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Editorden,

Merhaba,

Nisan 2017 ortasinda GIDA Dergisi, 2017 yilinin 42. cilt 3. sayisint (Mayis-Haziran) yayimliyoruz.
Dergimizin elektronik ortamdaki bask: tarihi, yayimlama tarihi dikkate alindiginda, kagit baskili dergi
yayimladigimiz tarihlerde de her zaman kagit baski tarihinin 6niinde idi.

Bu sayimizda 15 makale yayimladik. Bunlarin 4 adedi Ingilizce arastirma, 10 adedi Turkge arastirma ve
1 adedi Turkce derleme makalesidir.

GIDA Dergisi acisindan ¢cok dnemli gelismeler var:
-Ingilizce arastirma makale sayisinda giderek bir artis var.
-2017 yilinin ilk ceyreginde 32 makale geldi, bunlarin 28 adedi arastirma makalesi.
-GIDA Dergisi 32. Cilt 4. sayisindaki (Temmuz-Agustos) 4 makale elektronik ortamda yaymmlandi.
-TUBITAK ULAKBIM tarafindan taranan tiim Tirkiye c¢ikisl dergiler icinde sayginligimiz her gecen
glin daha fazla artiyor.

Ancak istedigimiz / bekledigimiz hedefe hentliz erisemedigimiz de aciktir. GIDA Dergisi editorleri
olarak elimizden gelenin ¢cok tizerinde gayret gosteriyoruz ama meslektaslarimizdan daha fazla destek
bekliyoruz. Bu beklentimizin en énemli kismini, meslektaslarimizin Ingilizce arastirma makalesi géndererek
GIDA Dergisini evrensel boyuta tasimalari ve yayimladiklar1 makaleler ile GIDA Dergisine daha fazla
atif alinmasini saglamalari olusturmaktadir.

Dergi ile ilgili bir degisiklik, yeni yayim kurallaridir. Tim meslektaslarimizin acikca fark edecegi gibi,
gerek metin icinde gerekse kaynak listesinde kullanilan kaynakc¢ada ciddi bir degisiklik var. Bu degisiklik,
bu sayimizda ve izleyen 2017 yili 4. sayida hentiz tam olarak oturmus olmayacak. Soyle ki; GIDA Dergisi
2017 yil1 42. cilt 3. ve 4. sayilarinda kimi makaleler eski kaynak bildirisi, kimi makaleler ise yeni kaynak
bildirisi Gizerinden yayimlantyor.

Bir anlamda; ayni dergide yayimlanan farkli makalelerdeki kaynak bildirimi kural uyumsuzlugu / farkliligs,
dogrudan dogruya 6nceden kabul edilmis makaleler ile ilgilidir. Bir diger deyisle, eski yayim kurallarina
gore kabul edilmis makalelerin ya da belirli bir asamaya gelmis makalelerin yazarlarini, yeni yazim

kurallarina uymalart acisindan zorlamadik. Bu bir gecis stirecidir.

3. Uluslararast Gida Teknolojisi Kongresi ile ilgili olarak www.gidadernegi.org sayfamizdan bizi takip
edin. Kongre sitesi acildy; https://intfoodtechno2018.org/

Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman



A Message from the Editor-in-Chief

Hello,

In the midst of April 2017, we publish the 3% issue of volume 42 (May-June) in Journal of FOOD. The
date of printing of Journal of FOOD in electronic form, considering the date of its publication, was
always in front of its paper-printing date as in the days of the paper-printed version of the journal.

We published 15 articles in this issue. Four of them are research articles in English, 10 of them are
research articles in Turkish, and one of them is a review article in Turkish.

There are very important developments in terms of Journal of FOOD:

-There is an increase in the number of research articles in English.

-In the first quarter of the year 2017, thirty-two articles were submitted, of which 28 are research articles.

-The four of the articles in the 4" issue of volume 32 (July-August) of Journal of FOOD were printed
in electronic media.

-Our reputation among all the journals published in Turkey which are indexed by TUBITAK ULAKBIM,
increases day by day.

But it is also clear that we have not yet reached the target we wanted / expected. As the editors of Journal
of FOOD, we try harder than we can get, but we expect much more support from our colleagues. The
most important part of this anticipation is that our colleagues have made it possible to move the Journal of
FOOD to a universal dimension by submitting research articles in English and to get more citation to
the articles published in Journal of FOOD.

A change in the journal is the new writing rules. As all of our colleagues will clearly notice, there is a
serious change in the reference used both in the text and in the reference list. This change will not yet
be fully-established in this issue and in the next 4" issue of the year 2017. Namely; some of the articles
published in the 3 and the 4" issues of volume 42 of the year 2017 are published in Journal of FOOD,
on the basis of old reference list rules and some others are of new reference list rules.

In a sense; the incompatibility / difference of the reference list rules in different articles published in
the same issue, is directly related to previously accepted articles. In other words, we did not force the
authors of accepted articles which were written according to the old writing rules or articles of a certain
stage of reviewing process, with the new writing rules. This is a transition period.

Follow us about the 3* International Congress on Food Technology at www.gidadernegi.org. The
Congress web site has been opened; https://intfoodtechno2018.org/

Best Regards,

Prof. A. Kadir Halkman
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BAZI iCECEKLERDE TITRASYON ASITLIGININ TAYINIi ICIN
ZOFENOPRIL KALSiYUMA DAYANAN pH ELEKTROT YAPIMI
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Oz
Bu calismada, bazi iceceklerde titrasyon asitliginin tayini icin kullanilabilecek zofenopril kalsiyum’a
(ZFNCa) dayanan yeni bir PVC membran pH elektrot gelistirilmistir Elektrot, 201 °C’de, 1.7-9.5 pH
araliginda, 44.1+1.7 mV/pH’lik bir egim gostermektedir. Ayrica, bu elektrodun, 15 s’lik cevap stresi ve
en az 12 aylik 6mirle, iyi bir tekrarlanabilirlige ve yeniden tretilebilirlige sahip oldugu gozlenmistir.
Ayni zamanda, cesitli iyonlar varliginda H* iyonuna karst iyi bir secicilik gosterdigi belirlenmistir. Onerilen
elektrot kullanilarak, bazi iceceklerdeki (portakal suyu, elma suyu, gazli icecek, bira, sarap ve sirke)
titrasyon asitliginin tayininin yapilabilecegi gosterilmistir. Bulunan sonuclar geleneksel cam pH elektrotla
elde edilenlerle karsilastirildiginda, %95 GS’de (giiven seviyesi), aralarinda anlamli bir fark olmadig:
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, ZFNCa’a dayanan bu elektrodun, iceceklerdeki titrasyon asitligi tayininde
cam elektroda alternatif olarak basartyla kullanilabildigi gorilmustur.
Anahtar kelimeler: PVC membran, pH elektrot, zofenopril kalsiyum, potansiyometri, pH 6l¢timii,
titrasyon asitligi

CONSTRUCTION OF A pH ELECTRODE BASED ON
ZOFENOPRIL CALCIUM FOR THE DETERMINATION OF

TITRATABLE ACIDITY IN SOME BEVERAGES

Abstract

In this study, a new PVC membrane pH electrode based on zofenopril calcium (ZFNCa) available for
the determination of titratable acidity in some beverages was developed. The electrode exhibited a
slope of 44.1+1.7 mV/pH in the pH range 1.7-9.5 at 20+1 °C. Furthermore, it was observed that the
electrode had good repeatability and reproducibility with a response time of 15 s and a lifetime of at
least 12 months. Also, it was found to display good selectivity for H* ions in the presence of various
ions. The applicability of the proposed electrode for the determination of titratable acidity in some
beverages (orange juice, apple juice, fizzy drink, beer, wine and vinegar) was illustrated. It was seen
that there were no significant differences between the results obtained with the proposed electrode
and the traditional glass pH electrode at the 95% CL (confidence level). As a consequence, it was seen
that the electrode based on ZFNCa could be successfully used as an alternative for glass electrode to
determine the titratable acidity in beverages.

Keywords: PVC membrane, pH electrode, zofenopril calcium, potentiometry, pH measurement,
titratable acidity

* Yazigmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
@M kormali@science.ankara.edu.tr, © (+90) 312 212 6720/1147-1269, (+90) 312 223 2395

211



212

H. E. Kormali Ertlrin

GIRIS

Asitlik; bir gidanin iceriginin ve kalitesinin
degerlendirilmesi, gidaya uygulanacak islem
kosullarinin belirlenmesi ve bazi tiretim streclerinin
izlenmesi acisindan 6nemli bir olgudur (1). Asitlik,
pH ve titrasyon asitligi olmak tizere iki farkls
sekilde ifade edilir. pH bir 6rnegin asitlik derecesi;
titrasyon asitligi ise, o 6rnek icinde kuvvetli bir
bazla titre edilebilen toplam hidrojen iyonu
derisimidir (2).

Asitler; gidalarin dogal yapisinda bulunabildikleri
gibi, lezzet arttirmak, gidanin raf Omrint
uzatmak ve benzeri amaclarla islenmeleri sirasinda
gidalara katilabilirler (3). Sitrik, malik, tartarik,
fosforik, okzalik, asetik ve laktik asitler gidalarda
yaygin olarak bulunan organik asitlerdir. Gazli/
gazsiz icecekler ve taze meyvelerden Uretilen sivi
gidalar; imalat strecleri ve elde edildikleri
kaynaklar dolayisiyla, soz konusu asitlerin birini
veya birkacint icerebilirler. Bu nedenle, icecek ve
sivi gidalarin titrasyon asitliginin, numunedeki
baskin asit tiirti cinsinden (g,,;/100 mL,,une)
ifade edilmesi genel bir uygulamadir, ancak sart
da degildir (D).

Cesitli iceceklerin uretildigi gida endistrisinin
gerektirdigi kalite ve glvenlik standartlarini
saglamak icin yapilacak kalite-kontrol analizlerindeki
asitlik dlciimlerinde kolay, hizli, ucuz ve glivenilir
analitik yontemlere ihtiya¢ vardir. Glinimiizde,
pH ve titrasyon asitligi ol¢timleri, cam elektrotlarin
indikator elektrot olarak kullanildigi potansiyometrik
yontemle gerceklestirilebilmektedir. Cam elektrotlar;
genis pH araliginda yiiksek secicilikle gtivenilir
sonuclar verdiklerinden ve inert olduklarindan
en yaygin kullanilan pH elektrotlaridir. Anilan
ustiin ozelliklerine ragmen, cam elektrotlar; yiiksek
dirence sahiptir, kolayca kirilabilir, hidroflorik asit
(HF)/flortr iyonu (F-) iceren ortamlarda kararsiz
sonuglar verir ve pH skalasinin ug¢ bolgelerinde
asit/alkali hatast olustururlar. Ayrica, mikroelektrot
olarak turetilmeye ve in situ (yerinde) calismalarda
kullanilmaya uygun degildirler (4, 5). Bu nedenle,
son yillarda, kati-temasl elektrotlar (SCE’lar)
(6-12), kaplanmuis tel elektrotlar (CWE’lar) (13,
14), alan etkili transistorler (FETler) (15, 16), nano
cubuk elektrotlar (17, 18) ve polimerik membran
elektrotlar (PME’lar) (19-33) gibi cam olmayan
pH elektrotlarin gelistirilmesi ile ilgili calismalar
hiz kazanmustir. Poli(vinil klortir)in (PVC), uygun
plastiklestirici, makrosiklik bilesik (iyonofor)

ve/veya iletkenlik arttirict ile belirli oranlarda
karistilmastyla  hazirlanan  PVC  membran
elektrotlar, distik elektrik direncine sahip olduklar,
kolay ve ucuz uretilebildikleri icin digerlerine
nazaran tercih edilir hale gelmistir.

PVC membran elektrotlarin  ilgili iyona
duyarliliklarindan ve seciciliklerinden sorumlu
bilesenleri iyonoforlaridir. Pek ¢ok arastirict H
iyonuna duyarli yeni iyonoforlar gelistirmeye
odaklanmistir.  Ginimiize kadar, bu amacla
kullanilmis  iyonoforlara  6rnek  olarak
hekzaflorofosfatlar (34), diazasiklooktadekanlar
(35), dekametilsiklopentasiloksanlar (6),
hekzabutil-tri-amidofosfatlar (19), heks-3-enler
(20), azoller (21), fenokzazin bilesikleri
(kromoiyonoforlar) (10, 27, 28), aminler (11-13,
24), pillar[5larenler (29), ve kaliks[4larenler (30-33)
gosterilebilir. Literatiir incelendiginde, bazi ilag
etken maddelerinin voltametrik/amperometrik

sensorlerde  duyarlilik  saglamak amaciyla
kullanildigi (36, 37), ancak, pH duyarh
potansiyometrik ~ PVC  membran  elektrot

hazirlanmasinda iyonofor olarak kullanidmadig:
tespit edilmistir. Ayrica, bir hipertansiyon ilag
etken maddesi olan zofenopril kalsiyumun
(ZFNCa) (Sekil 1) c¢esitli pH’larda kare dalga
voltamogramlart alindiginda, pik potansiyellerinin
pH ile Nernstian degere yakin bir egimle dogrusal
olarak degistigi gorilmustir (37). Bu gozleme
dayanarak, sunulan calismada ZFNCa'un iyonofor
olarak kullanildigi yeni bir PVC membran pH
elektrot gelistirilmesi amac¢lanmistir. En iyi
membran bilesiminin belirlenmesi icin; iyonofor,
plastiklestirici, PVC ve iletkenlik arttirici oranlari
degistirilerek cesitli kombinasyonlarda membranlar
hazirlanmas: dustnulmustir. Gelistirilecek
elektrodun, bazi anyon ve katyonlara karst
seciciligi, cevap stresi, dmri, calisma araligt gibi
performans ¢zelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Ca?*

S/\/KO O

CHs

Sekil 1 Zofenopril kalsiyumun formdili
Figure 1 The structure of zofenopril calcium



Ayrica, s6z konusu elektrodun, bazi meyve sulart,
gazli icecekler, sirke, bira ve sarapta titrasyon
asitliginin belirlenmesinde cam elektrot yerine
kullanilabilirligi incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Cihazlar ve donanimi

pH-potansiyel olctimleri, Rondolino numune
degistiricili Mettler-Toledo SevenMulti pH-iyonmetre
(Isvicre) ile otomatik olarak gerceklestirilmistir.
Referans elektrot olarak Mettler—Toledo Inlab
Ag/AgCl (katalog no: 51343190) ve indikator
elektrot olarak hazirlanan PVC membran pH
elektrotlar kullanimustir. Sonuclart karsilastirmak
icin pH ol¢imleri kombine cam elektrot
(Mettler—Toledo Inlab Routine Pro pH elektrot;
katalog no: 51343055) ile de yapimustir. Potansi-
yometrik titrasyonlar, Orion 940 otomatik titrator
(katalog no: S/N 5816) (ABD) ile gerceklestirilmistir.
Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan deiyonize
saf su Elga Purelab Classic UV (Ingiltere) cihazindan
elde edilmistir.

Kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Iyonofor olarak ZFNCa, polimer matriks olarak
PVC; plastiklestirici olarak o-nitrofenil oktil eter
(o-NPOE), dibutil ftalat (DBP), dibiitil sebakat
(DBS), o-nitrofenil pentil eter (o-NPPE) ve
tris(2-etilhekzil) fosfat (TEHP); iletkenlik artttirici
olarak sodyum tetrafenilborat (NaTPhB), potasyum
tetrakis-(4-klorofenil)borat (KTp(4-CIPh)B) ve
sezyum tetrakis-(3-metilfeniDborat (CsTp(3-MePh)B)
kullanilmistir  (Sigma/Fluka). Cozictu olarak
kullanilan tetrahidrofuran (THF) Merck firmasindan
temin edilmistir.

Seciciliklerin tayininde kullanilan, anyon ¢ozeltileri
ilgili anyonlarin sodyum tuzlarindan, katyon
cozeltileri ise ilgili katyonlarin nitrat tuzlarindan
hazirlanmistir (Merck/Sigma Aldrich).

pH kalibrasyon ¢ozeltilerini hazirlamak icin;
borik asit (Merck), asetik asit (Merck) ve fosforik
asit (Aldrich) belirli miktarlarda karistirilarak
Britton—Robinson (BR) tampon cozeltileri elde
edilmistir (27). Bu c¢ozeltilerin pH’lari, uygun
miktarlarda sodyum hidroksit (Riedel-deHaen)
veya hidroklorik asit (Sigma-Aldrich) ilave edilerek
ayarlanmistir. Titrasyonlarda, hidroklorik asit,
hidroflorik asit ve fosforik asidin yaklasik 0.1
M'lik ¢cozeltileri kullanilmustir.

Elektrotlarin hazirlanmasi

0.0085 g ZFNCa, 0.2935 g o-NPOE ve 0.1276 g
PVC 5 mL THF icerisinde ¢ozilmustiir. Olusan
homojen karisim, ¢capi 35 mm olan cam plaka
tzerine tutturulmus cam bir diske dokilmis ve
THF’nin uzaklasmasi icin yaklasik 24 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Olusan polimerik
membranlardan 7 mm’lik bir kisim kesilerek cap1
5 mm, boyu 100 mm olan cam bir borunun ucu-
na tutturulmustur. Bu membranin tutturuldugu
cam boru, i¢c dolgu ¢cozeltisi olarak 1.0x10* M CaCl,
ile doldurulmus ve icine AgCl ile kaplanmis
giimus tel (Aldrich) daldirilarak PVC membran
pH elektrot hazirlanmistir (Sekil 2). Elektrotlar
kullanilmadan once saf suda bir glin sartlandirillmustir.

Potansiyometrik olciimler

Kalibrasyon egrilerinin cizilmesi ve potansiyometrik
titrasyonlarin gerceklestirilmesi amaciyla yapilan
bitiin olctimler, asagidaki elektrokimyasal hiicre
kullanilarak oda sicakliginda (20£1 °C) yapilmustir.

Referans elektrot | | Deney ¢ozeltisi | PVC
membran | 1.0x 10° M CaCl, | AgCl | Ag
BR tamponu iceren c¢ozeltilere uygun miktarlarda
NaOH veya HCI eklenerek 1.7-12.8 pH araliginda
50.0 mL’lik bir seri kalibrasyon c¢ozeltisi hazirlanmustur.
Dustik pH’dan baslayarak her bir c¢ozeltinin
potansiyeli okunmus ve hidronyum iyonu
derisiminin eksi logaritmasina (pH) karsi grafige
gecirilmistir. Cizilen egrinin dogrusal kismindan
calisma araligt; bu dogrusal kismin egiminden
ise, elektrodun egimi (mV/pH) belirlenmistir.

Analitik uygulama

Hazirlanan pH elektrot yardimiyla gercek
numunelerde titrasyon asitliginin tayini ic¢in
gerekli portakal ve elma suyu, gazl icecek, bira,
kirmizt sarap ve sirke Ankara’daki yerel marketlerden
temin edilmistir. Numunelerin analize hazirlanmasi
ve titrasyon asitligi tayini ulusal/uluslararasi
standartlarda onerilen sekilde potansiyometrik
olarak gerceklestirilmistir (38).

SONUCLAR VE TARTISMA
Membran bilesiminin belirlenmesi

Literattrde, i¢c dolgu c¢o6zeltili PVC membran
elektrotlarin potansiyel cevabina, membran
bilesenlerinin tiirintin ve oranmin olduk¢a etkili
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Sekil 2 ZFNCa dayanan PVC membran pH elektrotlarin hazirlanmasi (a) elde edilen polimerik membran (b) ve (c) kesilen
membran pargasinin cam bir borunun ucuna tutturulmasi (d) cam borunun i¢ dolgu ¢dzeltisi olarak 1.0x10° M CaCl, ile
doldurulmasi (e) elektrodun saf suda sartlandiriimasi (f) potansiyometrik élgiimlerde kullaniimaya hazir Ag/AgCl igeren elektrot

Figure 2 Preparation of ZFNCa based PVC membrane pH electrodes (a) the obtained polymeric membrane (b) and (c)
attaching the membrane piece to one end of a glass tube (d) filling the glass tube with 1.0x10° M CaCl, as the inner filling
solution (e) conditioning the electrode in deionized water (f) the electrode with Ag/AgCl ready for use in potentiometric

measurements

oldugu belirtilmektedir. Bu tip elektrotlarin
hazirlanmasinda en sik rastlanan bilesim: %1-7
iyonofor, %28-33 PVC, %60-69 plastiklestirici ve
960.03-3 iletkenlik arttricidir (39). En iyi membran
bilesimini belirlemek amaciyla, bu calismada
plastiklestirici olarak o-NPOE’nin kullanildigi ve
ZFNCa oraninin %0, 1, 2, 3 olacak sekilde
degistirilmesiyle dort farkli elektrot hazirlanmistir.
ZFNCa icermeyen elektrodun hidrojen iyonu
duyarlhiginin diisiik olmast; ancak, iyonofor iceren
elektrotlarin pH 1.7-9.5 araliginda hidrojen iyonu
duyarligt gostermesi, ZFNCa’'nin pH elektrodu
hazirlanmasinda iyi bir iyonofor oldugu seklinde
degerlendirilmistir. Iyonoforlu ti¢ elektrodun
egimleri karsilastirildiginda, en ytiksek egim
(44.1£1.7 mV/pH) %2 ZFNCa iceren membranla
hazirlanan elektrotla gozlenmistir. Bu nedenle,
plastiklestrici ve iletkenlik arttiricinin elektrot
cevabi Uizerine etkisi incelenirken iyonofor orani
%?2’de sabit tutulmustur.

Plastiklestiriciler, dielektrik sabitlerine bagli olarak,
membrandaki analit iyonlarinin hareketliligini
etkileyerek iyon-secici elektrotlarin performansint
onemli olctide degistirirler (39, 40). Bu calismada,
plastiklestirici olarak o-NPOE yerine, o-NPPE,
DBP, DBS, TEHP de kullanilarak dort elektrot
hazirlanmistir. Bu  elektrotlarin  ¢calisma pH
araliginin 2.3-6.3 oldugu, egimlerinin ise yaklasik
7-20 mV/pH araliginda degistigi gorilmustir. Bu
elektrotlarin hem ¢alisma araligi hem de egim
yonlunden performansinda 6nemli oranda bir
distis gozlendiginden, en iyi plastiklestiricinin
o-NPOE olduguna karar verilmistir.

Literatiirde yer alan bazi ¢alismalarda, PVC esasli
membranlara iletkenlik arttirict eklenmesinin,
membran direncini disurerek elektrot dzelliklerini
gelistirdigi belirtilmektedir (41, 42). Bu amacla,
iyonofora gore mol orani %70'de sabit tutulan,
ti¢ farkli iletkenlik arttiricinin (NaTPhB,
KTp(4-CIPh)B ve CsTp(3-MePh)B) elektrot
cevabina etkisi incelenmistir.



Bu tuzlarin kullanilmastyla, elektrot performansinin
iyilesmedigi; aksine egimlerin dustigl ve calisma
araliklarinin da daraldigi gortlmistiir. Bu durumy;
iletkenlik arttiricidaki katyonlarin ZFNCa’daki
kalsiyum iyonu ile yer degistirerek molekiile
saglam olarak baglandigi ve hidrojen iyonlarinin
membrandaki  iyonofora  tersinir  olarak
baglanabilirligini engelledigi seklinde yorumlanmustir.

Sonug olarak, calismada hazirlanan pH elektrot
membraninin optimum bilesimi; %2 ZFNCa,
%29.7 PVC, %68.3 0-NPOE olarak bulunmus ve
performans faktorlerinin belirlenmesinde bu
membran bilesimine sahip elektrot kullanilmistir.

Performans faktorlerinin belirlenmesi

Optimum bilesimde hazirlanan elektrodun, ¢alisma
araligini belirlemek icin 1.7-12.8 pH araligindaki
bir seri BR tamponu ¢ozeltisinden elde edilen
potansiyel degerleri, olusturulan elektrokimyasal
hiicre kullanilarak okunmus ve E-pH grafikleri
cizilerek Sekil 3'de verilmistir. Bu grafigin dogrusal
kismindan, pH calisma araligi 1.7-9.5 ve egimi
44.1+1.7 mV/pH olarak bulunmustur.
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Sekil 3 ZFNCa’a dayanan PVC membran pH elektrodun
kalibrasyon egrisi

Figure 3 The calibration graph of the PVC membrane pH
electrode based on ZFNCa

Kalibrasyon cozeltilerine, hazirlanan elektrot ve
referans elektrot daldirildiktan sonra potansiyelin
kararlt hale gelmesi icin gereken stire elektrodun
cevap suresi olup, 15 s olarak belirlenmistir.

Elektrodun omriint belirlemek icin, hazirlanan
elektrot ile bir yili askin bir stire diizenli araliklarla
kalibrasyon egrileri cizilmistir. Bu sire icinde
calisma araliginin degismedigi gorilmus ve
elektrodun egimleri zamana karst grafige
gecirilmistir.  Egimde  %20’lik  bir  distsin
goruldiglu 12-13 aylik stre elektrodun 6mri
olarak degerlendirilmistir.

Literatiirde, makrosiklik bilesiklerin iyonofor
olarak kullanilmasiyla hazirlanan elektrotlarin
pek ¢ok anyon ve/veya katyona cevap verdigi
belirtilmektedir (13, 23). Bu nedenle, bu calismada
hazirlanan elektrodun da cesitli anyon ve
katyonlar varliginda potansiyometrik cevabinin
incelenmesi gerekmektedir. Ctinkti bu elektrot
kullanidarak toplam asitlik tayininin yapilmasi
dustinilen pek cok icecek, cesitli anyon ve
katyonlart 6nemli derisimlerde icermektedir. Bu
amacla, sabit bozucu yontemiyle, bazi katyonlarin
(Nar, K+, Li*, NH,*, Mg, Ca*) ve bazi anyonlarin
(Br, T, Cl, NOy, SCN, ClO/) ortamdaki derisimleri;
1.0x10° M’da sabit tutularak Onerilen pH
elektroduyla kalibrasyon egrileri cizilerek, s6z
konusu iyonlarin potansiyometrik cevaba etkileri
incelenmistir (Sekil 4). Katyonlar icin secicilik sirast
Ca*> Li*> K* ~ Na™> NH,~ Mg* olarak bulunurken,
anyonlarda bu sira C1O,> SCN>I'> Br> NO,> Cl
olarak gozlenmistir. Ancak, katyonlarin elektrot
cevabina 6nemli bir etkisi olmadigi halde,
anyonlardan ClO,’in bozucu etkisinin nispeten
yiiksek oldugu bulunmustur. Ozellikle, iceceklerde
yiksek derisimlerde bulunabilen Cl- gibi bazi
iyonlarin bozucu etkisinin olmadig: ve perklorat
iyonunun iceceklerde vyiksek derisimlerde
bulunmadig: dikkate alindiginda, incelenen bu
iyonlar varliginda, pek cok gida numunesinde,
onerilen elektrotla pH ve titrasyon asitligi
olctimlerinin yapilabilecegi sonucuna varilmistir.

Analitik uygulama

Onerilen elektrodun analitik uygulanabilirligi iki
sekilde arastirilmustir. Bunlarin ilkinde, elektrot, HCI,
HF ve H,PO/in ayarli NaOH ile potansiyometrik
titrasyonlarinda indikator pH elektrodu olarak
kullanilmistir. Bunlara ait titrasyon egrileri Sekil
5’te verilmistir. Titrasyon egrilerinden gorildigu
gibi, donim noktalarindaki sicramanin belirgin,
ve buradan elde edilen sonuclarin kantitatif
olmast, bu elektrodun asit-baz titrasyonlarinda cam
elektrot yerine alternatif olarak kullanilabilecegi
seklinde degerlendirilmistir. Ikinci uygulama
olarak, cesitli iceceklerde titrasyon asitligi tayininin
yapilabilirligi arastirilmistir. Bu amacla, portakal
ve elma suyu, gazl icecek, bira, kirmizt sarap ve
sitke numuneleri ulusal/uluslararasi standartlarda
belirtilen yontemlere gore hazirlanmis ve indikator
elektrot olarak yeni gelistirilen pH elektrodun
kullanilmastyla ayarli NaOH ile titre edilmistir.
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Sekil 4 Elektrodun potansiyometrik cevabina gesitli iyonlarin
etkisi: (a) anyonlar ve (b) katyonlar

Figure 4 The effect of various ions on the potentiometric
response of the electrode (a) anions and (b) cations

Bes deneyin ortalamasindan elde edilen sonuclar,
cam elektrot kullanilarak elde edilen sonuclarla
birlikte %95 gliven seviyesinde ortalama deger +
ts/\ N olarak Cizelge 1’de verilmistir. Bulunan de-
gerler t ve F testleri uygulanarak istatistik olarak
degerlendirilmistir. Deneysel olarak bulunan #,
ve F, degerlerinin #, ve F, degerlerinden kiiciik
olmast, %95 giiven seviyesinde her bir numune
icin cam elektrot ve onerilen elektrotla elde edilen

Vnaon, mL

Sekil 5. Hazirlanan elektrot kullanilarak ~ 0,1 M asit
gozeltilerinin 0.2298 M NaOH ile titrasyonundan elde
edilen egriler: (a) HCI, (b) HF, (c) H3PO4

Figure 5 The curves obtained from the titration of ~ 0.1 M
acid solutions with 0.2298 M NaOH by using the prepared
electrode, (a) HCI, (b) HF, (c¢) H3PO,

sonuclar arasinda dogruluklar ve kesinlikler
acgisindan anlamli bir fark olmadigini gdstermistir.
Biitiin bu verilerden, 6énerilen PVC membran pH
elektrodun, cesitli iceceklerin titrasyon asitliklerinin
potansiyometrik tayininde, cam elektrot yerine
basarili bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna
varilmustir.

Literatiirdeki esdegerleriyle karsilastirildiginda,
ZFNCa kullanilarak hazirlanan PVC membran pH
elektrodun, yiksek secicilik 6zellikleri ve uzun
omra agisindan Gstiin (10, 12, 20, 22, 24, 25, 30-, 32),
tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik acisindan
ise yarsabilir nitelikte oldugu goriilmiistiir (6, 7, 11,
34). Onerilen elektrodun hazirlanmasinda iyonofor
olarak kullanilan ZFNCa’un biyouyumlu olmasi,
kalite kontroller sirasinda, gida numunelerinde
dogrudan pH ol¢timii icin bu elektrodun kullanilabilir
nitelikte oldugunu diistindtrmastir.

Cizelge 1 Onerilen pH elektrot ve geleneksel cam elektrot kullanilarak, bazi iceceklerin titrasyon asitliklerinin tayininden elde
edilen sonuglar (% 95 guven seviyesi, N=5, tyjx= 2.78, Fiix=6.39)

Table 1 The results obtained from the determination of the titratable acidity of some beverages using the proposed pH electrode
and the conventional glass electrode (95% confidence level, N=5, t,icqi = 2.78, Fitica) =6-39)

Numune Sample Cam elektrot

Onerilen elektrot

Glass electrode Proposed electrode

Titrasyon asitligi Titrasyon asitligi tdeneysel Faeneysel

Titratable acidity Titratable acidity toxperimental Foxperimental
Portakal suyu Orange juice 13.3+0.6 12.6+1.3 1.28 0.15
Elma suyu Apple juice 9.840.3 9.4+0.3 1.81 0.81
Gazli igecek Fizzy drink 0.6+0.0 0.6+0.0 1.15 0.70
Bira Beer 0.6+0.1 0.6+0.0 0.86 0.68
Sarap Wine 8.4£0.2 8.0+£0.5 1.84 0.22
Sirke Vinegar 85.3+4.3 83.1+£1.6 1.23 0.08
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Bu calismada farkli gamlarin ve konsantrasyonlarinin ¢ig ve kizarmis tavuk koftelere etkisini belirlemek
amaclanmustir. Kofteler tara, tragakant ve agar agar gamlarini % 0.5, % 1 ve % 1.5 oraninda icerecek sekilde
hazirlanmistir. Cig 6rneklerde 10 giin sogukta depolama ile pH, TBA ve renk degerlerindeki degisimler
belirlenmistir. Kizarmis 6rneklerde ise bazi fiziksel, teknolojik ve duyusal nitelikler belirlenmistir. Sonu¢
olarak, gam ilavesi ile ¢ig orneklerin depolama esnasinda pH ve TBA degerlerindeki artis yavaslatilirken,
renk degerlerinin iyilestirilebilecegi gdzlenmistir. Kizarmis 6rneklerde ise renk degerlerinin gelistirilebilecegi,
verim, nem tutma orani ve duyusal puanlarin artirllabilecegi anlasilmistir. Ayrica kizartma stiresince ¢ap
kiictilmesi ve yag emilim miktarlarinin da azalulabilecegi gozlenmistir. Biitiin sonuglara bagli olarak
tavuk kofte hazirlamada en avantajli muamelelerin agar agar gaminin % 1 ve % 1.5 seviyelerinin oldugu

anlasilmustir.

Anahtar kelimeler: Tavuk kofte, tara gami, tragakant gami, agar agar gami, kizartma

THE USE OF TARA, TRAGAKANT AND AGAR AGAR
GUMS IN CHICKEN MEATBALLS

Abstract

The aim of this study was to determine the effects of treatments with different gums and gum concentrations
on raw and fried chicken meatballs. Meatballs were prepared with three different formulations (0.5, 1
and 1.5%) for each of tara, tragacanth and agar agar gums. The pH, TBA, and colour values of raw
samples were determined during cold storage for ten days. Also, some physical, technological, and
sensory properties of fried meatballs were evaluated. Consequently, it observed that increasing of pH
and TBA during storage can be slowed and colour values can be improved with using of gums. It
understand that colour values, yield, moisture retention, and sensory scores of fried meatballs can be
increased. In addition, diameter reductions and fat absorption of fried samples also decreased during
frying. According to results, most advantageous treatments for chicken meatballs were 1% and 1.5%
levels of agar agar.

Keywords: Chicken meatballs, tara gum, tragacanth gum, agar agar gum, frying
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GIRIS

Gida sektoriinde yeni Uretim teknikleri tGirtinlerdeki
bazi problemleri ¢b6zmek ve Uretim esnasinda
uygulanan islemleri kolaylastirmak amaciyla
gittikce yayginlasmaktadir. Ozellikle hazir gidalarin
hayatimizda daha fazla yer almaya baslamasi ile
seker, obezite ve kalp-damar hastaliklarinin
yayginlasmasi gidalarda bulunan kaloriyi distirme
calismalarint artirmistir. Ayrica tiiketicilere daha
kaliteli trtinler sunmak icin en uygun katk:
maddelerinin ve miktarlarinin secimi de bu
calismalara konu olarak sektordeki uygulamalara
yon vermistir (1-4).

Et endustrisindeki en 6nemli uygulamalarin bazilari
urtinde bulunan yag icerigini azaltma, teksturt,
goruniisti ve rengi iyilestirme ile ilgili calismalardir.
Ayrica pisirme kayiplarini azaltma ile ilgili
uygulamalarda 6rnek olarak verilebilir (5-8).
Bahsedilen c¢alismalarin sonuglart beyaz et
ve flrilinlerinde et tabiatinda olmayan bircok
fonksiyonel bilesigin kullanilabilecegini isaret
etmektedir. Cesitli koruyucular, renk maddeleri,
bitkisel lifler gibi bircok madde farkli nitelikleri
urlinde iyilestirmek icin kullanilabilirken, en
Onemli gruptan bir tanesi de gamlardir. Gamlar
genel olarak yiiksek oranda su baglama yetenegi
olan, renksiz, kokusuz ve tatsiz bilesiklerdir. Cok
diistik miktarlarda dahi kullanildiklarinda ¢ig ve
pismis urtinlerin viskozitesini, tekstlirini ve
dokusunu etkileyebilirler.  Cesitli  pisirme
uygulamalarinda nem kaybini azaltabildikleri icin
dolayli olarak tiriinlin rengini, seklini ve tadini da
etkileyebilirler. Ayrica alerjik olmamalart ve
dondurma islemi gibi cesitli proseslere dayanikli
olmalart diger bazi avantajlaridir (9-14).

Bahsedilen ozelliklerinden dolayi ¢esitli gamlarin
tavuk koftelerde kullanimi ile bu tarz urtnlerde
¢ig olarak depolamada gortlebilen renk degisimi,
oksidasyon, pismis Urlinde ortaya ¢ikan agirlik
kaybt ve cap azalmasi gibi hatalarin azaltilabilecegi,
tekstiirtin iyilestirilebilecegi anlasiimaktadir. Hatta
kizartma esnasinda rengin iyilestirilebilecegi,
nem kaybi ve yag emiliminin azaltilarak, kalori
degerinin azaltilabilecegi dustntilmektedir. Ancak
yapilan literatiir arastirmalari sonucunda tavuk
eti Urlinlerinde gam kullanimu ile ilgili verilerin
cok az oldugu anlasildigindan bu calismada tara,
trakagant ve agar agar gamlarinin farkli oranlarda
tavuk koftelerde kullanim olanaklari ortaya
koyulmustur.

MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirmada kullanilan tara, tragakant ve agar
agar gamlart Smart Kimya (Izmir)dan satin
alinmustir. Tavuk gogis etleri ve diger katki
maddeleri Adiyaman’da yerel marketlerden
temin edilmistir. Kizartma yagi olarak ay cicek
yagi (Yudum), kizartma makinast olarak 1 It hacime
sahip Tefal marka bir mini kizartict kullanilmustir.

Calisma esnasinda donmus tavuk gogis etleri
16-18 saat boyunca +4 °Cde ¢oziindiirilmiistiir.
Cozinen etleri kiyma isleminden sonra, 9650 g
kryilmis et, 150 g tuz, 100 g karabiber ve 100 g
sivi ay cicek yagi icerecek sekilde on karisim
hazirlanmistir. Daha sonra bu karisimdan bir
miktar alinip, % 0.5, % 1 ve % 1.5 oraninda tara,
tragakant ve agar agar gamlarindan ilave edilerek
asil ornekler hazirlanmistir.  Ornekler iyice
yogurulup 30 d 4 °C de bekletildikten sonra, her
bir 6rnek icin esit agirlikta (20 g) ve capta yuvarlak
kofteler hazirlanmistir. Hazirlanan her bir 6rnek
iki gruba ayrilmistir. Birinci grup ile ¢ig 6rneklerde
depolama stabilitesi ile ilgili analizler yapilirken,
ikinci grup kizartma 6ncesinde ve 180 °C'de 5 d
kizartma sonrasinda bazi analizlere tutulmustur.

pH ve TBA degerlerinin belirlenmesi
Depolanan ¢ig 6rneklerin pH 6l¢timleri bir pH
metre (Orion 3-star, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) araciligi ile gerceklestirilmistir. 10 g
ornek 100 mL saf suda homojen ¢oziinene kadar
5 d kanstirildiktan sonra olcim yapilmustir (15).
Oksidasyon seviyesi hakkinda fikir edinmek icin
yapilan TBA analizi Tarladgis ve arkadaslari
(16)na gore yapilmustir. Bu amacla; bir behere 10
g ornek koyulmus, tGzerine 50 mL saf su ilave
edilmistir. Iyice kanstrildiktan sonra 47.5 mL su
ile beraber Kjeldahl balonuna aktariimistir. Uzerine
2.5 ml 4 N’lik HCL ve 1-2 damla silikon yag: ilave
edildikten sonra distilasyon tinitesine baglanmustir.
Yaklasik 50 ml distilat elde edildikten sonra bu
distilatlardan 5 mL alinip cam tiplere aktarimus,
tzerine 5 mL TBA reaktifi ilave edilmis ve 35 d
kaynar suda bekletilmistir. Oda sicakligina sogutma
islemi sonrast 538 nm dalga boyuna ayarli
spektrofotometrede (UV-160 A, Shimadzu, Tokyo,
Japonya) kore karst absorbanslart okunmustur.
Okunan degerler 7.8 ile carpilmis ve TBA sonuglart
mg malonaldehit/kg 6rnek olarak ifade edilmistir.



Renk analizleri

Renk Olctimleri ¢ig ve kizarmis koftelerin
yluzeyinde kolorimetre (Minolta CR-400, Osaka,
Japan) kullanimi ile yapilmustr. Olciimler éncesi
cihaz standart olarak kalibre edilmistir. Renk
degerleri CIELAB sistemine gore L (aciklik-koyuluk),
a (kirmizilik-yesillik) ve b (sarilik-mavilik) degerleri
seklinde ifade edilmistir.

Kizartma verimi ve cap azalmasinin
belirlenmesi

Koftelerin kizartma sonrasi verim ve ¢aplarindaki
azalma oranlar yapilan agirlik ve cap olctimleri
sonrast asagidaki formillere gore hesaplanmustir.
Kizarmus kofte agirligt
1. Kizartma verimi (%) = ———————  x 100
Cig kofte agirligt
Cig kofte capt - Kizarmus kofte capi

2. ap azalmasi (%) = x 100
tap ’ Cig kofte capi

Nem tutma ve yag emilim degerlerinin
belirlenmesi

Cig ve kizarmis koftelerin nem tayini 10512 °C’de
etiivde kurutma, yag tayini ise hegzan kullanarak
Soxhelet ekstraksiyon yontemi ile yapilmistir
(17). Nem tutma ve yag emilim degerleri ise
asagidaki formiillere gore hesaplanmistir.

Kizarmis koftenin nemi (%)
x Kizartma verimi

1. Nem tutma (%) = —— - -
Cig koftenin nemi %)

2. Yag emilimi (%) = Kizarms koftenin yagt (%) - Cig koftenin yagi (%)
Duyusal analizler

Duyusal analizler icin Gida Isleme Bolimu
ogrencisi olan 10 adet panelist kullanilmistir.
Panelistlere puanlama Oncesinde kisa bir egitim
verilmistir. Analizler hoglanma derecesine bagli
olarak puanlamanin yapildigt hedonik skalaya
gore gerceklestirilmistir. Puanlar ve karsiliklar; 1:
asirt hos olmayan, 2: ¢ok fazla hos olmayan, 3:
orta derecede hos olmayan, 4: hafif hos olmayan,
5: notr, 6: hafif hos olan, 7: orta derece hos olan,
8: cok fazla hos olan, 9: asir1 hos olan seklinde
belirtilmistir (18).<

Istatistik analizleri

Calisma iki tekerrir ve ¢ paralel olarak
yuritilmustiir. Elde edilen verilere varyans analizi
uygulanmis, 6nemli bulunan faktor ortalamalart
P<0.01 ve P<0.05 dizeyinde Duncan c¢oklu
karsilastirma testine tabi tutulmustur (SPSS,
CHICAGO, IL, USA).

SONUC VE TARTISMA
Cig koftelerin pH, TBA ve renk degerleri

Depolama esnasinda enzimatik ve mikrobiyolojik
faaliyetler et trtinlerinde azotlu bilesiklerin yikimina
sebep olur. Olusan amonyak gibi bozulma
trtinleri pH degerini ylkseltir. Oksidasyon ise
yag asitlerinde meydana gelen bir bozulmadir.
Ozellikle uzun siire depolanan et gibi yagl
turlinlerde, aldehit ve keton gibi oksidasyon
trtinleri, raf Omrini belirleyen en Onemli
etkenlerden bazilaridir. Hem pH’nin hem de TBA
degerinin artmasi trlin kalitesinin distigini
gosteren bir isarettir (3, 4, 18). Calismada yapilan
depolama donemleri sonrasindaki pH ve TBA
degerleri cizelge 1'de gosterilmistir. Cizelgeye
bakildiginda; pH ve TBA degerleri tizerinde gam
tir, gam konsantrasyonu ve depolamanin etkili
oldugu anlasilabilir. ilk gtin genel olarak bitiin
ornekler kontrol 6rneginden daha yiiksek pH
degerine sahip olurken, son depolama giintinde
ozellikle agar agar iceren koftelerin kontrolden
ve diger 6rneklerden daha dusik pH'ya sahip
olduklart anlasilmistir. Gam miktarinin artisi pH
degerlerinde dizensiz bir degisime sebep olmustur.
Fakat depolama stirelerinin artist pH degerlerini
artirmustir. 10. giin degerlerine bakildiginda, en
dusiik pH degerleri 6.20 ve 6.21 olarak agar agar
gami iceren butin oOrneklerde olctlmustir.
Calismamiza benzer sekilde; Can (19) tavuk
koftelere farkli oranlarda kekik yagi katip soguk
depoda 12 giin depoladiginda pH degerinin 5.9-6.4
arasinda oldugunu gozlemistir. Sanchez-Zapata
ve arkadaslar1 (20) domuz eti ve ceviz lifinden
hazirladiklart burgerlerde pH degerinin 6.16-6.20
araliginda oldugunu ve lif eklemin etkisinin
onemsiz oldugunu belirlemislerdir. Demirci ve
arkadaslari (2) farkli gamlar ile yaptiklart calismada,
¢ig ve pismis sigir eti koftelerindeki pH degerlerini
6.7-6.9 araliginda belirlemislerdir. Soltanizadeh
ve Ghiasi-Esfehani (21) ise % 0, 1, 3 ve 5 oraninda
Aloe vera iceren sigir eti koftelerinin +4 °C'de 7
giin depolanmasi sonucunda % 1 ve % 3 Aloe vera
ilave etmenin pH degerini azaltigini bulmuslardir.
Bizim calismamizdaki sonuclar bahsedilenlerle
benzerlik gosterirken, butin ornekler icin pH
degerlerinin et ve urlnlerinde Gokalp ve
arkadaslari (18) tarafindan tiketim siniri olarak
verilen pH=6.5 degerini asmadiklar1 gdzlenmistir.
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Cizelge 1. Gam tipi ve konsantrasyonunun farkli depolama siirelerinde ¢ig 6rneklerin pH, TBA ve renk degerleri lizerine etkileri
Table 1. Effects of gum type and concentration on pH, TBA and color values of raw samples at different storage periods

1. gln
1* day

5. gln
5" day

10. giin
10" day

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam tipi  Kontrol  %0.5 %1 %1.5  Kontrol  %0.5 %1 %1.5  Kontrol ~ %0.5 %1 %1.5
Gumtype  (%0) 0.5% 1% 1.5% (%0) 0.5% 1% 1.5% (%0) 0.5% 1% 1.5%
Control Control Control
(0%) (0%) (0%)
pH Tara 6.12 616"  6.16" 6.12"  6.19*  6.19™ 621  6.22°Y  6.28" 629"  6.28 6.27%
Tragakant 6.12°*  6.16"*  6.15" 613" 6.19°" 6.22"" 625" 624" 628 6.26™* 6.25" 6.24™
Agaragar 6.12%  6.16** 615" 6.16™  6.19%  6.25" 6.23**F  6.24**  6.28*  6.21™"  6.20™* 6.21°
TBAmg/kg Tara 0.26*  0.23®  0.22®°" 0.20®"  0.30® 0.32¥% 0.33 0.31"  0.27% 025" 0.36"* 0.22°"
Tragakant 0.26* 0.24*®  0.21®* 0.23*%" 0.30®* 0.32** 0.33*® 0.37** 0.27** 0.26*" 0.23* 0.25"
Agaragar 0.26**  0.21%®"  0.24*% 0.23*% 0.30* 0.35"* 0.34"* 0.32"* 0.27** 0.25*" 0.25a™" 0.28*"
L Tara 47.98"  47.80 43.93" 47.39% 44.64* 46.87* 45.93" 4560"% 44.55" 47.34* 4508 44.16"
Tragakant 47.98%* 46.00 46.24™ 47.01 44.64* 46.48" 46.90™" 47.58 4455 4849 46.72* 4532
Agar agar 47.98"* 48.03" 49.98 49.26* 44.64° 47.32*% 48.40% 48.48 4455 47.07*% 47.91 4813
a Tara 2,84 3.09%% 2,52 2,68 1.9 244 233" 205" 151 168" 158  1.56%
Tragakant 2.84**  2.55%% 321  1.95% 1,02  1.87% 233" 224" 151" 194 190"  1.60%
Agaragar 2.84* 259" 316" 290  1.92°% 243 247 264 151 188  1.88%  2.05%
b Tara 11.33% 11.84*  10.26" 11.46™ 10.30° 11.58* 11.46% 11.08"% 10.66™* 11.95* 11.26" 11.07*
Tragakant 11.33** 10.49*" 11.30"* 10.16°* 10.30°* 11.03*®" 11.71* 11.60" 10.66** 12.54** 12.30°" 11.49*
Agaragar 11.33%  11.27*% 1256 12.68** 10.30® 12.01% 12.55"* 12.74** 10.66a* 12.03% 12.47*% 12.83*

“ Her bir sutun icerisinde, her bir konsantrasyon icin gamlar arasindaki farkliigi géstermektedir (p<0.05).

" Her bir satir igerisinde, her bir depolama stiresi igin, gam konsantrasyonlari arasi farkliligr gdstermektedir (p<0.05).

*% Her bir satir icerisinde, her bir gam konsantrasyonunun depolamaya bagli farkliligini gdstermektedir (p<0.05).

“* Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).

¢ Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).
*Z Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the storage periods with respect to same gum type and

concentration (p<0.05).

Gamlari TBA degerleri tizerindeki etkisi 1. glinde
Onemsiz ¢ikarken, 10. glin sonunda tara gami ve
tragakant gaminin % 1.5 kullanildiginda avantajlt
olabilecegi gozlenmistir. Gam konsantrasyonun
artist, ilk glin, gam iceren Orneklerin TBA
degerlerini kontrole gore diistirmus, ancak 10.
glin sonrasinda TBA sayilarinin dlzensiz bir
sekilde degisimine sebep olmustur. Depolama
surelerinin etkisine bakildiginda cogunlukla 5.
glin sonunda TBA degerleri yiikselis gosterirken,
10. giin sonunda tekrar dustikleri anlasimistir.
10 giin sonraki TBA sayilarinda en dustk degerin
0.22 mg/kg olarak % 1.5 tara gami iceren koftede
oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde Can (19)
kekik yagi ile farkli oranlarda hazirladigt tavuk
kofteleri sogukta depoladiginda TBA degerinin
0.3-0.9 mg/kg araliginda degistigini belirlemistir.
Cava ve arkadaslart (22) domates lifi ve pancar lifi
ilave ederek hazirladiklart tavuk trGnlerinde lif
ilavesinin TBA degerlerini azalttigin1 bulmuslardir.
+4 °C’de 10 gtun depoladiklart iriinlerde TBA
degerlerini 2.03-3.82 mg/kg araliginda saptamuglardir.

Baska bir calismada ise Soltanizadeh ve Ghiasi-
Esfehani (21) sigir eti koftelerine % 1, % 3 ve % 5
oranlarinda Aloe vera katildiginda +4 °C’de 7
glin depolama sonrasi TBA degerlerinin % 3 ve
% 5 Aloe vera iceren Orneklerde azaldigini
belirlemislerdir. Genel olarak bizim calismamizdaki
TBA degerleri kullanilan malzeme ve ydntemin
farkliligina bagli olarak bu ¢alismalardan disik
cikarken, depolamanin son doneminde dahi
Gokalp ve arkadaslart (18) tarafindan et ve Grtinleri
icin sinir olarak belirtilen 0.7-1 mg/kg araligint
gecmedikleri anlasilmustir.

Cig orneklerin 6onemli 6zelliklerinden biriside
renk degerleridir. Satis esnasinda tiiketici tercihini
etkileyen ilk kriterdir. Ancak renk degerleri
kullanilan katk: maddelerinden etkilendigi gibi
zamanla bozulma ile de degisime ugrayabilir. Bu
nedenle yeni Uretilen trtinlerde renk degisiminin
takip edilmesinde yarar vardir. Cizelge 1’e
bakildiginda Z, a ve b degerleri tizerinde tragakant
ve agar agar gamlarinin avantajli olabilecegi
soylenebilir. Konsantrasyon artist 5 ve 10. giinlerde



renk degerlerini etkilemistir. Genel olarak
konsantrasyon artist kontrole gore orneklerin Z,
a ve b degerlerini artirmustir. Depolama stireleri
ise L uzerinde etkisiz olurken, a degerlerinin
bazilarinda dustse, b degerlerinin bir 6rneginde
(% 0.5 tragakant) ise artisa sebep olmustur. Son
depolama doneminde, en yiksek L degerleri
48.49 ve 48.13 olarak, en yiiksek a degerleri 1.94
ve 2.05 olarak, en yiiksek b degerleri ise 12.54 ve
12.83 olarak % 0.5 tragakant ve % 1.5 agar agar
ile hazirlanan koftelerde bulunmustur. Renk
uzerinde bilesenlerin dogal renkleri etkili iken
oksidasyonda rengi degistiren Onemli bir
reaksiyondur. Genellikle acik kirmizimsi-sart renge
sahip olan gamlar miktar olarak arttikca koftelerdeki
renk degerlerini ytikseltmislerdir. Oksidasyon ise
artis gosterdikce hafifte olsa, sebep oldugu renk
koyulasmasindan dolayr kirmizilik degerlerinde
azalmaya sebep olmustur. Calismamiza benzer
sekilde, Cava ve arkadaslart (22) cesitli lifler ile
hazirladiklari tavuk trtinlerinde, ¢ig 6rnekler icin
L degerlerini domates lifi ve % 3 pancar lifi ile
hazirlanan orneklerde intilin iceren 6rnek ve
kontrol 6rneginden daha distik saptamislardir.
Iniilin ve pancar lifini % 1 ve % 2 oraninda ilave
ettiklerinde L degerlerinin arttigini bulmuslardir.
Orneklerin a degerleri domates lifi ilavesi ile
artarken, pancar lifi ve inllin ilavesi ile azalmustir.
Ayrica domates lifi ve pancar lifinin % 1 ve % 3
oranlarindaki ilaveleri b degerlerini kontrole gore
onemli diizeyde artirmistir. Intlin ilavesi ¢ig
tavuk uriinlerinin b degerlerinde bir degisim
olusturmamistir. Bahsedilen calismada L degerleri
47.7-67.8, a degerleri 0.6-13.5 ve b degerleri 5.7-33.7
araliginda ol¢ilmustir. Bizim calismamizdaki L
ve a degerleri bu calismadaki sonuclardan genel
olarak daha disuktir. Koftelerin b degerleri ise
benzerlik gostermektedir. Bu farkliligin kullanilan
malzeme ve dogal renk maddelerinden
kaynaklandigi dustntlmektedir. Demirci ve
arkadaslart (2) farkli gamlar ile hazirladiklar et
koftelerde gam tirinin L, a ve b degerlerini
etkilemedigini, gam miktarinin artmasinin ise a
ve b degerlerini etkiledigini bulmuslardir. Cig 6rnek
ylzeyinde L degerlerini 35.40-41.20 araliginda, a
degerlerini 4.2-5.8, b degerlerini ise 10.24-12.7
araliginda ol¢muslerdir. Gam miktarinin artisi ile
a degerinin azaldigini, b degerinin ise dalgali bir
degisim gosterdigini vurgulamuslardir. Bu durumu
gamlarin yapisindaki karotenoid gibi renk
maddelerine baglamislardir. Calismamizda bulunan
L ve b degerleri bu calismada verilen sonuglardan

yiksek, a degerleri ise diisik bulunmus, daha
oncede bahsedildigi gibi bu durum kullanilan
malzeme farkliligina baglanmustir.

Kizarmis koftelerin renk degerleri

Cig orneklerde oldugu gibi kizarmis 6rneklerde
de dikkati ilk ¢ceken ozelliklerden biri renktir.
Ozellikle kizarmus triinlerde parlak altin sarisi
renk arzu edilen bir durumdur (4). Cizelge 2’de
kizarmis koftelerin renk degerleri verilmistir.
Cizelgeden gam tipinin L degerleri tizerindeki
etkisi % 1 oraninda onemli ¢iktigr anlasilmaktadir.
Gam seviyelerinin etkisi sadece tragakant gaminda
onemli ¢cikmistir. Genel olarak, en iyi sonuclar
tragakant gami ile hazirlanan 6rneklerde bulunurken,
bu gamin seviyesinin artist L degerinde diizensiz
bir artisa sebep olmustur. En yiiksek L degeri
49.90 olarak % 1 tragakant gami ile hazirlanan
koftelerde bulunmustur. Koftelerin a degerlerine
bakildiginda, % 1 ve % 1.5 seviyelerinde gam
tipinin etkisi dnemli bulunmustur. Konsantrasyon
artist tara gaminda etkisiz olurken, tragakant gamu
ile hazirlanan 6rneklerde a degerini diistirmds,
agar agar gami ile hazirlanan Orneklerde ise
artirmistir. Gam tiplerinde en iyi a degerlerini
agar agar ortaya cikarmis olup, kizartma sonrast
en yuksek degerler 7.94 ve 8.28 olarak % 1 ve %
1.5 oranlarinda agar agar gamu iceren koftelerde
Olctlmistir. Renk degerlerinden sonuncusu olan b
degeri % 1 seviyesinde gam tiplerinden etkilenirken,
konsantrasyon artislarindan etkilenmemistir.
Ozellikle tragakant gami daha iyi sonuclar
vermis, en yiiksek b degerleri 20.28 ve 20.24 olarak
% 0.5 ve % 1 tragakant gami iceren Orneklerde
saptanmistir (Cizelge 2). Calismamiza benzer
sekilde, Demirci ve arkadaslari (2) gamlar ile et
koftelerde yaptiklar ¢calismada pismis 6rneklerin
L degerlerinin gam tipinden etkilendigini, a ve b
degerinin ise etkilenmedigini bulmuslardir. Gam
miktari artikca L ve b degerlerinin arttigini, a
degerinin ise azaldigini gozlemlemislerdir.
Yasarlar ve arkadaslari (23) pismis et koftelerin Z
ve a degerlerinin tahil kepegi eklenmesi sonucu
degistigini, eklenen kepek miktar1 arttikca L
degerlerinin yiikseldigini, a degerinin ise distigiini
saptamiglardir. Baska bir calismada, Khalil (24)
nisasta-su karisimint yag oraninit diisiirmek icin
et koftelere kattiginda pismis Orneklerde kontrole
gore daha dusik a degerlerinin ortaya ¢iktigini
gozlemlemistir. Ayrica benzer sonuglar Lin ve
Huang (25) ile Yilmaz ve Daglioglu (26) tarafindan
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da saptanarak, bu degisimler cogunlukla calisma
konusu olan malzemelerin dogal renk maddelerine
baglanmuslardir.

dustk ve kendi aralarinda farksiz bulunurken,
agar agar gaminin miktarinin artmast ¢cap azalma
oranlarini distirmustir. En distik cap azalma

Cizelge 2. Gam tipi ve konsantrasyonunun kizarmis kéftelerin renk dzellikleri izerine etkileri
Table 2. Effects of gum type and concentration on color properties of fried meatballs

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam tipi Kontrol (%0) %0.5 %1 %1.5
Gum type Control (0%) 0.5% 1% 1.5%
L Tara 44.64* 47141 47.70° 45.31*
Tragakant 44.64*® 47738 49.90* 467128
Agar agar 44.64* 47.24* 45.38* 44.65*
a Tara 5.97# 5.49* 5.84 5.88"
Tragakant 5.97#¢ 6.24* 5.11%® 5.39"¢
Agar agar 5.97* 6.75* 7.94* 8.28*
b Tara 18.89* 19.64* 19.91%* 18.80*
Tragakant 18.89* 20.28* 20.24* 19.42*
Agar agar 18.89* 19.96* 19.68" 19.35%

** Her bir sttun icerisinde, her bir konsantrasyon i¢in gamlar arasindaki farkliligi géstermektedir (p<0.05).

*® Her bir satir icerisinde, gam konsantrasyonlari arasi farkliligr gdstermektedir (p<0.05).

< Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).

*2 Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).

Kizarmis koftelerin bazi teknolojik 6zellikleri

Kizarmis tavuk koftelerinin bazi teknolojik
ozellikleri bu tarz Grinlerde uretici ve tiketici
tercihini etkileyen 6nemli faktorlerdir. Ornegin
kizartma sonrast verim satilabilir agirlig: etkilerken,
cap degisimi paketleme ve depolama gibi islemlerde
uretici performansint etkileyen hususlardir. Ayrica
koftenin nem ve yag oranlart kalori degerini
etkileyeceginden 6zellikle bilingli tiketicilerin
tercihinde Onemli konulardir (2, 3, 10, 21).
Calismamizda bu degerlere ait veriler Cizelge 3'te
verilmistir. Cizelgeden kizartma sonrast verim,
cap azalmasi, nem tutma ve yag emilim degerleri
tizerinde gam tiplerinin etkili oldugu anlasilirken,
konsantrasyon artist 6zellikle, verim, nem tutma
ve yag emilim Uzerinde etkili olmustur. Genel
olarak, gamlar ile hazirlanan 6rneklerin verim
degerleri kontrolden ylksek ¢ikmistir. Verim
uzerinde agar agar gami daha etkili olurken, gam
miktarinin artmast tara gami ile hazirlanan
orneklerdeki verimi disirmis, tragakant ve agar
agar gami ile hazirlanan koftelerde ise diizensiz
bir degisime sebep olmustur. En ytiksek kizartma
sonrasi verim orant % 86.63 olarak % 0.5 tara ve
% 86.90 olarak % 1 agar agar gamu ile hazirlanan
koftelerde bulunmustur. Orneklerin cap azalmasi
degerleri gam iceren biitiin koftelerde kontrolden
daha disik hesaplanmistir. Tara gami iceren
koftelerin cap azalma degerleri genel olarak daha

miktart % -0.01 olarak % 1 tara gami ile hazirlanan
orneklerde saptanmistir (Cizelge 3). Yani bu
grup koftelerde cok dusiik oranda cap artist
gozlenmistir. Verim ve ¢ap azalma oranlar 1sil islem
etkisi ile et proteinlerinin denatiirasyonundan
olumsuz etkilenirken, calismada gamlarin jelatinize
olmasi ve su tutma kapasiteleri bu degerleri
olumlu etkilemistir (2; 11). Calismamiza benzer
sekilde, Modi ve arkadaslar1 (6) tarafindan et
koftelerde karagenan gamu ile yapilan calismada
gam ilavesinin verimi artirirken, ¢ap kiiclilme
oranini dusirdigl saptanmustir. Ayrica gam
miktarinin artisinin bu degerleri daha da iyilestirdigi
vurgulanmugtir. flave edilen gamin su ve proteinlerin
bir kompleks olusturmasini kolaylastirdigini
soyleyerek, madde kaybini azalttigini, sekli ise
korudugunu belirtmislerdir. Gibis ve arkadaslari
27) sigir eti koftelerine % 0.5-3 araliginda
mikrokristali seliiloz eklediklerinde kizartma
sonrast nem kaybinin azaldigini ve verimin
arttigini bulmuslardir. Aloe vera ile yapilan baska
bir calismada ise et koftelere % 0-5 araliginda bu
malzemeyi eklemenin pisirme kaybini ve cap
azalmasini disirdugi belirlenmistir. Ayrica aloe
vera miktarmnin artmasinim bu durumu destekledigi,
bir hidrokolloid gibi davranarak pisme stiresince
su tutma kapasitesini artirdigi belirtilmistir (21).
Calismamizda kullanilan gamlar da benzer etki
sergilemislerdir.



Cizelge 3. Gam tipi ve konsantrasyonunun kizarmis kéftelerin bazi teknolojik 6zellikleri Uizerine etkileri (%)
Table 3. Effects of gum type and concentration on some technological properties of fried meatballs (%)

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam tipi Kontrol (%0) %0.5 %1 %1.5
Gum type Control (0%) 0.5% 1% 1.5%
Kizartma verimi Tara 81.78%® 86.63" 85.00° 83.08"
Frying yield Tragakant 81.78% 83.55"° 86.03* 82.55"
Agar agar 81.78*® 85.67* 86.90" 86.44*
Gap azalmasi Tara 5.34% 0.01*® -0.01%*® 0.01%®
Diameter reduction  Tragakant 5.34% 0.05" 2.52#¢ 2.76*°
Agar agar 5.34% 5.16* 1.69° 0.90"
Nem tutma Tara 71.72%® 79.05* 76.72%® 73.04*°
Moisture retention ~ Tragakant 71.72% 75.09° 77.83* 73.16%
Agar agar 71.72* 77.23* 79.27* 78.72*
Yag emilim Tara 3.29% 3.19% 2.46™ 2.86*°
Fat absorption Tragakant 3.29* 2.92" 3.28" 2.03*
Agar agar 3.29% 5.50* 4.28%* 3.41%¢

= Her bir sutun igerisinde, her bir konsantrasyon icin gamlar arasindaki farkliligr géstermektedir (p<0.05).

*® Her bir satir igerisinde, her bir depolama stiresi igin, gam konsantrasyonlari arasi farkliligr gdstermektedir (p<0.05).

** Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).

*® Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).

Kizartma sonrast nem tutma oranlart genel olarak
gam iceren Orneklerde kontrolden daha yiiksek
olurken, yag emilim degerlerinin tara ve
tragakant gami iceren Orneklerde daha dustk
ciktigr soylenebilir (Cizelge 3). Orneklerin
icerisindeki gam miktari artist ile tara gami nem
tutma oranini azaltmis, tragakant gami ve agar
agar gamlart ise artisa sebep olmuslardir. En
yliksek nem tutma oranlari % 79.05 olarak % 0.5
tara gami ve % 79.27 olarak % 1 agar agar gami
ile hazirlanan koftelerde hesaplanmistir. Gam
miktart arttik¢a yag emilimi tara gamt ile hazirlanan
orneklerde diizensiz bir sekilde azalirken, tragakant
gamu ile hazirlananlarda etkilenmemis, agar agar
gami ile hazirlanan koftelerde ise diisiis gdstermistir.
Kizartma sonrast en disik yag emilimi % 2.46
olarak % 1 tara ve % 2.03 olarak % 1.5 tragakant
iceren koftelerde bulunmustur (Cizelge 3).
Calismamiza benzer sekilde, Sanchez-Zapata ve
arkadaslar1 (20) domuz etinden yapilan burgerlere
ceviz lifi eklendiginde nem tutma oranmnin arttigini
bulmuslardir. Ayrica % 15 lif eklemenin % 5 ve %
10 seviyelerinden daha iyi sonu¢ verdigini
vurgulamuslardir. Pinero ve arkadaslari (28) sigir
eti koftelerine % 13.45 oraninda yulaf lifi eklemenin
pismis 6rneklerde nem tutma oranini kontrole
gore artirdigint bulmuslardir. Demirci ve arkadaslan
(2) et koftelere gam ilave etmenin pismis
orneklerdeki nem kaybini énemli oranda azalttigini,

ozellikle guar gaminin 6nemli dizeyde etkili
oldugunu tespit etmislerdir. Nem tutma orant ile
ilgili olarak benzer sonuclar Ulu (11) ve Kurt ve
Kilingceker (29) tarafindan yapilan calismalarda
da gozlenmistir.

Yag emilimi ile ilgili calismalara bakildiginda;
bizim calismamiza benzer sekilde, Yasarlar ve
arkadaslart (23) et koftelere % 20 oraninda cavdar
kepegi ekleyerek gerceklestirdikleri calismada
kepek eklemenin pismis 6rneklerin yag iceriginde
onemli oranda azalmaya sebep oldugunu
bulmuslardir. Santhi ve Kalaikannan (30) tavuk
nuggetlere yulaf unu ilave etmenin pismis
trtinlerde yag oranini distrdigini ve unun
miktar artisinin bunu destekledigini belirtmislerdir.
Mansour ve Khalil (10) et koftelere bugday lifi
eklemenin pismis Orneklerdeki yag oranint
azaltugini bulmuslardir. Ayrica Soltanizadeh ve
Ghiasi-Esfehani (21) et burgerlere % 5 oraninda
aleo vera ilave etmenin kizartilan 6rneklerde
daha fazla nem tutulumuna sebep oldugunu,
yag emilim degerlerini ise Onemli derecede
dustrduginu gozlemislerdir. Calismamizdaki
bulgular bahsedilenlerle benzerlik icerisindedir.

Kizartilmis koftelerin duyusal 6zellikleri

Duyusal nitelikler gidalarin kalitelerini belirlemede
diger onemli bir gruptur. Yeni tretilen trtinlerin
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satist ve tiiketimi esnasinda olusabilecek tiiketici
distincesi hakkinda fikir sahibi olabilmek i¢in
mutlaka belirlenmeleri gereklidir (3, 18). Bu
ozellikler ile ilgili sonuclar cizelge 4’te verilmis
olup, cizelgeden gam tipinin goriinis ve tekstir
uzerinde etkili iken, renk, koku ve tat lizerinde
etkili olmadigt anlasilmistir. Gam miktarinin degisimi
ise agar agar gami ile hazirlanan Orneklerin
goruntsu, rengi, tadi ve tekstiiri tizerinde etkili
olmustur. Genel olarak, bircok duyusal ozellik
icin gamlar ile hazirlanan koftelerdeki sonuclar
kontrolden daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek
puanlara bakildiginda; goriiniis 7.24-8.00, renk
7.43-8.06, koku 6.87-7.37, tat 7.12-7.62 ve tekstiir
puanlart ise 6.93-7.24 araliklan ile agar agar gamu
ile hazirlanan kizarmis koftelerde bulunmustur
(Cizelge 4). Duyusal analiz sonuclarina gore,
cizelge 2’de de belirtildigi gibi agar agar gaminin
olusturdugu kirmizi renk (a degeri) yogunlugu
koftelerin goriiniis ve rengini olumlu etkilemis,
puanlart yukseltmistir. Ayrica bu  gruptaki
orneklerin nem tutma oranimnin yiiksek olmast tat
ve tekstiiri de olumlu etkilemistir. Panelistler
tarafindan belirtildigi gibi, 06zellikle kontrole
kiyasla koftelerde daha sulu ve ¢ignemesi hos bir
yapt olusmustur. Calismamiza benzer sonuglar
Demirci ve arkadaslarinin (2) farkli gamlar ile

hazirladiklar koftelerde, ibrahim ve arkadaslarinimn
(7) maltodekstrin ve nisasta ile hazirladiklar
tavuk burgerlerde ve Yilmaz (31)in bugday
kepegi ile hazirladig: et koftelerde de bulunmustur.
Bu calismalarda da hidrokolloid ¢zellikte malzeme
ilave etmenin et Urlinlerinde bazi duyusal
ozellikleri gelistirdigi vurgulanmustir.

SONUC

Yapilan calisma ile tavuk koftelerde gamlarin
kullaniminin  bazt avantajlar  saglayabilecegi
belirlenmistir. Cig Orneklerin  depolanmasi
esnasinda pH ve TBA degerlerindeki artis
yavaslatilabilirken, renklerdeki degisimin de
kontrol altina alinabilecegi anlasilmistir. Kizarmis
orneklerde renk degerleri olumlu etkilenirken,
verim ve tutulan nem miktarinin artirilabilecegi,
cap kiicilmesi ve emilen yag miktarinin da
azaltilabilecegi gozlenmistir. Bu degerlere bagl
olarak duyusal 6zelliklerin gelistirilebilecegi
anlasilmis olup, bitiin sonuglara gore en uygun
muameleyi belirtecek olursak, istatistiksel olarak
agar agar gaminin % 1 ve % 1.5 seviyelerinin
daha avantajli olacagi ortaya konulmustur.

Cizelge 4. Gam tipi ve konsantrasyonunun kizarmis koftelerin duyusal ézellikleri Gzerine etkileri
Table 4. Effect of gum type and concentration on sensory properties of fried meatballs

Gam konsantrasyonu

Gum concentration

Gam tipi Kontrol (%0) %0.5 %1 %1.5
Gum type Control (0%) 0.5% 1% 1.5%
Gorinis Tara 4.87* 5.62* 5.74" 5.31%
Appearance Tragakant 4.87* 5.12* 6.00" 6.25%*
Agar agar 487 7.74%% 7.24%® 8.06*
Renk Tara 5.43* 6.06* 6.43* 5.12#
Colour Tragakant 5.43* 4.93* 6.37* 6.12
Agar agar 5.43* 7.81% 7.43* 8.06*
Koku Tara 6.43* 6.25* 6.00* 5.31%
Odour Tragakant 6.43* 6.18" 6.31% 6.62
Agar agar 6.43* 6.87* 7.06" 7.37*
Tat Tara 5.37% 5.37# 5.56* 5.37%
Taste Tragakant 5.37* 5.81* 6.18" 6.56*
Agar agar 5.37 7.18* 7.12* 7.62*
Tekstir Tara 5.24* 5.25% 5.37* 5.06"
Texture Tragakant 5.24* 5.43* 5.93%* 6.50*
Agar agar 5.24%® 7.06* 6.93* 7.24%*

** Her bir situn igerisinde, her bir konsantrasyon i¢in gamlar arasindaki farkligr gdstermektedir (p<0.05).

* Her bir satir igerisinde, her bir depolama stiresi igin, gam konsantrasyonlari arasi farkliligi gostermektedir (p<0.05).

“ Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).

*¢ Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).
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Aydin il merkezinden ve Bozdogan, Cine, Soke, Yenipazar ve Nazilli ilcelerinden 203 adet ¢ig stit Ornegi
agir metal analizi yapilmak tizere toplanmustir. Toplanan siit 6rnekleri mikrodalga firmnda ¢oziintrlestirilmis
ve ICP-OES ile Fe, Mn, Zn, Cu, Cd ve Pb analizleri yapilmustir. En ytksek Fe ortalamast 1704.80 pg/L ile
Bozdogan ilcesinde, en ylksek Mn ortalamas: 5.08 pg/L ile Aydin Merkez ilcede, en yiiksek Zn ortalamasi
1468.39 pg/L ile Yenipazar ilcesinde tespit edilmistir. Biittin il¢elerin siit érneklerinde, Cu, Cd ve Pb
degerleri tayin edilebilir sinirlarin altinda bulunmustur. Elde edilen sonuclar, literatiir verileri ve FAO,
WHO ve PMTDI'nin belirtmis oldugu tolere edilebilir sinirlar g6z 6ntine alinarak degerlendirildiginde
Aydin merkez ve diger ilcelerde tretilen sttlerde saglik acisindan tehlike olusturacak bir agir metal

kontaminasyonu olmadigi anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Agir metal, Aydin, cevre kirliligi, stit.

INVESTIGATION OF SOME HEAVY METAL LEVELS
IN COW MILK COLLECTED FROM AYDIN PROVINCE

Abstract

In our study; 203 raw milk samples were collected from Aydin city center and Bozdogan, Cine, Soke,
Yenipazar and Nazilli districts. Collected milk samples were solubilized in a microwave oven and Fe,
Mn, Zn, Cu, Cd and Pb levels were analyzed using ICP-OES. The highest value for Fe (1704.80 ng/L)
was found from the samples collected in Bozdogan district, for Mn (5.08 pg/L) from Aydin Central district
and for Zn (1468.39 pg/L) from Yenipazar district. Meanwhile, Cu, Cd and Pb values were found under
measurable limits for all the collected milk samples. Considering the tolerable values indicated by
literature data, FAO, WHO and PMTDIs, the heavy metal levels in milk samples collected from Aydin
and districts around, were found to be under the levels of concern for health problems.

Keywords: Aydin, environmental pollution, heavy metal, milk.
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GIRIS

Toksik etkileri, uzun yillarca yok olmamalari,
dogada ve biyosferde birikmeleri nedeniyle agir
metaller kirleticiler arasinda ¢nemli bir yere
sahiptirler.  Sanayilesme ve kentlesmenin
gelismesi, hava, toprak, suyun, dolayisiyla besin
kaynaklarinin agir metallerle kontamine olmasina
sebep olmustur. insanlarin titkettigi dogal gidalarin
yapist, endustrinin gelismesi ile giin gectikce
bozulmaktadir. Topragin, havanin ve suyun
kirlenmesine bagli olarak bitkisel ve hayvansal
gidalarin bilesimi degismektedir. Gida maddelerine
bulasan toksik maddeler i¢cinde insan sagligini en
fazla tehdit eden ve zararli olarak bilinen grup
agir metallerdir (1). Bunlar, canlilar tarafindan
belirli bir konsantrasyonun tzerinde alindiginda
hiicrenin metabolizmasina ve gelisimine zarar
vererek toksik etki yaparlar. Agir metallere yiiksek
oranlarda maruz kalinmasinin, karsinojenik, mutajenik
ve teratojenik etkileri oldugu bilinmektedir (2).
Gidalardaki agir metal kontaminasyonu; insan ve
hayvan saghgini tehdit etmesi yaninda, gida
sanayinde de ciddi kayiplara yol acan, ticareti
olumsuz etkileyen bir durumdur (3, 4). Sit,
memelilerde neonatal donemde tiketilmeye
baslanan, buytime ve gelisme icin elzem olan bir
besin maddesidir. Agir metal iyonlarinin stite
bulasmasi, toprak, su ve havadan, ayrica Giretim
esnasinda kullamlan metalik alet ve ekipmanlardan,
depolama ve dagitim sirasinda kullanilan ambalaj
materyallerinden olmaktadir (5). Bu ¢alismanin
amact Aydin ili ve bazi ilgelerinde {retilen
sutlerin agir metal diizeylerinin arastirilmast ve
bu dizeylerin saglik acisindan bir risk tastyip
tasitmadiginin belirlenmesidir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Bu calismada materyal olarak ¢ig sit drnekleri
kullanilmustir. Stutler, Aydin merkez ve merkeze
bagli 5 ilceden olmak tizere toplam 6 bolgeden
alinmistir. Sanayi bolgesine ve trafige yakin
bolgeler olarak Aydin merkez, Cine ve Soke;
kirsala yakin olan bolgeler olarak ise Bozdogan,
Nazilli ve Yenipazar secilmistir. Ornekler,
hayvanlarin ahirda tutuldugu Ocak-Subat-Mart
aylarinda toplanmustir.

Yontem

Stit orneklerinin ¢oziinlrlestirme islemleri Adnan
Menderes  Universitesi Merkez  Arastirma
Laboratuvari’'nda bulunan Mars X Press marka
mikrodalga firin ile yapilmustir. Teflon tiplere 0.5
ml siit, izerine 9 ml %65’lik HNO, (Sigma Aldrich
Lot # SZBE 2170V) ve 1 ml %30'luk H,O, (Sigma
Aldrich Lot#SZBE 1010V) ilave edildikten sonra
mikrodalga firin ile c¢6zlntrlestirme islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra teflon kaplardaki
ornekler 25 ml’lik balon jojelere alinmis ve 25 ml
cizgisine kadar deiyonize su ile tamamlanarak
analize hazirlanmistir (6, 7). Cozlnirlestirilmis
st orneklerindeki bazi agir metal dizeyleri
Prism marka (Teledyne Leeman Lab, ABD) ICP-OES
ile okunmustur. ICP-OES’te kullanilmak tizere
her bir element icin 5 tane standart ve bir tane
kor olmak tizere 6 adet ¢ozelti hazirlanmustir. Bu
cozeltiler kullanilarak 5 noktali kalibrasyon
egrileri cizildikten sonra stit 6rneklerindeki agir
metal diuzeyleri analiz edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Aydin merkez ilcesinden toplanan siit 6rneklerinde
ortalama Fe, Mn, Zn duzeyleri Cizelge 1'de
gosterilmistir. Tim 6rneklerde bakir, kadmiyum ve
kursun tayin edilebilir sinirlarin alinda bulunmustur.
Glven araligt her element icin ayr1 hesaplanmig
olup hesaplamada, standart sapma x 10 / egim
degeri formtliinden yararlanilmistir (6, 8).

Cevre kirliliginin 6nemli gostergelerinden biri
olan agir metaller, havayi, topragi ve suyu yiksek
oranda kontamine edebilirler. Topraktaki agir
metal dizeyinin artisi, bitki dokularindaki agir
metal birikimini arttirmaktadir. Bitkilerin besin
olarak tuketilmesi sonucu agir metaller insan ve
hayvanlarin dokularinda birikmektedir. Yemler
ve cevresel kaynaklardan alinan agir metaller
sttlin salgilanmasi sirasinda meme bezlerinden
gecebilmekte ve bu yolla stite bulasmaktadir (9).

Gida Katki Maddeleri FAO/WHO Ortak Uzmanlar
Komitesi (JECFA) tarafindan belirlenen gtinlik
demir alim dozu 10-20 mg/kg viicut aguligidir.
Ayrica JECFA tarafindan, demirin gecici maksimum
tolere edilebilir ginlik alim: (PMTDI) ise 0.8
mg/kg viicut agirhigt olarak bbildirilmistir (10).
National Academy of Sciences da yayinlanan
Diyet Referans Alimi (DRD) 2004 verilerine gore



Cizelge 1. Aydin ili ve ilgelerinde Uretilen sutlerdeki bazi agir metal dizeyleri
Table 1. Some heavy metal levels in cow’s milk produced in Aydin province.

N Ortalama [pg/L] £ N
Standart Hata
Mean[ug/L] +
Standart Error

Ortalama [pg/L] £ N
Standart Hata
Mean[ug/L] +
Standart Error

Ortalama [pg/L] £
Standart Hata
Mean[ug/L] +
Standart Error

Fe Mn Zn

Aydin 50 960.13+£105.74 41 5.08+0.61 51 811.69+£22.37
Bozdogan 22 1704.80+379.54 24 1.31£0.20 25 1363.18+63.99
Cine 49 925.34+£106.52 49 0.87%0.09 55 1293.94+66.65
Soke 12 1381.02+237.13 13 4.61+0.37 13 971.11£51.03
Yenipazar 14 1256.39+241.72 13 1.95+0.38 15 1468.39+£114.35
Nazilli 40 1313.50£214.51 22 1.16£0.24 42 885.43+38.38
Genel General 1256.89 2.49 1132.29

mangan mineraline ait tavsiye edilen gtinliik alim
miktar1 1.6-2.3 mg/gindir (11). Siitteki ¢inko
miktart diger elementlere gore oldukca ylksek
olup, besinlerle glinlik alinmasi gereken c¢inko
icin FAO/WHO’nun bildirdigi tolere edilebilen
miktar, 1 mg/kg vicut agirligi dizeyindedir (7).
Sutte bakir miktart oldukca diistiktiir ancak sitiin
kontamine olmas: halinde bu deger yukselir.
Kontaminasyon; Uretim esnasinda kullanilan
metalik alet ve ekipmandan, depolama ve dagitim
sirasinda kullanilan ambalaj materyallerinden
kaynaklanmaktadir. FAO/WHO tarafindan, tereyagi
ve peynir alti suyundan elde edilmis tereyagi ve
saf stit yagi icin bakirin maksimum limitlerini
0.05 mg/kg olarak bildirilmistir (12). JECFA, gecici
maksimum tolere edilebilir gtinliik bakir alimini
0.5 mg/kg olarak bildirmistir (7). Kadmiyum icin
FAO/WHO'nun belirledigi haftalik alinabilir miktar
(PTWI 0.007 mg/kg vicut agirhigidir (3, 13).
Turk Gida Kodeksine gore sttteki kursun miktart
0.020 mg/kg’'t gecmemelidir (14). FAO/WHO
kursun icin tolere edilebilir haftalik alim miktarin
0.025 mg/kg olarak belirlemistir (7).

Sit ve st trtinlerinde agir metal diizeylerinin
arastirilmasina  yonelik ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Bu calismalara ait sonuclar Cizelge 2’
de Ozetlenmistir.

Simsek ve arkadaslar1 (15) Bursa’da trafige yakin
bolge, endistri bolgesi ve kirsal kesimden
topladiklart 75 adet sit 6rnegini, bazt agir metaller
acisindan incelemislerdir. Arastiricilar biitiin
elementler icin en ylksek ortalamaya sahip olan
bolgenin endustri bolgesi oldugunu, ikinci sirada
trafige yakin bolgenin geldigini belirtmislerdir.
Endiistri bolgesi ve trafige yakin bolge icin bildirilen
kursun ortalamasinin, Tirk Gida Kodeksi Cig Stit

Tebliginde belirtilen kursun ortalamasit olan 0.02
mg/kg’dan yiksek oldugu, kirsal alanin kursun
ortalamasinin ise diisiik oldugu gorilmistir. Bu
kursun kontaminasyonuna sebep olarak trafige
yakin bolgede ara¢ sayisinin fazla olmasi gosterilmis,
bolgedeki hayvanlarin hem solunum ile hem de
besinler yoluyla kusuna maruz kalmis olabilecekleri
belirtilmistir. Yine Ayar ve arkadaslarinin (16)
Konya yoresinde, Cardak ve arkadaslarinin (6)
Aydin’da, Temiz ve Soylu'nun Samsun’da (17)
sit ve sut uUrUnlerinde yaptiklart agir metal
analizlerinde kursun ortalamasi ¢ig stt tebliginde
belirtilen 0.02 mg/kg degerinden yiiksek
bulunmustur. Sola-Larranaga ve Navarro-Blasco
(18), Ispanya’'nin kuzeyindeki Navarra kentinde
yaptiklar ¢alismada, c¢inko, mangan ve kursun
ortalamalarini yliksek olarak tespit etmislerdir.
Licata ve arkadaslart (19), Caggiano ve arkadaslar
(20), Anastasioa ve arkadaslar1 (21), Italya’da
yaptiklart ¢alismalarda ylksek kadmiyum ve kursun
duizeyleri tespit etmislerdir. Rodriguez-Rodriguez
ve arkadaslarinin Ispanya’da (22), Birghila ve
arkadaslarinin  Romanya’da (23), Ataro ve
arkadaslarinin Guiney Afrika’da (24), Tajkarimi ve
arkadaslarinin Iran’da (25), Elham ve arkadaslarinin
Misir'da (26) yaptiklart calismalarda sitlerdeki
kursun diizeylerinin yiiksek oldugu gorilmiuistiir.
Calismamizdaki kursun, kadmiyum ve bakir
ortalamalar: tayin edilebilir sinirlarin altinda
olup; Lante ve arkadaslarinin (27) calismasinda
oldugu gibi tespit edilememistir. Tespit ettigimiz
demir, mangan ve cinko dizeyleri Benincasa ve
arkadaslarinin calismastyla benzer sekilde dustktiir
(28). Demir ortalamast en ylksek olan ilge
Bozdogan, mangan ortalamast en ylksek olan
ilce Aydin merkez, cinko ortalamasi en ylksek
olan ilce Yenipazar olup, literatir verileriyle
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Cizelge 2. Sitteki agir metal igerikleriyle ilgili literatirler.
Table 2. Related literatures to heavy metal content in milk..

Literatlr Literature Fe (ug/L) Mn(pg/L) Zn(pg/L) Cu (ug/L) Cd(pg/l) Pb (ug/L)
Simsek ve ark (2000) [15]

Trafige yakin bdlge 1780 4490 580 32
Endustri bolgesi 4270 - 5010 960 - 49
Kirsal bolge 1010 3770 390 18
Ozrenk (2002) [4] 3003 66 3003 182 - 2
Ayar ve ark (2007) [16] - - - - 17 103
Cardak ve ark (2011) 1260 - - 1570 - 40-110
istanbulluoglu ve ark (2013) [13] - - - - 0.1 -
Temiz ve Soylu (2012) [17] 392 48 13333 1084 7 43
Sola-Larranaga ve Navarro-Blasco (2009) [18] 290 29.1 4631 51.8 0.40 5.23
Birghila ve ark (2008) [23] - - 980 170 0.004 0.12
Licata ve ark (2004) [19] - - 2016 1.98 0.02 1.32
Lante ve ark (2006) [27] - - 3600 TE (ND) TE (ND)  TE (ND)
Benincasa ve ark (2008) [28] 325 31.9 3814 - - -
Rodriguez-Rodriguez ve ark (1999) [22] - - - - - 14.82
Ataro ve ark (2008) [24] - - - - TE (ND) TSA (BDL)
Caggiano ve ark (2005) [20] - 0.13 - - 60 200
Anastasioa ve ark (2006) [21] - - - - 0.05 180
Vidovic ve ark (2005) [9] - - 1.64 - 0.0071 -
Tajkarimi ve ark (2008) [25] - - - - - 7.9
Elham ve ark (2011) [26] 3860 - 1209 945 7 327

TSA: Tayin sinininin altinda. BDL:Below detection limit.
TE: Tespit edilememis. ND: Not detected.

karsilastirildiginda, sonuclarimizin bazi calismalara
gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak,
esansiyel olan bu elementlerin giinlik alinmast
gereken miktarlart g6z Ontinde bulunduruldugunda
bulunan bu degerlerin ytksek olmadigi, hatta bu
elementlerin sitte dusik dizeyde olmayisinin,
hem stit veren ineklerin sagligt acisindan, hem de
stit tiiketen insanlar icin 6nem arz ettigi goriilmustir.
Tamamen toksik agir metaller olan kursun ve
kadmiyumu da stitlerde tespit edemememiz
sagliga zararli bir kontaminasyonun olmadigini
gostermektedir. Ancak bu elementler toksik agir
metaller olmalari ve kronik maruziyetlerin de son
derece ciddi saglik yol ac¢malarn
nedeniyle calismalarin, ICP-MS gibi daha hassas
cihazlarla yapimasi, saglik acisindan herhangi bir
risk olusturmasa bile en kiictik kontaminasyonunun
tespit edilebilmesinin, 6énlem almak adina yararl
olacag: disuntilmektedir.

sorunlarina

SONUC

Aydin ilinde, 2014 yili kis mevsiminde tretilen
stitlerde tespit limitleri tizerinde agir metal kirliligine
rastlanmamast, halk saglig: acisindan olumludur.
Ancak sonraki donemlerde yapilacak analizlerde,
farkli sonuclarla karsilasilabilecegi g6z ontinde
bulundurulmalidir. Bu ac¢idan bakildiginda T.C.

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'nin Ulusal
Kalinti Izleme Plani kapsaminda alinan érneklerin
sayisinin arttirilmast ve 6zellikle sanayinin ve trafigin
cok yogun oldugu biytk sehirlerde agir metal
analizlerinin siklikla yapilmasi Onerilmektedir.
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Bu calismada, Elazig yoresinde yetistirilen Kosetevek iziim cesidinin kirmizi sarap Gretimine uygunluk
durumu arastirilmistir. Kosetevek tGizimiiniin taneleri orta buytklikte ve elipsoidal sekilli, meyve eti
renkli ve sulu bir cesittir. Kosetevek Gizimiintin olgunluk takibi, salkim, tane yapisi, tizimiin olgunluk
durumu, siranin bilesimi ve iztimiin fenolik bilesiklerinin potansiyeli fiziksel, kimyasal ve spektofotometrik
yontemlerle belirlenmistir. Kosetevek tiziimtintin olgunluk aninda ortalama salkim agirliginin 317.4 g,
tane agirhiginin 2.16 g oldugu, tanede pulp, kabuk ve cekirdek oranlarinin sirastyla %82.2, %14.6, %3.2
oldugu belirlenmistir. Sirada toplam asit 5.1 g/L, indirgen seker 227.3 g/L olarak saptannustir. Uziimde
toplam fenolik bilesik indisi (A280) 56.4, toplam antosiyanin miktart 912.1 mg/L, ¢oziinebilir antosiyanin
miktar1 503.8 mg/L ve cekirdek taneninin olgunluk indisi (%Mp) 55.3 bulunmustur. Kosetevek tizimi
genel olarak degerlendirildiginde toplam asitlik degerinin beklenenden distik oldugu ancak renk
potansiyeli, fenolik bilesikler, sira verimi ve seker orant bakimindan kalite kirmizi sarap tretimi icin
uygun bir ¢esit oldugu saptanmustir.
Anahtar kelimeler: Kosetevek, tiztim, kalite, kirmizi sarap.

DETERMINATION OF SUITABILITY OF KOSETEVEK GRAPE
VARIETY CULTIVATED IN ELAZIG PROVINCE FOR THE
PRODUCTION OF RED WINE

Abstract

In this study, suitability of Kosetevek, a black grape variety, grown in Elazig region for red wine
production investigated. The physical properties of this variety were medium-sized and ellipsodial-shaped
berry, coloured and juicy pulp. Monitoring of maturity, bunch and berry structure, maturity state,
composition of juice, potential phenolic compounds and phenolic maturity of grapes was determined
by physical, chemical and spectrophotometric analyses. While the average bunch and berry weight
reached 317.4 g and 2.16 g respectively, rate of pulp, skin and seeds were determined %82.2, %14.6
and %3.2 at maturity stage respectively. It was reported that total acid was 5.1 g/L and reducing sugar
was 227.3 g/L in the juice. In Kosetevek grape, total phenolic index (A280), total anthocyanin content,
extractable anthocyanin content and maturity index of seed tannin (%Mp) were 56.4, 912.1 mg/L, 503.8
mg/L and 55.3, respectively. In general evaluation of Kosetevek variety, the total acidity was lower than
expected but it is a suitable variety for quality red wine production in terms of rich colour potential,
phenolic compounds, yield of juice and sugar content.

Keywords: Kosetevek, grape, quality, red wine.

* Bu makale birinci yazarin Yiksek Lisans tezinin (FYL-2014-3272) bir bolumuddur. This paper is a part of first author’s
MSc thesis.

** Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
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GIRIS

Ulkemiz diinya bagci iilkeler arasinda bag alani
bakimindan 497 000 ha’lik alan ile 5. sirada,
tiretim bakimindan ise 3.6 milyon ton yas tiziim
Uretimiyle 6. sira yer almaktadir (1). Yillik tretilen
yas Uzimiin biytik bir kismu sofralik ve kurutmalik
olarak degerlendirilirken saraba islenen miktar
TUIK rakamlarina gore %11 civaridadir (2).
Elazig ve cevresi llkemizde bulunan 6nemli bag
bolgelerinden birisidir. Bolgede kaliteli saraplik
uzim yetistirilmektedir. Yogun olarak yetistirilen
saraplik tizimler Okiizgdzi ve Bogazkere’dir.
Yorede Okiizgdzii ve Bogazkere disinda ulusal
Olcekte taninmayan bazt vyerli cesitler de
bulunmaktadir. Bunlardan birisi de Kosetevek
uzim cesididir. Bu ¢esit kirmizi saraplik siyah bir
cesit olup ozellikle Elazig'in Kuzova Bolgesinde
yetistirilmektedir. Kosetevek iziimtnln taneleri
orta buyuklikte ve elipsoidal sekilli, meyve eti
renkli ve sulu bir Giziim cesididir. Genel olarak
Okilizgdzii sarabr ile kupaj yapilarak degerlendirilir.
Siyah bir izim cesidinden kaliteli kirmizi sarap
uretebilmek icin; izim iyi renk verebilmeli, yeterli
seker miktarina, tanen miktarina, asit miktarina,
kaliteli aroma potansiyeline sahip olmali ve sira
verimi ylksek olmalidir.

Uziimiin bilesimini belirleyen énemli faktorlerden
biri de tiztimlerin olgunluk durumudur. Uziim
asma Uzerinde belli bir strede olgunlasir.
Olgunlasma siiresince tizimiin bilesimi degisir.
Uztimlerde renk donistimiinden itibaren olgunluk
kontrolleri yapilmaya baslanir ve elde edilmek
istenen sarap tipine gore en uygun bilesime
ulastiklart zaman bagbozumu yapilir.
Bagbozumunun zamaninda yapilmasi elde edilecek
sarabin kalitesi bakimindan ¢cok 6nemlidir (3, 4).

Bu calismanin amaci Kosetevek iziim cesidinin
kalite kirmizi sarap Uretimi icin ¢esit Ozelliklerini
ve saraplik 6zelliklerini belirlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Hammadlde ve Bagin Konumu

Arastirmada Elazig ili Kuzova Bolgesinin Koruk
koytnde 2014 yili bagbozumundan elde edilen
Kosetevek tiziimleri kullanilmistir. Uztimlerin
kullanildigi bag Keban barajina 3 km uzaklikta,
9250 m*lik bir alanda, dogu-bati yoOniinde

uzanmakta olup 1062-1074 rakimda bulunmaktadir.
Bolgenin toprak yapist tinli, kumlu, killi-tinli ve
orta kalkerlidir. Bolgenin kirag, taslik yamacg
arazili olmasi sarap bagciligt icin elverisli kosullart
saglamaktadir. Bolgenin sert karasal iklimi 1974
yilinda Keban barajinin kurulmastyla daha
tlimanlasmistir. Keban baraji bolgedeki saraplik
tzim kalitesini daha Ust seviyeye tasimakta etkili
olmustur.

Yontem
Uziim Orneklerinin Almmas:

Elaz13-Kuzova bolgesi kosullarinda Kosetevek
cesidinin fenolojik ozellikleri uyanma, ciceklenme,
ben diisme ve olgunluk Nisan ayindan itibaren
gozlenmistir. Uziim érneklerinin alimi, ben diisme
asamasindan bagbozumu asamasina kadar 15
glunde bir, Kelebek’e (5) gore yapilmustir.

Uziimde Yapilan Analizler

Uziim 6rneklerinde dnce salkim agirligi, salkim
en ve boyu ile tane sayisi belirlenmis, daha sonra
taneler salkimdan ayrilarak sap-cop agirligt ve
sap/salkim orani bulunmustur. Salkimlardan
ayrilan taneler bir kapta toplanmis ve 250 adet
tUzim tanesi gelisigtizel secilerek tanenin yapist
ve tanede kabuk, cekirdek ve pulp (meyve eti)
orani belirlenmistir. Uziim ve sirada SCKM, toplam
asitlik, oksele, pH ve indirgen seker analizleri
yapilmistir (6) .

Ayrica Utzimde bistlfit yontemiyle toplam
antosiyanin ve toplam fenolik bilesikleri indisi
(A280) analizi yapilarak uzim kabugunda
bulunan toplam antosiyanin miktari (ApH1),
tziim kabugunda bulunan ¢6ziinebilir antosiyanin
miktart (ApHj;,), antosiyaninin ¢ozinebilirlik indisi
(%EA), kabugun tanen bilesimi indisi (dpelD),
kabuk taneninin olgunlugu (%dpell), cekirdegin
tanen bilesimi indisi (dtpep) ve cekirdegin tanen
olgunlugu (%Mp) belirlenmistir (5, 7).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Kosetevek Uziimiiniin Fenolojik Ozellikleri
ve Olgunlugun Gidisi

Omcanin fenolojik donemleri uyanma, tam
ciceklenme, ben diisme ve olgunluktur. Kosetevek
omcalart i¢in Nisan ayindan itibaren fenolojik
donemler haftalik  yapilan incelemelerle



Elazig Yoresinde Yetistirilen Kdsetevek Uziim Cesidinin...

gozlemlenmistir. Kosetevek tizimiinin 2014 yilt
fenolojik donemlerine ait resimler Sekil 1°de
verilmistir. Kuzova baginda uyanma Nisan'in ilk
haftasi, tam ciceklenme Mayis’in 2. haftasi, ben
disme Agustos’un ilk haftast ve olgunluk
Eylil'tin 2. haftasinda gerceklesmistir. Bolgeye
gore Kosetevek cesidi icin gozlemlenen bu
donemler her yil iklime bagli olarak birka¢ gin
sapma gosterebilmektedir.

F

. Yaprak

Kosetevek tziimiinin olgunluk takibi Cizelge
1’de verilmistir.

Cizelgeden de gorildigl tizere tizimde olgunluk
sturesince ortalama salkim agirligi, salkim-tane
boyutu ve agirhigt olgunluk ilerledikce artis
gostermistir. Olgunluktaki ilerlemeye bagli olarak
SCKM miktari artmis ve toplam asitlik azalmustir.

Ciceklenme
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Sekil 1. Késetevek Gzimiinin fenolojik dénemlerine ait gériintiler
Figure 1. Images belong to phenological periods of Késetevek grape variety
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Cizelge 1. Kdsetevek Gziminln olgunluk takibi
Table 1. Monitoring of Kdsetevek grape maturity

01.08.2014 16.08.2014 31.08.2014 15.09.2014
Salkim agirligi(g) Bunch weight 227.5+37.3 265.77£104.55 283.416.8 317.42497.23
Salkim eni (cm) Bunch width 11.92+2.81 14+3.46 14.53+3.89 15.1+2.32
Salkim boyu (cm) Bunch length 12.3+2.84 15.54+1.98 17+2.0 18.5+1.96
Tane eni (cm) Berry width 0.89+0.14 1.00£0.18 1, 11+0.11 1.13+0.18
Tane boyu (cm) Berry length 1.1+£0.15 1.234+0.17 1.26+0.11 1.35+0.11
100 tane a@irhigi (9) 100 berry weight 110.15 138.4 189.2 216.09
SCKM TSS 9.9 15.9 21.1 23.0
Toplam asitlik (g/L)* Total acidity 245 8.1 5.21 5.1
pH 3.06 3.39 3.70 3.70

*Tartarik asit cinsinden (as tartaric acid).

Kosetevek Uziimiiniin Salkim ve Tane Yapist

Kosetevek Uziiminin salkim ve tane yapist
uzerine yapilan analizlerle ilgili degerler Cizelge
2’de verilmistir.

Uziimlerin salkim ve tane yapusi, elde edilen sira
ve saraplarin bilesimini etkiledigi icin teknolojik
yonden 6nemlidir (8, 9). Uztim salkimi ¢op ve
tanelerden olusur. Copler tziim cesidine gore
salkim agirhiginin %2-6’sin1 olusturur (9). Cizelge
2’de goruldugi gibi tztimlerin salkim agirlig:
317.4 g ve salkim boyu 18.5 cm olarak bulunmustur.
Uztimler tizerinde yapilan cesitli calismalarda
salkim ve tane yapisinin iklim kosullari, bakim
durumu ve toprak gibi cesitli etmenlere bagl
olarak yillara gore degistigi bildirilmistir (10).

Kosetevek tiziimiiniin 100 tane agirhigi 216 g, tane
eni 11.3 mm, tane boyu 13.5 mm, tane agurlig: 2.1
g olarak bulunmustur (Cizelge 2). Kosetevek
tzim cesidi bolgenin 6nemli saraplik ¢esidi olan
Okiizgozi iziimiiyle kiyaslandiginda tanelerinin

Cizelge 2. Kdsetevek Uziminlin salkim ve tane yapisi
Table 2. Berry and bunh structure of Késetevek grape

daha kiicik ve hafif oldugu belirlenmistir.
Kosetevek Gizim tanesinde ortalama 1 ya da 2
tane ¢ekirdek bulunmaktadir.

Uztim taneleri ise kabuk, pulp (meyve eti) ve
cekirdekten olusur. Kabuklar, cesitlere gore, toplam
tane agirliginin %5-21’ini olusturur. Genellikle
saraplik cesitlerde tanenin sert kabuklu ve sulu
olmast istenir (9). Seker ve asit icerigi bakimindan
Uzimin en 6nemli kismi olan pulp (meyve eti)
tanenin %80-85’ini olusturur (11). Cekirdekler,
cesitlere gore, tanenin %2.5-10 kadarint olusturur
(9). Cizelge 2de goruldigli gibi, Kosetevek
cesidinin pulp orant %82.2 olarak bulunmustur.
Denemelerde kullanilan Kosetevek — tzim
cesidinde pulp oraninin yiiksek cekirdek oraninin
az olmast olumlu bir 6zelliktir. Pulp miktarinin
ylksek olmasi sira verimi bakimindan olumlu bir
ozelliktir (9). Denemelerde kullanilan Kosetevek
tizimiinlin kabuk orant %14.6°dir (Cizelge 2).

Salkim agirligi (g) Bunch weight
Sap-¢op agirhgr (g) Stalk weight
Sap/Salkim orani (%) Stalk/bunch rate
Salkim eni (cm) Bunch Width

Salkim boyu (cm) Bunch length

Tane sayisi (adet) Numbers of berry
Tane eni (mm) Berry width

Tane boyu (mm) Berry lenght

100 Tane agirhgi (g) 700 Berry weight
Tane agirigi (g) Berry weight
Cekirdek sayisi (adet/100 tane) Number of seeds
Kabuk (%) Skin

Cekirdek (%) Seed

Pulp (%) Pulp

317.42+97.23
9.11+4.91
3.42+3.91
14.53+3.69
12.3+2.84
160
1.13+0.18
1.35+0.11
216
2.1
150
14.6
3.2
82.2




Kosetevek Uziimiinin Bilesimi

Kosetevek Uzimintin olgunluk durumu ve
bilesimi Cizelge 3’te verilmistir. Uziimlerde
olgunlugun izlenmesindeki amac¢, Uzimlerin
islenecek sarap tipine en uygun bilesime
ulastiklart ani belirlemek, diger bir deyisle
bagbozumu zamanini saptamaktir. Clinkl sarap
yapiminda hangi yontem uygulanirsa uygulansin,
elde edilecek sarabin kalitesini etkileyecek en
onemli faktor hammaddenin bilesimidir (9).
Uziimlerin olgunlasma zamani ceside, iklim ve
cevre kosullarina gore degisir. Olgunluk
durumunu belirlemek icin, seker ve asit miktarini
degisik sekilde ifade etmek ve bunlar arasinda
degisik oranlar kurmak suretiyle, cesitli olgunlasma
katsayilart elde edilmistir (12). Uziimiin olgunluk
durumu, seker ve asit oranini temel alan, dksele/
asit (g/L) orani kullanilarak belirlenmektedir (4,
13). Canbas ve ark. (2002), yaptiklari ¢calismada
Okiizgozii liziimiiniin olgunlasma katsayisini
1998 yilinda 10.8 ve 1999 yilinda 13.1 olarak
belirlemislerdir. Canbas ve ark. (2001), yaptiklari
calismada Okiizgdzi liziimiiniin  olgunlasma
katsayisinin 10.1 ile 15.3 arasinda degistigini
bildirmislerdir (14, 15). Kosetevek tizimiinin
olgunluk katsayist seker ve asit oranini temel
alan oksele/asit (g/L) orani kullanilarak 19.2
bulunmustur. Bu oranin biiyik olmasinin temel
nedeni Kosetevek Gzimiinlin asitiliginin distk
olmasidir.

Kosetevek Giziminiin toplam asitligi tartarik asit
cinsinden 5.1 g/L olarak bulunmustur. Amerine
ve ark. (1980), saraplik Giziimlerin siralarinda asitligin
(tartarik asit cinsinden) litrede 3-15 g arasinda
degistigini  bildirmislerdir (16). Kosetevek
uztimlerinin pH degeri 3.7 olarak bulunmustur.

Uztimlerde bulunan baslica sekerler glikoz ve

fruktozdur, seker indirgen seker veya SCKM
olarak da ifade edilebilir (17). Kosetevek sirasmnin

Cizelge 3. Uziimiin Olgunluk Durumu ve Siranin Bilesimi
Table 3. The maturation state and composition of grape juice

indirgen seker miktar1 227.3 g/L ve SCKM’si 23.0
briks olarak bulunmustur. Boulton ve ark.
(1996), kalite kirmiz1 saraplik tiziimlerin siralarinda
sekerin 205-230 g/L ve SCKM’nin 20.5 ile 23.5
briks ve asitligin tartarik asit cinsinden 6.5-7.5 g/L
arasinda olmasi gerektigini belirtmislerdir (18).
Kosetevek sirasinin seker miktari gerekli alkoli
verecek diizeydedir bu da pozitif bir 6zelliktir.
Ancak toplam asit miktart beklenenden dustiktir.

Kosetevek Uziimiinde Fenolik Bilesiklerin
Olgunluk Durumu

Uztimlerdeki fenolik bilesiklerin en uygun bilesime
ve ¢ozinirlige ulastigr anit belirlemek amaciyla
fenolik bilesiklerin olgunluk analizleri yapilmustir.
Kosetevek Uzumlerinde fenolik bilesiklerin
olgunluk analiz sonuclar1 Cizelge 4’de verilmistir.
Kosetevek Uzimlerinde vyapilan olgunluk
analizlerinde toplam fenolik bilesik indisi (A280)
56.4, toplam antosiyanin miktart 912.1 mg/L,
¢Oziinebilir antosiyanin miktart 503.8 mg/L,
antosiyaninin ¢oztnebilirlik indisi (%EA) 44.8,
kabugun tanen bilesimi indisi (dpell) 10.07, kabuk
tanenin olgunlugu (%dpell) 17.8, ¢cekirdegin tanen
bilesimi indisi (dtpep) 46.3 ve cekirdek taneninin
olgunlugu (%Mp) 55.3 olarak hesaplanmistir.
Ribéreau-Gayon ve ark. (2000), Uzimlerde
¢cozinebilir antosiyanin miktarinin ¢eside ve
olgunluk durumuna bagli olarak 500-2000 mg/L
arasinda degistigini ve 20-70 arasinda degisen
antosiyaninin ¢ozinebilirlik indisi (%EA) nin
olgunluga paralel olarak azaldigini agiklamuslardir.
Degerin dustik olmast antosiyaninlerin kolay
¢cozinebildigini gostermektedir (7). Cekirdek
taneninin olgunluk degeri (%Mp) de, Uzim
cesidine ve cekirdek sayisina gore 0-60 arasinda
degismektedir. Bu degerin yiksek olmasi
cekirdekte tanenin fazla oldugunu gosterir.
Cekirdek taneninin yiiksek olmast sarabin lezzeti
tizerinde negatif bir etki riskini arttirabilir.

Bagbozumu tarihi Vintage date 15 Eylll 2014
Oksele derecesi Oechsle degree 98+0.00
Toplam asit (g/L)* Total acidity 5.1£0.20
Olgunlasma katsayisi (6ksele/Toplam asit**) Maturity index Oechsle /total acidity 19.2
SCKM (briks) TSS, brix 23.0+0.00
pH pH 3.7
indirgen seker (g/L) Residual sugar 227.3+2.40
Sira verimi (%) Yeald of grape juice 70

*Tartarik asit cinsinden (as tartaric acid), **g/L
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Cizelge 4. Uziimde Fenolik Bilesiklerin Olgunluk Durumu*
Table 4. Phenolic maturity state of Késetevek grape

Toplam fenolik bilesik indisi (A280) Total phenolic compound index

)
Toplam antosiyanin miktar (ApH1)(mg/L) Total anthocyanin
(

Gozunebilir antosiyanin (ApH3, 2)(mg/L) Extractable anthocyanin content
Antosiyaninin ¢6zinebilirlik indisi (%EA) Anthocaynin extractability index

Kabugun tanen bilesimi indisi (dpell) Skin tannin index
Kabuk taneninin olgunlugu (%dpell) Maturity of skin tannin

Cekirdegin tanen bilesimi indisi (dtpep) The composition of seed tannin index

Cekirdek tanenin olgunlugu (% Mp) Maturity of seed tannin

56.4
9121
503.8

44.8
10.07

17.8

46.3

55.3

*Her bir degerin standart sapmasi %10’ nun altindadir. SD of each data is under 10%

Kelebek (5) tarafindan Elazig’da yetistirilen
Okiizgdzii liziimiiniin ve bu iiziimden elde edilen
sarabin fenolik bilesikleri profili tizerine yapilan
arastirmada Okiizgdzii'niin olgunluk analizlerinde
toplam fenolik bilesik indisi (A280) 37.4-56.2,
toplam antosiyanin miktar1 876.9-1064 mg/L,
¢coztinebilir antosiyanin miktart 460.8-527.6 mg/L,
antosiyaninin ¢6ztnebilirlik indisi 47.4-50.4,
kabugun tanen bilesimi 18.4-21.1 cekirdegin
tanen bilesimini 18.9-53.0 ve cekirdek taneninin
olgunlugu 50.7-62.6 olarak bildirilmistir (5).
Kosetevek lizimiintin olgunluk aninda fenolik
bilesiklerinin durumu Okiizgozii iziimiiyle
benzerlik gostermektedir.

SONUC

Bu calismada Elazig ilinin Kuzova bolgesinde
yetistirilen yerli siyah iziim ¢esidi olan Kosetevek
tziminln fenolik, olgunluk ozellikleri, Gizimin
bilesimi ve kirmizi saraba uygunlugunun
belirlenmesi amaclanmustir. Uziimiin kalite sarap
uretimine uygunlugunu belirlemek icin tiziimde
seker, asit, fenolik bilesiklerin olgunluk durumu
analizleri yapimistir. Kosetevek Uziminln
olgunluk aninda tane aguliginin 2.1 g, tanesinin
orta buytklikte koyu mor renkte ve siki tane
yapisinda oldugu, yorede erken olgunlastigi, seker
miktarinin 227.3 g/L, asit miktarinin 5.1 g/L ve
pH'sinin 3.7 oldugu belirlenmistir. Uzimde
toplam fenolik bilesik indisi 56.4 ve toplam
antosiyanin 912.1 mg/L bulunmustur. Kosetevek
Uizimi genel olarak degerlendirildiginde, toplam
asit miktarinin beklenenden diistik oldugu ancak
renk potansiyeli, fenolik bilesikler, sira verimi ve
seker miktari bakimindan kalite kirmizi sarap
uretimi icin uygun bir cesit oldugu saptanmustir.
Kosetevek tziimiinin saraba islenmesi sirasinda
dusuk asitligin giderilmesi i¢in asit ilavesi veya

isleme sirasinda koruk ilavesi yapilabilir veya
Kosetevek sarabi yorede iiretilen Okiizgdzii sarabi
ile kupaj yapilarak tretilebilir.
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Halofilik laktik asit bakterileri (HLAB), tuz konsantrasyonu yliksek olan ortamlarda gelisen
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalarin tuzlu ortamlarda gelisebilmesi biyoteknolojinin cesitli
alanlarinda kullanidlma potansiyellerini arttirmaktadir. Enzimler endistrinin hemen her alaninda
kullandmaktadir ve genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikrobiyel enzimlerin enduistride
kullanilmalarinin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore avantajlart vardir. Bunlar; katalitik
aktivitelerinin cok yiiksek olmalari, istenmeyen yan triin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalart,
fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, Grtinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endustriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. HLAB tarafindan tretilen
enzimler farkli sektorlerde kullanim alanina sahiptir. Bu makalede endustriyel alanda yaygin olarak
kullanilan HLAB’tan elde edilen proteaz, amilaz, seltilaz, ksilanaz, lipaz gibi enzimler hakkinda bilgi

verilmis ve yapilan arastirmalardan 6rnekler sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Halofilik, laktik asit bakterileri, hidrolitik enzim

THE HYDROLYTIC ENZYMES PRODUCED BY
HALOPHILIC LACTIC ACID BACTERIA

Abstract

Halophilic lactic acid bacteria (HLAB) are microorganisms that grow in environments with high salt
concentration. The survivability of these microorganisms under salty environments increases their
usage potential in various fields of biotechnology. Enzymes are used in almost in every field of industry
and usually obtained from microorganisms. The use of the microbial enzymes in industrial process has
several distinct advantages compared to the plant or animal derived enzymes. These advantages are;
high catalytic activity, no formation of undesirable side products, more stability, less production cost
and high enzyme production yield. Biotechnological research in the field of industrial enzymes is
gaining more importance due to the development of enzyme technology, the diversity in the fields of
product usage and high economical value. The enzymes which are produced by HLAB have many
application areas in different industrial sectors. In this review article, information about enzymes such
as lipases, xylanase, cellulase, amylase and protease obtained from HLAB is provided and the results of
research in this area is presented and it has been presented some examples.

Keywords: Halophilic lactic acid bacteria, hydrolytic enzymes
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GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), gida fermantasyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Bu bakteriler Girtinde
hem arzu edilen duyusal ozellikleri gelistirmek,
hem de mikrobiyolojik koruma saglamak amaci ile
kullanilirlar (1). LAB, karbonhidrat fermantasyonu
strasinda son Urtin olarak laktik asit Giretmeleriyle
tanimlanan Gram pozitif, fakiltatif anaerob,
katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan yoksun
olup, bitki atiklarindan, et ve stit Urlinlerinden,
sicakkanlt canlilarin sindirim sisteminden siklikla
izole edilebilen bakterilerdir (2-4). LAB organik
asit, antimikrobiyel bilesenler gibi pek ¢cok faydali
bilesik ve organik bilesikleri parcalayabilen
enzimler uretmektedir (5). Halofilik laktik
asit bakterileri (HLAB) gelismeleri icin tuza
(sodyum klorir) gereksinim duyan ve ytiksek tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda canliligini
devam ettirebilen organizmalardir (6). Bu
mikroorganizmalar halofilik ve halotolerant
olarak siniflandirilmistir. Optimum %3 (w/v) tuz
konsantrasyonunda gelisebilenler hafif halofilik,
%3-15 (w/v) tuz konsantrasyonunda gelisme
gosterenler orta halofilik, %25 (w/v) tuz
konsantrasyonunda gelisme gosterenler ise
asir1  halofilik  mikroorganizmalar  olarak
siniflandirdmaktadir (7). Halofiller tuza toleransl
olan enzimler i¢cin mikemmel bir kaynaktir.
Aynt zamanda bu bakteriler ylksek sicaklik ve
pH degerlerinde etkili olabilmektedir (8). Son
zamanlarda halotolerant LAB mavi, Brie, Camembert
ve Tilsiter gibi bazi olgunlasmis peynirlerin dis
ylzeyinde kesfedilmistir (9).

Fermente Urtinlerden izole edilen HLAB arasinda
en cok bulunan turler Tetragenococcus ve
Pediococcus cinslerine ait olarak belirlenmistir
(10). Bunlar arasinda 7. halopbilus, T. muriaticus,
Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus
plantarum tirleri fermantasyon asamalarinda
sik¢ca bulunan tiirler olarak tespit edilmistir.

Yapilan bu derleme calismasinda HLAB hakkinda
bilgi verilmis ve bu bakterilerin trettikleri
enzimler ile ilgili yapilmis ¢calismalardan oérnekler
sunulmustur.

HALOFILIK LAKTIK ASIT

BAKTERILERININ URETTIGI ENZIMLER
Bir enzimin endustriyel tretimde givenilirlikle
kullanilabilmesi icin diistik maliyetli olmasi, farkli

alanlarda kullanilabilme imkanmin bulunmas: ve
toksik etkisinin olmamasi1 onemlidir (11). Ticari
olarak kullanilan enzimlerin %59'unu proteazlar,
%28’ini karbonhidratlart parcalayan enzimler,
%3"nu lipazlar ve %10’unu ise diger enzimlerin
olusturdugu belirtilmektedir. Karbonhidratlar
parcalayan enzimler grubuna giren a-amilaz
enzimi %13tk oran ile 6nemli bir yer tutmaktadir
(12). Giniimiizde endistriyel kaynakli enzimlerin
cogu mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Mikrobiyal enzimler, bitkisel veya hayvansal
kaynakli enzimlere gore daha ylksek katalitik
aktivite gostermeleri, istenmeyen yan Urin
olusturmamalari, stabilite 6zellikleri, ekonomik
olmalart ve fazla miktarlarda elde edilebilme
ozellikleriyle tstiinlik saglamaktadir (12).

Endustriyel uygulamalarda mezofilik ve termofilik
organizmalar tarafindan tretilen enzimler tercih
edilmektedir. Ancak son zamanlarda, yiiksek tuzlu
ortamlarda gelisebilen mikroorganizmalarin rettigi
halofilik enzimler ilgi cekmeye baslamistir. Bu
enzimler, zorlu endustriyel kosullarda gosterdikleri
yluksek aktivite, genis substrat 6zgulligi ve
kararliliklarindan dolayr deterjan katkilarinda,
biyoyakit tiretiminde, tekstil sanayisinde, atik
aritmada ve diger bircok biyoteknolojik uygulamada
kullanilmaktadir (13).

Lipaz

Lipaz, lipitlerin ester baglarinin hidrolizini
katalizleyen, esterazlarin bir alt sinifint olusturan
enzim olarak bilinmektedir. Lipazlarin temel
fonksiyonu, trigliseritlerin hidrolizini saglamak
olup ayni1 zamanda bu enzimler esterifikasyon,
interesterifikasyon  ve transesterifikasyon
reaksiyonlarint da katalize edebilmektedir. Lipazlar
gida, deterjan, ilac, deri, tekstil, kozmetik ve
kagit sektorlerinde yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir (14, 15).

Lipazlar, gidalarin fermantasyonu ve olgunlasmast
asamalarinda onemli bir role sahiptir. Bu streclerin
cogunda tuzlama adimlari mevcuttur (16). Gida
Urtinlerinin hazirlanmasinda fermantasyon stirecinde
kullanian lipazlar ytiksek tuz konsantrasyonlarinda
aktif olmali, bu amacla halofil veya halotolerant
enzimler kullanilmalidir. Bu anlamda ekstrem
mikroorganizmalardan izole edilen lipazlar
endustriyel islemler icin mikemmel bir alternatiftir
(17). Bugtine kadar halofilik lipaz veya esterazlar
ve onlarin uygulamalari konusunda sinirli sayida

243



244

arastirma yapilmistir. Termofilik lipazlar halofilik
lipazlara gore daha fazla dikkat cekmistir. Ancak
arastirmacilarin biyoteknolojik uygulamalar icin
yeni Urlin gelistirme calismalart ile halofilik
organizmalar ve urettikleri enzimler Uzerine
yapilan arastirmalar artmustir (15, 18).

Halofilik yasama 06zel uyum saglayan bu
mikroorganizma gruplarinin lipolitik enzimleri
biyoteknoloji gibi cesitli alanlarda kullanim
imkanina sahiptir (19). Endustriyel islemler genel
olarak zor sartlar altinda gerceklestirildiginden
optimum pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarmin
dogru tespit edilmesi endustriyel islemler icin
onemlidir. Halofilik lipaz enzimleri de ekstrem
sartlara uyum saglama yeteneginde olduklari icin
endustriyel uretim icin kullanilacak uygun
enzimler grubunu olusturmaktadir.

LAB icerisinde Lactobacillus plantarum endistriyel
olarak ¢nemli bir tiirdtir. Bu mikroorganizmanin
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda canliliginin, lipolitik
ve esteraz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
yapilmus farkli arastirmalar bulunmaktadir (20, 21).
Anderson ve ark. (22) %5 NaCl konsantrasyonunda
gelisebilen L. plantarum MF32 susundan lipaz
enzimini saflastirmistir. Yapilan baska bir calismada,
Dogu Himalayalarin geleneksel islenmis balik
urinlerinden izole edilmis LAB'in teknolojik ve
fenotipik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla
farkli UrtGnlerden olusan toplam 40 Ornegin
mikrobiyal cesitliligi incelenmistir. Izole edilen
LAB’dan sadece 5 adedinde lipolitik aktivite tespit
edilmistir (23).

Meksika’da geleneksel olan Cotija ve doble crema
peynirlerinden izole edilen halotolerant veya
halofilik LAB’1n lipolitik, proteolitik aktiviteleri ve
asit olusturma kapasiteleri incelenmistir. En
yuksek proteolitik aktivite gdsteren tiirler arasinda
Tetragenococcus halophilus ve L. plantarum
belirlenmistir. Lipolitik aktivite tayininde 7.
balophilus'un substrati hidroliz ederek lipolitik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. En ylksek asit
uretme yetenegine sahip olan bakteri ise L.
pentosusve L. plantarum’dur (24).

Moreno ve ark. (17) tarafindan yapilan bir
calismada, asir1 halofilik bakteri olan Salicola
marasensis 1C10'un, salipro olarak adlandirilan
ekstraselliilar proteaz ve LipL olarak adlandiridan
lipaz trettigi tespit edilmistir. Lipolitik aktivitesi
esas olarak sitoplazmik bolimde yer alan S.
marasensis IC10’un farkli substratlarda aktivite

gosterebildigi saptanirken, en ylksek lipaz tiretimi
eksponansiyel fazin sonunda gerceklesmistir. 0-4
M NacCl ortaminda enzim uretimi belirlenirken,
en yiksek enzim aktivitesi 1 M NaCl iceren
ortamda tespit edilmistir.

Esteban-Torres ve ark. (21) ise L. plantarum WCF
S1 susundan Lp_3562 proteininin klonlanip,
E. coli BL21 susuna aktarilmast ve bu proteinin
biyokimyasal karakterizasyonu uzerinde
calismustir. Arastirmacilar Lp_3562'nin tribiitirin
ve diger uzun zincirli yapilarda lipaz aktivitesi
gosterdigini tespit etmistir. Enzim pH 5-8 arasinda
aktivite gosterirken, en yuksek aktivite pH 7’de
tespit edilmistir. Lp_3562 optimum lipaz aktivitesini
40°C’de gosterirken, buzdolabi sicakliginda (5°C)
maksimum aktivite % 40 olarak tespit edilmistir.

Amilaz

o-amilaz enzimi nisasta molekilindeki a-1,4
baglarini parcalayarak glukoz, maltoz, maltotrioz
ve o-limit dekstrinlerin olusumunu saglamaktadir.
Nisasta cok sayida glukoz molekulintin farkli
sekillerde baglanmasiyla olusmus polisakkarit
ozellikte bir bilesiktir. Bazi bakteriler ve mantarlar
tarafindan Uretilen a-amilaz, B-amilaz, glikoamilaz
ve glikoizomeraz gibi enzimler nisastay1 parcalama
yetenegine sahiptirler (25). Amilazlar biyoteknolojik
acidan enzimlerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir.
Klinik ve analitik kimyasallarin yani sira nisasta
sakkarifikasyon uygulamalarinda ve vyaygin
olarak tekstil, gida, bira ve damitma endstrilerinde
halofil amilazlar kullanilmaktadir (26). Gida
endustrisinde, nisastanin o-amilaz enzimi ile
hidrolize edilmesi sonucu aciga cikan trinler
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu urtinlerden
dekstrin, nisastanin glikoza kadar hidrolize
olmasindan o6nce olusan kisa molekullt ilk
trindir. a-amilaz enzimi ekmekgcilikte ekmegin
bayatlamasini geciktirmesi ve raf Omrint
uzatmasindan dolayi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Meyve suyu endustrisinde de uygulanmakta olan
enzim, elma ve armut sularinin berraklastirilmasinda
kullanilmaktadir (27).

Nisasta molektlintiin oncelikle a-amilaz enzimi
tarafindan swvilastirthp, daha sonra da ortama
izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile
nisastanin  maltoza  kadar  parcalanmasi
saglanmaktadir. Ac¢iga c¢ikan maltoz, recel,
sekerleme, ekmek, bira tretiminde ve gidalarda
tatlandirict olarak da kullaniimaktadir. Nisastanin
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hidrolizi sirasinda yan Urlin olarak ac¢iga ¢ikan
maltotetrozun ise nem tutucu olarak kullanilabildigi
belirtilmektedir (28).

Thapa ve ark. (23), Dogu Himalayalarin geleneksel
islenmis balik trtinlerinden izole edilmis 40 adet
LAB'in teknolojik ve fenotipik o6zelliklerini
incelemislerdir. Incelenen LAB tiirlerinin Laciococcuts
lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis,
L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Pediococcus
pentosaceus ve Weissella confusa'ya ait oldugu
belirlenmistir. [zolatlarin proteaz, amilaz ve lipaz
aktiviteleri arastirilmus, izole edilen bakterilerden
14 adedinde 1.5-5.8 U/mL amilaz aktivitesi
belirlenmistir. Bakterilerin cok duistik proteolitik
aktivitelere sahip oldugu ve herhangi bir lipaz
aktivitesi gostermedigi belirlenmistir.

Daha 6nceden 55°C’de faaliyet gosteren bir biyogaz
pilot tesisinden izole edilmis DNA izolatlarindan
olusmus metagenom kitiphanesinden termofilik
mikroorganizmalarin Urettigi yeni enzimlerin
arastirilmast icin yapilmis bir ¢alismada, izolatlarin
amilazi parcalama yetenegi incelenmis ve bir
adet aktif amilaz treten klon saptanmustir. Amy13A
geninin ise, ylksek seviyede rekombinant amilaz
aktivitesi gosteren  Escherichia coli icinde
kodlandig: tespit edilmistir. Calisma sonucunda
Amy13A geninin ylksek konsantrasyonda tuzu ve
yltiksek sicakligi tolere edebilen birka¢ enzimden
biri oldugu ve ekstrem sartlarda gerceklestirilecek
nisasta isleme basamaklari icin potansiyel aday
oldugu belirtilmistir (29).

Pathak ve ark. (30) tarafindan yapilan bir
calismada ise tuzlu balik olan Rastrelliger
kanagurta’da Lactobacillus spp. baskin tira
olusturmustur. 8 izolattan 3 adedinin vyeterli
diizeyde amilaz urettigi belirlenmis ve Petri
ylzeyinde amilaz tretiminde en yiiksek zonu
olusturan tiirlin ise Lactobacillus yamanashiensis
oldugu belirtilmistir.

Proteaz

Proteazlar, hem fizyolojik hem de ticari alandaki
uygulamalart agisindan ¢ok 6nemli bir yere sahip
olan, proteinleri hidrolize eden enzimler olarak
tanimlanmaktadir. Proteolitik enzimler proteinler
arasindaki peptit baglarinin parcalanmasint katalize
etmektedirler. Giinimiuzde proteazlar, dinyada
endustriyel olarak satilan U¢ buyik enzim

grubundan birini olusturmaktadir. Proteazlar
deterjan ve gida endustrisindeki uygulamalarda da
genis yer almaktadir. Proteazlarin genis cesitliligi
bu enzimlerden fizyolojik ve biyoteknolojik alanlarda
yararlanilmasini 6ne ¢ikarmistir. Giniimuiizde artan
talep dogrultusunda bitki ve hayvan kaynakli
proteazlarin yetersizligi mikrobiyel proteazlara
olan ilginin artmasina yol a¢cnmustir. Proteaz enzimi
tretimi bircok bakteri ve kuf tirinde oldukca
yaygindir. Biyoteknolojik uygulamalardaki arzu
edilen karakteristik ozelliklere sahip olmalari
nedeniyle mikrobiyel kaynakli proteazlar bitki ve
hayvan kaynakli proteazlara gore daha ¢ok tercih
edilmektedirler (3D).

Mikrobiyel proteazlar, genis pH araliklarinda
aktivite gostermeleri sebebiyle asidik, notral ve
alkali olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir. Bununla
birlikte Bacillus cinsinde yer alan cesitli suslar
enzim endustrisinde ¢cok énemli bir yere sahiptirler
(32). Ozellikle notr ve alkali olan cogu ticari
proteazin Bacillus cinsine ait bakteriler tarafindan
tretildigi belirtilmistir. Orta dizeyde reaksiyon
hizlar1 nedeniyle nétral proteazlar gida proteinlerinin
hidrolizinde daha az acilik olusturmaktadir. Bu
enzimler sahip olduklart distik sicaklik toleransi
sebebiyle gida hidrolizlerinin kontrol asamalarinda
avantaj olusturmaktadirlar (33, 34).

Proteazlarin gida endustrisinde kullanilmasi eski
caglara dayanmaktadir. Peynir, ekmek yapimi,
soya hidrolizatlarini hazirlama ve et tenderizasyonu
(yumusatma) gibi cesitli alanlarda kullanilmakta
olan proteazlarin sit endustrisinde en c¢ok
uygulandigr alan ise peynir Uretimidir. Sutd
koagiile eden enzimler olarak rol oynayan
mikrobiyal proteazlar diinyada buzagi rennetinin
elde edilmesinin getirdigi sikintiy1 giderecek
alternatif olusturmustur (35). Stite 6zgi proteinazlar,
rennet ve baslatict kiltiir olarak kullanilan LAB’in
proteolitik aktiviteleri ile gerceklesen proteoliz
stireci peynirin olgunlasmasi i¢cin 6nemli bir olaydir
(36, 37). Peynirin olgunlasmasi sirasinda meydana
gelen biyokimyasal degisiklikler; pihtilastirict
enzimler, dogal siit enzimleri, proteinazlar, lipazlar,
baslatict kilturler ve ikincil mikroorganizmalar
ve onlarin enzimleri gibi cesitli enzimlerin sinerjik
etkisi ile meydana gelmektedir. (38). Ekmek
tretiminde ise proteazlar, hamurun yogunlugunu
azaltmak icin, hamurda bitinligt saglamak icin,
ekmekteki gluten giictinti diizenlemek icin, doku
kontroltiinii ve tadi gelistirmek icin ilave edilmektedir
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(39). Proteazlar ayni zamanda tbbi teshis,
ila¢c, deterjan, bira sanayi ve biyomolekiiler
uygulamalarda kullanilmaktadir (40, 41).
Kanlayakrit ve Bovornreungroj (42) tarafindan
balik sosu 6rneklerinden tuz seven proteaz lireten
bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu
amactyla yapilan bir baska calismada ise, izolasyon
icin Tayland’'in Dogu tarafinda yer alan bazt balik
sosu fabrikalarindan alinan fermente balik
ornekleri kullanilmistir. Arastirmada 285 halofilik
bakteri izole edilmistir. izole edilen suslar arasinda
10 tanesinin yiiksek tuz seven proteaz lretme
yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bu suslar, 4M
NaCl iceren ortamda maksimum gelisme
gosterip, proteaz Uretirken, 2M gibi diistik NacCl
konsantrasyonu iceren ortamda proteaz Uretimi
gerceklestirememistir. En ylksek tuz seven proteaz
ureten suslar; Gram negatif, cubuk morfolojisine
sahip olup, koloniler etrafinda kirmizi renkli zon
olusumlart ile karakterize edilmistir. Thapa ve
ark. (23)’nin calismasinda ise, incelenen LAB
izolatlarinin proteaz, amilaz ve lipaz aktiviteleri
arastirtlmistir. Bu izolatlar Dogu Himalayalarin
geleneksel islenmis balik Urtinlerinden izole
edilmistir. Izole edilen biitiin suslarin 2 mm’den
fazla zon capi ile yaklasik 0,5-1,3 U/mL arasinda
proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Udomsil ve ark. (43)'nin balik sosu piiresinden
proteinaz treten HLAB izolasyonu yaptigt ve bu
bakterilerin Grettigi ucucu bilesenlerini inceledigi
calismada, izole edilen 74 HLAB izolatindan 7
tanesi %25 NaCl konsantrasyonunda geliserek
proteolitik aktivite gostermistir. Calismada biitin
izolatlarin Gram negatif kok seklinde olduklari
ve %0-25 NaCl konsantrasyonunda gelisebildikleri
tespit edilirken, yapilan rRNA dizi analizine gore
izolatlar 7. halophilus olarak tanimlanmustir.

Fibrinolitik Enzimler

Fibrinolitik enzimler kemoterapotik ajan olarak
kanin pihtilasmasinda klinik uygulamalar i¢in
onemlidir. Aynt zamanda proteazin bir alt sinifi
olan fibrinolitik enzimler fibrin indirgeme
yetenegine sahiptir. Ge¢mis yillarda bu enzim
genellikle kertenkeleler, solucanlar ve yilan gibi
cesitli hayvanlardan izole edilmekteydi (44).
Gunlimiizde bu enzimlerin tretilmesi icin bazi
bakteriler ve mantarlar kullanidmaktadir. Fibrinolitik
enzimler bircok arastirmaci icin mikemmel
bir kaynaktir. Bu enzim cesitli fermente

gidalarda, hayvanlarda, bitkilerde ve farkli
mikroorganizmalarda bulunabilir (45). Bu enzim
in vivo olarak sadece plazminojenden plazmine
dontsimi  degil ayni zamanda trombini de
hidrolize etmektedir. Ozellikle Uzak Dogu
tlkelerinde tiiketilen farkli fermente gidalarda
fibrinolitik enzimler tespit edilmistir. Shiokara
fermente bir balik trtintidiir ve Japonya’da 1000
yildan fazla stredir tiketilmektedir. Benzer sekilde
tiketilen Douchi ise Cin’de uretilen fermente
soya urtnudir ve 6zel tat ve lezzetli olmasi
nedeniyle birka¢ bin yildan daha eskiye uzanan
bir ge¢mise sahiptir (46).

Katsuwokinase Japon geleneksel tuzlu fermente
gidast olan kizil orkinos ‘Shiokara’ da bulunan
bir fibrinolitik enzimdir. Bu enzimin tuza karsi
oldukc¢a dayanikli oldugu bulunmustur (47).
Endonezya’'nin farkli alanlarinda tiketilen
geleneksel fermente baliklarda de Man Rogosa
Sharpe (MRS) ve M17 agar besiyeri kullanilarak
74 halofilik LAB susu izole edilmistir. Bu bakterilerin
proteolitik ve fibrinolitik aktiviteleri yagsiz stit agar
ve plazminojen icermeyen fibrin plaka kullanilarak
belirlenmistir. Bu izolatlardan 4 adeti fibrinolitik
enzime sahipken, 25 adetinde ise proteaz aktivitesi
belirlenmistir (48).

Fibrinolitik enzim varlig: tespit edilen baz: tiirlerin
bir Japon yemegi olan Natto, skipjack shiokara,
bal mantart olarak bilinen Armillariela mellaare,
Uzak Dogu’ya ait geleneksel tirtin olan Kimgi,
deniz Urlnleri iceren fermente gidalar ve soya
fastlyesinden izole edilen mikroorganizmalar
oldugu daha onceden vyapilmis calismalarda
belirlenmistir (49, 50). Prihanto ve ark. (48)
HLAB'in proteolitik ve fibrinolitik enzim aktivitelerini
inceledigi calismada 70 adet izolat elde etmislerdir.
[zolatlardan 25 tanesi proteaz aktivitesi gosterirken,
4 tanesi de fibrinolitik enzim uretme yetenegi
gOstermistir. Bunlar arasinda Bacillus coagulans
TB1 susu en yulksek proteolitik ve fibrinolitik
enzim Uretme yetenegi gostermistir.

Dekarboksilaz

Biyojen aminler; hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
metabolik aktiviteleri sonucunda, amino asitlerin
dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin
aminasyonu ve transaminasyonu ile olusan
distik molekul agirlikli azotlu bilesiklerdir (51).
Biyojen aminler gidalardaki aminoasitlerin, bazi
mikroorganizmalarin dekarboksilaz enzimleri ile
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dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Biyojen amin olusumu ortamun pH’sini ylkselterek
mikroorganizmayt asidik ortam etkisinden
korumaktadir. Bircok arastirmayla, farkli bakteri
suslarinin biyojen amin trettigi ortaya konmustur.
Histamin, tiramin, triptamin, serotonin, putressin,
kadaverin, oktopamin, dopamin, agmatin, spermin,
spermidin, diaminobutan ve feniletilamin, cesitli
calismalar ile gidalarda tespit edilmis Onemli
biyojen aminler olarak gosterilebilir (52). Gidalarda
yliksek derecede bulunan biyojen aminlerin,
insanlarda onemli saglik tehlikesi yaratabilecegi
dustinilmektedir (53).

Kimura ve ark. (54) ve Konagoya ve ark. (55)
Japon fermente kalamar karaciger sosundan
T. muriaticus izole etmis ve bakteride histidin
dekarboksilaz aktivitesi tespit edilmistir. Fermente
deniz UrGnlerinde histamin birikimine sebep
oldugu bilinen 7. muriaticus tirinin histamin
ureticisi oldugu belirlenmistir. 7. muriaticus
tirlne ait 7. muriaticus a9 susunun incelendigi
bir baska arastirmada ise bu susun histamin
tiretmedigi tespit edilmistir (56).

Kimura ve ark. (54) HLAB olan 7. muriaticusu
balik sosundan izole ederek histamin olusumunu
arastirmustir. 7. muriaticusun dusuk asitte (pH
5.8) ve optimum %>5-7 NaCl konsantrasyonunda
histamin urettigi gozlemlenmistir. Balikta histamin
varligt bakteriyolojik olarak bozulmaya neden
oldugu icin kimyasal bir indeks olarak kabul
edilmektedir. (57).

Tayvan’da satilan 33 adet tuzlu uskumruda
histamin ve histamin olusturan bakterilerin
varligini belirlemek icin yapilan bir incelemede,
tim oOrneklerdeki 9 biyojen aminin her biri
ortalama 30 ppm diizeyinde tespit edilmistir.
Toplanan 18 ornekten ikisinde 70.1 ve 120.2 ppm
dizeylerinde histamin tretimi belirlenerek,
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)'nin
onerdigi limit olan 50 ppm’den daha fazla biyojen
amin Uretimi tespit edilmistir (58).

Pektolitik Enzimler

Pektinazlar evlerde kullanilan ilk enzimlerdir. 11k
ticari uygulamalart sarap ve meyve suyunda
kullanilmalaridir. Pektinazlar meyve ve tekstil
sektoriiniin  yani sira cesitli  biyoteknolojik
uygulamalar i¢cin son derece 6nemlidir. Ayni
zamanda mikrobiyal kaynaklarin pektinaz

tretiminde 6nemli bir islevi vardir (59). Pektolitik
enzimler gida isleme, sanayi ve alkolli icecek
endustrisinde o6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu enzimler pektini indirgeyerek c¢o6zeltinin
viskozitesini azaltir. Pektolitik enzimler esas
olarak bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir (60). Yapilan literatiir taramasinda
HLAB'in {rettigi pektolitik enzimler ile ilgili
yapimus sinirlt sayida arastirmaya ulagilmistir.
Vidhyasagar ve ark. (61)'nin yaptug: calismada
P. pentosaceous VJ13, VJ41, V]56, L. plantarum
ssp. argentoratensis SJ6, SJ35, SJ37, SJ40 ve L.
pentosus SJ65 suslarinda Kongo kirmizisi ile
yuksek pektinaz varligi tespit edilmistir. Pektinaz
tretimi diger izolatlarla karsilastirildiginda P.
pentosaceous VJ41 (3066 U/mL) ve L. pentosus
SJ65 (338+6 U/mL) suslarinda belirlenmistir.

Ksilan ve Ksilanazlar

Ksilan, B-1,4 baglar ile baglanmis ksilopiranosil
birimlerinden olusan bitki hiicre duvarlarinin ana
bilesenidir ve dogada en c¢ok bulunan ikinci
polisakkarittir. Ksilan, hemiselilozun yapisinda
mannan, galaktan ve arabinanin yani sira ana
bilesen olarak yer alir. Seltloz ve lignin ile beraber
hemiseliiloz yapisina katilan bir bilesen olarak
bitki hiicre duvarlarinin ana kompozisyonunu
olustururlar. Ksilanin ya da hemiseliilozun lignin ve
seliiloz arasina yerlesmesi seltilozun biitiinlesmesinin
devami ve seliilaz degredasyonuna karst liflerin
korunmasi a¢isindan énemlidir (62). Ksilan ¢ok
karmasik bir molektildir. Bu nedenle ksilanin
hidrolizi icin farkli enzimlere ihtiya¢ duyulur.
Ksilan molektiliintin hidrolizini gerceklestiren
enzimlerin tamamina "ksilanolitik enzim sistemi"
denir. B-1,4-endoksilanaz, B-ksilozidaz,
a-L-arabinofuranosidaz, a-glukuronidaz, asetil
ksilan esteraz ve fenolikasit (ferulik ve p-kumarik
asit) esteraz enzimleri bu bahsedilen enzim sistemi
icinde yer almaktadir (63). Bu enzimler 6zellikle
kagit ve kagit hamuru basta olmak tizere gida ve
hayvan yemi endustrisi alanlarinda temel endustriyel
enzim olmalar1 sebebiyle cok biytk 6neme
sahiptir. Ksilanazlar tek hiicre proteini, enzimler,
sivi ya da gaz yakitlarin Giretimi, cozictiler ve seker
suruplarinin Uretimi gibi genel uygulamalarda
kullanilmaktadir (62).

Wejse ve ark. (64), halofilik bakteriden iki adet
ekstrem halotolerant ksilan enzimi ureterek
karakterizasyonunu yapmuslardir. Molekiiler agirligt
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43 ve 62 kDa olan iki alt birimden meydana gelmis
ksilanaz-1 optimum aktivitesini pH 6.0 ve
60°C'de gostermektedir. Ksilanaz-2 ise optimum
65°C ve 4 M NaCl'de etki gostermektedir. Enzimlerin
yarilanma omirleri 60°C’de 97 ve 192 dakika
olarak belirlenmistir.

WainQ ve Ingvorsen (65), ekstrem halofilik
arkeon Halorbabdus utabensisden B-ksilanaz ve
B-ksilozidaz tretimi gerceklestirmislerdir. Her iki
enzim de % 0-30 arasinda NaCl konsantrasyonu
gibi genis bir aktivite spektrumuna sahip olup
kismen de olsa termofilik Ozelliktedirler.
Enzimlerden B-ksilanaz 55°C ve 70°C olarak iki
optimum aktivite sicakligina sahiptir. B-ksilozidazin
optimum sicakligi 65°C’dir. Yapilan literatiir
taramasinda HLAB’in Urettigi ksilan ve ksilanaz
enzimleri ile ilgili yeterli sayida calismanin
bulunmadigi gézlenmistir

SONUC

HLAB'in, teknolojik ozellikleri sayesinde gida
endustrisinde 6nemli olduklart bilinmektedir.
Gidalarda bulunan HLAB, tuz icerigi yuksek
fermente gidalarda goriilen baskin mikroorganizmalar
olmalar sebebiyle, aroma ve lezzet gelisiminde
baslatict veya destek kiiltlir olarak rol oynamaktadir.
HLAB tarafindan uretilen hidrolitik enzimler
farkli sektorlerde kullanildiklart gibi cesitli
ozellikleri de bulunmaktadir. Tuza dayanikli
enzimler, yiyecek, fermantasyon ve temizlik
sektori gibi yiiksek NaCl konsantrasyonlari ya
da aseptik kosullar gerektiren bircok lretim
streclerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Degisik
kaynaklardan elde edilen enzimler unlu mamullerin
uretiminde, meyve suyu, sarap, siit Urtinleri ve
nisasta gibi gida sektoriinde kullanilmaktadir.
Gida kaynaklarindan izole edilen HLAB’dan elde
edilecek enzimler endustriyel uygulamalarda
ticarilestirme potansiyeline sahiptir. HLAB’in
urettigi invertaz enzimi hakkinda sinirh bilgiye
ulasilmistir. Ozellikle HLAB tarafindan iiretilen
bu enzim Uzerinde yapilacak calismalara 6nem
verilmesi gerekmektedir. Ayrica enzim teknolojisinin
giderek gelismesi, trtinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢cok yiksek
olmast nedeniyle, endustriyel enzimlerle ilgili
yapilacak cesitli calismalarin enzimlerin tGretiminde
onemli olacagi distntilmektedir.
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Abstract

The effect of different roasting times (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75 and 90 min) and temperatures (135,
150 and 165 °C) on the weight loss and apparent colour change of carob powder was investigated. The
roasting time and temperature significantly (7<0.05) affected the colour parameters L and b and weight
loss of the samples. However, the colour parameter a was only affected by the roasting time. The total
colour difference increased by about 60 % when the temperature was increased from 135 to 165°C.
Furthermore, the significant changes in weight loss (W) and colour parameters were simulated using
three-dimensional models. The changes in L were well described by the paraboloid model, whereas
the Gaussian model was more suitable to describe the weight loss and total colour difference of the
carob powder.

Keywords: Ceratonia siliqua L., carob powder, roasting, weight loss, colour

KECIBOYNUZU TOZU URETIMINDE KAVURMA PROSESI
SURESINCE RENK DEGISiMi VE AGIRLIK KAYBI

Oz

Farkli kavurma streleri (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika) ve sicakliklarinin (135, 150 ve
165°C) keciboynuzu tozunun goriniir renk degisimi ve agirlik kaybi lizerine etkisi arastirilmustir.
Kavurma suresi ve sicakligt orneklerin renk parametrelerinden olan L ve b degerleri ile agirlik kaybini
onemli derecede (P<0.05) etkilemistir. Ancak, renk parametrelerinden a degeri sadece kavurma
stiresinden etkilenmistir. Sicakligin 135’den 165°C'ye artmast ile toplam renk degisiminde %60’lik bir
artis gorilmustir. Ayrica agurlik kaybi ve renk parametrelerindeki onemli degisikliklerin ti¢
boyutlu modellere uygunlugu test edilmistir. Keciboynuzu tozunun agirlik kaybi ve toplam renk
degisiminin tanimlanmasinda Gaussian modeli en uygun model olarak belirlenirken, paraboloid
model ise renk parametrelerinden £ degerindeki degisim icin en uygun model olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ceratonia siliqua L., keciboynuzu tozu, kavurma, agirlik kaybi, renk
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INTRODUCTION

Carob is a fruit of the perennial leguminous tree
Ceratonia siliqua 1., which is native to the
Mediterranean basin and Southwest Asia (1). The
dry fruit mass of carob consists of 90 % pod and
10% seeds (2, 3). The seeds are used to produce
locust bean gum; mainly used in the food
industry (4). The pod of carob is rich in sugars
(40-60 %, mostly sucrose), D-pinitol, minerals,
dietary fibre and polyphenols (1, 5-10). Pods are
utilized as a processed carob syrup (pekmez in
Turkish), carob powder for human consumption
(1, 11, 12) as well as animal feed. The carob
powder produced by roasting and milling of the
carob kibbles is mainly used as a substitute or
extender of cacao in baking and chocolate
manufacturing (13-15). In Turkey, carob powder is
also consumed as a hot drink like Turkish coftee.

During the production of carob powder, kibbled
carob is subjected to high roasting temperatures
for variable times depending on the type of roaster
used and the desired characteristics of final
product, i.e. lightly, medium or highly roasted
carob powder. In conventional roasting, a
temperature of 120-180 °C is used for 10 to 60
minutes (16). Moisture loss and important chemical
reactions, including sugar caramelisation and/or
the Maillard reaction takes place during the roasting.
These changes significantly affect the overall
product quality and palatability (14). The food
industry can therefore control some important
parameters i.e. physical (weight loss and density),
chemical (Maillard reaction) and organoleptic
(colour, texture, aroma and flavour) to obtain the
desired quality of their products (17-22).

Monitoring physical properties of foods is
relatively easy and rapid as compared to the
chemical properties while roasting. The physical
changes, mostly using a kinetic approach with
regression analysis during the roasting of certain
foods, such as coffee (17, 21, 23), cocoa (24) and nuts
(25-29), have been studied by different researchers
to optimise the process. Three-dimensional (3D)
modelling has also been studied to understand
the colour changes during roasting of hazelnuts
(30), sesame seeds (18) and pistachio nuts (31).

Per the best of our literature knowledge, there are
no reports that present the information regarding
the effects of roasting conditions on physical

parameters, such as colour and weight loss
of carob powder. The current study was aimed
to investigate the effects of temperature and time
of the roasting process on weight loss and colour
parameters (L, a, b and total colour difference
TCD) of the carob powder. Furthermore, the
compatibility of different mathematical models
for expressing the observed changes during roasting
was also studied to predict colour changes and
weight loss of carob powder.

MATERIALS AND METHODS

Roasting

The carob sample was obtained from a local
producer in Antalya, Turkey. Kibbled carob
samples (~8 x 10 mm size) were weighed in
glass plates and placed in an oven (Model UM
500, Memmert, Schwabachi, Germany, equipped
with fan) at various temperatures i.e. 135, 150
and 165 C and time intervals i.e. 0, 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 75 and 90 minutes to roast them. After
cooling to room temperature, the roasted samples
were grinded in a mill (Model MKM 6000, Bosch,
Leipzig, Germany) and filtered (60 mesh, VIBRO,
Retsch, Haan, Germany) to obtain fine powders
which were stored in polyethylene bags at 4°C
for further analysis.

Analyses

Moisture determination of the samples was carried
out according to Nicoli et al. (2006) (32). Weight
loss (g/100 g) was calculated from the weight of
carob samples before (W) and after roasting (W)
using equation 1:

WL = 100(W,, - W)/ W, D

Colour analyses of the carob powder samples
were carried out using a colour meter (model
Chroma Meter CR-400, Konica-Minolta Sensing
Inc., Osaka, Japan). Colour parameters were
expressed as L (darkness/whiteness), a (greenness/
redness) and b (blueness/yellowness) on the
Hunter scale. The total colour difference (TCD)
was calculated using equation 2:

TCD =\ (L, - D + (a, - a)* + (b, - b @
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where L, a,and b, are the colour values of the
unroasted carob powder (32, 33). The instrument
was standardised against a white tile (L = 97.02,
a = 0.08, and b = 1.75) before each measurement.
Each colour value was obtained as the mean of
three measurements.

Statistical analysis

The experiment was set up as a randomised plot
with a factorial design in the roasting temperature
and the roasting time (3x10) in triplicate. The
data were then subjected to variance analysis,
and appropriate mean separation was conducted
using Duncan’s multiple-range test in the SAS
System for Windows V7 software (SAS, Institute
Inc., Cary, NC, USA).

Modelling of the weight loss and colour change

The significant changes in the weight loss and
colour parameters were plotted as a function of
roasting time and temperature. The following
plane, paraboloid, Gaussian and Lorentzian
non-linear equations (Eq. 3-6) were employed
for 3D modelling using the Sigma Plot (9.0) data
processing program:

y=y,+al+ bt ©))
Y=y, +aT+ bt+ cT+dr 4
L npmr + (/o
y=ae °? ! 0> 5
a
y @)

(T T b+ (- 1)/ )

where vy is the dependent variable (weight loss
and colour parameters); y,, 7, and #, are intercepts;
a, b, c and d are regression parameters; and 7'and
t are the independent variables of temperature
(°C) and time (min).

RESULTS AND DISCUSSION

Weight loss and colour parameter changes
of carob powder

The average moisture content of unroasted
kibbled carob powder samples was 8.03 g/100 g
that reduced to 1.92, 1.37 and 0.90 g/100 g after
90 min of roasting at 135, 150 and 165°C,
respectively. These moisture values were found
to be lower than those reported by Yousif and
Alghzawi (14) but similar with our previous data
(16). Either a difference in the raw material
characteristics and roasting conditions or different
ambient conditions could cause differences in
the moisture contents of the samples.

As expected, both loss of moisture and heat-
induced reaction products, such as CO, and
organic components (sugar and protein), during
roasting (17, 18, 23) caused a decrease in the
weight, and thus the WL value of the samples
increased. Figure 1 shows the behaviour of weight
loss of the samples at temperatures of 135, 150
and 165 °C. The changes in WZ values during the
roasting process at different temperatures and times
were found to be significant (P<0.01; Table 1).
Higher WL values of the carob powder were
found at higher roasting temperatures and
longer roasting times (Fig. 1). At tested roasting
temperatures, the observed change in the WL
values of the carob samples was almost linear at
roasting times from O to 20 min followed by partly
non-linear deceleration behaviour of samples
roasted at 135°C and 150°C. The WL mean
values of the carob powders at different roasting
temperatures and times are given in Table 2 and
Table 3, respectively. The WL values of the
samples increased by 36.32 % when the roasting
temperature was increased from 135 to 165°C
while the WZ mean value was found as 18.25 %
after 90 min of roasting. The current findings
related to the WL behaviour of carob powder
were like few previous studies on coffee beans
(17, 23) where a quasi-linear behaviour was
followed by a noticeable deceleration.

Table 1. Variance analyses of roasting variables on quality parameters of the carob powder

Source of DE WL L a b TCD

Variation MS F MS F MS F MS F MS F
RT 2 111.71 105055 504.07 387.51* 0.84 241 7220 57.67* 57282 262.67°
RP 9 38498 3620.36* 50250 386.30" 576  16.49* 108.88 86.97* 565.97 250.53"
RT x RP 18 1422 13372" 6845 5262° 1.6 333" 2200 17.64* 8205 37.63"
Error 60 0.11 1.30 0.35 1.25 218

*: significance at P<0.01

"S: not significant; RT: roasting temperature; RP: roasting period
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Table 2. Effects of roasting temperatures on quality parameters of the carob powder

Roasting Temperature (°C) WL (%) L a b TCD

135 6.52° + 0.87 56.86° = 0.66 11.01 £ 0.21 20.04° £ 0.28 5.93°+ 0.68
150 7.48°£1.02 54.72°+£1.10 10.77 £ 0.17 18.32°+ 0.57 8.34°+1.17
165 10.24* + 1.58 48.94° + 2.25 11.09 £ 0.19 16.95°+ 1.13 14.41° £ 2.42

Values are mean * standard error, N=30
Values in a column followed by different superscript letters are significantly (P < 0.05) different (Duncan’s multiple-range test)

Table 3. Effects of roasting time on quality parameters of the carob powder

Roasting Periods (min) WL (%) L a b TCD

0 0.00'+0.00 62.08°+£ 0.30 8.88°+ 0.07 20.78*+£0.10 0.00" £ 0.00
5 1.56'+0.10 60.04° £ 0.37 10.96™ + 0.34 21.16° £ 0.41 3.38°+ 0.36
10 2.76"+0.15 59.02" + 0.28 10.59°+ 0.23 20.95*+ 0.48 3.829+£0.32
15 4.05°+0.17 58.07* + 0.34 10.91*+ 0.28 20.86° + 0.49 4,799 + 0.32
20 5.25'+0.18 57.15% £ 0.30 11.32* + 0.14 20.90° £ 0.39 5.66 + 0.33
30 7.11°+£0.35 55.95° £ 0.34 11.24® + 0.25 20.33° £ 0.55 6.81°+ 0.55
45 11.11°+£ 0.69 51.88'+1.67 11.68*+ 0.28 18.28°+0.76 11.02°+1.79
60 13.66° £ 0.97 47229+ 2.77 11.64*+ 0.16 15.82° + 1.22 16.01° £ 3.00
75 17.02° + 1.50 42.60" £ 3.27 11.18*° + 0.28 12.92° + 1.58 21.25*+ 3.55
20 18.25* + 1.69 41.07' £ 3.22 11.17%° + 0.31 12.37°+£1.70 22.89° + 3.56

Values are mean + standard error, N=9
Values in a column followed by different superscript letters are significantly (P < 0.05) different (Duncan’s multiple-range test)

30
—e— 135°C
—o— 150°C
25 1 —v— 165°C

20 1

WL (%)

o 20 40 60 80 100

Time (min)

Fig. 1 Changes in the weight loss (WL) value of the carob
powder obtained by the roasting processes at different
times and temperatures

Figures 2—4 illustrate the colour changes in the
carob powder during the roasting process at 135,
150 and 165°C. The roasting temperature did not
cause a noticeable effect on the colour parameter
values of the samples during the initial roasting
period while a different behaviour was observed
in the subsequent roasting period. The higher
the roasting temperature caused a greater change
in colour. The colour parameters L and b were
significantly (P<0.01) decreased by the roasting
process. When the temperature was increased
from 135 to 165°C, the L and b values decreased
by 13.93 % and 15.42 %, respectively. A similar
behaviour in these colour parameters was also

reported by Kahyaoglu (31) while roasting
pistachio nuts. However, an increment in the
values was reported in hazelnut (28), sesame
(18), coffee (32) and peanut (34) during the initial
period of the roasting process. Kahyaoglu and
Kaya (18) reported that low moisture content,
denaturation of protein and a high concentration
of oil particles embedded in the protein matrix
could cause an increase in the L value during the
initial period of roasting. Considering these
explanations, the decrease in the L values in the
present study can be related to the low oil
content of the carob pod (12) rather than a low
moisture content or denaturation of protein.

70
b
60
50
© 40
32
N
~ 30 A
20
—e— 135°C
—o— 150°C
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0 T - T .
0 20 40 60 80 100
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Fig. 2 Changes in the L value of carob powder obtained by
the roasting processes at different times and temperatures
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Fig. 3 Changes in the b value of carob powder obtained by
the roasting processes at different times and temperatures
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Fig. 4 Changes in the total color difference (TCD) value of
carob powder obtained by the roasting processes at different
times and temperatures

The colour a value did not significantly change
by an increase in roasting temperature but roasting
time was positively correlated with the colour a
value (Tables 2 and 3). In fact, the colour a value
of the samples increased by around 20 % during the
90 min of roasting time. The 7CD of the samples
significantly increased at higher temperatures
and longer roasting time (Table 2). There was 60%

increase when the temperature was increased
from 135 to 165°C. That increase in the 7CD was
almost fivefold between 30 and 75 min roasting
time at 165°C, which implies that the chemical
reactions that result in the colour change of the
carob powder particularly accelerate in this time
interval. The light red-brownish colour of the
unroasted carob changes to dark brown after roasting
due to Maillard reactions and caramelization of
the compounds in carob powder (16).

Modelling of the weight loss and colour
parameters during roasting

In the present study, non-linear regression analysis
was employed by using 3D equations (Eq. 3-6)
to model the weight loss and changes in colour
parameters as a function of the roasting temperature
and time. The details of the 3D non-linear equations
employed (plane, paraboloid, Gaussian and
Lorentzian) were reported by Simsek (30).

The coefficient of determinations (&%) and
standard error of estimations (SEE) of the tested
non-linear equations are given in Table 4. The R*
values, which describe the predictive models for
the dependent variables were 70-98 %. The
maximum R? and minimum SEE values were
used for the degree of fitting of the experimental
data to the prescribed models. The changes in
the WL values of carob powder were plotted in
the Gaussian model (Eq. 5; B = 0.976). The partial
regression parameters were predicted by fitting
the experimental data of the WL parameters in
the Gaussian model (Table 5). The predicted WL
function of the carob powder is plotted in Figure
5. It is clear from the plot that the WZ parameters
are behaving in a sigmoidal way for roasting time
and in a curvilinear way for temperature.

Table 4. The values of regression coeffient (R°) and standard error of estimation (SEE) for 3D models.

Quality characteristic Plane Paraboloid Gaussian Lorentzian

wL R 0.922 0.933 0.976* 0.944
SEE 1.947 1.876 1.133 1.720

L R 0.801 0.811* 0.771 0.772
SEE 4.076 4.128 4.542 4.539

b R 0.695 0.717* 0.679 0.684
SEE 2.393 2.395 2.554 0.532

TCD R 0.789 0.799 0.973* 0.966
SEE 4.480 4.552 1.678 1.874

* The coefficient (R?) was preferred for mathematical modeling of the quality parameters.
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Table 5. Mathematical models of the quality parameters of the roasted carob powder

Quality Characteristics 3D PRC E SE P

WL Gaussian To 1087.4 19492 0.9560 (R°=0.976)
to 87.4 3.836 <0.0001 (SEE=1.133)
a 88490.0 15647152 0.9955
b 227.1 2364 0.9243
c 40.1 25 <0.0001

L Paraboloid  y, -78.98 159.09 0.624 (R=0.811)
a 2.16 2.13 0.322 (SEE=4.128)
b -0.222 0.10 0.033
c -0.01 0.01 0.267
d -0.002 0.001 0.865

b Paraboloid  y, 53.87 92.29 0.565 (R=0.717)
a -0.33 1.24 0.791 (SEE=2.395)
b -0.03 0.06 0.588
c 0.0008 0.0041 0.855
d -0.0009 0.0006 0.177

TCD Gaussian Ty 825.8 7118.7 0.9086 (R°=0.973)
ty 93.5 5.5 <0.0001 (SEE=1.678)
a 6816706 907261779 0.9941
b 134.1 709.5 0.8516
c 40.5 3.2 <0.0001

PRC, Partial regression coefficientE, Estimated value of PRC

Fig. 5 3-D plot of the weight loss (WL) of the carob powder

The changes in L and b values were obtained
from the paraboloid model (Eq. 3) by using the
highest R? and the lowest SEE values (Table 4).
The paraboloid model that describes the changes
in the L values and the predicted L function of
the carob powder is shown in Figure 6. Although
the highest value of R? was used, the paraboloid
model (Fig. 7) still did not significantly correspond
to the changes in the b value (Table 5). Simsek
(30) reported that the changes in the L and b
values of hazelnuts during the roasting process
agreed with the paraboloid model.

Fig. 6 3-D plot of the L value of the carob powder

The experimental data of 7CD did fit (R = 0.973)
in the Gaussian model. The predicted values of
the partial regression coefficient of the Gaussian
model and the surface function of the 7CD values
are shown in Table 5 and Figure 8, respectively.
Considering the fitting quality of the current
experimental data to the Gaussian model, the
TCD, which comprises all colour coordinates,
can be used for roasting of carob in terms of
colour quality.
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Fig. 7 3-D plot of the b value of the carob powder
CONCLUSION

This work presents the weight loss and the change
in colour parameters (L, a, b and TCD) of carob
powder during different roasting conditions. The
results showed that roasting temperature affected
the weight loss and all the colour parameters
except colour a value. The roasting time was a
key factor in determining the overall quality of
the product due to its significant (£<0.01) effects
on all controlled parameters. It was also observed
that the heat-induced reactions, which lead to
significant changes in the weight loss and colour
parameters of the carob powders, accelerates
during 30-75 min of roasting time at all tested
temperatures. Therefore, the optimum roasting
degree can be standardized between 30 and 75
min of roasting time. The 3D non-linear equations
were also used successfully to predict the potential
changes during roasting. The changes in the L
values of the carob powder were well described
by the paraboloid model while the Gaussian
model was found to be the best for describing
the changes in the WL and TCD values of the
carob powder.
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Tarmmsal tretiminde kullanilan Atrazinin toprakta olusan kalintilari daha sonra yeralti ve yertsti sularia
tasinmaktadir. Yiksek miktarlarda biriken Atrazin canli organizmalar icin toksik etki olusturmaktadir.
Atrazinle kirlenmis sulu ¢evrelerin aritimi 6nemli bir konu olmaktadir. Biyobirikim ve biyosorpsiyon bu
tur kirleticilerin cevreden gideriminde cevre dostu bir yontem olarak onerilmektedir. Bu calismanin
amaci hem besiyerinde gelismekte olan hem de kurutulmus fungal biyokiitlenin Atrazin giderim kapasitesini
belirlemektir. Calismada Rbizopus arrbizus kiltirintin biyobirikim ve biyosorpsiyonla Atrazin giderimine
pH degerlerinin etkisi belirlenmistir. Atrazin analizinde elektrokimyasal yontem kullanilmistir. Biyobirikim
ve biyosorpsiyon sonunda en iyi Atrazin giderimi sirastyla pH 4 ve pH 6'da gerceklesmistir. Gelismekte
olan R. arrbizus kiltiri ve kurutulmus fungal biyokiitle sirastyla %57.45 ve %063.16 Atrazin giderimi
gerceklestirmistir. Bu ¢calisma sonuglarma gore fungal biyoktitle pestisitle kirlenmis sivi ortamlardan Atrazin
giderimini kisa bir zaman araliginda gerceklestirebilmistir. Denemeler tarimsal tGretiminde yaygin olarak
kullanilan Atrazinin cevreye olumsuz etkilerini azaltmak icin alternatif olarak fungal biyokitlenin

kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Atrazin, fungus, tarim

DETERMINATION THE POTENTIAL USAGE OF RHIZOPUS
ARRHIZUS FOR REMOVAL OF ATRAZINE USED IN AGRICULTURE

Abstract

Atrazine is commonly used in agricultural activities. Atrazine residues occur in soil and then move to
underground and surface waters. The higher amount of Atrazine is toxic for living organisms. The
treatment of Atrazine contaminated aquoeous environment is an important issue. Bioaccumulation and
biosorption is suggested as an eco-friendly way to remove this kind of pollutans in the environment.
The aim of this study is to determine the Atrazine removal capacity of both growing Rhizopus arrbizus
culture and dried fungal biomass. The effect of different pH values on Atrazine bioaccumulation and
biosorption by R. arrbizus culture was determined in this study. Electrochemical methods were used
for Atrazine analyse. The optimal pH for Atrazine removal was determined as 4 and 6 for bioaccumulation
and biosorption, respectively. The growing R. arrbizus culture and dried R. arrbizus biomass removed
57.45% and 63.16% of Atrazine, respectively. According to the results of this study the fungal strain was
effectively removed Atrazine from pesticide contaminated aquoeous solutions in a short time period.
This study showed that the fungal systems can be used as alternative ways to reduce negative environmental
impact of Atrazine.

Keywords: Atrazine, Fungus, agriculture
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Dinyadaki tim ilkeler icin en onemli besin
kaynagini tarim urtinleri olusturmaktadir. Gin
gectikce artan nifusun beslenme ihtiyacinin
karsilanmasi amaciyla trtin verimini arttirmak
icin iyi tarim uygulamalari glindeme gelmistir. Bu
uygulamalar kapsaminda tirtine zarar verecek ve
verimliligi etkileyecek nitelikteki her tiir zararli
ot, bitki ve boceklerin, lirtine zarar vermesinin
ontine gecilmek icin zirai micadele calismalart
yapilmaktadir. Modern tarimsal uygulamalar
sentetik pestisitlerin yaygin olarak kullanimina
ve gelisimine yol acmustir (1). Ulkemizde genel
olarak az pestisit tiiketilmesine karsin, en yogun
tuketilen pestisitler cevre ve saglik acisindan
onemli riskler tasimaktadir (2). Diinya genelinde
80'den fazla tlkede gida dUretiminde Atrazin
kullanilmaktadir (3). Atrazin yaygin olarak musir,
seker pancari ve diger bitklerin Uretiminde
yaprak ve ot olusumunun secici kontroli
amaciyla kullanilmaktadir (4). Atrazinin suda
¢Ozunurligu ytuksektir (33 mg/L) ve topraga
adsorpsiyon yetenegi dustktir (5). Bu nedenle
Atrazin ylzey, yer alti sulart ve icme sularina
kolaylikla karismaktadir (6). Atrazin sagliga
olumsuz etkilerinin yanisira akuatik ekosistemler
icin de zararhidir. Sagliga olumsuz etkilerinden
biri endokrin sistemi engelleyici rol oynamasidir.
Ornegin yapilan bir calismada Atrazinin erkek
farelerde testesteron Uretimini engelleyici roli
gosterilmistir (7). Ayrica Atrazin dendrit hiicre
ylzeyindeki MHC-I leri uzaklastirmak suretiyle
immiin hasara neden olmaktadir (8).

Tarmsal uygulamalarda kullanilan pestisitlerin ytizey
ve yer Ustu sularinda yiiksek konsantrasyonlarda
birikmesi ise 6nemli saglik ve cevre sorunlarina
neden olmaktadir. Bu nedenle bu pestisitlerin
sucul ortamlardan uzaklastirilmast cok 6Gnemlidir.
Biyolojik aritim pestisitler gibi organik maddelerin
mineralizasyonunda ucuz ve kolay uygulanabilen
bir metod oldugu icin tercih edilmektedir (9). Son
donemde pestisitlerin biyolojik aritimina yonelik
calismalar 6nem kazanmistir (10-12).

Bu calismada zirai miicadele uygulamalarinda
siklikla kullanilan ve kullanim sonucunda toprak
ve su kirlenmesine neden olan Atrazinin biyolojik
metodlarla sulu ortamlarda gideriminde Rbizopus
arrbizus fungusunun kullanim olasiliklarinin
belirlenmesi amaclanmustir. Bu amacla R. arrbizus
tirinin hem gelismekte olan kulttrleri hem de

olu biyosorbentleri ile yaygin kullanilan Atrazinin
sulu ortamlardan giderimi arastirilmustir.

Gunumtuzde yaygin kullanilan pestisitlerin sulama
ve icme sularinda, gida numunelerindeki miktar
tayinleri ancak dogru ve guvenilir analitik
yontem ve tekniklerin kullanimiyla miimkindir.
Pestisit tayininde HPLC ve GC gibi yontemler
yaygin olarak kullanilmaktadir (13) ancak litera-
tirde elektrokimyasal analiz yontemleri ile ilgili
pek az bilgi bulunmaktadir.

Calismada tarimsal tiretimde yaygin olarak kullanilan
ve sucul ortamlarda ylksek konsantrasyonlarda
biriktiginde ciddi saglik problemlerine yol acan,
aquatik ekosistemlere zarar veren Atrazinin sivi
ortamlardan filamentli mantar tirt kullanidarak
giderilmesi arastirilmistir. Denemelerde
elektrokimyasal analiz yontemleri kullanilarak
Atrazin tayini yapilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizma Kiiltiirii

Bu calismada Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolumii Biyoteknoloji laboratuari kiiltir
koleksiyonunda bulunan R. arrbizus saf kiltirleri
kullandmustir. Saf kuilttrler patates dekstroz agar
bulunan tiplere ekilmis olup buzdolabinda +4 °C'de
saklanmak suretiyle muhafaza edilmektedir.

Besiyeri

Bu calismada maliyeti distirmek ve cevre
kirliligine neden olan diger bir attk maddenin
degerlendirilmesi amaciyla Eskisehir seker fabrikast
atigt olan melas kullanilmistir. Melasli Besiyeri
icerigi: 1.0 g/L (NH,),SO,, 0.5 g/L KH2PO,, Melas
Cozeltisi (yaklasik 10 g/L siikroza denk miktarda)
14.

Pestisit Soliisyonu Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan stok Atrazin soliisyonu
1000 mg/mL'ik stok cozeltisi %25 metanol-%75
saf su iceren ortamda hazirlanmistir. Hazirlanan
stok cozelti 4°C'de buzdolabinda saklandi. Bu
stok sollisyondan istenilen miktarlar gelismekte
olan mikroorganizmalarla yapilan deneyler icin
melasli  besiyerine eklendi. Biyosorpsiyon
calismalarinda ise distile su bulunan ortama
eklendi. Calismada kullanilan pestisitle ilgili
detayli bilgi Cizelge 1'de verilmistir.



Gizelge 1. Galismada kullanilan Atrazinin 6zellikleri
Table 1. The properties of Atrazine used in this study

Pestisitin Adi IUPAC ismi

Molekil Fomulii  Molekil Agirhgi (g/mol)

Atrazin/Atrazine

1-Chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazine

C8H14CIN5 215.68

Pestisit Giderim Deneyleri

Calismalarda mikrobiyel giderimde rol alan iki
mekanizma denenmistir. Ik olarak besiyerinde
gelismekte olan canli mikroorganizmalarin
biyogiderim yeteneklerine bakilmistir. Daha
sonra Ol kurutulmus mikroorganizmalarla
biyosorpsiyon deneyleri yapilmustir.

Besiyerinde Gelismekte Olan R. arrbizus
Kiiltiir Kosullar1

Calismalarda 250 ml’lik erlenlerde 100 ml melasl
besiyerinde gelismekte olan mikroorganizma
kalttr ortaminin pH'1 ayarlandiktan sonra istenilen
miktarda Atrazin eklendi. Besiyerine inokule edilen
R. arrbizus kultirt inktbatorde (Nive EN 120)
inkiibasyona birakild:. Calismada mikroorganizma
bulunmayan, ayni miktarda pestisit iceren
besiyerleri kontrol amaciyla kullandmuistir.

Biyosorpsiyon Calismalari icin Biyokiitle
Hazirlanmasi

Calismada tiplerde 5 ml melasli besiyerinde (pH:
5) 2 glinde 30 °C'de inktbatorde (Niive EN 120)
gelistirilen R. arrbizus biyokitlesinin tamami
steril kosullarda pH’st 5’e ayarlanmis 250 ml'lik
erlen icerisindeki 100 ml melaslh besiyerine transfer
edildi. 10 giin boyunca 30 °C’de inkiibatorde
gelistirildi. Biyokdtle inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerinden hasatlanip, %1’lik formaldehitle
muamele edildikten sonra 80 °C’de 24 saatte
etiivde bekletilerek kurutulmustur. Kurutulmus
ornekler mikserde ogtitildikten sonra elekten
gecirilerek kullanilmistir. Elde edilen biyokiitle
pestisit ve ditile su iceren 250 ml'lik erlenlere
1 g/L olacak sekilde eklenerek pestisit giderim
deneyleri yapilmustir.

Pestisit Gideriminde Optimal Kosullarin
Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin pestisit giderim kapasitesi
glnliik alinan pestisit iceren besiyeri ortamindaki
pestisit miktarlart Atrazin icin elektrokimyasal
olarak belirlendi. Mikrobiyel pestisit giderimine

optimal pH ve pestisit konsantrasyonunun etkisi
incelenmistir. Besiyerinde gelismekte olan
mikroorganizmalarin pestisit giderimine pH
etkisinin belirlenmesi icin 250 ml’lik erlenlerde
100 ml stvi besiyeri hazirlanarak pH’st 3, 4, 5, 6, 7 ve
8 olarak ayarlanmistir. Biyosorpsiyon deneylerinde
ise 200 ml saf suda farkli 2, 4, 6, 8 ve 10 gibi farkls
pH degerleri denenmistir. Bu degerler arasindan
en uygun pH belirlenmistir. Biyosorpsiyon
deneylerinde ayrica 5, 10, 15, 30 ve 50 mg/L
pestisit konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir.

Atrazin Tayin YOontemi

Atrazin miktariin analizleri icin CompactStat
Potentiostat ve C3_Cell_Stand (Potansiyotat)/
IVIUM- BASI isimli cihaz kullanidmistir. Sulu
ortamlardan alinan numunelerin analiz edilmesi
sonucu elde edilen voltagramlardaki pik
akimlarindaki azalis takip edilerek ylizde giderim
hesaplamalari yapilmistir. Atrazin analizi i¢cin
yontem gelistirmek amaciyla sivi numunelerdeki
Atrazinin elektrokimyasal tayininde pH taramast
icin Britton Robinson tamponu (BRT) hazirland:.
BRT icin 2.7 mL fosforik asit, 2.3 mL asetik asit ve
2.5 gram borik asit 1 L saf suda coziilerek stok
tampon c¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu stok
cozeltiden 100 mL alinarak (izerine damla damla
0.1 M HCI eklenerek pH 2 ve yine 100 er mL
alinip tizerine damla damla 0.1 M NaOH eklenerek
pH 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ve 11 hazirlandi. Stok
Atrazin c¢ozeltisi 2000 mg/L Atrazin icerecek
sekilde metanolde c¢ozilerek hazirlandi. pH
taramast icin oncelikle hiicreye 10 mL pH 2 BRT
tamponu eklendi ve kare dalga yontemi ile
voltamogrami kaydededildi. Daha sonra standart
atrazin eklemeleri yapildi. Farkli pH ortamlarinda
39.2, 76.92 ve 113.2 mg/L Atrazin standart ¢ozeltileri
icin elde edilen voltamogramlar Sekil 1'de
verilmistir. Sekil 1'de hem 1 hem de 2 numarali
grafikte pH 2 BRT tamponunda Atrazine aittir
ikinci grafikte sadece eksen degistirilerek piklerin
daha net gorinmesi saglanmustir. Bu grafiklerde
a) 10 mL pH 2 BRT b) 39.2 ¢) 76.92 d) 113.2
mg/L Atrazin icermektedir. Atrazinin oldugu
bolgede a ile belirtilen yerde herhangi bir
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pik bulunmamaktadir. Dolayist ile b, ¢ ve d
grafiklerinde gorilen ve standart Atrazin eklemesi
ile ytikseklikleri artan piklerin atrazine ait oldugu
goOsterilmistir. Yapilan analizler sonunda pH
0'dan sonraki pH larda pikler bozulmaya baslamustir.
Bu nedenle en son pH 7 de 6l¢im almarak pH
taramasi tamamlanmuistir. Yapilan bu deneyler
sonucunda pH 2 BRT tamponunun Atrazin analizi
icin uygun oldugu belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Bu calismada elektrokimyasal yontemler ile
Atrazin karbon elektrotlar kullanilarak incelendi
ve kantitatif tayinde elektrokimyasal yontem ve
kosullar belirlenmistir. Ilk olarak calismada
kullanilan Atrazin aktif maddesinin voltametrik
tayinleri icin en uygun parametreler belirlenmistir.
Bunun icin atrazinin Oncelikle dontsimla
voltametri ile indirgenme veya yukseltgenme
davranislart ve elektrot reaksiyonun karakteri
(adsorpsiyon veya difiizyon kontrolli olup
olmadigy) incelenmistir. Daha sonra atrazinin
elektrokimyasal davransslar: ve bazi parametrelerin
(pH, karistirma hizi, biriktirme stresi, biriktirme
potansiyeli gibi) optimizasyonu yapilarak uygun
bir analitik yontem gelistirilmis ve gelistirilen
yontem mikroorganizma giderim ortamindan
elde edilen numuneleri ile ticari formulasyondaki
aktif madde miktarinin tayininde kullanilarak
yontemin gecerliligi gosterilmistir.

Atrazin Biyobirikimine
Belirlenmesi

pH Etkisinin

Calismalarda R. arrbizus fungusunun en iyi Atrazin
giderimi yaptig: besiyeri pH’sin1 belirlemek icin
farkli pH degerlerindeki melasli besiyerlerine
Atrazin eklenerek analiz edilmistir. Bu amacla
250 ml'lik erlenlerde pH’st 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 olan 5
mg/L Atrazin iceren 100 ml melasl besiyerleri
hazirlandi ve R. arrbizus inokiile edildi. Inkiibasyon
stiresi boyunca gtinlik 3 ml oOrnekler alindi
ve 10000 rpm’de santrifij edildikten sonra
stipernetantlar elektrokimyasal olarak analiz
edilmistir. pH etkisi deneyi sonucu Sekil 2'de
verilmis olup, tim pH degerlerinde kontrol
gruplarindaki Atrazin miktari da azalmistir. Yapilan
bir calismada Atrazinin hem alkali hem de asidik
pH degerlerinde kimyasal olarak hidroliz oldugu
rapor edilmistir (15). Benzer bir durumda beyaz
curtikctill mantar tiirti ile Atrazin biyodegredasyonu
calisan arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Bu
calismada kiltir ortaminda bir taraftan Atrazin
biyodegredasyonu gerceklesirken, diger taraftan
kimyasal degredasyonun olustugu gosterilmistir (16).
Ayni calismada 5 giinlik inkiibasyon sonunda
Atrazinin %59'nun giderildigi gosterilmistir. Bu
calismada ise 3 ginlik inkiibasyon sonunda
R. arrbizus % 57.45 giderim yapmustir. Buna
ilaveten zamanla Atrazinin mantar bulunmayan
ortamda da bozunmaya ugradigi saptanmistir. Bu
durum literatiirdeki Atrazinin hem asidik hem de
bazik sulu ortamlarda zamana bagli olarak
kimyasal olarak hidrolizlendigini belirten rapor
ile ortismektedir (15).

Sekil 1. Farkli pH ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda Atrazin standart ¢ézeltileri icin elde edilen voltamogramlar (1: pH 2
BRT tamponunda; 2: pH 2 BRT tamponunda; 3: pH 3 BRT tamponunda; 4: pH 4 BRT tamponunda; 5: pH 5 BRT tamponunda;
6: pH 6 BRT tamponunda; 7: pH 7 BRT tamponunda a) 39.2 mg/L Atrazin b) 76.92 mg/L Atrazin c) 113.2 mg/L Atrazin)
Figure 1. The voltagrams of Atrazine standart solutions in different pH values (1: pH 2 BRT buffer; 2: pH 2 BRT buffer;
3: pH 3 BRT buffer; 4: pH 4 BRT buffer; 5: pH 5 BRT buffer; 6: pH 6 BRT buffer; 7: pH 7 BRT buffer a) 39.2 mg/L Atrazine
b) 76.92 mg/L Atrazine c) 113.2 mg/L Atrazine
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Sekil 2. Gelismekte olan mantar kdltiru ile Atrazin giderimine
farkl pH degerlerinin etkisi (Ra: Rhizopus arrhizus; Kontrol:
Mikroorganizma igermeyen grup; 5 mg/L Atrazin; 3. giin)
Figure 2. The effect of pH on removal of Atrazine by growing
fungal culture (Ra: Rhizopus arrhizus; Control: without
microorganism; 5 mg/L Atrazine; 3. day)

Biyosorpsiyon Calismalari

Biyosorpsiyon deneylerinde her iki
mikroorganizmaninda 6li biyokttleleri deney
ortaminda 1 g/L olacak sekilde kullanilmistir.
Deneyler 250 ml'lik erlenlerde 200 ml distile su
ortaminda  gerceklestirilmistir.  Belirli ~ saat
araliklartyla 3 ml numuneler alinarak pestisit
miktarindaki degisim takip edilmistir.

pH'1n Biyosorpsiyona Etkisi

Calismada kullanilan mantar tiirtiniin biyosorpsiyonla
Atrazin giderimine pH'in etkisinin belirlenmesi
icin farkli pH degerlerine (pH: 2, 4, 6, 8, 10)
ayarlanmis ortamlarda baslangi¢c konsantrasyonu
5 mg/L olan Atrazinin giderimi incelenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda Atrazinin farkli pH
degerlerinde 480 dakika sonunda kayda deger
bir kimyasal bozunma gecirmedigi tespit edilmistir.
R. arrbizus tir 480 dakika sonunda pH 6'da en
iyi Atrazin giderimini gerceklestirmistir (Sekil 3).
Pathak ve Dikshit (2012) mantar kolonilerini
kurutarak elde ettikleri biyosorbentleri kullanmis
ve en iyi Atrazin gideriminin pH 6'da gerceklestigini
gOstermistir (17). Yaplan baska bir calismada ise
Amberlisit kullanilarak Atrazin adsorpsiyonu
incelenmis ve en iyi pH 6.5 bulunmustur (18).
Calisma bulgular literatiirde verilen bilgilerle
uyumlu olup, Atrazin biyosorpsiyonu i¢in optimal
pH 6 olarak belirlenmistir.

Sekil 3. Atrazin Biyosorpsiyonuna pH etkisi (Ra: Rhizopus
arrhizus, Baslangi¢ Atrazin Konsantrasyonu: 5 mg/L,
Temas Suresi: 480 dak.)

Figure 3. The effect of pH on Atrazine biosorption
(Ra: Rhizopus arrhizus, Initial Atrazine Concentration:
5 mg/L, Contact Time: 480 minutes)

Baslangic Atrazin Konsantrasyonunun
Biyosorpsiyona Etkisi

Bu calismada baslangi¢ Atrazin konsantrasyonunun
biyosorpsiyona etkisinin belirlenmesi icin 5, 10,
15, 30 ve 50 mg/L Atrazin konsantrasyonlari
denemistir. Artan  Atrazin konsantrasyonu
biyosorpsiyonu olumsuz etkilemistir (Sekil 4).
Son zamanlarda yapilan bir calismada yeni izole
edilen mikroorganizma biyokiitleleri ile Atrazin
(5 mg/L) biyosorpsiyonunun 24 saat sonunda
maksimum % 55.3 oldugu gosterilmistir (19). Bu
calismada ise R. arrbizus tirinden kurutularak
elde edilmis biyosorbent 5 mg/L Atrazinin
%03.16'sin1t gidermistir.
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Sekil 4. Atrazin Biyosorpsiyonuna baslangig Atrazin
Konsantrasyonu etkisi

Figure 4. The effect of initial Atrazine concentration on
biosorption

265



266

U. Dudu Giil, Hiilya Silah

Bu calismada tarimsal gida tretim faaliyetlerin
artmast sonucu 6nemli bir ¢evre sorunu haline
gelen pestisitlerin filamentli mantar tiirt tarafindan
giderim kapasitesi belirlenmistir. Calismada hem
gelismekte olan hem de kurutularak hazirlanmis
mantar biyokiitleleri kullanilmistir. Ozellikle son
yillarda 6énem kazanan mikroorganizmalar yolu
ile atiklarin temizlenmesi ve degerlendirilmesi
teknolojisi olan biyoremediasyon ile gelismekte
olan filamentli mantar kitlesinin Atrazin gibi
pestisitler tarafindan kirlenmis sulak alanlarda
kullanim olanaklart arastrilmustir. Gelismekte olan
R. arrbizus tirinin Atrazin giderim kapasitesinin
belirlenmesi icin yapilan deneyler sonucunda
melaslt besiyerinde gelismekte olan R. arrbizus
turinlin  Atrazin biyogiderimi %57.45 olarak
gerceklestirmistir. R. arrbizus tirinden elde edilen
biyokiitle ile yapilan biyosorpsiyon deneylerde
ise giderim %063.16 olarak belirlenmistir. Calisma
sonuclarina gore R. arrbizus turinin hem
biyobirikim hem de biyosorpsiyon mekanizmalar
ile pestisit giderimini gerceklestirebildigi
goriilmustiir. Tki mekanizma karsilastirildiginda
R. arbizus tiriiniin biyosorpsiyon performansinin
daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu calisma R. arrbizus
turt  kullandmak suretiyle Atrazin pestisitinin
verimli bir sekilde biyolojik olarak aritimin
gerceklestirilebilecegini gdstermis olup, yeni bir
biyolojik aritim modeli olusturulmasi i¢cin 6n deneme
niteligi tasimaktadir. Bu suretle olusturulacak
modelin ticari anlamda biyolojik aritim sistemlerinde
kullanimi verimli aritimin olusmasi nedeniyle
enerji ve zaman tasarrufunun yansira biyolojik
aritim verimini de arrtirici bir etki gdsterecegi icin
ticari anlamda 6nem kazanmaktadir.
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Oz

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda (%1, 2, 3, 4 ve 5) mercankosk (Oreganum heracleoticum L.) ve
bahce kekigi (7Thymus vulgaris L.) ucucu yag: ilave edilerek hazirlanmis izole soya proteini
bazli yenilebilir filmlerin Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis ve Bacillus cereus lizerine
antimikrobiyel etkileri belirlenmistir. Mercankdsk ve bahce kekigi ucucu yagt iceren filmlerin minimum
konsantrasyonda (%1 w/v) tim test bakterilerine kars: etkin antibakteriyel aktivite gosterdigi, kekik
ucgucu yagi icermeyen kontrol filmlerinin ise hicbir sekilde inhibisyon zonu olusturmadig: saptanmustir.
S. Enteritidis % 1 konsantrasyonda ucucu yag iceren yenilebilir filmlere karst en duyarli bakteri olarak
belirlenirken, bunu L. monocytogenes ve B. cereus izlemistir. Yapilan bu calisma ile mercankosk ve
bahce kekigi ucucu yaglarinin soya proteini bazli yenilebilir filmlerle birlikte kullaniminin gidalarda
patojen kontroll agisindan gelecek vadeden bir uygulama oldugu ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Yenilebilir film, antimikrobiyel aktivite, bahce kekigi ucucu yagi, mercankosk
ucucu yagi

ANTIMICROBIAL EFFECTS OF SOY PROTEIN BASED EDIBLE FILM
CONTAINING OREGANO (OREGANUM HERACLEOTICUM 1.)
AND THYME (THYMUS VULGARIS 1.) ESSENTIAL OILS AGAINST

FOODBORNE PATHOGENS
Abstract

In this present study, antibacterial effects of soy protein edible coatings incorporated with different
concentrations (1, 2, 3, 4 or 5%) of essential oils from oregano (Oreganum heracleoticum 1.) or thyme
(Thymus vulgaris L.) essential oils (EOs) were determined against Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis and Bacillus cereus. Oregano and thyme essential oils showed inhibition against all test
organisms even at minimum concentration (1.0%) applied into the film formulation. Soy protein coating
solution without addition of essential oil had no inhibitory effect against none of the pathogenic bacteria
tested. Data from antibacterial activity test reveal that soy protein films without addition of essential oil
had no inhibitory effect against none of the pathogenic bacteria tested. Greater antimicrobial activity of soy
edible films containing essential oils was demonstrated against S. Enteritidis followed by L. monocytogenes
and B. cereus. The results of this study indicated that the oregano or thyme incorporated soy protein
edible films could be a promising application for control of pathogens in food.

Keywords: Edible film, antimicrobial activity, thyme essential oil, oregano essential oil
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GIRIS

Son vyillarda tiketicinin besin degeri yiiksek,
lezzetli, dogal ve giivenli gidalara olan talebi
nedeniyle, gida bilimi ve teknolojisi alaninda
yapilan arastirmalarin biiyik bir bolimi yeni
koruma teknolojilerine odaklanmistir. Bu
teknolojiler ise az islem gormis ve Ozellikle
yapay katki maddelerinden arindirilmis gida
Uretimini amaclamaktadir. Aktif ambalajlama gibi
yeni ambalaj sistemleri bu teknolojiler icinde
arastirmalarin yogunlastigi uygulamalardan biri
olarak dikkat cekmektedir. Aktif ambalajlama
giday1 sadece dis etkilere karst korumakla kalmayip,
ambalaj materyaline ilave edilen aktif ajanlarla
raf Omrinin uzamasint da saglamaktadir. Aktif
ambalajlamanin bir¢cok formu mevcut olup
bunlardan antimikrobiyel film ve kaplamalarin
kullanimi, gidalarda ve ozellikle taze et Grinleri
ile stit trtinlerinde uygulama alant bulan bir gida
koruma teknigidir (1, 2).

Antimikrobiyel ambalaj materyalleri genellikle
sentetik plastik bazli iken son yillarda cevre
bilincinin de gelismesiyle biyobozunur ve yenilebilir
film ve kaplamalarin bu amacla kullanimi
yayginlasmistir. Yenilebilir filmler, basit tGretim
teknolojisi gerektirmeleri, ekonomik olmalart,
dogal bilesiklerden elde edilmeleri, fonksiyonel
ozelliklerindeki cesitlilik ve biyolojik olarak
bozunabilmeleri nedeniyle son zamanlarda dikkat
ceken ambalaj materyalleridir (3). Son yillarda
yapilan arastirmalarda, yaglar (kati yaglar,
balmumlari, sivi yaglar), polisakkaritler (nisasta,
alginat, seltloz eteri, kitozan, karragenan, pektin)
ya da proteinlerden (kazein, peyniralti suyu
proteini, jelatin, fibrinojen, soya proteini, bugday
gluteni, musir proteini, yumurta albumini) olusan
yenilebilir film ve kaplamalarin gidalarda teknolojik
kaliteyi iyilestirmesinin yani sira gidalarin tazelik
ve glvenligini artirdigi gortilmustir. Bunlar
icerisinde gida teknolojisinde yaygin olarak
kullanilanlar polisakkarit ve protein bazli film ve
kaplamalardir (4). Yenilebilir film ve kaplama
uretiminde kullanilan proteinler, misir proteini,
peyniralti suyu proteini ve soya proteinleridir.
Protein bazli filmlere olan ilgiyle beraber, disik
oksijen gecirgenligine sahip olmalari, LDPE-dustik
yogunluklu polietilen, HDPE-yiiksek yogunluklu
polietilen, PS-polistren gibi bircok plastik bazli
filmlere gore daha iyi bariyerleme 6zelligi
gostermeleri ve mekanik direncleri nedeniyle

soya proteinleri, yenilebilir film tretiminde
hammadde olarak kullanimi 6nerilen proteinlerden
biri olmustur (5).

Yenilebilir film ve kaplamalar nem kaybu,
oksidasyon ve mikrobiyel bozulmalara karst etkili
olmalart ve nem, gaz ve diger ucucu maddelerin
diftizyonuna karst bariyerleme o6zelliklerinin
yaninda tatlandiricilar, antimikrobiyel maddeler,
antioksidanlar, vitaminler ve renklendiricileri de
iceren bircok katki maddesi icin tasiyict olarak
gorev yaparlar (6). Yenilebilir film formulasyonuna
ylksek antioksidan Ozellikleriyle bilinen bazi
dogal pigment maddelerinin yani sira, yiksek
antimikrobiyel ¢zellikteki ucucu yaglar, organik
asitler ve bakteriyosinler de ilave edilebilmektedir
(7). Antimikrobiyel yenilebilir film tretimi tizerine
yapilan calismalar, dogrudan filme dahil edilebilen
biyolojik tiirevli antimikrobiyel materyallerin daha
etkin olacagi gorist tzerinde odaklanmistir.
Yuksek fenolik icerikleri nedeniyle gucla
antimikrobiyel aktiviteye sahip olan ucucu
yaglarin film formiilasyonlarma ilavesinin filmlerin
antimikrobiyel etkisini 6nemli oranda arttirdigt
yapilan bircok calismada ortaya konmustur (8-10).
Seydim ve Sarikus (11), mercankosk, biberiye ve
sarimsak ucucu yaglari ilave edilmis peyniralti
suyu proteini bazli  yenilebilir  filmlerin
in-vitro kosullarda antimikrobiyel aktivitelerini
degerlendirdikleri calismada, film icinde kekik ve
sarimsak ucucu yaglarinin biberiye ugucu yagina
kiyasla S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes,
E. coli ve L. plantarum’a karst etkin inhibisyon
zonu verdigini bildirmislerdir. Ousallah ve ark.
(12), taze et dilimi ylzeyine inokile edilen
Pseudomanas spp. ve E. coli O157:H7 bakterilerinin
gelisimini degerlendirmek amacryla %1 oraninda
mercankodsk ucucu yagi iceren siit proteini bazli
yenilebilir filmin antibakteriyel aktivitesi tizerinde
calismiglardir. Sonucta ucucu yag iceren filmin,
ucucu yag icermeyen film ile muamele edilen et
dilimi ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda
mikroorganizma sayisini onemli Ol¢liide azalttigini
bildirmislerdir. Kitozan iceren filmlere kekik,
feslegen ve anason ucucu yaglarinin ilavesinin
bologna salamlarinda antimikrobiyel etkinliginin
incelendigi bir arastirmada, E. coli O157:H7 ve
L. monocytogenese karsi en etkili uygulamanin
kekik yag1 iceren kitozan filmi oldugu belirtilmistir.
Ayrica kekik ucucu yagmin kitozan filmine
ilavesinin film materyalinin ¢zelliklerini de olumlu
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etkiledigi bildirilmistir (13). Ucucu yaglar icinde
kekik yaglarinin mikroorganizmalar tzerinde
etkili olduklart bircok arastirmada bildirilmistir
(14-17). Kekik tiirleri arasinda genis flavonoid ve
fenolik asit icerigine sahip iki Onemli cesit
Thymus vulgaris (bahce kekigi) ve Oreganum
beracleoticum (mercankosk)’dur. Glclu
antimikrobiyel ve antioksidan 6zelligindeki timol
ve karvakrol bahce kekigi ve mercankosk
cesitlerinin  bilesiminin ~ biytik bir  kismini
olustururlar (15, 16).

Bu calismada, iki farkh cesit kekik yagi mercankosk
(Oregano- Oreganum heracleoticum L.) ve bahce
kekigi (Thyme- Thymus vuigaris L) ilave edilerek
hazirflanmis soya proteini bazli yenilebilir filmlerin
L. monocytogenes, Salmonella Enteritidis ve B. cereus
uzerine antimikrobiyel etkileri belirlenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Arastirmada yenilebilir film materyali tretiminde
kullanilan izole soya proteini (>%90 protein
icerigi), Giuirhak Gida ve Kimyevi Maddeler San.
Dis Tic. Ltd. Sti. (Istanbul)’nden, mercankosk-
oregano (Oreganum heracleoticum L.) ve bahce
kekigi-thyme (Thymus vulgaris L.) ucucu yaglar
ise Timtas Tarim Ila¢ ve Mahsulleri Ticaret
A.S.(Mersin)’den temin edilmistir.

Bakteri kultiiri

Arastirmada, Ankara Universitesi Miihendislik
Fakiltesi Gida Miuhendisligi Bolimu kulttr
koleksiyonundan temin edilen L. monocytogenes
(ATCC 7644), S. Enteritidis (ATCC 13076) ve B.
cereus bakteri kultirleri kullanilmistir. Bakteri
kulttrleri % 15 gliserol iceren Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck) besiyerinde -20 °C’da dondurularak
muhafaza edilmistir.

Yenilebilir film turetimi

Soya proteini bazli yenilebilir film ¢ozeltisi
hazirlanmasinda, Choi ve ark. (18) ve Zivanovic
ve ark. (19) tarafindan 6nerilen yontemler modifiye
edilerek kullanilmistir. Bu amacla, %5 (w/v)
oraninda izole soya proteini destile su icerisine
manyetik karistiricida karistirillarak yavas yavas
eklenmistir. Karisima plastiklestirici olarak %3.5
oraninda gliserol katidmustir. Manyetik karistiricida

5 dakika stire ile homojen hale getirilen karisimin
pH s1 0.1 N NaOH ile pH 10’a ayarlanmustir. Daha
sonra 90 °C' deki su banyosunda 30 dakika
bekletilmis ve oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. 40 °C’ye sogutulan karisima % 0.5
oranindaki Tween 20 ile stispanse edilmis % 1, 2,
3,4 ve 5 (w/v) oraninda mercankosk (O) ya
da bahce kekigi (T) ucucu yagi ilave edilerek
homojenizator (fka Ultra-Turrax T25) ile 13500
rpm’de 1 dakika stireyle homojenize edilmistir.
Kekik yagt iceren (O veya T) ve kekik yagi
icermeyen (SP) izole soya protein bazli film
¢ozelti gruplart, hava kabarciklarint elemine
etmek amaciyla 4 kat peynir bezi ile vakum
pompast kullanilarak stzilmis ve elde edilen
film ¢ozeltilerinden steril plastik Petri kaplarina
15+0.1 g tartillarak 30°C' deki kurutma dolabinda
72 saat kurutulmustur.

Yenilebilir film disklerinin kalinlik ve agirlik
degerlerinin belirlenmesi

Film kalinliklart dijital mikrometre (Mitutoyo,
Japonya) kullanilarak 6lctilmistiir. Ol¢timler
rastgele 15 farkli bolgeden alinarak gerceklestirilmistir.
Antibakteriyel aktivite testi icin hazirlanan film
diskleri 17 mm capinda kesilerek tartilmistir.
Farkli konsantrasyonda O ve T ucucu yagi iceren
ve ucucu yag icermeyen film disklerinin (SP)
kalinlik ve agirlik ortalama degerleri sirasiyla
0.310£0.082; 0.321+0.062; 0.200+0.007 mm ve
0.095£0.021; 0.094£0.018; 0.056+0.001 g olarak
belirlenmistir.

Antibakteriyel aktivite testi

Yenilebilir filmlerin antibakteriyel aktivitesi
Pranoto ve ark. (20) tarafindan bildirilen yonteme
gore belirlenmistir. Test bakterileri, Tryptic Soy
Broth (TSB, Merck) besiyerinde 37°C’da 24 saat
inkiibe edilerek aktive edilmis ve steril swab ile
Tryptic Soy Agar (TSA, Merck) besiyeri ylizeyine
yayilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (%1, 2, 3,
4,5) O ve T ugucu yaglarini iceren 17 mm capindaki
filmler besiyerine yerlestirilmis ve 37 °C'de 24 saat
stire ile inkiibe edilmistir. O ve T ucucu yaglarini
icermeyen izole soya proteini bazli filmler ise
kontrol olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda disklerin cevresinde olusan inhibisyon
zonlarinin ¢api milimetre olarak ol¢tlmustir.
Denemeler iki tekerrtrlti olarak gerceklestirilmistir.



G. Polat Yemis, Z. Karagdz Emiroglu, K. Candogan

istatistiksel degerlendirme

Arastirma sonucunda elde edilen sonuclarin
istatistiksel degerlendirilmesi SAS istatistik paket
programi kullanilarak varyans analiz teknigi
(ANOVA) ile yapimis ve farklilik gorilen
gruplarda farkliligin hangi dizeyde oldugu LSD
(Asgari Onemli Fark) testi uygulanarak (P<0.05)
belirlenmistir.

SONUC ve TARTISMA

Farkli konsantrasyonlarda O ve T ucgucu yagi ile
hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
diskleri ile kekik yagi icermeyen soya proteini
bazli yenilebilir film disklerinin L. monocytogenes,
S. Enteritidis ve B. cereusa karsi gosterdigi
inhibisyon zonu caplart Sekil 1 ve Sekil 2’de
gOsterilmistir.

Yapilan agar difiizyon testinde, O ve T ucucu
yagi iceren filmlerin minimum konsantrasyonda
(%1 w/v) tim test bakterilerine karsi etkin
antibakteriyel aktivite gosterdigi, kekik ucucu
yagi icermeyen kontrol filmlerinin ise hic¢bir
sekilde inhibisyon zonu vermedigi belirlenmistir
(Sekil 1 ve Sekil 2). Genellikle, ucucu yag
konsantrasyonu arttikca filmlerin inhibisyon etkisi
de artis gostermistir (<0.05). Arastirma bulgularina

paralel olarak, Royo ve ark. (21), %1 oraninda O
ucucu yagi iceren peyniraltt suyu proteini bazli
yenilebilir filmlerin L. innocua, S. Enteritidis ve
S. aureusa karst etkili oldugunu bildirirken, Seydim
ve Sarikus (11) minimum %2 diizeyde O iceren
peyniraltt suyu proteini bazli yenilebilir filmlerin
L. monocytogenes, S. Enteritidis ve S. aureus'a
karst antibakteriyel etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Yapilan arastirmalarda O ucucu yagina
ait antibakteriyel etkinlik dizeyleri arasindaki bu
farkliliklarin, ucucu yag kompozisyonu, ugucu
yagdaki aktif bilesiklerin difizyon hizi ve sus
farkliliklarindan ~ kaynaklanmis  olabilecegi
dastinilmektedir.

Cesitli ucucu vyaglarin etkisinin farkli gida
patojenlerine karst incelendigi bir calismada, etkin
antibakteriyel aktivite diizeyi, etken maddenin
hedef bakteriye karst en yiiksek inhibisyonun
gorildigt sinir konsantrasyon olarak bildirilmistir
(22). L. monocytogenes ile yapilan antimikrobiyal
aktivite testinde, O ucucu yag iceren film disklerinin
verdigi zon caplart konsantrasyon arttik¢a artmis
ve konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiksel
acidan dnemli bulunmustur (P<0.05). Bakteri icin
O wucucu yagi ile yapilan denemede etkin
antimikrobiyel aktivite dizeyinin %4 oldugu ve
%4 ile %5 konsantrasyonda inhibisyon zonu

Bahce kekigi (17iymmus vieigaris L.) ucucu yagliceren film
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Sekil 1. Farkl konsantrasyonda (%1, 2, 3, 4, 5) bahge kekigi ugucu yag iceren soya proteini bazli filmlerin test bakterilerine
karsi gosterdigi inhibisyon zonlari. Farkli harfler ile gdsterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05)

Figure1. Inhibition zone diameters yielded by soy protein based edible film disks with various concentrations (0, 1, 2, 3, 4
and 5%) of thyme essential oil against test organisms. Bars with different superscript letters in each group are significantly

different (P<0.05)

271



272

Mercankdsk (Oreganum Heracleoticum L.) ve Bahce Kekigi...

Mercankosk (Oreganum heracleoticum L.) ucucu yagiiceren film
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonda (%1, 2, 3, 4, 5) mercankdsk ucucu yagi iceren soya proteini bazli filmlerin test bakterilerine
karsi gosterdigi inhibisyon zonlari. Farkli harfler ile gésterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05)
Figure 2. Inhibition zone diameters yielded by soy protein based edible film disks with various concentrations (0, 1, 2, 3, 4
and 5%) of oregano essential oil against test organisms. Bars with different superscript letters in each group are significantly
different (P<0.05)

antibakteriyel aktivitesi
Figure 3. Antibacterial activity of soy protein edible films incorporated with various concentrations of oregano essential oil
against S. Enteriditis
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caplart arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadigi (P>0.05) belirlenmistir (Sekil 2).
T ucucu yagt icin ise etkin antimikrobiyel aktivite
diizeyi %5 olarak belirlenmistir. T ugucu yagt
iceren yenilebilir film disklerinde aynt grup icinde
ortalamalar arasindaki fark konsantrasyon artist
ile beraber istatistiksel olarak ¢énemli bulunmustur
(Sekil 1). Konsantrasyonlar arasinda grup
farklari degerlendirildiginde ise, %3, %4 ve %5
konsantrasyonlar arasinda O ve T ugucu yaglarinin
verdigi zon inhibisyon caplari arasindaki farklar
onemli bulunmus (£<0.05) ve O ucucu yaginn L.
monocytogenes tzerinde T ucucu yagina gore
daha etkili oldugu saptanmistir. O ucucu yagi
iceren yenilebilir film disklerinin S. Enteritidis
icin verdigi inhibisyon zon ¢aplart incelendiginde
%1 ile %2 duzeyleri arasindaki fark istatistiksel
olarak dnemli olmazken (P>0.05), %2 ile %3
konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmus (<0.05) ve bu noktadan sonra
konsantrasyon artist etkinlik dizeyini degistirmemistir
(Sekil 2, Sekil 3). Dolayisiyla %3 konsantrasyon

dizeyi S. Enteritidis icin etkin antimikrobiyel
aktivite degeri olarak tespit edilmistir. T ugucu
yagt sonuglart degerlendirildiginde ise, %4 dizeyine
kadar konsantrasyon arttikca etkinligin arttigt ve
etkin antimikrobiyal aktivite diizeyinin %4 oldugu
belirlenmistir (Sekil 1).

B. cereus icin, T ucucu yagint iceren filmlerden
elde edilen inhibisyon zonu c¢aplart arasindaki
farkin %1, %2, %3 ve %4 konsantrasyonlar icin
onemli oldugu (P<0.05) buna karsin %4
konsantrasyondan sonraki degisimin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi (P>0.05) belirlenmistir
(Sekil 1, Sekil 4). Diger yandan, O ucucu yagt
iceren filmlerin verdigi inhibisyon caplart
incelendiginde, %1 ile %2 konsantrasyondaki
film disklerinin verdigi zon c¢aplar arasindaki farkin
onemli oldugu (P<0.05) ve diger konsantrasyonlar
boyunca etkinin sabit kaldigt gorilmektedir
(Sekil 2). Ayni konsantrasyon arasindaki gruplar
karsilastirildiginda O ve T iceren filmlerin B. cereus’a
kars1 benzer antimikrobiyel etki gosterdikleri
soylenebilir.

Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda bahge kekigi ugucu yagi iceren soya proteini bazli filmlerin B. cereus’a kargl antibakteriyel
aktivitesi
Figure 4. Antibacterial activity of soy protein edible films incorporated with various concentrations of thyme essential oil
against B. cereus
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Genel bir degerlendirme yapildiginda S. Enteritidis
%1 konsantrasyonda T ve O iceren yenilebilir
filmlere karsi sirastyla 37 mm ve 38.5 mm inhibisyon
zonu ¢api ile en duyarlt bakteri olarak belirlenirken,
bunu L. monocytogenes ve B. cereus izlemistir
(Sekil 5). Arastirmamizda diger test bakterilerden
elde edilen zon caplan kiyaslandiginda B. cereusun
kekik ucucu yagina karst daha direncli oldugu
gortlmustiir (P<0.05). Benzer sekilde, Jouki ve
ark. (23) T ucucu yagt ilave edilmis ayva cekirdegi
jelinden turetilen yenilebilir filmlerin in-vitro

Soya proteini bazh filmler

nogenes

kosullarda antibakteriyel —aktivitelerini deger-
lendirdikleri calismada, %2 T ucgucu yag: iceren
filmlerin §. Typhimurium, E. coli, E. coli
O157:H7 ve Y. enterocolitica’ya karsi B. cereusa
kiyasla daha etkin oldugunu belirlemislerdir.

Kekik ucucu yaginda yiksek oranda bulunan
fenolik bilesiklerden timol, karvakrol, p-simen ve
y-terpinen antimikrobiyel etkiden sorumlu
bilesiklerdir. Kekik ucucu yagimnin antimikrobiyel
etkisi, yap1 ve fonksiyon degisikligi ile sitoplazma
zarinda gorilmektedir. Sitoplazmik zarin secici

Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda bahge kekigi ugucu yagi iceren soya proteini bazl filmlerin B. cereus’a karsi antibakteriyel

aktivitesi

Figure 4. Antibacterial activity of soy protein edible films incorporated with various concentrations of thyme essential oil

against B. cereus
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gecirgenliginin kaybt cogunlukla hiicre 6limiintin
nedeni olarak belirtilmektedir. Yapilan arastirmalar
genel olarak Gram pozitif bakterilerin bitkisel
ucucu yaglara karsi Gram negatif bakterilere
gore daha hassas oldugunu ortaya koymustur.
Gram negatif bakterilerin ucucu yaglara karsi
olan direnci, hidrofobik bilesiklere karsi hiicre
icine girisi icin bariyer 6zelligi gosteren hidrofilik dis
membrana sahip olmalar ile iliskilendirilmektedir
(15, 24). O ucucu yagi ilavesi ile antibakteriyel
ozellik kazandiridmis aljinat filmlerinin etkinliginin
belirlendigi bir arastirmada, yukaridaki literatiir
bilgisi ile uyumlu olarak, ucucu yag iceren filmlerin
Gram porzitif test bakterileri Gizerine (S. aureus, L.
momnocytogenes) Gram negatif test bakterilerine
kiyasla (E. coli, S. Enteritidis) daha etkin oldugu
bildirilmistir (25). Buna karsin arastirmamizda S.
Enteritidis’in kekik ucucu yagina karsi diger test
bakterilerine gore daha duyarli oldugu belirlenmistir.
Bu durumun nedeninin S. Enteritidis alt tirlerine
ozgu diren¢c mekanizmalarinin farkliligy ile ilgili
olabilecegi varsayilmaktadir.

Yapilan bu calisma ile O ve T ucgucu yaglar ile
antimikrobiyel 6zellik kazandirilmis olan soya
bazli yenilebilir filmlerin test edilen gida kaynakli
patojenlere karst etkinligi ortaya k onmustur.
Yenilebilir filmlerle birlikte antimikrobiyel ajanlarin
kullanildigt calismalarin cogu model sistemlerle
sinirhidir.  Ozellikle dogal bitki ekstraktlarinin
biyobozunur ambalaj sistemlerinde kullanilma
potansiyeline yonelik arastirmalar 6nem tasimaktadir.
O ve T ucucu yaglarinin soya proteini bazli
yenilebilir filmlerle birlikte gidalarda kullanimi,
gida giivenligi ve raf omri acisindan gelecek
vadeden bir uygulamadir. Ucucu yaglarin ylksek
konsantrasyonlarda  kullaniminin  gidalarda
istenmeyen organoleptik  degisikliklere  yol
acabilecegi de dikkate alinarak yapilacak
calismalar duyusal analizler ile de desteklenmelidir.
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Sezer E., Ayhan, Z, Celikkol, T., Guner, F. (2017). Zeolit katkili aktif polietilen ambalaj malzemesinin kivi
meyvesinin kalite ¢zellikleri ve raf dmriine etkisi. GIDA (2017) 42 (3): 277-286 doi: 10.15237/gida.GD16108
Oz

Olgunlasmus kivi meyvesi (Actinidia deliciosa, Hayward cesidi) raf dmriinii uzatmak amaciyla zeolit
katkilt polietilen (PE) torbalar kullanilarak pasif modifiye atmosfer kosullarinda (%20.9 O,, %79 N,)
ambalajlanmis ve 4 °Cde 20 gin depolanmustir. Zeolit icermeyen PE torbalar ve ambalajsiz 6rnekler
kontrol drnekleri olarak belirlenmis ve 0, 5, 10, 15 ve 20. giinlerde kiitle kayb1t (%), tepe boslugu gaz
analizi (%0, ve CO,), fiziksel (renk ve tekstir (N)), kimyasal (briks, pH, titrasyon asitligi) ve duyusal
analizler yapilmistir. Kiitle kayb1 ambalajsiz 6rneklerde 20. giinde %4.18 iken, katkisiz ve katkili PE
torbalarda %1’in altinda kalmistir. Kontrol torbalarinda %O, orant depolama stiresince strekli bir diistis
egilimi gostermis ve 20. giinde %4 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik zeolit iceren torbalarda 5. giinde
olusan %15 O, oraninin sabitlenmesiyle depolamanin devaminda denge atmosferi saglanmistir. %CO,
oraniin ise depolama stiresince zeolit icermeyen torbalarda daha yiiksek diizeylerde seyrettigi gdzlenmistir.
20. giinde ambalajli 6rneklerde titrasyon asitligi ambalajsiz 6rneklere gore daha dustk, pH ise daha
ylksek bulunmus (£<0.05); briks degerlerinde istatistiksel acidan 6énemli bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05). Duyusal degerlendirmelere gore 20. giinde sadece zeolit katkilt PE ile ambalajlanmis kiviler
renk, tekstiir ve tat acisindan kabul edilebilir bulunmustur. Zeolit katkili PE torbalarda kivi meyvesinin
raf dmri 4 °C’de en az 20 giin olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aktif ambalajlama, etilen tutucu, zeolit, raf omru, kivi meyvesi

EFFECT OF ZEOLITE ADDED ACTIVE PACKAGING MATERIAL
ON THE QUALITY AND SHELF LIFE OF KIWIFRUIT

Abstract

Ripe kiwifruit (Actinidia deliciosa cv. Hayward) was packaged using zeolite incorporated polyethylene
(PE) bags under passive modified atmosphere (20.9% O,, 79% N,) and stored at 4 °C for 20 days in order to
extent the shelf life. PE bags with no zeolite and unpackaged samples were taken as the control groups,
and weight loss (%), headspace gas analysis (O, and CO,%), physical (color and texture (N)) and chemical
analysis (brix, pH, titratable acidity (%)) and sensory evaluation were performed on 0, 5, 10, 15 and 20.
days of storage. On the 20th day, the mass loss of unpackaged sample was 4.18% while it was less than
1% for zeolite added and control PE bags. O,% level in the control bags decreased continuously during
increased storage down to 4% on the 20th day. However, equilibrium atmosphere was established around
15% O, at 5th day in zeolite added bags. CO, level was higher in control bags than that of zeolite added
bags during storage. Titratable acidity in packaged samples was lower than unpackaged samples, and
pH was higher in packaged fruits compared to unpackaged ones. However, there was no significant
difference between packaged and unpackaged groups in terms of brix on the 20th day. Only kiwifruits
packaged with active PE were acceptable in terms of sensorial color, texture and taste at the end of the
storage. The shelf life of kiwifruit was suggested at least 20 days in zeolite-added PE bags at 4 °C.

Keywords: Active packaging, ethylene absorber, zeolite, shelf-life, kiwifruit
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GIRIS

Meyve ve sebzelerin insan sagligi ve beslenmesi
acisindan Onemi buyuktir. Taze meyve ve
sebzelerin dayanimlarinin artirilmast amaciyla
cesitli yontemlere basvurulur. Meyveler daha cok
meyve suyu, recel, marmelat, konserve vb. trlinlere
islenerek veya kurutma ile dayanikl: hale getirilir.
Bunun yaninda meyvelerin taze halde raf dmrint
artirmak amaciyla depolama ve ambalajlama
kosullarinda degisiklikler yapilmas: tizerine de
cesitli yontemler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam edilmektedir (1, 2). Glinlimuizde 6zellikle
gida dagitiminin kiresel bir boyut kazanmasiyla
birlikte gida ambalajlama gerekli ve 6nemli bir
duruma gelmistir. Ambalajin gorevlerinden biri
de tiketim asamasina kadar taze triunlerin
olabildigince taze kalmasini, islenmis GrGnlerin
ise mevcut ozelliklerinin en iyi sekilde korunmasin
saglamaktir. Bu nedenle gidalarin raf 6mrinin
uzatilmasinda ambalajlama uygulamalar dikkat
cekmektedir (3-5).

Kivi, dustk kalorili olmastyla beraber vitamin ve
mineraller yoninden zengin olmasi, bunun
yaninda yetistirme ve pazarlama kosullarinin
avantajli olmast nedeniyle son yillarda tretimi ve
tiketimi hizla artan meyvelerden biri olmustur
(6). Kivinin Actinidia cinsi altinda 50’ye yakin
turtt bulunmaktadir. Hayward cesidi (Actinidia
deliciosa), Diinya’da en cok yetistirilen kivi ¢esididir
(%70-80) (7, 8). Hayward cesidi kivinin tretimi
tlkemizde son yillarda hizla artis gdstermistir (9).
Kivi meyvesi klimakterik meyvelerden olup,
klimakterik meyvelerin olgunlasma stirecinde
etilen biyik rol oynamakta, etilen Uretimi ile
solunum hizt artmaktadir. Kivi tam olgunlastiginda
cok az etilen Uretir, ancak tiketim olgunluguna
erismis kivi meyvesi etilene karsi oldukca hassastir.
Meyve 20 °C’de 1 ppm gibi ¢ok diisiik etilen
miktarlarinda bile birkag saat icinde hizla olgunlasma
gosterir (8, 10). Kivinin etilen gazina olan bu
hassasiyeti nedeniyle depolama ve ambalajlama
kosullarinda etilen gazina maruz kalmamasi
gereklidir (6, 11-13).

Meyve ve sebze grubu Urlnlerin raf émriiniin
uzatilmasinda Urinin etilen gazi Uretiminin
baskilanmasi, liretilen etilenin ise ortamdan
uzaklastirilmasi en 6nemli hususlardan biridir.
Bu tiir gidalarin muhafazasi ile ilgili calismalarin
buytk bir boliminde kontrolli atmosferde
depolama tizerine ¢alisilmis, ambalaj uygulamalar

ile ilgili calismalar sinirl diizeyde kalmistir (8, 13-18).
Kiiciik (2006) tarafindan yapilan calismada
buzdolabi sartlarinda (4 °C) 31 gin boyunca
depolanan %5 ve %10 KMnO, emdirilmis zeolit
iceren ve icermeyen HDPE torbalarla ambalajlanan
kivi 6rneklerinde bazi kalite Ozellikleri incelenmistir.
KMnO, emdirilmis zeolit iceren ambalajlamada
suda ¢ozinir kuru madde (SCKM), meyve sertligi
ve C vitamini degerlerinin depolama boyunca
daha ylksek oranda korundugu bildirilmistir
(19). Hu ve ark. (2011) etilene maruz birakilan
Actinidia deliciosa turi kivi Orneklerinde,
4 °Cde 42 gunlik depolama periyodu boyunca
nanokompozit bazli ambalajlamanin (nano
giimis, nano-TiO, ve montmorillonit karisimi)
hasat sonrasi kalite 6zellikleri Gizerine etkisini
incelemisler, tim depolama periyodu boyunca
nanokompozit bazli ambalajin polietilen kontrol
ambalajina gore kalite ozelliklerini daha ytiksek
oranda korudugunu bildirmislerdir (20).

Kivi meyvesinin raf Omrinin uzatilmasinda
cesitli calismalar yapilmis olmakla birlikte bunlarin
bir kismu hasat sonrasindaki muhafaza kosullarinda
trln kalitesini artirmaya diger bir kismi1 ise yeme
olgunluguna erismis olan kivi meyvesinin
dayanimini  artirmaya  yoneliktir.  Ozellikle
olgunlasmis kivi meyvesinin dayanimi oldukc¢a
stnirlidir. Yapilan bu ¢alismada, pasif MAP altinda
zeolit katkili PE ambalajlamanin, katkisiz PE
ambalaja ve ambalajsiz uygulamaya gore 4 °C'de 20
glinlik depolama ¢mrii boyunca kivi meyvesinin
tizyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal ozellikleri
tzerindeki etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada Sakarya meyve sebze halinden tedarik
edilen ortalama agiligi 100 g olan Actinidia
deliciosa ‘Hayward’ cesidi kivi meyveleri
kullandmistir. Calismanin bir glin 6ncesinden
laboratuvara getirilen kivi meyveleri 4 + 1 °Cde
depolanmistir. Korozo Ambalaj San. ve Tic. A.S.
(Istanbul) tarafindan gelistirilen zeolit iceren
distk yogunluklu polietilen (LDPE) torbalar ve
katkisiz LDPE torbalar ikili isbirligi kapsaminda
temin edilmistir. Her iki ambalajin da olcuileri
25 x 35 cm’dir. Oksijen gecis hizi (OTR) katkisiz
LDPE malzemede 3303 cm’ m* gun', zeolit
katkili LDPE malzemede 5664 c¢cm’® m? giin'; su



buhart gecis hizt (WVTR) katkisiz LDPE malzemede
5.24 g m? gin, zeolit katkili LDPE malzemede
17.5 g m? giun’dir. Katkisiz LDPE film 50
mikron, zeolit katkili LDPE film ise 40 mikron
kalinligindadir. Katkili malzeme %8-15 (a/a)
oraninda zeolit icermektedir.

Yontem

Kivi 6rnekleri ambalajsiz (acik kontrol), katkisiz-
polietilen ambalajli (ambalajli kontrol) ve zeolit
katkili-ambalajli olmak tizere 3 gruba ayrilmustir.
Her ambalaja yaklasik 1 kg kadar kivi tartilmustir.
Kivi iceren polietilen torbalar 1s1l kaynak makinesi
(ME-400 CFN, Mercier Corporation, Tayvan) ile
yapistirtlmistir.  Tiketici buzdolab: kosullart
hedeflendiginden ornekler %50 bagil nemli
ortamda 4 +1 °Cde 20 gin bitin halde
depolanmis ve 0, 5, 10, 15 ve 20. giinlerde
tizyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal analizler
yapilmustir. Her analiz gtini icin her uygulamadan
2 paralel torba hazirlanmistir. Analiz giinleri icin
belirlenen Orneklerden ayri olarak kitle kaybi
Olcimleri icin her uygulamadan 3 paralel
hazirlanmustir.

Kiitle Kayb: (%)

Kitle kaybinin belirlenmesi icin her uygulamadan
3 paralel torba her analiz giininde 0.1 g
duyarliligindaki analitik terazi (Sartarius, GE
2101, Almanya) ile tartilmistir. 5, 10, 15 ve 20.
gunlerde elde edilen tartim sonuglari 0. giinde elde
edilen tartim sonuclartyla karsilastirilarak kitle
kayb1 % olarak belirlenmistir. Her bir uygulama
icin 3 paralel 6rnegin tartimlarinin ortalamasi
alinmustir.

Gaz Olgiimii

Torba ambalajlarin tepe boslugu oksijen (%) ve
karbondioksit (%) oranlari gaz analizora (Witt,
Oxybaby, Almanya) ile belirlenmistir. Uzerine
septum yapistirilan torba ambalajlara gaz
analiz6rintin ignesi ile girilerek tepe boslugundaki
gazin Olcimu yapilmistir. Her bir uygulama icin
yapilan 4 ol¢ciimiin ortalamast alinmistir.

Fiziksel Analizler

Kivi orneklerinde renk ve tekstir olctimleri
yapilmustir. Her iki analiz icin de her ambalajdan

5 meyve alinarak her bir meyvenin karsilikli iki
farkli noktasindan olctim yapilmustir. Her bir
uygulama icin 20 6lcimiin ortalamasi alinmustir.
Renk oOl¢ctimiinde CIE L*a*b* ol¢eginde renk dl¢im
cihazi (Lovibond RT 300, Ingiltere) kullanilarak
orneklerin oncelikle orta noktasindan iki 6lcim
yapilarak dis renk degerleri belirlenmis, ardindan
ikiye kesilerek i¢ renk degerleri ¢ekirdek kismi ile
kabuk kismi arasindaki yesil bolgeden dlctlmustiir.
Meyve sertliginin belirlenmesinde ise tekstiir
analiz cihazinin (TA.XT Plus, Stable Micro
Systems, Surrey, Ingiltere) sikistirma (compression)
programi ile kivilerin iki ylizeyinde orta
noktalarindan 4 mm ¢apinda silindir prop, 1 mm/s
hiz ve 7.5 mm penetrasyon mesafesi kullanilarak
penetrasyon kuvveti (N) olctilmusttir.

Kimyasal Analizler

Kivi 6rneklerinde briks, pH ve titrasyon asitligi
tayinleri yapimustir. Her paralelden 2 oOl¢ctim
yapilmis ve her bir uygulama icin 4 6l¢cimin
ortalamasi alinmustir. Kimyasal analizler icin
oncelikle her bir ambalajdan alinan en az 3 kivi
ornegi blender (Waring, Amerika) yardimiyla
homojenize edilmistir. Briks tayini icin homojenize
edilen kivi ornekleri filtre kagidindan gecirilmis,
refraktometre (Atago N-50, Japonya) ile cikan
meyve suyunun briksi 6l¢cilmiustir. Titrasyon
asitligi icin homojenize edilen ornekten 20 g
alinarak 200 ml'lik balon jojede saf su ile cizgisine
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 25 ml
almarak 0.1 N NaOH ile pH 8.1'e kadar titre
edilmis, elde edilen sarfiyattan % sitrik asit
cinsinden titrasyon asitligi hesaplanmistir. pH
olcimiinde titrasyon asitligi icin hazirlanan
cozeltiden bir behere 20 ml alinarak pH metre
(WTW pH 315i, Almanya) ile 6lctim yapilmustir (21).

Duyusal Degerlendirme

Renk, tat, tekstlir ve genel begeni egitimli 6 panelist
tarafindan 1-5 skalasinda degerlendirilmistir.
3 puan ticari kabul edilebilirlik st olarak
belirlenmistir. Renk degerlendirmesinde 1: yari
saydam (koyu yesil), 5: opak (acik yesiD); tekstir
degerlendirmesinde 1: cok yumusak, 3: orta, 5:
siki-sert; tat degerlendirmesinde 1: az yogun,
3: orta, 5: ¢ok yogun; genel begenide 1: hic
begenmedim, 3: orta, 5: ¢cok begendim olarak
belirlenmistir.
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Istatistiksel Analiz

Kivi 6rnekleri icin ambalaj malzemesi, depolama
stresi ve bu faktorlerin etkilesimlerinin tGriiniin
kalite 6zelliklerine etkileri varyans analizleri (iki
yonli ANOVA) kullanilarak belirlenmistir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu
karsilastirma testi ile %5 Onem seviyesinde
ve %95 given araliginda degerlendirilmistir.
Istatistiksel analizlerde IBM SPSS 20 istatistik
programi kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Kiitle Kayb1 (%)

Kiitle kayb1 meyve ve sebzeler acisindan énemli
bir kalite kriteridir. Meyvede kiitle kaybinin artist
ile GrGn albenisi ve pazar kalitesi olumsuz
etkilenmekle birlikte kitlesel azalmadan dolay1
ekonomik acidan da kayip yasanmaktadir (6).
Kitle kayb: degerlerine bakildiginda 20. giinde
ambalajsiz kivi 6rneklerinde %4.18 gibi bir oranda
kayip gortliirken katkisiz ve katkili PE torbalarda
kiitle kaybmin sirastyla %0.10 ve %0.17 gibi
distik bir seviyede oldugu gozlemlenmistir. 20.
glinde katkili ve katkisiz PE ambalajli 6rneklerin
ktitle kayb1 degerleri arasinda istatistiksel acidan
bir farklilik bulunmamustir (2>0.05). Mastromatteo
ve ark. (2011) tarafindan sodyum aljinat ile
kaplanmis ve gerdirilmis polipropilen (OPP) film
ile pasif MAP sartlarinda ambalajlanmis kivi
orneklerinde 4 °C’de 13. gtinde %0.438-%0.575
araliginda kitle kayb1 oldugu belirtilmistir (22).
Hu ve ark. (2011) tarafindan yapilan calismada
ise kivi orneklerinde, 4 °C’de 21. giinde kiitle
kaybi nanokompozit bazli PE ambalaj ve kontrol
PE ambalajin her ikisinde de yaklasik %0.45
civarinda bulunmustur (20). Bu ¢alismada katkili
ve katkisiz PE ambalajli 6rneklerden elde edilen
kitle kaybi degerleri literatiirde rapor edilen
degerlerden daha dustktir. Kitle kaybinin
dustik olmasi kullanilan PE bazli malzemelerin nem
gecirgenliginin dusiik olmasi ile iliskilendirilebilir.
Genellikle ambalajsiz olarak satisa sunulan kivinin
kitle kaybinin %4 civarinda olmasi ise 6nemli bir
ekonomik kayba isaret etmektedir.

Tepe Boslugu O, ve CO, Oranlar1 (%)

Katkisiz PE torbalarda %O, orani depolama
sturesince strekli azalma gostermis, katkili PE
torbalarda ise depolamanin ilk gilintine gore 5.

giinde bir diistis olmakla birlikte bu giinden sonra
sabitlenmis ve denge atmosferi olusmustur
(Sekil 1). Zeolit katkili PE torbalarda 20. giinde
olctilen O, oranmin (%15.3) katkisiz PE torbalara
gore (%4.0) daha yuksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. CO, degerlerine bakildiginda ise 20.
giinde katkili PE torbalardaki CO, oraninin (%3.8)
katkisiz PE torbalardaki CO, oranina (%7.0) gore
daha dustk seviyede oldugu tespit edilmistir.
Rocculi ve ark. (2005)’'nin yaptiklart ¢alismada
200 pm kalinliginda polipropilen filmle 4 °C’de
normal atmosfer kosullart aluinda ambalajlanan
kivilerde 12. ginde ambalaj icindeki O, miktari
%0.25’e diiserken, CO, miktart %54.60’a ¢ikmuistir
(16). Mastromatteo ve ark. (2011) tarafindan
yapilan calismada ise pasif MAP kosullarinda, 20 pm
OPP film ile ambalajlanan ve 4 °C’de depolanan
‘Hayward’ cesidi kivilerde triin solunumuna
bagli olarak benzer sekilde O, miktarinda dusus,
CO, miktarinda ise artis gozlenmis, 13. giinde O,
ve CO, oranlart sirastyla yaklasik olarak %7 ve %6
civarinda ol¢tlmustiir. Pasif MAP uygulamasinda
hedeflenen normal atmosfer kosullarina gore O,
oraninin belirli bir orana diserek sabitlenmesi,
CO, oraninin da artarak belirli bir oranda
sabitlenmesi ile denge atmosferinin kurulmasidir.
Zeolit katkili PE ambalaj denge atmosferinin
kurulmasinda, ozellikle O, oraninin dengede
tutulmasinda katkisiz PE ambalaja gore daha
basarili sonu¢ vermistir. Katkisiz PE malzemede CO,
oraninin depolama boyunca katkili malzemeye
kiyasla daha fazla yikselmesi malzeme gaz
gecirgenliginin  (CO,) daha disik olmasi ile
iliskilendirilmistir. Depolamada denge atmosferine
daha erken ulasilmasi trtin solunumunun daha
kisa surede kontrol altina alinarak raf émrinin
uzatilmasini saglamaktadir.

Fiziksel Kalite

Renk (L*, a*, b*)

Kivi 6rneklerinin dis renk L* (0:siyah, 100:beyaz),
a* (-60:yesil, +60:kirmiz1) ve b* (-60:mavi, +60:sart)
degerlerinin yer aldig: Cizelge 1’e bakildiginda,
parlakligt ifade eden L* degeri dis kabukta 20
gunlik depolama stiresi boyunca kontrol
orneklerinde degisim gostermekle birlikte, katkili
PE torbada Onemli bir degisim olmadigi
gorilmektedir. 20. giinde ambalajli ve ambalajsiz
tim oOrneklerin L* degerleri arasinda onemli bir
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25
20
o X
O ™~
= 15 -]
@ T —— M1-O,
-
S 10 = i M2-O,
) N M1-CO
B ——— % 2
/ == M2-CO;
0 2 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Depolama siiresi (giin)
Storage time (day)

Sekil 1. Kivi meyvesinde katkisiz PE (M1) ve zeolit katkili PE (M2) ambalaj malzemelerinin soguk depolama siresince tepe
boslugu oksijen ve karbondioksit oranlarina (%) etkisi

Figure 1. Effect of control PE with no zeolite (M1) and PE with zeolite (M2) packaging materials on the headspace oxygen
and carbon dioxide levels (%) of kiwifruit during cold storage period

fark bulunmamaktadir (P>0.05). Dis kabukta olmadigi, kabugun parlak ve kahverengi tiylerini

kirmiziligy ifade eden a* ve sarihig: ifade eden b* korudugu, meyve icinin de parlak yesil oldugu,
degerlerinde de 20. giinde 6rnekler arasinda olgunlasma asamasinda hafif yumusama basladig:
onemli diizeyde bir farklilik gortilmemistir (2>0.05). bildirilmektedir (8). Bununla birlikte olgunlasma
Genel olarak kivi meyvelerinde olgunlasma ile boyunca i¢ renkte degisiklikler gozlenebilecegi

meyvenin dis gortiniisinde 6nemli bir degisiklik de belirtilmektedir (20).

Cizelge 1. Farkl ambalaj malzemelerinin soguk depolamada kivi meyvesinin dis renk (L*a*b*) degerlerine etkisi
Table 1. Effect of different packaging materials on external color values (L*a*b*) of kiwifruit during cold storage period

Dis Renk (L*) External Color (L*)

0.gln Day 0 5.gln Day 5 10. guin Day 10 15. giin Day 15 20. gun Day 20
K1 47.70+2.12% 48.61+2.37* 47.63+1.73* 45.08+2.11° 46.69+2.10*
M1 47.70+2.12" 45.81+2.20% 46.07+2.42% 46.61+£2.38"% 45.69+2.09"
M2 47.70%2.12" 46.09+2.15% 46.36+£2.91* 47.01+£2.88* 46.06+2.26"
Dis Renk (a*) External Color (a*)
0.gln Day0 5.gln Day 5 10. glin Day 10 15. glin Day 15 20. gtin Day 20
K1 8.45+1.57*® 7.75+1.43% 8.57+1.57* 8.91+0.92* 8.92+1.45%
M1 8.45+1.57* 7.94+1.51%= 8.75+1.48* 8.76+1.52* 8.86+0.85"
M2 8.45+1.57* 8.74+1.10%® 9.39+1.51* 8.08+1.56" 9.25+1.40*
Dis Renk (b*) External Color (b*)
0.gln Day 0 5.gln Day 5 10. giin DDay 10 15. glin Day 15 20. gtin Day 20
K1 27.56+1.61* 27.79+2.36™ 28.13+2.27* 24.96+2.32° 27.57+1.68*
M1 27.56+1.61% 26.37+2.95% 27.89+2.32% 30.54+2.75% 27.96+2.54*
M2 27.56+1.61% 27.65+1.30™ 27.77£2.39* 28.12+2.37% 27.42+1.98"

"Her bir kolonda, ayni blyitk harfler uygulamalar arasinda P<0.05 dizeyinde 6nemli bir farklihigin bulunmadigini
gbstermektedir. Her bir satirda ayni kii¢ik harfler her bir uygulama igin depolama siresi agisindan P<0.05 diizeyinde 6nemli
bir farkhhgin bulunmadigini géstermektedir. K1: Ambalajsiz kontrol, M1: Zeolit katkisiz PE, M2: Zeolit katkill PE

“a For each column, similar capital letters are not significantly different at P<0.05 among applications. For each application,
similar small letters in rows are not significantly different at P<0.05. K1: Unpackaged control, M1: Control PE with no zeolite,
M2: PE with zeolite.
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Kivi meyvesinin cekirdekleri arasinda transparan
bir yap:t gorilmektedir. Olgunlasmanin devam
etmesiyle meyvenin ¢ekirdegi ile kabugu arasindaki
meyve eti kismi da zamanla transparan bir hale
dontismektedir. Transparan yapinin artist kivinin
gorsel begenisini olumsuz yonde etkilemektedir,
bu sebepten 6tiirt kivi meyvesi acisindan i¢ renk
degeri Ozellikle de transparan yapi olusumu
onemli bir kalite kriteridir (23, 24). Cizelge 2’de yer
alan i¢ renk L* a* ve b* degerlerine bakildiginda
20. glinde 0. gline kiyasla ambalajli ve ambalajsiz
tim oOrneklerin L* a* ve b* degerleri arasinda
istatistiksel acidan 6nemli bir fark bulunmadig:
gorulmistir (P>0.05). Rocculi ve ark. (2005)
tarafindan yapilan ¢calismada tiim kivi 6rneklerinde
L* degerlerinde depolama boyunca dusis
gozlenmistir. Ayni zamanda tekstiirde yumugsama
ile L* degerleri arasinda pozitif bir korelasyon
bulundugu rapor edilmistir (16). Daha onceki
calismalarda da kivinin tekstir degisimlerinin
rengi etkiledigi gorilmistir (16, 25). Kigik
(2006) tarafindan yapilan calismada ise 4 °C'de
31. glinlik muhafaza siresi boyunca KMnO,
emdirilmis zeolit iceren paketlemenin kontrol
paketlemeye gore L* a* ve b* degerleri tizerinde
onemli bir degisime neden olmadigt saptanmustir
(19). Hasattan sonra klorofil kaybinin duastik
sicaklikta bile ilerledigi, uzun stre depolanan
meyve ve sebzelerde yesil rengin kayboldugu,

ayrica etilenin klorofil kaybini hizlandirdig:
belirtilmektedir (19, 26). I¢ rengin fazla bir
degisime ugramamasi ise olgunlasmanin yavas
bir seyir izlemesi ile iliskilendirilebilir.

Tekstiir (Penetrasyon Kuvveti, N)

Kivi meyvesinde Ol¢iilen penetrasyon kuvveti (N)
degerleri triindeki sertlik-yumusaklik hakkinda
bilgi vermektedir. Tim ¢rneklerin depolama stresi
boyunca sertlik degerlerinde 6nemli derecede
bir dusis gorilmustir (Cizelge 3). Katkili PE
ambalaj 10. ginde sertlik degeri bakimindan
ambalajsiz kontrole gore daha yiiksek iken 20.
ginde penetrasyon kuvveti (N) degerleri
bakimindan ornekler arasinda onemli bir fark
tespit edilmemistir (7>0.05).

Kivide olgunlasmayla birlikte meyve eti sertliginin
giderek azaldig1, bu azalmanin bircok enzimin
kontrolinde olan pektin metabolizmasindaki
etkinlikten ileri geldigi vurgulanmaktadir (17).
Ben-Arie ve ark. (1982) tarafindan kivilerin
depolanma periyodu boyunca olgunlasmasindaki
degisimler izerine yapilan ¢alismada hasattan
sonra meyve sertliginin zamanla azaldig
gozlemlenmistir (27). Meyve ve sebzelerin
yumusama hizinin esasinda dogrudan pektik
maddelerin parcalanma hizi ile orantili oldugu,
pektinlerin par¢alanmasinda rol alan en 6nemli
enzimin ise pektin esteraz oldugu bilinmektedir.

Gizelge 2. Farkli ambalaj malzemelerinin soguk depolamada kivi meyvesinin i¢ renk (L*a*b*) degerlerine etkisi
Table 2. Effect of different packaging materials on internal color values (L*a*b*) of kiwifruit during cold storage period

ic Renk (L*) Internal Color (L*)

0.gln Day 0 5.gln Day 5 10. gun Day 10 15. gln Day 15 20. gtn Day 20
K1 50.66+2.87* 49.28+4.02"* 47.35+4.96" 49.39+2.34" 49.74+1.59"
M1 50.66+2.87* 48.32+4.02* 49.24+3.52* 50.80+1.85* 49.37+5.06™
M2 50.66+2.87* 48.54+4.06"° 49.94+3.60* 46.99+3.98% 48.78+4.09"
ic Renk (a*) Internal Color (a*)
0.gln Day 0 5.gln Day 5 10. giin Day 10 15. glin Day 15 20. guin Day 20
K1 -6.68+0.80** -6.03+1.73" -6.24+1.217® -7.03+£1.01% -6.39+0.83%*
M1 -6.68+0.80* -6.79+1.02% -5.53+3.02* -5.89+1.33* -6.77+1.04%
M2 -6.68+0.80* -6.72+1.08* -6.49+0.93* -6.34+0.89"%* -5.83+1.06*
ic Renk (b*) Internal Color (b*)
0.gln Day 0 5.gln Day 5 10. guin Day 10 15. glin Day 15 20. gun Day 20
K1 22.66+1.69** 21.11+4.35% 21.69+3.43% 24.13+2.64* 22.64+1.98%*
M1 22.66+1.69"° 22.41£3.16" 22.02+2.64" 21.07+3.64% 23.97+3.49*
M2 22.66+1.69" 21.75£3.66"* 23.24+2.36* 21.00£2.12% 21.08+2.64%

" Her bir kolonda, ayni biylUk harfler uygulamalar arasinda P<0.05 dizeyinde onemli bir farkhligin bulunmadigini
gbstermektedir. Her bir satirda ayni kiigik harfler her bir uygulama igin depolama siresi agisindan P<0.05 diizeyinde 6nemli
bir farkhih@gin bulunmadigini géstermektedir. K1: Ambalajsiz kontrol, M1: Zeolit katkisiz PE, M2: Zeolit katkili PE

“ For each column, similar capital letters are not significantly different at P<0.05 among applications. For each application,
similar small letters in rows are not significantly different at P<0.05. K1: Unpackaged control, M1: Control PE with no zeolite,

M2: PE with zeolite.



Hasattan sonra pektin  esteraz  aktivitesi
yiikselmekte ve meyve ve sebzelerin yumusamasina
sebep olmaktadir (19, 28). Yapilan bu calismada
depolama slresi sonunda ambalajsiz 6rneklerin
penetrasyon kuvvetinin (N) ambalajli 6rneklere
yakin c¢cikmis olmasi, ambalajsiz 6rneklerde kiitle
kaybina bagli olarak kabukta olusan buiziisme ve
burusmalar nedeniyle penetrasyon kuvvetinin (N)
artti1 yontindedir. Ancak duyusal degerlendirmede
ambalajsiz kivi tekstirinin ambalajli 6rneklerden
daha yumusak oldugu da tespit edilmistir.

Kimyasal Kalite

Briks (%)

Cizelge 4'te yer alan briks (%) degerlerine
bakildiginda katkili PE ambalajli ve ambalajsiz
orneklerin briks (%) degerlerinde depolama stiresi
boyunca 6nemli bir degisim olmadig:, katkisiz
PE ambalajli 6rnekte ise depolama slresince
briks (%) degerinde 0. giine gére azalma oldugu
goOrilmistir. Depolama sonunda ise (20. giin)
ambalajli ve ambalajsiz Orneklerin briks (%)
degerleri arasinda istatistiksel acidan bir fark
olmadigi gozlenmistir (P>0.05). Actinidia deliciosa
‘Hayward’ gibi yesil meyve etli kivilerde
olgunlasma boyunca nisasta parcalanmast oldugu
belirtilmektedir (8, 29). Kivi meyvelerinin en
uygun yeme olumuna ulastiklari suda ¢ozintr
kuru madde oraninin %12 oldugu bildirilmektedir
(8, 30). Calismada 20 glin boyunca briks degerlerinde
onemli bir degisiklik olmamasi Orneklerin
olgunlasmasinin oldukca yavas bir diizeyde
seyrettigi seklinde yorumlanabilir.

PH

pH degerleri bakimindan genel olarak ambalajli
orneklerde depolama stiresi boyunca ¢cok dustik
diizeyde bir artis, ambalajsiz kontrol ¢rneginde

ise bir dists gozlenmistir (Cizelge 4). 20. glinde
katkisiz ve katkili PE torbalarin pH degerleri
(sirastyla 3.69 ve 3.68) arasinda fark goriilmemis,
ambalajsiz kontrol 6rneginin pH degeri (3.57) ise
ambalajli 6rneklerden daha disik bulunmustur
(P<0.05). Meyvenin olgunlugunun ilerlemesine
bagli olarak bircok meyvede genellikle asitligin
azaldigt, pH dizeyinde ise artis meydana geldigi
bilinmektedir (6, 31). Genel olarak meyve
olgunlasmasinin beraberinde pH'da degisim
yasanacagi goz ontine alindiginda; bu ¢alismada
depolama boyunca ambalajli 6rneklerin pH
degerlerinde onemli diizeyde degisim olmamasi
uriin olgunlasmasinin kontrol altinda oldugunun
bir gostergesi olarak dustintlebilir.

Titrasyon asitligi (%)

Titrasyon asitligi (%) degerleri Cizelge 4’de yer
almaktadir. Titrasyon asitligi (%) degerleri, pH
degerlerinin tersine ve bu degerlere uyumlu
olarak katkisiz ve katkili PE torbalarda (sirastyla
%1.13 ve %0.99) ambalajsiz kontrol 6rnegine
(%1.36) gore daha dusuktir (£<0.05). Kivi
meyvesinin  depolama periyodu boyunca
asitligindeki distis beklenen bir durum olmakla
beraber, yapilan calismalarda bu diistisiin mimkiin
oldugunca az bir egilim gostermesini saglamak
ve bu sayede meyvenin muhafaza kalitesini
korumak amaclanir (6). Asitlik (%) degerlerinin
korunmasi: bakimindan katkili PE ambalajla
katkisiz PE ambalaj arasinda onemli bir fark
olmadigt saptanmistir (P>0.05).

Duyusal Degerlendirme

Kivi meyvelerinde duyusal renk, tekstir, tat ve
genel Urtin begenisi puanlarinin yer aldig Cizelge
5’e bakildiginda katkili PE torbanin 20. giinde
kabul edilebilirlik sinurt olan 3’tin altina dismedigi

Cizelge 3. Farkli ambalaj malzemelerinin soguk depolamada kivi meyvesinde penetrasyon kuvvetine (N) etkisi
Table 3. Effect of different packaging materials on penetration force (N) of Kiwifruit during cold storage period

Penetrasyon Kuvveti (N) Penetration Force (N)

0.giln Day0 5.gln Day 5 10. glin Day 10 15. glin Day 15 20. giin Day 20
K1 24.94+2.77% 25.28+4.34" 20.75+3.96* 24.78+3.55" 18.15£2.81%*
M1 24.94+2.77* 21.09+4.58%* 21.96+5.50% 22.82+5.45%° 19.12+2.92%
M2 24.94+2.77* 23.10+5.80% 23.92+3.63* 19.75+1.59% 19.40+2.66"

* Her bir kolonda, ayni blylk harfler uygulamalar arasinda P<0.05 diizeyinde 6nemli bir farkhh@in bulunmadigini
gbstermektedir. Her bir satirda ayni kiiglik harfler her bir uygulama igin depolama siiresi acisindan P<0.05 diizeyinde 6nemli
bir farklihgin bulunmadigini géstermektedir. K1: Ambalajsiz kontrol, M1: Zeolit katkisiz PE, M2: Zeolit katkili PE

“ For each column, similar capital letters are not significantly different at P<0.05 among applications. For each application,
similar small letters in rows are not significantly different at P<0.05. K1: Unpackaged control, M1: Control PE with no zeolite,

M2: PE with zeolite.
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Cizelge 4. Farkl ambalaj malzemelerinin soguk depolamada kivi meyvesinin briks (%), pH ve titrasyon asitligi (%) degerlerine etkisi
Table 4. Effect of different packaging materials on brix (%), pH and titratable acidity (%) of kiwifruit during cold storage period

Briks (%) Brix (%)

0.gln Day 0 5.gun Day 5 10. gun Day 10 15.glin Day 15 20. gun Day 20
K1 13.45+£0.41* 13.25+1.56* 13.45+0.17* 13.13+£0.43* 13.38+£0.51*
M1 13.45+0.41% 12.63+0.49*° 12.75+0.37%* 11.98+0.34% 12.53+0.67*
M2 13.45+0.41% 13.03+0.17* 13.18+0.32% 12.58+0.55"* 12.73+0.90*

pH

0.gln Day0 5.gln Day 5 10. giin Day 10 15.glin Day 15 20. giin Day 20
K1 3.62+0.05"* 3.48+0.04* 3.70+0.05* 3.65+0.12%° 3.57+0.04%°
M1 3.62+0.05* 3.48+0.02* 3.63+0.03% 3.74+0.00* 3.69+0.01%
M2 3.62+0.05* 3.55+0.05* 3.65+0.04%* 3.64+0.04* 3.68+0.11%%

Titrasyon Asitligi (%) Titratable Acidity (%)

0.gln Day0 5.gln Day 5 10. guin Day 10 15. glin Day 15 20. giin Day 20
K1 1.28+0.09* 1.26+0.06" 1.23+£0.05* 1.10+0.16% 1.36+0.02*
M1 1.28+0.09" 1.11£0.07%° 1.20+0.03"* 1.05+0.01* 1.13+£0.12%
M2 1.28+0.09" 1.21+0.06"* 1.05£0.07%* 1.19£0.12" 0.99+0.14%

"2 Her bir kolonda, ayni biylk harfler uygulamalar arasinda P<0.05 dizeyinde onemli bir farkhligin bulunmadigini
gbstermektedir. Her bir satirda ayni kui¢ik harfler her bir uygulama igin depolama siresi agisindan P<0.05 diizeyinde 6nemli

bir farkhihgin bulunmadigini géstermektedir. K1: Ambalajsiz
% For each column, similar capital letters are not significan

kontrol, M1: Zeolit katkisiz PE, M2: Zeolit katkil PE
tly different at P<0.05 among applications. For each application,

similar small letters in rows are not significantly different at P<0.05. K1: Unpackaged control, M1: Control PE with no zeolite,

M2: PE with zeolite.

izlenmistir. Bunun yaninda kontrol 6rnekleri 20.
giinde kabul edilebilir sinirin altinda kalmastir.
Incelenen tiim duyusal niteliklerde 20. giinde en
ytksek puanlart katkilt PE ile ambalajli 6rnekler
almistir. Gozlenen bu sonuclar katkili PE ile
ambalajli 6rneklerin 20 giin depolanabilecegini
gostermektedir. Kiictiik (2006) tarafindan %5 ve
%10 KMnO, emdirilmis zeolit iceren ve icermeyen
HDPE torbalarla ambalajlanan kivi 6rneklerinde
2. haftada yapilan duyusal analiz sonuglarina gore
%10 KMnO/'l1 zeolitlerle paketlenen 6rneklerin
diger orneklere gore daha sert bulundugu, renk
degerlendirmesi agisindan ise ornekler arasinda
onemli bir fark bulunmadig: ifade edilmistir (19).
Depolama stiresinin sonuna kadar duyusal renk,
teksttir, tat ve genel begeni acisindan en begenilen
ornegin katkilt PE ambalajli 6rnek olmasi, bu
uygulamanin duyusal kaliteyi korumast acisindan
daha uygun oldugunu gostermektedir.

SONUC

Ambalajsiz kivi 6rneklerinde ekonomik ac¢idan
onemli sayilacak diizeyde kiitle kaybinin ortaya
ctkmast, kivi meyvesinin ambalajli olarak
muhafazasina gereksinim oldugunu ortaya

koymaktadir. Zeolit katkili PE ambalaj ile istenilen
denge gaz atmosferine depolamanin 5. giinlinde
ulasilmasi ile solunumun kontrol altina alindig:
ve bu sebeple fiziksel ve kimyasal 6zelliklerde
cok buyik degisim ortaya cikmadigt tespit
edilmistir. Katkili PE ambalajli 6rnekler ile kontrol
ornekleri arasinda en Onemli fark duyusal
ozelliklerde ortaya ¢cikmustir ve bu fark raf omri
acisindan belirleyici olmustur. Ambalajli ve
ambalajsiz kontrol orneklerinin raf dmri 15 giinle
smirli kalirken katkili PE ambalajli 6rneklerin
en az 20 gunlik raf omrine sahip olduklar
gorulmustir.

TESEKKUR

Calismaya katkilarindan dolayr Korozo Ambalaj
San. ve Tic. A.S.’ye (Istanbul) ve laboratuvar
denemelerine yardimci olan yuksek lisans
ogrencileri Elif Postoglu, Meliha Oztiirk ve
Tuncay Tiribolulu’ya tesekkiir ederiz.

Bu makale, aniden ve ¢ok erken kaybettigimiz
ve gida ambalajlama alaninda cok buytk emekleri
olan, bu calismanin gerceklestigi ambalajlama
laboratuvarinin kurulmasinda da ¢nemli katkilar
olan Muharrem Demir’in anisina atfedilmistir.



Cizelge 5. Farkli ambalaj malzemelerinin soguk depolamada kivi meyvesinin duyusal renk, tekstir, tat ve genel be@enisi Uzerine etkisi
Table 5. Effect of different packaging materials on sensorial color, texture, taste and general acceptability of kiwifruit during

cold storage period
Renk Color

0.gin Day 0 5.gun Day 5 10. gun Day 10 15.gin Day 15 20. gin Day 20
K1 5.00+0.00* 3.33+1.03* 3.67+1.03* 3.67+1.03* 2.67+0.82**
M1 5.00+0.00* 3.17+1.17% 3.83+0.75% 3.67+0.82* 2.17+0.75%
M2 5.00+0.00* 3.331£0.82* 3.83+0.75" 4.00+0.89* 3.33£0.82*

Tekstlr Texture

0.giln Day0 5.gln Day 5 10. glin Day 10 15. glin Day 15 20. giin Day 20
K1 5.00£0.00* 3.6710.82** 3.17£0.75% 3.83+0.75" 2.17+0.75*
M1 5.00+0.00* 3.00£0.63%* 3.67+0.82% 2.83+0.98%* 2.33+0.82"
M2 5.00+0.00* 4.00+0.63* 3.83+0.98** 4.17+0.75 3.17+0.75*

Tat Taste

0.gln Day0 5.gln Day 5 10. giin Day 10 15.glin Day 15 20. giin Day 20
K1 5.00+0.00* 3.50+1.05% 3.67+0.82** 4.17+0.75 2.67+1.03*
M1 5.00+0.00* 3.00+1.26%° 3.50+0.84% 3.00+1.26%° 2.17+0.75*
M2 5.00+0.00* 4.33+0.52** 3.83+1.17%° 3.33+1.37%* 3.00+0.63*

Genel Uriin Begenisi General Acceptability

0.gin Day 0 5.gun Day 5 10. gun Day 10 15.gin Day 15 20. gun Day 20
K1 5.00+0.00* 3.67+0.82% 3.67+0.82% 3.83+0.75% 2.67+0.52%
M1 5.00+0.00* 2.50+0.84% 3.50+1.22% 3.50+1.22% 1.8310.41%
M2 5.00+0.00* 4.50+0.55%® 3.67+1.21%* 4.00+0.63"* 3.33+0.52*

" Her bir kolonda, ayni biylk harfler uygulamalar arasinda P<0.05 dizeyinde &nemli bir farkhiligin bulunmadigini
gostermektedir. Her bir satirda ayni kuiglik harfler her bir uygulama i¢in depolama suresi agisindan P<0.05 diizeyinde 6nemli
bir farklihgin bulunmadigini géstermektedir. K1: Ambalajsiz kontrol, M1: Zeolit katkisiz PE, M2: Zeolit katkili PE

4@ For each column, similar capital letters are not significantly different at P<0.05 among applications. For each application,
similar small letters in rows are not significantly different at P<0.05. K1: Unpackaged control, M1: Control PE with no zeolite,

M2: PE with zeolite.

KAYNAKLAR

1. Oey I, Lille M, Van Loey A. 2008. Effect of
high-pressure processing on colour, texture and
flavour of fruit- and vegetable-based food products:
a review. Trends Food Sci Technol. 19(6): 320-8.

2. Tavarini S, Degl'Innocenti E, Remorini D, Massai
R, Guidi L. 2008. Antioxidant capacity, ascorbic
acid, total phenols and carotenoids changes during
harvest and after storage of Hayward kiwifruit.
Food Chem. 107(1): 282-8.

3. Karacay E, Ayhan Z. 2010. Microbial, physical,
chemical and sensory qualities of minimally
processed and modified atmosphere packaged
"ready to eat" orange segments. [nt J Food Prop.
Aug 12; 13(5): 960-71.

4. Karacay E, Ayhan Z. 2010. Physiological,
physical, chemical characteristics and sensory
evaluation of minimally processed grapefruit
segments packaged under modified atmosphere.
J Agric Sci. 16: 129-30.

5. Robertson GL. 2016. Food packaging: principles
and practice. CRC press, Boca Raton, Florida,
USA, 683 p.

6. Duman G. 2011. Kivi (Actinidia deliciosa)
Meyvesinde farkli hasat sonrasi uygulamalar ve
farkli ambalaj tiplerinin depolama siiresi ve meyve
kalitesi tizerine etkileri. Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bahce Bitkileri
Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi, Canakkale,
Turkiye, 53 s.

7. Ferguson, A.R. 1999. New temperate fruits:
Actinidia chinensis and Actinidia deliciosa. In:
Perspectives on new crops and new uses, J.
Janick (ed.), ASHS Press, Alexandria, Virginia,
USA, pp. 342-347.

8. Yildirim 1. 2010. "Hayward" kivi ¢esidinin normal
ve kontrolli atmosfer kosullarinda depolanmast
tizerine arastirmalar. Akdeniz Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisi Bahce Bitkileri Anabilim Dali
Doktora Tezi, Antalya, Tirkiye, 180 s.

285



286

E. Sezer, Z. Ayhan, T. Celikkol, F. Glner

9. Guinay K. 2009. Ordu ekolojisinde yetistirilen
"Hayward" (A. deliciosa Planch) kivi cesidinde
onemli meyve kalite 6zelliklerinin rakim ve yoneye
gore degisimi. Ordu Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisi Bahce Bitkileri Anabilim Dali Yiksek
Lisans Tezi, Ordu, Turkiye, 81 s.

10. Crisosto CH, Kader AA. 1999. Kiwifruit:
postharvest quality maintenance guidelines. Dep
Pomol Univ Calif Davis, CA, USA, 9 p.

11. Arpaia ML, Mitchell FG, Mayer G. 1994.
Cooling, storage, transportation and distribution.
In: Kiwifruit Growing and Handling, Hasey JK,
Johnson RS, Grant JA, Reil WO (eds.), ANR
Publications, University of California, Davis,
USA, pp. 108-115.

12. Hoffman NE, Yang SF. 1980. Changes of
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid content
in ripening fruits in relation to their ethylene
production rates. J Am Soc Hortic Sci., 105(4):
492-5.

13. Oz AT. 2006. Farkli zamanlarda hasat edilen
kivilerde (Actinidia deliciosa cv. Hayward)
normal ve kontrollii atmosfer kosullarinda soguk
muhafaza stiresinin etilen biyosentezine etkisi.
Uludag Universitesi Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Doktora Tezi, Bursa, Tuirkiye, 154 s.

14. Harman JE, McDonald B. 1989. Controlled
atmosphere storage of kiwifruit. Effect on fruit
quality and composition. Sci Hortic (Amst.).
37(4): 303-15.

15. Antunes MDC, Sfakiotakis EM. 2002. Chilling
induced ethylene biosynthesis in "Hayward"
kiwifruit following storage. Sci Hortic (Amst.),
92(1): 29-39.

16. Rocculi P, Romani S, Rosa MD. 2005. Effect of
MAP with argon and nitrous oxide on quality
maintenance of minimally processed kiwifruit.
Postharvest Biol Technol. 35(3): 319-28.

17. Oz AT, Eris A. 2009. Kontrollii atmosfer (KA)
ve normal atmosfer (NA) kosullarinda depolamanin
farkli zamanlarda derilen "Hayward" (Actinidia
Deliciosa) kivi ¢esidinin kalite degisimine etkisi,
GIDA 34(2): 83-89.

18. Latocha P, Krupa T, Jankowski P, Radzanowska
J. 2014. Changes in postharvest physicochemical
and sensory characteristics of hardy kiwifruit
(Actinidia arguta and its hybrid) after cold storage
under normal versus controlled atmosphere.
Postharvest Biol Technol. 88: 21-33.

19. Kiigiik V. 2006. Bazi meyve ve sebzelerde raf
omrinin uzatilmasi icin  zeolitle birlikte
paketlemenin trintin kalite 6zelliklerine etkisinin
incelenmesi. Ege Universitesi Fen Bilimleri Ensti-
tisti Gida Mthendisligi Anabilim Dali Yiiksek Li-
sans Tezi, [zmir, Turkiye, 161 s.

20. Hu Q, Fang Y, Yang Y, Ma N, Zhao L. 2011.
Effect of nanocomposite-based packaging on
postharvest quality of ethylene-treated kiwifruit
(Actinidia deliciosa) during cold storage. Food
Res Int. 44(6): 1589-96.

21. AOAC., 2005. Official Methods of Analysis.
18" Edition Arlington, Virginia, USA.

22. Mastromatteo M, Mastromatteo M, Conte A,
Del Nobile MA. 2011. Combined effect of active
coating and MAP to prolong the shelf life of
minimally processed kiwifruit (Actinidia deliciosa
cv. Hayward). Food Res Int. 44(5): 1224-30.

23. Arpaia, ML, Mitchell, FG, Kader, AA, Mayer, G.
1985. Effects of 2% O, and varying concentrations of
CO, with or without C,H, on the storage performance
of kiwifruit. J Am Soc Hortic Sci, 110(2): 200-203.
24. Finnegan E, O’Beirne D. 2015. Characterising
and tracking deterioration patterns of fresh-cut
fruit using principal component analysis - Part 1.
Postharvest Biol Technol. 100: 73-80.

25. Talens P, Martinez-Navarrete N, Fito P,
Chiralt A. 2002. Changes in optical and mechanical
properties during osmodehydrofreezing of kiwi
fruit. Innov Food Sci Emerg Technol. 3(2): 191-9.
26. Maskan M. 2001. Kinetics of colour change of
kiwifruits during hot air and microwave drying. /
Food Eng. 48(2): 169-75.

27. Ben-Arie R, Gross ], Sonego L. 1982. Changes
in ripening-parameters and pigments of the Chinese
gooseberry (kiwi) during ripening and storage.
Sci Hortic (Amst.), 18(1): 65-70.

28. Wills, R, McGlasson, B, Graham, D, Joyce, D,
Rushing, JW. 1999. Postharvest: An introduction
to the physiology and handling of fruit, vegetables
and ornamentals. J Vegetable Crop Prod. 4(2): 83-84.
29. Possingham JV, Coote M, Hawker JS. 1980.
The plastids and pigments of fresh and dried
Chinese gooseberries (Actinidia chinensis). Ann
Bot. 45(5): 529-33.

30. Hewett EW, Kim HO, Lallu N. 1999. Postharvest
physiology of kiwifruit: the challenges ahead.
Acta Hortic. 498: 203-216.

31 Galeta GJ. Himelrick DG (eds.). 1990. Small
Fruit Crop Management. 1* edition, Prentice Hall
Englewood Clifts, New Jersey, USA, 602 p.



GIDA Arastirma/Research
GIDA (2017) 42 (3): 287-296
THE JOURNAL OF FOOD doi: 10.15237/gida.GD16087

E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070

TEKIiRDAG'DA SATISA SUNULAN IHLAMUR (TILIA SPP.)
VE KUSBURNU (ROSA CANINA) ORNEKLERINDE
AFLATOKSIN VARLIGININ ARASTIRILMASI
Nuray Can, Serap Durakli Velioglu*

Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Mithendisligi Boliimii, Tekirdag
Gelis / Received: 02.09.2016; Kabul / Accepted: 17.12.2016; Online baski / Published online: 02.03.2017

Can, N., Durakli Velioglu, S. (2017). Tekirdag'da satisa sunulan ithlamur (7#/ia spp.) ve kusburnu (Rosa canina)
orneklerinde aflatoksin varligmin arastirilmast. GIDA (2017) 42 (3): 287-296 doi: 10.15237/gida.GD16087

Oz

Bu calismada, Tekirdag ili ve ilcelerindeki farkli satis noktalarindan temin edilen 15 adet thlamur ve 15
adet kusburnu 6rneginde, aflatoksin B, (AFB,)), B, (AFB,), G, (AFG)) ve G, (AFG,) varligit HPLC yontemi
ile arastirdmustir. Ayrica, 6rneklerde nem, su aktivitesi (a,) tayini, toplam mezofilik aerobik bakteri ve
toplam maya kif sayimi da yapilmustir. Aflatoksin analizi sonucunda, thlamur 6rneklerinden birinde
0.158 pg/kg AFG, ve 0.168 ng/kg AFG,, bir digerinde ise 0.162 pg/kg AFG, bulunmus, 6rneklerdeki
aflatoksin miktarlarinin yasal limitlerin altinda oldugu belirlenmistir. Diger ihlamur ve kusburnu
orneklerinde ise, diizeyi tayin limitinin (AFB,, AFB,, AFG, ve AFG, icin sirastyla 0.155, 0.168, 0.150,
0.162 pg/kg) altinda olmakla birlikte, incelenen aflatoksinlerden en az biri tespit edilmistir. Bu calismada
incelenen orneklerde dusik dizeyde de olsa aflatoksinlerin tespit edilmesi, ozellikle hassas tiketici
gruplart tarafindan bitki cayr olarak tiketilebilen thlamur ve kusburnu gibi tirtinlerde aflatoksinlerin
bulunabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksinler, thlamur, kusburnu, mikotoksin

DETERMINATION OF AFLATOXINS IN LINDEN (71LIA SPP.) and
ROSEHIP (ROSA CANINA) SAMPLES SOLD IN TEKIRDAG PROVINCE

Abstract

Aflatoxin B, (AFB,), B, (AFB,), G, (AFG)) and G, (AFG,) contents of 15 linden and 15 rosehip provided
from supermarkets, herbalists and bazaars in Tekirdag province were investigated using HPLC method.
Samples were also assayed for moisture, water activity (a,), total mesophilic aerobic bacteria (TMAB)
and total yeast and mould counts. One of the linden samples was determined to contain AFG, and
AFG, at levels of 0.158 pg/kg and 0.168 pg/kg, respectively. AFG, content of another linden sample
was determined to be 0.162 png/kg. Aflatoxin levels of these samples were lower than the maximum
permissible levels. The rest of the samples were determined to be contaminated with at least one of the
four aflatoxins with levels below LOQ (0.155; 0.168; 0.156; 0.162 pg/kg for AFB,, AFB,, AFG,, AFG,,
respectively). The existence of aflatoxins in the samples even in low levels shows that plant materials
such as linden and rosehip consumed as herbal tea by sensitive consumer groups may contain aflatoxins.

Keywords: Aflatoxins, linden, rosehip, mycotoxin
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GIRIS

Cay bitkisi (Camellia sinensis) disindaki herhangi
bir tibbi veya aromatik bitkiden hazirlanan
caylar olarak tanimlanabilen bitki caylari,
glinimuzde saglik tizerine faydali etkileri sebebiyle
kullanilmanin yani sira, siyah caya alternatif bir
sicak icecek olarak da siklikla tiiketilmektedir (1,
2). Cay yapiminda kullanilan bitkilerin icerdigi
antioksidan aktiviteye de sahip; A, C, E vitaminleri
ve fenolik bilesikler gibi bircok maddenin,
hastaliklart 6nleme ve tedavi etmedeki rollerinin
anlasilmast ile bitki caylarina olan ilgi son yillarda
onemli olctide artmustir (3, 4). Ulkemizde,
yetiskinler tarafindan tercih edildigi gibi cocuklara
da icirilen bitki caylarinin basinda thlamur ve
kusburnu gelmektedir (5-7).

Hentiz yetistirilme asamasinda dahi toprak, hava, su
gibi dis etmenlere bagli olarak mikroorganizmalarin
kontaminasyonuna ag¢ik olmalarn ve tiiketime hazir
hale gelmeden o6nce bunlari elimine etmeye
yonelik cok az islemden ge¢meleri nedeniyle,
cay yapiminda kullanilan bitkiler, mikrobiyolojik
acidan tehlikeli hale gelebilmektedir (8-10).
Atmosferde yaygin olarak bulunmalarindan dolay1
kifler, bitki caylarinin da aralarinda yer aldig:
bitkisel materyalde en sik karsilasilan kontaminantlar
arasinda yer almaktadir. Bu tiirden bitkiler,
aralarinda toksijenik tiirlerin de yer aldig: kiifleri
yiksek dizeyde barindirabilmektedir (8, 11-14).
Toksijenik kiiflerin varligi mikotoksin olusumu
riskini de beraberinde getirmektedir (15).

Aflatoksinler, Aspergillus cinsine ait farkli tirler
tarafindan olusturulan ve tizerinde en cok arastirma
yapilan mikotoksin grubudur. Bir kumarin halkaya
bagli dihidrofuran veya tetrahidrofuran yapidadir
(16). Gliniimiizde tanimlanan aflatoksin tirevleri
sayisinin 20’nin Uzerinde oldugu bilinmekle
birlikte, aflatoksin B, (AFB,), aflatoksin B,
(AFB,), aflatoksin G, (AFG,) ve aflatoksin G,
(AFG,) bu grubun en 6nemli toksinleri olarak
gorilmektedir (16-18). Gidalarda en sik karsilasilan
aflatoksin Ureticisi iki ana tirden biri olan
Aspergillus flavus, AFB, ve AFB,, Aspergillus
parasiticus ise AFB,, AFB,, AFG, ve AFG,
uretebilmektedir (19, 20). Bu iki kuf dinya
genelinde gidalarda bulunan aflatoksinlerden
buyik oranda sorumlu tutulmaktadir (21).

Aflatoksinler, karsinojenik, teratojenik, mutajenik
ve hepatotoksik etkileri nedeniyle, insan ve hayvan
sagligina yonelik ciddi tehlike olusturmaktadir
(22). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (IARC)
tarafindan aflatoksinler "Grup I Insanlar ic¢in
karsinojen" olarak smiflandirdmistic  (21).
Aflatoksinlerin, kuru yemisler, kurutulmus
meyveler, tahillar, baharatlar, yumurta, sit,
peynir, yogurt gibi UrlGnlerde bulunabildigi
bilinmektedir (20, 23, 24). Bununla birlikte,
siklikla tibbi amaclarla kullanilan thlamur ve
kusburnunun da aralarinda yer aldigi bitki caylarinda
aflatoksinler ve diger mikotoksinlerin varligini
tespit etme amaciyla yapilmis az sayida c¢alisma
mevcuttur (25-28). Bu nedenle bu calismada,
insan saglig: Gzerine olumsuz etkileri oldugu
bilinen aflatoksinlerin, cayi yapilarak yaygin
sekilde tuketilen thlamur ve kusburnundaki
varliginin HPLC gibi hassas bir yontemle belirlenmesi
amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, Tekirdag ve il¢celerinde bulunan
ve tesadifi ornekleme yontemiyle secilen aktar,
market ve semt pazarlarindan olusan 30 farkli
satis noktasindan, 2015 yili Subat ve Mart aylarinda
ambalajsiz olarak temin edilen 15 adet ithlamur
ve 15 adet kusburnu 6rnegi kullanilmistir.

Nem tayini, su aktivitesinin belirlenmesi ve
mikrobiyolojik analizler

Thlamur ve kusburnu 6rneklerinin nem degerleri
etiv (Drying Oven DHG-9055A) kullanilarak
105 °C’de belirlenmistir (29). Su aktivitesi tespiti
icin su aktivitesi tayin cihazi (Decagon Device,
Pullman WA, ABD) kullanilmistir (30). Her bir
ornekten hazirlanan diltisyonlardan, TMAB sayimu
icin Plate Count Agar (PCA, Merck) besiyerine
ylizeye yayma yontemi ile ekim yapilmis ve 48
saat stre ile 28-30 °C'de inkiibasyona birakilmistir
(31). Maya ve kiflerin sayimi amaciyla Potato
Dextrose Agar (PDA, Merck) besiyeri kullanilmis
ve ylzeye yayma yontemi ile ekim yapilip, 25
°C’de 5 giinlik inkibasyon gerceklestirilmistir
(12). Inkiibasyonun ardindan gelisen koloniler
sayilmis ve sonuclar "koloni olusturan birim/
gram" (kob/g) olarak ifade edilmistir.



Aflatoksin analizi

Aflatoksin analizine ait ekstraksiyon ve saflastirma
asamalari, R-Biopharm Firmas: tarafindan
onerilen yontemde kismen degisiklik yapilarak
gerceklestirilmistir (32-34). Thlamur ve kusburnu
ornekleri 6ncelikle blenderda (Waring Commercial
Laboratory Blender, ABD) 6giitiilmiis ve homojenize
edilmistir. Hassas terazide (Precisa, XB 220A,
Precisa Gravimetrics AG, Isvicre) 50 g oérnek
tartilmis, tizerine 300 mL asetonitril/metanol (1:1,
v:v) karisimi ve 4 g NaCl eklenerek aflatoksinler
ekstrakte edilmistir. Karistm Whatman no:4 filtre
kagidindan stzulmustir. Stizintinin 3 mL’si
pipet yardimiyla bir behere alinarak, Uizerine 12
mL fosfat tamponu (PBS) eklenerek, siiztinti
seyreltilmistir. Saflastirma asamasinda kullanilacak
immunoaffinite  kolon  (EASI-EXTRACT®
AFLATOXIN, R-Biopharm AG, Darmstadt,
Almanya) 6ncelikle vakum manifoldu (Supelco
Visiprep 57030-U, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Almanya) ve vakum pompasi (Isolab GM-0.5,
Interlab, Tirkiye) kullanilarak 5 mL/dak. hizla 10
mL PBS gecirilerek sartlandirilmistir. Daha sonra
seyreltilmis filtrat (0.5 g Ornege tekabiil eden) 3
mL/dak. hizla, antikorlarla toksinlerin birbirine
baglanacagi EASI-EXTRACT® AFLATOXIN
kolondan gecirilmistir. Ardindan 20 mL PBS,
5 mL/dak. hizla gecirilerek kolon yikanmustir.
Aflatoksinler, kolondan saniyede 1 damla gececek
sekilde 1 mL metanol ile elue edilmistir. Ayrica
kolondan 1 mL saf su gecirilerek ayni vialde
toplanmis, elde edilen 2 mL’lik 6rnek, 0.45 pm
25 mm capinda PTFE Syringe filtre kullanilarak
suziildikten sonra amber renkli cam viale alinarak
HPLC de analiz edilmistir. Ornekler analiz edilinceye
kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

HPLC ile Aflatoksin analizi, izokratik kosullarda
ayrintist asagida aciklanan yontem (33, 35)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Shimadzu HPLC
sisteminde (LC-20 AT, Shimadzu, Japonya), RF-20A
model floresans dedektor (Shimadzu, Japonya)
360 nm eksitasyon ve 433 nm emisyon dalga
boylarina ayarlanmistir. Calismada Inertsil (GL
Sciences, Inc., CA, ABD) ODS-3 C18 paslanmaz
celik kolon (150 x 4.6 mm, 5 pm) kullanilmustir.
Su/asetonitril/metanol (6:2:3, v:v:v)’den olusan
mobil faz, litrede 350 pL, 4 M nitrik asit (HNO,),
120 mg potasyum bromir (KBr) icerecek sekilde
hazirlanmus, filtre edilmis ve ultrasonik banyoda
(Wise Clean, Wisd Lab. Inst.) 10 dak. bekletilerek

gazi giderilmistir. Akis hizt 1.0 mL/dak. olarak
ayarlanmustir. Enjeksiyon isleminden 6nce sisteme
bagli olan ve 30 dak. streyle sartlandirilmis olan
Kobra Cell (R-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow,
Iskocya) ile aflatoksinlerin tiirevlendirilmesi
saglanmistir. 100 pL ekstrakt HPLC sistemine
enjekte (SIL-20A oto enjeksiyon sistemi) edilerek
analiz gerceklestirilmistir. Orneklerdeki aflatoksin
konsantrasyonlari, aflatoksin kalibrasyon grafikleri
kullanilarak LC Solutions paket programi ile
hesaplanmustir.

Orneklerin analizi éncesinde, aflatoksin standardi
(R-Biopharm AG, Darmstadt, Almanya) kullanilarak
hazirlanan stok ¢ozelti ile farkli konsantrasyonda
aflatoksin standart c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Aflatoksin konsantrasyonuna karsilik, HPLC
kromatograminda elde edilen pik alanlart grafige
gecirilerek aflatoksin kalibrasyon grafigi, LC Solutions
paket programi kullanilarak olusturulmustur.
Tespit limiti (Limit of Detection; LOD) ve tayin
limiti (Limit of Quantification; LOQ), metodun
standart sapma degerine dayanan hesaplama
yontemi ile hesaplanmistir (36). Thlamur ve
kusburnu icin geri alma oranlarini belirlemek
amactyla, toplam 4 pg/kg aflatoksin icerecek
sekilde calisma ¢ozeltisi ile kontamine edilmis
ornekler, ayrintist yukarida agiklanan ekstraksiyon
ve saflastirma asamalarindan gecirilmistir. Elde
edilen stiztintiiler, cam viallere alinarak HPLC’de
analiz edilmis ve geri alma oranlart hesaplanmustir.

SONUC VE TARTISMA

Ihlamur ve kusburnu 6rneklerinin nem ve
su aktivitesi degerleri

Ihlamur 6rnekleri nem miktarlari ortalamasi
%10.97 olarak bulunmus ve nem degerlerinin
%8.69-%15.17 arasinda degistigi belirlenmistir.
Kusburnu 6rneklerinin nem miktarlari %7.89-%24.23
araliginda bulunmus ve ortalama nem miktari
9%14.58 olarak tespit edilmistir. Ttrkben ve ark.
(37) kurutulmus kusburnu meyvelerinde nem
miktarint %20.77 olarak bulmustur. Vidovic ve
ark. (38) kusburnu meyvelerinde nem miktarint
9%7.54-8.31 olarak bildirmistir. Aradaki farkliligin,
cevresel etmenler, yetisme kosullari, meyvelerin
olgunluk diizeyi, kurutma ve depolama sartlari
(37) gibi faktorlerden kaynaklanabilecegi
dustntlmektedir. Thlamur oOrneklerine ait su
aktivitesi degerleri 0.57-0.61 araliginda bulunmus
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olup, ortalamasi 0.58 olarak belirlenmistir.
Kusburnu 6rnekleri incelendiginde, su aktivitesi
degerlerinin 0.53-0.76 araliginda oldugu tespit
edilmis ve ortalama su aktivitesi degeri 0.62 olarak
hesaplanmustir. Bu degerlerin Dagdelen ve ark.
(39) tarafindan ham bitki cayr numunelerinde elde
edilen sonuglar ile Ozay ve ark. (40) ve Kolb (41)
tarafindan ortaya konulan sonugclara yakin oldugu
anlasilmaktadir.

Ihlamur ve kusburnu 6rneklerinin
mikrobiyolojik analiz sonuclari
Mikrobiyolojik analizi yapilan ithlamur 6rneklerinde
maya kif kontaminasyonunun 6 Ornekte
<1.0x10°* kob/g, diger orneklerde ise 3.0x10%
1.2x10° kob/g araliginda oldugu tespit edilmistir.
Bu bulgular, 6nceki calismalarda thlamurda 10*-10°
kob/g maya kif tespit eden arastirmacilarin ortaya
koydugu sonuclar ile ortiismektedir (26, 28, 41).
Kusburnu ornekleri incelendiginde maya kuf
diizeyleri <1.0x10*-3.6x10° kob/g olarak belirlenmistir.
Bu calismada kusburnu 6rneklerinde tespit edilen
maya kif dizeyi, Kaya (42) (<1.0x10* kob/g) ve
Arslan (28) (<1.0x10'-2.1x10" kob/g) tarafindan
bildirilen sonuclardan daha yiiksektir. Bu
durumun, bahsi gecen calismalarda incelenen
orneklerin ambalajli olarak temin edilmesinden
kaynaklanabilecegi distiniilmektedir. Incelenen
thlamur 6rneklerinde TMAB sayisinin 2 Ornekte
1.0x10° kob/g’dan az oldugu, geriye kalan 13
ornekte ise 3.9x10%-4.3x10° kob/g arasinda oldugu
saptanmustir. Bu degerler, Kolb (41) ve Kaya (42)
tarafindan yapilan c¢alismalarda thlamurda
belirlenen TMAB bulgularina (9.8x10° kob/g ve
<10*-10° kob/g diizeyinde) yakinlik gostermektedir.
Ancak calismada tespit edilen bu degerlerin, Scolari
ve ark. (31) tarafindan ortaya konulan ortalama
4.0x10° kob/g sonucundan ise yiiksek oldugu
anlasilmaktadir. Kusburnu 6rneklerinde TMAB
diizeyinin, 7 6rnekte 1.0x10° kob/g’dan az oldu-
gu, diger orneklerde ise 6.4x10' kob/g’a ulastig
tespit edilmistir. Bu sonug, kusburnunda 2.7x10°
kob/g TMAB tespit eden Kaya (42) tarafindan ortaya
konulan bulgular ile benzerlik gostermektedir.
Bu calisma sonucu, ihlamur ve kusburnu
orneklerinde belirlenen maya kiaf ve TMAB
diizeyinin, Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeligine ve THIE (Tea and Herbal
Infusions Europe) tarafindan yapilan diizenlemelere
uygun oldugu anlasilmaktadir (43, 44).

Ihlamur ve kusburnu orneklerinin
Aflatoksinler acisindan degerlendirilmesi

Orneklerdeki aflatoksin konsantrasyonlarina iliskin
hesaplamalar, aflatoksin kalibrasyon grafikleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. AFB,, AFB,,
AFG, ve AFG,nin kalibrasyon grafiklerine ait R?
degerleri sirasiyla 0.998, 0.997, 0.998 ve 0.997
olarak tespit edilmistir. Alikonma zamanlari,
AFB, icin 15.5, AFB, icin 12.9, AFG, icin 11.5 ve
AFG, icin 9.7 dakika olarak belirlenmistir. AFB,,
AFB,, AFG, ve AFG, icin hesaplanan LOD
degerleri sirastyla 0.046, 0.050, 0.047 ve 0.049,
LOQ degerleri ise sirastyla 0.155, 0.168, 0.156 ve
0.162 olarak bulunmustur. AFG,, AFG,, AFB, ve
AFB, icin belirlenen geri alma oranlar ise
thlamurda, sirasiyla %71.6, %90.0, %101.2,
%100.6 ve kusburnunda sirastyla %81.2, %98.2,
%108.8, %109.6 olarak hesaplanmustir. Tlirk Gida
Kodeksi 2011/32 no’lu "Gidalardaki Mikotoksin
Limitlerinin Resmi Kontrolii I¢cin Numune Alma,
Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri
Tebligi"nde, aflatoksin analizlerinde 1-10 pg/kg
konsantrasyon araligi icin geri alma oranlarinin
%70-110 olmast gerektigi bildirilmektedir (45).
Bu calismada elde edilen geri alma oranlarinin
s6z konusu teblige uygun oldugu gortlmektedir.
Thlamur ve kusburnuna ait geri alma calismasi
ornek kromatogramlart Sekil 1’de verilmistir.

Thlamur ve kusburnu orneklerinde HPLC ile
yapilan aflatoksin analizi sonuclar1 Cizelge 1'de
gosterilmektedir.

Orneklerin tamaminda, incelenen aflatoksinlerden
en az biri tespit edilmistir. Calismada incelenen
thlamur 6rneklerinin %47’sinde yalnizca AFG, ve
kusburnu orneklerinin %87’sinde yalnizca AFG,
veya AFG, tespit edilmistir. Bu durum, Hiscocks
(46)'un bildirdigi gibi bazi Aspergillus tirlerinin
yalnizca G grubu aflatoksinleri tiretmesi ile iliskili
olabilir. Yalnizca iki adet thlamur 6rneginin,
LOQ degerlerinin tzerinde aflatoksin icerdigi
belirlenmistir. Bunlardan birinde 0.158 ng/kg
AFG, ve 0.168 pg/kg AFG,, digerinde ise 0.162
prg/kg AFG, bulunmustur. Tirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeligi'nde bitki ¢aylarma iliskin
bir diizenleme bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
calismada elde edilen degerlerin, ayni yonetmelikte
yer alan kurutulmus meyveler (aflatoksin B, i¢in 8
pg/kg, toplam aflatoksin (AFB,+AFB,+AFG,+AFG,)
icin 10 pg/kg) ve baharatlarda (aflatoksin B,
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Sekil 1. Aflatoksinlerin geri alim ¢alismasinda elde edilen kromatogramlar; (a) thlamur, (b) kusburnu
Figure 1. Chromatograms obtained from the study of recovery of aflatoxins; (a) linden, (b) rosehip

icin 5 pg/kg, toplam aflatoksin icin 10 pg/kg)
bulunabilecek maksimum aflatoksin limitlerinin
altinda oldugu ifade edilebilir (47). Bu ¢alismanin
aksine, literatiirde thlamur ve kusburnunda
aflatoksinlerin yiiksek miktarlarda belirlendigini
bildiren ¢alismalar da vardir. Ulkemizde organik
bitkisel trlnlerin incelendigi bir ¢calismada, ELISA
yontemi kullanilarak analiz edilen 5 ihlamur
orneginin 2’sinde AFB, tespit edilmemis, diger
3 ornekte ise 0.051, 1.329 ve 40.647 pg/kg
diizeylerinde AFB, belirlendigi bildirilmistir (28).

Arslan (28) tarafindan yapilan bu calismada,
incelenen 6 adet kusburnu 6rneginin 4 tanesinde
AFB,; saptandigi ve miktarlarin 20.695-52.500
pg/kg araliginda oldugu bildirilmistir. Ayrica
incelenen 4 adet kusburnu ve 1 adet ithlamur
orneginde saptanan AFB,; miktarinin yasal limitleri
astigt bildirilmistir. Rizzo ve ark. (48) tarafindan
yapilan calismada da, incelenen thlamur 6rneklerinde
AFB, ve AFB, tespit edildigi bildirilmistir. Bununla
birlikte thlamur ve kusburnunda aflatoksin tespit
edilmedigini bildiren calismalar da mevcuttur
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Gizelge 1. lhlamur ve kusburnu érneklerine ait AFB,, AFB,, AFG4, AFG, degerleri
Table 1. AFBy, AFB,, AFGy, AFG, values in linden and rosehip samples

Ornek No Ornek Tarli  Ornegin Alindigi Yer ~ AFB; AFB, AFG; AFG,
Sample Number  Sample Type Place of Sampling (ug/kg)? (na/kg)? (Hgrkg)? (Hgrkg)?
1 Ihlamur Aktar TE TE TE >LOD®
2 Ihlamur Market >LOD® >LOD* TE >LOD®
3 Ihlamur Aktar >LOD® TE >LOD* >LOD*
4 Ihlamur Aktar TE TE TE >LOD°
5 Ihlamur Aktar >LOD® >LOD* 0.158 0.168
6 Ihlamur Aktar TE TE TE >LOD*
7 Ihlamur Pazar TE TE TE >LOD®
8 Ihlamur Pazar TE TE TE >LOD¢
9 Ihlamur Market TE TE TE >LOD®
10 Ihlamur Pazar TE TE >LOD*® >LOD®
11 Ihlamur Market TE >LOD*° >LOD* >LOD®
12 Ihlamur Pazar TE TE >LOD* >LOD¢
13 Ihlamur Aktar >LOD® TE TE 0.162
14 Ihlamur Aktar TE TE >LOD*® >LOD®
15 Ihlamur Aktar TE TE TE >LOD*
1 Kusburnu Aktar TE TE TE >LOD°
2 Kusburnu Market TE TE >LOD* TE
3 Kugburnu Aktar TE TE >LOD¢ TE
4 Kusburnu Aktar TE TE >LOD¢ TE
5 Kugburnu Aktar TE TE >LOD* TE
6 Kusburnu Aktar TE TE >LOD* TE
7 Kusburnu Aktar TE TE >LOD*® TE
8 Kusburnu Aktar TE TE >LOD? TE
9 Kugburnu Aktar TE TE >LOD* TE
10 Kusburnu Aktar TE TE >LOD* TE
1 Kusburnu Aktar TE TE >LOD* TE
12 Kusburnu Pazar TE TE >LOD*? TE
13 Kusburnu Aktar TE >LOD* >LOD*® TE
14 Kusburnu Aktar TE TE >LOD* TE
15 Kusburnu Aktar TE >LOD*® >LOD* TE

TE, tespit edilemedi; miktar LOD degerinden kuguk

2 Sonuglar, iki paralel analiz sonucunun ortalamasini ifade etmektedir.

® Miktar LOD (0.046) deg@erinden biyik, LOQ (0.155) degerinden kiglk
¢ Miktar LOD (0.050) degerinden biyik, LOQ (0.168) degerinden kigik
¢ Miktar LOD (0.047) deg@erinden biyik, LOQ (0.156) degerinden kiiglk
° Miktar LOD (0.049) deg@erinden buyiik, LOQ (0.162) degerinden kiglk

TE, not detected; quantity less than LOD

2 The results indicate the average of two parallel analysis results.

® Quantity greater than LOD (0.046) and less than LOQ (0.155)
¢ Quantity greater than LOD (0.050) and less than LOQ (0.168)
9 Quantity greater than LOD (0.047) and less than LOQ (0.156)
¢ Quantity greater than LOD (0.049) and less than LOQ (0.162)

(25, 33, 39, 49). Halt (25), bitki caylarinda
mikotoksijenik kif ve mikotoksin varligini
incelemek tizere gerceklestirdigi calismasinda,
TLC ile analiz ettigi 2 adet thlamur 6rneginde
AFB, tespit etmedigini rapor etmistir. Misir’da,
thlamurun da aralarinda bulundugu bazi tibbi
bitkilerde yapilan bir ¢alismada (49), 2’si ambalajlt
olmak tizere 4 adet ithlamur 6rneginde aflatoksin
bulunmadig: bildirilmistir. Romagnoli ve ark.

(33), kusburnunun da aralarinda yer aldig: tibbi
bitki ve bitki caylari ile bazi baharatlarin aflatoksin
dizeylerini HPLC ile incelemis ve kusburnu
orneklerinde AFB,, AFB,, AFG, ve AFG, tespit
etmediklerini bildirmistir. Ulkemizde Dagdelen
ve ark. (39) tarafindan yapilan bir calismada da
thlamur ve kusburnu ¢rneklerinde AFB,, AFB,,
AFG,, AFG, varhigi arastirilmis, raf omdrleri
boyunca belirli araliklarla HPLC ile analiz edilen
orneklerde aflatoksin saptanmadigi bildirilmistir.



Bu calismada incelenen Orneklerde distk
diizeyde de olsa aflatoksin tespit edilmesinin
nedeni, bu 6rneklerde gelisen toksijenik kuflerin
bir miktar toksin Uretmis olmasi, fakat kurutma
ile toksin tretimi icin gerekli kosullarin ortadan
kaldirilmasi ile toksin iretiminin durmasi olabilir.
Thlamur o6rneklerinde 0.57-0.61 araliginda,
kusburnu 6rneklerinde ise 0.53-0.76 araliginda
oldugu tespit edilen a,, degerlerinin, Aspergillus
cinsine ait kiflerin gelisimi ve mikotoksin tiretimi
icin gerekli minimum a, degerlerinin altinda
olmasi da bu durumu aciklamaktadir. Clinkt
Aspergillus flavusun gelisebilecegi minumum a,,
degerinin 0.78-0.82, A. parasiticusun ise 0.78-0.84
araliginda oldugu bildirilmektedir. Aflatoksin
Uretimi icin gerekli minimum a,, degerleri (Aspergillus
flavus ve A. parasiticus icin sirastyla 0.83-0.87 ve
0.87) ise biraz daha yiksektir (50, 51). Ayrica,
calismada incelenen ihlamur ve kusburnu
orneklerinin depolanmalari sirasinda da toksin
uretimine elverisli kosullarin olusmamis oldugu
dustnulebilir. Diger taraftan thlamur ve kusburnunun
cesitli kisimlarinin, bazi mikroorganizmalar
uzerinde antimikrobiyel etkisi bulundugunu
gosteren calismalar da mevcuttur. Bu calismalarda
cogunlukla bazi bakteriler tizerine yogunlasilmis
olup, bakteriler uzerindeki etkinin funguslar
tuzerindeki etkiden daha giticli oldugu ortaya
konmustur (52-57). Bununla birlikte, bu bitkilerin
aflatoksijenik kuflerin gelismesi veya toksin
olusturmast tizerinde benzer etkileri olup olmadigina
iliskin yapilmis bir calismaya rastlanidmamustir.

Diinya capinda artan kullanimlar ve biylyen
kiiresel ubbi bitkiler pazarindaki yerleri dikkate
alindiginda, bitki caylarinin givenilirliginin ne
kadar 6nemli oldugu ortaya ¢cikmaktadir. Bitki
caylarinin, toksijenik kufler ile kontamine
olabilecegi ve kiiflerin, uygun sartlarda geliserek
insan saglig1 tzerinde olumsuz etkileri bulunan
mikotoksinleri olusturabilecegi bilinmelidir. Istya
dayanikli olmalari nedeniyle aflatoksinlerin, bitki
caylarinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan
kaynatma ve/veya demleme gibi islemler ile
parcalanmamasi ve dolayisiyla kontamine bitki
caylarinin tiketilmesi sonucu organizmaya
alinabilmesi de s6z konusu olabilir. Bebek, cocuk
ve vyashlarin yant sira hastalar tarafindan da
siklikla tiiketilen, cogu zaman da sagligi korumak
ve cesitli rahatsizliklar gidermek amaciyla tercih
edilen bitki caylarinin, mikotoksinlerle, ozellikle

de aflatoksinler ile bulasabilme olasiligi, halk
sagligt acisindan onemlidir. Bu tehlikeyi ortadan
kaldirmaya yonelik olarak 6ncelikle yapilmasi
gereken, bitki caylarinda tiretimin her asamasini
kontrol altinda tutmak ve iyi tiretim uygulamalari
ile iyi hijyen uygulamalarina bagli kalmaktir.
Bitki caylarinda toksijenik kiiflerin gelisiminin ve
aflatoksin tiretiminin Onlenmesinde, 0©zellikle
kurutma ve depolama kosullarinin 6nemi
yadsinamayacagindan, bu asamalara gereken
hassasiyetin gosterilmesi gerekmektedir.
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Oz

Bu calismada dokuz cesit meyve suyu konsantresi puskirtmeli kurutma (PK) teknigi ile toz haline
dontstirilerek islemin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesi tizerindeki etkisi incelenmistir.
Ahududu, armut, bogiirtlen, cilek, elma, kayisi, kirmizi yaban mersini, portakal ve visne suyu konsantrelerinin
toplam fenolik madde (TFM) icerigi ve DPPH ile ABTS radikallerini yakalama aktivitesi kurutma 6ncesi
ve sonrasi Olcilmistir. Visne, cilek ve kirmizi yaban mersini tozlar yiksek TFM icerigine (19.2-30.1 mg
GAE/g meyve k.m.) sahipken; armut ve elma tozlarmnin TEM icerigi ise disik (3.3-4.7 mg GAE/g meyve
k.m.) bulunmustur. Uygulanan deneysel kosullar altinda PK islemi, meyve konsantrelerinin TFM icerigi
ve antioksidan aktivitesi tizerinde istatistiksel olarak 6énemli bir degisiklige yol acmamustir. Meyve tozlarinin
DPPH radikalini yakalama aktivitesi 9.2 ila 25.0 mg TE/g meyve k.m. arasinda degisirken; ABTS radikalini
yakalama aktivitesi ise 5.1 ila 18.4 mg TE/g meyve k.m. arasinda degismistir. Genel olarak visne, cilek
ve kirmizi yaban mersini tozlar yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Meyve suyu konsantreleri de
TFM icerigi ve antioksidan aktivite acisindan meyve tozlarina benzer egilimler gostermistir.

Anahtar kelimeler: Piskirtmeli kurutma, meyve suyu konsantresi, toplam fenolik madde icerigi,
antioksidan aktivite.

EFFECT OF SPRAY DRYING ON PHENOLIC CONTENT AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF FRUIT JUICE CONCENTRATES

Abstract

The objective of this study was to investigate the effect of spray drying on total phenolic content (TPC)
and DPPH and ABTS radical scavenging activities of apple, apricot, blackberry, cranberry, orange, pear,
raspberry, sour cherry and strawberry juice concentrates. Spray drying was not found to result in statistically
significant changes in TPC and antioxidant activity of the concentrates under the experimental conditions
applied in this study. Sour cherry, strawberry and cranberry powders had high TPC (19.2-30.1 mg
GAE/g fruit d.m.) whereas pear powder had the lowest TPC followed by apple powder (3.3 and 4.7 mg
GAE/g fruit d.m., respectively). DPPH radical scavenging activity of fruit powders changed between
9.2 and 25.0 mg TE/g fruit d.m. while their ABTS radical scavenging activity ranged between 5.1 and
18.4 mg TE/g fruit d.m. Sour cherry, strawberry and cranberry powders showed high antioxidant activity.
Similar trends for TPC and antioxidant activity were also observed in the corresponding fruit concentrates.

Keywords: Spray drying, fruit juice concentrate, total phenolic content, antioxidant activity.
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GIRIS

Meyve suyu konsantrelerinin toz hale donustiiriilmesi,
uzun ticari raf 6mri, ambalaj ve tasima avantajlart
ve daha onemlisi toz icecek ve puding karisimi
gibi trtunlerde kullanim olanag: saglamaktadir.
Sikca kullanilan kurutma teknikleri arasinda
glines enerjisi ile kurutma, tepsili kurutma,
akiskan yatakta kurutma, ptskirtmeli kurutma
(PK), osmotik kurutma, dondurarak kurutma ve
mikrodalga kurutma yer almaktadir. Meyve suyu
konsantrelerini kurutmak icin uygun tekniklerin
basinda PK gelmektedir zira elde edilen toz
urtint ilave bir isleme (6rn., 6glitme) gerek
olmadan kullanmak mumkin olmaktadir.
Puskirtmeli kurutmayi diger tekniklerden ayiran
oOnemli bir Ustinligi ise islem stresinin kisa
olmasidir. PK isleminde kurutulacak bulamacg G.e.,
sulu ¢ozelti, emilsiyon veya stispansiyon), bir
atomizer vasitastyla sicak hava ortamina damlaciklar
halinde puskurttliir. Stvinin atomizasyonu, sicak
hava ile suyun uzaklastirdmast ve kati partikiillerin
siklonda havadan ayrilmas: PK isleminin genel
hatlarini olusturmaktadir (1, 2). Damlaciklarin
cok kiicik, dolaywsiyla kurutma ylzeyinin cok
buytik olmasi tiim stirecin saniyeler mertebesinde
tamamlanmasina imkan vermektedir. Bu 6zelligi
sayesinde PK isleminde, tirintin kalite 6zelliklerini
onemli Ol¢ciide korumak miumkin olmaktadir
(3, 4). Ayrica, PK isleminde triin kalitesine genel
olarak olumlu katki yapan maltodekstrin, akasya
gami, modifiye nisasta, modifiye seliloz gibi
cesitli tastyict malzemeler kullanilmaktadir (5).
Meyve ve sebzeler, fenolik maddeler, mineraller
ve vitaminler gibi insan sagligi tizerinde olumlu
etkileri olan bilesikler icerdiklerinden bazen
fonksiyonel gida olarak da nitelendirilmektedir
(6-8). Meyve-sebze tiiketiminin kalp hastaliklari,
solunum yolu rahatsizliklari, ¢esitli kanser tirleri
ve diyabete yakalanma riskini azaltmada yardimci
oldugunu gosteren calismalar yaymlanmaktadir
(9-12). Ulkemiz, cografi konumu, genis tarimsal
arazisi, toprak ozellikleri ve iklim kosullart nedeniyle
bircok tarimsal Urtinlin yetistirilmesine imkan
vermektedir (13, 14). Turkiye, meyve cesidi
yontinden olduk¢a zengindir ve bircok meyvenin
uretiminde diinya Olgeginde Ust siralarda yer
almaktadir (15). Ulkemizde yetistirilen meyvelerin
onemli bir kismi taze olarak tiketilmekte, bir
kismi dondurularak satilmakta, bir bolim ise recel,

marmelat, meyve suyu, konsantre ve ptire gibi
trtinlere islenmektedir.

Konsantre, pulp, piire veya ekstrakt gibi farkli
meyve Uriinlerinin PK islemi ile kurutulmasinda proses
parametrelerinin ve bulama¢ kompozisyonunun
optimize edilmesi cesitli arastirmacilarca incelenmistir
(16-26). PK islemi ile elde edilen meyve tozlarinda
nem igerigi, su aktivitesi, camsi gecis sicakligi,
yigin yogunlugu, yigin agis, slanabilirlik ve boyut
gibi ozellikler olctlerek triin karakterizasyonu
yaptlmaktadir. Kurutma isleminin meyvenin kalite
ozelliklerini ne derecede etkiledigini ortaya
koyabilmek icin ise toplam fenolik madde (4, 27,
28, 34, 36-38), antosiyanin (18, 28-30, 34, 37),
karotenoid (31, 32) ve askorbik asit (31, 36) icerigi
ile antioksidan aktivitesinin (27, 29, 30, 33, 35-37)
degisimi sikca Olciilen parametreler arasindadir.
Bu calismanin amaci, PK isleminin ahududu,
armut, bogtirtlen, cilek, elma, kayisi, kirmizt yaban
mersini, portakal ve visne suyu konsantrelerinin
TFM icerigi, DPPH ve ABTS radikallerini yakalama
aktivitesi Gizerine etkisini incelemektir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Calismada kullanilan ahududu, armut, bogurtlen,
cilek, elma, kayist, kirmizt yaban mersini, portakal
ve visne suyu konsantreleri (toplam ¢6ziinmiis
madde icerigi %65 + 5) yerli Ureticilerden temin
edilmistir. Tastyict malzeme olarak maltodekstrin
DE12 ve akasya gami karisimi (3:1) kullanilmustir.
Folin-Ciocalteu reaktifi, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radikali, 2,2’-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS) radikali, Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,
8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), sodyum
karbonat ve gallik asit Sigma-Aldrich firmasindan
(Steinheim, Almanya) temin edilmistir.

Puskiirtmeli Kurutma islemi

Meyve suyu konsantresi, tasiyict malzeme ve
distile su sicaklik kontrolli manyetik karistirict
ile karistirilarak bulamag haline getirilmistir. Tim
numuneler i¢cin bulamacin toplam ¢6zinmus
madde icerigi (40.0 = 1.0°Brix) ve sicakligt (45 +
3°C) sabit tutulmustur. PK islemi 1 kg/saat su
buharlastirma kapasitesine sahip laboratuvar



dlcekli PK cihazi (B-290, BUCHI, Flawil, Isvicre)
ile tim numuneler icin ayni islem kosullart altinda
gerceklestirilmistir. PK isleminin parametreleri
(150°C hava giris sicakligt; %30 pompa ayart)
belirlenirken grubumuzca gerceklestirilen; visne
suyu konsantresinin PK islemi ile kurutuldugu
calismanin  (26) sonuclart  esas alinmistir.
Elde edilen toz uriin hava almayacak sekilde
ambalajlannus ve analiz edilene dek oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

Nem Icerigi ve Su Aktivitesi

Meyve tozu numunelerinin nem icerigi gravimetrik
yontemle vakumlu etiivde (EV018, Nive, Ankara,
Turkiye) 70°C’de 24 saat streyle kurutularak
belirlenmistir. Su aktivitesi ise Aqualab VSA
(Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, ABD)
cihazi ile 25°C’de ol¢tulmustir.

Toplam Fenolik Madde icerigi

Toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan
aktivite oOlcimleri Oncesinde vyaklasitk 15 g
meyve tozu numunesi 100 mL suda ¢oziindiriilerek
analize hazirlanmustir.

Meyve suyu konsantresi ve meyve tozu numunelerinin
TFM icerigi Folin-Ciocalteu metodu ile, Murugesan
ve Orsat'in ¢alismasinda (4) tarif edilen sekilde
belirlenmistir. Standart olarak gallik asit kullandmistir.
Spektrofotometre (DR5000, Hach Lange GmbH,
Germany) ile 760 nm dalga boyunda absorbans
degeri olciilmiistiir. Orneklerin TFM icerigi standart
egri kullanilarak belirlenip, sonuglar miligram
gallik asit esdegeri/gram meyve kuru maddesi
(mg GAE/g meyve k.m.) seklinde ifade edilmistir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Meyve suyu konsantresi ve meyve tozu
numunelerinin antioksidan kapasitesi, DPPH ve
ABTS radikallerini yakalama aktivitesi temel
alinarak belirlenmistir. DPPH radikalini yakalama
aktivitesi Kumaran ve Karunakaran’in (38)
calismasinda anlatilan sekilde belirlenmistir.
Standart  olarak  Trolox  kullanilmistir.
Spektrofotometre'de 517 nm dalga boyunda
absorbans degerleri olctilmustiir. ABTS radikalini
yakalama aktivitesi ise Miller ve Rice-Evans’in
(39) calismasinda tarif edilen sekilde belirlenmistir.
Spektrofotometre ile 734 nm dalga boyunda

absorbans degeri Olctilmustiir. Standart olarak
Trolox kullanilmistir. Orneklerin DPPH ve ABTS
radikallerini yakalama aktivitesi standart egri
kullanilarak belirlenmis; sonuclar miligram
Trolox esdegeri/gram meyve kuru maddesi (mg
TE/g meyve k.m.) seklinde ifade edilmistir.

istatistiksel Analiz

Tum olcumler Uc¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis
ve ortalama * standart sapma seklinde rapor
edilmistir. Coklu karsilastirmalar icin, veriler SPSS
yazilimi (stiriim 17.0, SPSS Inc. Chicago, IL, ABD)
ile tek yonlt varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmustur. Numuneler arasindaki farkliliklar:
belirlemek amaciyla Duncan testi kullanilmistir
(P<0.05).

SONUC ve TARTISMA

PK islemi ile elde edilen meyve esasli toz tirtinlerde
nem icerigi ve su aktivitesi kurutma isleminin
performansint gosteren ve endustriyel acidan
Onem tastyan parametrelerdir. Bu calismada elde
edilen Urtnlerin nem icerigi ve su aktivitesi
sonuglart Cizelge 1’de gosterilmistir. Incelenen
meyve tozlarinin nem icerigi %0.8 ila %2.5;
25°C’deki su aktivitesi ise 0.15 ila 0.29 arasinda
degismektedir. Bu sonugclar, ¢calismamizin deneysel
kosullart altinda duretilen meyve tozlarinin,
genel olarak bu tip Urlnler icin istenen nem
spesifikasyonuna  (<%5) uygun oldugunu
gostermektedir (26). Benzer nem icerigi (<%4) ve
su aktivitesi (<0.3) degerleri PK islemi ile elde
edilmis acai tozu (18), karadut tozu (20) ve kuru
tiziim tozu (40) numuneleri icin de rapor edilmistir.

Bu calismada incelenen meyve konsantrelerinin
TFM icerigi Uzerinde PK isleminin istatistiksel
acidan 6nemli bir etkisi olmadigt gorilmustr.
PK islemi ile elde edilen meyve tozlarinin TFM
icerigi 3.3 ila 30.1 mg GAE/g meyve k.m. arasinda
degismistir. Sekil 1’de goriilecegi tizere, bogtrtlen,
visne, cilek ve kirmizi yaban mersini tozlar ytiksek
TFM icerigine (15.7-30.1 mg GAE/g meyve k.m.)
sahipken; kayisi, ahududu ve portakal tozlarinin
TFM igerigi 8.7 ila 9.3 mg GAE/g meyve k.m. arasinda
degismistir. Incelenen numuneler icerisinde armut
ve elma tozlarinin distk TFM icerigine (3.3 ve 4.7
mg GAE/g meyve k.m.) sahip oldugu gorilmustiir.
PK yontemi ile meyve tozu eldesi Uzerine
yaymnlanmis arastirmalarin ortaya koydugu bir
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Cizelge 1. Puskirtmeli kurutma islemi ile elde edilen meyve tozlarinin nem igerigi ve su aktivitesii.
Table 1. Moisture content and water activity of spray dried fruit powders.

Numune Sample

Nem igerigi Moisture content (%)

Su aktivitesi water activity

Visne tozu Sour cherry powder

Gilek tozu Strawberry powder

Elma tozu Apple powder

Armut tozu Pear powder

Kayisi tozu Apricot powder

Ahududu tozu Raspberry powder

Portakal tozu Orange powder

Kirmizi yaban mersini tozu Red blueberry powder
Bogurtlen tozu Blackberry powder

0.8+0.1 0.15+0.00
2.1£0.3 0.20+0.00
2.5%0.2 0.21+0.01
1.340.2 0.15+0.00
1.2+0.1 0.17£0.01
2.1+£0.2 0.26+0.00
1.5+0.1 0.26+0.01
1.740.2 0.29£0.01
1.7+0.1 0.23+0.00

' Veriler ortalamaztstandart sapma seklinde gdsterilmistir (n = 3).

Meanzstandard deviation (n= 3)
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Sekil 1. Meyve suyu konsantrelerinin ve PK islemi ile elde
edilen meyve tozlarinin toplam fenolik madde igerigi (mg
GAE/g meyve k.m.). Veriler ortalama + standart sapma
seklinde gésterilmistir (n = 3). Farkli harfler meyve tozu
numuneleri arasinda istatistiksel agidan anlamh farkliliklari
temsil etmektedir (P < 0.05).

Figure 1. Total phenolic content of fruit juice concentrates
and spray dried fruit powders (mg GAE/g fruit d.m.). Data
represent the mean + one standard deviation (n=3). Means
in each bar followed by different letters were significantly
different (P<0.05).

bulgu, islem etkisinin kullanilan yardimci
maddelere gore degistigidir. Ornegin, Can Karaca
ve digerlerinin (26) visne suyu konsantresini
maltodekstrin  ve akasya gami kullanarak
kuruttuklart ¢alismada, hava giris sicaklig:
(130-150°C) ve bulamag¢ besleme hizinin
(%30-50 pompa ayart) elde edilen toz Griniin
TFM icerigi tizerinde etkili olmadigt; buna karsilik
uriniin TFM i¢eriginin kullanilan tastyict malzeme
tlirti ve meyve oranina gore degistigi gorilmustir.
Akasya gamu kullanilarak elde edilen visne tozunun
TFM iceriginin maltodekstrin kullanilarak elde
edilen visne tozlarinin TFM iceriginden ytiksek

oldugu bulunmustur. Akkaya ve digerlerinin (35)
keciboynuzu pekmezini farkli dekstroz esdegerli
(DE9, 15 ve 19) maltodekstrinler kullanarak
kuruttuklar: ¢calismada bu islemin pekmezin TFM
icerigini olumsuz yonde etkilemedigi gortlmustur.
PK isleminde giris hava sicakligi olarak
160-210°C gibi yiiksek sicakliklar kullanilsa da
toz Urtn sicakligimnin 75°Cnin tzerine ¢itkmamast
sebebiyle urtin kalitesinin  6nemli 06lctde
etkilenmedigi ve besin 6gelerinin korundugu
bildirilmistir. Nunes ve digerleri (41), yerba mate
(Ilex paraguariensis) bitkisinin ekstraktini
maltodekstrin kullanarak PK islemi ile kuruttuklari
calismada fenolik maddelerin %87.5 oraninda
alikondugunu bildirmis ve maltodekstrinin fenolik
bilesenlerin enkapstilasyonunda koruyucu etkisi
vurgulanmistir. Tonon ve digerleri (33) acai
pulpunu maltodekstrin, akasya gami ve tapyoka
nisastasi gibi farkli tasiyici malzemeler kullanarak
kurutmus ve trtnlerin cesitli fizikokimyasal ve
morfolojik ozelliklerini incelemislerdir. Calismada
kullandan acai pulpunun TFM iceriginin PK
isleminden ne ol¢tde etkilendigi rapor edilmemistir;
ancak kullanilan tasiyict malzemenin trtinlerin
TFM iceriginde etkili oldugu gortilmustir. En
yuksek TFM icerigi, akasya gami ve maltodekstrin
ile kurutulan uriinde elde edilmistir. Benzer
sekilde, Murugesan ve Orsat (4) da mirver suyunu
PK islemi ile kuruttuklart calismada, kullanilan
tasiyict malzeme tirinin elde edilen miurver
tozunun TFM icerigi lzerinde etkili oldugunu
bildirmislerdir. Genel olarak, akasya gami
kullanilarak elde edilen murver tozlarinin TFM
iceriginin soya proteini ve maltodekstrin gibi diger
tastyict malzemelerle elde edilen numunelerin
TFM iceriginden daha ylksek oldugunu
gostermislerdir. Diger yandan, PK islemi ile elde



edilen acai tozlarinin TFM iceriginin (132-142 mg
GAE/g meyve k.m.), dondurarak kurutma islemine
kiyasla (149 mg GAE/g meyve k.m.) distk oldugu
belirtilmistir (33). Horszwald ve digerlerinin (37)
aroniya suyunu farkli tekniklerle kuruttuklart
calismada ise PK islemi ve dondurarak kurutma
islemi ile elde edilen meyve tozlarinin TFM iceriginin
benzer oldugu bulunmustur. Cesitli kurutma
tekniklerinin kalite 6geleri Gizerinde farkli etkiler
yapmast aslinda uygulanan sil islemin sicaklik-stire
kombinasyonun bir sonucudur (42).

Calismamizda kullanilan deneysel kosullar altinda
PK isleminin meyve konsantrelerinin DPPH
ve ABTS radikallerini yakalama aktivitesini
etkilemedigi gorilmustir. PK islemi ile elde
edilen meyve tozlarinin DPPH radikalini yakalama
aktivitesi 9.2 ila 25.0 mg TE/g meyve k.m. arasinda
degismistir. Sekil 2’de gorllecegi lizere, visne,
cilek ve kirmizi yaban mersini tozlarinin DPPH
radikalini yakalama aktivitesinin ylksek (>23.7 mg
TE/g meyve k.m.) oldugu belirlenmistir. Kayist,
ahududu, portakal ve bogtrtlen tozlarinin DPPH
radikalini yakalama aktivitesi 11.9 ila 14.0 mg
TE/g meyve k.m. arasinda degisirken; armut ve
elma tozlarinin DPPH radikalini yakalama aktivitesi
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Sekil 2. Meyve suyu konsantrelerinin ve PK iglemi ile elde
edilen meyve tozlarinin DPPH radikalini yakalama aktivitesi
(mg TE/g meyve k.m.). Veriler ortalama + standart sapma
seklinde gdsterilmistir (n = 3). Farkh harfler meyve tozu
numuneleri arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklari
temsil etmektedir (P < 0.05).

Figure 2. DPPH radical scavenging activity of fruit juice
concentrates and spray dried fruit powders (mg TE/g fruit
d.m.). Data represent the mean + one standard deviation
(n=38). Means in each bar followed by different letters were
significantly different (P<0.05).

diger numunelere gore distk bulunmustur (~9.5
mg TE/g meyve k.m.).

Meyve tozlarinin ABTS radikalini yakalama
aktivitesi ise 5.1 ila 18.4 mg TE/g meyve k.m.
arasinda degismistir. Sekil 3'te gorilecegi tizere,
bogurtlen, visne, cilek, kirmizi yaban mersini
tozlarinin ABTS radikalini yakalama aktivitesinin
yuksek (18.1-18.4 mg TE/g meyve k.m.) oldugu
belirlenmistir. Portakal, ahududu ve kayisi tozlarinin
ABTS radikalini yakalama aktivitesi 13.3 ila 15.7
mg TE/g meyve k.m. arasinda degismistir. Armut
ve elma tozlari ise, diger numunelere kiyasla dustik
antioksidan aktivite (~5.3 mg TE/g meyve k.m.)
gostermistir.

Calismamizda meyve konsantrelerinin antioksidan
aktivitesi tipki TFM igeriginde oldugu gibi, PK
isleminden etkilenmemistir. Nunes ve digerleri (41),
yerba mate bitkisinin ekstraktint maltodekstrin
kullanarak PK islemi ile kuruttuklarinda elde
edilen tozun DPPH radikalini yakalama aktivitesinin
(23.0 pg/ml) tastyict malzeme kullanidmadan tek
basina ayni kosullar altinda kurutulan ekstraktin
aktivitesinden (12.3 pg/mL) ylksek oldugunu
bildirmislerdir. Akkaya ve digerleri (35) ise
keciboynuzu pekmezini maltodekstrin kullanarak
PK islemi ile kuruttuklart ¢calismada pekmezin
antioksidan aktivitesinin %80 oraninda korundugunu
bildirmislerdir. Ac¢ai suyunu maltodekstrin
kullanarak kurutuldugu calismada, antioksidan
aktivitenin yaklasitk %95 oraninda korundugu
bildirilmistir (43). Ote yandan, nar suyunu
maltodekstrin kullanarak kurutan Horuz ve
digerleri (29), elde edilen nar tozunun antioksidan
aktivitesinin  %49-77 arasinda  degistigini
bildirmislerdir. Buna karsin bazi numunelerin
antioksidan aktivitesinin nar suyunun antioksidan
aktivitesinden (%62) vyiiksek oldugu rapor
edilmistir (29).

Meyve tozlarinin TFM icerigi ve antioksidan
aktivitesi arasinda gticli bir iliski gozlenmistir.
TFM iceriginin DPPH ve ABTS radikallerini
yakalama aktiviteleri arasindaki korelasyon
katsayilart sirastyla  0.937 ve 0.781 olarak
hesaplanmustir. Calismamiza benzer sekilde, Gil
ve digerleri (44) nektarin, seftali ve erikte; Gardner
ve digerleri (45) cesitli meyve sularinda;
Thaipong ve digerleri (46) ise guava meyvesinde
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Sekil 3. Meyve suyu konsantrelerinin ve PK iglemi ile elde
edilen meyve tozlarinin ABTS radikalini yakalama aktivitesi
(mg GAE/g meyve k.m.). Veriler ortalama * standart sapma
seklinde gosterilmistir (n = 3). Farkl harfler meyve tozu
numuneleri arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilklari
temsil etmektedir (P < 0.05).

Figure 3. ABTS radical scavenging activity of fruit juice
concentrates and spray dried fruit powders (mg TE/g fruit
d.m.). Data represent the mean + one standard deviation
(n=3). Means in each bar followed by different letters were
significantly different (P<0.05).

TFM icerigi ile farkli radikallerle belirlenen
antioksidan aktivite arasinda ylksek korelasyon
oldugunu rapor etmislerdir. DPPH ve ABTS
radikalini yakalama aktivitesi degerleri arasindaki
korelasyon katsayist ise 0.739 olarak hesaplanmustir.
DPPH ve ABTS metotlart arasinda gozlenen
farklar, kullanilan radikallerin ¢ozinurlik ve
stabilite farklari ve reaksiyon kinetiklerinin farkls
olmasi ile aciklanmaktadir (47).

Sonug olarak, calismamizda uygulanan kosullar
altinda, meyve suyu konsantrelerinin TFM icerigi ve
antioksidan aktivitesi PK isleminden etkilenmemistir.
PK tekniginde rlinin sicak hava ile temas
suresinin saniyeler diizeyinde olmasi antioksidan
aktivitenin korunmasi agisindan avantaj
saglamistir. PK isleminin bu c¢alismada incelenen
9 cesit meyve suyu konsantresinin saglik tizerinde
faydali etkileri oldugu bilinen antioksidan
bilesenlerinin korunarak kurutulmasi icin elverisli
bir metot oldugu gorilmustir. Meyve tozlarinin
stabilitesi icin kullanilan tastyict malzemelerin
TFM gibi kalite nitelikleri tizerinde koruyucu etki
yapmast endistriyel acidan 6nemli bir bulgudur.
PK isleminin meyve tozlarinda kalite niteliklerini
koruyor olmast bu tozlarin gidalarda daha yaygin
kullanilmasini tesvik edecektir.
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Oz

Piyasa arastirmalari Ulkemizde ekonomik degeri yiiksek bitki kaynaklt bazi gida bilesenlerinin yerine, hile amactyla
daha ucuz bitkisel trtinlerin kullanilabildigini ortaya koymustur. Bu sekilde yapilan tretimlerde, Antep fistig, kestane
ve bademe yonelik tagsisli uygulamalar 6ne ¢ikmaktadir. Tiketicilerin korunmasit ve haksiz rekabetin 6nlenmesi
icin bu tir hileli tretimlerin hassas ve gtivenilir metotlar ile tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu calismada
cesitli gida trtinlerinde Antep fistigi yerine bezelye, kestane yerine fasulye ve badem yerine kayist ¢cekirdeginin hile
amacl kullanimlarini belirlemek icin ger¢ek zamanli PZR TagMan probe teknigine dayali yontemler gelistirilmistir.
Bu amacla bezelye ve fasulye tirleri icin kloroplast tRNA-Leu (#7n1L) geni, kayist icin de kromozomal S14 F-box
protein geni Gizerinde tire spesifik primer-prob setleri dizayn edilmistir. Dizayn edilen primer-prob setleri kullanilarak
gerceklestirilen gercek zamanli PZR reaksiyonlarinda, kayist cekirdeginin %0.1, bezelyenin %0.01 ve fasulyenin ise
960.001 seviyesine kadar diger bitki tirleri ile capraz reaksiyon olmaksizin tespit edilebilecegi ortaya konulmustur.
Diger taraftan gelistirilen yontemlerin, Antep fistigi-bezelye, kestane-fasulye ve badem-kayisi ¢ekirdeginden olusan
ikili karisimlarda da basarili sonuclar verdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, bezelye, fasulye ve kayisi ¢ekirdeginin
hassas ve gtivenilir sekilde tespitine yonelik olarak gelistirilen yontemlerin, bu bitki tiirlerinin hile amacl kullanimlarmin
belirlenmesi icin yapilan rutin kontrollerde basarili bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Gida, tagsis, bitki ttrleri, gercek zamanli PZR

DETECTION OF FRAUDULENT PRACTICES INVOLVING SOME
PLANT DERIVED COMPOUNDS IN FOODS USING REAL-TIME PCR

Abstract

In this country, market research have revealed that there has been adulteration in food products in which some
plant species have been replaced with plant ingredients that have a lower economic value. Fraudulent practices
involving pistachios, chestnuts and almonds are prominent among these activities. For the protection of consumers
and to prevent unfair competition in the market, the detection of fraudulent practices is required with precise and
reliable methods. In this study, a new method based on the real- time PCR TagMan probe technique was developed
to determine the fraudulent use of pea instead of pistachio, apricot kernel instead of almond and common bean
instead of chestnut in some food products. For this purpose, species-specific primer and probe sets were designed
on the chloroplast tRNA-Leu (#71L) gene for pea and bean and also on the nuclear S14 F- box protein gene for
apricot. In the real-time PCR reactions performed with the designed species specific primer and probe sets, apricot
could be detected at the level of 0.1%, pea at the level of 0.01% and bean at the level of 0.001%, quantitatively,
without any cross-reactivity with other plant species examined. Additionally, the developed method also provided
successful detection in binary mixtures of the plants: pistachio-pea, chestnut-bean and apricot kernel-almond. As a
result, it was concluded that the method provided a sensitive and reliable detection method for pea, bean and apricot
kernel residues in foods, and it can successfully be used in the routine control of fraudulent practices involving
these plant species in food products.

Keywords: Food, adulteration, plant species, real-time PCR
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GIRIS

Piyasa arastrmalari, Ulkemizde ekonomik degeri
yuksek bitki kaynakli bazi gida bilesenlerinin
yerine, hile amaciyla daha ucuz urtinlerin
kullanilabildigini ortaya koymustur. Bu sekilde
yapilan tretimlerde, birim fiyatinin ylksek olmasi
ve katiddiklart Grtinlerde maliyeti artirict baslica
unsur olmalart nedeniyle, Antep fistigi, kestane
ve bademe yonelik tagsisli uygulamalar dikkat
cekici diizeylerdedir (1, 2).

Antep fistigi, basta geleneksel triinlerimiz baklava
olmak tuzere, tatlh ve sekerleme sektorinde
uretilen pek cok urlinde yaygin kullanimi olan
onemli bir maliyet unsurudur. Bu nedenle bu tir
urlinlerde Antep fistig1 yerine bezelye kullanimi
son yillarda oldukg¢a yaygin bir uygulama haline
gelmistir. Ozellikle tiikketimin yogun oldugu dini
bayramlar 6ncesinde bu tip hilelerin daha da arttig
One surilmektedir. Ayrica pasta, sekerleme ve
benzeri trtinlerde badem yerine kayist cekirdegi
ya da kestane iceren urtinlerde kestane yerine
ptre haline getirilmis kuru fasulye kullanimi,
ulkemizde bitki kaynakli gida katkisi veya
bilesenlerinin tagsisine yonelik diger glincel
uygulamalar arasindadir (1-3).

Gida sanayisinde karsilasilan hileli tretimler,
tiketicilerin aldatilmas: ve ekonomik kayiplara
ugramasina, Ureticilerin ise haksiz rekabet
sebebiyle zarar gormesine neden olmaktadir.
Tim bu sakincalarinin yani sira bu tip hileler,
toplumsal etik ac¢isindan da rahatsizlik olusturmakta
ve gida sektoriine duyulan gtiveni azaltmaktadir.
Gidalarda hile amach uygulamalara yonelik yasal
sureclerin baslatilmasi ve itiraza yol acmayacak
sekilde tamamlanabilmesi icin, bu tiir uygulamalara
iliskin kanitlarin acik bir sekilde ortaya konulmast
gerekmektedir. Gidalarin kendine 6zgti karmasik
bilesimi ve Uretiminde uygulanan teknolojik
islemler yapisinda bulunanan bilesenlerin, duyusal
olarak veya basit analiz teknikleri ile tespitini
zorlastirmaktadir. Bu amacla diagnostik alanindaki
gelismelerin yakindan takip edilerek yeni analiz
metotlarinin gelistirilmesi ve hile tekniklerindeki
gelismelere paralel olarak da mevcut analiz
metotlarinin glincellenmesi gerekmektedir (4).
Molekdler biyoloji alanindaki gelismeler basta
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi olmak
uzere nikleik asitlerin analizine dayali bircok
yeni teknigin gida analizlerinde kullanimina imkan
vermistir (5). Son yillarda, klasik PZR’ye kiyasla

hassasiyeti ve spesifitesi daha yiiksek olan ve
kantitatif analize de imkan veren gercek zamanli
PZR teknigi, gida kalite kontroliinde karsilasilan
pek cok soruna ¢oziim olabilecek potansiyel bir
teknik olarak ©ne c¢ikmaktadir (6, 7). Gergek
zamanli PZR teknigine dayali pek cok yontem
mevcut olmakla birlikte "TagMan probe" yontemi
tiir tayini amactyla yapilan calismalarda daha fazla
tercih edilmektedir. TagMan probe yonteminde,
cogaltilmak istenilen hedef DNA dizisine
tamamlayici, PZR sirasinda serbest hale gecerek
sinyal olusturan, floresan boya ile isaretlenmis
bir prob kullanilmaktadir (8).

Gercek zamanli PZR "TagMan probe" yonteminin
gidalarin  yapisinda bulunan bitki kaynakli
bilesenleri belirlemede basariyla kullanilabilecegi
bildirilmistir. Arlorio ve ark. (9) ticari gida
trtinlerinde bulunan findik kalintisin1 TagMan
prob teknigi ile 0.1 ng seviyesine kadar tespit
edebilmislerdir. TagMan prob tekniginin kullanildig
baska bir calismada Demmel ve ark. (10), aci
bakla bitkisinin pismis pizzalardaki deteksiyon
limitini 1 mg/kg olarak belirlemislerdir. Lopez
(1D tarafindan, Betaine aldebyde debydrogenase
2 (BAD?2) geni Uzerinde dizayn edilen primerler
ve TagMan prob kullanilarak basmati pirin¢lerine
basmati olmayan pirinclerin eklenip eklenmedigini
% 1 seviyesine kadar tespit edilmistir.

Bugtine kadar yapilan calismalar gercek zamanli
PZR TagMan prob yonteminin, gidalarin yapisinda
bulunan bitki kaynakli bilesenlerin tespitinde
kullanilabilecek yiksek hassasiyete sahip spesifik
bir ydntem oldugunu gostermistir. Bu nedenle
bu calismada da ekonomik degeri yiiksek bitki
kaynakli bazt gida bilesenlerinin yerine (Antep
fistigi, kestane ve badem) hile amaciyla kullanilan,
daha ucuz bitkisel tirtinlerin (bezelye, fasulye ve
kayisi ¢ekirdegi) tespiti icin gercek zamanlt PZR
TagMan probe teknigine dayali yoOntemlerin
gelistirilmesi amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada bezelye, fasulye, kayist (kayist
cekirdegi) turlerinin tespiti icin gercek zamanlt
PZR’ye dayali yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemler, bezelye-Antep fistig1, fasulye-kestane,
kayist cekirdegi-badem ile hazirlanan ikili
karisimlarda test edilerek hile amacli uygulamalarda
kullanilabilirligi belirlenmistir.



Orneklerin analize hazirlanmas1

Calismada hedef alinan bitki tirlerinden bezelye
(Pisum sativum L.) ve fasulyenin (Phaseolus
vulgaris 1.) kuru taneleri, kayisinin (Prunus
armeniaca L.) ise cekirdek ici kullandmustir. Ikili
karsimlarin hazirlanmasinda kullanilan, Antep
fistgt, badem ve kestane ornekleri taze meyve
olarak temin edilmistir. Bunlarin disinda ayrica
hedef bitki tlrleri ile akraba olan veya gida
maddelerinin tretiminde yaygin olarak kullanilan
25 adet farkli bitki turt de spesifite testleri icin
kullanilmustir (Cizelge 1). Her bir bitki turt igin
Kayseri’deki farkli satis noktalarindan en az 3
adet Ornek toplanmustir.

Calisma  kapsaminda kullanilan  tim  bitki
tirlerine ait 6rnekler etiivde kurutularak suyu
uzaklastirilmistir.  Ayrica Antep fistigi, badem,
kayisi cekirdegi, findik, yer fistigi, ceviz gibi yag
orani ylksek bitki tiirleri blendirda ¢gutildikten
sonra 1:3 hacim hekzanla 30°C’de 30 dakika
muamele edilmis ve bu islem 3 kez tekrarlanarak
yaglari uzaklastirilmistir. DNA izolasyonundan
once kurutulan ve yagi alinan 6rnekler sivi azot ile
doku parcalayicida (Retsch/MM 400/Germany)
ogutilerek boyutlar yaklasik 10 pm’ye kadar
ktictltilmustur.

Cizelge 1. Spesifite testinde kullanilan bitki turleri

Table 1. Plant species used for specificity test

ikili Karistmlarin Hazirlanmasi

Homojen karisimlar hazirlamak amaciyla ¢cok
asamali bir kanstirma islemi uygulanmistir.
Bunun icin baslangicta 20:20 (g:g) oraninda Antep
fisugr:bezelye, kestane:fasulye ve badem:kayisi
cekirdegi karstirllarak %50’lik ilk  karisimlar
hazirlanmis daha sonra Antep fistigi, kestane veya
badem (A grubu) her defasinda karisim agirliginin
%40 veya %50’si oraninda bir 6nceki karisima,
ilave edilmistir. Boylece karisim icerisindeki
bezelye, fasulye veya kayisi ¢ekirdeginin (B grubu)
orani %0.001’e kadar dustralmustir (Cizelge 2).
Ikili karisimlarin 10 farkli seviyesinden DNA
izolasyonu yapilmis ve tiire spesifik primer-prob
setleri kullanilarak gercek zamanli PZR TagMan
prob yontemi ile analiz edilmistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Doyle (12) tarafindan
bildirilen yontem modifiye edilerek kullanilmustir.
On islemlerden gecirilerek hazirlanan saf bitki
tirleri ve ikili karisimlardan yaklasitk 100 mg
ornek alinip, tizerine 600 pl %1 B-merkapto etanol
iceren liziz (%2 CTAB, 1.4M NaCl, 100mM Tris,
20mM EDTA) buffer eklendikten sonra 65°C’de

Ormek No  Ornek Adi Ornek Kodu Latince isim Ornek sayisi
Sample No  Sample Name Sample Code Scientific name Number of Sample
1 Antep fistig1 Pistachio (Antep) AF Pistacia vera 6
2 At kestanesi Horse chestnut AK Aesculus hippocastanum 10
3 Badem Almond BD Prunus dulcis 10
4 Bakla Broad bean BK Vicia faba 3
5 Barbunya Cranberry bean BR Phaseolus vulgaris 6
6 Bezelye Pea BZ Pisum sativum 4
7 Bugday Wheat BG Triticum aestivum 3
8 Ceviz Walnut Ccv Juglans regia 3
9 Erik Plum ER Prunus domestica 3
10 Fasulye Bean FS Phaseolus vulgaris 10
11 Findik Hazelnut FN Corylus colurna 3
12 Kakao Cacao KK Theobroma cacao 3
13 Kayisi Apricot KY Prunus armeniaca 3
14 Kestane Chestnut KS Castanea sativa 10
15 Kirmizi mercimek Red lentil KM Lens culinaris 3
16 Kiraz Sweet cherry KR Prunus avium 3
17 Menengi¢ Terebinth MN Pistacia terebinthus 3
18 Misir Maize MS Zea mays 3
19 Nohut Chickpea NH Cicer arietinum 3
20 Siirt fistig1 Pistachio (Siirt) SF Pistacia vera, pistachio 4
21 Seftali Peach SF Prunus persica 3
22 Visne Sour cherry VS Prunus cerasus 3
23 Yer fistigi Peanut YF Arachis hypogaea 3
24 Yesil mercimek Green lentil YM Lens culinaris 3
25 Yonca Clover YN Medicago sativa 3
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Cizelge 2. Bitki turleri ile hazirlanan ikili karisimlar
Table 2. Binary mixtures prepared with plant species

ikili karisimlari hazirlamada kullanilan bitki érneginin miktari (g)
Amount of plant sample used to prepare binary mixtures (g)

Karisim No
Mixture No

A grubu bitki 6rneginin*
miktari
The amount of plant
sample in group A*

B grubu bitki 6rneginin**
miktari
The amount of plant
sample in group B**

A grubu bitkilerin* Karigim igerisindeki
ilave edildigi karisim no B grubu bitki érneg@inin** orani
Mixture number in The proportion of group

which group A* B plant sample™* in mixture

plants are added

1 20 20
2 20 -
3 30 -
g 20 -
5 30 -
6*** 20 -
7*** 20 -
8 30 -
9 20 -
10*** 20 -
11 30 -
12*** 20 -
13*** 20 -
14 30 -
15*** 20 -

%50

1 %25
2 %10
3 %5

4 %2

5 %o

6 %0.5
7 %0.2
8 %0.10
9 %0.05
10 %0.02
11 %0.010
12 %0.005
13 %0.002
14 %0.0010

*A grubu bitkiler: Antep fistigl, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kayisi ¢ekirdegi ** Group B plants: pea, bean or apricot

*** Analiz edilen ikili karigimlar *** Analyzed binary mixtures

(Bioer-Thermo Cell-HB-202, China) bir gece
inkibasyona birakilmistir. Daha sonra izerine
250 pl sodyum asetat eklenip -80 °C’de 10 dakika
bekletilmistir. Kisa bir slre oda sicakliginda
bekletilip ¢oziindurildiikten sonra 16000 g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir tiipe
alinarak once fenol; kloroform; izoamilalkol
(25:2:1) daha sonra ayni miktarda kloroform,;
izoamilalkol (24:1) ile yikama islemi yapilmistir.
Her yitkamadan sonra tiipler 20000 g’de 15 dakika
santriftij edilmis ve st faz yeni tipe alinmustir.
Soguk izopropanol eklenip 20000 g’de 15 dakika
santrifij edilerek coktirilen DNA’lar st faz
uzaklastirildiktan sonra kurumaya birakilmistir.
DNA’lar 100 pl TE (10mM Tris, ImM EDTA)
buffer icerisinde ¢ozindirilmiis ve 4 pl RNAaz
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
DNA konsantrasyonu nanodrop (ACTGene,
UVS-99) ile olcilip TE buffer ile 100 ng/ul’ye
ayarlanmistir.

Tiire spesifik primer ve prob setlerinin dizayni
Calismada bezelye, kayist ve fasulye tirlerine
spesifik primer ve prob setlerinin dizayni i¢in
kloroplast genomun tRNA-Leu (#rnL) geni
uzerinde tire spesifik dizileri hedef alinmistir.

Kayisi tlriine spesifik primer-prob seti ise,
kromozomal S14 F-box protein geni hedef alinarak
dizayn edilmistir (Cizelge 3). Ayrica yanlis negatif
sonuclarin 6nlenmesi icin de universal bir bitki
primer-prob seti kullanilmustir (13).

Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite
testlerinde Cizelge 1°de verilen bitki tlrlerinin
100 ng/pl konsantrasyondaki DNA’lant kullanilarak
bu DNA’lar ile reaksiyon verip vermedigi tespit
edilmistir.

Hassasiyet testi icin, bezelye, fasulye ve kayisinin
100 ng/ul'lik DNA konsantrasyonu %100 seviyesi
kabul edilmis ve %0.001 seviyesine (0.0001 ng
DNA/pD kadar 7 farkli konsantrasyonda diltisyonlar
hazirlanmistir. Bu seri dilisyonlar kullanilarak
herbir primer ve prob seti icin deteksiyon limiti
belirlenmistir. Ayrica her bir diliisyona ait DNA
konsantrasyonlarinin logaritmik degerine karsi
tespit edilen Ct degerleri kullanilarak standart
kurve olusturulmustur.

Gercek Zamanli PZR analizi

Gercek zamanli PZR islemi ticari master mix (DNA
probe master, Roche, ABD), 50-100 ng template
DNA (2 pb), 0.4 pM forward ve reverse primerlerden



Gizelge 3. Bitki turlerine spesifik olarak dizayn edilen primer—prob setleri

Table 3. Primer-probe sets designed specifically for plant species

Tarler Oligontikleotid Oligoniikleotid dizisi (5'3') Amplikon Hedef gen ve Kaynak
Species  Oligonucleotide Sequence of oligonucleotide (5'3') uzunlugu (bg)  (Genbank erisim no) Reference
Length of Target gene and
amplicon (bp) (Accession no)
Bezelye  BF (ileri) CAATTGATTAATGAAGATTTCTAACTTCT 117 trnL Bu ¢alisma
Pea BF (Forward) (JN617165.1) This study
BR (geri) TTTGAGCAATGAATATTCAGTCA
BR (Reverse)
BP (prob) TGGAAACATTAGAATCAATTACAACTGGA
BP (probe)
Fasulye  FF (ileri) TGAAGAAAAGATGGAATATTTCTTGAT 93 trnL Bu calisma
Bean FF (Forward) (JN617174.1) This study
FR (geri) TTTATTCTCATCTGATTGATCAGTTCT
FR (Reverse)
FP (prob) TCACTTTATCATAATCGGATAAAACCCTTGA
FP (probe)
Kayisi KF (ileri) CAACAGGGATTAGTATGGATAACA 120 S14 F-box protein  Bu galisma
Apricot  KF (Forward) (DQ897929.1)  This study
KR (geri) GGATTCGTAATCACATAAATCCAG
KR (Reverse)
KP (prob) ATGCTAAGAGTAGATGACATTAGAGGCATAAGA
KP (probe)
Bitki Plant nes-2-f (ileri) ATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTA 90 trnL (13)
(genel)  Plant nes-2-f (Forward)
Plant Plant nes-2-r (geri) GGATTTGGCTCAGGATTGCC

(common) Plant nes-2-r (Reverse)
Plant nes-2-prob
Plant nes-2- (probe)

TTAATTCCAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTT

be¢: baz ¢ifti bp: base pair

her biri ve 0.1 pM TagMan probe kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim reaksiyonlarda 5’ucundan
FAM ve 3 wucunda ise TAMRA bulunan cift
isaretlenmis problar kullanilmistir.  Gercek
zamanlt PZR icin termal dongl parametreleri;
94 °C’de ilk denatiirasyonun ardindan, 35 dongi
stresince 94 °C’de denatiirasyon ve 55 °Cde
yapisma/uzama olarak uygulanmistir. PZR trtinleri
% 1.5’lik agaroz jel elektroforezinde yurittlerek
kontrol edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tiire spesifik primer ve prob setlerinin
spesifite ve hassasiyet testi sonuclari

Spesifite testleri icin 25 bitki tiirtine ait toplam
111 ornegin 100 ng/pl konsantrasyondaki
DNA’lart  kullanilmistir.  Calisma  kapsaminda
dizayn edilen fasulye ve kayisi tlrlerine spesifik
primer-prob setlerinin diger bitki turleri ile
reaksiyon vermedigi yalnizca spesifik olduklari
tirler ile reaksiyona girdigi tespit edilmistir

(Cizelge 4). Bezelye tirtine spesifik primer-prob
setinin ise, yesil mercimek ile oldukca zayif bir
capraz reaksiyon verdigi belirlenmistir. Oyle ki
bu primer-prob setinin, %100 mercimek DNA’s1
(100 ng DNA/pD ile verdigi Ct degeri, %0.01
bezelye DNA’st (0.01 ng DNA/pD icin belirlenen
Ct degerinden bile daha disik bulunmustur.
Calismada kullanilan universal bitki primer-prob
seti ile tim bitki
(15.54-22.41) arasinda degisen Ct degerleri verdigi
belirlenmis ve boylece yanlis negatif sonuclarin
kontrolt yapilmustir.

orneklerine ait DNA’larin

Bu calismada, baklagiller (Fabaceae) familyasindan
bezelye ve fasulye tirlerine spesifik primer-prob
setlerinin dizaynt i¢in kloroplast genomda bulunan
trnL geni Uzerinde sirasiyla 117 ve 93 baz cifti
uzunlugundaki bolgeler hedef alinmustir. Kloroplast
genomda bulunan #rnl geni, bitki tirleri arasindaki
heterojenliginin ve kopya sayisinin yuksek
olmasindan dolay: filogenetik calismalar icin
avantaj saglamaktadir (14).
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Cizelge 4. Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite ve hassasiyet testi sonuglari.
Table 4. The specificity and sensitivity test results of designed primer and probe sets.

Tarler DNA Konsantrasyonu (%) Bezelye Fasulye Kayisi ¢ekirdegi

Species DNA Concentration (%) Pea Bean Apricot kernel
Hedef Turler 0.0001 >35 >35 >35
Target Species 0.001 34.21 32.11 >35
0.01 29.84 28.41 >35
0.1 25.41 25.72 30.71
1 22.01 22.12 27.37
10 18.2 18.75 23.12
100 15.99 16.38 19.45
Antep fistigi Pistachio (Antep) 100 >35 >35 >35
At kestanesi Horse chestnut 100 >35 >35 >35
Badem Almond 100 >35 >35 >35
Bakla Broad bean 100 >35 >35 >35
Barbunya Cranberry bean 100 >35 >35 >35
Bezelye Pea 100 15.99 >35 >35
Bugday Wheat 100 >35 >35 >35
Ceviz Walnut 100 >35 >35 >35
Erik Plum 100 >35 >35 >35
Fasulye Bean 100 >35 16.38 >35
Findik Hazelnut 100 >35 >35 >35
Kakao Cacao 100 >35 >35 >35
Kayisi cekirdegi Apricot kernel 100 >35 >35 19.45
Kestane Chestnut 100 >35 >35 >35
Kirmizi mercimek Red lentil 100 >35 >35 >35
Kiraz Sweet cherry 100 >35 >35 >35
Menengi¢ Terebinth 100 >35 >35 >35
Misir Maize 100 >35 >35 >35
Nohut Chickpea 100 >35 >35 >35
Siirt fistig1 Pistachio (Siirt) 100 >35 >35 >35
Seftali Peach 100 >35 >35 >35
Visne Sour cherry 100 >35 >35 >35
Yer fistigi Peanut 100 >35 >35 >35
Yesil mercimek Green lentil 100 31.53 >35 >35
Yonca Clover 100 >35 >35 >35

>35: ct degeri tespit edilmedi. >35: ct value was not detected.

Kayzisi tiirtine spesifik primer ve prob dizayni icin
kromozomal S14 F-box protein geni kullanimustir.
Kromozomal genomda bulunan genlerin kopya
sayist kloroplast genlerden ¢ok daha dustk oldugu
icin kayist icin deteksiyon limiti diger iki tiirden
cok daha disiik bulunmustur. Bununla birlikte
Prunus cinsi icerisinde yakin iligkili iki tiir olan
kayist (Prunus armeniaca) ve badem (P. dulcis)
birbirinden basarili bir sekilde ayirt edilmistir.
Ayrica kayist tird icin tasarlanan primer-prob
setinin ayni cinse ait kiraz (P. avium), seftali
(P. persica), visne (P. cerasus) ve erik (P. domestica)
gibi diger sert cekirdekli meyvelerle reaksiyon
vermedigi tespit edilmistir.

Diger taraftan hassasiyet testi icin bezelye, fasulye
ve kayist tirlerine ait DNA’larin %0.001’den
%100’e kadar degisen konsantrasyonlarindaki
dilisyonlart kullanilmis ve gerceklestirilen gercek
zamanli PZR reaksiyonlari sonucunda bezelye ve
fasulye icin deteksiyon limiti %0.001, kayist icin
ise 90.1 olarak belirlenmistir (Sekil 1-3). Her
bir primerin spesifite ve hassasiyet testi icin
gerceklestirilen reaksiyonlarda elde edilen PZR
trtinlerinin agaroz jel gorlntiileri, gercek zamanl
PZR sonuclarint dogrulamustir (Sekil 4-6).
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Sekil 1. Bezelye DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct de@erleri kullanilarak gizilen
standart egri (B)

Figure 1. Ct values determined using different concentrations of pea DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 2. Fasulye DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct degerleri kullanilarak cizilen

standart egri (B)

Figure 2. Ct values determined using different concentrations of bean DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 3. Kayisi DNA'sinin farkli konsantrasyonlarina karsilik belirlenen Ct degerleri (A) ve Ct degerleri kullanilarak gizilen

standart egri (B)

Figure 3. Ct values determined using different concentrations of apricot DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)
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Sekil 4. Bezelye tlriine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintisu.

Figure 4. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for pea specific primers.

1:Marker, 2: Negatif Kontrol, 3: % 0,0001’lik BZ, 4: % 0,001’lik BZ, 5: % 0, 01’lik BZ, 6: % 0, 1’lik BZ, 7: % 1’lik BZ, 8: %
10’luk BZ, 9:% 100’lik BZ, 10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS,
22:KM, 23:KR, 24: MN, 25:MS, 26:NH, 27:SF, 28:SF, 29:VS, 30:YF, 31:YM, 32: YN, 33:BZ1, 34:BZ2, 35:BZ3, 36: BZ4
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Sekil 5. Fasulye tiriine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintusu.

Figure 5. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for bean specific primers.

1: Marker, 2:Negatif Kontrol, 3:% 0,0001’lik FS, 4:% 0,001’lik FS, 5:% 0,01’lik FS, 6:% 0, 1’lik FS, 7:% 1’lik FS, 8:% 10’luk
FS, 9:% 100’luk FS, 10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS, 22:FS1,
23:FS2, 24:FS83, 25:KM, 26:KR, 27: MN, 28:MS, 29:NH, 30:SF, 31:SF, 32:VS, 33:YF, 34:YM, 35: YN
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Sekil 6. Kayisi tirine spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez gérintisu.

Figure 6. Agarose gel electrophoresis image of sensitivity and specificity test for apricot specific primers.

1:Marker, 2: Negatif Kontrol, 3: % 0,01’lik KY, 4: % 0, 1’lik KY, 5: %71’lik KY, 6: % 10’luk KY, 7: % 100’lUk KY, 8: KY1, 9:KY2,
10: AF, 11: BD, 12: BK, 13: BR, 14: BG, 15: CV, 16: ER, 17: FS, 18:FN, 19:KK, 20:KY, 21:KS, 22:KM, 23:KR, 24: MN,
25:MS, 26:NH, 27:SF, 28:SF, 29:VS, 30:YF, 31:YM, 32: YN

Her bir DNA konsantrasyonuna karsi elde edilen ikili Karisimlarda Tiir Tayini

Ct degerleri kullanilarak c¢izilen standart egrinin Hazirlanan ikili karisimlar, hedef bitki tiirlerine
egimi bezelye, fasulye ve kayisi tirleri igin sirasi spesifik primer ve prob seti kullanilarak analiz
ile -3.70, -3.18 ve -3.80 olarak bulunmustur. Ayrica edilmistir. Buna gore, Antep fistigi-bezelye
tim primer-prob setleri i¢in, R* degerinin  0.99  kargiminda bezelye, kestane-fasulye karisimda
oldugu tespit edilmistir. ise fasulye, %0.001 seviyesine kadar tespit

edilebilirken, badem-kayist karisiminda kayisinin
tespit edilebildigi en diistik seviye %0.1 olmustur
(Cizelge 5).



Cizelge 5. Ikili karigimlarin analiz sonuglari
Table 5. Analysis results of binary mixtures

ikili karisim seviyesi (A grubu bitki tari*
icindeki B grubu bitki tirinin** orani)

Tire spesifik primer ve prob setleri kullanilarak elde edilen Ct degerleri
Ct values obtained with species-specific primer and probe sets

Level of binary mixture (Ratio of B group Bezelye Fasulye Kayisi
plant species** in A group plant species™) Pea Bean Apricot
%100 17.127 14.345 20.045
%10 19.527 16.925 21.925
%5 22.667 18. 027 23. 027
%1 23.222 21.614 25.614
%0.5 23.823 22.18 27.189
%0.1 27.804 24.16 28.161
%0.05 29.454 25.183 29.183
%0.01 31.008 27.575 31.575
%0.005 31.057 28.573 >35
%0.001 31.335 30.046 >35
Negatif Kontrol Negative Control >35 >35 >35

* A grubu bitkiler: Antep fistiJi, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kayisi ¢ekirdegi ** Group B plants: pea, bean or apricot

Antep fistigi-bezelye ikili karisiminin analizinde
kullanilan bezelye tiirtine spesifik ileri ve geri
primerler, Antep fistig1 ile sirasiyla %52.8 ile %50
prob ise %44.7 oraninda benzerlik gostermektedir.
Benzer sekilde, fasulye turtine spesifik ileri ve
geri primeler ile prob kestane ile sirasiyla %44.7,
%51.2 ve %61.3 oraninda benzerdir. Kayist
primer-prob setinin badem tirt ile arasindaki
benzerlik oranlar ise sirastyla %79.2, %91.7 ve
9081.8'dir. Dolaystyla hedef diziler arasinda yiiksek
heterojenlik analiz edilen primer-prob setlerinin
karisimdaki diger tiirlerle reaksiyon vermeksizin
yiksek bir hassasiyetle hedef bitki tirlerinin
tayinine imkan vermistir. Hile amacli karistrmalarda
(adultration) %1’in altt ekonomik bulunmamakta
genellikle bu seviyenin Ustiinde bir karistirma
yapilmaktadir. Dolaysiyla bu calismada ikili
karisimlar icin tespit edilen deteksiyon limitleri
bu tir hileleri tespit edebilecek hassasiyettedir.

Literatiirde benzer calismalar bulunmakla birlikte
bu calisma kapsaminda gelistirilen yontemler,
gerek spesifite ve gerekse hassasiyet bakimindan
daha basarili bulunmustur. Ornegin; Brezni ve
ark. (15), gidalardaki bezelye kalintilarini tespit
etmek amaciyla trnl ve trnF eksonlar arasindaki
intron bolgeyi hedef alan bir primer-prob seti
tasarlamislardir. Gelistirdikleri gercek zamanli
PZR calismasi ile bezelye ilave edilmis cesitli tahil
unlarinda deteksiyon limitini 0.11+0.07 ng bezelye
DNA’s1 olarak tespit etmislerdir. Ancak tasarlanan
primer ve prob setlerinin diger baklagillerle
reaksiyon vermemesi icin dongl sayisini 29’da
tutmuslardir. Krahulcova ve ark. (16), kestane

puresine hile amaciyla katilan fasulye tirtint
tespit etmek amactyla, niikleer genom tizerinde
bulunan PvLEA-18 genini kullanmislardir. Dizayn
ettikleri primerlerin diger bitki tiirleriyle reaksiyon
vermedigini ancak model karisimlarda fasulyenin
deteksiyon limitinin = %1 (w/w) oldugunu
bildirmislerdir. Briining ve ark. (17) ise, badem
ezmesine (marzipan) karistirilan kayist cekirdegi
ezmesinin (persipan) kayist tiirtine spesifik PZR
ile %0.2 seviyesine kadar tespit edilebildigini
goOstermislerdir.

SONUC

Gida sanayisinde kaliteli ve glvenilir trtinlerin
tretilmesi, tiiketici haklarinin korunmasi ve haksiz
rekabetin 6nlenmesi icin gida kontrol ve denetim
hizmetlerinin etkin, yaygin ve sirekli olmasi
biylik 6nem tasimaktadir. Dolaystyla gerek kalite
kontrol hizmetlerinin etkinligi ve gerekse pek
cok tlkede gida etiketleme ile ilgili yapilan yasal
dizenlemeler, gidalarin bilesiminde bulunan
hayvan ve bitki kaynakli bilesenlerin tayini icin
hassas ve giivenilir metotlara duyulan ihtiyact
artirmustir. [ste bu noktada gercek zamanli PZR
teknigi, tir tayini ile ilgili bu yondeki ihtiyaclar
karsilayabilecek potansiyel bir teknik olarak 6ne
cikmaktadir.

Bu calismada, Antep fistigi, kestane ve badem
gibi bitki kaynakli bazi gida bilesenlerinin yerine
hile amacryla kullanilan bezelye, fasulye ve kayist
cekirdegi gibi daha ucuz bitki tlrlerinin tespitine
yonelik yontemler gelistirilmistir. Bu amacla #rnL
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geni Uzerinde dizayn edilen primer-prob setleri,
bezelye ve fasulye tiirlerinin spesifik olarak ve
ylksek bir hassasiyetle tespitini saglamistir. S14
F-box geni Uizerinde dizayn edilen kayist tirtine
spesifik primer-prob setinin ise, Prunus cinsi
icerisindeki yakin iliskili tirlerin ayrimima imkan
sagladigi ancak diger tirlere kiyasla hassasiyetinin
daha distk oldugu bulunmustur. Gelistirilen
tim yontemlerin, kalite kontrol laboratuarlarinin
yontem konusundaki eksikligini gidermesinin
yaninda, rutin kullanumlara uygun ticari test
kitlerine donustirilme potansiyeli de mevcuttur.
Sonucta hileli karisimlar icerisindeki bezelye,
fasulye ve kayist ¢cekirdegi kalintilarinin hassas
ve glvenilir bir sekilde tespiti, bu yolla yapilan
hilelerin 6nlenmesi ve dolaysiyla ve tiketicilerin
korunmasi ve haksiz rekabetin 6nlenmesine
katki saglayacaktir.
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Abstract

In this study, the possibility of using of chestnut (Castanea sativa) sawdust in Oyster mushroom (Pleurotus ostretatuis
and Pleurotus citrinopileatus) cultivation was investigated. Additionally; Pleurotus ostreatus cultivation on the
substrates which was mixed of chestnut with black poplar (Populus nigra) and oriental spruce (Picea orientalis)
was performed. Bioactive properties of these mushroom and their growth mediums were also examined. After a
successful harvest, total phenolic, flavonoid, condensed tannin contents and antioxidant properties of mushrooms’
methanolic extracts were determined. Same analyses were also performed for mushrooms substrates. The highest
yield and biological efficiency was observed in P. ostreatus cultivated on 100% Castanea sativa substrate. The
highest total phenolic content (2.529+0.010 mg GAE/g) was found in P. citrinopileatus cultivated on C. sativa sawdust
and its substrate medium. Total flavonoid could not determine any mushroom. The highest total condensed tannin
(3.691£0.011 CE mg/g) content was observed in P. ostreatus cultivated on C. sativa sawdust and its substrate medium;
the highest ferric reducing antioxidant power (11.761+0.020 umol FeSO,.7H,0/g) was seen in P. ostreatus mushroom
cultivated on 50% P. orientalis + 50% C. sativa and 100% C. sativa substrate medium. The highest free radical
scavenging activity of DPPH was in P. citrinopileatus and 100% C. sativa sawdust and 100% C. sativa substrate
medium.

Keywords: Antioxidant, chestnut, Pleurotus, tannin content, total phenolic content

CESITLI TALASLARDA URETIiLEN PLEUROTUS OSTREATUS
VE PLEUROTUS CITRINOPILEATUS MANTARLARININ
TOPLAM FENOLIK, FLAVONOID VE TANEN iCERIKLERI

VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI

Oz

Bu calismada Pleurotus ostreatus ve Pleurotus citrinopileatus'un (Istiridye mantari/Kaym mantary) kestane (Castane
asativa) odunu talasindaki tiretim olanaklari Gizerinde durulmustur. Ayrica; kestane talasinin; karakavak (Populus
nigra) ve dogu ladini (Picea orientalis) talaslart ile karistirlldig1 ortamlarda Pleurotus ostreatus tiretimi denenmistir.
Uretimlerin ardindan elde edilen mantarlarin ve yetisme ortamlarinin biyoaktif 6zellikleri arastirilmistir. Basarilt bir
hasat periyodundan sonra mantarlarin metanolik eksraktlart Gizerinden toplam fenolik, flavonoid ve kondanse
tanen icerikleri ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir. Ayni deneyler mantar subsratlart icin de tekrar edilmistir.
En ytksek verim ve biyolojik etkinlik degeri %100 Castanea sativa ortaminda gelisen P. ostreatus mantarinda
gozlenmistir. En ylksek fenolik icerik (2.529+0.010 mg GAE/g) C. sativa talasinda uretilen P. citrinopileatus
mantarinda ve kendi yetisme ortaminda bulunmustur. Hi¢ bir mantarda flavonoid igerigi tespit edilememistir. En
yiiksek kondanse tanen icerigi (3.691+0.011 CE mg/g) %100 C. sativa talasinda Uretilen P. ostreatusda ve kendi
yetisme substratinda; en yiiksek demir indirgeyici antioksidan aktivite (11.761+0.020 pmol FeSO,.7H,0/g) %50
P. orientalis + %50 C. sativa karisiminda uretilen P. ostreatusta ve %100 C. sativa besin ortaminda gozlenmistir.
En ytksek DPPH radikali temizleme aktivitesi %100 C. sativa ortaminda Uretilen P. citrinopileatus mantarinda ve
%100 C. sativa besin ortamlarinda gorilmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, kestane, Pleurotus, tanen icerigi, toplam fenolik icerik

* Yazigmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
" sibelyildizz@gmail.com, ® (+90) 462 377 1510, (+90) 462 325 7499
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INTRODUCTION

Under natural condition Pleurotus spp. is grown
on living trees as parasite or dead woody branches
of trees as primary decomposer and saprophyte (1).
These species have extensive enzyme systems,
so they are capable of utilizing lignocellulose-
containing materials (2, 3). So, they can be cultivated
on a wide variety of substrates containing lignin,
cellulose and hemicellulose (4). In addition,
cultivation of Pleurotus spp. can play an important
role in managing lignocellulosic wastes (5).

Cultivation and consumption of mushrooms
especially Pleurotus species’ popularity have been
increased day to day thanks to shorter cultivation
time, medicinal and nutritional values and high
yield potential of mushroom compared with
Agaricus spp. (6-8). Mushrooms accumulate
various secondary metabolites such as polyketides,
phenolic compounds, steroids and terpenes (9).
Many phenolic compounds have been reported
to process potent antioxidant activity and to have
anticancer or ant carcinogenic/anti-mutagenic,
anti-atherosclerotic, anti-bacterial, anti-viral, and
anti-inflammatory activities (10, 11). Some
researchers have been noted that the bioactivity
of phenolic may be related to their ability to inhibit
lipoxygenase, chelate metals, and scavenge free
radicals (12-14). Phenolic which present in
mushrooms are known as natural antioxidants
(15), so mushrooms have become more worth
to researching. The composition of phenolic
contents of mushrooms generally depends on
genetic, environmental and other factors. The
phenolic composition in mushrooms have been
reported might be affected by a number of factors,
namely mushroom strain/species, composition
of growth media for in vitro cultured species, time
of harvest, management techniques, handling
conditions and preparation of the substrates for
cultivated species and soil/substrate composition
or host associated species in case of wild species
either saprotrophic or mycorrhiza (16).

Most of natural compounds have a large number
of biological activities involving antioxidant, anti-
inflammatory, neuroprotective, chemopreventive
and cardioprotective effects (17). Chestnut wood
(Castanea sativa) can be considered one of
them. Castanea sativa is a tree belonging to the
Fagaceae family, living in generally Mediterranean

regions of Europe. It is a good source in terms of
phenolic bioactive compounds, especially in
tannins (17, 18). Its leaves have been widely
used, in folk medicine, for some diseases such as
bronchitis, asthma, cough, cold, expectorating
(17, 19). Its leaves were described as a source of
natural antioxidants (19). Additionally; an extract
obtained from Castanea sativa bark has been
shown antiviral effect against various viruses
(20). In another study; it was recorded that sweet
chestnut wood extract reduced oxidative stress
and prevented DNA damage in blood lymphocytes
QD).

Pleurotus spp. can grow on many different
substrates. In this case; the quality, yield and
mineral composition of mushroom varies
according to the chemical structure and nutritional
content of substrate (22-25). To our knowledge
there is limited data in the literature about bioactive
properties of Pleurotus spp. especially growing
on Castanea sativa wood which is particularly
rich in tannin. In this study it was investigated
Pleurotus species (Pleurotus ostreatus, Pleurotus
citrinopileatus) growing on Castanea sativa
sawdust. Additionally; it was examined Pleurotus
ostreatus growing on chestnut sawdust mixed
with Populus nigra and Picea orientalis sawdust,
separately. It was compared to the performance
of Pleurotus ostreatus obtained from different
substrates (100% Castanea sativa sawdust, 50%
Castanea sativa sawdust + 50% Populus nigra, 50%
Castanea sativa sawdust + 50% Picea orientalis)
and performance of Pleurotus citrinopileatus
obtained from 100% Castanea sativa sawdust in
terms of yield, biological efficiency, total phenolic,
flavonoids, condensed tannin contents and
antioxidant properties. Same analyses were also
performed for mushrooms substrates.

MATERIAL AND METHODS
Materials

P. ostreatus and P. citrinopileatus (Oyster
mushroom) myceliums were obtained a
commercial firm located in Istanbul. Populus
nigra, Picea orientalis and Castanea sativa sawdust
were supplied from plant of Forest Industry
Engineering, Karadeniz Technical University,
Trabzon.



Substrate preparation and mushroom
cultivation

Particle sizes of wood sawdust approximately
were 2-3 cm, homogeneously. Populus nigra
(Black poplar), Picea orientalis (Oriental spruce)
and Castanea sativa (Chestnut) sawdust moistened
with water until 70-80% and sterilized in
an autoclave at 121°C for 1.5 h, the pH of each
medium then were adjusted to pH 6.5-7.0 by
addition varying amount of CaCOj; (26). After
cooling the substrates to 20°C, they were placed
in nylon bags of 1 kg and inoculated by
spreading spawn on the surface of the substrate
with a weight percentage of about 3% (w/w) of
the wet weight of compost. Substrate condition
was carried out in four replications. Each nylon
bags were inoculated in mushroom growing
laboratory (at 15-25°C, 70-80% relative humidity).
Harvesting was started in fifth week and the fruit
bodies’ stipe and cap was calculated and weighed.

Mushrooms and their cultivation mediums are
presented in Table 1. Unfortunately; compost
mediums, consisting of chestnut sawdust mixed
with Populus nigra and Picea orientalis sawdust,
prepared for Pleurotus citrinopileatus cultivation
were contaminated, despite repeated two times.

Table 1. Mushrooms and cultivation mediums

millimeter sieve (IKA, WERKE MF10, Germany).
Approximately 5 g of powder samples in were
placed into a falcon tube 50 mL 99% with
additional methanol. The mixture was stirred
continuously with a shaker (HeidolphPromax
2020, Schwabach, Germany) at room temperature
for a total of 24 hours. Particles were removed
using Whatman No. 4 filter paper pore size 20-25
pm. Then solutions were filtrated from hydrophilic
polyvinylidene fluoride (PVDF) 0.45 pm for
sterilization. The final volume of the solution was
adjusted by the level of methanol.

Determination of polyphenolic contents

The polyphenolic contents of the methanolic
samples were evaluated three different ways;
total phenolic contents (TPC), total flavonoids
(TF) and total condensed tannin (TT). For the
determination of the total phenolic contents, the
Folin-Ciocalteau procedure was employed and
gallic acid was used as standard (28). Shortly, 20
pL of various concentrations of gallic acid and
samples, 400 pL of 0.5 N Folin-Ciocalteu reagent
and 680 pL of distilled water were mixed and
vortexed. After 3 min incubation, 400 pL of Na,CO,
(10%) solution was added and vortexed. Then

Mushroom species

Cultivation medium (sawdust)

P. citrinopileatus
P. ostreatus
P. ostreatus
P. ostreatus
P. citrinopileatus
P. citrinopileatus

100% Castanea sativa

100% Castanea sativa

50% Castanea sativa + 50% Populus nigra
50% Castanea sativa + 50% Picea orientalis
50% Castanea sativa + 50% Populus nigra™
50% Castanea sativa + 50% Picea orientalis*

*: Contaminated variation

Total yield and biological efficiency

Mushroom yield was calculated as total fresh
weight of mushrooms obtained from 3 or 4
flushes in the harvest period (26). Biological
efficiencies were defined as the percentage ratio
of the fresh weight of harvested mushrooms over
the dry weight of substrates (27).

Preparation of the extract

Harvested mushrooms were sliced and dried in a
food dryer 8 hours at 60 °C (Profilo, PFD1350W,
Turkey). Dried mushroom was ground in a basic
micro fine grinder and passed through 1

the mixture was incubated for 2 h at 20 °C with
interrupted shaking. Absorbance measurement
was carried out at 760 nm at the end of the
incubation period. A standard curve was prepared
using gallic acid as a standard with different
concentrations of gallic acid, and the results were
expressed as mg (GAE) per g methanolic extracts.

The concentration of total flavonoid present in
the methanolic extracts was measured using a
spectrometric assay. Briefly, 0.5 mL samples, 0.1
mL of 10% AI(NOjy); and 0.1 mL of 1 M
NH,.CH;COO were added to a test tube and
incubated at room temperature for 40 min. Then
the absorbance was measured against a blank at
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415 nm. Quercetin was used for the standard
calibration curve. The total flavonoid concentration
was expressed as mg of quercetin equivalents
per g sample (29)

Condensed tannins were determined according
to the method by Julkunen-Titto(30). For each
sample, various concentrations of 25 pL from
extracts of plant were mixed with 750 pl of 4%
vanillin (prepared with MeOH) and then 375 pL
of concentrated HCl was added. The well-mixed
solution was incubated at room temperature in
darkness for 20 mins. The absorbance against the
blank read at 500 nm. (+)-Catechin was used to
help make the standard curve (0.05-1 mg/mD).
The results were expressed as mg catechin
equivalent to (CE)/g sample.

Determination of Antioxidant Capacity

The antioxidant capacity was determined using
ferric reducing antioxidant power, free radical
scavenging activity of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radicals (DPPH*).

Ferric reducing antioxidant assay (FRAP)

FRAP assay was also tested to determine the total
antioxidant capacity of the samples. This method
is based on the reduction of tripyridyltriazine
complex (Fe (TPTZ) *) to blue colored
Fe(TPTZ)* by antioxidants in acidic medium
(31). The preparation of working FRAP reagent
was carried out by mixing 25 mL of 0.3 M acetate
buffer pH 3.6 with 2.5 mL of 10 mM 2,4,6-
tripyridylstriazine (TPTZ) solution in 40 mMHCI
and 2.5 mL of 20 mM FeCl;.6H,O solution. The
reaction mixture consisting of 1mL of the sample
and 3 mL of freshly prepared FRAP reagent was
incubated at 37 °C for 4 min. Then, the
absorbance was determined at 593 nm against
blank prepared with distilled water. A calibration

curve prepared with an aqueous solution of
ferrous sulfate FeSO,.7H,0O in the range of
100-1000 pM was used. Trolox was also tested
under the same conditions as a standard antioxidant
compound. FRAP values were expressed in wet
weight of the samples as pmol of ferrous equivalent
Fe (ID per g sample.

Scavenging of Free Radical (DPPH) Assay

The DPPH assay was applied using (32) to
determine the radical scavenging capacity of the
methanolic extracts of the mushroom. The simple
method is based on scavenging the DPPH
radicals with an antioxidant substance of the
investigated solution. For each sample, six
different concentrations of 0.75 mL of the extracts
of the samples were mixed with 0.75 mL of 0.1
mM of DPPH in methanol, and the absorbance
was read at 517 nm. The values were expressed
as SCy, (mg sample per mL), the concentration of
the samples causing 50% scavenging DPPH radicals.

Statistical analysis

All assays were performed in triplicate. The data
were recorded as means + standard deviations
and analyzed by using Statistical Package for
Social Sciences (SPSS version 23.0). The yield data
obtained were analyzed by ANOVA and tests of
significance were carried out using Duncan's
multiple range tests.

RESULTS AND DISCUSSION
Total yield and biological efficiency

Total yield and biological efficiency of cultivated
mushroom on sawdust are presented in Table 2.

Table 2. Total yield (g/100g substrates) and biological efficiency (%) of cultivated mushroom

Material Yield (g/100g substrates) B.E.* (%)
X£SD X+SD
100% C. sativa sawdust™* 18.4+1.2° 65.014.2*
100% C. sativa sawdust™** 20.612.3° 72.818.1°
50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust*** 19.7+1.8® 69.5+6.3°
50 % C.sativa + 50% P. orientalis sawdust*** 16.1+0.9° 57.1£3.12

*: Biological efficiency
**: Values for P. citrinopileatus cultivation
***: Values for P. ostreatus cultivation

2 Means having the same superscript letter(s) are not significantly different (P>0.05) by Duncan's multiple range test.



After harvest period; the total yield (g/100g
substrates) was calculated. 100% Castanea sativa
sawdust used for P. ostreatus cultivation produced
highest yield (20.6+2.3), whereas 50% Castanea
sativa + 50% Picea orientalis sawdust produced
the lowest (16.1+0.9) for the same mushroom.
Picea orientalis additive had a negative effect on
yield. This result can be attributed to the cultivation
oyster mushroom on conifer wood substrates
(pine, spruce, fir, etc). Such substrate types that
have resins and other type of wood constituents
can inhibit mycelium growth and colonization.
Our results are comparable with other P. ostreatus
cultivation studies (33, 34). Generally, total yield
of different substrates was found significantly
different (P<0.05) each other by Duncan’s multiple
range test. Biological efficiency (%) ranged from
57.1£3.1 to 72.848.1 and is similar with literature
data (35). According to the Samuel and Eugene
(2012); differences in biological efficiencies of
the various substrates were due to different
substrate compositions (36).

Polyphenolic contents

Total polyphenol (mg GAE/g), total flavonoid
(mg QE/g) and condensed tannin (CE mg/g)
contents of mushrooms and their own growth
medium are presented in Table 3.

Phenolic compounds such as flavonoids, phenolic
acids and tannins have been reported as natural
antioxidants which commonly found in mushrooms
with redox properties that act as reducing agents,
hydrogen donors, free radical scavengers and
singlet oxygen quenchers (15). In this study,
P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa
sawdust exhibited the highest total phenolic
content with 2.529+0.010 mg GAE/g and P. ostreatus

cultivated on 50% C. sativa + 50% P. orientalis
sawdust was showed the lowest total phenolic
content with 1.232+0.060 mg GAE/g. Our results
are lower than some wild mushrooms’ content
(2.83-25.38mg GAE/g; (37, 38). Surprisingly;
mushrooms have no detectable flavonoids,
(Table 3). In the literature; total flavonoid content
of P. ostreatus which grown on different substrates
were ranged from 0.130+0.006 to 0.134+0.001
(mg QE/g) (39). In another study; total flavonoid
content for Pleurotus florida was 0.17+0.02 (mg
QE/g) and for Flammulina velutipes was
0.20+0.05 (mg QE/g) (40).

P. ostreatus and P. citrinopileatus cultivated on
100% C. sativa sawdust was produced the
highest condensed tannin content (3.691+0.011
CE mg/g, 3.674%0.009, respectively). P. ostreatus
cultivated on 50% C. sativa + 50% P. nigra
sawdust was produced the lowest condensed
tannin content with 0.618+0.062 CE mg/g. Our
results were higher than cultivated P. ostreatus
tannin content (0.32-1.44 CE mg/g) and higher
than some wild mushrooms (Lentinus ciliates,
Hygrocybe conica, Schizophyllum commune)
tannin content (0.28-2.24 CE mg/g) (41), (Table 3).
Generally, total phenolic content of mushrooms
was found significantly different (£<0.05) each
other by Duncan’s multiple range test. This
difference can be related to different content of
growth medium.

When examined the mushroom growth medium;
the highest total polyphenol and total tannin
contents were obtained from 100% C. sativa
sawdust substrate. 50% C. sativa + 50% P. orientalis
sawdust substrate produced the lowest total
polyphenol and total tannin contents. But the same
substrate also exhibited the highest flavonoid

Table 3. Total polyphenol (mg GAE/g), total flavonoid (mg QE/g) and condensed tannin (CE mg/g) contents of mushrooms

and their own growth medium

Mushroom / Growth medium

Total Polyphenol  Total Flavonoid Condensed Tannin

(mg GAE/qg) (mg QE/g) (CE mg/g)
X+SD X+SD X+SD
P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 2.529+0.010* - 3.674+0.009°

P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust**
P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust 1.232+0.060° -

1.768+0.082° -
1.304+0.084° -

3.691£0.011°
0.618+0.062°
1.380+0.009°

100% C. sativa sawdust
50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust
50% C. sativa +50 % P. orientalis sawdust

25.15340.041°
16.713£0.018°
13.374+0.152°

0.643+0.097°
0.654+0.019*
0.782+0.016°

3.758+0.021°
0.591+0.033"
0.140+0.028°

*Means having the same superscript letter(s) are not significantly different (P>0.05) by Duncan's multiple range test.
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content. The small amount of flavonoid detected
in the growing mediums. Also, the total phenolic
content and condensed tannin of mushrooms’
growing mediums were found significantly
different (P<0.05) each other by Duncan’s
multiple range test.

The composition of phenolic contents of
mushrooms generally depends on genetic,
environmental and other factors. The phenolic
composition in mushrooms might be affected by
a number of factors, namely mushroom strain/
species, composition of growth media for in vitro
cultured species, time of harvest, management
techniques, handling conditions, and preparation
of the substrates for cultivated species (16).

Antioxidant properties

The antioxidant activity of cultivated mushrooms
and their own growth mediums are presented in
Table 4.

(Table 4). This results are similar with H. erinaceum
mushroom chloroform extract’s value (10.66 pmol
FeSO,.7H,0/g, (43)) and lower than different
sub fractions of methanol extracts of Naematoloma
sublateritium (44.25-299.24 nmol FeSO,.7H,0/g,
(44). Frap activities of mushroom and mushrooms’
growth mediums extracts were found significantly
different (P<0.05) by Duncan's multiple range
test.

P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa
sawdust produced the highest DPPH value with
6.480+0.089 mg/ mL and P. ostreatus cultivated
on mixed sawdust exhibited the lowest value
with 22.922+0.001 mg/mL, (Table 4). Our values
were lower in terms of antioxidant activity than
some wild mushrooms Leucopaxillus giganteus,
Sarcodon imbricatus, Agaricus arvensis (1.44-3.50
mg/mL; (38) and similarly other than some
cultivated mushroomssuch as Agaricus bisporous
and Agaricus brasiliensis (1.67-4.57mg/mL,
respectively; (45)). Generally, DPPH activities of

Table 4. The antioxidant activity of cultivated mushrooms and their own growth mediums

Material FRAP DPPH-SCs,
(umol FeSO,4.7H,0/g) (mg/mL)
X+SD X+SD

P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 10.130+0.165° 6.480+0.089*

P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust
P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust

5.580+0.189°
5.929+0.051°
11.761+0.020°

19.167+0.051°
22.922+0.002°
22.922+0.001°

100% C. sativa sawdust
50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust
50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust

733.200+0.121*
287.408+0.043"
270.550+0.098°

0.048+0.001*
0.109+0.003"
0.144+0.001°

* Means having the same superscript letter(s) are not significantly different (P>0.05) by Duncan's multiple range test.

The antioxidants are possible protective agents
to helping the human bodies in decrease oxidative
destruction (42). In this study, antioxidant
capacity was determined using ferric reducing
antioxidant power (FRAP), free radical scavenging
activity of DPPH. FRAP refers to the antioxidant
effect exerted by the donation of a hydrogen
atom and subsequent breakage of the free radical
chain (43).

The highest ferric reducing antioxidant power
(11.761£0.020 pmol FeSO,.7H,0/g) was determined
in P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50%
P. orientalis sawdust extract. The lowest one
(5.58040.189 pmol FeSO,.7H,0/g) was seen in
P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust,

mushroom and mushrooms’ growth mediums
extracts were found significantly different
(P<0.05) by Duncan's multiple range test, too.

CONCLUSION

In this study, the possibility of using of chestnut
(Castanea sativa) sawdust in Pleurotus ostretatus
and Pleurotus citrinopileatus cultivation was
investigated. Additionally; Pleurotus ostreatus
cultivation on the substrates which was mixed of
chestnut with Populus nigra and Picea orientalis
was performed. Bioactive properties of these
mushroom and their growth mediums were also
examined.



100% Castanea sativa sawdust which used for P.
ostreatus cultivation produced highest yield
(20.6+2.3 g/100g) and biological efficiency
(72.8%) whereas 50% Castanea sativa + 50%
Picea orientalis variation produced the lowest
(16.1+0.9 g/100g) for the same mushroom. Picea
orientalis additive had a negative effect on yield
probably due to the resins and other phenolic
components present in conifer wood substrate
which can inhibit mycelium growth. P. citrinopileatus
cultivated on 100% C. sativa sawdust exhibited
the highest total phenolic content with
2.529+0.010 mg GAE/g, in parallel to the growth
medium. Total flavonoid could not determine any
mushroom species. P. ostreatus and P. citrinopileatus
cultivated on 100% C. sativa sawdust was produced
the highest condensed tannin content
correspondingly the growth medium. Since the
tannin is widely found in chestnut wood, this
result is not surprising. In the same substrate
medium (100% C. sativa sawdust) the antioxidant
activity of P. citrinopileatus was found two times
higher than that of P. ostreatus. The highest
ferric reducing antioxidant capacities (FRAP)
11.761£0.020 pmol FeSO,.7H,0/g was determined
in P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50%
P. orientalis sawdust at the same time P.
citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa
sawdust FRAP values was found to be
10.130+0.165. P. citrinopileatus cultivated on
100 % C. sativa sawdust produced the highest
DPPH value with 6.480£0.089 mg/ mL. Consequently;
C. sativa and the other sawdust types were generally
showed good results in terms of studied various
bioactive analyses. Different Castanea wood
species can be performed with more efficient
extraction methodologies and different mushroom
species.
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Abstract

This study investigates the nutritional value of white button mushroom Agaricus bisporus X25 which
cultivated on six composts viz., wheat straw compost, reed (Phragmites australis) straw compost and
the mixture (1:1) (wheat straw and reed straw) which decomposed with or without adding bacterial
inoculum Streptomyces during substrates composting. In general, using bacterial inoculum raised values
of proteins and ortho-dihydric phenol in fruiting bodies of A. bisporus X25, while the mixture compost
raised protein content and reed compost raised ortho-dihydric phenol of fruiting bodies of A. bisporus.
Thus, this mushroom strain has considered amounts of proteins and phenols.

Keywords: Compost, nutritional value, pharmaceutical value, Phragmites australis, Streptomyces.

FARKLI KOMPOSTLARDA URETILEN AGARICUS BISPORUS X25
MANTARLARININ PROTEIN VE ORTO-DIHIDRIK FENOL iCERIKLERI

Oz

Bu calismada Streptomyces kulturt kullanilarak veya kullanilmaksizin hazirlanmis beyaz bugday
samanti, kamis samani (Phragmites australis) ve bu ikisinin 1:1’lik karisimi olmak tizere altt farkls
kompostta tretilen beyaz digme mantarlarinin (Agaricus bisporus X25) besleyici degeri incelenmistir.
Genel olarak bakteriyal asilama islemi 4. bisporus X25 mantarlarinin protein ve orto-dihidrik fenol
icerigini arttirirmistir. Karisim kompost ve kamis kompost kullanimt A. bisporus mantarlarinda sirasiyla
protein ve orto-dihidrik fenol icerigini arttirmistir. Sonucta bu mantar tirintin protein ve fenolik
bilesikler acisindan degeri ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Kompost, besleyici deger, farmasotik deger, Phragmites australis, Streptomyces.
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INTRODUCTION

The edible mushroom Agaricus bisporus belongs
to Basidiomycota and it is called white button
mushroom as a common name (1). Medicinally,
Agaricus bisporus X25 has antioxidant activity (2)
because of its content of phenols and ergothioneine
(3). It has a high nutritional value due to its high
amino acids/proteins content especially (4, 5). It
has a high ability to bio-convert lignocelluloses
matters to fresh edible mushroom, such as using
composted wheat straw, common reed, sesaban
plant and sunflower head for A. bisporus cultivation
(4, 6, 7), whereas sawdust with wheat straw was
used for its production globally (8). These
composts supplemented with licorice extract and
decomposed using the bacteria that led to
increasing their proteins content (6, 9).

Agaricus bisporus has a lowest heavy metal
concentrations K, Na, Co, Pb, Cr, Fe, Ni, Cu, Zn,
Cd, Mn (3,5), P, K, S, Ca and Li, without starch
and rich of essential vitamins A, B, C and D (10),
that lead to encourage peoples for consuming
healthy food. This mushroom was found to be
good sources of microelements. Also, it has
essential amino acids (4) and active compounds
to decrease cholesterol of blood serum; therefore, it
is a benefit to treating atherosclerosis and diabetes
mellitus. It has low calories gain that useful for
treatment the obesity (11). A. bisporus X25 has
trace mineral elements such as Pb, Cd and Cr at
concentrations 7.5-8.0, 0.2-0.3 and 24.6-14.1 mg/Kg
respectively based on dry matter, but these levels
were below the safety limits defined by FAO/
WHO for weekly Required Dietary Intake (RDD (5).

Fruiting bodies which produced on commercial
substrates are non-economic because of the high
price of substrate especially wheat straw substrate.
Thus must determining the nutritional value of
mushroom which cultivated on local composts
have low prices and available during the year
from a side and to decrease the pollutions outcome
from burning it from another side. However, no
reference is found in the literature regarding the
comparison of determining the nutritional value
of A. bisporus fruiting bodies cultivated on local
composts. Thus, the objective of this study is
calculating the nutritional value of A. bisporus
harvested from six composts containing wheat
straw and reed straw.

MATERIALS AND METHODS

Mushroom samples

Fruiting bodies of white button mushroom
Agaricus bisporus X25 obtained from Iraqi local
farm related with the University of Anbar.
Fruiting bodies which harvested from six
composts containing wheat (7riticum sativum)
straw, reed (Phragmites australis) straw and
their mixture 1:1 with or without Streptomyces
inoculum treatment during the composting
process. Six treatments were used in this test
including: wheat straw compost, reed straw compost,
the mixture compost (1:1), the decomposed
wheat straw compost using Streptomyces sp., the
decomposed reed straw compost using Streptomyces
sp., and the decomposed mixture compost using
Streptomyces sp. Solid state fermentation was
achieved outdoor and indoor during phase 1 and
phase 2 respectively as mentioned by Muslat et
al. (6). After pasteurization of compost and
cooling, mushroom spawn was applied within
bed at percent 2% based on dry weight using
Ruffling Method until mycelial growth completion.

Protein determination using Kjeldahl method

The nitrogen content in fruiting bodies of
Agaricus bisporus X25 was determined using
Kjeldahl method by Gallenkamp Kjeldahl
Apparatus in Plant Tissues Lab., Department of
Biology, College of Science, University of Anbar.
Protein content was calculated using this equation:
Protein%=Nitrogen contentx6.25x100 (12).

Ortho-dihydric phenol determination using
Arnow's method

In a water bath, one gram of fresh fruiting bodies
extracted within 5-10 ml 80% Ethyl alcohol for
5-10 min. After cooling the samples, the mixture
crushed in a porcelain mortar, then filtrated
using filter paper Whatman No. 1. The residue
was re-extracted again within 3 ml of Ethyl alcohol
for 2-3 min and filtrated, then completed the
volume to 10 ml using 80% Ethyl alcohol. The
reagent was prepared by dissolution 10 g of
Sodium Nitrite (NaNO,) and 10 g of Sodium
Molybdate (NaMoO,) and then completed to
volume 100ml using Distilled water (D.W). The
reagent was stored in dark bottles until use. Add
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one ml from each extracted alcohol solution,
(0.5 N) HClI and the reagent within 10 ml of D.W
then intermix the intermixture with 2 ml (1 N)
NaOH. After mixing the mixture with NaOH, the
color of intermixture changed to pink color.
Read at 515 nm using Spectrophotometer and
the result calculated using stander curve of
ortho-dihydric phenols (1.88-16.92) g/L (13).

Statistical Analysis

The experimental data were subjected to an
analysis of variance by two ways analysis
(ANOVA) using GenStat Discovery Edition
computer program version 7 DE3 (VSN International
Ltd., UK) to determine the least significant
difference among means at the level least of 0.05
(P <0.05). Three replicates were examined in the
experiments.

RESULTS AND DISCUSSION

The chemical analysis of six fruiting bodies of
Agaricus bisporus X25 was observed in Table 1.
Protein percentage was defined based on the dry
mushroom. The higher protein percentage was
21.85% achieved using basidiocarps which
cultivated on mixture compost with treatment by
Streptomyces inoculum, significantly (P <0.05),
followed 19.51% by fruits of wheat straw and
mixture composts with and without treatment.
Basidiocarps which harvested from reed straw
compost with treatment recorded protein content
18.09%. The lower protein percentage was
16.38% for fruits of reed straw compost without
treatment compared with 17.02% by basidiocarps
cultivated on wheat straw compost (control).

The content of ortho-dihydric phenols was
determined on the fresh mushroom basis (Table 1).
The higher ortho-dihydric phenols content was

Table 1 Nutritional content of fruiting bodies of A. bisporus X25

10.45 g/L achieved on basidiocarps of reed straw
compost with treatment by bacterial inoculum
significantly (P <0.05), followed 9.04% by fruits of
same compost without treatment. Basidiocarps
of the mixture compost with treatment, wheat
straw (control) and reed straw composts without
treatment recorded ortho-dihydric phenols content
8.97, 8.91 and 8.90 g/L, respectively. The lower
ortho-dihydric phenols content was 8.60 g/L for
fruits of reed straw compost with treatment.

From another side, fruiting bodies of Agaricus
bisporus X25 which cultivated on the mixture
compost 1:1 (wheat straw: reed straw) observed
higher protein percentage 20.68% significantly
(P <0.05). However, the control treatment (fruits
from wheat straw compost) recorded percentage
18.26% followed 17.23% for the fruits from reed
straw compost which was poor in protein level
compared with others. That is because of low
content of nitrogen (amino acids) in reed straw
compost which had higher C:N ratio (1:22) than
the mixture (1:20) and control (1:10) composts,
thus must use the mixture compost to improve
quality of these composts (14).

Also, the reason of low protein content in A.
bisporus X25 fruits which harvested from reed
straw compost may be related to high lignin
content in this medium in comparison to cellulose
and hemicellulose in wheat straw and mixture
composts. Indeed, lignin of reed plant slower
decomposition than cellulose and hemicellulose
(15). The mixture compost observed high protein
content for basidiocarps of A. bisporus X25
because of various and increasing soil microbes
which had good growth in the aerobic condition
in solid substrate fermentation (6).

Muslat et al., (6) mentioned that i ncreasing
temperatures of the mixture compost during
composting processes help to improve C:N ratio

Fruiting bodies Wheat straw

Reed wastes

Mixture 1:1 LSD (P <0.05)

Protein percentage based on dry mushroom

Without treatment 17.02 16.38 19.51 0.450
Treated with Streptomyces 19.51 18.09 21.85

Decomposed substrates Ortho-dihydric phenols (g/L) based on fresh mushroom

Without treatment 8.91 8.90 0.420
Treated with Streptomyces 8.60 10.45 8.97

Legend: Average of moisture content of fruiting bodies about 89%-90%.
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to an optimal condition for white button mushroom
(A. bisporus) cultivation. In solid substrate
fermentation, using Streptomyces inoculum
during composting processes also lead to increase
protein content in compost because of the high
biomass of lysed soil bacteria and fungi. That
agrees with Benimelia et al., (16) who referred to
increase amino acids and enzymes in compost
from the outcome of lysed bacteria/microbes,
thus, the growth of soil microbes in compost
guides to concentrate nitrogen and minerals
sources to support mushroom cultivation (17).

From another side, the content of ortho-dihydric
phenols differed according to type of cellulosic
waste used as a media for cultivation. The higher
significant (P <0.05) ortho-dihydric phenols was
9.74 g/L (basis on fresh weight) for cultivated A.
bisporus X25 on reed straw compost, followed
8.93 and 8.75 g/L for fruits of the mixture and
wheat straw composts, respectively.

Indeed, A. bisporus is useful enzymatic source
such as Laccase which oxidizes phenolic compounds
(18). That demonstrates reason of low ortho-
dihydric phenol content in some samples. Also,
A. bisporus has a hydrolytic system (oxidization
factors) to consume carbohydrates, and ligniolytic
system to decomposed lignocellulosic matters
and phenol rings (19).

The high ortho-dihydric phenols in fruiting bodies
of reed straw compost may be returned to inhibit
polyphenol oxidase because of the high lignin
content in this compost (18). Although, fruits of
reed straw compost had higher ortho-dihydric
phenol content (Table 2) but this finding near
from control (fruits which harvested from wheat
straw compost). That agrees with Al-Kiasy (20)
who referred to ortho-dihydric phenol content
9.39 g/L. with fruiting bodies of A. bisporus
harvested from wheat straw compost. That is
important to inhibit pathogenic microbes because
of its antioxidant and antimicrobial activity (21).

CONCLUSION

This study was investigated the nutritional value
of white button mushroom Agaricus bisporus
X25 harvested from six composts viz., wheat
straw compost, reed (Phragmites australis) straw
compost and the mixture compost (1:1) were
treated with or without bacteria inoculum

(Streptomyces) during the composting process.
The mixture compost which decomposed using
bacterium Streptomyces has the best protein
content (21.85%) significantly (P <0.0).The higher
content of ortho-dihydric phenols was 10.45 g/L
with fruits of reed straw compost without
treatment.
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Abstract

Olive solid waste (OSW), the by-product of olive oil production process, is a lignocellulosic material with very low
economic value. The hemicellulose fraction of OSW has a potential to be used as a raw material for several industrial
applications. The main objective of the present work was to statistically develop an alkaline hemicellulose extraction
procedure to achieve the highest possible crude hemicellulose extraction yield from OSW with concurrent efforts
to lighten the colour of black hemicelluloses. Box-Behnken Design based response surface methodology was
employed for optimization. The optimum hemicellulose extraction conditions were found as 19.3% (w/v) alkaline
(KOH) concentration, 1.3 mm particle size, 25.3 h extraction time, 1% (w/v) MgSO, concentration, 6.4% (v/v) H,O,
concentration and 60°C temperature. The maximum experimental hemicelluloses yield at this condition was
35.6+0.5% which is in agreement with the predicted yield value of 31.2%. As a result, the extraction yield has been
increased from 21.7% to 35.6% (w/w). The colour values (L*,a* b*) of hemicelluloses extracted at optimum conditions
were predicted as 31.69+0.28, -2.90+0.04 and 5.49+0.04, sequentially. The findings of this study demonstrated the
route for isolation of light-coloured OSW hemicelluloses that have potential for conversion into industrially important
value-added products such as biodegradable plastics for food packaging applications and xylooligosaccharides.

Keywords: Olive solid waste, pretreatment, hemicellulose, extraction, optimization, response surface methodology,
waste valorization

ZEYTINYAGI ENDUSTRISI KATI ATIGININ DEGERLENDIRILMESIi:
ACIK RENKLI HEMiISELULOZLAR ICIN ALKALI OZUTLEME
KOSULLARININ ISTATISTIKSEL OPTiMiZASYONU

Oz

Zeytinyagi Uretim surecinin yan-Urini olan zeytin kati atigi (ZKA), cok disik ekonomik degere sahip bir
lignoseliilozik materyaldir. ZKA’'nin hemiseltiloz fraksiyonu, bircok endistriyel uygulama icin hammadde olarak
kullanim potansiyeline sahiptir. Bu ¢alismanin temel amaci, ZKA’dan mimkiin olan en yiiksek ham hemiseliloz
ozitleme verimine ulasmak icin bir alkali 6zitleme tekniginin istatistiksel olarak gelistirilmesi ve bunun yaninda
siyah hemiseltilozlarin renginin acilmasidir. Optimizasyon icin Box-Behnken Tasarimi temelli tepki ylizey metodolojisi
kullandmistir. Optimum hemiseltiloz 6zitleme kosullart %19,3 (a/h) alkali (KOH) konsantrasyonu, 1,3 mm partikdil
buiyuklig, 25,3 saat ziitleme stiresi, %1 (a/h) MgSO, konsantrasyonu, %6,4 (h/h) H,O, konsantrasyonu ve 60°C
sicaklik olarak tespit edilmistir. Bu kosullardaki en yiiksek deneysel hemiseliloz verimi %35,6+0,5 olup, teorik
deger olan %31,2 ile uyumludur. Sonuc olarak, éziitleme verimi %21,7'den %35,0’'ya (a/a) ¢ikarilmistir. Optimum
kosullarda oziitlenen hemiseltilozlarin renk degerleri (L*,a*,b*) sirastyla 31,69+0,28, -2,90+0,04 ve 5,49+0,04 olarak
bulunmustur. Calismanin sonuclari, gida paketleme uygulamalart icin biyobozunur plastikler ve ksilooligosakkaritler
gibi endistriyel 6neme sahip katma degerli trtinlere dontstirtilme potansiyeline sahip acik renkli ZKA
hemiseltlozlarinin izole edilmesi icin yol gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Zeytin kati atigi, 6n islem, hemiseliiloz, 6ziitleme, optimizasyon, tepki ytizey metodolojisi,
atik degerlendirme

* Yazigmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
@0 didemkocabas@kmu.edu.tr, ® (+90) 338 226 2000/5008, (+90) 338 226 2214

329



330

D. Sutay Kocabas, E. Yurtdas, A. N. Demir

INTRODUCTION

Plant biomass components such as lignocellulosic
residues have attracted more attention within the
last two decades due to the rapid decrease in the
amounts of fossil resources (1). Lately, many
efforts have been employed for the conversion
of biomass and other waste residues into new
value-added products, within valorization
approach (2). Biomass is a sustainable and
renewable resource for the production of biofuels,
materials and green chemicals and it is a putative
source for carbon-based products with a
remarkable reduction of CO, release into the
atmosphere (3, 4). Lignocellulosic biomass is
made up of three types of biopolymers: cellulose
(45-55%), hemicellulose (25-35%), lignin (20-30%)
and hemicelluloses are the most abundant
biopolymers after cellulose. Despite of the huge
production rate, hemicelluloses are still wasted
during bio-based processes. On the contrary,
hemicelluloses have many attractive properties
including biodegradability, biocompatibility and
bioactivity. Due to these excellent features,
hemicelluloses are used in many industrial areas
such as food, medicine, energy, chemicals and
polymeric materials production, hence they are
in the focus of growing scientific interest (5). In
the last decade, hemicelluloses have received
increasing attention for the production of
biodegradable films and coatings because the
bulk of engineered plastic materials used today
are made from petroleum-based synthetic
polymers which generate many problems due to
their non-renewable nature and ultimate disposal
(6, 7). A superior property of hemicellulose (xylan)
based films is their low oxygen permeability,
which makes them attractive in certain food
packaging applications (7). Xylan based films also
possess good intrinsic barrier properties against
polar migrants such as aromas (8). In addition,
hemicelluloses are raw materials for oligosaccharides
which act as potential prebiotics (9). Encapsulation
applications of hemicelluloses are reported for
food and pharmaceutical use (10, 11). Therefore,
extraction of hemicelluloses from different
low-cost and non-food lignocellulosic feedstocks
makes them attractive for further studies. The
composition of hemicelluloses varies between
type and source of feed stocks, their origin and
growth stage. In lignocellulosic structure,

hemicellulose is bound to cellulose and lignin
and detailed isolation procedures are necessary
to separate these components (12). Different
extraction techniques have been performed and
generally heat treatment is combined with alkali,
acid or hydrogen peroxide (13). Biomass
pretreatment is the most expensive step in
bioprocesses representing about 20% of the total
cost which limits the conversion of biomass into
products (14, 15). Therefore, optimization of
pretreatment methods has a great economical
importance in terms of industrial applications.
Alkali extraction is a chemical pretreatment
technique which can be performed at room
temperature and times ranging from seconds to
days. Alkali extraction causes less sugar degradation
than acid pretreatment and it is more effective on
agricultural residues than on wood materials
(16). A mild alkaline peroxide process has shown
to provide a successful delignification with minimal
loss of lighter-in-colour hemicelluloses (17).

The olive (Olea europea) is an evergreen tree
cultivated for the production of table olives and
oil. Globally, Mediterranean region is the
dominating olive production area, where olive
oil production has been started more than 7000
years ago. Olive cultivation has also spread
globally during past two decades due to the
health benefits assigned to olive oil. In year 2013,
global olive production exceeded 20 million
tonnes (1, 18, 19). The liquid and solid non-food
residues of these milling processes have great
negative environmental impact on microbial
population of soil, aquatic ecosystems and air
(20). Depending on the oil extraction technology
used, every 100 kg of olives generates 35-45 kg
of olive solid waste (OSW). To valorize this waste,
there has been increasing attention on the re-use
and recycling potential of OSW for the production
of value-added products (21). Thus, the aim of
the study was to maximize the amount of the
extracted crude hemicellulose from OSW by a
two-phase statistical optimization process, with
concurrent efforts to lighten its colour. Overall,
six extraction process parameters were studied.
In the first phase; alkali (KOH) concentration,
OSW particle size, extraction time, and in the
second phase; MgSO, concentration, H,O,
concentration and temperature were optimized.
Specifically, the effect of H,O, on the colour of



hemicelluloses was investigated. While several
studies dealing with OSW are available, to the
best of our knowledge, there is no study in literature
which reports optimization of light-coloured
hemicellulose extraction from OSW.

MATERIALS AND METHODS

Materials

OSW of olives grown in Aegean region of Turkey
was obtained from Usakli Pirina (Aydin, Turkey).
Without any treatment, OSW was ground to a
particle size according to the experimental design
and was further used in optimization studies.

Experimental design

The conditions for hemicellulose extraction from
OSW were optimized in two phases by using
response surface methodology (RSM) based
on Box-Behnken Design (BBD). In the first
optimization phase, three independent variables
were tested: alkali (KOH) concentration (X)),
particle size (X,) and time (X3). In the second
phase, the results of the first phase were used as
the starting point and further optimization was
performed by testing another three independent
variables: MgSO, concentration (X)), H,O,
concentration (X5) and temperature (X,). The
range and levels of the independent variables are
given in Table 1. For each optimization phase, 15
experimental runs with different combinations of
the three selected variables were performed in
two replicates with three center points according

to the BBD matrix. Minitab® Release 17 Statistical
Software (USA) was used for the analysis of the
data. A full quadratic model was adopted to predict

Table 1. The levels of independent variables of BBD

the optimum points according to Equation 1;
Y = b, + 2bX; + Xb; X7 + Zbinr'X/

where Y is the predicted response (hemicellulose
extraction yield, %), b, intercept (constant), b;

Equation 1

linear coefficients, b, squared coefficients, by
interaction coefficients and X is the coded level
of the independent variable.

Extraction of hemicellulose fraction

The hemicellulose extraction method was based
on the alkaline extraction procedure described
by Zilliox and Debeire (1998) and Bahcegul et al.
(2014), with some modifications (22,7). OSW
was ground to a particle size according to the
experimental design and 10 g OSW was washed
with 200 ml of distilled water. The suspension
was filtered and OWP was transferred into 80 ml
of alkaline (KOH) solution at given concentration
and the extraction was set for proper hours at
room temperature. At the end of pretreatment,
the alkaline insoluble residue (cellulose fraction)
was collected by centrifugation. Alkaline soluble
hemicellulose was precipitated by the addition of
250 ml of acetic acid:ethanol (1:10, v/v) solution.
The mixture was left to precipitate for 10 minutes
and hemicellulose fraction was collected by
centrifugation. Hemicellulose particles were
dried at room temperature (45+5% humidity) to
constant weight.

The optimum conditions predicted in the first
optimization phase were the starting points of
the second optimization phase. The primary aim
of this extraction phase was to maximize the
hemicellulose yield and the secondary purpose
was to obtain hemicelluloses which are lighter in
colour. To obtain light-colored hemicelluloses

Independent ) Level
s _ variable code Independent variable name
= -1 0 +1
N 3
EZ X Alkali (KOH) concentration (%) 10 20 30
& & X5 Particle size (mm) 1 2 3
X3 Time (h) 6 24 42
Level
s Ind_ependent Independent variable name
Sw variable code » 0 +1
T ¢
N
€ Jc:‘@ Xy MgSO, concentration (%) 0 0.5 1
g- o Xs H,O, concentration (%) 0 4 8
Xg Temperature (°C) 20 40 60
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H,O, was used, which delignifies plant materials
with subsequent colour change (17). Prior to
alkaline peroxide extraction, 10 g of grounded
and sieved OSW was weighted and washed with
chelate agent, 200 ml ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA) solution (1%, w/v), for 1 hour. The
use of EDTA is necessary before H,O, treatment
because EDTA removes the metal ions from the
solution. The metal ions were reported to
decompose H,0, and reduce delignification
process performance (13). After EDTA treatment,
OSW was washed thoroughly with distilled water
until the pH of filtrate became 7.0. OSW
was filtered to remove the excess water and was
transferred into alkaline solution which was an
aqueous solution of KOH, MgSO, and H,0,. It is
known that chelation not only removes heavy
metals, but also alkali earth metals which act as
stabilizer of H,O, during extraction. Therefore,
MgSO, was added to increase the magnesium
concentration, thus to stabilize H,O,. Proper
volume of H,O, was added into the KOH solution
(19.3%, w/v) and a calculated amount of MgSO,
was mixed and volume of the solution was
adjusted to 80 ml. Extraction process was carried
out in a thermostat-controlled water bath at
given temperature. Likewise the prior extractions,
liquid part was removed by centrifugation,
hemicellulose was precipitated by the addition of
250 ml of acetic acid:ethanol (1:10, v/v) solution.
The obtained hemicellulose was dried at room
temperature (45+5% humidity) and the yield was
calculated after hemicellulose reached the constant
weight.

In both of the optimizations phases, hemicelluloses
yield values (%, w/w) were calculated according to
Equation 2. The statistical analysis was performed
for independent variables and the optimum
conditions for the maximum hemicellulose
extraction yields were determined. The optimum
conditions were verified experimentally with
four replicates.
Dry weight of extracted hemicelluloses (g)

i Ses Vi 0p)= x 100
Hemicelluloses yield (96) Dry weight of olive solid waste (g)

Equation 2

Colour Measurement

The colour of hemicelluloses was determined
by using 30% (w/v) aqueous solutions of
hemicellulosic fractions at room temperature.

The colour measurement was performed by
using a colorimeter (Hunterlab ColorFlex CFLX-45,
USA) which was calibrated with standard black
and white calibration plates. The Hunterlab
color scale (L*a*,b*) was used for analysis. The
hemicellulose samples were analyzed in four
replicates and the results were given as mean *
standard deviation.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of hemicellulose extraction
conditions (Phase-1)

In the first optimization phase, a series of
experiments were conducted in order to determine
the influence of three extraction parameters (alkali
concentration, particle size, time) on the yield of
hemicellulose extraction. The experimental
design and hemicellulose yield results are given
in Table 2. The observed hemicellulose yields
were in the range of 7.8 to 22.4%. The best fit
was observed by using full quadratic model and
the results of regression analysis are given in
Table 3. Equation 3 was attained with a high
coefficient of determination, R? value of 0.904,
indicating that 90.4% of the variability in the
response could be explained by the full quadratic
model equation. T and P (probability) values are
used to predict the significance of each coefficient
and interactions between the variables. As an
accepted rule, the smaller the P-value (generally
less than 0.05) and larger the T value, the more
significant the corresponding coefficient (23).
Among the independent variables, OSW particle size
(X,) showed a significant effect on hemicellulose
extraction yield. The negative sign of particle size
coefficient demonstrates an effect to decrease the
extraction yield, whereas positive coefficient of
time indicates an effect to increase the yield. The
square term of time variable has a P-value below
0.05 and it showed a significant negative effect
on the response. Analysis of variance (ANOVA)
was performed to check the statistical significance
of the full quadratic model. A low value of P (<0.05)
and a high value of F (5.20) indicated that the
model is statistically significant (data not shown).

Hemicellulose yield (%) = 21.70 - 0.01 X, - 3.89
X, + 140 X;-3.46 X*X, - 296 X;*X,- 7.24 X;*X; +

0.78 X;*X,+ 0.05 X;*X; + 0.70 X,*X; Equation 3



Table 2. Experimental design of two-phase optimization strategy and hemicellulose extraction yields (%, w/w) on dry weight basis

Run KOH Experimental Predicted Residual
concentration Particle size Time hemicellulose  hemicellulose
(X9) (X2) (X3) yield (%) yield (%)
1 1 1 0 9.70 12.15 -2.45
2 1 -1 0 20.40 18.37 2.03
3 -1 1 0 8.60 10.62 -2.02
- 4 -1 -1 0 22.40 19.95 2.45
!3 5 1 0 1 12.70 12.44 0.26
< 6 -1 0 -1 9.40 9.66 -0.26
g— 7 1 0 -1 9.70 9.54 0.16
o 8 -1 0 1 12.20 12.36 -0.16
§ 9 0 1 1 11.90 9.71 2.19
E 10 0 -1 -1 12.50 14.69 -2.19
8 1 0 1 -1 7.80 5.51 2.29
12 0 -1 1 13.80 16.09 -2.29
13 0 0 0 21.50 21.70 -0.20
14 0 0 0 21.30 21.70 -0.40
15 0 0 0 22.30 21.70 0.60
Run MgSO, H,0, Experimental Predicted Residual
concentration  concentration  Temperature  hemicellulose  hemicellulose
(X9 (Xs) (Xe) yield (%) yield (%)
1 -1 0 -1 12.62 12.332 0.288
2 0 0 0 21.94 20.420 1.520
3 0 1 1 23.92 23.989 -0.069
~ 4 0 0 0 19.46 20.420 -0.960
38 5 1 0 1 30.16 30.447 -0.287
© 6 -1 1 0 15.60 16.416 -0.816
g— 7 -1 -1 0 12.67 13.026 -0.356
S 8 1 1 0 23.06 22.704 0.356
I 9 1 0 -1 11.18 12.065 -0.885
E 10 -1 0 1 16.55 15.665 0.885
g- 11 0 -1 1 17.75 18.279 -0.529
12 0 -1 -1 10.78 10.711 0.069
13 0 0 0 19.86 20.420 -0.560
14 0 1 -1 10.37 9.841 0.529
15 1 -1 0 22.07 21.254 0.816

The contour plots of three independent variables
studied in the first optimization phase against
hemicellulose extraction yield (response) were
used to further understand the results of the
statistical analysis (Figure 1-a). The contour plots
revealed that the response surface had a
maximum point which is the optimum extraction
condition for the first phase of optimization. The
optimum point for maximum crude hemicellulose
extraction yield was found as; -0.0707 for X,
(19.3% KOH concentration), -0.6566 for X, (1.3
mm particle size) and 0.0707 for X;(25.3 h time),
which was verified experimentally with four
replicates. The maximum hemicellulose yield
obtained at optimized conditions was found as
25.0%. This result was in agreement with
the yield of 23.0%, predicted by the model.

Optimization of hemicellulose extraction
conditions (Phase-2)

The experimental design and hemicellulose yield
results of second phase are given in Table 2.
Levels of hemicellulose yield ranging from 10.37
to 30.16% were observed. The best fit was observed
by using full quadratic model and the results of
regression analysis are given in Table 3. The
coefficient of determination (R?) was found as
0.984 which indicates a high correlation (98.4%)
between the experimentally observed and
predicted values, thus the significance of the model.
Regardless of the significance of coefficients, a
second order polynomial equation (Equation 4)
was predicted. According to the low P-values
(<0.05) and positive coefficients, all linear
variables showed a significant positive impact on
hemicelluloses extraction yield. The highest
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Table 3. Estimated regression coefficients for hemicellulose extraction

Term Coefficient T p
Constant 21.70 13.13 0.000
KOH concentration -0.01 -0.01 0.991
s Particle size -3.89 -3.84 0.012
8 Time 1.40 1.38 0.225
‘& KOH concentration * KOH concentration -3.46 -2.32 0.068
_5 Particle size * Particle size -2.96 -1.99 0.103
‘ﬁ Time * Time -7.24 -4.86 0.005
‘€ KOH concentration * Particle size 0.78 0.54 0.612
B KOH concentration *Time 0.05 0.03 0.973
o Particle size *Time 0.70 0.49 0.646
S=2.318 R-Sq=90.4% R-Sq(adj)=73.0%
Term Coefficient T p
Constant 20.420 29.01 0.000
MgSO, concentration 3.629 8.42 0.000
t}".) H,O, concentration 1.210 2.81 0.038
@  Temperature 5.429 12.59 0.000
&  MgSO, concentration * MgSO, concentration -0.074 -0.12 0.912
5 H>0, concentration * H2,0, concentration -1.996 -3.15 0.025
ﬁ Temperature * Temperature -2.719 -4.28 0.008
‘€ MgSO, concentration * H,O, concentration -0.485 -0.80 0.462
g— MgSO, concentration * Temperature 3.763 6.17 0.002
H,0, concentration * Temperature 1.645 2.70 0.043

S=1.220 R-Sq=98.4% R-Sq(adj) = 95.6%

positive contribution to the response was made
by temperature with the highest coefficient
(5.43). The influence of square terms of H,O,
concentration and temperature were also significant.
The highest positive contribution to the response
was made by the interaction between MgSO,
concentration and temperature. A very low
P-value (0.001) and a very high F value (34.43)
were obtained by ANOVA (data not shown).
This result demonstrated that the full quadratic
model was well adjusted to the experimental
data and the model was highly significant.

Hemicellulose yield (%) = 20.420 + 3.629 X, +
1.210 X; + 5.429 X, - 0.074 XX, - 1.996 XX, -
2719 XX, - 0.485 XX, + 3.763 XX, + 1.645

XX, Equation 4

The resulting contour plots are shown in Figure
1-b. The optimal treatment was found to be at
1.0 for X, (1% MgSO, concentration), 0.596 for
X5 (6.4% H,0, concentration) and 1.0 for X
(60°C temperature). Hemicellulose extraction
yield tests were performed at the predicted
optimum extraction conditions with four replicates
and the maximum vyield was observed as

35.6£0.5%. This result is in agreement with the
predicted yield value of 31.2%. The lower and
higher limits of the model in 95% prediction
interval (PD) for hemicellulose yield are given by
Minitab as 26.8% and 35.5%, respectively. It can
be concluded that the experimental yield
(35.6+0.5%) is at the higher limit in 95% PI,
which shows the acceptability of the proposed
model. As the result of two-phase optimization
procedure, optimum crude hemicellulose extraction
conditions were determined as 19.3% (w/v)
alkaline (KOH) concentration, 1.3 mm particle
size, 25.3 h extraction time, 1% (w/v) MgSO,
concentration, 6.4% (v/v) H,0O, concentration
and 60°C temperature. The hemicellulose extraction
yield was increased from an average initial yield
value of 21.7 to 35.6%, which corresponds to
64% increase compared to the initial conditions.
There are a few studies in literature regarding the
hemicellulose content of OSW. Heredia-Moreno et
al. (1987) reported the hemicellulose composition
of olive stones and their woody fractions as
30.5-27.4% and 27.0-35.1% for different varieties,
respectively (24). Alburquerque et al. (2004) have
determined an average hemicellulose composition
of 350.8 g/kg on dry weight basis, which
corresponds to 35.08% (w/w) (25). In another
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Figure 1. Contour plots (a) showing the effect of KOH concentration, particle size and extraction time on hemicellulose
extraction yield of the first optimization phase, (b) showing the effect of MgSO, concentration, H,O, concentration and

temperature on hemicellulose extraction yield of the second optimization phase
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study, hemicellulose fraction of olive stones was
reported as 26.95% (w/w) (26). The extraction
yield achieved at optimum conditions was
35.6£0.5% in the present study, indicating the
benefits of process optimization which ensures
the achievement of practical limit of extractable
hemicellulose yield. Olive oil by-products have
several accepted applications in agriculture and in
the production of bioactive phenolic compounds,
animal feed, food dietary fiber, edible fungi,
bioenergy, biofuels, microbial exopolysaccharides,
enzymes and biosorbents. The majority of these
applications are only described in the scientific
literature. The legislations and effective R&D
programs will give rise to utilization of olive oil
by-products under optimized processes to
successfully create a global olive biorefinery (27).
From this point of view, the present study fills a
gap in the scientific literature and represents a
basis for further industrial applications.

Various pretreatment practices have been employed
for different lignocellulosic materials so far and
chemical and thermochemical techniques are
reported as the most promising methods for
industrial applications (16). Alkaline pretreatment
is one of the widely used chemical pretreatment
methods in which the concentration of alkali is
an important factor (28). The starting point of the
first optimization was 20% (w/w) KOH in this
study which provides an average yield of 21.7%.
After optimization, KOH dosage was decreased
to 19.3% with concurrent increase of the yield.
This result demonstrated a possibility of saving
in KOH usage with simultaneous increase in the
extraction yield. Higher particle sizes led to a
reduction in hemicelluloses extraction yield. As
expected, decreasing the particle size, hence
increasing surface area between solute and
solvent caused increasing amount of product
(29). Presumably, 1.3 mm OSW particle size
already possesses enough large (an optimum)
surface area for extraction, so that size reduction
does not further increases the hemicellulose
yield. Duration of the treatment had an effect
with positive response. Increase in temperature
showed also a positive effect on the hemicellulose
yield and the maximum yield was observed at
the highest level of studied temperature range;
60°C. The physical effect of temperature on the
extraction was probably the increasing solubility
of hemicelluloses with increasing temperature

up to a certain value. At very high temperatures,
different sugar compositions are determined in
the extraction liquor and the risk for furfural
production increases (30). Hemicellulose extraction
yield was also highly responsive to MgSO, addition
and the maximum yield was observed at 1%
(w/w) MgSO, concentration. A similar influence
was predicted by Brienzo et al. (2009) during the
search for optimum conditions of sugarcane
bagasse hemicellulose extraction (13). H,O,
concentration had also a significant effect
(P<0.05) with positive response in the current
study which is in agreement with the study of
Brienzo et al. (2009) (13).

Colour of hemicelluloses

The results of colour readings were summarized
in Table 4. In Hunterlab colour scale, L* value
represents the darkness/lightness of the sample
from 0 (black) to 100 (white). The aim of H,O,
treatment in this study was to achieve light-in-colour
hemicelluloses. Accordingly, L* value of the
OSW hemicellulose was increased from
1.59+0.24 to 31.69+0.28 after H,0O, treatment
which indicates the success of the delignification
by H,O, and the lightness of the final product.
Doner and Hicks (1997) demonstrated the positive
effect of H,0O, on hemicellulose yield as well as
the production of lighter-in-colour hemicelluloses
during hemicellulose extraction of corn fiber
(17). Fang et al. (1999) reported an optimum
alkaline extraction solution which comprises 2%
H,0, for wheat straw hemicelluloses (31). They
aimed to lighten the color of hemicellulose
solutions for a successful application in paint
industry. Similar influence of H,O, on the colour
of hemicelluloses was observed in the present
study. Hemicelluloses extracted with 8% H,O,
(v/v) containing solutions were tannish, where
hemicelluloses obtained at initial conditions were
black in colour. The change in colour was also
represented by the great increase in L* value of
the H,O, treated hemicelluloses in compare to
the untreated samples. The H,O, treatment has
provided light-coloured hemicelluloses, for
potential utilization in certain food packaging
applications and/or in paint industry.
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Table 4. The changes in colour of extracted hemicelluloses after H,O, treatment

Hemicellulose L* a* b*
A
. "
1.59+0.24 0.97+0.26 1.20+0.28
L3 ’
B
g6
f{v ;'b‘
¥
'?0 -N
. e 31.69+0.28 -2.90+0.04 5.49+0.04

Data are presented as mean * standard deviation for n=4

(A) Hemicellulose obtained at the optimum conditions of the first optimization phase (19.3% KOH concentration, 1.3 mm

particle size and 25.3 h extraction time at room temperature).

(B) Hemicellulose obtained at the optimum conditions of the second optimization phase (19.3% KOH concentration, 1.3 mm
particle size, 25.3 h extraction time, 1% MgSQO, concentration, 6.4% H,O, concentration and 60°C temperature).
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