde daha yaygin olmasina ragmen,
tim etnik gruplarda da goriilen bir hastaliktir. Bu hastaligin Afro-Amerikan, Hispanik
ve Asya kokenlilerde goriilme sikligi daha diisiiktiir.  Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletlerinde PKU'nun genel prevalansi yaklasitk 10.000 dogumda 1 tespit
edilmektedir. Akraba evliliginin yaygin oldugu kiiltiirlerde daha yiiksek hastalik
insidans1 goriilmektedir. Ornegin Tiirkiye, Suudi Arabistan veya Gazze; yaklasik

3500-6500'de 1, olmasina ragmen Finlandiya gibi {ilkelerde bu insidans ¢ok daha
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diistiktiir 100.000'de 1'r (Smith ve ark., 1991). Diinyada ortalama her 50 kisiden birinin
PKU tasiyicist oldugu, ancak her iki tasiyicinin bir araya gelme ihtimalinin 1:2500
oldugu belirtilmektedir (Web-1, 2016). PKU'lu bireylerin ebeveynlerinde, fenilalanin
hidroksilaz enziminin tiretiminden sorumlu olan, biri saglikli, digeri ise kusurlu olmak
tizere iki gen bulunur ve her iki ebeveynden de kusurlu genleri alan ¢ocuklar PKU'lu
olarak diinyaya gelir. PKU hastalig1 tasiyicis1 olarak dogan, yani kusurlu genlerden
sadece birini tasiyan anne ve babalardan yalnizca saglikli genleri alan c¢ocuklar
tamamen saglikli dogarlar. Tasiyic1 anne ve babanin hasta ¢ocuklariin olma olasiligi
%25 olarak goriilmektedir (Koksal ve Gokmen, 2015). Sekil 2.8.°de PKU’nun
bireylere genetik olarak gecisi (otozomal resesif gen aktarimi) sematik olarak

verilmektedir.
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Sekil 2.8. PKU hastaliginin otozomal resesif genetik ¢aprazlama sonucu gegisi (Anonim, 2018).

Akraba evliliklerinin goriilme sikliginin yaygin olmasi nedeniyle Tirkiye klasik
fenilketoniiri insidansinin en yiiksek (1/4500) oldugu bir iilkedir (Giovannini ve ark.,
2007). Turkiye'nin en 6nemli tarama merkezlerinden Hacettepe Tarama Merkezi'nde
Gutbhrie testi ile 1.605.582 bebekten 383'iinde hiper fenilalanin (4000'de 1'e ¢cok yakin)
belirlenmistir (Ozalp ve ark., 2001). Tiirkiye'de akraba evlilikleri {izerine yapilan bir
arastirmada, akraba evliliklerinin en yiiksek oranda gortldigi bolge %33 ile Dogu

Anadolu Bolgesi olarak saptanmustir. Bu verileri %32.6 ile Karadeniz Bolgesi
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izlemektedir. Ege Bolgesinde bu oran %1.4 olarak goriilmistiir (Tabak, 2008).
Yapilan baska bir arastirmada akraba evliligi sonucu diinyaya gelen cocuklarda
genetik hastalik goriilme oran1 %10.7 iken, akraba olmayan ailelerin g¢ocuklarinda
hastalik oran1 %3.7 olarak belirlenmistir (Arslan, 2010). Bu baglamda, Tiirkiyede ve
birgok gelismis tilkede, PKU i¢in akraba evliliginden olan yeni dogan bebeklerde
tarama testleri zorunlu olarak yapilmaktadir (Basaran ve ark. 1992). T.C Saglik
Bakanligi 1993'de tiim Tirkiye kapsaminda fenilketoniiri tarama programini
baglatmistir. Tiirkiyede dort Yenidogan Tarama Merkezi vardir ve bunlar Hacettepe
Tip Fakiiltesi-Ankara, Istanbul Tip Fakiiltesi-Istanbul, Dokuz Eyliil T1ip Fakiiltesi-
Izmir, Cumhuriyet Tip Fakiiltesi-Sivas'dir (Anonim 2017).

Tiirkiyede ve tiim diinyada PKU’nin kabul goren tedavi sekli tan1 koyulduktan hemen
sonra disiik proteinli gidalarla beslenmektir. Bu baglamda, proteini ve Phe' ni
azaltilmis iiriinlere ulasmak ve temin etmek énem arz etmektedir. Ulkemizde sadece
belli markalar tarafindan {iretilen veya yurtdisindan getirilen diisiik protenli tirtinler
PKU hastalarina ulasilabilmektedir. Ne yazik ki, PKU' lu hastalar igin iiretilmis
tamami ithal olan bu ftrinlerin fiyatlarinin son derece yiiksek olmasi, hastalarin

kolaylikla bu tirinlere ulasimini engellemektedir (Giiney, 2019).

2.4. Fenilketoniiri (PKU) Hastalar I¢in Tedavi Yontemleri

PKU tedavi edilebilir bir hastaliktir: erken ve siirekli olarak tedavi edilen PKU
hastalarinin ergenlik ¢caginda normal bir entelektiiel seviyeye (1Q) sahip olmasi igin
sik1 bir diyete uymalar1 zorunludur (Burgard, 2000). Yani, dogumdan sonra yasamin
ilk birkag haftasinda uygulanan, yasam boyunca siirdiiriilen ve yenidogan taramast ile
belirlenen Phe kisithi terapotik diyet PKU'nun en siddetli klinik belirtilerini
iyilestirdigi tespit edilmistir (Scriver ve Kaufman, 2001). Bu baglamda, Ulusal Saglik
Enstitiisii (NIH) 2000 yilinda PKU'nun taranmasi ve yonetiminde ilk ulusal Uzlasi
Beyannamesi'ni gelistirerek, kan Phe konsantrasyonunun 12 yasin altindaki ¢ocuklar
icin 120-360 pmol/L (2-6mg/dL), daha biiyiik ¢ocuklar i¢in 120-600 pmol/L (2-10
mg/dL), gebe kalmadan ii¢ ay dnce ve gebelik boyunca 120-240 umol/L (2—6 mg/dL)

araliklarinda olmasimi1 6nermistir (Bowersox, 2000). Sonug ihtibari ile, PKU
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tedavisinin ana hedefleri kan Phe konsantrasyonunu giivenli smirlar i¢inde tutarak
(yani 120-360 mmol/L; hamile kadinlar i¢in 120-240 mmol/L) zeka geriligi 6nlemek,
yetiskinlik boyunca normal biiyiimeyi ve normal yasami saglikli bir sekilde
saglamaktir (Scriver ve ark. 1995). Saglikli yeni dogan bebeklerde kan fenilalanin
konsantrasyonu 2 mg/dL (120 umol/L) oranindan daha diisiik olmaktadir (Blau ve ark.,
2014). Bu bakimdan, fenilalanin oran1 2-10 mg/dL (120-600 pmol/L) araliginda olan
bireyler hiperfenilalaninemi, 10-20 mg/dL (600-1200 pmol/L) arliginda olanlar orta
dereceli PKU, 20 mg/dL (1200 pumol/L) degerinden daha yiiksek olan bireyler ise
klasik PKU hastasi olarak tanimlanmistir (Kara 2012, Trunzo vd 2015).

PAH aktivitesi kisiden kisiye degisir, bu nedenle PKU tedavisinde diyet alim1, agirlik
ve giinliik serum fenilalanin seviyeleri tedavi planin bireysellestirilmesinde 6zelikle
onemlidir (Sullivan ve Chang, 1999). Cocukluk ve ergenlik doneminde siirli PKU
tedavisi ile fenilalanin diyeti uygulayan hastalarda bu tedaviyi birakan hastalar
arasinda yapilan bir karsilagtirmada mental bozukluk, hiperaktivite, hipoaktivite ve
bas agrisi oranlarinda azalma tespit edilmistir. Yapilan karsilastirmada, tedavinin
dogum giinlerinde baslarsa daha iyi zihinsel islevsellige yol agtigini, ancak tedaviye 3
yasindan sonra baglanirsa ¢ok az klinik fayda elde edildigini rapor edilmistir. Ayrica
hasta biiylidiik¢e, sindirilen fenilalanin yiizdesi artar ve metabolize olmaya devam
eder, daha az birikir bu yiizden ergenlik doneminde de tedaviye devam edilmesi

bireyler i¢in ¢ok biiyiik fayda saglar (Waisbren ve ark., 2007).

Bu baglamda, PKU hastalar i¢in, gen tedavisi, enzim tedavisi ve diyet tedavisini
iceren lig teatral veya pratik tedavi tiirii gelistirilmistir. Gen terapi heniiz arastirma, test
asamasindadir ve diger tedavi yontemleri basarisiz olmadigi siirece uygulanma
olasilig1 disiiktiir (Fang ve ark., 1994). Enzim terapi ise ¢ok uzun ekstraksiyon ve
saflastirma adimlarini igeren uzun ve hassas enzim iiretim prosediirii nedeniyle zaman
alict ve pahalidir. Enzim tedavisi, PAH enziminin degistirilmesiyle veya fazla
fenilalanin'i parcalamak i¢in baska bir enzimle ikame edilerek yapilmaktadir
(Sarkissian ve ark., 1999). Diisiik fenilalaninli diyet tedavisi 1950'lerde baslatilmis
(Bickel ve ark., 1953; Armstrong ve Tyler 1955) ve dogru bir sekilde tedavi edilen

hastalarda zeka geriligini onledigi tespit edilmistir (MacCready 1974; Scriver ve
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Kaufman, 2001). Ilk yillarda &zel diyet en erken 3-4 yaslarinda aralikli olarak
uygulanmus, daha sonra siirekli diyet tedavisinin ¢ok daha yiiksek etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Bugiin 6miir boyu Phe kisitli diyetle beslenme politikasi tiim diinyada
kabul edilmekte ve uygulanmaktadir (van Calvar, 2012).

PKU diyet tedavisinde besin gereksinimleri i¢in 3 yoldan biri izlenebilir:

1 Giinliik verilen Phe miktar1 sinirlart icinde 10 g'dan az protein gereksinimi
saglanacak sekilde protein ve fenilalanin i¢erigine dayali gida tiiketimi

2 Protein agisindan dogal olarak ¢ok diisiik Phe i¢eren gidalarin serbest alimi

3 Fenilalanin igermeyen, eser mineraller, vitaminler ve tiim L-AA'lar1 igeren

proteinler veya peptitler igeren besin takviyeleri (MacDonald ve ark., 2011).

Sonug ihtibarile, PKU diyeti i¢in kullanilan besin takviyeleri, ya tamamen fenilalanin
icermeyen veya diisiik miktarlarda fenilalanin i¢eren, ayn1 zamanda oligopeptitleri ve
protein hidrolizat1 igermeyen dengeli bir serbest sentetik AA karisimini i¢ermelidir
(Lara ve ark., 2005). Bu ise, protein esdegerlerinin %50 ila %90'in1, vitaminlerin ve
eser elementlerin %90 ila %100Wini ve gerekli enerjinin %50 ila %70'ini

saglamaktadir (Lopes ve ark., 2006).

Et ve et driinleri, deniz triinleri, yumurta, siit ve siit iriinleri, kabuklu yemisler ve
ekmek gibi protein agisindan zengin besinler (Waisbren ve ark., 2007) ve aspartam
iceren iceceklerin yani sira soya, un, bira gibi gidalar PKU’lu bireyler igin yasak
ariinlerdir (Giovannini ve ark., 2012). Sadece rafine seker, yag, nisasta Phe icermeyen
gidalardir ve bu iriinlere herhangi bir limit koyulmaz (Sullivan ve Chang 1999).
Fenilalanin eksikligi olan insanlar i¢in formiile edilmis gidalar yalnizca seker ve sekere
dayali igecekleri veya yag bazli gidalari igerirse, bu iriinlerin biiyiik miktarlarda
tiiketilmesi tiiketigiler i¢in ¢cok zor olacaktir ve bu sebeple de tavsiye edilmez (van
Calcar ve Ney 2012).
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2.4.1. Fenilketoniiri (PKU) hastalari i¢in gida iiretim metotlari

PKU hastalar1 i¢in formiile edilmis gidalar 2 farkli sekilde tiretilir:

Baz1 yiyecek ve icecekler oOzelikle fenilalanin hari¢ tim besin takviyelerini
icermektedir. Bu gesit triinlere: tiikketime hazir gidalar, barlar, su veya meyve suyu
gibi bazi igeceklerle karistirilarak hazirlanan tozlar olmakla farkli sekillerde mevcut

tiriinleri 6rnek vere biliriz (van Calcar ve Ney 2012).

Bazi iirtinler ise fenilalanin icerigini azaltmak i¢in modifiye edilmis tirtinlerdir. Bu tip
gidalar, protein igeriginin hidrolize edilmesi veya diisiik fenilalanin igeren protein

ikamelerinin kullanilmasiyla tiretilmektedir (van Calcar ve Ney 2012).

Modifiye edilmis gidalarin giinliik tiikketimine yalnizca minimum miktarda izin verilir
ve bu triinler PKU bireylerinin tiketmemesi gereken geleneksel iiriinlerin yerini
almaktadir. Bu tirtinlere et ve peynir ikameleri, pilav, makarna, kurabiye, ekmek, pizza
hamuru ve kraker gibi unlu mamuller, un ve fistik ezmesi gibi gidalar1 6rnek verebiliriz
(van Calcar ve Ney 2012).

Fenilalanin icermeyen veya diisiik fenilalaninli proteinler ve peptitleri i¢eren gidalar,
yalnizca temel amino asitleri saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda gidalarda gesitlilik
saglamak i¢in gereken fonksiyonel 6zellikleri de verir (van Calcar ve Ney 2012). Bu
nedenle PKU tedavisinin temel tasimi Phe igermeyen L-amino asit takviyeleri
olusturan diisiik Phe igeren diyet olusturur. Bir ok PKU merkezleri, alternatif diyet
takviyeleri olarak kazein glikomakropeptid (GMP) veya biiyiik ndtr amino asitler
(LNAA) kullanmaktadir (Blau ve van Spronsen, 2010b).

Erken bebeklik doneminde bireylere Phe gereksinimlerini karsilamak igin anne siitii
veya standart bebek formiilleri verilir. Kati gidalarin (siitten kesme) baslangicina kadar
her iki tiriine Phe icermeyen L-AA bebek mamas1 diger beslenme gereksinimleriyle
bireysel toleransa gore seyreltme yapilarak katilir (Rosha ve MacDonald, 2016).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesik Krallik Beslenmeyle ilgili Bilimsel Danisma



37

Kurulu (2018), siitten kesmenin 6 aylikken (=26hafta) baslamasi gerektigini tavsiye
etmektedir (Thomas ve Anne, 2018). Alternatif olarak, Avrupa Pediatrik
Gastroenteroloji Hepatoloji ve Beslenme Dernegi (ESPGHAN), 17 ila 24 hafta
arasinda siitten kesmeyi dogru oldugunu savunmaktadir (Agostoni ve ark.,2008).
PKU'lu bebekler zaten ilk zamanlardan ihtibaren Phe'siz L-AA bebek mamasi seklinde
tamamlayic1 gidalara maruz kaldigindan, siitten kesmenin baslamasi i¢in kesin yas

halen tanimlanmamistir (McDonald ve ark.,2012).

Birka¢ yil 6ncesine kadar beslenme uzmanlarinin, aragtirmacilarin ve fireticilerin
temel hedefi PKU’lu hastalar1 mental yavaslamaya karsi korumakti. Bu baglamda
sadece Phe amino asidi ve protein miktar1 lizerine diyet planlari ve iiretimler
yapilmaktaydi. Giiniimiizde ise PKU lu hastalar igin hazirlanan veya iiretilen tiriinlerin
diisiik Phe icermelerinin yanisira yeterli diizeyde enerji ve mikro besin 6gelerini de
kapsayan, hastalarin yasam Kalitesini arttiran {irinler {izerinde durulmaktadir
(Pimentel ve ark., 2014). Ozellikle Glikomakropeptid (GMP), Phe igermeyen amino
asit (AA bazl) gidalarin tiretimi i¢in uygun olan bir peptittir. Yapis1 64 AA'dan olusur
ve peynir altt suyundaki protein igeriginin %15 ila %20'sini olusturan
glikofosfopeptittir. GMP, igerigindeki tirozin, triptofan ile ve ozellikle de fenilalanin
gibi aromatik AA'lari icermeyen benzersiz bir AA profiline sahiptir, ancak treonin ve
izolosin orani oldukga yiiksektir (Etzel 2004). GMP, asitlerde ¢oziiniirliik (izoelektrik
noktas1 = 2.8), kopiik veya jel olusturma, pudingler ve i¢ecekler gibi yar1 kat1 tirtinleri
kullanima uygun hale getiren uygun 1s1 stabilitesi gibi fonksiyonel bir takim 6zelliklere
sahiptir. GMP ile iiretilen ¢ikolatali igeceklerde, bu peptit siit lezzetini kamufle etmeye
yardimcei olarak ¢ikolata lezzetini arttirir (Lim ve ark., 2007). Giiniimiizde, GMP'den
farkli puding tiirleri, atistirmaliklar, sisirilmis tahillar, icecekler, krakerler ve salata

soslart igeren diger gida {irlinleri ve igecekler tiretilmistir (van Calcar ve Ney 2012).

1953 'te baska bir alternatif gida tiretim metodu gibi diyet fenilalanin kisitlamasinin
tistesinden gelmek amaciyla biiyiik notr amino asitler (LNAA) ile tedavi yontemi
gelistirildi. LNAA' ler 16sin, izoldsin, teronin, tirozin, metionin, triptofan, valin ve
histidin gibi fenilalanin disindaki temel AA'lart igerir. LNAA tedavisi, AA profillerini

iyilestirerek, dopamin ve serotoninin onciileri olan kandaki tirozin ve triptofan
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konsantrasyonlarini artirmaya yardimci olur (Koch ve ark., 2003). Yapilan bir
arastirmada, LNAA takviyesinin PKU'lu bireylerde noropsikolojik semptomlar1 ve

elektroensefalografik anormallikleri iyilestirdigi tespit edilmistir (Yano ve ark., 2012).

Bazi hastalar farmasotik bir saperon (sapropterin dihidrokloriir olarak regete edilir)
gorevi goren BH4'e yanit verir ve bu sebeple BH4 ile tedavi edilir. PKU'nun BH4 ile
tedavisi, 1999'da Kure ve arkadaglarinin raporuyla baslayan yeni bir yaklasim
olmustur (Kure ve ark., 1999). PAH enzimi i¢in gerekli olan kofaktér BH4 tedavisinin
PKU hastalarinda kan fenilalanininde %30 azalmaya yol actig1 tespit edilmistir.
Hastalarda BH4 tedavisine yanit degiskendir ve genellikle hafif formda bir PKU
teshisi konan hastalarda pozitif yanit gézlemlenmistir (MacLeod ve Ney 2010).

Ote yandan, PKU diyetleri ile birlikte, son zamanlarda kullanilan PAL(phenylalanine
lyase) oral tedavisi PKU yonetimi i¢in istifade edilen diger bir yoldur. PAH'in aksine,
oral tedavide PAL kofaktore ihtiyag duymadan Phe'i metabolik olarak simirl
miktarlarda trans-sinnamik asit ve amonyaga doniistiiriir. Boylelikle de, bu trans-
sinnamik asidin benzoik aside ve ardindan hippurata doniistiiriilmesi ile sonuglanir ve
idrarla hemen atilmasina yol agar. PAL, kandaki fenilalanin konsantrasyonunu
diizenler ve Phe hidrolize eder. Bu nedenle, oral PAL ve disiik protein seviyesi ile
kontrollii diyet kombinasyonu diyet fenilalanininde de ciddi sinirlama olmaksizin in
vivo Phe konsantrasyonunu kontrol edebilmektedir (Sarkissian ve ark., 1999). Ancak,
oral yolla verilen PAL enzim miktarinin fazla olmasi ve bazi bireylerde enzimin
intestinal proteazlara karsi hassasiyet gostermesi sebebiyle bu tedavi yonteminin
yeterli etki gostermedigi bazi arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir (Lam ve ark.,
2008; Goldson ve ark., 2008; Cliff ve ark., 2016).

Sonug ihtibari ile, hastalarda farkli yontemlerle iiretilen PKU gidalarina Kkarsi
baglilik, diyetteki kalsiyum, demir, selenyum, ¢inko, kolesterol, doymus ve ¢oklu
doymamis yaglar, taurin, karnitin ve C, B2, B6, B9 (folat), B12, A, D ve E
vitaminlerini azalmasina sebep olur. Bunun nedeni, saglikli pediatrik popiilasyona
gore hastalarda daha yiiksek oranda karbonhidrat ile beraber hayvansal gidalarin sinirl

miktarda tiiketimidir. Bu nedenle, giinliikk mikro besin takviyesine ve diyet i¢in uzun
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stireli talimatlara ciddi bir ihtiya¢ vardir. Ama uzun soluklu ve basarili diyet yonetimi
PKU hastalari i¢in oldukg¢a zorlayicidir. Bu zorlugun 6nemli nedenleri PKU lu hastalar
icin iretilmis gida ¢esidinin az, maliyetli ve organoleptik agidan zayif olmasidir
(Soltanizadeh ve Mirmoghttadaie, 2014). Buna ragmen, 6zel diyet {irinlerinin
gelistirilmesi ve bulunabilirliginin artmasi ile birlikte PKU’lu hastalar igin tiretilmis
gidalarin kiiresel pazarmin olusmasi miimkiindiir. Bundan dolay1 diyet y6netimi

konusunda uluslararasi fikir birligine ihtiyag¢ vardir (Ahring ve ark., 2009).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kakaonun yapisindan ve kakao tozu iiretiminde kakao cekirdegine uygulanan isil
isleminden dolay1 kakaonun suda ¢oziiniirliigiiniin diisiik oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple, arastirmada materyal olarak kullanilan Cacao Barry, Barry Callebaut (Fransa)
markasinin ¢ekirdeklerinden elde edilen kakao tozu Eskisehirden temin edilmistir
(Sekil 3.1.).

©
DAEEY;

Sekil 3.1. Caco Barry (Extra Brute), Ham kakao tozu.

3.2. Metot

3.2.1. Kullamlan arac ve gerecler

Bu calismada, sprey kurutucu (biichi B-290, Biichilabortechnik AG, Flawil, Isvicre)
ve cikolata yapimi i¢in melanjor (Santha) kullanilan baslica cihazlardir. HPLC
(Hitachi Lachrom Elite, L-2130 HTA pompa, floresans dedektor (Hitachi Chromaster
5440), 3,5um ¢apinda Kromasil 100 C18, L-2300 kolon firim), etiiv (Elekro-Mag M
6040 BP), pH metre (Toledo), kontak termometrli elektronik isticili manyetik
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karistirict (IKA ETS-D5), 1sticili manyetik karistirict (MS300HS ),sogutmali santrifuj
cihaz1 (Hettich Universal 320R), ¢alkalamali su banyosu (JSR JSSB-30T), vortex
(Labtech LVM-202), elek (Jeotest 4.0 laboratory test Sieve), hassas terazi (OHAUS
EX324), filtre (ChromofilXtra Pet 45/25 0,45 um), spektrofotometre (Shimadzu
UVmini-1240), rotary evaporator (Buchi R-3), soxhlet yag tayin cihaz1 (Eflab), mikser
(Fakir-Mezza plus), ultrasonik banyo (BandelinSonorex, RK 100H) analiz igin

kullanilan diger cihazlardir.

3.2.2. Kullamlan kimyasal ¢ozeltiler

Asagida nasil hazirlandigi belirtilen ve ¢alismada kullanilan tim kimyasal malzemeler
Sigma-Aldrich ve Merck’den tedarik edilmistir.

Ayrica bu ¢alismada kullanilan enzimler, Amilaz ag 300 | (300 AGU / mL), Viskozim
L (>100 fbgu / g) ve Alkalaz (2.4 AU / g) Novozymes Enzim Dis Ticaret Limitet
Sirketin'den saglanmustir. (Istanbul, Tiirkiye).

- %75’lik Metanol Cozeltisi: 750 mL metanol balon jojeye aktarilmis ve tizerine

distile su aktarilarak 1000 mL’ye tamamlanmustir.

- DPPH Cozeltisi: 5 mg DPPH, % 75’lik metanol ¢ozeltisi kullanilarak 250

mL’lik balon jojeye tamamlanmustir.

- 2M Fosforik H;P0O, Cozeltisi: 22.25 ml fosforik asit 500 mL’lik balon jojede

saf su ile hacim ¢izgisine tamamlanmuistir.

- 2M Ca(OH), Cozeltisi: 37.05 g Ca(OH), 500 mL’lik balon jojede saf su ile

hacim ¢izgisine tamamlanmistir.

- Folin Ciocalteau Reaktifi: Satin alindig1 sekliyle analiz i¢in kullanilmistir.
- %20’lik Sodyum Karbonat (Na2COs) Cozeltisi: 20 g sodyum karbonat
(Na2CO0:s) tartilarak 100 mL’ye distile su ile balon jojede tamamlanmustir.
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- -1,5 mM Demir Il Siilfat (FeSO4) Cozeltisi: 41,703 mg FeSO4, 100 mL’ lik

balon joje kullanilarak hacim ¢izgisine distile su ile tamamlanmstir.

- 40 mM Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi: %37’lik HCI’ den 340 uL alinarak

100 mL’ye distile su ile tamamlanmustir.

- -10mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-Triazine) Cozeltisi: 156,15 mg TPTZ 50
- mL’lik balon jojeye aktarilmis ve 40 mM HCI ¢ozeltisi ile tamamlanmustir.

- FRAP Reaktifi: Hazirlanan TPTZ, FeCls ve asetat tamponu ¢6zeltileri

- sirastyla 1:1:10 oraninda karistirilarak reaktif hazirlanmistir.

- Gallik asit standard stok ¢ozeltisi: 5 mg gallik asit, 10 mL %75 metanol
cozeltisinde coziindiiriilmiis ve gerekli seyreltmeler yapilarak kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.

- FeS0s standard stok ¢ozeltisi: 10 mg FeSO4, 10 mL %75 metanol ¢6zeltisinde
cozlindiiriilmiis ve gerekli seyreltmeler yapilarak kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

- Troloks standard stok ¢ozeltisi: 5 mg troloks, 50 mL %75 metanol ¢ozeltisinde
cozlindiiriilmiis ve gerekli seyreltmeler yapilarak kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

3.2.3. Diisiik proteinli kakao tozu iiretimi

Diisiik proteinli kakao tozunun iiretim asamalar1 Sekil 3.2."de gdsterilmistir. i1k olarak
kakao tozunun yagini1 uzaklastirmak amaciyla, kakao tozu hekzanla muamele edilmis
ve iki dakika boyunca manyetik karistirici tizerinde karistirilmigtir. Olusan karigim
yarim saat boyunca calkalamali su banyosunda 25°C, 75 rpm'de ¢alkalanmistir. Bu
islemin ardindan tiipler 5 dakika, 25°C, 9000 rpm' de santrijiijlenmistir. Santrifiijlenen

karisimin siipernatant kismi almarak tiiplerdeki pellet kismima aym islem iki kez
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tekrarlanmigtir. Tekrarlanan islemlerden sonra, en son tiipte kalan pellet 30°C'de
etiivde bir giin boyunca kurutulmaya birakilmistir. Tam kuruyan topak halindeki kakao

parcaciklari bir elek yardimiyla elenmistir.

Olusan yagsiz kakao tozunun protein i¢erigini azaltmak amaciyla, dncelikle kakaonun
¢Oziinlrliigi arttirilmistir. Bunun i¢in  Leclerc’in  (2009) yaptig1 ¢alismadan
yararlanilmigtir. Proteini azaltilmis kakao tozunu (PK) itiretmek amaciyla kontrol
kakao tozu (K) bir sira iglemlerden gecirilmis, son olarak piiskiirterek kurutmaya tabii
tutulmustur. Bunun igin, ilk olarak kakaonun hasas tartimi yapilmis ve saf su eklenerek
sicaklik 55°C olucak sekilde bir saat manyetik karistirici tizerinde karistirilmistir. Sulu
kakao stispansiyonun pH’1t 2M fosforik asit (H;PO,) yardimiyla 7.5’den 6.0’ya
getirlimis ve 10 g Amilazla (AG 300 L, Novozymes) muamele edilmistir. Bu karisim
i¢c saat boyunca manyetik karistirici tizerinde 55°C ’de karistirilmigtir. Amilaz AG
300 L enzimi, Aspergillus Nijer susundan iretilen bir mantar glukoamilazdir.
Nisastada 1.4-alfa baglarinin ve 1.6 alfa baglarmin hidrolizini katalize eden bir
nisasta bozucu enzimdir (Kumar ve Duhan, 2011). Daha sonra, karisim 15 dakika,
25°C, 9000 rpm' de santrifiijlenmistir. Santrifiijlenen karisimin siipernatant kismi
alinarak bir kapta toplanmus, tiiplerdeki pellet kismu ise bir giin boyunca -18°C’de
buzlukta bekletilmistir. Ertesi giin buzluktan ¢ikarilan donmus pellete 100°C’deki saf
su eklenerek 1sil sok uygulanmistir. Isil sok uygulanan siispansiyon yarim saat
manyetik karistirct ile karistirilirmis ve 30-40°C kadar  sogutulduktan sonra,
kondenser altinda ii¢ saatlik siire ile kaynatilmistir. islem bittikten sonra karisim cam
siseye toplanarak bir giin boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ertesi giin karigimin
sicakligi 60°C, pH:6.0 olacak sekilde ayaralanarak, 10 g Viskozim (>100 fbgu / g,
Novozymes) ile muamele edilmistir. Viskozim, beta glukanaz, hemiseliilaz, arabinaz,
ksilanaz, seliilaz aktivitelerine sahip  bir hiicre duvar1 bozucu multi enzim
kompleksidir (Akin ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2009). Karisim 60°C ii¢ Saat
boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Ug saatin ardindan karisimin sicaklig
55°C’ye digiiriilerek 2M kalsiyum hidroksit Ca(OH), yardimiyla pH:7.0’ye

ayarlanmistir.
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Daha sonra, 10 g hassas tartim1 yapilan ¢ok yonlii endoproteaz olan Alkalaz (2.4 AU /
g, Novozymes) eklenerek manyetik karistiricida ii¢ saat boyunca karistirilmustir.
Alkalaz, Bacillus licheniformis'ten elde edilen bir serin endopeptidazdir ve gida
endiistrisinde proteinleri hidrolize etmek, proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini
gelistirmek ve farkli tirtinler yapmak igin kullanilir (Li ve ark., 2016a; Bhaskar ve
ark., 2019; Tacias-Pascacio ve ark., 2020).

Ug saatlik siirenin sonunda, kakao siispansiyonun sicakligi enzimi inaktif etmek
amaciyla 95°C ’ye ¢ikarilmig ardindan oda sicakliginda sogutulmustur. Karigim 15
dakika, 25°C, 9000 rpm’ de santrifiijlenerek siipernatant kismi ayrilmig, ardindan ilk
enzim muamelesi sonucu toplanmis siipernatant ile birlestirilmistir. Ardindan bir giin
bekletilen karisim 2M fosforik asit (H;P0,) yardimiyla pH:3.5’¢ diisiirtilmiistiir Daha
sonra santrifiijlenen soliisyonun st faz1 alinmis ve 2M kalsiyum hidroksid Ca (OH):
yardimiyla pH:7.0’ye getirilmis ve 20 dakika, 15°C, 9000 rpm'de iki kez art arda
santrifiijlenmistir. Olusan kakao soliisyonunu kurutmak igin piiskiirterek kurutma

yontemi uygulanmustir (Sekil 3.2.).
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Eakao togu
(protedn irerisl %417.8)

Kakao torundan yagin
nzaklzghinbman

Elontral kakezo tozuann
sulu suspansiyam (1:100

Amilzz'la anzimak
Cizinmeyen nnm mynamele (35°C, 3 zaaf) Comimiir knsm
Tzn gobon (3 saat
kaymama)
Vizkozim'le enzimatik
nmarmela (§0°C, 3 zaat)
Alkalar'la enzimatil o
mmamela (35°C, 3 zaat) Gz zlena
kambinasyono
Tzoelektrik goktinne

(oH 3.5, IM(H,B0,)

Iitr hale getinne
(pH 7.0, 2Ca(0H),)

Spray kruma

Sekil 3.2. Proteini azaltilmig kakao tozunun tiretim asamalari.

3.2.3.1. Piiskiirterek kurutma

Kakao soliisyonunu kurutmak igin Maltodekstrin (MD) kullanilmigtir. Kakao
solisyonunu 1: 1 (maltodekstrin: kakao ¢06zeltisi) oraninda sprey krutma igin
hazirlanmistir. 11k olarak MD su igerisinde tamamen ¢6ziilmiis, daha sonra bu ¢ozelti
icerisine kakao soliisyonunu ilave edilmis, elde edilen ¢ozelti 15 dakika
kanistirllmigtir. MD, ozelikle sprey tip krutucularda (spray dryer) krutmanin
kolaylagmasi, iirliniin raf dmriiniin uzatilmasi, aym1 zamanda ¢oziinlirliglin ve sivi
fazlarda emiilsiyon yapma 6zelliginin artirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Alexander ve
Maltodextrins 1992). Sprey kurutma i¢in , mini bir sprey kurutucu biichi B-290
(Biichilabortechnik AG, Flawil, Isvicre) kullanilmistir. Piiskiirterek krutma icin, cihaz
sirastyla besleme hizi 8.0 ml / dak, hava akis hiz1 480 | / saat , set sicakligi 160°C ve
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aspirator debisi % 100 olarak programlanmistir. MD’nin kakao ¢ozeltisine ve diger
kosullara oranlar1 6nceden yapilan denemelerle belirlenmistir. Piiskiirtiilerek kuruyan
karisim toz haline getirildikten sonra, PK hava ge¢irmez plastik torbalarda

toplanmustir.

3.2.4. Laboratuvar analizleri

3.2.4.1. Coziiniirliik analizi

Suda ¢6ziinmeyen kuru madde miktariin belirlenmesi amaciyla 6rneklerin  hassas
terazide 2.5 g tartimi yapilmigtir. Numuneler iki ayr1 100 ml’ lik bir balon jojeye
aktarilmis ve her biri 25 ml saf su ile tamamlanarak manyetik karistici iizerinde 30
dakika siire ile karistirilmigtir. Her iki numunenin filtre kagidindan gegirilmek
suretiyle siiziilmesi saglanmistir. Daha sonra filtre kagidi iizerindeki kalintilarla
birlikte kurutma kaplarina alinarak 105°C’de 5 saat etiivde kurutulmustur. Etiivden
¢ikarilan numuneler desikatore alinarak sogutulmus ve hassas tartimi yapilmustir.
Numulerin ¢oziintirliikk analizi, % suda ¢6ziinmeyen kuru madde miktar1 hesaplanarak
belirlenmistir (Gamli, 2015).

(T2-T1)x 100

Suda ¢oziinmeyen kuru madde miktari (%) = S

N: numune agirligi, g
T2:filtre kagid1 + kalint1 miktari, g
T1: filtre kagidinin darasi, g

3.2.4.2. Seker analizi

Seker tayini igin, Serpen ve Gokmen (2009) tarafindan belirlenen yontem
kullanilmistir. Sprey kurutma 6ncesi elde edilen kakao 0.45 pm naylon filtrelerden
gegirilerek, viallere doldurulmus ve dolgu maddesinin ¢ap1 5 um, i¢ ¢ap1 4.6 mm ve
uzunlugu 250 mm olan HPLC kolonuna (GL sciences, Inertsil NH2, Tokyo, Japonya)
enjekte edilmistir. Analiz igin, mobil faz olarak asetonitril:su (85:15) ¢ozeltisi
kullanilmus, kolon sicakligi 40°C, mobil fazin akis hiz1 0,8 mL/dak ve enjeksiyon
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hacmi ise 10 pL olarak belirlenmistir. 0-1000 ppm araliginda glukoz ve fruktoz
standart ¢ozeltileri hazirlanarak Kalibrasyon egrileri olusturulmustur (R%giukez=0,993,
R2frukioz=0,990). Cikolata 6rnekler ii¢ defa analiz edilmis, ortalama degerler kullanilmis
ve sonuglar, kg kuru maddede g olarak ifade edilmistir (Anese ve ark., 2009).

3.2.4.3. Protein analizi

Bu calismada, protein igerigini belirlemek amaciyla, kjeldahl (keldal) yontemi
kullanilmistir. Orneklerde organik bilesikler halinde bulunan azot katalizér esliginde
derisik H2SO4 ile yas yakma islemi sonucunda indirgenerek amonyum azotu haline
donitistirtilmiis, ¢ozelti baziklestirilmis ve agiga ¢ikan NHs damuatilip standart bir asit

¢ozeltisinde toplanmus, titrasyonla miktari belirlenmistir.

Ik olarak drneklerin hassas tartimi yapilmis (1.0£0.001 g), yakma tiipiine konulmus,
tizerine 1 adet katalizor tablet yakma tuzu (Merck) 20 mL ve HSOs eklenmistir.
Yakma tiipleri yakma setine konularak, 200-250°C arasinda 15-20 dakika 6n yakma
yapilmis daha sonra 380°C derecede 30-45 dakika asil yakma islemine baglanilmistir.
Once koyu renk olan ¢ozeltide berrak renk olustuktan sonra yakma islemine 420°C’de
30 dakika daha devam edilmistir. Yakma islemi bittikten sonra tiipiin yaklasik 40°C’a
kadar sogumasi igin 10-15 dakika beklenmis ve 40 mL damitik su vasitasiyla tiipiin i¢

yiizeyindeki kalintilar yikanarak temizlenmistir.

Calismada, 500 ml’lik bir erlenmayere, distile su ile hazirlanmis % 4’lik H3BO3
¢ozeltisinden 50 mL kadar eklenmistir. Ardindan iizerine 4-5 damla Indikator Cozeltisi
(100mg /100 ml metilen kirmizisi ile 200 mg /100 ml metilen mavisi) ilave edilmis ve
damitma cihazimin sogutucusunun altina yerlestirilmistir. Yakma tiipii cihazindaki
yerine yerlestirilmis, daha sonra {iizerine saf su ile hazirlanmis %40’lik NaOH
¢ozeltisinden 75 mL eklenerek damitmaya baglanmistir. Calismada, olusan amonyum

borat miktari, 0,1 N H2SOj4 ¢ozeltisi ile titrasyon sonucu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, azot igerigi, kiitlece yiizde olarak belirlenmis, daha sonra 6,25 faktori

ile garpilarak protein miktar1 hesaplanmistir (Cemeroglu, 2010).
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-V, xNx00.14

%Azot Miktar1 (g/100g) =2 x 100 (3.2)

%Protein Miktari= % Azot miktar1 X 6.25 (3.3)

O= Ornek miktar (g)

V1= Esas deneme i¢in titrasyonda harcanan 0.1 N H2SOs miktar1 (mL)
V2= Sahit deneme igin titrasyonda harcanan 0.1 N H,SO4 miktar1 (mL)
N= Titrasyonda kullanilan H2SO4 ¢ozeltisinin kesin normalitesi

3.2.4.4. Amino asit profil analizi

Her iki ¢ikolata numunelerinin amino asit profillerinin tespitine yonelik amino asit
konsantrasyon &lciimleri SUBITAM laboratuvarinda, LCMS/MS sistemiyle
gergeklestirilmistir. Bu cihaz vasitasiyla iki farkli kakao orneklerinin amino asit
profilinin belirlenmesinde uygulanan yontem, Bilgin ve ark. (2018) tarafindan hamsi
balig1 eti igin rapor edilen yontemdir. Analiz igin, bes farkli konsantrasyondaki
standartlar1 i¢eren kalibrator seti, kararli izotop etiketli i¢ standart karisimi, mobil
fazlar, reaktifler, kromatografik ayrim ve kiitle dedeksiyon metod parametreleri ile,
asidik hidroliz prosesinin dahil oldugu modifiye numune hazirliginin bulundugu Jasem
LC-MS/MS amino asit analiz kiti kullamilmistir. Hedef amino asitlerin
konsantrasyonu, elektrosprey iyonizasyonu (ESI), temelli ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) modu kullanilarak tespit edilmistir. ilk asamada ¢ikolata drnekleri, hidroliz
prosesi i¢in, 0,5 g miktarinda vida kapakli cam bir tiipe alinmis ve tstiine 4ml reaktif
2 eklenerek 110°C’de 24 saat boyunca hidroliz reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Hidrolizat oda sicakligina ulastiginda 4000 rpm’de 5 dakika i¢inde santrifiijlenmistir.
Ardindan,100 pl siipernatant bir viale aktarilarak distile suyla Iml’ye tamamlanmis ve
bu seyreltme bir kez daha tekrarlanarak, numunenin 800 kat seyreltilmis hidrolizati
elde edilmistir. Daha sonra, hidroliz prosesini takiben kit numunesi hazirlanmistir.
Bunun ig¢in 50 pl seyreltilmis hidrolizat numune vialine transfer edilmis ve iizerine
sirastyla, 50 pl kararli izotop etiketli i¢ standart karisimi ile 700 pl reaktif-1 ilave

edilmis ve karisim 5 saniye boyunca vortekslenmistir. Hazirlanan tiim numuneler
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yukarida belirtilmis prosediirler dogrultusunda LC-MS/MS sistemine enjekte

edilmistir.

3.2.4.5. Antioksidan analizleri i¢in 6rneklerin ekstraksiyonu

Cikolata orneklerinin antioksidan aktivite igerigi, DPPH radikal siipiirme aktivitesi,
demir iyonu indirgeme potansiyeli (FRAP) ve toplam fenolik madde (TFM) tayini
yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite analizlerinde 6rnek
ekstraksiyonu igin, Capanoglu ve ark. (2008) tarafindan gelistirilen yontemler
modifiye edilerek kullanilmistir. Analiz i¢in, 2 KKC ve 4 gr PKC (1:1 Maltodekstrinle
muamele edildigi i¢in) deney tiiplerine tartilmig, 3 ml %75°lik metanol ¢ozeltisi
eklenerek karistirilmistir. Daha sonra 15 dakika ultrasonik su banyosunda bekletilmis,
ardindan 9000 rpm, 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Ust kisimda
toplanan siipernatant baska bir tiipe aktarilmis, kalan kati kisma yeniden 3 mL %75’lik
metanol ¢ozeltisi eklenmis ve yontem yeniden tekrarlanmistir. Siipernatantlarin son
hacimi 10 mL olacak sekilde tist fazlar birlestirilmis ve analizlerde kullanmak tizere -
18°C’de saklanmustir.

3.2.4.6. DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Bu calismada, antioksidan aktivite deneylerinden biri olan, DPPH radikal siipiirme
aktivitesi Brand-Williams ve arkadaslart (1995) tarafindan gelistirilen yontem,
modifiye edilerek kullanilmigtir. Analiz i¢in, hazirlanan ektraktlardan 200 pL alinarak
kiigiik deney tiipline aktarilmis ve tiiplerin i¢ine 3 mL, 0,051 mM DPPH ¢ozeltisi (%75
metanolde ¢6ziinmiis) eklenmis ve vortex yardimiyla iyice karigtirtlmistir. Daha sonra,
oda sicakliginda 30 dakika karanlik ortamda bekletilmis, ardindan kiivetlere
aktarilarak 517 nm’de absorbans degeri okunmus ve sonuglar 100 g kuru maddede
troloks esdegeri cinsinden verilmistir (r2=0,991). Kontrol absorbansi igin ise 200 pL
%75°1lik metanol ¢ozeltisi kullanilmis ve cihazin sifirlama islemi %75’lik metanol
cozeltisi ile yapilmistir. Calismadaki ¢ikolata 6rneklerinin DPPH radikalini siipiirme

etkisi ile belirlenen antioksidan aktivitesi, asagidaki denklemle hesaplanmuistir.
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. .. . A —Agp
% DPPH giderme aktivitesi = —&ontred ~(omeld (3.4)
A(kontrol)

A(kontrol) = Kontrolun absorbans miktari

A(6rnek)= Ornek absorbans miktari

3.2.4.7. Demir iyonu indirgeme potansiyeli (FRAP)

FRAP analizi diisik pH’da, yani pH:3.5 ’de Fe*® iyonlarmin Fe*? iyonlarina
indirgenmesi ile renkli ferrous-trpyridyltriazine kompleksi olusturmasi ve olusan
demir tuzunun oksidan olarak kullanilmasi prensibine dayanmaktadir. Boylelikle,
antioksidanlarin varliginda ferric-tripyridyltriazine  (CisH12Ns) bilesigi Fe*? ’ye
indirgenir. Neticede, Fe*3/ Fe*? redoks cifti redoks potansiyelinden daha diisiik
potansiyelli bircok komplekse Fe*3’ii indirgeyebilmektedir. Bu nedenle, sonuglar
yiiksek cikabilmektedir. Yontem basit, hizli ve maliyeti disiik oldugu i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Albayrak ve ark., 2010).

FRAP analizi i¢in bu calisgmada, Benzie ve Strain, (1996) tarafindan gelistirilen
yontem kullanilmugtir. 11k &nce, deneyde hazirlanan FRAP reaktifi icin, 10 mM TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-Triazine), 20 mM FeCI3, 300 mM asetat tamponu (pH3,6)

¢ozeltileri sirastyla 1:1:10 oraninda karistirilarak reaktif olusturulmustur.

Hazirlanan ekstraktlardan deney tiiplerine 100 pL alinmig ve iizerine FRAP
reaktifinden 1,8 mL, distile sudan 1,2 mL ilave edilmistir. Karisim 37°C’de 15 dakika
bekletilerek 593 nm’de absorbans dl¢iilmiistiir. Standart grafigi ise, FeSO4’un farkli
konsantrasyonlar1 hazirlanarak olusturulmus, ortamda ne kadar Fet3’un Fet?’ye

donitistiigii tespit edilmis ve sonuglar 100 gr kuru madde iizerinden belirlenmistir.

3.2.4.8. Toplam fenolik madde tayini (TFM)

Analiz igin ¢alismada, Singleton ve arkadaslar1 (1999) tarafindan gelistirilen Folin-

Ciocalteau yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Oncelikle deney tiipii igerisine,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H12N6
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100 uL ekstrakt, ticari halde hazir bulunan 200 uL. Folin-Ciocalteau reaktifi ve 2 mL
distile su eklenmistir. Iyice karistirilmis ve 3 dakika bekletilmistir. Ardindan, %20
Na, C 05 ¢ozeltisinden 1 mL eklenmis ve 1 saat karanlikta bekletilmistir. Tim
absorbanslar siire sonunda 765 nm’de okunmustur. Standart olarak gallik asit
kullanilarak, kalibrasyon egrisi olusturulmus ve 6rneklerin fenolik madde miktart mg

GAE/100 g kuru madde olarak verilmistir.

3.2.5. Cikolata iiretimi

Bu ¢alismada hem kontrol grup (KKC), hem de, proteini azaltilmis gruptan (PKC) iKki
farkli ¢ikolata tiretimi gerceklestirilmistir. Cikolata 6rneklerinin hazirlanmasi igin,
sirastyla %14 oraninda kakao tozu, %45 oraninda pudra sekeri ve %40 oraninda kakao
yagi kullanilmigtir. Bu iiriinler PKU hastalarin1 dikkate alarak hazirlandigi igin, siit
yag1 veya siit tozu gibi bilesenler eklenmemistir. Codex Alimentarius (2003), verileri
cikolatanin %14'ten az yagsiz kakao katilar1 icermemesi gerektigini belirtigi i¢in, bu
sebeple calismamizda hazirlanan ¢ikolata tarifi buna gore ayarlanmistir. Cikolata
orneklerinin hazirlanmasi igin iki farkli kakao tozunun, kakao yaginin, pudra

sekerinin, lesitinin hassas tartimi1 yapilmis ve gikolata tiretiminde kullanilmistir.

Oncelikle kakao yaginin benmari yéntemiyle sivilastiriimasi yapilmis, ardindan kakao
tozu ilave edilerek bir mikser (Fakir-Mezza plus) ile karistirilmistir. Daha sonra bu
karisim melangerde (Santha) ogiitiilmiistir. 6 saatlik inceltme isleminin ardindan,
lesitin ilave edilmis ve 30 dakika daha karistirilmistir. Son olarak ise ¢ikolata Kitlesi
28°C'ye sogutulmus, ardindan 32°C'ye 1sitilmis ve tavlama islemi tamamlanmistir
(Cerit vd., 2016). Tamamlanan islemlerin ardindan hazirladigimiz ¢ikolata Kitlesi
kaliplara dokiilerek sogutulmus ve numuneler analiz edilene kadar 4 °C'de sogutucuda
saklanmistir. Yagi uzaklastirilmis kakao tozu ve diisiik proteinli kakao tozu igin de

cikolata tiretimi ayn1 sekilde yapilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Tki farkli kakao tozundan gikolata iiretimi.
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3.2.5.1. Cikolatada renk analizi

Bu c¢alismada hem yagi azaltilmis ¢ikolata 6rneklerinin, hem de yagi ve proteini
azaltilmis ¢ikolata Orneklerinin arasinda karsilastirma yapmak amaciyla Hunter
Kolorimetresi kullanilmis ve L, a, b degerlerinin okunmasi prensibine dayali renk
analizi yapilmistir. L degeri parlakligi géstermekte olup L:0 siyah, L:100 beyaz, +a
kirmizilik (- a yesillik), +b sarilik (-b mavilik) degerlerini belirtmektedir (Rhim ve
ark., 1999). Cikolata 6rnekler ti¢ defa analiz edilmis, ortalama degerler kullanilmas,

sonuglar ise kg kuru maddede g olarak ifade edilmistir.

3.2.6. istatistiksel analizler

Analiz sonuglar1 ortalama = standart sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
analizler SPSS (versiyon 11.5, SPSS Inc., ABD) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Kontrol ve diistik proteinli kakao tozu arasindaki farki gostermek igin T

testi (o= 0.05) uygulanmuistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kakao Tozunda Seker (Glikoz,Fruktoz) Kompozisyonu ve Coziiniirliik

Oram

Bitkilerdeki hiicre duvari hiicre zarmin dis katmaninda, mezofil kisminda bulunur ve
lignoseliilozik yapilidir. Hiicreyi dis etkilere karsi korur, cansizdir, esnekligi yok
denecek kadar azdir ve hiicrenin dayanikliligini saglamaktadir (Biiyiiklimanli ve Atict
2015). Hiicre duvarmi olusturan bu lignoseliilozik yapilar baslica ii¢ polimerden
olugsmustur. Bunlar genelikle seliilloz, hemiseliiloz, lignindir. Ayn1 zamanda hiicre
duvari nisasta, pektin, proteinler, ¢esitli ekstraktlar veya regineli materyalleri de

icermektedir (Ozyigit 2002).

Kakao ¢ekirdeklerinin yapisinda mono-, oligo- ve polisakkaritler bulunmaktadir
(Redgwell, 2003). Taze hasat edilmis kakao ¢ekirdegi yaklasik yiizde 12-14
sindirilebilir karbonhidrat, 6nemli miktarlarda sindirilmeyen karbonhidrat ve lif
icermektedir (Bucheli ve ark., 2001). Kakao ¢ekirdegindeki karbonhidratlarindan olan
nigasta c¢ekirdek igeriginin %3 ila %7 arasinda degisen, baslica sindirilebilir
polisakkarittir (Redgwell, 2003). Nisasta, bitkilerde fazla miktarda bulunan, soguk
suda ¢oziinmeyen bir depo polisakkarittir ve birbirine glikozidik baglarla siki
baglanmis glikoz birimlerinden olusmaktadir. Bu glikozidik baglar yiiksek pH'larda
stabil olmakla beraber, ¢ok diisikk pH' larda hidroliz olabilmektedir (Maarel ve ark,
2002). Kakao g¢ekirdeklerinin kabuk kismi seliiloz (%20.15), hemiseliiloz (%21.06) ve
lignin (%51.98) icermektedir (Wiharto, 2017). Seliiloz, fermente/kurutulmus kakao
¢ekirdeklerinde yaklasik %]12'dir ve gesitli derecelerde dallanmis heterojen bir
ramnogalakturonan karisimindan olusan pektik polisakaritler ile birlikte hiicre duvari
polisakkaritlerinin baskin bilesenlerinden biridir (Redgwell, 2003). Seliilozun

bitkilerdeki en 6nemli gorevi hiicre duvari yapisinda dayaniklilik saglamaktir (Ozyigit,
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2002). Dogada yaygin olarak bulunan selilloz sert, fibroz, suda ¢6ziilmeyen ve
yapisindaki glukozlar (B 1—4) glukozidik bagla baglanmis dogal bir polimerdir
(Valenzuela ve ark., 2006). Seliiloz, oncelikle hemiseliiloz, lignin, pektin ve
proteinlerin dahil oldugu diger polimerlerin matriksine gomiilmiis haldedir.
Lignoseliiloziklerdeki diger karbonhidrat bileseni, seliiloz fibrilleriyle hidrojen baglari
olusturan, bitki dokusunun hiicre duvarinda seliilozla birlikte bulunan, arabinoz,
ksiloz, galaktoz, fukoz, mannoz, glikoz veya glukuronik asit ile ikame eden dall1 bir
glikoz veya ksiloz polimeri olan hemiseliilozdur (Mosier ve ark., 2005). Hemiseliiloz
ve seliiloz hidrojen kopriileri ile bagliyken, hemiseliiloz ve lignin arasinda kovalent
baglar vardir (Sjostrom, 1993). Ligninin kendisi bir karbonhidrat olmamasina karsin,
dogada seliiloz ve hemiseliiloz ile beraber bulundugundan karbonhidratlar arasinda
incelenmesine sikca rastlanir. Temel yapi tasi fenil propan bilesigi olan sinapil ve
koniferil alkollerdir. Lignin bir glikozit olup kolayca glikoz ve aromatik bir alkole
ayrigtirilabilmektedir (Martinez, 2001).

Fermente kakao ¢ekirdeklerinde bulunan ¢oziiniir karbonhidratlar glikoz, sakaroz,
rafinoz, fruktoz, staginoz ve verbaskoz olup, %0.39 ile %3.48 arasinda degismektedir
(Redgwell ve ark., 2003a). Baslica sekerler ise glikoz, fruktoz ve sakarozdur. Bu
sekerlerin degisken konsantrasyonlari, muhtemelen kakao cekirdeklerini belirgin
sekilde etkileyen farkli fermantasyon kosullarindan kaynaklanmaktadir. Kakao
cekirdeklerinin fermantasyonu sirasinda meydana gelen siikroz hidrolizi, kavurma
islemi sirasinda aroma olusumu ic¢in 6nemli olan indirgen sekerleri saglamaktadir.
Fermantasyon, aroma Oncililerinin olusumu icin gerekli olsa da, ¢ikolatanin tipik
aromasi, kakao cekirdeklerinin kavurma islemine kadar gelismez. Kavurma islemi
sirasinda olusan enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonuyla (Maillard reaksiyonu)
indirgen sekerlerin neredeyse tamam1 ugucu bilesiklerin olusumunda yer aldiklart igin,
yok olmaktadir. Aksine, indirgeyici olmayan sekerler, yani sakaroz, rafinoz, staginoz
ve verbaskoz Maillard reaksiyonuna giremedikleri i¢in konsantrasyonlarinda her hangi

bir azalma olmaz (Bertazzo ve ark., 2012).

Kakao ¢ekirdeklerinin iglenmesi sonucu olusan kakao tozu, yiliksek yag icerigi ve ¢ok

sayida polisakarit bazli karbonil grubu nedeniyle diisiik c¢oziiniirliige sahiptir



56

(Omobuwajo ve ark., 2000). Bu sebeple de bu ¢alismada, yagi uzaklastirilmis kakao
tozunun ¢oziiniirliigii 1s1 ve enzim islemleri ile artirilmis, ardindan izoelektrik
cokeltme ile protein seviyesi diisiiriilmiistiir. Calismanin materyal ve metot kismindaki
yontemde gosterildigi gibi, ilk kullanilan enzim olan Amilaz nigasta molekiiliindeki a-
1,4 baglarmi parcalamaktadir. Amilaz, kakaonun hiicre duvarimin siki yapisindaki
glikozidik baglarini pargalayarak, nisasta polisakkaritini glikoz {initeleri iceren daha
kiigiik polimerlere hidroliz etmektedir (Wim, 2006). Iki farkli kakao érneginin glukoz
ve fruktoz miktarlari HPLC yardimiyla refraktif indeks dedektorii kullanilarak

belirlenmis ve standart egrileri (glikoz ve fruktoz) Sekil 4.1. ve 4.2°de gosterilmistir.

Glukoz
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Sekil 4.1. Glikoz analizi i¢in olusturulan standart egri.

Fruktoz
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Sekil 4.2. Fruktoz analizi i¢in olusturulan standart egri.
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Bu y6ntemle uygulanan islemler sonucunda kakao tozunun islem oncesi ve sonrasi

indirgen seker icerikleri Tablo 4.1.'de verilmistir.

Tablo 4.1. Kakao tozunun seker (glikoz, fruktoz) degerleri.

Ornekler Glikoz Fruktoz
(9/100 g) (9/100 g)

Kontrol kakao tozu TE TE

Disiik proteinli kakao tozu 21.34+1.21* 1.14+0.30*

* kontrol ve diisiik proteinli kakao numuneleri arasindaki 6nemli fark: gosterir (p<0.05). TE tespit edilemedigini

gosterir.

Arastirmada kullanilan, 100g kakao tozunun etiket bilgisinde yazan seker oran1 0.4 g
olarak gosterilmistir. Ancak ¢alismada, HPLC-RID dedektérii ile kontrol grup kakao
tozunda ¢ozliniir seker tespit edilmemistir. Buna ragmen, 100 g diisiik proteinli kakao
tozunda glikoz ve fruktoz miktar sirasiyla 21.34 g ve 1.14 g/100g oldugu tespit
edilmistir. Kakao c¢ekirdeklerinde, fermantasyon sirasinda enzimatik reaksiyonlar
nedeniyle indirgen seker artarken, kurutma ve kavurma islemlerinden sonra azalir. Bu
nedenle, kontrol kakao 6rneginde indirgeyici seker tespit edilememis, ancak enzimatik
islemlerden sonra belirlenmistir. Ayrica, isleme sirasinda pH diisiisii nedeniyle,
siikrozun glikoz ve fruktoza hidrolizinin indirgen seker konsantrasyonunu arttirdigi

diistiniilmektedir (Redgwell ve digerleri, 2003; Afoakwa ve digerleri, 2013).

Iki farkli kakao &rneginin seker icerigine ait kromotogram goriintiisii Sekil 4.3. ve

4.4.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Kontrol kakao tozu orneklerinin seker igerigine ait kromotogram goriintiisii
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Sekil 4.4. Diisiik proteinli kakao tozu drneklerinin seker icerigine ait kromotogram goriintiisii

Delgado ve ark. (2008) yapilan benzer bir c¢alismada, kahve ekstratlarindan ve
cozeltilerinden fraksiyonlar hazirlanarak, bu fraksiyonlarin ¢éziinmeyen kisimlarinin
seker icerigi belirlenmistir. Kahve 6ziinden ve tortudan izole edilen ¢oziinmeyen
fraksiyonlarin hidrolizi i¢in seliilazlar, hemiseliilazlar, pektinazlar ve proteaz igeren on
iki ticari enzim kullanilmistir. Kahve galaktomannanlarin ve arabinogalaktanlarin esas

yap1 taslarini olusturan galaktoz, mannoz ve arabinoz icermektedir. Kullanilan
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enzimlerden Pektinaz 444L, bu substratlardan basta mannoz ve galaktoz olmak tizere
her iki ¢oziinmeyen fraksiyonblarda sekerlerin salinmasinda en etkili enzim oldugu
belirlenmis ve hidroliz sonucu mannoz igeriginin % 44 arttig1 tespit edilmistir. Bu
¢aligmayla 6ziin ¢oziinmeyen kisminin tortunun ¢oziinmeyen fraksiyonlarindan daha

yiksek seker konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir.

Genellikle kakao tozunun igeriginin %75'i suda ¢6ziinmezken, sadece %25 lik kismi
yararli ¢dziiniir bilesenlerden olusmaktadir (Blackburn, 2009). Iyi bir ¢dziiniirliik igin,
bazi durumlarda tek bir enzimin kullanilmasi iyi bir verim saglayabilse de, en iyi
strateji, hiicre duvarlarmin farkli bilesenlerine etki ede bilen birka¢ enzim
karisimlarimdan olusan kompleks enzim kullanmaktir (Chen ve ark., 2016; Hu ve ark.,
2019). Yapilan arastimalara gore, hatta basit bilesikleri hidrolize etmek igin bile birkag
enzimin kullanilmasi avantajli olabilmektedir (Arana-Pena ve ark., 2020). Ancak
karmagik bir matri ele alindiginda, enzim kompleksi kullaniminin belirgin avantajlara
sahip oldugu tespit edilmistir (Chen ve ark., 2016; Hu ve digerleri, 2019). Enzim
kompleksleri, ¢ok genis sicaklik degerlerini (0-100°C) ve pH (2-14) araligindaki
reaksiyonlari katalizleyebilmektedirler (Smith, 2004). Bu enzim komplekslerinin, bir
¢ok calisgmada sulu enzimatik ekstraksiyonu giiniimiizde olduk¢a fazla ilgi
gormektedir (Passos ve ark., 2009; Jiang ve ark., 2010; Latif ve Anwar, 2011; Gai ve
ark., 2013; Li ve ark., 2016; Liu ve ark., 2019; Naik ve ark., 2021; Zhang ve ark.,
2012).

Bu sebeple, ¢alismada nisasta bozucu Amilaz enziminin ardindan kullanilan 1s1 soku
islemi hiicre duvarlarinin sik1 yapisin1 daha da gevsetilebilmistir. Gevsetilmis hiicre
duvarina, icerigi ksilanaz, arabanaz, B-glukanaz, hemiseliiloz ve seliilaz aktiviteleri
iceren enzim kompleksi olan Viskozimle etki edilmistir (Nolasco-Arroyo ve ark.,
2019). Viskozim, ¢ok bilesenli bir karbohidrazdir ve bitki hiicre duvari polisakaritini
etkili bir sekilde hidrolize edebilmektedir. Viskozim, polisakarit matrisi igindeki
baglarin pargalanmasinda ve bdylelikle protein gibi hiicre i¢i bilesenlerin serbest
birakilmasinda avantaj saglayabilmektedir (Anon, 1991).



60

Y onteme gore uygulanan islemler sonucunda kakaonun hiicre ¢eperini tahrip edilmesi
ile ¢oziiniirliik %28.61'den %50.69'a yiikselmistir. Kakao tozunun uygulanan iglemler

oncesi Ve sonrasi ¢oziiniirliik degerleri Tablo 4.2.'de verilmistir.

Tablo 4.2. Kakao tozunun ¢oziiniirlikk degerleri.

. Cozilintirlik
Kkl

Ornekler (%)

Kontrol kakao tozu 28.61+£0.08

Diisiik proteinli kakao tozu 50.69+0.07*

* kontrol ve diisiik proteinli kakao numuneleri arasindaki dnemli farki gosterir (p<0.05).

Bu arastirmaya benzer baska bir calismada (Blackburn, 2009), ii¢ farkli yontem
gelistirilerek kakao tozunun ¢oziiniirligl arttirilmistir. Birinci yontemde sulu bir
kakao siispansiyonu hazirlanmis, stispansiyon indirgeyici enzimle muamele edilmis
(nigasta parcalayici enzim), kullanilan enzimin uygun pH ve sicaklikla 2 saat siireyle
muamele edilmis, 2 saat sonunda ilk asamadaki pH'ya tekrar getirilmistir. Ardindan
hemisiillaz veya proteaz gibi hiicre duvari pargalayici, protein bozucu indirgeyici
enzimlerden biri ile muamele edilmis, elde edilen siispansiyon ¢oziiniir kisim ve
coziinmeyen kisim olarak ayirma islemine tabii tutulmus, ¢6ziiniir kisimdan ¢oziiniir
kakao bilesenleri elde edilmistir. Ikinci yontemle kakao tozu izotonik konsantrayonu
altinda bir tuz ihtiva eden ¢ozeltiyle karistirilarak hazirlanmis (burada s6z konusu
kakao tozunun damitilmis su veya iki kez damitilmis su ile karistirilarak
hazirlanmasidir). Ardindan siispansiyon bir veya birden daha fazla indirgeyen enzimle
muamele edilmis (amilazlar, polifenolaz, selillaz, glukanaz, peptinaz, proteazlar,
pentosanazlar), ultrasonik islemden sonra c¢oziinmeyen ve c¢oziinlir kisimlarina
ayrilmistir. Ayirma islemi, filtirasyon, dekantasyon, santrifiijleme veya bunlarin
kombinasyonu seklinde uygulanmistir. Coziinmeyen kisim Once dondurulmus,
ardindan donmus malzeme sicak su soliisyonu ile temasida isitilmayla yeni bir
stispansiyon elde edilmistir. Tuzdan arindirma islemi yapilarak ¢oziiniir kisim ve
¢cOziinmeyen kisima ayrilmistir (istege bagl olarak verimi arttirmak igin, bir veya daha
fazla bozundurucu enzimle muamele edile bilir). Ugiincii yontemde ise, kaka tozunun
sulu siispansiyonu hazirlanmis, Siispansiyona 2 saat siireyle uygun bir pH da sicaklik
ve basing uygulanarak enzimatik muameleye tabii tutulmus, islem bittikten sonra ilk

asamadaki pH ya tekrar getirilmistir. Islenmis siispansiyon ¢oziiniir kisim ve
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¢oziinmeyen kisim olarak ayrirma islemine tabii tutulmus, c¢oziinmeyen kisim
dondurulmus, donmus kisimlara 1s1 soku uygulanmustir. Islenmis siispansiyon istege
bagl enzimatik muamele edilmis, ¢oziinmeyen kisim ve tuzdan arindirma islemi
yapilarak, ¢oziiniir kakao bileseni elde edilmistir. Bu ii¢ yontemlerle uygulanan
islemler sonucunda, genel olarak kakao tozunda en az %50 oraninda ¢6ziintirlik
sagladigini belirtilmistir. Ayrica nisastanin %14.5'inin ve seliilozun %22.5'inin
coziniirliighi etkileyen glikoz, dekstrin ve glikoz oligomerlerine doniistigii

bildirilmistir.

4.2. Kakao Tozunun Protein i¢erigi

Proteinler genellikle hiicrelerin i¢ yapisindaki protein govdelerinde (aleuron
tabakasinda) bulunur. Aleuron tabakasi, endospermin en distaki tabakasidir, aleuron
taneleri igerir ve bu tabakayi i¢ nisastali endosperm izler. Kalin birincil hiicre
duvarlari, aleuron hiicrelerini ¢evreler ve korur. Aleuron tabakasi hem gelisen tohum
hem de olgun bitki i¢in dnemlidir. Aleuron dokusu, tohum gelisimi sirasinda yararl
olan biiyiik miktarlarda yag ve lipit biriktirir, ayn1 zamanda bir mineral depolama
alanidir. Ek olarak, aleuron dokusu, protein gdvdeleri olarak bilinen bir¢ok protein
depolayan vakuol igerir (Taiz ve Zeiger 2002; Becraft ve Yi, 2011). Bu sebeple,
proteinlerin salinmasi hiicre bozulmasina bagldir (Marathe ve ark., 2017).
Bitkilerdeki siki hiicre duvarinin varhigi, hiicresel proteinlerin salinmasinda bir bariyer
gorevi tislenmektedir (Nadar ve ark., 2018). Hiicre pargalanmasi, proteinlerin hiicre
yapisindan ayrilmasi etkinligini artirmak igin 6nemli adimlardan biridir (Prabakaran
ve Ravindran, 2011) ve uygulanan islemlerin proteinleri denatiire etmemesine dikkat
edilerek c¢esitli kimyasal yontemlerle veya sonikasyon gibi fiziksel yontemlerle
gerceklestirilebilmektedir (Nadar vd., 2018). Yiiksek sicaklik (>50 °C), organik
coziiciiler, kuvvetli asit veya bazik ¢ozeltilerin kullanimi1 protein ¢oziiniirliigiinii
azaltarak protein salinimi verimini distirebilmektedir (Wilken ve Nikolov, 2016).
Diger yandan, enzimatik yontemler, cevre dostu ekstraksiyon teknolojilerine duyulan
ihtiya¢ nedeniyle bitki dokularindan protein eldesinde umut vadetmektedir (Puri ve
ark., 2012). Protein salinim sisteminin ¢aligsma prensipi, hiicre i¢i bilesenlerin serbest

birakilmasi igin bitki hiicre duvarinin bir katalizér enzim yardimiyla hidroliz edilerek
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bozulmasina dayanmaktadir. Islem sirasinda bitki hiicre duvar1 enzimin aktif bolgesine
baglanarak enzimin sekil degistirmesine ve substrat-enzim arasinda maksimum
etkilesim saglanmasina sebebiyet vermektedir. Bu tip degisiklikler, substrat {izerinde
hidrolitik reaksiyonlara neden olarak hiicre duvarinin baglarinin kirilmasina neden
olmakta ve aktif bilesenlerin disar1 salinmasini kolaylastirmaktadir (Sheldon ve van
Pelt., 2013). Enzimatik yontem, hammaddenin siki ve kompleks yapisini
pargalayabilmesi, istenmeyen bilesenleri segici olarak uzaklastirabilmesi, salinim
stiresini kisaltmasi ve yiiksek Katalitik verimlilik gostermesinin yaninda, siirdiiriilebilir
bir sistemdir (Puri ve ark., 2012 ; Marathe ve ark., 2017). Enzimatik yontem sonucu,
elde edilen triinlerin kalite 6zellikleri korunmus durumdadir ve insan tiiketimi ic¢in

daha uygundur (Ochoa-Rivas ve ark., 2017).

Proteinlerin ¢ozelti igerisindeki ¢oziiniirliigii, yapisindaki amino asitlerin hidrofobik
ve hidrofilik gruplarin dagilimina bagh olmakla birlikte sicaklik, pH degeri, iyonik
kuvvet ve tuz konsantrasyonu gibi faktorler ile degismektedir. Ayni zamanda,
coziniirliigl etkileyen bu faktorler kullanilarak izoelektrik noktaya bagli protein
¢oktirme yontemi de uygulanmaktadir (Bonner, 2007). Gidalarda kullanilan
izoelektrik ¢oktiirme yontemi, bityiik 6lgekte tiretim kolaylig: ve yiiksek oranda verim
saglamaktadir (Zhang ve ark., 2017). Proteinlerin, asidik ortamda baz gibi, bazik
ortamda asit gibi davranma 6zellikleri vardir. Proteinin net yiikiiniin sifir oldugu pH
degeri, 0 proteinin izoelektrik noktas: (pl) olarak tanimlanmaktadir. Izoelektrik
noktada arti ve eksi yiikler esit olmasi nedeniyle benzer molekiiller arasinda
elektrostatik itmeler yerine ¢ekmeler olusmasi proteinlerin ¢okmesine neden olur
(Novak ve Havli, 2016). Genel olarak izoelektrik ¢oktiirme yonteminde, hammadde
belirli bir orandaki ¢oziiciide karistirilir. Daha sonra, olusan karigimin pH degeri alkali
olarak ayarlanir, belirli bir siire ve sicaklikta protein ekstraksiyonu saglanir. Bir
sonraki asamada ise karigimin pH degeri izoelektrik noktasina getirilerek proteinler

coktiiriiliir ve santrifiyj islemi ile proteinler elde edilir (Boye ve ark., 2010).

Proteinlerin yapilarn sicaklik ve pH’daki degismeler ile bozulabilmektedir (Aehle,
2004). Bu sebeple bu ¢alismada, kakao siispansiyonuna 3.0;3.5;4.0;4.5;5.0;5.5 pH’lar

uyguladiktan sonra protein analizi yapilmistir. On ¢alismalarda, ¢dzeltinin pH'nin 3.5
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ayarlandiginda proteinlerin ¢okeltilmesinin en yiliksek oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle proteinler pH 3.5'te H3P04 ¢ozeltisi ile ¢oktirtilmiistiir. Sekil 4.5.°de
gosterildigi gibi, en iyi sonu¢ yagi uzaklastirilmis 100 g kakao tozu icin pH 3.5’de
protein igeriginde %38.61 oraninda azalma oldugu tespit edilmistir. Protein

icerigindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05).
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Sekil 4.5. Kakao tozunun protein igerigi.

Her enzim maksimum aktivite gosterebilmek i¢in optimum pH ve sicakliga gereksinim
duymaktadir. Bu sebeple, bir enzimin katalitik aktivitesi pH ve sicakliga duyarhdir
(Aehle, 2004). Genelikle proteinlerin enzimatik hidrolizi, alkalaz, pepsin, pankreatin,
bromelain, fisin vb. gibi proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilir (Meng ve ark.,
2020; Fedimu ve ark, 2022; Gong ve ark., 2022). Bu enzimler, proteinlerin spesifik
bolgesini bulur, peptit baglarin1 parcalar ve farkli biyoaktiviteye sahip peptitleri
serbest birakir. Boylece sinirli ve kontrollii hidroliz derecesi degeri elde edilir (Liu ve
ark., 2021; Ghelich ve ark., 2022).

Bu calismada kullanilan Alkalaz enzimi, serin tipi endoproteaz sinifina ait olan

Bacillus licheni-formis'ten iiretilen bir ham proteazdir (Meinlschmidt ve ark., 2016).
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Alkalaz, bozulmus hiicre duvarindan salinan protein yapisini genis 6l¢iide hidrolize

ederek, proteini i¢ kisimdan ayiran endopeptitazdir (Tacias-Pascacio ve ark., 2020).

Bu arastirmada materyla olarak kullanilan Barry Callebaut marka kakao tozunun
protein igerigi etiket kisminda 18-19 g /100 g olarak gosterilmistir. Yaptigimiz protein
analizi sonucunda, kontrol grup kakao tozunun protein igerigi 17.8 g /100 g oldugu
tespit edilmistir. Bu sonug etiket bilgisi ile paralelik gostermektedir. Uygulanan
yontemlerle islem yapilmis, yani protein orani diisiiriilmiis kakao tozunun protein
orani ise 10.9 g /100 g oldugu belirlenmistir. Kakao siispansiyonunun uygulanan

islemlerden sonra protein oranindaki % azalma degerleri Tablo 4.3.'de verilmistir.

Tablo 4.3. Kakao siispansiyonunun protein oranindaki % azalma

Kakao siispansiyonunun pH'si Protein oramindaki % azalma
3.0 3255
3.5 358.61
4.0 2980
45 24 B0
5.0 .45

4.3. Kakao Tozunun Amino Asit (AA) i¢cerigi

Dogustan metabolizma hatalar1 olarak da adlandirilan kalitsal metabolik bozukluklar
(IMD'ler), metabolik kusurlarinin neden oldugu, metabolit birikimi ve temel
maddelerin eksikligi ile iliskili bir hastalik tiiriidiir (Ferreira ve van Karnebeek, 2019).
Bugiine kadar 3.000'den fazla IMD tiirii belirlenmistir (Mak ve ark., 2013). Klasik
dogustan gelen metabolizma hatalar1, protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin sentezi
ya da katabolizmasi yolaginda, bir enzim ya da kofaktoriiniin eksikligi ya da substrat
tastyic1 protein eksikligi sonucunda ortaya ¢ikan kalitsal tek gen bozukluklaridir. Ilk
kez 1908’de kalitsal metabolik hastaliklar Sir Archibald Gaarod tarafindan

tamimlanmustir (Garrod, 1908). Kalitsal metabolik hastaliklar1 Arastirma Dernegi
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(SSIEM) tarafindan sistematik olarak metabolik hastaliklar, AA ve peptit
metabolizmas1 bozukluklari, karbonhidrat metabolizmasi bozukluklari, yag asidi ve
keton metabolizmasi bozukluklari, enerji metabolizmasi bozukluklari, piirin, pirimidin
ve niikleotit metabolizmasi bozukluklari, sterol metabolizmasi bozukluklari, porfirin
ve hem metabolizmasi bozukluklari, lipid ve lipoprotein metabolizmasi bozukluklart,
konjenital glikolizasyon bozukluklar1 ve diger protein modifikasyon bozukluklari,
lizozomal hastaliklar, norotransmitter metabolizmasi bozukluklari, vitaminler ve
kofaktorlerin metabolizmasindaki bozukluklar, eser elemetlerin ve metallerin
metabolizmasindaki bozukluklar, ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki bozukluklar
seklinde siniflandirilmaktadir (Ezgu, 2017).

AA metobolizma bozukluklari arasinda, PKU, tirozinemi, ak¢aaga¢ surubu hastaligi
(MSUD), homosistiniiri, alkaptoniiri, sistiniiri gibi hastaliklar yer almaktadir. AA
metobolizma bozukluklarinin Klinik semptomlar1, genellikle toksik ara maddelerin
birikmesinden kaynaklanmaktadir (Zschoche, 2010). Dogumsal metabolizma
hastaliklarindan olan, PKU, homosistiniiri, tirozinemi gibi akut kriz riski olusturmayan
protein metabolizmasi bozukluklarindan farkli olarak, MSUD ve organik asidemilerde
tibb1 beslenme tedavisine uyulmadikta metabolik kriz ataklar1 nedeniyle hastane

yatiglari sik goriilen metabolizma bozukluklaridir (Handoom ve ark.,2018).

PKU, fenilalanin hidroksilaz eksikligi sonucu olusan, kanda ve beyinde yiiksek
konsantrasyonlarda Phe ve diisiik Tyr'e yol agan metabolik bir bozukluktur (Jahja ve
ark., 2014). Phe'nin AA dengesizligi, biyoenerjetik eksiklik veya oksidatif stres gibi
patofizyolojik mekanizmalar yoluyla nérolojik ve néropsikiyatrik rahatsizliklara sebep
oldugu rapor edilmistir. Diisiik Tyr konsantrasyonu, beyinde norotransmiterlerin
tikenmesine neden olan islev bozuklugundan sorumludur (Schuck ve ark., 2015;
Zerjav Tansek ve ark., 2015). Bir ¢ok tilkede hastalar i¢in yasam boyu belirli bir Phe
kisith diyeti onerilmektedir, ancak onerilen bu diyet yetiskinler veya gengler
tarafindan siklikla yarida kesilmektedir (Rocha ve ark., 2013). PKU hastalarinin
diyetinde fenilalanin AA'l ya diisiik bir miktarda bulunabilir ya da hi¢ bulunmamasi
gerekmektedir. Bu nedenle, bu caligmada diisiik protenli kakao oOrneklerinin AA

kompozisyonu belirlemek 6nem arz etmektedir.



66

Iki farkli kakao drneyinde, esansiyel ve esansiyel olmayan toplam 19 adet AA tespit
edilmistir. Esansiyel AA histidin, izolosin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin
ve valine, esansiyel olmayan AA'leri ise arjinin, alanin, aspartik asit, sistein, glutamik
asit, glisin, ornitin, prolin, serin, triozin ve taurin olusturur. iki farkli kakao drneklerine

dair AA degerleri Tablo 4.4." de verilmistir.

Tablo 4.4. Kakao tozu 6rneklerinin amino asit degerleri.

Kontrol Diisiik proteinli

Amino asit kakao tozu kakao tozu Aig/”;"a
(9/kg) (/kg) °
Alanin 3.69+0.01 1.98+0.02* 46.17
Arjinin 11.58+0.01 7.08+0.03* 38.85
Aspartik 19.00+0.02 11.34+0.04* 40.34
Asit
Sistein TE TE TE
Glutamik 42.78+0.02 28.64+0.08* 33.06
Asit
Glisin TE TE TE
Histidin 5.46+0.01 5.71+0.01 TE
I1zolosin 1.53+0.17 0.85+0.01* 44.73
Losin 10.54+0.92 4.89+0.05* 53.64
Lizin 2.36+0.09 0.62+0.02* 73.65
Metiyonin 1.50+0.01 TE* 100.00
Ornitin 12.68+0.01 11.35+0.02* 10.49
Fenilalanin 11.63+0.07 9.87+0.15* 15.12
Prolin 18.91+0.29 15.4740.04* 18.18
Serin 21.27+0.02 15.07+0.05* 29.16
Treonin 17.04+0.04 15.09+£0.01* 11.45
Tirozin 5.30+0.47 5.19+0.35 2.05
Valin 14.28+0.02 13.07+0.01* 8.48
Taurin TE TE TE

* kontrol ve diisiik proteinli kakao numuneleri arasindaki énemli farki gosterir (p<0.05), TE tespit edilemedigini

gosterir.

Sonuglara gore, kontrol grup kakao orneklerinde fenilalanin oran1 11.63 g/kg iken,
diistik proteinli kakao 6rneklerinde bu oran uygulanan islemlerden sonra 9.87 g/kg
oldugu belirlenmistir ve fenilalanin oraninin %15.12 oraninda azaldigi tespit
edilmistir. Fenilalanin hari¢ diger esansiyel AA analiz sonuclarini gézden gegirirsek,
diistik proteinli kakaonun AA profili incelendiginde, histidin ve tirozin disindaki AA
konsantrasyonlarinda  6nemli  azalmalar elde edilmistir (p<0.05). AA

konsantrasyonlarindaki azalma oranlar1 metiyonin, lizin, 16sin, alanin ve izolosin i¢in
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sirastyla %100,00, %73,65, %53,64, %46,17 ve %44,73 olmustur. Bu AA'lerden
izolosin, l6sin ve valin oranindaki azalma AA'ler acisindan yasam boyu diyet
kisitlamalarina uymasi gereken MSUD hastalar1 i¢in olduk¢a dnemlidir (Akgaagag
surubu idrar hastalig; MSUD) alfa-ketoasit dehidrogenaz enzim kompleksindeki
eksiklik sebebiyle dall1 zincirli esansiyel AA'ler olan 16sin, izolosin, valinin idrarda ve
plazmada birikip, artis gostermesi ile karakterize olan bir hastaliktir. MSUD hastalar1
da ayn1 PKU hastalar1 gibi AA'lerce fakir olan gidalarla beslenmelidir (MacDonald ve
ark., 2007).

Ayrica metiyonin oranindaki %100 azalmanin tespit edilmesi, Homosistiniiri hastalari
icin de, alternatif bir lirlin gelistirildigini gostergesidir. Homosistiniiri otozomal resesif
gecis gosteren, homosistein siilfiirli bir aminoasit olan, metiyonin metabolizmasinda
rol oynayan enzim ya da enzimlerin eksikliginden kaynaklanan ve birden ¢ok sistemik
bozuklukla seyreden, metabolik bir hastaliktir (Teng ve ark., 2002). Bu bulgular
sonucunda diisiik proteinli kakao tozunun metabolik bozuklugu olan hastalarin

diyetlerinde alternatif olarak kullanilabilecegi iiriinlerden biri oldugu sdylenebilinir.

Tablo 4.5.de kontrol grup numuneler arasinda en konsantre amino asit degeriyle
Glutamik asit 42.78 g/kg ilk sirada oldugu ve Serinnin 21.27 g/kg degeri ile ikinci
sirada yer aldig1 gosterilmistir. Ayni zamanda hem kontrol numunelerde, hemde diisiik
proteinli kakao numunelerinde sistin, glisin ve taurin tespit edilememistir. Adeyeye ve
ark. (2010) tarafindan ayni ¢iflikte yetistirilmis fermente ve fermente edilmemis kakao
cekirdeklerinin amino asit profili incelenmis, sirasiyla glutamik asit ve sistinin
oraninin kakao ¢ekirdeklerinde en bol ve en az oranda oldugunu bildirmistir. Valterney
ve ark. (2021) kakao ¢ekirdeklerinin 120 giinliik fermantasyon siirecinde amino asit
profilini incelemis ve baskin amino asitin glutamik asit oldugu fermanatsyon 6ncesi
86.3 mg/g, 120 giinliik fermantasyon sonrasi 203 mg/g. Glisin oraninin en az
oldugunu, fermantasyon oncesi 5.20 mg/g, fermantasyon sonrast 7.07 mg/g oldugu

tespit edilmistir.
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4.4. Kakao Tozunun Antioksidan Aktivite ve Toplam Fenolik Madde I¢erigi

Kakaonun belirgin bir genetik ¢esitlilige sahip oldugu ve 1400’tin iizerinde kakao
¢esidinin var oldugu belirtilmis, bu nedenlerle, bir ¢ok ¢alismada kakao ve tirtinlerinin
antioksidan kapasitesine iligskin net bir say1 verilmemistir (Cornert ve Merdol., 2018).
Ozelikle, kakao polifenolleri, mamiil iiriin ¢ikolatanin rengi ve lezzeti acisindan son
derece onemli bilesenlerdir. Kakao ve cikolatanin flavonoid polifenol profilini,
flavanoller (katesinleri), flavonoller, flavonlar, flavanonlar, analog flavonidler ve
antosiyanin flavonoidleri olusturmaktadir (Tokusoglu, 2015). Kakao ¢ekirdeklerinden
elde edilen polifenoller, gesitli arastirmalarda antioksidan 6zelliklere sahip biyoaktif
bilesenler olarak rapor edilmistir (Oracz ve Nebesny, 2016). Yapilan epidemiyolojik
caligmalar kakaonun yiiksek konsantrasyonlardaki polifenol icerdiginin saglik
iizerinde olumlu etkilerle iliskili oldugunu gostermistir. Sagliga yararlan ile ilgili
olarak, polifenol bakimindan zengin kakao ve iiriinlerinin kilo veya glisemik kontrolii
etkilemeden HDL seviyelerini arttirdigi bulunmustur (Mellor ve ark., 2010). Bu
polifenoller kardiyovaskiiler hastaliklar1 hafifletmede, insiilin direnci, endotel
fonksiyonunu giiclendirmede ve trombosit agregasyonunu inhibe etmede rol
oynamaktadir (Cooper ve ark., 2007). Kakao ¢ekirdeklerinde, antikolesterolemik,
antidiyabetik, hipotansif, viicutta yag yakimini hizlandiran, bagirsak kasilmasini
artiran, timor olusumunu engelleyen (kanser Onleyici), bronsiyal astimi Onleyen,
diizgilin beyin isleyisini iyilestiren ve hafiza kaybin1 (amnezi veya alzheimer) dnleyen
faydali fitokimyasallar vardir. Ayrica insanlarda kesik veya yaralarin iyilesmesini
kolaylastirabilen glutamin, arginin ve 16sin gibi faydali amino asitler igermektedir

(Etaware, 2021).

Kakao c¢ekirdeklerinin ve tiirev iiriinlerinin antioksidan aktivitesini degerlendirmek
icin ¢esitli yontemler kullamilmistir 6rnegin; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali
(DPPH), 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik), (ABTS), ferrik indirgeyici
antioksidan gii¢ (FRAP), oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) ve Fourier
transform kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) gibi (Cadiz-Gurrea ve ark., 2014; Batista v
ark., 2016).
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Ayrica ¢ikolata tiretiminde oldugu gibi, gidalarda uygulanan isil islemin derecesine
bagli olarak pro-oksidan ve antioksidan molekiiller olusabilmektedir. Boylelikle, 1s1l
islem sirasinda gidada dogal olarak bulunan antioksidanlarin yikima ugrayabilecegi ve
antioksidan aktiviteye sahip yeni bilesenlerin olusabilecegi ifade edilmektedir. Bir ¢cok
farkli gidalarda uygulanan 1sil islemin derecesi ve siiresi antioksidan o6zellikleri
degistirebilmektedir (Calligaris ve ark., 2004). Ist muamelesi zamani, gidanin
depolama stabilitesi, duyusal, besinsel 6zellikleri gibi kalite 6zelliklerini degistiren bir
takim kompleks olaylar meydana gelmektedir. Ancak bazen uygulanan isil islem
sirasinda, 1siya duyarli fenolik bilesikler gibi bazi biyoaktif bilesenlerin yikimi
nedeniyle gidanin besin degerinin 6nemli oranda azalmakta ve isil islem gérmiis
gidanin saglik {izerine olumlu etkisinin 1sil islem gormemis ham gidaya gore daha
diisik oldugu belirtilmektedir (Choi ve ark., 2006). Bazense, gidanin yapist ve
bilesimi, uygulanan 1sil islemin tiirii ve sicaklik derecesi ile fenolik bilesenlerin
miktarinda hig bir degisiklik yaratmamaktda yada miktarda artisa sebep olabilmektedir
(Sakac ve ark., 2011).

Bu c¢alismada PKU hastalrinin gida takviyesine katkida bulunmak amaciyla, ham
kakao tozuna uygulanan islemler (¢oziniirligin artirilmasi, 1sil islem, protein
uzaklastirilmasi) sonucu iki farkli kakao orneklerinin olusumunda, toplam fenolik
madde ve antioksidan aktivite (DPPH radikal siipiirme aktivitesi, FRAP) yontemi

kullanilmustir.

4.4.1. DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Bu yontem, DPPH igeren ¢6zelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir molekiiliin
(antioksidan) c¢ozeltisinin karistirilmasi sonucu DPPH radikalinin indirgenmesine ve
¢ozeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina dayanmaktadir (Brand
Williams ve ark., 1995). Yontemin avantaji, DPPH reaktifinin en zayif antioksidanlar
da dahil olmak iizere karisimdaki tiim maddelerle etkilesebilmesi ve hem lipofilik, hem

de hidrofilik antioksidanlarla reaksiyona girebilmesidir (Kedare ve Singh, 2011).
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Yapilan bu c¢alismada, DPPH radikal siipiirme aktivitesini hesaplamada, troloks
standart egrisi kullanilmistir (Sekil 4.6.). ki farkli kakao drnelerinin, DPPH radikal
giderme aktivitisindeki degisimi Tablo 4.5.’de verilmistir (R? = 0.9996).

DPPH trolox
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Sekil 4.6. DPPH analizi i¢in olusturulan standart egri

Orneklerin Tablo 4.5. verilen sonuglarina gére, 1. saat sonunda DPPH radikal siipiirme
aktivitesi, kontrol grup kakao orneklerinde 22.37 mg troloks/100 g olurken diisiik
proteinli kakao 6rneklerinde 22.70 mg troloks/100 g degeri belirlenmistir. Uygulanan
islemler kakaonun DPPH radikal siipiirme aktivitesinde kayip meydana getirmemis,
aksine 0.33 oraninda hafif bir artim meydana getirmistir. Bdylelikle, sonuglar
karsilagtirildiginda Ornekler arasinda anlamli bir farklilik olmadigi belirlenmistir
(p>0.05). islem sonucunda antioksidan aktivitede herhangi bir énemli degisikliligin

olmamasi, bu ¢alisma i¢in olumlu bir sonugtur.
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Tablo 4.5. Kakao orneklerinin DPPH degerleri.

Orneklek DPPH degerleri
(mg troloks/100 g)

Kontrol kakao tozu 22.37+0.25

Diisiik proteinli kakao tozu 22.70+0.17

4.4.2. Demir iyonu indirgeme potansiyeli (FRAP)

FRAP yo6ntemi demirin ¢oziintirliigiinii saglamak i¢in asidik kosullarda yani diisiik pH
degerinde (pH 3.5), Fe(Ill)- TPTZ kompleksinin Fe(ll) formuna indirgenmesi ile
gerceklestirilmektedir. Bu yontem hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini i¢in
uygundur. FRAP yonteminin en 6nemli avantaji, basitligi, hiz1 (hizli reaksiyon veren
polifenoller 4 dakika gibi kisa analiz zamanlarinda tayin ediliyor), ucuzlugu ve
saglamhigidir. Ozel bir ekipman gerektirmeyen, otomatik, yari-otomatik ve manuel

metotlarla gerceklestirilebilen yontemdir (Biiyiiktuncel, 2013).

Orneklerinin FRAP degerleri belirlenirken farkli konsantrasyonlarda FeSOs ¢ozeltisi
kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu ¢alismada, FRAP y6ntemine ait
standart egrisi Sekil 4.7.”da verilmistir (R? = 0.995).
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Sekil 4.7. FRAP analizi i¢in olusturulan standart egri.
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Tablo 4.6."da goriildiigii gibi ¢ikolata rneklerinin FRAP degerleri mg FeSO4/100 g

km olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.6. Iki farkli kakao drneginin FRAP degerleri

Orneklek FRAP degerleri
(Mg FeS0,/100 g)
Kontrol kakao tozu 222.14+1.88

Diisiik proteinli kakao tozu 22412+ 0.77

Kontrol grup kakao ornekleri ile Kkarsilastirilldiginda, diistik proteinli  kakao
orneklerinin FRAP degerlerinde kontrol kakao orneklerine kiyasla 1.98 oraninda ¢ok
hafif bir artis meydana gelmistir. Bu durum istatistik olarak, 6rnekler arasinda anlamli
bir farkliik olmadiginin gdstergesidir (p>0.05). Islem sonucunda antioksidan
aktivitede herhangi bir 6nemli degisikliligin olmamasi, bu ¢alisma i¢in olumlu bir

sonugctur.

4.4.3. Toplam fenolik madde tayini

Cikolata kakaosunun %72.32’lik fenolik madde i¢regini, % 5.89 epikatesinler, % 3.93
prosiyanidin B, olusturmaktadir (Natsume ve ark., 2008). Gidalarin igeriginde bulunan
toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi saglayan
hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan dnemlidir ve genelikle toplam
fenol igerigi ile antioksidan aktivitesi arasinda oldukca iyi dogrusal bir korelasyon

goriilmektedir (Prior ve ark., 2005).

Bu c¢alismada c¢ikolata 6rneklerinin fenolik igerigi, pigmentler, karbonhidratlar ve
Maillard reaksiyon iiriinleri gibi diger indirgeyici bilesiklerle reaksiyona giren Folin-
Ciocalteu reaktifi ile ol¢iilmiistiir. Gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak, ¢ikolata
orneklerinin toplam fenolik madde miktari mg GAE/100 g km olarak belirlenmistir
(Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Gallik asit analizi i¢in olugturulan standart egrisi.

Orneklerin toplam fenolik madde igerikleri Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. iki farkli kakao 6meklerinin TFM degerleri.

Orneklek TFM degerleri
(mg GAE/100 g)

Kontrol kakao 15.82+0.76

Diisiik proteinli kakao 25.10+1.44*

* kontrol ve diisiik proteinli kakao numuneleri arasindaki dnemli farki gosterir (p<0.05).

Kontrol o6rneginin toplam fenolik madde miktar1 15.82 mg GAE/100g olarak
belirlenirken, diisiik proteinli kakaoda 25.10 mg GAE/100g GAE olmustur. Protein
oran1 uzaklastirilmis kakao orneklerinde kontrol grupa kiyasla toplam fenolik
degerlerinde 9.28 oraninda artis meydana gelmistir. Bu durum istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05). Diisiik proteinli kakaonun toplam fenolik madde degeri,
kontrol numunesine kiyasla énemli 6l¢ciide daha yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin
nedeninin iglem sirasinda uygulanan 1si1l islem ve enzimler olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diisiik proteinli kakao tozunda indirgeyici seker igerigi arttigindan,
melanoidin olusumu toplam fenolik madde miktarinda artis1 saglayabilmektedir

(Arlorio ve ark., 2008; Coghe ve ark., 2006; loannone ve ark., 2015).
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Ciinkii, antioksidan aktivitede meydana gelen artisi, antioksidan aktiviteyi engelleyen
oksidatif enzimlerin 1s1l islem ile inaktivasyonu, 1sil islemin ve uygulanan enzimlerin
hiicre duvarini bozmasi, ¢6ziinmez formdaki fenolik bilesenlerin serbest hale gegmesi,
yeni antioksidan bilesiklerin olusmasi seklinde tanimlamak miimkiindiir (Pinelo ve
ark., 2005). Bununla birlikte 200° C’nin dstiindeki sicakliklarin fenolik bilesiklere
zarar verdigi de vurgulanmaktadir (Kim ve ark., 2006). Elde edilen bu verilerden,
dogal bilesenlerde bulunan bazi gallat tiirevlerinin 1s1 etkisiyle gallik asite doniistiigii
ve gallik asit miktarindaki artiga katkida bulundugu diistiniilmektedir (Velioglu, 2006).

Giiltekin-Ozgiiven ve ark. (2016) yaptiklar1 bir calismada kakao tozunun toplam
fenolik madde igerigin 18,0 mg katesin esdegeri/g olarak bildirmistir. Bagka bir
calismada, alkalize olmayan ve alkalize kakao tozlar1 arasinda polifenol icerigi,
antioksidan kapasite ve antimikrobiyal aktivite agisindan fark olup olmadigina
bakilmig ve toplam fenolik madde miktarinin dogal kakao tozunda 41.55 mg
GAE/100g'dan, alkalize kakao tozunda 10.67 mg GAE/100g'a kadar degisdigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonuglari bizim bulgularimiza paraleldir (Todorovic ve ark.,

2017).

4.5. Cikolata Orneklerinin Renk Degerleri

Renk, gida endiistrisinde hammadde ile islenmis nihai gida rinlerinin 6zellikleri,
kalitesi hakkinda fikir veren ve tiiketici tercihlerinde 6nemli bir yere sahip kalite
parametrelerinden biridir (Velioglu, 1987). Tiiketici i¢in gidanin optik goériinimii
olduk¢a 6nemlidir. Gida yiizeyinin rengi, tiiketiciler tarafindan degerlendirilen ilk
kalite parametresidir ve gida iiriiniiniin kabulii i¢in kritik 6neme sahiptir. Cogu zaman
yiizey rengiyle belirlenen gidalarin gériiniimii, tiiketicinin giday1 rahatlikla tiikketmesi
veya tilketememesi i¢in bir arag olarak algiladigi ve kullandig: ilk duyumdur (Leon ve
ark, 2006). Cikolata orneklerinin renk degerleri L*, a* ve b* Tablo 4.8.°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Cikolata 6rneklerinin renk degerleri

Ornekler L* a* b*
Kontrol ¢ikolata 40.28+0.37 2.29+0.11 -4.924+0.14

Disiik proteinli gikolata 49.86+0.75 12.90+0.19 4284022

* kontrol ve diigiik proteinli kakao numuneleri arasindaki 6nemli farki gosterir (p<0.05).

Cikolata oOrneklerinin renk degerleri karsilastirildiginda, o6nemli fark oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore, kontrol grup cikolatalara kiyasla diisiik
proteinli ¢ikolatalarda L* degeri oldukg¢a yiiksektir. Bu durum distik proteinli
cikolatanin  kontrol grup cikolataya kiyasla daha agik ve parlak oldugunun
gostergesidir. Cikolata drneklerinin kirmizilik degeri a* incelendiginde, maltodekstrin
ilavesinin kakao tozunun rengin agilmasi kirmizilik degerlerinde artima neden oldugu
sonucuna varilmistir. Maltodekstrin beyaz renkli bir madde oldugu i¢in kakao tozunun
karakteristik renginl agmasi dogaldir. Sadece kontrol grup ¢ikolatalarda b* oranm
negatifdir. Bu ise kontrol grup cikolatanin koyu kahve renginin gostermektedir, yani

diisiik proteinli ¢ikolata kontrol ¢ikolataya gore daha yiiksek sarilik degerine sahiptir.

Bu ¢alismada kurutma isleminde verimi artirmak igin kullanilan kurutmaya yardimci
madde Maltodekstrinin eklenmesinin ¢ikolata O6rneklerinin renk degerlerini
istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide etkiledigi sonucuna varilmistir. Tablo 4.5.”de verilen
analiz sonuglaria gore, protein igerigini azaltmak i¢in yapilmis olan uygulamalarin
L*, a*, b* degerleri lizerine istatiksel olarak (p<0.05) 6nemli bir etkisi oldugu tespit

edilmistir.

Ayrica bu tezin 6n c¢alismalarinda, 1:2 oarninda maltodekstrin konsantrasyonu
(maltodekstrin: kakao ¢dzeltisinin kuru maddesi) denenmistir. Ancak, diisiik proteinli
kakao tozunda bulunan yiiksek seker miktarinin, aglomerasyona neden olan su
molekdlleri ile giiclii bir sekilde etkilesime girdigi goriilmiistir. Bu nedenle
calismada, sprey kurutma i¢in 1:1(maltodekstrin: kakao ¢ozeltisinin kuru maddesi)
maltodekstrin konsantrasyonu kullanilmis ve bu da ¢ikolata 6rneklerinde, daha agik
bir renkle sonuglanmistir. Benzer bir ¢alismada Ribeiro ve ark. (2020), kakao tozunda
sprey ve dondurarak kurutma ile kakao tozunun akis 6zellikleri {izerine maltodekstrin

ilavesinin etkisini degerlendirlmis ve numunelerinde %15 ve %30 (m m-1)
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maltodekstrin kullanilmistir. Kakao tozundaki maltodekstrin konsantrasyonu ne kadar
yiksekse, sprey kurutma ile aglomere edilen iirliniin o kadar diisiik oldugunu

bildirmislerdir.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda, yiiksek protein igerigine sahip popiiler bir gida olan
kakaonun, protein igerigini diigiirerek PKU hastalarinin tiikketebilecegi tirtinlerden biri
haline getirilmesi planlanmistir. Bunun igin, distik proteinli kakao tiretiminin ilk adimi
olarak, 1s1 ve enzimatik islemlerle kakao tozunun ¢oziiniirliigiinii arttirtlmigtir. Daha
sonra Amilaz ve Viskozim enzimleri sirasiyla nisasta ve hiicre duvari yikimi igin
kullanilmistir. Kakao tozundaki proteinleri daha da pargalamak igin bir sonraki agsama
olarak Alkalaz enzimi eklenmis ve ardindan izoelektrik ¢okeltme ile protein seviyesi
diisiiriilmiistiir. Islemlerden sonra, kakao konsantre sivisi piiskiirtiilerek kurutulmus ve
toz haline getrilmistir. Kontrol kakao tozu ve diisiik proteinli kakao tozu olacak
seklinde iki farkli kakao tozu iiretimi gergeklestirilmistir. Her iki kakao tozunun
oncelikle % indirgen seker, ¢oziiniirliikk, protein ve amino asit orani belirlenmistir.
Daha sonra kakao 6rneklerinin antioksidan aktivite (DPPH, FRAP) ve toplam fenolik
madde miktarlar1 tespit edilmistir. Yontem sonrasi iki farkli kakao tozundan iki farkli
cikolata Ornekleri hazirlanmis ve c¢ikolata Orneklerinin  renk degerleri

karsilagtirilmistir.
Aragtirma sonunda elde edilen verilere gore;

- Seker sonuglarma gore, kontrol kakao tozu orneklerinde (seker igerigi lirtin
etiketinde 0.4 g/100 g olarak belirtilmistir) indirgen seker tespit edilmemistir.
Ancak 100 g diisiik proteinli kakao tozu basina glikoz ve fruktoz miktar1 21.34
g ve 1.14 g olarak bulunmustur. Ham kakao ¢ekirdeginin baslica sekerleri
glikoz, fruktoz ve sakarozdur. Kakao g¢ekirdeklerinin fermantasyonu sirasinda
enzimatik reaksiyonlar nedeniyle indirgen seker miktar1 artarken, kurutma ve
kavurma islemlerinden sonra bu miktar azalmaktadir. Bu sebeple, kontrol

kakao oOrneginde indirgeyici seker tespit edilememis, ancak enzimatik
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islemlerden sonra belirlenmistir. Ayrica, isleme sirasinda pH diisiisii nedeniyle,
stikrozun glikoz ve fruktoza hidroliz de indirgen seker konsantrasyonunu
artirabildigi diigiiniilm{istir.

Coziintirliikk degerlerine gore, calismanin yontem kismindaki ilk kullanilan
enzim olan Amilaz nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarimi parcalamus,
ardindan kullanilan 1s1 soku islemi hiicre duvarlarinin siki yapisim1 daha da
gevsetilebilmistir. Gevsetilmis hiicre duvarina, icerigi ksilanaz, arabanaz, j-
glukanaz, hemiseliiloz ve seliilaz aktiviteleri iceren enzim kompleksi olan
Viskozimle muamele edilmistir . Viskozim, ¢ok bilesenli bir karbohidrazdir ve
bitki hiicre duvari polisakaritini etkili bir sekilde hidrolize edebilmektedir.
Boylelikle ygulanan islemler sonucunda kakaonun hiicre ¢eperini tahrip
edilmesiyle, kakao tozunun ¢oziiniirligii, %28.61'den %50.69'a yilikselmistir.
Protein analizi sonuglarina gore, islem yapilmamis kontrol grup kakao tozunun
protein igeriginin 17.8 g/100g oldugu bildirilmistir. pH 3.5'e ayarlandiginda
proteinlerin ¢okeltilmesinin en yiiksek oldugunu belirlenmis ve HaP04 ¢6zeltisi
ile izoelektrik ¢oktiiriilerek islem yapildiktan sonra diisiik proteinli kakao
tozunun protein oran1 10.9 g /100 g oldugu tanimlanmustir. 100 g kakao tozu
igin en iyi sonug, pH 3.5°de protein igeriginde %38.61 oraninda azalma oldugu
tespit edilmistir. Bu da, kontrol 6rnegine gore protein igeriginin neredeyse %40
oraninda azaldigini gostermektedir.

Amino asit sonuglarina gore, kontrol grup kakao 6rneklerinde fenilalanin orani
11.63 g/kg iken, diisiik proteinli kakaoda ise bu oran uygulanan iglemlerden
sonra 9.87 g/kg oldugu belirlenmistir ve boylelikle fenilalanin oraninin
%15.12 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Diger amino asit degerleri kontrol
edildiginde histidin ve tirozin digindaki tiim amino asit oranlarinda azalmalar
goriilmiistiir. Bu amino asitlerden izol6sin, 16sin ve valin oranindaki azalma
yasam boyu diyet kisitlamalarina uymasi gereken MSUD hastalar1 igin,
metiyonin oranindaki %100 azalma ise Homosistiniiri hastalar1 i¢in alternatif
bir iiriin gelistirildiginin gostermistir.

Kakao orneklerinin Antioksidan Aktivite kapasitesinin belirlenmesinde DPPH
radikal siipiirme aktivitesi ve FRAP yontemi denenmistir. DPPH radikal

stipirme aktivitesi, kontrol grup kakao 6rneklerinde 22.37 mg troloks/100 g’
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ken, diisiik proteinli kakao oOrneklerinde 22.70 mg troloks/100 g oldugu
belirlenmistir. Uygulanan islemler kakaonun DPPH radikal siiplirme
aktivitesinde kayip meydana getirmemis, aksine 0.33 oraninda hafif bir artim
olusturmustur. FRAP degerleri kontrol kakao oOrneklerinde 222.14 mg
FeSO,/100 g, diisiik proteinli kakao orneklerinde 224.12 mg FeSO,/100 g
oldugu belirlenmistir. Diisiik proteinli kakao 6rneklerinin FRAP degerlerinde
kontrol kakao Orneklerine kiyasla 1.98 oraninda ¢ok hafif bir artis meydana
gelmistir. Boylelikle, hem DPPH radikal siipiirme aktivitesinin hem de FRAP
analizinin sonuglar1 karsilastirildiginda 6rnekler arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 goriilmiistiir.

Kakao orneklerinin Toplam fenolik madde degerleri inceleginde, kontrol
kakao orneginin toplam fenolik madde miktar1 15.82 mg GAE/100g, diisiik
proteinli kakaoda 25.10 mg GAE/100g GAE oldugu tespit edilmistir. Protein
orani uzaklastirilmis kakao 6rneklerinde kontrol grupa kiyasla toplam fenolik
degerlerinde 9.28 oraninda artim meydana gelmistir. Bu durum istatistik olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Diisiik proteinli kakaonun toplam fenolik madde
degeri, kontrol numunesine kiyasla 6nemli dl¢iide daha yiiksek bulunmustur.
Bu farkliligin nedeninin islem sirasinda uygulanan 1sil islem ve enzimler
olabilecegi diistintilmektedir.

Cikolata orneklerinin renk analizi sonuglarina gore, kontrol grup cikolata
orneklerine kiyasla diisiik proteinli ¢ikolatalarda L* degeri oldukga yiiksektir.
Bu durum diisiik proteinli ¢ikolatanin kontrol grup ¢ikolataya kiyasla daha
agik ve parlak oldugunun géstergesidir. Cikolata 6rneklerinin kirmizilik degeri
a* incelendiginde, maltodekstrin ilavesinin kakao tozunun rengin agilmasi
kirmizilik  degerlerinde arttma neden oldugu sonucuna varilmistir.
Maltodekstrin beyaz renkli bir madde oldugu igin kakao tozunun karakteristik
renginin acilmasi dogaldir. Sadece kontrol grup ¢ikolatalarda b* oram
negatifdir. Bu ise kontrol grup ¢ikolatanin koyu kahve renginin gostermektedir.
Yani diisiik proteinli ¢ikolata kontrol ¢ikolataya gore daha yiiksek sarilik
degerine sahiptir. Bu c¢alismada kurutma isleminde verimi artirmak igin

kullanilan kurutmaya yardimci madde maltodekstrinin eklenmesinin cikolata
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orneklerinin renk degerlerini istatistiksel olarak onemli Ol¢iide etkiledigi

sonucuna varilmuistir.

Ozetle, analiz sonuclarinmn tiimii degerlendirildiginde uygulanan pH degerleri, 1s1l
islem, Amilaz, Viskozim, Alkalaz enzimleriyle muamele ve izolektrik ¢oktiirme kakao
tozunun ¢oziiniirligiini  artirmistir.  Kontol kakao tozu oOrneklerinde seker
belirlenmemesine ragmen, ¢oziiniirliigii artmis diisiik proteinli kakao tozunda indirgen
sekerlerden glikoz ve fruktoz belirlenmistir. Kontrol 6rnegine kiyasla, diisiik proteinli
kakao tozunun protein igeriginin neredeyse %40 azaldigini gostermistir. Ayrica diigiik
proteinli kakao tozunun amino asit profilinde histidin ve tirozin disinda onemli
azalmalar elde edilmistir. Diisiik proteinli kakaonun toplam fenolik igerigi daha
yiiksek iken, antioksidan aktiviteleri degismemistir. Son olarak elde edilen kakao
ornekleri ¢ikolata tiretimi i¢in basariyla kullanilmistir. Maltodekstrinle muamele
edilmesi diisiik proteinli cikolata Orneklerinin renk degerlerinde acilmaya sebep

olmustur.

Bu ¢alismayla yapilmis ¢oziiniirligii arttirilimig kakao tozu, gida sektoriinde kullanimi
kakao tozunun verimini artirarak daha ¢ok kakao tozu islenmesine yardimci olacaktir.
Ayni1 zamanda bu kakao tozundan hazirlanacak iriinler market raflarinda yer alirsa
amino asit bozuklugu olan hastalar i¢in diisiik proteinli gidalarin ¢esitliligini artirabilir.
Gelecekteki diger galismalarda, kakao tozunun protein igerigini verimli bir sekilde
azaltmak i¢in ultrafiltrasyon veya aktif karbon gibi farkli yontemler arastirilabilir. Elde
edilen kakao Ornekleri ¢ikolata iiretimi i¢in basariyla kullanilmistir, bu nedenle
dondurma, kurabiye, biskiivi, kakaolu igecekler, findik kremasi gibi ¢esitli gida

tirtinlerinde uygulanmasi 6nerilmektedir.
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