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Merhaba,

Nisan 2017 ortas›nda GIDA Dergisi, 2017 y›l›n›n 42. cilt 3. say›s›n› (May›s-Haziran) yay›ml›yoruz.

Dergimizin elektronik ortamdaki bask› tarihi, yay›mlama tarihi dikkate al›nd›¤›nda, kâ¤›t bask›l› dergi

yay›mlad›¤›m›z tarihlerde de her zaman kâ¤›t bask› tarihinin önünde idi. 

Bu say›m›zda 15 makale yay›mlad›k. Bunlar›n 4 adedi ‹ngilizce araflt›rma, 10 adedi Türkçe araflt›rma ve

1 adedi Türkçe derleme makalesidir. 

GIDA Dergisi aç›s›ndan çok önemli geliflmeler var:

-‹ngilizce araflt›rma makale say›s›nda giderek bir art›fl var. 

-2017 y›l›n›n ilk çeyre¤inde 32 makale geldi, bunlar›n 28 adedi araflt›rma makalesi.

-GIDA Dergisi 32. Cilt 4. say›s›ndaki (Temmuz-A¤ustos) 4 makale elektronik ortamda yay›mland›.

-TÜB‹TAK ULAKB‹M taraf›ndan taranan tüm Türkiye ç›k›fll› dergiler içinde sayg›nl›¤›m›z her geçen

gün daha fazla art›yor. 

Ancak istedi¤imiz / bekledi¤imiz hedefe henüz eriflemedi¤imiz de aç›kt›r. GIDA Dergisi editörleri

olarak elimizden gelenin çok üzerinde gayret gösteriyoruz ama meslektafllar›m›zdan daha fazla destek

bekliyoruz. Bu beklentimizin en önemli k›sm›n›, meslektafllar›m›z›n ‹ngilizce araflt›rma makalesi göndererek

GIDA Dergisini evrensel boyuta tafl›malar› ve yay›mlad›klar› makaleler ile GIDA Dergisine daha fazla

at›f al›nmas›n› sa¤lamalar› oluflturmaktad›r. 

Dergi ile ilgili bir de¤ifliklik, yeni yay›m kurallar›d›r. Tüm meslektafllar›m›z›n aç›kça fark edece¤i gibi,

gerek metin içinde gerekse kaynak listesinde kullan›lan kaynakçada ciddi bir de¤ifliklik var. Bu de¤ifliklik,

bu say›m›zda ve izleyen 2017 y›l› 4. say›da henüz tam olarak oturmufl olmayacak. fiöyle ki; GIDA Dergisi

2017 y›l› 42. cilt 3. ve 4. say›lar›nda kimi makaleler eski kaynak bildirifli, kimi makaleler ise yeni kaynak

bildirifli üzerinden yay›mlan›yor. 

Bir anlamda; ayn› dergide yay›mlanan farkl› makalelerdeki kaynak bildirimi kural uyumsuzlu¤u / farkl›l›¤›,

do¤rudan do¤ruya önceden kabul edilmifl makaleler ile ilgilidir. Bir di¤er deyiflle, eski yay›m kurallar›na

göre kabul edilmifl makalelerin ya da belirli bir aflamaya gelmifl makalelerin yazarlar›n›, yeni yaz›m

kurallar›na uymalar› aç›s›ndan zorlamad›k. Bu bir geçifl sürecidir. 

3. Uluslararas› G›da Teknolojisi Kongresi ile ilgili olarak www.gidadernegi.org sayfam›zdan bizi takip

edin. Kongre sitesi aç›ld›; https://intfoodtechno2018.org/

Sevgi ve sayg›lar›mla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman

Editörden,
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Hello,

In the midst of April 2017, we publish the 3rd 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 4th 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 TÜB‹TAK ULAKB‹M,

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 4th issue of the year 2017. Namely; some of the articles

published in the 3rd and the 4th 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 3rd 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

A Message from the Editor-in-Chief



BAZI İÇECEKLERDE TİTRASYON ASİTLİĞİNİN TAYİNİ İÇİN
ZOFENOPRİL KALSİYUMA DAYANAN pH ELEKTROT YAPIMI

Öz

Bu çal›flmada, baz› içeceklerde titrasyon asitli¤inin tayini için kullan›labilecek zofenopril kalsiyum’a
(ZFNCa) dayanan yeni bir PVC membran pH elektrot gelifltirilmifltir Elektrot, 20±1 °C’de, 1.7–9.5 pH
aral›¤›nda, 44.1±1.7 mV/pH’lik bir e¤im göstermektedir. Ayr›ca, bu elektrodun, 15 s’lik cevap süresi ve
en az 12 ayl›k ömürle, iyi bir tekrarlanabilirli¤e ve yeniden üretilebilirli¤e sahip oldu¤u gözlenmifltir.
Ayn› zamanda, çeflitli iyonlar varl›¤›nda H+ iyonuna karfl› iyi bir seçicilik gösterdi¤i belirlenmifltir. Önerilen
elektrot kullan›larak, baz› içeceklerdeki (portakal suyu, elma suyu, gazl› içecek, bira, flarap ve sirke)
titrasyon asitli¤inin tayininin yap›labilece¤i gösterilmifltir. Bulunan sonuçlar geleneksel cam pH elektrotla
elde edilenlerle karfl›laflt›r›ld›¤›nda, %95 GS’de (güven seviyesi), aralar›nda anlaml› bir fark olmad›¤›
belirlenmifltir. Sonuç olarak, ZFNCa’a dayanan bu elektrodun, içeceklerdeki titrasyon asitli¤i tayininde
cam elektroda alternatif olarak baflar›yla kullan›labildi¤i görülmüfltür.

Anahtar kelimeler: PVC membran, pH elektrot, zofenopril kalsiyum, potansiyometri, pH ölçümü,
titrasyon asitli¤i

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
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GİRİŞ
Asitlik;  bir  g›dan›n  içeri¤inin  ve  kalitesinin
de¤erlendirilmesi,  g›daya  uygulanacak  ifllem
koflullar›n›n belirlenmesi ve baz› üretim süreçlerinin
izlenmesi aç›s›ndan önemli bir olgudur (1). Asitlik,
pH ve titrasyon asitli¤i olmak üzere iki farkl›
flekilde ifade edilir. pH bir örne¤in asitlik derecesi;
titrasyon asitli¤i ise, o örnek içinde kuvvetli bir
bazla  titre  edilebilen  toplam  hidrojen  iyonu
deriflimidir (2).

Asitler; g›dalar›n do¤al yap›s›nda bulunabildikleri
gibi,  lezzet  artt›rmak,  g›dan›n  raf  ömrünü
uzatmak ve benzeri amaçlarla ifllenmeleri s›ras›nda
g›dalara kat›labilirler (3). Sitrik, malik, tartarik,
fosforik, okzalik, asetik ve laktik asitler g›dalarda
yayg›n olarak bulunan organik asitlerdir. Gazl›/
gazs›z içecekler ve taze meyvelerden üretilen s›v›
g›dalar;  imalat  süreçleri  ve  elde  edildikleri
kaynaklar dolay›s›yla, söz konusu asitlerin birini
veya birkaç›n› içerebilirler. Bu nedenle, içecek ve
s›v› g›dalar›n titrasyon asitli¤inin, numunedeki
bask›n asit türü cinsinden (gasit/100 mLnumune)
ifade edilmesi genel bir uygulamad›r, ancak flart
da de¤ildir (1).

Çeflitli içeceklerin üretildi¤i g›da endüstrisinin
gerektirdi¤i  kalite  ve  güvenlik  standartlar›n›
sa¤lamak için yap›lacak kalite-kontrol analizlerindeki
asitlik ölçümlerinde kolay, h›zl›, ucuz ve güvenilir
analitik yöntemlere ihtiyaç vard›r. Günümüzde,
pH ve titrasyon asitli¤i ölçümleri, cam elektrotlar›n
indikatör elektrot olarak kullan›ld›¤› potansiyometrik
yöntemle gerçeklefltirilebilmektedir. Cam elektrotlar;
genifl pH aral›¤›nda yüksek seçicilikle güvenilir
sonuçlar verdiklerinden ve inert olduklar›ndan
en yayg›n kullan›lan pH elektrotlar›d›r. An›lan
üstün özelliklerine ra¤men, cam elektrotlar; yüksek
dirence sahiptir, kolayca k›r›labilir, hidroflorik asit
(HF)/florür iyonu (F-) içeren ortamlarda karars›z
sonuçlar verir ve pH skalas›n›n uç bölgelerinde
asit/alkali hatas› olufltururlar. Ayr›ca, mikroelektrot
olarak üretilmeye ve in situ (yerinde) çal›flmalarda
kullan›lmaya uygun de¤ildirler (4, 5). Bu nedenle,
son y›llarda, kat›-temasl› elektrotlar (SCE’lar)
(6-12), kaplanm›fl tel elektrotlar (CWE’lar) (13,
14), alan etkili transistörler (FET’ler) (15, 16), nano
çubuk elektrotlar (17, 18) ve polimerik membran
elektrotlar (PME’lar) (19-33) gibi cam olmayan
pH elektrotlar›n gelifltirilmesi ile ilgili çal›flmalar
h›z kazanm›flt›r. Poli(vinil klorür)’ün (PVC), uygun
plastiklefltirici, makrosiklik bileflik (iyonofor)

ve/veya  iletkenlik  artt›r›c›  ile  belirli  oranlarda
kar›flt›r›lmas›yla   haz›rlanan   PVC   membran
elektrotlar, düflük elektrik direncine sahip olduklar›,
kolay ve ucuz üretilebildikleri için di¤erlerine
nazaran tercih edilir hale gelmifltir.

PVC    membran    elektrotlar›n    ilgili    iyona
duyarl›l›klar›ndan ve seçiciliklerinden sorumlu
bileflenleri iyonoforlar›d›r. Pek çok araflt›r›c› H+

iyonuna duyarl› yeni iyonoforlar gelifltirmeye
odaklanm›flt›r.  Günümüze  kadar,  bu  amaçla
kullan›lm›fl    iyonoforlara    örnek    olarak
hekzaflorofosfatlar (34), diazasiklooktadekanlar
(35),   dekametilsiklopentasiloksanlar   (6),
hekzabutil-tri-amidofosfatlar (19), heks-3-enler
(20),   azoller   (21),   fenokzazin   bileflikleri
(kromoiyonoforlar) (10, 27, 28), aminler (11-13,
24), pillar[5]arenler (29), ve kaliks[4]arenler (30-33)
gösterilebilir. Literatür incelendi¤inde, baz› ilaç
etken maddelerinin voltametrik/amperometrik
sensörlerde   duyarl›l›k   sa¤lamak   amac›yla
kullan›ld›¤›   (36,   37),   ancak,   pH   duyarl›
potansiyometrik    PVC    membran    elektrot
haz›rlanmas›nda iyonofor olarak kullan›lmad›¤›
tespit edilmifltir. Ayr›ca, bir hipertansiyon ilaç
etken maddesi olan zofenopril kalsiyumun
(ZFNCa)  (fiekil 1)  çeflitli  pH’larda  kare  dalga
voltamogramlar› al›nd›¤›nda, pik potansiyellerinin
pH ile Nernstian de¤ere yak›n bir e¤imle do¤rusal
olarak de¤iflti¤i görülmüfltür (37). Bu gözleme
dayanarak, sunulan çal›flmada ZFNCa’un iyonofor
olarak kullan›ld›¤› yeni bir PVC membran pH
elektrot gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r. En iyi
membran bilefliminin belirlenmesi için; iyonofor,
plastiklefltirici, PVC ve iletkenlik artt›r›c› oranlar›
de¤ifltirilerek çeflitli kombinasyonlarda membranlar
haz›rlanmas›  düflünülmüfltür.  Gelifltirilecek
elektrodun,  baz›  anyon  ve  katyonlara  karfl›
seçicili¤i, cevap süresi, ömrü, çal›flma aral›¤› gibi
performans özelliklerinin incelenmesi hedeflenmifltir.
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fiekil 1 Zofenopril  kalsiyumun formülü
Figure 1 The structure of zofenopril calcium



Ayr›ca, söz konusu elektrodun, baz› meyve sular›,
gazl› içecekler, sirke, bira ve flarapta titrasyon
asitli¤inin belirlenmesinde cam elektrot yerine
kullan›labilirli¤i incelenmifltir.

MATERYAL VE YÖNTEM

Cihazlar ve donanımı

pH-potansiyel  ölçümleri,  Rondolino  numune
de¤ifltiricili Mettler-Toledo SevenMulti pH-iyonmetre
(‹sviçre) ile otomatik olarak gerçeklefltirilmifltir.
Referans elektrot olarak Mettler–Toledo Inlab
Ag/AgCl (katalog no: 51343190) ve indikatör
elektrot olarak haz›rlanan PVC membran pH
elektrotlar kullan›lm›flt›r. Sonuçlar› karfl›laflt›rmak
için  pH  ölçümleri  kombine  cam  elektrot
(Mettler–Toledo Inlab Routine Pro pH elektrot;
katalog no: 51343055) ile de yap›lm›flt›r. Potansi-
yometrik titrasyonlar, Orion 940 otomatik titratör
(katalog no: S/N 5816) (ABD) ile gerçeklefltirilmifltir.
Çözeltilerin haz›rlanmas›nda kullan›lan deiyonize
saf su Elga Purelab Classic UV (‹ngiltere) cihaz›ndan
elde edilmifltir.

Kimyasal maddeler ve çözeltiler

‹yonofor olarak ZFNCa, polimer matriks olarak
PVC; plastiklefltirici olarak o-nitrofenil oktil eter
(o-NPOE), dibütil ftalat (DBP), dibütil sebakat
(DBS),  o-nitrofenil  pentil  eter  (o-NPPE) ve
tris(2-etilhekzil) fosfat (TEHP); iletkenlik arttt›r›c›
olarak sodyum tetrafenilborat (NaTPhB), potasyum
tetrakis-(4-klorofenil)borat (KTp(4-ClPh)B) ve
sezyum tetrakis-(3-metilfenil)borat (CsTp(3-MePh)B)
kullan›lm›flt›r  (Sigma/Fluka).  Çözücü  olarak
kullan›lan tetrahidrofuran (THF) Merck firmas›ndan
temin edilmifltir.

Seçiciliklerin tayininde kullan›lan, anyon çözeltileri
ilgili anyonlar›n sodyum tuzlar›ndan, katyon
çözeltileri ise ilgili katyonlar›n nitrat tuzlar›ndan
haz›rlanm›flt›r (Merck/Sigma Aldrich).

pH kalibrasyon çözeltilerini haz›rlamak için;
borik asit (Merck), asetik asit (Merck) ve fosforik
asit (Aldrich) belirli miktarlarda kar›flt›r›larak
Britton–Robinson (BR) tampon çözeltileri elde
edilmifltir (27). Bu çözeltilerin pH’lar›, uygun
miktarlarda sodyum hidroksit (Riedel-deHaen)
veya hidroklorik asit (Sigma-Aldrich) ilave edilerek
ayarlanm›flt›r. Titrasyonlarda, hidroklorik asit,
hidroflorik asit ve fosforik asidin yaklafl›k 0.1
M’l›k çözeltileri kullan›lm›flt›r. 

Elektrotların hazırlanması

0.0085 g ZFNCa, 0.2935 g o-NPOE ve 0.1276 g
PVC 5 mL THF içerisinde çözülmüfltür. Oluflan
homojen kar›fl›m, çap› 35 mm olan cam plaka
üzerine tutturulmufl cam bir diske dökülmüfl ve
THF’nin uzaklaflmas› için yaklafl›k 24 saat oda
s›cakl›¤›nda bekletilmifltir. Oluflan polimerik
membranlardan 7 mm’lik bir k›s›m kesilerek çap›
5 mm, boyu 100 mm olan cam bir borunun ucu-
na tutturulmufltur. Bu membran›n tutturuldu¤u
cam boru, iç dolgu çözeltisi olarak 1.0x10-3 M CaCl2
ile  doldurulmufl  ve  içine  AgCl  ile  kaplanm›fl
gümüfl tel (Aldrich) dald›r›larak PVC membran
pH elektrot haz›rlanm›flt›r (fiekil 2). Elektrotlar
kullan›lmadan önce saf suda bir gün flartland›r›lm›flt›r.

Potansiyometrik ölçümler

Kalibrasyon e¤rilerinin çizilmesi ve potansiyometrik
titrasyonlar›n gerçeklefltirilmesi amac›yla yap›lan
bütün ölçümler, afla¤›daki elektrokimyasal hücre
kullan›larak oda s›cakl›¤›nda (20±1 °C) yap›lm›flt›r.

Referans elektrot || Deney çözeltisi | PVC
membran  |  1.0 x 10-3 M  CaCl2 |  AgCl  |  Ag
BR tamponu içeren çözeltilere uygun miktarlarda
NaOH veya HCl eklenerek 1.7-12.8 pH aral›¤›nda
50.0 mL’lik bir seri kalibrasyon çözeltisi haz›rlanm›flt›r.
Düflük  pH’dan  bafllayarak  her  bir  çözeltinin
potansiyeli  okunmufl  ve  hidronyum  iyonu
derifliminin eksi logaritmas›na (pH) karfl› grafi¤e
geçirilmifltir. Çizilen e¤rinin do¤rusal k›sm›ndan
çal›flma aral›¤›; bu do¤rusal k›sm›n e¤iminden
ise, elektrodun e¤imi (mV/pH) belirlenmifltir. 

Analitik uygulama

Haz›rlanan   pH   elektrot   yard›m›yla   gerçek
numunelerde  titrasyon  asitli¤inin  tayini  için
gerekli portakal ve elma suyu, gazl› içecek, bira,
k›rm›z› flarap ve sirke Ankara’daki yerel marketlerden
temin edilmifltir. Numunelerin analize haz›rlanmas›
ve  titrasyon  asitli¤i  tayini  ulusal/uluslararas›
standartlarda önerilen flekilde potansiyometrik
olarak gerçeklefltirilmifltir (38).

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Membran bileşiminin belirlenmesi

Literatürde, iç dolgu çözeltili PVC membran
elektrotlar›n  potansiyel  cevab›na,  membran
bileflenlerinin türünün ve oran›n›n oldukça etkili
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oldu¤u  belirtilmektedir.  Bu  tip  elektrotlar›n
haz›rlanmas›nda en s›k rastlanan bileflim: %1-7
iyonofor, %28-33 PVC, %60-69 plastiklefltirici ve
%0.03-3 iletkenlik artt›r›c›d›r (39). En iyi membran
bileflimini belirlemek amac›yla, bu çal›flmada
plastiklefltirici olarak o-NPOE’nin kullan›ld›¤› ve
ZFNCa  oran›n›n  %0, 1,  2,  3  olacak  flekilde
de¤ifltirilmesiyle dört farkl› elektrot haz›rlanm›flt›r.
ZFNCa  içermeyen  elektrodun  hidrojen  iyonu
duyarl›¤›n›n düflük olmas›; ancak, iyonofor içeren
elektrotlar›n pH 1.7-9.5 aral›¤›nda hidrojen iyonu
duyarl›¤› göstermesi, ZFNCa’n›n pH elektrodu
haz›rlanmas›nda iyi bir iyonofor oldu¤u fleklinde
de¤erlendirilmifltir. ‹yonoforlu üç elektrodun
e¤imleri karfl›laflt›r›ld›¤›nda, en yüksek e¤im
(44.1±1.7 mV/pH) %2 ZFNCa içeren membranla
haz›rlanan elektrotla gözlenmifltir. Bu nedenle,
plastiklefltrici ve iletkenlik artt›r›c›n›n elektrot
cevab› üzerine etkisi incelenirken iyonofor oran›
%2’de sabit tutulmufltur.

Plastiklefltiriciler, dielektrik sabitlerine ba¤l› olarak,
membrandaki  analit  iyonlar›n›n  hareketlili¤ini
etkileyerek iyon-seçici elektrotlar›n performans›n›
önemli ölçüde de¤ifltirirler (39, 40). Bu çal›flmada,
plastiklefltirici olarak o-NPOE yerine, o-NPPE,
DBP, DBS, TEHP de kullan›larak dört elektrot
haz›rlanm›flt›r.  Bu  elektrotlar›n  çal›flma  pH
aral›¤›n›n 2.3-6.3 oldu¤u, e¤imlerinin ise yaklafl›k
7-20 mV/pH aral›¤›nda de¤iflti¤i görülmüfltür. Bu
elektrotlar›n hem çal›flma aral›¤› hem de e¤im
yönünden performans›nda önemli oranda bir
düflüfl  gözlendi¤inden,  en  iyi  plastiklefltiricinin
o-NPOE oldu¤una karar verilmifltir.

Literatürde yer alan baz› çal›flmalarda, PVC esasl›
membranlara iletkenlik artt›r›c› eklenmesinin,
membran direncini düflürerek elektrot özelliklerini
gelifltirdi¤i belirtilmektedir (41, 42). Bu amaçla,
iyonofora  göre  mol  oran›  %70’de  sabit tutulan,
üç  farkl›  iletkenlik  artt›r›c›n›n  (NaTPhB,
KTp(4-ClPh)B  ve  CsTp(3-MePh)B)  elektrot
cevab›na etkisi incelenmifltir.
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fiekil 2 ZFNCa dayanan PVC membran pH elektrotlar›n haz›rlanmas› (a) elde edilen polimerik membran (b) ve (c) kesilen
membran parças›n›n cam bir borunun ucuna tutturulmas› (d) cam borunun iç dolgu çözeltisi olarak 1.0x10–3 M CaCl2 ile
doldurulmas› (e) elektrodun saf suda flartland›r›lmas› (f) potansiyometrik ölçümlerde kullan›lmaya haz›r Ag/AgCl içeren 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 1.0x10-3 M CaCl2 as the inner filling
solution (e) conditioning the electrode in deionized water (f) the electrode with Ag/AgCl ready for use in potentiometric
measurements



Bu tuzlar›n kullan›lmas›yla, elektrot performans›n›n
iyileflmedi¤i; aksine e¤imlerin düfltü¤ü ve çal›flma
aral›klar›n›n da darald›¤› görülmüfltür. Bu durum;
iletkenlik artt›r›c›daki katyonlar›n ZFNCa’daki
kalsiyum iyonu ile yer de¤ifltirerek moleküle
sa¤lam olarak ba¤land›¤› ve hidrojen iyonlar›n›n
membrandaki    iyonofora    tersinir    olarak
ba¤lanabilirli¤ini engelledi¤i fleklinde yorumlanm›flt›r.

Sonuç olarak, çal›flmada haz›rlanan pH elektrot
membran›n›n optimum bileflimi; %2 ZFNCa,
%29.7 PVC, %68.3 o-NPOE olarak bulunmufl ve
performans faktörlerinin belirlenmesinde bu
membran bileflimine sahip elektrot kullan›lm›flt›r.

Performans faktörlerinin belirlenmesi

Optimum bileflimde haz›rlanan elektrodun, çal›flma
aral›¤›n› belirlemek için 1.7-12.8 pH aral›¤›ndaki
bir seri BR tamponu çözeltisinden elde edilen
potansiyel de¤erleri, oluflturulan elektrokimyasal
hücre kullan›larak okunmufl ve E-pH grafikleri
çizilerek fiekil 3’de verilmifltir. Bu grafi¤in do¤rusal
k›sm›ndan, pH çal›flma aral›¤› 1.7-9.5 ve e¤imi
44.1±1.7 mV/pH olarak bulunmufltur. 

Kalibrasyon çözeltilerine, haz›rlanan elektrot ve
referans elektrot dald›r›ld›ktan sonra potansiyelin
kararl› hale gelmesi için gereken süre elektrodun
cevap süresi olup, 15 s olarak belirlenmifltir. 

Elektrodun ömrünü belirlemek için, haz›rlanan
elektrot ile bir y›l› aflk›n bir süre düzenli aral›klarla
kalibrasyon  e¤rileri  çizilmifltir.  Bu  süre  içinde
çal›flma aral›¤›n›n de¤iflmedi¤i görülmüfl ve
elektrodun   e¤imleri   zamana   karfl›   grafi¤e
geçirilmifltir.   E¤imde   %20’lik   bir   düflüflün
görüldü¤ü 12-13 ayl›k süre elektrodun ömrü
olarak de¤erlendirilmifltir.

Literatürde,  makrosiklik  bilefliklerin  iyonofor
olarak kullan›lmas›yla haz›rlanan elektrotlar›n
pek çok anyon ve/veya katyona cevap verdi¤i
belirtilmektedir (13, 23). Bu nedenle, bu çal›flmada
haz›rlanan  elektrodun  da  çeflitli  anyon  ve
katyonlar varl›¤›nda potansiyometrik cevab›n›n
incelenmesi gerekmektedir. Çünkü bu elektrot
kullan›larak  toplam  asitlik  tayininin  yap›lmas›
düflünülen  pek  çok  içecek,  çeflitli  anyon  ve
katyonlar› önemli deriflimlerde içermektedir. Bu
amaçla, sabit bozucu yöntemiyle, baz› katyonlar›n
(Na+, K+, Li+, NH4

+, Mg2+, Ca2+) ve baz› anyonlar›n
(Br-, I-, Cl-, NO3

-, SCN-, ClO4
-) ortamdaki deriflimleri;

1.0x10-3 M’da  sabit  tutularak  önerilen  pH
elektroduyla kalibrasyon e¤rileri çizilerek, söz
konusu iyonlar›n potansiyometrik cevaba etkileri
incelenmifltir (fiekil 4). Katyonlar için seçicilik s›ras›
Ca2+> Li+> K+ ~ Na+> NH4

+~ Mg2+ olarak bulunurken,
anyonlarda bu s›ra ClO4

-> SCN-> I-> Br-> NO3
-> Cl-

olarak gözlenmifltir. Ancak, katyonlar›n elektrot
cevab›na  önemli  bir  etkisi  olmad›¤›  halde,
anyonlardan ClO4

-’›n bozucu etkisinin nispeten
yüksek oldu¤u bulunmufltur. Özellikle, içeceklerde
yüksek deriflimlerde bulunabilen Cl- gibi baz›
iyonlar›n bozucu etkisinin olmad›¤› ve perklorat
iyonunun  içeceklerde  yüksek  deriflimlerde
bulunmad›¤› dikkate al›nd›¤›nda, incelenen bu
iyonlar varl›¤›nda, pek çok g›da numunesinde,
önerilen  elektrotla  pH  ve  titrasyon  asitli¤i
ölçümlerinin yap›labilece¤i sonucuna var›lm›flt›r.

Analitik uygulama

Önerilen elektrodun analitik uygulanabilirli¤i iki
flekilde araflt›r›lm›flt›r. Bunlar›n ilkinde, elektrot, HCl,
HF ve H3PO4’in ayarl› NaOH ile potansiyometrik
titrasyonlar›nda indikatör pH elektrodu olarak
kullan›lm›flt›r. Bunlara ait titrasyon e¤rileri fiekil
5’te verilmifltir. Titrasyon e¤rilerinden görüldü¤ü
gibi, dönüm noktalar›ndaki s›çraman›n belirgin,
ve  buradan  elde  edilen  sonuçlar›n  kantitatif
olmas›, bu elektrodun asit-baz titrasyonlar›nda cam
elektrot yerine alternatif olarak kullan›labilece¤i
fleklinde de¤erlendirilmifltir. ‹kinci uygulama
olarak, çeflitli içeceklerde titrasyon asitli¤i tayininin
yap›labilirli¤i araflt›r›lm›flt›r. Bu amaçla, portakal
ve elma suyu, gazl› içecek, bira, k›rm›z› flarap ve
sirke numuneleri ulusal/uluslararas› standartlarda
belirtilen yöntemlere göre haz›rlanm›fl ve indikatör
elektrot olarak yeni gelifltirilen pH elektrodun
kullan›lmas›yla ayarl› NaOH ile titre edilmifltir.
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fiekil 3 ZFNCa’a dayanan PVC membran pH elektrodun
kalibrasyon e¤risi
Figure 3 The calibration graph of the PVC membrane pH
electrode based on ZFNCa
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Befl deneyin ortalamas›ndan elde edilen sonuçlar,
cam elektrot kullan›larak elde edilen sonuçlarla
birlikte %95 güven seviyesinde ortalama de¤er ±
ts/√N olarak Çizelge 1’de verilmifltir. Bulunan de-
¤erler t ve F testleri uygulanarak istatistik olarak
de¤erlendirilmifltir. Deneysel olarak bulunan td

ve Fd de¤erlerinin tk ve Fk de¤erlerinden küçük
olmas›, %95 güven seviyesinde her bir numune
için cam elektrot ve önerilen elektrotla elde edilen

sonuçlar aras›nda do¤ruluklar ve kesinlikler
aç›s›ndan anlaml› bir fark olmad›¤›n› göstermifltir.
Bütün bu verilerden, önerilen PVC membran pH
elektrodun, çeflitli içeceklerin titrasyon asitliklerinin
potansiyometrik tayininde, cam elektrot yerine
baflar›l› bir flekilde kullan›labilece¤i sonucuna
var›lm›flt›r.

Literatürdeki eflde¤erleriyle karfl›laflt›r›ld›¤›nda,
ZFNCa kullan›larak haz›rlanan PVC membran pH
elektrodun, yüksek seçicilik özellikleri ve uzun
ömrü aç›s›ndan üstün (10, 12, 20, 22, 24, 25, 30-, 32);
tekrarlanabilirlik, tekrar üretilebilirlik aç›s›ndan
ise yar›flabilir nitelikte oldu¤u görülmüfltür (6, 7, 11,
34). Önerilen elektrodun haz›rlanmas›nda iyonofor
olarak kullan›lan ZFNCa’un biyouyumlu olmas›,
kalite kontroller s›ras›nda, g›da numunelerinde
do¤rudan pH ölçümü için bu elektrodun kullan›labilir
nitelikte oldu¤unu düflündürmüfltür.
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Çizelge 1 Önerilen pH elektrot ve geleneksel cam elektrot kullan›larak, baz› içeceklerin titrasyon asitliklerinin tayininden elde
edilen sonuçlar (% 95 güven seviyesi, N=5, tkritik= 2.78, Fkritik=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, tcritical = 2.78, Fcritical =6.39)

Numune Sample Cam elektrot Önerilen elektrot
Glass electrode Proposed electrode

Titrasyon asitli¤i Titrasyon asitli¤i tdeneysel Fdeneysel

Titratable acidity Titratable acidity texperimental Fexperimental

Portakal suyu Orange juice 13.3±0.6 12.6±1.3 1.23 0.15
Elma suyu Apple juice 9.8±0.3 9.4±0.3 1.81 0.81
Gazl› içecek 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
fiarap 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

fiekil 4 Elektrodun potansiyometrik cevab›na çeflitli iyonlar›n
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 

fiekil 5.  Haz›rlanan  elektrot  kullan›larak ~ 0,1 M asit
çözeltilerinin 0.2298 M NaOH ile titrasyonundan elde
edilen e¤riler: (a) HCl, (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) HCl, (b) HF, (c) H3PO4
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TARA, TRAGAKANT VE AGAR AGAR GAMLARININ
TAVUK KÖFTELERDE KULLANIMI

Öz

Bu çal›flmada farkl› gamlar›n ve konsantrasyonlar›n›n çi¤ ve k›zarm›fl tavuk köftelere etkisini belirlemek
amaçlanm›flt›r. Köfteler tara, tragakant ve agar agar gamlar›n› % 0.5, % 1 ve % 1.5 oran›nda içerecek flekilde
haz›rlanm›flt›r. Çi¤ örneklerde 10 gün so¤ukta depolama ile pH, TBA ve renk de¤erlerindeki de¤iflimler
belirlenmifltir. K›zarm›fl örneklerde ise baz› fiziksel, teknolojik ve duyusal nitelikler belirlenmifltir. Sonuç
olarak, gam ilavesi ile çi¤ örneklerin depolama esnas›nda pH ve TBA de¤erlerindeki art›fl yavafllat›l›rken,
renk de¤erlerinin iyilefltirilebilece¤i gözlenmifltir. K›zarm›fl örneklerde ise renk de¤erlerinin gelifltirilebilece¤i,
verim, nem tutma oran› ve duyusal puanlar›n art›r›labilece¤i anlafl›lm›flt›r. Ayr›ca k›zartma süresince çap
küçülmesi ve ya¤ emilim miktarlar›n›n da azalt›labilece¤i gözlenmifltir. Bütün sonuçlara ba¤l› olarak
tavuk köfte haz›rlamada en avantajl› muamelelerin agar agar gam›n›n % 1 ve % 1.5 seviyelerinin oldu¤u
anlafl›lm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Tavuk köfte, tara gam›, tragakant gam›, agar agar gam›, k›zartma

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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GİRİŞ
G›da sektöründe yeni üretim teknikleri ürünlerdeki
baz›  problemleri  çözmek  ve  üretim  esnas›nda
uygulanan ifllemleri kolaylaflt›rmak amac›yla
gittikçe yayg›nlaflmaktad›r. Özellikle haz›r g›dalar›n
hayat›m›zda daha fazla yer almaya bafllamas› ile
fleker,  obezite  ve  kalp-damar  hastal›klar›n›n
yayg›nlaflmas› g›dalarda bulunan kaloriyi düflürme
çal›flmalar›n› art›rm›flt›r. Ayr›ca tüketicilere daha
kaliteli  ürünler  sunmak  için  en  uygun  katk›
maddelerinin  ve  miktarlar›n›n  seçimi  de  bu
çal›flmalara konu olarak sektördeki uygulamalara
yön vermifltir (1-4).

Et endüstrisindeki en önemli uygulamalar›n baz›lar›
üründe bulunan ya¤ içeri¤ini azaltma, tekstürü,
görünüflü ve rengi iyilefltirme ile ilgili çal›flmalard›r.
Ayr›ca  piflirme  kay›plar›n›  azaltma  ile  ilgili
uygulamalarda örnek olarak verilebilir (5-8).

Bahsedilen  çal›flmalar›n  sonuçlar›  beyaz  et
ve  ürünlerinde  et  tabiat›nda  olmayan  birçok
fonksiyonel bilefli¤in kullan›labilece¤ini iflaret
etmektedir. Çeflitli koruyucular, renk maddeleri,
bitkisel lifler gibi birçok madde farkl› nitelikleri
üründe iyilefltirmek için kullan›labilirken, en
önemli gruptan bir tanesi de gamlard›r. Gamlar
genel olarak yüksek oranda su ba¤lama yetene¤i
olan, renksiz, kokusuz ve tats›z bilefliklerdir. Çok
düflük miktarlarda dahi kullan›ld›klar›nda çi¤ ve
piflmifl  ürünlerin  viskozitesini,  tekstürünü  ve
dokusunu   etkileyebilirler.   Çeflitli   piflirme
uygulamalar›nda nem kayb›n› azaltabildikleri için
dolayl› olarak ürünün rengini, fleklini ve tad›n› da
etkileyebilirler.  Ayr›ca  alerjik  olmamalar›  ve
dondurma ifllemi gibi çeflitli proseslere dayan›kl›
olmalar› di¤er baz› avantajlar›d›r (9-14).

Bahsedilen özelliklerinden dolay› çeflitli gamlar›n
tavuk köftelerde kullan›m› ile bu tarz ürünlerde
çi¤ olarak depolamada görülebilen renk de¤iflimi,
oksidasyon, piflmifl üründe ortaya ç›kan a¤›rl›k
kayb› ve çap azalmas› gibi hatalar›n azalt›labilece¤i,
tekstürün iyilefltirilebilece¤i anlafl›lmaktad›r. Hatta
k›zartma esnas›nda rengin iyilefltirilebilece¤i,
nem kayb› ve ya¤ emiliminin azalt›larak, kalori
de¤erinin azalt›labilece¤i düflünülmektedir. Ancak
yap›lan literatür araflt›rmalar› sonucunda tavuk
eti ürünlerinde gam kullan›m› ile ilgili verilerin
çok az oldu¤u anlafl›ld›¤›ndan bu çal›flmada tara,
trakagant ve agar agar gamlar›n›n farkl› oranlarda
tavuk  köftelerde  kullan›m  olanaklar›  ortaya
koyulmufltur.

MATERYAL VE YÖNTEM

Bu araflt›rmada kullan›lan tara, tragakant ve agar
agar  gamlar›  Smart  Kimya  (‹zmir)’dan  sat›n
al›nm›flt›r.  Tavuk  gö¤üs  etleri  ve  di¤er  katk›
maddeleri  Ad›yaman’da  yerel  marketlerden
temin edilmifltir. K›zartma ya¤› olarak ay çiçek
ya¤› (Yudum), k›zartma makinas› olarak 1 lt hacime
sahip Tefal marka bir mini k›zart›c› kullan›lm›flt›r. 

Çal›flma esnas›nda donmufl tavuk gö¤üs etleri
16-18 saat boyunca +4 °C’de çözündürülmüfltür.
Çözünen etleri k›yma iflleminden sonra, 9650 g
k›y›lm›fl et, 150 g tuz, 100 g karabiber ve 100 g
s›v› ay çiçek ya¤› içerecek flekilde ön kar›fl›m
haz›rlanm›flt›r. Daha sonra bu kar›fl›mdan bir
miktar al›n›p, % 0.5, % 1 ve % 1.5 oran›nda tara,
tragakant ve agar agar gamlar›ndan ilave edilerek
as›l  örnekler  haz›rlanm›flt›r.  Örnekler  iyice
yo¤urulup 30 d 4 °C de bekletildikten sonra, her
bir örnek için eflit a¤›rl›kta (20 g) ve çapta yuvarlak
köfteler haz›rlanm›flt›r. Haz›rlanan her bir örnek
iki gruba ayr›lm›flt›r. Birinci grup ile çi¤ örneklerde
depolama stabilitesi ile ilgili analizler yap›l›rken,
ikinci grup k›zartma öncesinde ve 180 °C’de 5 d
k›zartma sonras›nda baz› analizlere tutulmufltur.

pH ve TBA değerlerinin belirlenmesi

Depolanan çi¤ örneklerin pH ölçümleri bir pH
metre (Orion 3-star, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) arac›l›¤› ile gerçeklefltirilmifltir. 10 g
örnek 100 mL saf suda homojen çözünene kadar
5 d kar›flt›r›ld›ktan sonra ölçüm yap›lm›flt›r (15).
Oksidasyon seviyesi hakk›nda fikir edinmek için
yap›lan TBA analizi Tarladgis ve arkadafllar›
(16)’na göre yap›lm›flt›r. Bu amaçla; bir behere 10
g örnek koyulmufl, üzerine 50 mL saf su ilave
edilmifltir. ‹yice kar›flt›r›ld›ktan sonra 47.5 mL su
ile beraber Kjeldahl balonuna aktar›lm›flt›r. Üzerine
2.5 ml 4 N’lik HCL ve 1-2 damla silikon ya¤› ilave
edildikten sonra distilasyon ünitesine ba¤lanm›flt›r.
Yaklafl›k 50 ml distilat elde edildikten sonra bu
distilatlardan 5 mL al›n›p cam tüplere aktar›lm›fl,
üzerine 5 mL TBA reaktifi ilave edilmifl ve 35 d
kaynar suda bekletilmifltir. Oda s›cakl›¤›na so¤utma
ifllemi  sonras›  538  nm  dalga  boyuna  ayarl›
spektrofotometrede (UV-160 A, Shimadzu, Tokyo,
Japonya) köre karfl› absorbanslar› okunmufltur.
Okunan de¤erler 7.8 ile çarp›lm›fl ve TBA sonuçlar›
mg malonaldehit/kg örnek olarak ifade edilmifltir.

O. Kılınççeker
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Renk analizleri

Renk  ölçümleri  çi¤  ve  k›zarm›fl  köftelerin
yüzeyinde kolorimetre (Minolta CR-400, Osaka,
Japan) kullan›m› ile yap›lm›flt›r. Ölçümler öncesi
cihaz  standart  olarak  kalibre  edilmifltir.  Renk
de¤erleri CIELAB sistemine göre L (aç›kl›k-koyuluk),
a (k›rm›z›l›k-yeflillik) ve b (sar›l›k-mavilik) de¤erleri
fleklinde ifade edilmifltir.

Kızartma verimi ve çap azalmasının 
belirlenmesi

Köftelerin k›zartma sonras› verim ve çaplar›ndaki
azalma oranlar› yap›lan a¤›rl›k ve çap ölçümleri
sonras› afla¤›daki formüllere göre hesaplanm›flt›r.

Nem  tutma  ve  yağ  emilim  değerlerinin
belirlenmesi

Çi¤ ve k›zarm›fl köftelerin nem tayini 105±2 °C’de
etüvde kurutma, ya¤ tayini ise hegzan kullanarak
Soxhelet ekstraksiyon yöntemi ile yap›lm›flt›r
(17). Nem tutma ve ya¤ emilim de¤erleri ise
afla¤›daki formüllere göre hesaplanm›flt›r. 

Duyusal analizler

Duyusal  analizler  için  G›da  ‹flleme  Bölümü
ö¤rencisi olan 10 adet panelist kullan›lm›flt›r.
Panelistlere puanlama öncesinde k›sa bir e¤itim
verilmifltir. Analizler hofllanma derecesine ba¤l›
olarak puanlaman›n yap›ld›¤› hedonik skalaya
göre gerçeklefltirilmifltir. Puanlar ve karfl›l›klar›; 1:
afl›r› hofl olmayan, 2: çok fazla hofl olmayan, 3:
orta derecede hofl olmayan, 4: hafif hofl olmayan,
5: nötr, 6: hafif hofl olan, 7: orta derece hofl olan,
8: çok fazla hofl olan, 9: afl›r› hofl olan fleklinde
belirtilmifltir (18).<

İstatistik analizleri

Çal›flma   iki   tekerrür   ve   üç   paralel   olarak
yürütülmüfltür. Elde edilen verilere varyans analizi
uygulanm›fl, önemli bulunan faktör ortalamalar›
P<0.01  ve  P<0.05  düzeyinde  Duncan  çoklu
karfl›laflt›rma  testine  tabi  tutulmufltur  (SPSS,
CHICAGO, IL, USA).

SONUÇ VE TARTIŞMA

Çiğ köftelerin pH, TBA ve renk değerleri

Depolama esnas›nda enzimatik ve mikrobiyolojik
faaliyetler et ürünlerinde azotlu bilefliklerin y›k›m›na
sebep  olur.  Oluflan  amonyak  gibi  bozulma
ürünleri pH de¤erini yükseltir. Oksidasyon ise
ya¤ asitlerinde meydana gelen bir bozulmad›r.
Özellikle  uzun  süre  depolanan  et  gibi  ya¤l›
ürünlerde, aldehit ve keton gibi oksidasyon
ürünleri,  raf  ömrünü  belirleyen  en  önemli
etkenlerden baz›lar›d›r. Hem pH’n›n hem de TBA
de¤erinin artmas› ürün kalitesinin düfltü¤ünü
gösteren bir iflarettir (3, 4, 18). Çal›flmada yap›lan
depolama dönemleri sonras›ndaki pH ve TBA
de¤erleri çizelge 1’de gösterilmifltir. Çizelgeye
bak›ld›¤›nda; pH ve TBA de¤erleri üzerinde gam
türü, gam konsantrasyonu ve depolaman›n etkili
oldu¤u anlafl›labilir. ‹lk gün genel olarak bütün
örnekler kontrol örne¤inden daha yüksek pH
de¤erine sahip olurken, son depolama gününde
özellikle agar agar içeren köftelerin kontrolden
ve di¤er örneklerden daha düflük pH’ya sahip
olduklar› anlafl›lm›flt›r. Gam miktar›n›n art›fl› pH
de¤erlerinde düzensiz bir de¤iflime sebep olmufltur.
Fakat depolama sürelerinin art›fl› pH de¤erlerini
art›rm›flt›r. 10. gün de¤erlerine bak›ld›¤›nda, en
düflük pH de¤erleri 6.20 ve 6.21 olarak agar agar
gam›  içeren  bütün  örneklerde  ölçülmüfltür.
Çal›flmam›za  benzer  flekilde;  Can  (19)  tavuk
köftelere farkl› oranlarda kekik ya¤› kat›p so¤uk
depoda 12 gün depolad›¤›nda pH de¤erinin 5.9-6.4
aras›nda oldu¤unu gözlemifltir. Sanchez-Zapata
ve arkadafllar› (20) domuz eti ve ceviz lifinden
haz›rlad›klar› burgerlerde pH de¤erinin 6.16-6.20
aral›¤›nda oldu¤unu ve lif eklemin etkisinin
önemsiz oldu¤unu belirlemifllerdir. Demirci ve
arkadafllar› (2) farkl› gamlar ile yapt›klar› çal›flmada,
çi¤ ve piflmifl s›¤›r eti köftelerindeki pH de¤erlerini
6.7-6.9 aral›¤›nda belirlemifllerdir. Soltanizadeh
ve Ghiasi-Esfehani (21) ise % 0, 1, 3 ve 5 oran›nda
Aloe vera içeren s›¤›r eti köftelerinin +4 °C’de 7
gün depolanmas› sonucunda % 1 ve % 3 Aloe vera
ilave etmenin pH de¤erini azaltt›¤›n› bulmufllard›r.
Bizim çal›flmam›zdaki sonuçlar bahsedilenlerle
benzerlik  gösterirken,  bütün  örnekler  için  pH
de¤erlerinin   et   ve   ürünlerinde   Gökalp   ve
arkadafllar› (18) taraf›ndan tüketim s›n›r› olarak
verilen pH=6.5 de¤erini aflmad›klar› gözlenmifltir.   
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K›zartma verimi (%) = 1. x 100
K›zarm›fl köfte a¤›rl›¤›

Çi¤ köfte a¤›rl›¤›

Çap azalmas› (%) = 2.

1.

2.

x 100
Çi¤ köfte çap› - K›zarm›fl köfte çap›

Çi¤ köfte çap›

Nem tutma (%) = x K›zartma verimi
K›zarm›fl köftenin nemi (%)

Çi¤ köftenin nemi %)

Ya¤ emilimi (%) = K›zarm›fl köftenin ya¤› (%) - Çi¤ köftenin ya¤› (%)



Gamlar›n TBA de¤erleri üzerindeki etkisi 1. günde
önemsiz ç›karken, 10. gün sonunda tara gam› ve
tragakant gam›n›n % 1.5 kullan›ld›¤›nda avantajl›
olabilece¤i gözlenmifltir. Gam konsantrasyonun
art›fl›,  ilk  gün,  gam  içeren  örneklerin  TBA
de¤erlerini kontrole göre düflürmüfl, ancak 10.
gün  sonras›nda  TBA  say›lar›n›n  düzensiz  bir
flekilde de¤iflimine sebep olmufltur. Depolama
sürelerinin etkisine bak›ld›¤›nda ço¤unlukla 5.
gün sonunda TBA de¤erleri yükselifl gösterirken,
10. gün sonunda tekrar düfltükleri anlafl›lm›flt›r.
10 gün sonraki TBA say›lar›nda en düflük de¤erin
0.22 mg/kg olarak % 1.5 tara gam› içeren köftede
oldu¤u gözlenmifltir. Benzer flekilde Can (19)
kekik ya¤› ile farkl› oranlarda haz›rlad›¤› tavuk
köfteleri so¤ukta depolad›¤›nda TBA de¤erinin
0.3-0.9 mg/kg aral›¤›nda de¤iflti¤ini belirlemifltir.
Cava ve arkadafllar› (22) domates lifi ve pancar lifi
ilave ederek haz›rlad›klar› tavuk ürünlerinde lif
ilavesinin TBA de¤erlerini azaltt›¤›n› bulmufllard›r.
+4 °C’de 10 gün depolad›klar› ürünlerde TBA
de¤erlerini 2.03-3.82 mg/kg aral›¤›nda saptam›fllard›r.

Baflka bir çal›flmada ise Soltanizadeh ve Ghiasi-
Esfehani (21) s›¤›r eti köftelerine % 1, % 3 ve % 5
oranlar›nda Aloe vera kat›ld›¤›nda +4 °C’de 7
gün depolama sonras› TBA de¤erlerinin % 3 ve
% 5  Aloe  vera  içeren  örneklerde  azald›¤›n›
belirlemifllerdir. Genel olarak bizim çal›flmam›zdaki
TBA de¤erleri kullan›lan malzeme ve yöntemin
farkl›l›¤›na ba¤l› olarak bu çal›flmalardan düflük
ç›karken,  depolaman›n  son  döneminde  dahi
Gökalp ve arkadafllar› (18) taraf›ndan et ve ürünleri
için s›n›r olarak belirtilen 0.7-1 mg/kg aral›¤›n›
geçmedikleri anlafl›lm›flt›r.

Çi¤ örneklerin önemli özelliklerinden biriside
renk de¤erleridir. Sat›fl esnas›nda tüketici tercihini
etkileyen  ilk  kriterdir.  Ancak  renk  de¤erleri
kullan›lan katk› maddelerinden etkilendi¤i gibi
zamanla bozulma ile de de¤iflime u¤rayabilir. Bu
nedenle yeni üretilen ürünlerde renk de¤ifliminin
takip  edilmesinde  yarar  vard›r.  Çizelge  1’e
bak›ld›¤›nda L, a ve b de¤erleri üzerinde tragakant
ve  agar  agar  gamlar›n›n  avantajl›  olabilece¤i
söylenebilir. Konsantrasyon art›fl› 5 ve 10. günlerde
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Çizelge 1. Gam tipi ve konsantrasyonunun farkl› depolama sürelerinde çi¤ örneklerin pH, TBA ve renk de¤erleri üzerine etkileri
Table 1. Effects of gum type and concentration on pH, TBA and color values of raw samples at different storage periods

1. gün                                                        5. gün                                                      10. gün 
1st day 5th day 10th day

Gam konsantrasyonu                               Gam konsantrasyonu                                Gam konsantrasyonu
Gum concentration Gum concentration Gum concentration

Gam tipi Kontrol %0.5 %1 %1.5 Kontrol %0.5 %1 %1.5 Kontrol %0.5 %1 %1.5
Gum type (%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 6.12aAZ 6.16aAY 6.16aAY 6.12bAY 6.19aAY 6.19bAY 6.21bAY 6.22aAY 6.28aAX 6.29aAX 6.28aAX 6.27aAX

Tragakant 6.12aBZ 6.16aAZ 6.15aAY 6.13bABY 6.19aCY 6.22abBY 6.25aAX 6.24aABX 6.28aAX 6.26abAX 6.25aAX 6.24abAX

Agar agar 6.12aBZ 6.16aAZ 6.15aABY 6.16aAY 6.19aBY 6.25aAX 6.23abABX 6.24aAX 6.28aAX 6.21bBY 6.20bBX 6.21bBXY

TBA mg/kg Tara 0.26aAX 0.23aBY 0.22aBY 0.20aBY 0.30aBX 0.32aABX 0.33aAXY 0.31bABX 0.27aABX 0.25aABY 0.36aAX 0.22cBY

Tragakant 0.26aAX 0.24aABY 0.21aBZ 0.23aABY 0.30aBX 0.32aBX 0.33aABX 0.37aAX 0.27aAX 0.26aAY 0.23aAY 0.25bAY

Agar agar 0.26aAX 0.21aBY 0.24aABY 0.23aABZ 0.30aAX 0.35aAX 0.34aAX 0.32bAX 0.27aAX 0.25aAY 0.25aAXY 0.28aAY

L Tara 47.98aAX 47.80aAX 43.93bAX 47.39aAX 44.64aBX 46.87aAX 45.93bABX 45.60aABX 44.55aAX 47.34aAX 45.08aAX 44.16aAX

Tragakant 47.98aAX 46.00aAX 46.24abAX 47.01aAX 44.64aBX 46.48aAX 46.90abAX 47.58aAX 44.55aAX 48.49aAX 46.72aAX 45.32aAX

Agar agar 47.98aAX 48.03aAX 49.98aAX 49.26aAX 44.64aBX 47.32aABX 48.40aABX 48.48aAX 44.55aBX 47.07aABX 47.91aAX 48.13aAX

a Tara 2.84aAX 3.09aAX 2.52aAX 2.68aAX 1.92aAX 2.44aAXY 2.33aAX 2.05bAY 1.51aAX 1.68aAY 1.58bAX 1.56aAZ

Tragakant 2.84aAX 2.55aAX 3.21aAX 1.95aAX 1.92aBX 1.87aBY 2.33aAX 2.24abAX 1.51aAX 1.94aAY 1.90aAX 1.60aAX

Agar agar 2.84aAX 2.59aAX 3.16aAX 2.90aAX 1.92aBX 2.43aAX 2.47aAXY 2.64aAX 1.51aAX 1.88aAX 1.88aAY 2.05aAY

b Tara 11.33aAX 11.84aAX 10.26bAX 11.46abAX 10.30aBX 11.58aAX 11.46aABX 11.08bABX 10.66aAX 11.95aAX 11.26bAX 11.07aAX

Tragakant 11.33aAX 10.49aAY 11.30abAX 10.16bAX 10.30aCX 11.03aBY 11.71aAX 11.60bAX 10.66aAX 12.54aAX 12.30abAX 11.49aAX

Agar agar 11.33aAX 11.27aAX 12.56aAX 12.68aAX 10.30aBX 12.01aABX 12.55aAX 12.74aAX 10.66aBX 12.03aABX 12.47aABX 12.83aAX

a-c Her bir sütun içerisinde, her bir konsantrasyon için gamlar aras›ndaki farkl›l›¤› göstermektedir  (p<0.05).
A-C Her bir sat›r içerisinde, her bir depolama süresi için, gam konsantrasyonlar› aras› farkl›l›¤› göstermektedir (p<0.05). 
X-Z Her bir sat›r içerisinde, her bir gam konsantrasyonunun depolamaya ba¤l› farkl›l›¤›n› göstermektedir (p<0.05).
a-c Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).
A-C Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05). 
X-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).



renk  de¤erlerini  etkilemifltir.  Genel  olarak
konsantrasyon art›fl› kontrole göre örneklerin L,
a ve b de¤erlerini art›rm›flt›r. Depolama süreleri
ise L üzerinde etkisiz olurken, a de¤erlerinin
baz›lar›nda düflüfle, b de¤erlerinin bir örne¤inde
(% 0.5 tragakant) ise art›fla sebep olmufltur. Son
depolama döneminde, en yüksek L de¤erleri
48.49 ve 48.13 olarak, en yüksek a de¤erleri 1.94
ve 2.05 olarak, en yüksek b de¤erleri ise 12.54 ve
12.83 olarak % 0.5 tragakant ve % 1.5 agar agar
ile haz›rlanan köftelerde bulunmufltur. Renk
üzerinde bileflenlerin do¤al renkleri etkili iken
oksidasyonda   rengi   de¤ifltiren   önemli   bir
reaksiyondur. Genellikle aç›k k›rm›z›ms›-sar› renge
sahip olan gamlar miktar olarak artt›kça köftelerdeki
renk de¤erlerini yükseltmifllerdir. Oksidasyon ise
art›fl gösterdikçe hafifte olsa, sebep oldu¤u renk
koyulaflmas›ndan dolay› k›rm›z›l›k de¤erlerinde
azalmaya sebep olmufltur. Çal›flmam›za benzer
flekilde, Cava ve arkadafllar› (22) çeflitli lifler ile
haz›rlad›klar› tavuk ürünlerinde, çi¤ örnekler için
L de¤erlerini domates lifi ve % 3 pancar lifi ile
haz›rlanan örneklerde inülin içeren örnek ve
kontrol örne¤inden daha düflük saptam›fllard›r.
‹nülin ve pancar lifini % 1 ve % 2 oran›nda ilave
ettiklerinde L de¤erlerinin artt›¤›n› bulmufllard›r.
Örneklerin  a de¤erleri  domates  lifi  ilavesi  ile
artarken, pancar lifi ve inülin ilavesi ile azalm›flt›r.
Ayr›ca domates lifi ve pancar lifinin % 1 ve % 3
oranlar›ndaki ilaveleri b de¤erlerini kontrole göre
önemli  düzeyde  art›rm›flt›r.  ‹nülin  ilavesi  çi¤
tavuk ürünlerinin b de¤erlerinde bir de¤iflim
oluflturmam›flt›r. Bahsedilen çal›flmada L de¤erleri
47.7-67.8, a de¤erleri 0.6-13.5 ve b de¤erleri 5.7-33.7
aral›¤›nda ölçülmüfltür. Bizim çal›flmam›zdaki L
ve a de¤erleri bu çal›flmadaki sonuçlardan genel
olarak daha düflüktür. Köftelerin b de¤erleri ise
benzerlik göstermektedir. Bu farkl›l›¤›n kullan›lan
malzeme   ve   do¤al   renk   maddelerinden
kaynakland›¤›  düflünülmektedir.  Demirci  ve
arkadafllar› (2) farkl› gamlar ile haz›rlad›klar› et
köftelerde  gam  türünün  L, a ve b de¤erlerini
etkilemedi¤ini, gam miktar›n›n artmas›n›n ise a
ve b de¤erlerini etkiledi¤ini bulmufllard›r. Çi¤ örnek
yüzeyinde L de¤erlerini 35.40-41.20 aral›¤›nda, a
de¤erlerini 4.2-5.8, b de¤erlerini ise 10.24-12.7
aral›¤›nda ölçmüfllerdir. Gam miktar›n›n art›fl› ile
a de¤erinin azald›¤›n›, b de¤erinin ise dalgal› bir
de¤iflim gösterdi¤ini vurgulam›fllard›r. Bu durumu
gamlar›n  yap›s›ndaki  karotenoid  gibi  renk
maddelerine ba¤lam›fllard›r. Çal›flmam›zda bulunan
L ve b de¤erleri bu çal›flmada verilen sonuçlardan

yüksek, a de¤erleri ise düflük bulunmufl, daha
öncede bahsedildi¤i gibi bu durum kullan›lan
malzeme farkl›l›¤›na ba¤lanm›flt›r.

Kızarmış köftelerin renk değerleri

Çi¤ örneklerde oldu¤u gibi k›zarm›fl örneklerde
de dikkati ilk çeken özelliklerden biri renktir.
Özellikle k›zarm›fl ürünlerde parlak alt›n sar›s›
renk arzu edilen bir durumdur (4). Çizelge 2’de
k›zarm›fl köftelerin renk de¤erleri verilmifltir.
Çizelgeden gam tipinin L de¤erleri üzerindeki
etkisi % 1 oran›nda önemli ç›kt›¤› anlafl›lmaktad›r.
Gam seviyelerinin etkisi sadece tragakant gam›nda
önemli ç›km›flt›r. Genel olarak, en iyi sonuçlar
tragakant gam› ile haz›rlanan örneklerde bulunurken,
bu gam›n seviyesinin art›fl› L de¤erinde düzensiz
bir art›fla sebep olmufltur. En yüksek L de¤eri
49.90 olarak % 1 tragakant gam› ile haz›rlanan
köftelerde bulunmufltur. Köftelerin a de¤erlerine
bak›ld›¤›nda,  % 1 ve % 1.5  seviyelerinde  gam
tipinin etkisi önemli bulunmufltur. Konsantrasyon
art›fl› tara gam›nda etkisiz olurken, tragakant gam›
ile haz›rlanan örneklerde a de¤erini düflürmüfl,
agar  agar  gam›  ile  haz›rlanan  örneklerde  ise
art›rm›flt›r. Gam tiplerinde en iyi a de¤erlerini
agar agar ortaya ç›karm›fl olup, k›zartma sonras›
en yüksek de¤erler 7.94 ve 8.28 olarak % 1 ve %
1.5 oranlar›nda agar agar gam› içeren köftelerde
ölçülmüfltür. Renk de¤erlerinden sonuncusu olan b
de¤eri % 1 seviyesinde gam tiplerinden etkilenirken,
konsantrasyon art›fllar›ndan etkilenmemifltir.
Özellikle  tragakant  gam›  daha  iyi  sonuçlar
vermifl, en yüksek b de¤erleri 20.28 ve 20.24 olarak
% 0.5 ve % 1 tragakant gam› içeren örneklerde
saptanm›flt›r  (Çizelge 2).  Çal›flmam›za  benzer
flekilde, Demirci ve arkadafllar› (2) gamlar ile et
köftelerde yapt›klar› çal›flmada piflmifl örneklerin
L de¤erlerinin gam tipinden etkilendi¤ini, a ve b
de¤erinin ise etkilenmedi¤ini bulmufllard›r. Gam
miktar› art›kça L ve b de¤erlerinin artt›¤›n›, a
de¤erinin  ise  azald›¤›n›  gözlemlemifllerdir.
Yaflarlar ve arkadafllar› (23) piflmifl et köftelerin L
ve a de¤erlerinin tah›l kepe¤i eklenmesi sonucu
de¤iflti¤ini,  eklenen  kepek  miktar›  artt›kça  L
de¤erlerinin yükseldi¤ini, a de¤erinin ise düfltü¤ünü
saptam›fllard›r. Baflka bir çal›flmada, Khalil (24)
niflasta-su kar›fl›m›n› ya¤ oran›n› düflürmek için
et köftelere katt›¤›nda piflmifl örneklerde kontrole
göre daha düflük a de¤erlerinin ortaya ç›kt›¤›n›
gözlemlemifltir. Ayr›ca benzer sonuçlar Lin ve
Huang (25) ile Y›lmaz ve Da¤l›o¤lu (26) taraf›ndan
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da saptanarak, bu de¤iflimler ço¤unlukla çal›flma
konusu olan malzemelerin do¤al renk maddelerine
ba¤lanm›fllard›r.

Kızarmış köftelerin bazı teknolojik özellikleri

K›zarm›fl  tavuk  köftelerinin  baz›  teknolojik
özellikleri bu tarz ürünlerde üretici ve tüketici
tercihini etkileyen önemli faktörlerdir. Örne¤in
k›zartma sonras› verim sat›labilir a¤›rl›¤› etkilerken,
çap de¤iflimi paketleme ve depolama gibi ifllemlerde
üretici performans›n› etkileyen hususlard›r. Ayr›ca
köftenin  nem  ve  ya¤  oranlar›  kalori  de¤erini
etkileyece¤inden özellikle bilinçli tüketicilerin
tercihinde  önemli  konulard›r  (2,  3,  10,  21).
Çal›flmam›zda bu de¤erlere ait veriler Çizelge 3’te
verilmifltir. Çizelgeden k›zartma sonras› verim,
çap azalmas›, nem tutma ve ya¤ emilim de¤erleri
üzerinde gam tiplerinin etkili oldu¤u anlafl›l›rken,
konsantrasyon art›fl› özellikle, verim, nem tutma
ve ya¤ emilim üzerinde etkili olmufltur. Genel
olarak, gamlar ile haz›rlanan örneklerin verim
de¤erleri kontrolden yüksek ç›km›flt›r. Verim
üzerinde agar agar gam› daha etkili olurken, gam
miktar›n›n  artmas›  tara  gam›  ile  haz›rlanan
örneklerdeki verimi düflürmüfl, tragakant ve agar
agar gam› ile haz›rlanan köftelerde ise düzensiz
bir de¤iflime sebep olmufltur. En yüksek k›zartma
sonras› verim oran› % 86.63 olarak % 0.5 tara ve
% 86.90 olarak % 1 agar agar gam› ile haz›rlanan
köftelerde bulunmufltur. Örneklerin çap azalmas›
de¤erleri gam içeren bütün köftelerde kontrolden
daha düflük hesaplanm›flt›r. Tara gam› içeren
köftelerin çap azalma de¤erleri genel olarak daha

düflük ve kendi aralar›nda farks›z bulunurken,
agar agar gam›n›n miktar›n›n artmas› çap azalma
oranlar›n› düflürmüfltür. En düflük çap azalma

miktar› % -0.01 olarak % 1 tara gam› ile haz›rlanan
örneklerde saptanm›flt›r (Çizelge 3). Yani bu
grup  köftelerde  çok  düflük  oranda  çap  art›fl›
gözlenmifltir. Verim ve çap azalma oranlar› ›s›l ifllem
etkisi ile et proteinlerinin denatürasyonundan
olumsuz etkilenirken, çal›flmada gamlar›n jelatinize
olmas› ve su tutma kapasiteleri bu de¤erleri
olumlu etkilemifltir (2; 11). Çal›flmam›za benzer
flekilde,  Modi  ve  arkadafllar›  (6)  taraf›ndan  et
köftelerde karagenan gam› ile yap›lan çal›flmada
gam ilavesinin verimi art›r›rken, çap küçülme
oran›n›  düflürdü¤ü  saptanm›flt›r.  Ayr›ca  gam
miktar›n›n art›fl›n›n bu de¤erleri daha da iyilefltirdi¤i
vurgulanm›flt›r. ‹lave edilen gam›n su ve proteinlerin
bir  kompleks  oluflturmas›n›  kolaylaflt›rd›¤›n›
söyleyerek, madde kayb›n› azaltt›¤›n›, flekli ise
korudu¤unu belirtmifllerdir. Gibifl ve arkadafllar›
(27)  s›¤›r  eti  köftelerine  % 0.5-3  aral›¤›nda
mikrokristali selüloz eklediklerinde k›zartma
sonras›  nem  kayb›n›n  azald›¤›n›  ve  verimin
artt›¤›n› bulmufllard›r. Aloe vera ile yap›lan baflka
bir çal›flmada ise et köftelere % 0-5 aral›¤›nda bu
malzemeyi eklemenin piflirme kayb›n› ve çap
azalmas›n› düflürdü¤ü belirlenmifltir. Ayr›ca aloe
vera miktar›n›n artmas›n›n bu durumu destekledi¤i,
bir hidrokolloid gibi davranarak piflme süresince
su tutma kapasitesini art›rd›¤› belirtilmifltir (21).
Çal›flmam›zda kullan›lan gamlar da benzer etki
sergilemifllerdir.
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Çizelge 2. Gam tipi ve konsantrasyonunun k›zarm›fl köftelerin renk özellikleri üzerine 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 44.64aA 47.11aA 47.70bA 45.31aA

Tragakant 44.64aB 47.73aAB 49.90aA 46.71aAB

Agar agar 44.64aA 47.24aA 45.38cA 44.65aA

a Tara 5.97aA 5.49aA 5.84bA 5.88bA

Tragakant 5.97aAB 6.24aA 5.11bB 5.39bAB

Agar agar 5.97aB 6.75aB 7.94aA 8.28aA

b Tara 18.89aA 19.64aA 19.91abA 18.80aA

Tragakant 18.89aA 20.28aA 20.24aA 19.42aA

Agar agar 18.89aA 19.96aA 19.68bA 19.35aA

a-c Her bir sütun içerisinde, her bir konsantrasyon için gamlar aras›ndaki farkl›l›¤› göstermektedir  (p<0.05).
A-B Her bir sat›r içerisinde, gam konsantrasyonlar› aras› farkl›l›¤› göstermektedir (p<0.05). 
a-c Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).
A-B Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).
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K›zartma sonras› nem tutma oranlar› genel olarak
gam içeren örneklerde kontrolden daha yüksek
olurken,   ya¤   emilim   de¤erlerinin   tara   ve
tragakant gam› içeren örneklerde daha düflük
ç›kt›¤›  söylenebilir  (Çizelge  3).  Örneklerin
içerisindeki gam miktar› art›fl› ile tara gam› nem
tutma oran›n› azaltm›fl, tragakant gam› ve agar
agar  gamlar›  ise  art›fla  sebep  olmufllard›r.  En
yüksek nem tutma oranlar› % 79.05 olarak % 0.5
tara gam› ve % 79.27 olarak % 1 agar agar gam›
ile haz›rlanan köftelerde hesaplanm›flt›r. Gam
miktar› artt›kça ya¤ emilimi tara gam› ile haz›rlanan
örneklerde düzensiz bir flekilde azal›rken, tragakant
gam› ile haz›rlananlarda etkilenmemifl, agar agar
gam› ile haz›rlanan köftelerde ise düflüfl göstermifltir.
K›zartma sonras› en düflük ya¤ emilimi % 2.46
olarak % 1 tara ve % 2.03 olarak % 1.5 tragakant
içeren  köftelerde  bulunmufltur  (Çizelge  3).
Çal›flmam›za benzer flekilde, Sanchez-Zapata ve
arkadafllar› (20) domuz etinden yap›lan burgerlere
ceviz lifi eklendi¤inde nem tutma oran›n›n artt›¤›n›
bulmufllard›r. Ayr›ca % 15 lif eklemenin % 5 ve %
10  seviyelerinden  daha  iyi  sonuç  verdi¤ini
vurgulam›fllard›r. Pinero ve arkadafllar› (28) s›¤›r
eti köftelerine % 13.45 oran›nda yulaf lifi eklemenin
piflmifl örneklerde nem tutma oran›n› kontrole
göre art›rd›¤›n› bulmufllard›r. Demirci ve arkadafllar›
(2)   et   köftelere   gam   ilave   etmenin   piflmifl
örneklerdeki nem kayb›n› önemli oranda azaltt›¤›n›,

özellikle guar gam›n›n önemli düzeyde etkili
oldu¤unu tespit etmifllerdir. Nem tutma oran› ile
ilgili olarak benzer sonuçlar Ulu (11) ve Kurt ve
K›l›nççeker (29) taraf›ndan yap›lan çal›flmalarda
da gözlenmifltir.

Ya¤ emilimi ile ilgili çal›flmalara bak›ld›¤›nda;
bizim çal›flmam›za benzer flekilde, Yaflarlar ve
arkadafllar› (23) et köftelere % 20 oran›nda çavdar
kepe¤i ekleyerek gerçeklefltirdikleri çal›flmada
kepek eklemenin piflmifl örneklerin ya¤ içeri¤inde
önemli  oranda  azalmaya  sebep  oldu¤unu
bulmufllard›r. Santhi ve Kalaikannan (30) tavuk
nuggetlere  yulaf  unu  ilave  etmenin  piflmifl
ürünlerde ya¤ oran›n› düflürdü¤ünü ve unun
miktar art›fl›n›n bunu destekledi¤ini belirtmifllerdir.
Mansour ve Khalil (10) et köftelere bu¤day lifi
eklemenin  piflmifl  örneklerdeki  ya¤  oran›n›
azaltt›¤›n› bulmufllard›r. Ayr›ca Soltanizadeh ve
Ghiasi-Esfehani (21) et burgerlere % 5 oran›nda
aleo vera ilave etmenin k›zart›lan örneklerde
daha  fazla  nem  tutulumuna  sebep  oldu¤unu,
ya¤  emilim  de¤erlerini  ise  önemli  derecede
düflürdü¤ünü gözlemifllerdir. Çal›flmam›zdaki
bulgular bahsedilenlerle benzerlik içerisindedir.

Kızartılmış köftelerin duyusal özellikleri

Duyusal nitelikler g›dalar›n kalitelerini belirlemede
di¤er önemli bir gruptur. Yeni üretilen ürünlerin
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Çizelge 3. Gam tipi ve konsantrasyonunun k›zarm›fl köftelerin baz› teknolojik özellikleri üzerine 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%

K›zartma verimi Tara 81.78aD 86.63aA 85.00aB 83.08bC

Frying yield Tragakant 81.78aB 83.55bAB 86.03aA 82.55bB

Agar agar 81.78aB 85.67aA 86.90aA 86.44aA

Çap azalmas› Tara 5.34aA 0.01bB -0.01aB 0.01bB

Diameter reduction Tragakant 5.34aA 0.05bB 2.52aAB 2.76aAB

Agar agar 5.34aA 5.16aA 1.69aAB 0.90bB

Nem tutma Tara 71.72aD 79.05aA 76.72aB 73.04bC

Moisture retention Tragakant 71.72aC 75.09cB 77.83aA 73.16bC

Agar agar 71.72aC 77.23bB 79.27aA 78.72aA

Ya¤ emilim Tara 3.29aA 3.19bA 2.46bB 2.86aAB

Fat absorption Tragakant 3.29aA 2.92bA 3.28bA 2.03aA

Agar agar 3.29aC 5.50aA 4.28aB 3.41aC

a-c Her bir sütun içerisinde, her bir konsantrasyon için gamlar aras›ndaki farkl›l›¤› göstermektedir  (p<0.05).
A-D Her bir sat›r içerisinde, her bir depolama süresi için, gam konsantrasyonlar› aras› farkl›l›¤› göstermektedir (p<0.05). 
a-c Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).
A-D Within each row, different superscript uppercase letters show differences between the gum concentrations within each storage period (p<0.05).
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sat›fl› ve tüketimi esnas›nda oluflabilecek tüketici
düflüncesi hakk›nda fikir sahibi olabilmek için
mutlaka belirlenmeleri gereklidir (3, 18). Bu
özellikler ile ilgili sonuçlar çizelge 4’te verilmifl
olup, çizelgeden gam tipinin görünüfl ve tekstür
üzerinde etkili iken, renk, koku ve tat üzerinde
etkili olmad›¤› anlafl›lm›flt›r. Gam miktar›n›n de¤iflimi
ise  agar  agar  gam›  ile  haz›rlanan  örneklerin
görünüflü, rengi, tad› ve tekstürü üzerinde etkili
olmufltur. Genel olarak, birçok duyusal özellik
için gamlar ile haz›rlanan köftelerdeki sonuçlar
kontrolden daha yüksek bulunmufltur. En yüksek
puanlara bak›ld›¤›nda; görünüfl 7.24-8.06, renk
7.43-8.06, koku 6.87-7.37, tat 7.12-7.62 ve tekstür
puanlar› ise 6.93-7.24 aral›klar› ile agar agar gam›
ile haz›rlanan k›zarm›fl köftelerde bulunmufltur
(Çizelge 4). Duyusal analiz sonuçlar›na göre,
çizelge 2’de de belirtildi¤i gibi agar agar gam›n›n
oluflturdu¤u k›rm›z› renk (a de¤eri) yo¤unlu¤u
köftelerin görünüfl ve rengini olumlu etkilemifl,
puanlar›   yükseltmifltir.   Ayr›ca   bu   gruptaki
örneklerin nem tutma oran›n›n yüksek olmas› tat
ve tekstürü de olumlu etkilemifltir. Panelistler
taraf›ndan  belirtildi¤i  gibi,  özellikle  kontrole
k›yasla köftelerde daha sulu ve çi¤nemesi hofl bir
yap› oluflmufltur. Çal›flmam›za benzer sonuçlar
Demirci ve arkadafllar›n›n (2) farkl› gamlar ile

haz›rlad›klar› köftelerde, ‹brahim ve arkadafllar›n›n
(7)  maltodekstrin  ve  niflasta  ile  haz›rlad›klar›
tavuk  burgerlerde  ve  Y›lmaz  (31)’›n  bu¤day
kepe¤i ile haz›rlad›¤› et köftelerde de bulunmufltur.
Bu çal›flmalarda da hidrokolloid özellikte malzeme
ilave  etmenin  et  ürünlerinde  baz›  duyusal
özellikleri gelifltirdi¤i vurgulanm›flt›r.

SONUÇ

Yap›lan çal›flma ile tavuk köftelerde gamlar›n
kullan›m›n›n   baz›   avantajlar   sa¤layabilece¤i
belirlenmifltir.   Çi¤   örneklerin   depolanmas›
esnas›nda  pH  ve  TBA  de¤erlerindeki  art›fl
yavafllat›labilirken, renklerdeki de¤iflimin de
kontrol alt›na al›nabilece¤i anlafl›lm›flt›r. K›zarm›fl
örneklerde renk de¤erleri olumlu etkilenirken,
verim ve tutulan nem miktar›n›n art›r›labilece¤i,
çap  küçülmesi  ve  emilen  ya¤  miktar›n›n  da
azalt›labilece¤i gözlenmifltir. Bu de¤erlere ba¤l›
olarak duyusal özelliklerin gelifltirilebilece¤i
anlafl›lm›fl olup, bütün sonuçlara göre en uygun
muameleyi belirtecek olursak, istatistiksel olarak
agar agar gam›n›n % 1 ve % 1.5 seviyelerinin
daha avantajl› olaca¤› ortaya konulmufltur.

Çizelge 4. Gam tipi ve konsantrasyonunun k›zarm›fl köftelerin duyusal özellikleri üzerine 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%

Görünüfl Tara 4.87aA 5.62aA 5.74bA 5.31bA

Appearance Tragakant 4.87aA 5.12aA 6.00bA 6.25abA

Agar agar 4.87aC 7.74aAB 7.24aB 8.06aA

Renk Tara 5.43aA 6.06aA 6.43aA 5.12aA

Colour Tragakant 5.43aA 4.93aA 6.37aA 6.12aA

Agar agar 5.43aB 7.81aA 7.43aA 8.06aA

Koku Tara 6.43aA 6.25aA 6.00aA 5.31aA

Odour Tragakant 6.43aA 6.18aA 6.31aA 6.62aA

Agar agar 6.43aA 6.87aA 7.06aA 7.37aA

Tat Tara 5.37aA 5.37aA 5.56aA 5.37aA

Taste Tragakant 5.37aA 5.81aA 6.18aA 6.56aA

Agar agar 5.37aB 7.18aA 7.12aA 7.62aA

Tekstür Tara 5.24aA 5.25aA 5.37bA 5.06bA

Texture Tragakant 5.24aA 5.43aA 5.93abA 6.50aA

Agar agar 5.24aB 7.06aA 6.93aA 7.24aA

a-c Her bir sütun içerisinde, her bir konsantrasyon için gamlar aras›ndaki farkl›l›¤› göstermektedir  (p<0.05).
A-C Her bir sat›r içerisinde, her bir depolama süresi için, gam konsantrasyonlar› aras› farkl›l›¤› göstermektedir (p<0.05).
a-c Within each column, different superscript lowercase letters show differences between the gum types within each concentration (p<0.05).
A-C 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 İLİNDE ÜRETİLEN İNEK SÜTLERİNDE BAZI
AĞIR METAL DÜZEYLERİNİN ARAŞTIRILMASI

Öz

Ayd›n il merkezinden ve Bozdo¤an, Çine, Söke, Yenipazar ve Nazilli ilçelerinden 203 adet çi¤ süt örne¤i
a¤›r metal analizi yap›lmak üzere toplanm›flt›r. Toplanan süt örnekleri mikrodalga f›r›nda çözünürlefltirilmifl
ve ICP-OES ile Fe, Mn, Zn, Cu, Cd ve Pb analizleri yap›lm›flt›r. En yüksek Fe ortalamas› 1704.80 µg/L ile
Bozdo¤an ilçesinde, en yüksek Mn ortalamas› 5.08 µg/L ile Ayd›n Merkez ilçede, en yüksek Zn ortalamas›
1468.39 µg/L ile Yenipazar ilçesinde tespit edilmifltir. Bütün ilçelerin süt örneklerinde,  Cu, Cd ve Pb
de¤erleri tayin edilebilir s›n›rlar›n alt›nda bulunmufltur. Elde edilen sonuçlar, literatür verileri ve FAO,
WHO ve PMTDI’n›n belirtmifl oldu¤u tolere edilebilir s›n›rlar göz önüne al›narak de¤erlendirildi¤inde
Ayd›n merkez ve di¤er ilçelerde üretilen sütlerde sa¤l›k aç›s›ndan tehlike oluflturacak bir a¤›r metal
kontaminasyonu olmad›¤› anlafl›lm›flt›r.

Anahtar kelimeler: A¤›r metal, Ayd›n, çevre kirlili¤i, süt.

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

Abstract

In our study; 203 raw milk samples were collected from Ayd›n city center and Bozdo¤an, Çine, Söke,
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 µg/L)
was found from the samples collected in Bozdo¤an district, for Mn (5.08 µg/L) from Ayd›n Central district
and for Zn (1468.39 µg/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 Ayd›n
and districts around, were found to be under the levels of concern for health problems.

Keywords: Ayd›n, environmental pollution, heavy metal, milk.

Aslıhan İnci1, Serap Ünübol Aypak1*, Gülşen Güven2

1 Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Biyokimya Anabilim Dal›, Ayd›n
2 Adnan Menderes Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Analitik Kimya Anabilim Dal›, Ayd›n

Gelifl tarihi / Received: 02.08.2016
Düzeltilerek Gelifl tarihi / Received in revised form: 10.11.2016

Kabul tarihi / Accepted: 17.12.2016

Araflt›rma/Research  

* Yazışmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
Bu makale Aslıhan İnci’nin yüksek lisans tezinden özetlenmiştir./Thispaper is summarized from Aslıhan İnci’s
graduation thesis.

� serapunubol@yahoo.com,         ✆  (+90) 256 247 0700/264,                (+90) 256 247 0120

GIDA (2017) 42 (3): 229-234
doi: 10.15237/gida.GD16079

229



GİRİŞ
Toksik etkileri, uzun y›llarca yok olmamalar›,
do¤ada ve biyosferde birikmeleri nedeniyle a¤›r
metaller  kirleticiler  aras›nda  önemli  bir  yere
sahiptirler.   Sanayileflme   ve   kentleflmenin
geliflmesi, hava, toprak, suyun, dolay›s›yla  besin
kaynaklar›n›n a¤›r metallerle kontamine olmas›na
sebep olmufltur. ‹nsanlar›n tüketti¤i do¤al g›dalar›n
yap›s›,  endüstrinin  geliflmesi  ile  gün  geçtikçe
bozulmaktad›r.  Topra¤›n,  havan›n  ve  suyun
kirlenmesine ba¤l› olarak bitkisel ve hayvansal
g›dalar›n bileflimi de¤iflmektedir. G›da maddelerine
bulaflan toksik maddeler içinde insan sa¤l›¤›n› en
fazla tehdit eden ve zararl› olarak bilinen grup
a¤›r metallerdir (1). Bunlar, canl›lar taraf›ndan
belirli bir konsantrasyonun üzerinde al›nd›¤›nda
hücrenin metabolizmas›na ve geliflimine zarar
vererek toksik etki yaparlar.  A¤›r metallere yüksek
oranlarda maruz kal›nmas›n›n, karsinojenik, mutajenik
ve teratojenik etkileri oldu¤u bilinmektedir (2).

G›dalardaki a¤›r metal kontaminasyonu; insan ve
hayvan  sa¤l›¤›n›  tehdit  etmesi  yan›nda,  g›da
sanayinde de ciddi kay›plara yol açan, ticareti
olumsuz  etkileyen  bir  durumdur  (3, 4).  Süt,
memelilerde neonatal dönemde tüketilmeye
bafllanan, büyüme ve geliflme için elzem olan bir
besin maddesidir. A¤›r metal iyonlar›n›n süte
bulaflmas›, toprak, su ve havadan, ayr›ca üretim
esnas›nda kullan›lan metalik alet ve ekipmanlardan,
depolama ve da¤›t›m s›ras›nda kullan›lan ambalaj
materyallerinden olmaktad›r (5). Bu çal›flman›n
amac›  Ayd›n  ili  ve  baz›  ilçelerinde  üretilen
sütlerin a¤›r metal düzeylerinin araflt›r›lmas› ve
bu düzeylerin sa¤l›k aç›s›ndan bir risk tafl›y›p
tafl›mad›¤›n›n belirlenmesidir.

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Bu çal›flmada materyal olarak çi¤ süt örnekleri
kullan›lm›flt›r. Sütler, Ayd›n merkez ve merkeze
ba¤l› 5 ilçeden olmak üzere toplam 6 bölgeden
al›nm›flt›r. Sanayi bölgesine ve trafi¤e yak›n
bölgeler olarak Ayd›n merkez, Çine ve Söke;
k›rsala yak›n olan bölgeler olarak ise Bozdo¤an,
Nazilli  ve  Yenipazar  seçilmifltir.  Örnekler,
hayvanlar›n ah›rda tutuldu¤u Ocak-fiubat-Mart
aylar›nda toplanm›flt›r.

Yöntem

Süt örneklerinin çözünürlefltirme ifllemleri Adnan
Menderes    Üniversitesi    Merkez    Araflt›rma
Laboratuvar›’nda bulunan Mars X Press marka
mikrodalga f›r›n ile yap›lm›flt›r. Teflon tüplere 0.5
ml süt, üzerine 9 ml %65’lik HNO3 (Sigma Aldrich
Lot # SZBE 2170V) ve 1 ml %30’luk H2O2 (Sigma
Aldrich Lot#SZBE 1010V) ilave edildikten sonra
mikrodalga  f›r›n  ile  çözünürlefltirme  ifllemi
gerçeklefltirilmifltir. Daha sonra teflon kaplardaki
örnekler 25 ml’lik balon jojelere al›nm›fl ve 25 ml
çizgisine kadar deiyonize su ile tamamlanarak
analize haz›rlanm›flt›r (6, 7). Çözünürlefltirilmifl
süt örneklerindeki baz› a¤›r metal düzeyleri
Prism marka (Teledyne Leeman Lab, ABD) ICP-OES
ile okunmufltur. ICP-OES’te kullan›lmak üzere
her bir element için 5 tane standart ve bir tane
kör olmak üzere 6 adet çözelti haz›rlanm›flt›r. Bu
çözeltiler  kullan›larak  5  noktal›  kalibrasyon
e¤rileri çizildikten sonra süt örneklerindeki a¤›r
metal düzeyleri analiz edilmifltir.

BULGULAR VE TARTIŞMA

Ayd›n merkez ilçesinden toplanan süt örneklerinde
ortalama  Fe,  Mn,  Zn  düzeyleri  Çizelge  1’de
gösterilmifltir. Tüm örneklerde bak›r, kadmiyum ve
kurflun tayin edilebilir s›n›rlar›n alt›nda bulunmufltur.
Güven aral›¤› her element için ayr› hesaplanm›fl
olup hesaplamada, standart sapma x 10 / e¤im
de¤eri formülünden yararlan›lm›flt›r (6, 8).

Çevre kirlili¤inin önemli göstergelerinden biri
olan a¤›r metaller,  havay›, topra¤› ve suyu yüksek
oranda kontamine edebilirler. Topraktaki a¤›r
metal düzeyinin art›fl›, bitki dokular›ndaki a¤›r
metal birikimini artt›rmaktad›r. Bitkilerin besin
olarak tüketilmesi sonucu a¤›r metaller insan ve
hayvanlar›n dokular›nda birikmektedir. Yemler
ve çevresel kaynaklardan al›nan a¤›r metaller
sütün salg›lanmas› s›ras›nda meme bezlerinden
geçebilmekte ve bu yolla süte bulaflmaktad›r (9).

G›da Katk› Maddeleri FAO/WHO Ortak Uzmanlar
Komitesi (JECFA) taraf›ndan belirlenen günlük
demir al›m dozu 10-20 mg/kg vücut a¤›rl›¤›d›r.
Ayr›ca JECFA taraf›ndan, demirin geçici maksimum
tolere edilebilir günlük al›m› (PMTDI) ise 0.8
mg/kg vücut a¤›rl›¤› olarak bbildirilmifltir (10).
National Academy of Sciences da yay›nlanan
Diyet Referans Al›m› (DRI) 2004 verilerine göre
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mangan mineraline ait tavsiye edilen günlük al›m
miktar› 1.6-2.3 mg/gündür (11). Sütteki çinko
miktar› di¤er elementlere göre oldukça yüksek
olup, besinlerle günlük al›nmas› gereken çinko
için FAO/WHO’nun bildirdi¤i tolere edilebilen
miktar, 1 mg/kg vücut a¤›rl›¤› düzeyindedir (7).
Sütte bak›r miktar› oldukça düflüktür ancak sütün
kontamine olmas› halinde bu de¤er yükselir.
Kontaminasyon; üretim esnas›nda kullan›lan
metalik alet ve ekipmandan, depolama ve da¤›t›m
s›ras›nda kullan›lan ambalaj materyallerinden
kaynaklanmaktad›r. FAO/WHO taraf›ndan, tereya¤›
ve peynir alt› suyundan elde edilmifl tereya¤› ve
saf süt ya¤› için bak›r›n maksimum limitlerini
0.05 mg/kg olarak bildirilmifltir (12). JECFA, geçici
maksimum tolere edilebilir günlük bak›r al›m›n›
0.5 mg/kg olarak bildirmifltir (7). Kadmiyum için
FAO/WHO’nun belirledi¤i haftal›k al›nabilir miktar
(PTWI)  0.007 mg/kg vücut a¤›rl›¤›d›r (3, 13).
Türk G›da Kodeksine göre sütteki kurflun miktar›
0.020 mg/kg’› geçmemelidir (14). FAO/WHO
kurflun için tolere edilebilir haftal›k al›m miktar›n›
0.025 mg/kg olarak belirlemifltir (7).

Süt ve süt ürünlerinde a¤›r metal düzeylerinin
araflt›r›lmas›na  yönelik  çok  say›da  çal›flma
yap›lm›flt›r. Bu çal›flmalara ait sonuçlar Çizelge 2’
de özetlenmifltir.

fiimflek ve arkadafllar› (15) Bursa’da trafi¤e yak›n
bölge,  endüstri  bölgesi  ve  k›rsal  kesimden
toplad›klar› 75 adet süt örne¤ini, baz› a¤›r metaller
aç›s›ndan incelemifllerdir. Araflt›r›c›lar bütün
elementler için en yüksek ortalamaya sahip olan
bölgenin endüstri bölgesi oldu¤unu, ikinci s›rada
trafi¤e yak›n bölgenin geldi¤ini belirtmifllerdir.
Endüstri bölgesi ve trafi¤e yak›n bölge için bildirilen
kurflun ortalamas›n›n, Türk G›da Kodeksi Çi¤ Süt

Tebli¤inde belirtilen kurflun ortalamas› olan 0.02
mg/kg’dan yüksek oldu¤u, k›rsal alan›n kurflun
ortalamas›n›n ise düflük oldu¤u görülmüfltür. Bu
kurflun kontaminasyonuna sebep olarak trafi¤e
yak›n bölgede araç say›s›n›n fazla olmas› gösterilmifl,
bölgedeki hayvanlar›n hem solunum ile hem de
besinler yoluyla kufluna maruz kalm›fl olabilecekleri
belirtilmifltir. Yine Ayar ve arkadafllar›n›n (16)
Konya yöresinde, Çardak ve arkadafllar›n›n (6)
Ayd›n’da, Temiz ve Soylu’nun Samsun’da (17)
süt  ve  süt  ürünlerinde  yapt›klar›  a¤›r  metal
analizlerinde kurflun ortalamas› çi¤ süt tebli¤inde
belirtilen   0.02   mg/kg   de¤erinden   yüksek
bulunmufltur. Sola-Larranaga ve Navarro-Blasco
(18), ‹spanya’n›n kuzeyindeki Navarra kentinde
yapt›klar› çal›flmada, çinko, mangan ve kurflun
ortalamalar›n› yüksek olarak tespit etmifllerdir.
Licata ve arkadafllar› (19), Caggiano ve arkadafllar›
(20), Anastasioa ve arkadafllar› (21),  ‹talya’da
yapt›klar› çal›flmalarda yüksek kadmiyum ve kurflun
düzeyleri tespit etmifllerdir. Rodriguez-Rodriguez
ve  arkadafllar›n›n  ‹spanya’da  (22),  Birghila  ve
arkadafllar›n›n   Romanya’da   (23),   Ataro   ve
arkadafllar›n›n Güney Afrika’da (24), Tajkarimi ve
arkadafllar›n›n ‹ran’da (25), Elham ve arkadafllar›n›n
M›s›r’da (26) yapt›klar› çal›flmalarda sütlerdeki
kurflun düzeylerinin yüksek oldu¤u görülmüfltür.

Çal›flmam›zdaki  kurflun,  kadmiyum  ve  bak›r
ortalamalar› tayin edilebilir s›n›rlar›n alt›nda
olup; Lante ve arkadafllar›n›n (27) çal›flmas›nda
oldu¤u gibi tespit edilememifltir. Tespit etti¤imiz
demir, mangan ve çinko düzeyleri Benincasa ve
arkadafllar›n›n çal›flmas›yla benzer flekilde düflüktür
(28).  Demir  ortalamas›  en  yüksek  olan  ilçe
Bozdo¤an, mangan ortalamas› en yüksek olan
ilçe Ayd›n merkez, çinko ortalamas› en yüksek
olan  ilçe  Yenipazar  olup,  literatür  verileriyle
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Çizelge 1. Ayd›n ili ve ilçelerinde üretilen sütlerdeki baz› a¤›r metal düzeyleri
Table 1. Some heavy metal levels in cow’s milk produced in Ayd›n province.

N Ortalama [µg/L] ± N Ortalama [µg/L] ± N Ortalama [µg/L] ±
Standart Hata Standart Hata Standart Hata
Mean[µg/L] ± Mean[µg/L] ± Mean[µg/L] ±
Standart Error Standart Error Standart Error

Fe Mn Zn

Ayd›n 50 960.13±105.74 41 5.08±0.61 51 811.69±22.37
Bozdo¤an 22 1704.80±379.54 24 1.31±0.20 25 1363.18±63.99
Çine 49 925.34±106.52 49 0.87±0.09 55 1293.94±66.65
Söke 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



karfl›laflt›r›ld›¤›nda, sonuçlar›m›z›n baz› çal›flmalara
göre daha yüksek oldu¤u tespit edilmifltir. Ancak,
esansiyel olan bu elementlerin günlük al›nmas›
gereken miktarlar› göz önünde bulunduruldu¤unda
bulunan bu de¤erlerin yüksek olmad›¤›, hatta bu
elementlerin sütte düflük düzeyde olmay›fl›n›n,
hem süt veren ineklerin sa¤l›¤› aç›s›ndan, hem de
süt tüketen insanlar için önem arz etti¤i görülmüfltür.
Tamamen toksik a¤›r metaller olan kurflun ve
kadmiyumu  da  sütlerde  tespit  edemememiz
sa¤l›¤a zararl› bir kontaminasyonun olmad›¤›n›
göstermektedir. Ancak bu elementler toksik a¤›r
metaller olmalar› ve kronik maruziyetlerin de son
derece ciddi sa¤l›k   sorunlar›na   yol   açmalar›
nedeniyle  çal›flmalar›n, ICP-MS gibi daha hassas
cihazlarla yap›lmas›, sa¤l›k aç›s›ndan herhangi  bir
risk oluflturmasa bile en küçük kontaminasyonunun
tespit edilebilmesinin, önlem almak ad›na yararl›
olaca¤› düflünülmektedir.

SONUÇ

Ayd›n ilinde, 2014 y›l› k›fl mevsiminde üretilen
sütlerde tespit limitleri üzerinde a¤›r metal kirlili¤ine
rastlanmamas›, halk sa¤l›¤› aç›s›ndan olumludur.
Ancak sonraki dönemlerde yap›lacak analizlerde,
farkl› sonuçlarla karfl›lafl›labilece¤i göz önünde
bulundurulmal›d›r. Bu aç›dan bak›ld›¤›nda T.C.

G›da, Tar›m ve Hayvanc›l›k Bakanl›¤›’n›n Ulusal
Kal›nt› ‹zleme Plan› kapsam›nda al›nan örneklerin
say›s›n›n artt›r›lmas› ve özellikle sanayinin ve trafi¤in
çok yo¤un oldu¤u büyük flehirlerde a¤›r metal
analizlerinin s›kl›kla yap›lmas› önerilmektedir. 
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Çizelge 2. Sütteki a¤›r metal içerikleriyle ilgili literatürler.
Table 2. Related literatures to heavy metal content in milk..
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ELAZIĞ YÖRESİNDE YETİŞTİRİLEN KÖSETEVEK
ÜZÜM ÇEŞİDİNİN KIRMIZI ŞARAP ÜRETİMİNE UYGUNLUK

DURUMUNUN BELİRLENMESİ*

Öz

Bu çal›flmada, Elaz›¤ yöresinde yetifltirilen Kösetevek üzüm çeflidinin k›rm›z› flarap üretimine uygunluk
durumu araflt›r›lm›flt›r. Kösetevek üzümünün taneleri orta büyüklükte ve elipsoidal flekilli, meyve eti
renkli ve sulu bir çeflittir. Kösetevek üzümünün olgunluk takibi, salk›m, tane yap›s›, üzümün olgunluk
durumu, fl›ran›n bileflimi ve üzümün fenolik bilefliklerinin potansiyeli fiziksel, kimyasal ve spektofotometrik
yöntemlerle belirlenmifltir. Kösetevek üzümünün olgunluk an›nda ortalama salk›m a¤›rl›¤›n›n 317.4 g,
tane a¤›rl›¤›n›n 2.16 g oldu¤u, tanede pulp, kabuk ve çekirdek oranlar›n›n s›ras›yla %82.2, %14.6, %3.2
oldu¤u belirlenmifltir. fi›rada toplam asit 5.1 g/L, indirgen fleker 227.3 g/L olarak saptanm›flt›r. Üzümde
toplam fenolik bileflik indisi (A280) 56.4, toplam antosiyanin miktar› 912.1 mg/L, çözünebilir antosiyanin
miktar› 503.8 mg/L ve çekirdek taneninin olgunluk indisi (%Mp) 55.3 bulunmufltur. Kösetevek üzümü
genel olarak de¤erlendirildi¤inde toplam asitlik de¤erinin beklenenden düflük oldu¤u ancak renk
potansiyeli, fenolik bileflikler, fl›ra verimi ve fleker oran› bak›m›ndan kalite k›rm›z› flarap üretimi için
uygun bir çeflit oldu¤u saptanm›flt›r. 

Anahtar kelimeler: Kösetevek, üzüm, kalite, k›rm›z› flarap.

DETERMINATION OF SUITABILITY OF KOSETEVEK GRAPE 
VARIETY CULTIVATED IN ELAZIĞ PROVINCE FOR THE 

PRODUCTION OF RED WINE 

Abstract

In this study, suitability of Kösetevek, a black grape variety, grown in Elaz›¤ 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 Kösetevek 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 Kösetevek 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: Kösetevek, grape, quality, red wine.
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GİRİŞ
Ülkemiz dünya ba¤c› ülkeler aras›nda ba¤ alan›
bak›m›ndan  497 000  ha’l›k  alan  ile  5.  s›rada,
üretim bak›m›ndan ise 3.6 milyon ton yafl üzüm
üretimiyle 6. s›ra yer almaktad›r (1). Y›ll›k üretilen
yafl üzümün büyük bir k›sm› sofral›k ve kurutmal›k
olarak de¤erlendirilirken flaraba ifllenen miktar
TÜ‹K rakamlar›na göre %11 civar›ndad›r (2).

Elaz›¤ ve çevresi ülkemizde bulunan önemli ba¤
bölgelerinden birisidir. Bölgede kaliteli flarapl›k
üzüm yetifltirilmektedir. Yo¤un olarak yetifltirilen
flarapl›k üzümler Öküzgözü ve Bo¤azkere’dir.
Yörede Öküzgözü ve Bo¤azkere d›fl›nda ulusal
ölçekte   tan›nmayan   baz›   yerli   çeflitler   de
bulunmaktad›r. Bunlardan birisi de Kösetevek
üzüm çeflididir. Bu çeflit k›rm›z› flarapl›k siyah bir
çeflit olup özellikle Elaz›¤’›n Kuzova Bölgesinde
yetifltirilmektedir. Kösetevek üzümünün taneleri
orta büyüklükte ve elipsoidal flekilli, meyve eti
renkli ve sulu bir üzüm çeflididir. Genel olarak
Öküzgözü flarab› ile kupaj yap›larak de¤erlendirilir.
Siyah bir üzüm çeflidinden kaliteli k›rm›z› flarap
üretebilmek için; üzüm iyi renk verebilmeli, yeterli
fleker miktar›na, tanen miktar›na, asit miktar›na,
kaliteli aroma potansiyeline sahip olmal› ve fl›ra
verimi yüksek olmal›d›r.

Üzümün bileflimini belirleyen önemli faktörlerden
biri de üzümlerin olgunluk durumudur. Üzüm
asma  üzerinde  belli  bir  sürede  olgunlafl›r.
Olgunlaflma süresince üzümün bileflimi de¤iflir.
Üzümlerde renk dönüflümünden itibaren olgunluk
kontrolleri yap›lmaya bafllan›r ve elde edilmek
istenen  flarap  tipine  göre  en  uygun  bileflime
ulaflt›klar›     zaman     ba¤bozumu     yap›l›r.
Ba¤bozumunun zaman›nda yap›lmas› elde edilecek
flarab›n kalitesi bak›m›ndan çok önemlidir (3, 4).

Bu çal›flman›n amac› Kösetevek üzüm çeflidinin
kalite k›rm›z› flarap üretimi için çeflit özelliklerini
ve flarapl›k özelliklerini belirlemektir.

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Hammadde ve Ba¤›n Konumu

Araflt›rmada Elaz›¤ ili Kuzova Bölgesinin Koruk
köyünde 2014 y›l› ba¤bozumundan elde edilen
Kösetevek üzümleri kullan›lm›flt›r. Üzümlerin
kullan›ld›¤› ba¤ Keban baraj›na 3 km uzakl›kta,
9250  m2’lik  bir  alanda,  do¤u-bat›  yönünde

uzanmakta olup 1062-1074 rak›mda bulunmaktad›r.
Bölgenin toprak yap›s› t›nl›, kumlu, killi-t›nl› ve
orta  kalkerlidir.  Bölgenin  k›raç,  tafll›k  yamaç
arazili olmas› flarap ba¤c›l›¤› için elveriflli koflullar›
sa¤lamaktad›r. Bölgenin sert karasal iklimi 1974
y›l›nda  Keban  baraj›n›n  kurulmas›yla  daha
›l›manlaflm›flt›r. Keban baraj› bölgedeki flarapl›k
üzüm kalitesini daha üst seviyeye tafl›makta etkili
olmufltur.

Yöntem

Üzüm Örneklerinin Al›nmas›

Elaz›¤-Kuzova bölgesi koflullar›nda Kösetevek
çeflidinin fenolojik özellikleri uyanma, çiçeklenme,
ben düflme ve olgunluk Nisan ay›ndan itibaren
gözlenmifltir. Üzüm örneklerinin al›m›, ben düflme
aflamas›ndan ba¤bozumu aflamas›na kadar 15
günde bir, Kelebek’e (5) göre yap›lm›flt›r.  

Üzümde Yap›lan Analizler

Üzüm örneklerinde önce salk›m a¤›rl›¤›, salk›m
en ve boyu ile tane say›s› belirlenmifl, daha sonra
taneler salk›mdan ayr›larak sap-çöp a¤›rl›¤› ve
sap/salk›m  oran›  bulunmufltur.  Salk›mlardan
ayr›lan taneler bir kapta toplanm›fl ve 250 adet
üzüm tanesi gelifligüzel seçilerek tanenin yap›s›
ve tanede kabuk, çekirdek ve pulp (meyve eti)
oran› belirlenmifltir. Üzüm ve fl›rada SÇKM, toplam
asitlik, öksele, pH ve indirgen fleker analizleri
yap›lm›flt›r (6) .

Ayr›ca  üzümde  bisülfit  yöntemiyle  toplam
antosiyanin ve toplam fenolik bileflikleri indisi
(A280)  analizi  yap›larak  üzüm  kabu¤unda
bulunan toplam antosiyanin miktar› (ApH1),
üzüm kabu¤unda bulunan çözünebilir antosiyanin
miktar› (ApH3.2), antosiyaninin çözünebilirlik indisi
(%EA), kabu¤un tanen bileflimi indisi (dpell),
kabuk taneninin olgunlu¤u (%dpell), çekirde¤in
tanen bileflimi indisi (dtpep) ve çekirde¤in tanen
olgunlu¤u (%Mp) belirlenmifltir (5, 7).

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA

Kösetevek Üzümünün Fenolojik Özellikleri
ve Olgunluğun Gidişi

Omcan›n  fenolojik  dönemleri  uyanma,  tam
çiçeklenme, ben düflme ve olgunluktur. Kösetevek
omcalar› için Nisan ay›ndan itibaren fenolojik
dönemler   haftal›k   yap›lan   incelemelerle
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gözlemlenmifltir. Kösetevek üzümünün 2014 y›l›
fenolojik dönemlerine ait resimler fiekil 1’de
verilmifltir. Kuzova ba¤›nda uyanma Nisan’›n ilk
haftas›, tam çiçeklenme May›s’›n 2. haftas›, ben
düflme  A¤ustos’un  ilk  haftas›  ve  olgunluk
Eylül’ün 2. haftas›nda gerçekleflmifltir. Bölgeye
göre  Kösetevek  çeflidi  için  gözlemlenen  bu
dönemler her y›l iklime ba¤l› olarak birkaç gün
sapma gösterebilmektedir. 

Kösetevek üzümünün olgunluk takibi Çizelge
1’de verilmifltir.

Çizelgeden de görüldü¤ü üzere üzümde olgunluk
süresince ortalama salk›m a¤›rl›¤›, salk›m-tane
boyutu  ve  a¤›rl›¤›  olgunluk  ilerledikçe  art›fl
göstermifltir. Olgunluktaki ilerlemeye ba¤l› olarak
SÇKM miktar› artm›fl ve toplam asitlik azalm›flt›r.

Elazığ Yöresinde Yetiştirilen Kösetevek Üzüm Çeşidinin...

237

fiekil 1. Kösetevek üzümünün fenolojik dönemlerine ait görüntüler
Figure 1. Images belong to phenological periods of Kösetevek grape variety

Uyanma Çiçeklenme

Yaprak Ba¤bozumu



Kösetevek Üzümünün Salkım ve Tane Yapısı

Kösetevek  üzümünün  salk›m  ve  tane  yap›s›
üzerine yap›lan analizlerle ilgili de¤erler Çizelge
2’de verilmifltir.

Üzümlerin salk›m ve tane yap›s›, elde edilen fl›ra
ve flaraplar›n bileflimini etkiledi¤i için teknolojik
yönden önemlidir (8, 9). Üzüm salk›m› çöp ve
tanelerden oluflur. Çöpler üzüm çeflidine göre
salk›m a¤›rl›¤›n›n %2-6’s›n› oluflturur (9). Çizelge
2’de görüldü¤ü gibi üzümlerin salk›m a¤›rl›¤›
317.4 g ve salk›m boyu 18.5 cm olarak bulunmufltur.
Üzümler üzerinde yap›lan çeflitli çal›flmalarda
salk›m ve tane yap›s›n›n iklim koflullar›, bak›m
durumu ve toprak gibi çeflitli etmenlere ba¤l›
olarak y›llara göre de¤iflti¤i bildirilmifltir (10). 

Kösetevek üzümünün 100 tane a¤›rl›¤› 216 g, tane
eni 11.3 mm, tane boyu 13.5 mm, tane a¤›rl›¤› 2.1
g olarak bulunmufltur (Çizelge 2). Kösetevek
üzüm çeflidi bölgenin önemli flarapl›k çeflidi olan
Öküzgözü üzümüyle k›yasland›¤›nda tanelerinin

daha  küçük  ve  hafif  oldu¤u  belirlenmifltir.
Kösetevek üzüm tanesinde ortalama 1 ya da 2
tane çekirdek bulunmaktad›r. 

Üzüm taneleri ise kabuk, pulp (meyve eti) ve
çekirdekten oluflur. Kabuklar, çeflitlere göre, toplam
tane a¤›rl›¤›n›n %5-21’ini oluflturur. Genellikle
flarapl›k çeflitlerde tanenin sert kabuklu ve sulu
olmas› istenir (9). fieker ve asit içeri¤i bak›m›ndan
üzümün en önemli k›sm› olan pulp (meyve eti)
tanenin %80-85’ini oluflturur (11). Çekirdekler,
çeflitlere göre, tanenin %2.5-10 kadar›n› oluflturur
(9).  Çizelge  2’de  görüldü¤ü  gibi,  Kösetevek
çeflidinin pulp oran› %82.2 olarak bulunmufltur.
Denemelerde   kullan›lan   Kösetevek   üzüm
çeflidinde pulp oran›n›n yüksek çekirdek oran›n›n
az olmas› olumlu bir özelliktir. Pulp miktar›n›n
yüksek olmas› fl›ra verimi bak›m›ndan olumlu bir
özelliktir (9). Denemelerde kullan›lan Kösetevek
üzümünün kabuk oran› %14.6’dir (Çizelge 2). 
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Çizelge 1. Kösetevek üzümünün olgunluk takibi
Table 1. Monitoring of Kösetevek grape maturity 

01.08.2014 16.08.2014 31.08.2014 15.09.2014

Salk›m a¤›rl›¤›(g) Bunch weight 227.5±37.3 265.77±104.55 283.4±6.8 317.42±97.23   
Salk›m eni (cm) Bunch width 11.92±2.81 14±3.46 14.53±3.89 15.1±2.32
Salk›m 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 1.23±0.17 1.26±0.11 1.35±0.11
100 tane a¤›rl›¤› (g) 100 berry weight 110.15 138.4 189.2 216.09
SÇKM TSS 9.9 15.9 21.1 23.0
Toplam asitlik (g/L)* Total acidity 24.5 8.1 5.21 5.1
pH 3.06 3.39 3.70 3.70

*Tartarik asit cinsinden (as tartaric acid).

Çizelge 2. Kösetevek üzümünün salk›m ve tane yap›s›
Table 2. Berry and bunh structure of Kösetevek grape

Salk›m a¤›rl›¤› (g) Bunch weight 317.42±97.23
Sap-çöp a¤›rl›¤› (g) Stalk weight 9.11±4.91
Sap/Salk›m oran› (%) Stalk/bunch rate 3.42±3.91
Salk›m eni (cm) Bunch Width 14.53±3.69
Salk›m boyu (cm) Bunch length 12.3±2.84
Tane say›s› (adet) Numbers of berry 160 
Tane eni (mm) Berry width 1.13±0.18
Tane boyu (mm) Berry lenght 1.35±0.11
100 Tane a¤›rl›¤› (g) 100 Berry weight 216
Tane a¤›rl›¤› (g) Berry weight 2.1
Çekirdek say›s› (adet/100 tane) Number of seeds 150
Kabuk (%) Skin 14.6
Çekirdek (%) Seed 3.2
Pulp (%) Pulp 82.2



Kösetevek Üzümünün Bileşimi

Kösetevek  üzümünün  olgunluk  durumu  ve
bileflimi  Çizelge  3’te  verilmifltir.  Üzümlerde
olgunlu¤un  izlenmesindeki  amaç,  üzümlerin
ifllenecek   flarap   tipine   en   uygun   bileflime
ulaflt›klar›  an›  belirlemek,  di¤er  bir  deyiflle
ba¤bozumu zaman›n› saptamakt›r. Çünkü flarap
yap›m›nda hangi yöntem uygulan›rsa uygulans›n,
elde edilecek flarab›n kalitesini etkileyecek en
önemli faktör hammaddenin bileflimidir (9). 

Üzümlerin olgunlaflma zaman› çeflide, iklim ve
çevre   koflullar›na   göre   de¤iflir.   Olgunluk
durumunu belirlemek için, fleker ve asit miktar›n›
de¤iflik flekilde ifade etmek ve bunlar aras›nda
de¤iflik oranlar kurmak suretiyle, çeflitli olgunlaflma
katsay›lar› elde edilmifltir (12). Üzümün olgunluk
durumu, fleker ve asit oran›n› temel alan, öksele/
asit (g/L) oran› kullan›larak belirlenmektedir (4,
13). Canbafl ve ark. (2002), yapt›klar› çal›flmada
Öküzgözü üzümünün olgunlaflma katsay›s›n›
1998  y›l›nda  10.8  ve  1999  y›l›nda  13.1  olarak
belirlemifllerdir. Canbafl ve ark. (2001), yapt›klar›
çal›flmada  Öküzgözü  üzümünün  olgunlaflma
katsay›s›n›n 10.1 ile 15.3 aras›nda de¤iflti¤ini
bildirmifllerdir  (14,  15).  Kösetevek  üzümünün
olgunluk katsay›s› fleker ve asit oran›n› temel
alan öksele/asit (g/L) oran› kullan›larak 19.2
bulunmufltur. Bu oran›n büyük olmas›n›n temel
nedeni Kösetevek üzümünün asitili¤inin düflük
olmas›d›r. 

Kösetevek üzümünün toplam asitli¤i tartarik asit
cinsinden 5.1 g/L olarak bulunmufltur. Amerine
ve ark. (1980), flarapl›k üzümlerin fl›ralar›nda asitli¤in
(tartarik asit cinsinden) litrede 3-15 g aras›nda
de¤iflti¤ini   bildirmifllerdir   (16).   Kösetevek
üzümlerinin pH de¤eri 3.7 olarak bulunmufltur. 

Üzümlerde bulunan bafll›ca flekerler glikoz ve
fruktozdur, fleker indirgen fleker veya SÇKM
olarak da ifade edilebilir (17). Kösetevek fl›ras›n›n

indirgen fleker miktar› 227.3 g/L ve SÇKM’si 23.0
briks  olarak  bulunmufltur.  Boulton  ve  ark.
(1996), kalite k›rm›z› flarapl›k üzümlerin fl›ralar›nda
flekerin 205-230 g/L ve fiÇKM’nin 20.5 ile 23.5
briks ve asitli¤in tartarik asit cinsinden 6.5-7.5 g/L
aras›nda olmas› gerekti¤ini belirtmifllerdir (18).
Kösetevek fl›ras›n›n fleker miktar› gerekli alkolü
verecek düzeydedir bu da pozitif bir özelliktir.
Ancak toplam asit miktar› beklenenden düflüktür.

Kösetevek Üzümünde Fenolik Bileşiklerin
Olgunluk Durumu

Üzümlerdeki fenolik bilefliklerin en uygun bileflime
ve çözünürlü¤e ulaflt›¤› an› belirlemek amac›yla
fenolik bilefliklerin olgunluk analizleri yap›lm›flt›r.
Kösetevek  üzümlerinde  fenolik  bilefliklerin
olgunluk analiz sonuçlar› Çizelge 4’de verilmifltir.
Kösetevek   üzümlerinde   yap›lan   olgunluk
analizlerinde toplam fenolik bileflik indisi (A280)
56.4,  toplam  antosiyanin  miktar›  912.1 mg/L,
çözünebilir  antosiyanin  miktar›  503.8  mg/L,
antosiyaninin çözünebilirlik indisi (%EA) 44.8,
kabu¤un tanen bileflimi indisi (dpell) 10.07, kabuk
tanenin olgunlu¤u (%dpell) 17.8, çekirde¤in tanen
bileflimi indisi (dtpep) 46.3 ve çekirdek taneninin
olgunlu¤u (%Mp) 55.3 olarak hesaplanm›flt›r.
Ribéreau-Gayon  ve  ark.  (2000),  üzümlerde
çözünebilir  antosiyanin  miktar›n›n  çeflide  ve
olgunluk durumuna ba¤l› olarak 500-2000 mg/L
aras›nda de¤iflti¤ini ve 20-70 aras›nda de¤iflen
antosiyaninin çözünebilirlik indisi (%EA)’nin
olgunlu¤a paralel olarak azald›¤›n› aç›klam›fllard›r.
De¤erin  düflük  olmas›  antosiyaninlerin  kolay
çözünebildi¤ini  göstermektedir  (7).  Çekirdek
taneninin  olgunluk  de¤eri  (%Mp)  de,  üzüm
çeflidine ve çekirdek say›s›na göre 0-60 aras›nda
de¤iflmektedir.   Bu   de¤erin   yüksek   olmas›
çekirdekte  tanenin  fazla  oldu¤unu  gösterir.
Çekirdek taneninin yüksek olmas› flarab›n lezzeti
üzerinde negatif bir etki riskini artt›rabilir.
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Çizelge 3. Üzümün Olgunluk Durumu ve fi›ran›n Bileflimi
Table 3. The maturation state and composition of grape juice

Ba¤bozumu tarihi Vintage date 15 Eylül 2014
Öksele derecesi Oechsle degree 98±0.00
Toplam asit (g/L)* Total acidity 5.1±0.20
Olgunlaflma katsay›s› (öksele/Toplam asit**) Maturity index Oechsle /total acidity 19.2
SÇKM (briks) TSS, brix 23.0±0.00
pH pH 3.7
‹ndirgen fleker (g/L) Residual sugar 227.3±2.40
fi›ra verimi (%) Yeald of grape juice 70

*Tartarik asit cinsinden (as tartaric acid),  **g/L
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Kelebek (5) taraf›ndan Elaz›¤’da yetifltirilen
Öküzgözü üzümünün ve bu üzümden elde edilen
flarab›n fenolik bileflikleri profili üzerine yap›lan
araflt›rmada Öküzgözü’nün olgunluk analizlerinde
toplam fenolik bileflik indisi (A280) 37.4-56.2,
toplam  antosiyanin  miktar›  876.9-1064  mg/L,
çözünebilir antosiyanin miktar› 460.8-527.6 mg/L,
antosiyaninin  çözünebilirlik  indisi  47.4-50.4,
kabu¤un  tanen  bileflimi  18.4-21.1  çekirde¤in
tanen bileflimini 18.9-53.0 ve çekirdek taneninin
olgunlu¤u  50.7-62.6  olarak  bildirilmifltir  (5).
Kösetevek üzümünün olgunluk an›nda fenolik
bilefliklerinin  durumu  Öküzgözü  üzümüyle
benzerlik göstermektedir.

SONUÇ

Bu  çal›flmada  Elaz›¤  ilinin  Kuzova  bölgesinde
yetifltirilen yerli siyah üzüm çeflidi olan Kösetevek
üzümünün fenolik, olgunluk özellikleri, üzümün
bileflimi   ve   k›rm›z›   flaraba   uygunlu¤unun
belirlenmesi amaçlanm›flt›r. Üzümün kalite flarap
üretimine uygunlu¤unu belirlemek için üzümde
fleker, asit, fenolik bilefliklerin olgunluk durumu
analizleri  yap›lm›flt›r.  Kösetevek  üzümünün
olgunluk an›nda tane a¤›rl›¤›n›n 2.1 g, tanesinin
orta  büyüklükte  koyu  mor  renkte  ve  s›k›  tane
yap›s›nda oldu¤u, yörede erken olgunlaflt›¤›, fleker
miktar›n›n 227.3 g/L, asit miktar›n›n 5.1 g/L ve
pH’s›n›n  3.7  oldu¤u  belirlenmifltir.  Üzümde
toplam  fenolik  bileflik  indisi  56.4  ve  toplam
antosiyanin 912.1 mg/L bulunmufltur. Kösetevek
üzümü genel olarak de¤erlendirildi¤inde, toplam
asit miktar›n›n beklenenden düflük oldu¤u ancak
renk potansiyeli, fenolik bileflikler, fl›ra verimi ve
fleker miktar› bak›m›ndan kalite k›rm›z› flarap
üretimi için uygun bir çeflit oldu¤u saptanm›flt›r.
Kösetevek üzümünün flaraba ifllenmesi s›ras›nda
düflük asitli¤in giderilmesi için asit ilavesi veya

iflleme s›ras›nda koruk ilavesi yap›labilir veya
Kösetevek flarab› yörede üretilen Öküzgözü flarab›
ile kupaj yap›larak üretilebilir. 
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Çizelge 4. Üzümde Fenolik Bilefliklerin Olgunluk Durumu*
Table 4. Phenolic maturity state of Kösetevek grape

Toplam fenolik bileflik indisi (A280) Total phenolic compound index 56.4
Toplam antosiyanin miktar› (ApH1)(mg/L) Total anthocyanin 912.1
Çözünebilir antosiyanin (ApH3, 2)(mg/L) Extractable anthocyanin content 503.8
Antosiyaninin çözünebilirlik indisi (%EA) Anthocaynin extractability index 44.8
Kabu¤un tanen bileflimi indisi (dpell) Skin tannin index 10.07
Kabuk taneninin olgunlu¤u (%dpell) Maturity of skin tannin 17.8
Çekirde¤in tanen bileflimi indisi (dtpep) The composition of seed tannin index 46.3
Çekirdek tanenin olgunlu¤u (% Mp) Maturity of seed tannin 55.3

*Her bir de¤erin standart sapmas› %10’ nun alt›ndad›r. SD of each data is under 10%
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HALOFİLİK LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNİN
ÜRETTİĞİ HİDROLİTİK ENZİMLER

Öz

Halofilik  laktik  asit  bakterileri  (HLAB),  tuz  konsantrasyonu  yüksek  olan  ortamlarda  geliflen
mikroorganizmalard›r. Bu mikroorganizmalar›n tuzlu ortamlarda geliflebilmesi biyoteknolojinin çeflitli
alanlar›nda  kullan›lma  potansiyellerini  artt›rmaktad›r.  Enzimler  endüstrinin  hemen  her  alan›nda
kullan›lmaktad›r ve genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikrobiyel enzimlerin endüstride
kullan›lmalar›n›n bitkisel veya hayvansal kaynakl› enzimlere göre avantajlar› vard›r. Bunlar; katalitik
aktivitelerinin çok yüksek olmalar›, istenmeyen yan ürün oluflturmamalar›, daha stabil ve ucuz olmalar›,
fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Enzim teknolojisinin giderek geliflmesi, ürünlerin kullan›m alanlar›n›n
çeflitlili¤i ve ekonomik de¤erinin çok yüksek olmas› nedeniyle biyoteknolojinin endüstriyel enzimler
ile ilgili alan›nda yap›lan çeflitli araflt›rmalar daha da önem kazanmaktad›r. HLAB taraf›ndan üretilen
enzimler farkl› sektörlerde kullan›m alan›na sahiptir. Bu makalede endüstriyel alanda yayg›n olarak
kullan›lan HLAB’tan elde edilen proteaz, amilaz, selülaz, ksilanaz, lipaz gibi enzimler hakk›nda bilgi
verilmifl ve yap›lan araflt›rmalardan örnekler sunulmufltur.

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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GİRİŞ
Laktik asit bakterileri (LAB), g›da fermantasyonunda
önemli bir rol oynamaktad›r. Bu bakteriler üründe
hem arzu edilen duyusal özellikleri gelifltirmek,
hem de mikrobiyolojik koruma sa¤lamak amac› ile
kullan›l›rlar (1). LAB, karbonhidrat fermantasyonu
s›ras›nda son ürün olarak laktik asit üretmeleriyle
tan›mlanan  Gram  pozitif,  fakültatif  anaerob,
katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan yoksun
olup, bitki at›klar›ndan, et ve süt ürünlerinden,
s›cakkanl› canl›lar›n sindirim sisteminden s›kl›kla
izole edilebilen bakterilerdir (2-4). LAB organik
asit, antimikrobiyel bileflenler gibi pek çok faydal›
bileflik  ve  organik  bileflikleri  parçalayabilen
enzimler   üretmektedir   (5).   Halofilik   laktik
asit  bakterileri  (HLAB)  geliflmeleri  için  tuza
(sodyum klorür) gereksinim duyan ve yüksek tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda canl›l›¤›n›
devam  ettirebilen  organizmalard›r  (6).  Bu
mikroorganizmalar  halofilik  ve  halotolerant
olarak s›n›fland›r›lm›flt›r. Optimum %3 (w/v) tuz
konsantrasyonunda geliflebilenler hafif halofilik,
%3-15 (w/v) tuz konsantrasyonunda  geliflme
gösterenler  orta  halofilik,  %25  (w/v)  tuz
konsantrasyonunda  geliflme  gösterenler  ise
afl›r›   halofilik    mikroorganizmalar    olarak
s›n›fland›r›lmaktad›r (7). Halofiller tuza toleransl›
olan enzimler için mükemmel  bir  kaynakt›r.
Ayn›  zamanda  bu bakteriler yüksek s›cakl›k ve
pH  de¤erlerinde  etkili olabilmektedir  (8).  Son
zamanlarda halotolerant LAB mavi, Brie, Camembert
ve Tilsiter gibi baz› olgunlaflm›fl peynirlerin d›fl
yüzeyinde keflfedilmifltir (9).

Fermente ürünlerden izole edilen HLAB aras›nda
en  çok  bulunan  türler  Tetragenococcus ve
Pediococcus cinslerine ait olarak belirlenmifltir
(10). Bunlar aras›nda T. halophilus, T. muriaticus,
Pediococcus  pentosaceus ve  Lactobacillus
plantarum türleri fermantasyon aflamalar›nda
s›kça bulunan türler olarak tespit edilmifltir.

Yap›lan bu derleme çal›flmas›nda HLAB hakk›nda
bilgi  verilmifl  ve  bu  bakterilerin  ürettikleri
enzimler ile ilgili yap›lm›fl çal›flmalardan örnekler
sunulmufltur. 

HALOFİLİK LAKTİK ASİT 

BAKTERİLERİNİN ÜRETTİĞİ ENZİMLER
Bir enzimin endüstriyel üretimde güvenilirlikle
kullan›labilmesi için düflük maliyetli olmas›, farkl›

alanlarda kullan›labilme imkân›n›n bulunmas› ve
toksik etkisinin olmamas› önemlidir (11). Ticari
olarak kullan›lan enzimlerin %59’unu proteazlar,
%28’ini karbonhidratlar› parçalayan enzimler,
%3’ünü lipazlar ve %10’unu ise di¤er enzimlerin
oluflturdu¤u belirtilmektedir. Karbonhidratlar›
parçalayan enzimler grubuna giren α-amilaz
enzimi %13’lük oran ile önemli bir yer tutmaktad›r
(12). Günümüzde endüstriyel kaynakl› enzimlerin
ço¤u mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Mikrobiyal enzimler, bitkisel veya hayvansal
kaynakl› enzimlere göre daha yüksek katalitik
aktivite  göstermeleri,  istenmeyen  yan  ürün
oluflturmamalar›, stabilite özellikleri, ekonomik
olmalar› ve fazla miktarlarda elde edilebilme
özellikleriyle üstünlük sa¤lamaktad›r (12). 

Endüstriyel uygulamalarda mezofilik ve termofilik
organizmalar taraf›ndan üretilen enzimler tercih
edilmektedir. Ancak son zamanlarda, yüksek tuzlu
ortamlarda geliflebilen mikroorganizmalar›n üretti¤i
halofilik enzimler ilgi çekmeye bafllam›flt›r. Bu
enzimler, zorlu endüstriyel koflullarda gösterdikleri
yüksek  aktivite,  genifl  substrat  özgüllü¤ü  ve
kararl›l›klar›ndan  dolay›  deterjan  katk›lar›nda,
biyoyak›t üretiminde, tekstil sanayisinde, at›k
ar›tmada ve di¤er birçok biyoteknolojik uygulamada
kullan›lmaktad›r (13). 

Lipaz

Lipaz,  lipitlerin  ester  ba¤lar›n›n  hidrolizini
katalizleyen, esterazlar›n bir alt s›n›f›n› oluflturan
enzim olarak bilinmektedir. Lipazlar›n temel
fonksiyonu, trigliseritlerin hidrolizini sa¤lamak
olup ayn› zamanda bu enzimler esterifikasyon,
interesterifikasyon    ve     transesterifikasyon
reaksiyonlar›n› da katalize edebilmektedir. Lipazlar
g›da,  deterjan,  ilaç,  deri,  tekstil,  kozmetik  ve
kâ¤›t  sektörlerinde  yayg›n  olarak  kullan›lan
enzimlerdir (14, 15). 

Lipazlar, g›dalar›n fermantasyonu ve olgunlaflmas›
aflamalar›nda önemli bir role sahiptir. Bu süreçlerin
ço¤unda tuzlama ad›mlar› mevcuttur (16). G›da
ürünlerinin haz›rlanmas›nda fermantasyon sürecinde
kullan›lan lipazlar yüksek tuz konsantrasyonlar›nda
aktif olmal›, bu amaçla halofil veya halotolerant
enzimler kullan›lmal›d›r. Bu anlamda ekstrem
mikroorganizmalardan  izole  edilen  lipazlar
endüstriyel ifllemler için mükemmel bir alternatiftir
(17). Bugüne kadar halofilik lipaz veya esterazlar
ve onlar›n uygulamalar› konusunda s›n›rl› say›da
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araflt›rma yap›lm›flt›r. Termofilik lipazlar halofilik
lipazlara göre daha fazla dikkat çekmifltir. Ancak
araflt›rmac›lar›n biyoteknolojik uygulamalar için
yeni  ürün  gelifltirme  çal›flmalar›  ile  halofilik
organizmalar  ve  ürettikleri  enzimler  üzerine
yap›lan araflt›rmalar artm›flt›r (15, 18).

Halofilik   yaflama   özel   uyum   sa¤layan   bu
mikroorganizma gruplar›n›n lipolitik enzimleri
biyoteknoloji  gibi  çeflitli  alanlarda  kullan›m
imkan›na sahiptir (19). Endüstriyel ifllemler genel
olarak zor flartlar alt›nda gerçeklefltirildi¤inden
optimum pH, s›cakl›k ve tuz konsantrasyonlar›n›n
do¤ru tespit edilmesi endüstriyel ifllemler için
önemlidir. Halofilik lipaz enzimleri de ekstrem
flartlara uyum sa¤lama yetene¤inde olduklar› için
endüstriyel  üretim  için  kullan›lacak  uygun
enzimler grubunu oluflturmaktad›r.  

LAB içerisinde Lactobacillus plantarum endüstriyel
olarak önemli bir türdür. Bu mikroorganizman›n
yüksek tuz konsantrasyonlar›nda canl›l›¤›n›n, lipolitik
ve esteraz aktivitesinin belirlenmesi amac›yla
yap›lm›fl farkl› araflt›rmalar bulunmaktad›r (20, 21).
Anderson ve ark. (22) %5 NaCl konsantrasyonunda
geliflebilen L. plantarum MF32 suflundan lipaz
enzimini saflaflt›rm›flt›r. Yap›lan baflka bir çal›flmada,
Do¤u Himalayalar›n geleneksel ifllenmifl bal›k
ürünlerinden izole edilmifl LAB'›n teknolojik ve
fenotipik özelliklerinin belirlenmesi amac›yla
farkl›  ürünlerden  oluflan  toplam  40  örne¤in
mikrobiyal çeflitlili¤i incelenmifltir. ‹zole edilen
LAB’dan sadece 5 adedinde lipolitik aktivite tespit
edilmifltir (23). 

Meksika’da geleneksel olan Cotija ve doble crema
peynirlerinden izole edilen halotolerant veya
halofilik LAB’›n lipolitik, proteolitik aktiviteleri ve
asit  oluflturma  kapasiteleri  incelenmifltir.  En
yüksek proteolitik aktivite gösteren türler aras›nda
Tetragenococcus  halophilus ve  L.  plantarum
belirlenmifltir.  Lipolitik  aktivite  tayininde  T.
halophilus’un substrat› hidroliz ederek lipolitik
aktivite gösterdi¤i belirlenmifltir. En yüksek asit
üretme  yetene¤ine  sahip  olan  bakteri  ise  L.
pentosus ve L. plantarum’dur (24).

Moreno  ve  ark.  (17)  taraf›ndan  yap›lan  bir
çal›flmada, afl›r› halofilik bakteri olan Salicola
marasensis IC10’un, salipro olarak adland›r›lan
ekstrasellülar proteaz ve LipL olarak adland›r›lan
lipaz üretti¤i tespit edilmifltir. Lipolitik aktivitesi
esas  olarak  sitoplazmik  bölümde  yer  alan  S.
marasensis IC10’un farkl› substratlarda aktivite

gösterebildi¤i saptan›rken, en yüksek lipaz üretimi
eksponansiyel faz›n sonunda gerçekleflmifltir. 0-4
M NaCl ortam›nda enzim üretimi belirlenirken,
en  yüksek  enzim  aktivitesi  1 M  NaCl  içeren
ortamda tespit edilmifltir.

Esteban-Torres ve ark. (21) ise L. plantarum WCF
S1  suflundan  Lp_3562  proteininin  klonlan›p,
E. coli BL21 sufluna aktar›lmas› ve bu proteinin
biyokimyasal     karakterizasyonu     üzerinde
çal›flm›flt›r. Araflt›rmac›lar Lp_3562’nin tribütirin
ve di¤er uzun zincirli yap›larda lipaz aktivitesi
gösterdi¤ini tespit etmifltir. Enzim pH 5-8 aras›nda
aktivite gösterirken, en yüksek aktivite pH 7’de
tespit edilmifltir. Lp_3562 optimum lipaz aktivitesini
40°C’de gösterirken, buzdolab› s›cakl›¤›nda (5°C)
maksimum aktivite % 40 olarak tespit edilmifltir.

Amilaz

α-amilaz enzimi niflasta molekülündeki α-1,4
ba¤lar›n› parçalayarak glukoz, maltoz, maltotrioz
ve α-limit dekstrinlerin oluflumunu sa¤lamaktad›r.
Niflasta çok say›da glukoz molekülünün farkl›
flekillerde ba¤lanmas›yla oluflmufl polisakkarit
özellikte bir bilefliktir.  Baz› bakteriler ve mantarlar
taraf›ndan üretilen α-amilaz, β-amilaz, glikoamilaz
ve glikoizomeraz gibi enzimler niflastay› parçalama
yetene¤ine sahiptirler (25). Amilazlar biyoteknolojik
aç›dan enzimlerin önemli bir grubunu oluflturmaktad›r.
Klinik ve analitik kimyasallar›n yan› s›ra niflasta
sakkarifikasyon  uygulamalar›nda  ve  yayg›n
olarak tekstil, g›da, bira ve dam›tma endüstrilerinde
halofil  amilazlar  kullan›lmaktad›r  (26).  G›da
endüstrisinde,  niflastan›n  α-amilaz  enzimi  ile
hidrolize edilmesi sonucu aç›¤a ç›kan ürünler
yayg›n flekilde kullan›lmaktad›r. Bu ürünlerden
dekstrin,  niflastan›n  glikoza  kadar  hidrolize
olmas›ndan  önce  oluflan  k›sa  moleküllü  ilk
üründür. α-amilaz enzimi ekmekçilikte ekme¤in
bayatlamas›n›  geciktirmesi  ve  raf  ömrünü
uzatmas›ndan dolay› yayg›n olarak kullan›lmaktad›r.
Meyve suyu endüstrisinde de uygulanmakta olan
enzim, elma ve armut sular›n›n berraklaflt›r›lmas›nda
kullan›lmaktad›r (27).

Niflasta molekülünün öncelikle α-amilaz enzimi
taraf›ndan  s›v›laflt›r›l›p,  daha  sonra  da  ortama
izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi ile
niflastan›n    maltoza    kadar    parçalanmas›
sa¤lanmaktad›r.  Aç›¤a  ç›kan  maltoz,  reçel,
flekerleme, ekmek, bira üretiminde ve g›dalarda
tatland›r›c› olarak da kullan›lmaktad›r. Niflastan›n
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hidrolizi s›ras›nda yan ürün olarak aç›¤a ç›kan
maltotetrozun ise nem tutucu olarak kullan›labildi¤i
belirtilmektedir (28).

Thapa ve ark. (23), Do¤u Himalayalar›n geleneksel
ifllenmifl bal›k ürünlerinden izole edilmifl 40 adet
LAB'›n  teknolojik  ve  fenotipik  özelliklerini
incelemifllerdir. ‹ncelenen LAB türlerinin Lactococcus
lactis subsp.  cremoris,  L.  lactis subsp.  lactis,
L.  plantarum,  Leuconostoc  mesenteroides,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Pediococcus
pentosaceus ve Weissella confusa’ya ait oldu¤u
belirlenmifltir. ‹zolatlar›n proteaz, amilaz ve lipaz
aktiviteleri araflt›r›lm›fl, izole edilen bakterilerden
14  adedinde  1.5-5.8  U/mL  amilaz  aktivitesi
belirlenmifltir. Bakterilerin çok düflük proteolitik
aktivitelere sahip oldu¤u ve herhangi bir lipaz
aktivitesi göstermedi¤i belirlenmifltir.

Daha önceden 55°C’de faaliyet gösteren bir biyogaz
pilot tesisinden izole edilmifl DNA izolatlar›ndan
oluflmufl metagenom kütüphanesinden termofilik
mikroorganizmalar›n üretti¤i yeni enzimlerin
araflt›r›lmas› için yap›lm›fl bir çal›flmada, izolatlar›n
amilaz› parçalama yetene¤i incelenmifl ve bir
adet aktif amilaz üreten klon saptanm›flt›r. Amy13A
geninin ise, yüksek seviyede rekombinant amilaz
aktivitesi   gösteren   Escherichia   coli   içinde
kodland›¤› tespit edilmifltir. Çal›flma sonucunda
Amy13A geninin yüksek konsantrasyonda tuzu ve
yüksek s›cakl›¤› tolere edebilen birkaç enzimden
biri oldu¤u ve ekstrem flartlarda gerçeklefltirilecek
niflaflta iflleme basamaklar› için potansiyel aday
oldu¤u belirtilmifltir (29).

Pathak  ve  ark.  (30)  taraf›ndan  yap›lan  bir
çal›flmada  ise  tuzlu  bal›k  olan  Rastrelliger
kanagurta’da Lactobacillus spp. bask›n türü
oluflturmufltur.  8  izolattan  3  adedinin  yeterli
düzeyde  amilaz  üretti¤i  belirlenmifl  ve  Petri
yüzeyinde amilaz üretiminde en yüksek zonu
oluflturan türün ise Lactobacillus yamanashiensis
oldu¤u belirtilmifltir. 

Proteaz

Proteazlar, hem fizyolojik hem de ticari alandaki
uygulamalar› aç›s›ndan çok önemli bir yere sahip
olan, proteinleri hidrolize eden enzimler olarak
tan›mlanmaktad›r. Proteolitik enzimler proteinler
aras›ndaki peptit ba¤lar›n›n parçalanmas›n› katalize
etmektedirler. Günümüzde proteazlar, dünyada
endüstriyel  olarak  sat›lan  üç  büyük  enzim

grubundan birini oluflturmaktad›r. Proteazlar
deterjan ve g›da endüstrisindeki uygulamalarda da
genifl yer almaktad›r. Proteazlar›n genifl çeflitlili¤i
bu enzimlerden fizyolojik ve biyoteknolojik alanlarda
yararlan›lmas›n› öne ç›karm›flt›r. Günümüzde artan
talep do¤rultusunda bitki ve hayvan kaynakl›
proteazlar›n yetersizli¤i mikrobiyel proteazlara
olan ilginin artmas›na yol açm›flt›r. Proteaz enzimi
üretimi birçok bakteri ve küf türünde oldukça
yayg›nd›r. Biyoteknolojik uygulamalardaki arzu
edilen karakteristik özelliklere sahip olmalar›
nedeniyle mikrobiyel kaynakl› proteazlar bitki ve
hayvan kaynakl› proteazlara göre daha çok tercih
edilmektedirler (31).

Mikrobiyel  proteazlar,  genifl  pH  aral›klar›nda
aktivite göstermeleri sebebiyle asidik, nötral ve
alkali olmak üzere 3 gruba ayr›lmaktad›r. Bununla
birlikte Bacillus cinsinde yer alan çeflitli sufllar
enzim endüstrisinde çok önemli bir yere sahiptirler
(32).  Özellikle  nötr  ve  alkali  olan  ço¤u  ticari
proteaz›n Bacillus cinsine ait bakteriler taraf›ndan
üretildi¤i belirtilmifltir. Orta düzeyde reaksiyon
h›zlar› nedeniyle nötral proteazlar g›da proteinlerinin
hidrolizinde daha az ac›l›k oluflturmaktad›r. Bu
enzimler sahip olduklar› düflük s›cakl›k tolerans›
sebebiyle g›da hidrolizlerinin kontrol aflamalar›nda
avantaj oluflturmaktad›rlar (33, 34). 

Proteazlar›n g›da endüstrisinde kullan›lmas› eski
ça¤lara dayanmaktad›r. Peynir, ekmek yap›m›,
soya hidrolizatlar›n› haz›rlama ve et tenderizasyonu
(yumuflatma) gibi çeflitli alanlarda kullan›lmakta
olan  proteazlar›n  süt  endüstrisinde  en  çok
uyguland›¤›  alan  ise  peynir  üretimidir.  Sütü
koagüle  eden  enzimler  olarak  rol  oynayan
mikrobiyal proteazlar dünyada buza¤› rennetinin
elde  edilmesinin  getirdi¤i  s›k›nt›y›  giderecek
alternatif oluflturmufltur (35). Süte özgü proteinazlar,
rennet ve bafllat›c› kültür olarak kullan›lan LAB’›n
proteolitik aktiviteleri ile gerçekleflen proteoliz
süreci peynirin olgunlaflmas› için önemli bir olayd›r
(36, 37). Peynirin olgunlaflmas› s›ras›nda meydana
gelen  biyokimyasal  de¤ifliklikler;  p›ht›laflt›r›c›
enzimler, do¤al süt enzimleri, proteinazlar, lipazlar,
bafllat›c› kültürler ve ikincil mikroorganizmalar
ve onlar›n enzimleri gibi çeflitli enzimlerin sinerjik
etkisi  ile  meydana  gelmektedir.  (38).  Ekmek
üretiminde ise proteazlar, hamurun yo¤unlu¤unu
azaltmak için, hamurda bütünlü¤ü sa¤lamak için,
ekmekteki gluten gücünü düzenlemek için, doku
kontrolünü ve tad› gelifltirmek için ilave edilmektedir
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(39).  Proteazlar   ayn›   zamanda   t›bbi   teflhis,
ilaç,  deterjan,  bira  sanayi  ve  biyomoleküler
uygulamalarda kullan›lmaktad›r (40, 41).

Kanlayakrit ve Bovornreungroj (42) taraf›ndan
bal›k sosu örneklerinden tuz seven proteaz üreten
bakterilerin  izolasyonu  ve  karakterizasyonu
amac›yla yap›lan bir baflka çal›flmada ise, izolasyon
için Tayland’›n Do¤u taraf›nda yer alan baz› bal›k
sosu  fabrikalar›ndan  al›nan  fermente  bal›k
örnekleri kullan›lm›flt›r. Araflt›rmada 285 halofilik
bakteri izole edilmifltir. ‹zole edilen sufllar aras›nda
10 tanesinin yüksek tuz seven proteaz üretme
yetene¤inde oldu¤u belirlenmifltir. Bu sufllar, 4M
NaCl   içeren   ortamda   maksimum   geliflme
gösterip, proteaz üretirken, 2M gibi düflük NaCl
konsantrasyonu içeren ortamda proteaz üretimi
gerçeklefltirememifltir. En yüksek tuz seven proteaz
üreten sufllar; Gram negatif, çubuk morfolojisine
sahip olup, koloniler etraf›nda k›rm›z› renkli zon
oluflumlar› ile karakterize edilmifltir. Thapa ve
ark. (23)’n›n çal›flmas›nda ise, incelenen LAB
izolatlar›n›n proteaz, amilaz ve lipaz aktiviteleri
araflt›r›lm›flt›r. Bu izolatlar Do¤u Himalayalar›n
geleneksel  ifllenmifl  bal›k  ürünlerinden  izole
edilmifltir. ‹zole edilen bütün sufllar›n 2 mm’den
fazla zon çap› ile yaklafl›k 0,5-1,3 U/mL aras›nda
proteolitik aktivite gösterdi¤i belirlenmifltir.

Udomsil ve ark. (43)’n›n bal›k sosu püresinden
proteinaz üreten HLAB izolasyonu yapt›¤› ve bu
bakterilerin üretti¤i uçucu bileflenlerini inceledi¤i
çal›flmada, izole edilen 74 HLAB izolat›ndan 7
tanesi %25 NaCl konsantrasyonunda geliflerek
proteolitik aktivite göstermifltir. Çal›flmada bütün
izolatlar›n Gram negatif kok fleklinde olduklar›
ve %0-25 NaCl konsantrasyonunda geliflebildikleri
tespit edilirken, yap›lan rRNA dizi analizine göre
izolatlar T. halophilus olarak tan›mlanm›flt›r. 

Fibrinolitik Enzimler

Fibrinolitik enzimler kemoterapötik ajan olarak
kan›n p›ht›laflmas›nda klinik uygulamalar için
önemlidir. Ayn› zamanda proteaz›n bir alt s›n›f›
olan   fibrinolitik   enzimler   fibrin   indirgeme
yetene¤ine sahiptir. Geçmifl y›llarda bu enzim
genellikle kertenkeleler, solucanlar ve y›lan gibi
çeflitli  hayvanlardan  izole  edilmekteydi  (44).
Günümüzde bu enzimlerin üretilmesi için baz›
bakteriler ve mantarlar kullan›lmaktad›r. Fibrinolitik
enzimler   birçok   araflt›rmac›   için   mükemmel
bir   kaynakt›r.   Bu   enzim   çeflitli   fermente

g›dalarda,  hayvanlarda,  bitkilerde  ve  farkl›
mikroorganizmalarda bulunabilir (45). Bu enzim
in vivo olarak sadece plazminojenden plazmine
dönüflümü  de¤il  ayn›  zamanda  trombini  de
hidrolize  etmektedir.  Özellikle  Uzak  Do¤u
ülkelerinde tüketilen farkl› fermente g›dalarda
fibrinolitik enzimler tespit edilmifltir. Shiokara
fermente bir bal›k ürünüdür ve Japonya’da 1000
y›ldan fazla süredir tüketilmektedir. Benzer flekilde
tüketilen Douchi ise Çin’de üretilen fermente
soya  ürünüdür  ve  özel  tat  ve  lezzetli  olmas›
nedeniyle birkaç bin y›ldan daha eskiye uzanan
bir geçmifle sahiptir (46).

Katsuwokinase Japon geleneksel tuzlu fermente
g›das› olan k›z›l orkinos ‘Shiokara’ da bulunan
bir fibrinolitik enzimdir. Bu enzimin tuza karfl›
oldukça  dayan›kl›  oldu¤u  bulunmufltur  (47).
Endonezya’n›n   farkl›   alanlar›nda   tüketilen
geleneksel fermente bal›klarda de Man Rogosa
Sharpe (MRS) ve M17 agar besiyeri kullan›larak
74 halofilik LAB suflu izole edilmifltir. Bu bakterilerin
proteolitik ve fibrinolitik aktiviteleri ya¤s›z süt agar
ve plazminojen içermeyen fibrin plaka kullan›larak
belirlenmifltir. Bu izolatlardan 4 adeti fibrinolitik
enzime sahipken, 25 adetinde ise proteaz aktivitesi
belirlenmifltir (48).

Fibrinolitik enzim varl›¤› tespit edilen baz› türlerin
bir Japon yeme¤i olan Natto, skipjack shiokara,
bal mantar› olarak bilinen Armillariela mellaare,
Uzak Do¤u’ya ait geleneksel ürün olan Kimçi,
deniz ürünleri içeren fermente g›dalar ve soya
fasülyesinden izole edilen mikroorganizmalar
oldu¤u  daha  önceden  yap›lm›fl  çal›flmalarda
belirlenmifltir  (49,  50).  Prihanto  ve  ark.  (48)
HLAB’›n proteolitik ve fibrinolitik enzim aktivitelerini
inceledi¤i çal›flmada 70 adet izolat elde etmifllerdir.
‹zolatlardan 25 tanesi proteaz aktivitesi gösterirken,
4 tanesi de fibrinolitik enzim üretme yetene¤i
göstermifltir. Bunlar aras›nda Bacillus coagulans
TB1  suflu  en  yüksek  proteolitik  ve  fibrinolitik
enzim üretme yetene¤i göstermifltir.

Dekarboksilaz 

Biyojen aminler; hayvan, bitki ve mikroorganizmalar›n
metabolik aktiviteleri sonucunda, amino asitlerin
dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlar›n
aminasyonu  ve  transaminasyonu  ile  oluflan
düflük molekül a¤›rl›kl› azotlu bilefliklerdir (51).
Biyojen aminler g›dalardaki aminoasitlerin, baz›
mikroorganizmalar›n dekarboksilaz enzimleri ile
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dekarboksilasyonu sonucu ortaya ç›kmaktad›r.
Biyojen amin oluflumu ortam›n pH’s›n› yükselterek
mikroorganizmay›  asidik  ortam  etkisinden
korumaktad›r. Birçok araflt›rmayla, farkl› bakteri
sufllar›n›n biyojen amin üretti¤i ortaya konmufltur.
Histamin, tiramin, triptamin, serotonin, putressin,
kadaverin, oktopamin, dopamin, agmatin, spermin,
spermidin, diaminobutan ve feniletilamin, çeflitli
çal›flmalar  ile  g›dalarda  tespit  edilmifl  önemli
biyojen aminler olarak gösterilebilir (52). G›dalarda
yüksek  derecede  bulunan  biyojen  aminlerin,
insanlarda önemli sa¤l›k tehlikesi yaratabilece¤i
düflünülmektedir (53).

Kimura ve ark. (54) ve Konagoya ve ark. (55)
Japon  fermente  kalamar  karaci¤er  sosundan
T. muriaticus izole etmifl ve bakteride histidin
dekarboksilaz aktivitesi tespit edilmifltir. Fermente
deniz  ürünlerinde  histamin  birikimine  sebep
oldu¤u bilinen T. muriaticus türünün histamin
üreticisi  oldu¤u  belirlenmifltir.  T.  muriaticus
türüne ait T. muriaticus a9 suflunun incelendi¤i
bir  baflka  araflt›rmada  ise  bu  suflun  histamin
üretmedi¤i tespit edilmifltir (56).

Kimura ve ark. (54) HLAB olan T. muriaticus’u
bal›k sosundan izole ederek histamin oluflumunu
araflt›rm›flt›r. T. muriaticus’un düflük asitte (pH
5.8) ve optimum %5-7 NaCl konsantrasyonunda
histamin üretti¤i gözlemlenmifltir. Bal›kta histamin
varl›¤› bakteriyolojik olarak bozulmaya neden
oldu¤u için kimyasal bir indeks olarak kabul
edilmektedir. (57). 

Tayvan’da  sat›lan  33  adet  tuzlu  uskumruda
histamin  ve  histamin  oluflturan  bakterilerin
varl›¤›n› belirlemek için yap›lan bir incelemede,
tüm  örneklerdeki  9  biyojen  aminin  her  biri
ortalama 30 ppm düzeyinde tespit edilmifltir.
Toplanan 18 örnekten ikisinde 70.1 ve 120.2 ppm
düzeylerinde histamin üretimi belirlenerek,
Amerikan  G›da  ve  ‹laç  Dairesi (FDA)’nin
önerdi¤i limit olan 50 ppm’den daha fazla biyojen
amin üretimi tespit edilmifltir (58).

Pektolitik Enzimler

Pektinazlar evlerde kullan›lan ilk enzimlerdir. ‹lk
ticari  uygulamalar›  flarap  ve  meyve  suyunda
kullan›lmalar›d›r. Pektinazlar meyve ve tekstil
sektörünün  yan›  s›ra  çeflitli  biyoteknolojik
uygulamalar için son derece önemlidir. Ayn›
zamanda  mikrobiyal  kaynaklar›n  pektinaz

üretiminde önemli bir ifllevi vard›r (59). Pektolitik
enzimler g›da iflleme, sanayi ve alkollü içecek
endüstrisinde  önemli  bir  rol  oynamaktad›r.
Bu  enzimler  pektini  indirgeyerek  çözeltinin
viskozitesini azalt›r. Pektolitik enzimler esas
olarak bitkiler ve mikroorganizmalar taraf›ndan
sentezlenmektedir (60). Yap›lan literatür taramas›nda
HLAB’›n  üretti¤i  pektolitik  enzimler  ile  ilgili
yap›lm›fl s›n›rl› say›da araflt›rmaya ulafl›lm›flt›r.

Vidhyasagar ve ark. (61)’n›n yapt›¤› çal›flmada
P. pentosaceous VJ13, VJ41, VJ56, L. plantarum
ssp. argentoratensis SJ6, SJ35, SJ37, SJ40 ve L.
pentosus SJ65 sufllar›nda Kongo k›rm›z›s› ile
yüksek pektinaz varl›¤› tespit edilmifltir. Pektinaz
üretimi  di¤er  izolatlarla  karfl›laflt›r›ld›¤›nda P.
pentosaceous VJ41 (306±6 U/mL) ve L. pentosus
SJ65 (338±6 U/mL) sufllar›nda belirlenmifltir.

Ksilan ve Ksilanazlar

Ksilan, β-1,4 ba¤lar› ile ba¤lanm›fl ksilopiranosil
birimlerinden oluflan bitki hücre duvarlar›n›n ana
bileflenidir  ve  do¤ada  en  çok  bulunan  ikinci
polisakkarittir. Ksilan, hemiselülozun yap›s›nda
mannan, galaktan ve arabinan›n yan› s›ra ana
bileflen olarak yer al›r. Selüloz ve lignin ile beraber
hemiselüloz yap›s›na kat›lan bir bileflen olarak
bitki hücre duvarlar›n›n ana kompozisyonunu
olufltururlar. Ksilan›n ya da hemiselülozun lignin ve
selüloz aras›na yerleflmesi selülozun bütünleflmesinin
devam› ve selülaz degredasyonuna karfl› liflerin
korunmas› aç›s›ndan önemlidir (62). Ksilan çok
karmafl›k bir moleküldür. Bu nedenle ksilan›n
hidrolizi için farkl› enzimlere ihtiyaç duyulur.
Ksilan molekülünün hidrolizini gerçeklefltiren
enzimlerin tamam›na "ksilanolitik enzim sistemi"
denir.      β-1,4-endoksilanaz,      β-ksilozidaz,
α-L-arabinofuranosidaz, α-glukuronidaz, asetil
ksilan esteraz ve fenolikasit (ferulik ve p-kumarik
asit) esteraz enzimleri bu bahsedilen enzim sistemi
içinde yer almaktad›r (63). Bu enzimler özellikle
ka¤›t ve ka¤›t hamuru baflta olmak üzere g›da ve
hayvan yemi endüstrisi alanlar›nda temel endüstriyel
enzim  olmalar›  sebebiyle  çok  büyük  öneme
sahiptir. Ksilanazlar tek hücre proteini, enzimler,
s›v› ya da gaz yak›tlar›n üretimi, çözücüler ve fleker
fluruplar›n›n üretimi gibi genel uygulamalarda
kullan›lmaktad›r (62).

Wejse ve ark. (64), halofilik bakteriden iki adet
ekstrem  halotolerant  ksilan  enzimi  üreterek
karakterizasyonunu yapm›fllard›r. Moleküler a¤›rl›¤›
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43 ve 62 kDa olan iki alt birimden meydana gelmifl
ksilanaz-1 optimum aktivitesini pH 6.0 ve
60°C’de göstermektedir. Ksilanaz-2 ise optimum
65°C ve 4 M NaCl’de etki göstermektedir. Enzimlerin
yar›lanma ömürleri 60°C’de 97 ve 192 dakika
olarak belirlenmifltir.

WainQ  ve  Ingvorsen  (65),  ekstrem  halofilik
arkeon Halorhabdus utahensis’den β-ksilanaz ve
β-ksilozidaz üretimi gerçeklefltirmifllerdir. Her iki
enzim de % 0-30 aras›nda NaCl konsantrasyonu
gibi genifl bir aktivite spektrumuna sahip olup
k›smen   de   olsa   termofilik   özelliktedirler.
Enzimlerden β-ksilanaz 55°C ve 70°C olarak iki
optimum aktivite s›cakl›¤›na sahiptir. β-ksilozidaz›n
optimum  s›cakl›¤›  65°C’dir.  Yap›lan  literatür
taramas›nda HLAB’›n üretti¤i ksilan ve ksilanaz
enzimleri  ile  ilgili  yeterli  say›da  çal›flman›n
bulunmad›¤› gözlenmifltir

SONUÇ
HLAB’›n,  teknolojik  özellikleri  sayesinde  g›da
endüstrisinde  önemli  olduklar›  bilinmektedir.
G›dalarda  bulunan  HLAB,  tuz  içeri¤i  yüksek
fermente g›dalarda görülen bask›n mikroorganizmalar
olmalar› sebebiyle, aroma ve lezzet gelifliminde
bafllat›c› veya destek kültür olarak rol oynamaktad›r.
HLAB taraf›ndan üretilen hidrolitik enzimler
farkl›  sektörlerde  kullan›ld›klar›  gibi  çeflitli
özellikleri de bulunmaktad›r. Tuza dayan›kl›
enzimler, yiyecek, fermantasyon ve temizlik
sektörü gibi yüksek NaCl konsantrasyonlar› ya
da  aseptik  koflullar  gerektiren  birçok  üretim
süreçlerinde önemli bir rol oynamaktad›r. De¤iflik
kaynaklardan elde edilen enzimler unlu mamullerin
üretiminde, meyve suyu, flarap, süt ürünleri ve
niflasta gibi g›da sektöründe kullan›lmaktad›r.
G›da kaynaklar›ndan izole edilen HLAB’dan elde
edilecek  enzimler  endüstriyel  uygulamalarda
ticarilefltirme potansiyeline sahiptir. HLAB’›n
üretti¤i invertaz enzimi hakk›nda s›n›rl› bilgiye
ulafl›lm›flt›r. Özellikle HLAB taraf›ndan üretilen
bu enzim üzerinde yap›lacak çal›flmalara önem
verilmesi gerekmektedir. Ayr›ca enzim teknolojisinin
giderek geliflmesi, ürünlerin kullan›m alanlar›n›n
çeflitlili¤i ve ekonomik de¤erinin çok yüksek
olmas›  nedeniyle,  endüstriyel enzimlerle  ilgili
yap›lacak çeflitli çal›flmalar›n enzimlerin üretiminde
önemli olaca¤› düflünülmektedir.
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COLOUR CHANGE AND WEIGHT LOSS DURING THE 
ROASTING PROCESS FOR PRODUCTION OF CAROB POWDER

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 (P<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 (WL) 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  

KEÇİBOYNUZU TOZU ÜRETİMİNDE KAVURMA PROSESİ
SÜRESİNCE RENK DEĞİŞİMİ VE AĞIRLIK KAYBI 

Öz

Farkl› kavurma süreleri (0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika) ve s›cakl›klar›n›n (135, 150 ve
165°C) keçiboynuzu tozunun görünür renk de¤iflimi ve a¤›rl›k kayb› üzerine etkisi araflt›r›lm›flt›r.
Kavurma süresi ve s›cakl›¤› örneklerin renk parametrelerinden olan L ve b de¤erleri ile a¤›rl›k kayb›n›
önemli  derecede  (P<0.05)  etkilemifltir.  Ancak,  renk  parametrelerinden  a de¤eri  sadece  kavurma
süresinden etkilenmifltir. S›cakl›¤›n 135’den 165°C’ye artmas› ile toplam renk de¤ifliminde %60’l›k bir
art›fl görülmüfltür.  Ayr›ca  a¤›rl›k  kayb›  ve  renk  parametrelerindeki  önemli  de¤iflikliklerin  üç
boyutlu  modellere  uygunlu¤u  test  edilmifltir.  Keçiboynuzu  tozunun  a¤›rl›k  kayb›  ve  toplam renk
de¤ifliminin tan›mlanmas›nda Gaussian modeli en uygun model olarak belirlenirken, paraboloid
model ise renk parametrelerinden L de¤erindeki de¤iflim için en uygun model olarak belirlenmifltir.
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INTRODUCTION
Carob is a fruit of the perennial leguminous tree
Ceratonia  siliqua L.,  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 coffee.

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 (W0) and after roasting (W)
using equation 1:

WL = 100(W0 - W)/W0 (1)

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 =     (L0 - L)2 + (a0 - a)2 + (b0 - b)2 (2) 
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where L0, a0 and b0 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 = y0 + aT + bt                                    (3)

y = y0 + aT + bt + cT2 + dt2 (4)

y = ae (5) 

y = (6)

where y is the dependent variable (weight loss
and colour parameters); y0, T0 and t0 are intercepts;
a, b, c and d are regression parameters; and T 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  CO2 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 WL 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 0 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 WL 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.
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(-     (((T-T0)/b)2 + ((t-t0)/c)2))1
2

a

((1+((T - T0) / b)2)(1 + ((t - t0) / c)2))

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

WL L a b TCD

MS F MS F MS F MS F MS F

RT 2 111.71 1050.55* 504.07 387.51* 0.84 2.41NS 72.20 57.67* 572.82 262.67*
RP 9 384.98 3620.36* 502.50 386.30* 5.76 16.49* 108.88 86.97* 565.97 259.53*
RT x RP 18 14.22 133.72* 68.45 52.62* 1.16 3.33* 22.09 17.64* 82.05 37.63*
Error 60 0.11 1.30 0.35 1.25 2.18

*: significance at P<0.01   NS: not significant; RT: roasting temperature; RP: roasting period

DF
Source of
Variation



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 L
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.
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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 6.52c ± 0.87 56.86a ± 0.66 11.01 ± 0.21 20.04a ± 0.28 5.93c ± 0.68
150 7.48b ± 1.02 54.72b ± 1.10 10.77 ± 0.17 18.32b ± 0.57 8.34b ± 1.17
165 10.24a ± 1.58 48.94c ± 2.25 11.09 ± 0.19 16.95c ± 1.13 14.41a ± 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 0.00j ± 0.00 62.08a ± 0.30 8.88d ± 0.07 20.78a ± 0.10 0.00h ± 0.00
5 1.56i ± 0.10 60.04b ± 0.37 10.96bc ± 0.34 21.16a ± 0.41 3.38g ± 0.36
10 2.76h ± 0.15 59.02bc ± 0.28 10.59c ± 0.23 20.95a ± 0.48 3.82g ± 0.32
15 4.05g ± 0.17 58.07cd ± 0.34 10.91bc ± 0.28 20.86a ± 0.49 4.79fg ± 0.32
20 5.25f ± 0.18 57.15d ± 0.30 11.32ab ± 0.14 20.90a ± 0.39 5.66ef ± 0.33
30 7.11e ± 0.35 55.95e ± 0.34 11.24ab ± 0.25 20.33a ± 0.55 6.81e ± 0.55
45 11.11d ± 0.69 51.88f ± 1.67 11.68a ± 0.28 18.28b ± 0.76 11.02d ± 1.79
60 13.66c ± 0.97 47.22g ± 2.77 11.64a ± 0.16 15.82c ± 1.22 16.01c ± 3.00
75 17.02b ± 1.50 42.60h ± 3.27 11.18abc ± 0.28 12.92d ± 1.58 21.25b ± 3.55
90 18.25a ± 1.69 41.07i ± 3.22 11.17abc ± 0.31 12.37d ± 1.70 22.89a ± 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)

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

Fig. 2 Changes in the L 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 TCD 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 TCD 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 fiimflek (30).

The  coefficient  of  determinations  (R2)  and
standard error of estimations (SEE) of the tested
non-linear equations are given in Table 4. The R2

values, which describe the predictive models for
the dependent variables were 70–98 %. The
maximum R2 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; R2 = 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 WL parameters
are behaving in a sigmoidal way for roasting time
and in a curvilinear way for temperature.
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Fig. 3 Changes in the b value of carob powder obtained by
the roasting processes at different times and temperatures

Fig. 4 Changes in the total color difference (TCD) value of
carob powder obtained by the roasting processes at different
times and temperatures

Table 4. The values of regression coeffient (R2) and standard error of estimation (SEE) for 3D models.

Quality characteristic Plane Paraboloid Gaussian Lorentzian

WL R2 0.922 0.933 0.976* 0.944
SEE 1.947 1.876 1.133 1.720

L R2 0.801 0.811* 0.771 0.772
SEE 4.076 4.128 4.542 4.539

b R2 0.695 0.717* 0.679 0.684
SEE 2.393 2.395 2.554 0.532

TCD R2 0.789 0.799 0.973* 0.966
SEE 4.480 4.552 1.678 1.874

* The coefficient (R2) was preferred for mathematical modeling of the quality parameters. 
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The changes in L and b values were obtained
from the paraboloid model (Eq. 3) by using the
highest R2 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 R2 was used, the paraboloid
model (Fig. 7) still did not significantly correspond
to the changes in the b value (Table 5). fiimflek
(30) reported that the changes in the L and b
values of hazelnuts during the roasting process
agreed with the paraboloid model.

The experimental data of TCD did fit (R2 = 0.973)
in the Gaussian model. The predicted values of
the partial regression coefficient of the Gaussian
model and the surface function of the TCD 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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Table 5. Mathematical models of the quality parameters of the roasted carob powder 

Quality Characteristics 3D PRC E SE P

WL Gaussian T0 1087.4 19492 0.9560 (R2= 0.976)
t0 87.4 3.836 <0.0001 (SEE=1.133)
a 88490.0 15647152 0.9955
b 227.1 2364 0.9243
c 40.1 2.5 <0.0001

L Paraboloid y0 -78.98 159.09 0.624 (R2= 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 y0 53.87 92.29 0.565 (R2= 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 T0 825.8 7118.7 0.9086 (R2= 0.973)
t0 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 Fig. 6 3-D plot of the L value of the carob powder
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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 (P<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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TARIMDA KULLANILAN ATRAZİNİN GİDERİMİNDE RHIZOPUS
ARRHIZUS KULLANIM POTANSİYELİNİN BELİRLENMESİ

Öz

Tar›msal üretiminde kullan›lan Atrazinin toprakta oluflan kal›nt›lar› daha sonra yeralt› ve yerüstü sular›na
tafl›nmaktad›r. Yüksek miktarlarda biriken Atrazin canl› organizmalar için toksik etki oluflturmaktad›r.
Atrazinle kirlenmifl sulu çevrelerin ar›t›m› önemli bir konu olmaktad›r. Biyobirikim ve biyosorpsiyon bu
tür kirleticilerin çevreden gideriminde çevre dostu bir yöntem olarak önerilmektedir. Bu çal›flman›n
amac› hem besiyerinde geliflmekte olan hem de kurutulmufl fungal biyokütlenin Atrazin giderim kapasitesini
belirlemektir. Çal›flmada Rhizopus arrhizus kültürünün biyobirikim ve biyosorpsiyonla Atrazin giderimine
pH de¤erlerinin etkisi belirlenmifltir. Atrazin analizinde elektrokimyasal yöntem kullan›lm›flt›r. Biyobirikim
ve biyosorpsiyon sonunda en iyi Atrazin giderimi s›ras›yla pH 4 ve pH 6'da gerçekleflmifltir. Geliflmekte
olan R. arrhizus kültürü ve kurutulmufl fungal biyokütle s›ras›yla %57.45 ve %63.16 Atrazin giderimi
gerçeklefltirmifltir. Bu çal›flma sonuçlar›na göre fungal biyokütle pestisitle kirlenmifl s›v› ortamlardan Atrazin
giderimini k›sa bir zaman aral›¤›nda gerçeklefltirebilmifltir. Denemeler tar›msal üretiminde yayg›n olarak
kullan›lan Atrazinin çevreye olumsuz etkilerini azaltmak için alternatif olarak fungal biyokütlenin
kullan›labilece¤ini göstermifltir.

Anahtar kelimeler: Atrazin, fungus, tar›m

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 arrhizus
culture and dried fungal biomass. The effect of different pH values on Atrazine bioaccumulation and
biosorption by R. arrhizus 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. arrhizus culture and dried R. arrhizus 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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GİRİŞ
Dünyadaki  tüm  ülkeler  için  en  önemli  besin
kayna¤›n› tar›m ürünleri oluflturmaktad›r. Gün
geçtikçe artan nüfusun beslenme ihtiyac›n›n
karfl›lanmas› amac›yla ürün verimini artt›rmak
için iyi tar›m uygulamalar› gündeme gelmifltir. Bu
uygulamalar kapsam›nda ürüne zarar verecek ve
verimlili¤i etkileyecek nitelikteki her tür zararl›
ot, bitki ve böceklerin, ürüne zarar vermesinin
önüne geçilmek için zirai mücadele çal›flmalar›
yap›lmaktad›r. Modern tar›msal uygulamalar
sentetik pestisitlerin yayg›n olarak kullan›m›na
ve geliflimine yol açm›flt›r (1). Ülkemizde genel
olarak az pestisit tüketilmesine karfl›n, en yo¤un
tüketilen pestisitler çevre ve sa¤l›k aç›s›ndan
önemli riskler tafl›maktad›r (2). Dünya genelinde
80'den  fazla  ülkede  g›da  üretiminde  Atrazin
kullan›lmaktad›r (3). Atrazin yayg›n olarak m›s›r,
fleker  pancar›  ve  di¤er  bitklerin  üretiminde
yaprak  ve  ot  oluflumunun  seçici  kontrolü
amac›yla kullan›lmaktad›r (4). Atrazinin suda
çözünürlü¤ü yüksektir (33 mg/L) ve topra¤a
adsorpsiyon yetene¤i düflüktür (5). Bu nedenle
Atrazin yüzey, yer alt› sular› ve içme sular›na
kolayl›kla kar›flmaktad›r (6). Atrazin sa¤l›¤a
olumsuz etkilerinin yan›s›ra akuatik ekosistemler
için de zararl›d›r. Sa¤l›¤a olumsuz etkilerinden
biri endokrin sistemi engelleyici rol oynamas›d›r.
Örne¤in yap›lan bir çal›flmada Atrazinin erkek
farelerde testesteron üretimini engelleyici rolü
gösterilmifltir (7). Ayr›ca Atrazin dendrit hücre
yüzeyindeki MHC-I leri uzaklaflt›rmak suretiyle
immün hasara neden olmaktad›r (8). 

Tar›msal uygulamalarda kullan›lan pestisitlerin yüzey
ve yer üstü sular›nda yüksek konsantrasyonlarda
birikmesi ise önemli sa¤l›k ve çevre sorunlar›na
neden olmaktad›r. Bu nedenle bu pestisitlerin
sucul ortamlardan uzaklaflt›r›lmas› çok önemlidir.
Biyolojik ar›t›m pestisitler gibi organik maddelerin
mineralizasyonunda ucuz ve kolay uygulanabilen
bir metod oldu¤u için tercih edilmektedir (9). Son
dönemde pestisitlerin biyolojik ar›t›m›na yönelik
çal›flmalar önem kazanm›flt›r (10-12).

Bu çal›flmada zirai mücadele uygulamalar›nda
s›kl›kla kullan›lan ve kullan›m sonucunda toprak
ve su kirlenmesine neden olan Atrazinin biyolojik
metodlarla sulu ortamlarda gideriminde Rhizopus
arrhizus fungusunun kullan›m olas›l›klar›n›n
belirlenmesi amaçlanm›flt›r. Bu amaçla R. arrhizus
türünün hem geliflmekte olan kültürleri hem de

ölü biyosorbentleri ile yayg›n kullan›lan Atrazinin
sulu ortamlardan giderimi araflt›r›lm›flt›r. 

Günümüzde yayg›n kullan›lan pestisitlerin sulama
ve içme sular›nda, g›da numunelerindeki miktar
tayinleri  ancak  do¤ru  ve  güvenilir  analitik
yöntem ve tekniklerin kullan›m›yla mümkündür.
Pestisit tayininde HPLC ve GC gibi yöntemler
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r (13) ancak litera-
türde elektrokimyasal analiz yöntemleri ile ilgili
pek az bilgi bulunmaktad›r. 

Çal›flmada tar›msal üretimde yayg›n olarak kullan›lan
ve sucul ortamlarda yüksek konsantrasyonlarda
birikti¤inde ciddi sa¤l›k problemlerine yol açan,
aquatik ekosistemlere zarar veren Atrazinin s›v›
ortamlardan filamentli mantar türü kullan›larak
giderilmesi     araflt›r›lm›flt›r.     Denemelerde
elektrokimyasal analiz yöntemleri kullan›larak
Atrazin tayini yap›lm›flt›r.

MATERYAL VE YÖNTEM
Mikroorganizma Kültürü

Bu çal›flmada Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi
Biyoloji Bölümü Biyoteknoloji laboratuar› kültür
koleksiyonunda bulunan R. arrhizus saf kültürleri
kullan›lm›flt›r. Saf kültürler patates dekstroz agar
bulunan tüplere ekilmifl olup buzdolab›nda +4 °C’de
saklanmak suretiyle muhafaza edilmektedir.

Besiyeri 

Bu  çal›flmada  maliyeti  düflürmek  ve  çevre
kirlili¤ine  neden  olan  di¤er  bir  at›k  maddenin
de¤erlendirilmesi amac›yla Eskiflehir fleker fabrikas›
at›¤› olan melas kullan›lm›flt›r. Melasl› Besiyeri
içeri¤i: 1.0 g/L (NH4)2SO4, 0.5 g/L KH2PO4, Melas
Çözeltisi (yaklafl›k 10 g/L sükroza denk miktarda)
(14).

Pestisit Solüsyonu Hazırlanması

Bu çal›flmada kullan›lan stok Atrazin solüsyonu
1000 mg/mL'lik stok çözeltisi %25 metanol-%75
saf su içeren ortamda haz›rlanm›flt›r. Haz›rlanan
stok çözelti 4°C'de buzdolab›nda sakland›. Bu
stok solüsyondan istenilen miktarlar geliflmekte
olan mikroorganizmalarla yap›lan deneyler için
melasl›   besiyerine   eklendi.   Biyosorpsiyon
çal›flmalar›nda  ise  distile  su  bulunan  ortama
eklendi.  Çal›flmada  kullan›lan  pestisitle ilgili
detayl› bilgi Çizelge 1’de verilmifltir.
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Pestisit Giderim Deneyleri

Çal›flmalarda mikrobiyel giderimde rol alan iki
mekanizma denenmifltir. ‹lk olarak besiyerinde
geliflmekte  olan  canl›  mikroorganizmalar›n
biyogiderim  yeteneklerine  bak›lm›flt›r.  Daha
sonra  ölü  kurutulmufl  mikroorganizmalarla
biyosorpsiyon deneyleri yap›lm›flt›r.

Besiyerinde Gelişmekte Olan R. arrhizus
Kültür Koşulları

Çal›flmalarda 250 ml’lik erlenlerde 100 ml melasl›
besiyerinde geliflmekte olan mikroorganizma
kültür ortam›n›n pH'› ayarland›ktan sonra istenilen
miktarda Atrazin eklendi. Besiyerine inokule edilen
R. arrhizus kültürü inkübatörde (Nüve EN 120)
inkübasyona b›rak›ld›. Çal›flmada mikroorganizma
bulunmayan,  ayn›  miktarda  pestisit  içeren
besiyerleri kontrol amac›yla kullan›lm›flt›r. 

Biyosorpsiyon Çalışmaları için Biyokütle
Hazırlanması

Çal›flmada tüplerde 5 ml melasl› besiyerinde (pH:
5) 2 günde 30 °C’de inkübatörde (Nüve EN 120)
gelifltirilen  R. arrhizus biyokütlesinin  tamam›
steril koflullarda pH’s› 5’e ayarlanm›fl 250 ml’lik
erlen içerisindeki 100 ml melasl› besiyerine transfer
edildi. 10 gün boyunca 30 °C’de inkübatörde
gelifltirildi. Biyokütle inkübasyon süresi sonunda
besiyerinden hasatlan›p, %1’lik formaldehitle
muamele edildikten sonra 80 °C’de 24 saatte
etüvde bekletilerek kurutulmufltur. Kurutulmufl
örnekler mikserde ö¤ütüldükten sonra elekten
geçirilerek kullan›lm›flt›r. Elde edilen biyokütle
pestisit  ve  ditile  su  içeren  250 ml’lik  erlenlere
1 g/L olacak flekilde eklenerek pestisit giderim
deneyleri yap›lm›flt›r.

Pestisit  Gideriminde  Optimal  Koşulların
Belirlenmesi

Mikroorganizmalar›n pestisit giderim kapasitesi
günlük al›nan pestisit içeren besiyeri ortam›ndaki
pestisit miktarlar› Atrazin için elektrokimyasal
olarak belirlendi. Mikrobiyel pestisit giderimine

optimal pH ve pestisit konsantrasyonunun etkisi
incelenmifltir.  Besiyerinde  geliflmekte  olan
mikroorganizmalar›n  pestisit  giderimine  pH
etkisinin belirlenmesi için 250 ml’lik erlenlerde
100 ml s›v› besiyeri haz›rlanarak pH’s› 3, 4, 5, 6, 7 ve
8 olarak ayarlanm›flt›r. Biyosorpsiyon deneylerinde
ise 200 ml saf suda farkl› 2, 4, 6, 8 ve 10 gibi farkl›
pH de¤erleri denenmifltir. Bu de¤erler aras›ndan
en  uygun  pH  belirlenmifltir.  Biyosorpsiyon
deneylerinde  ayr›ca  5, 10, 15, 30 ve 50 mg/L
pestisit konsantrasyonlar›n›n etkisi araflt›r›lm›flt›r.

Atrazin Tayin Yöntemi

Atrazin  miktar›n›n  analizleri  için  CompactStat
Potentiostat ve C3_Cell_Stand (Potansiyotat)/
IVIUM- BASI  isimli  cihaz  kullan›lm›flt›r.  Sulu
ortamlardan al›nan numunelerin analiz edilmesi
sonucu   elde   edilen   voltagramlardaki   pik
ak›mlar›ndaki azal›fl takip edilerek yüzde giderim
hesaplamalar› yap›lm›flt›r. Atrazin analizi için
yöntem gelifltirmek amac›yla s›v› numunelerdeki
Atrazinin elektrokimyasal tayininde pH taramas›
için Britton Robinson tamponu (BRT) haz›rland›.
BRT için 2.7 mL fosforik asit, 2.3 mL asetik asit ve
2.5 gram borik asit 1 L saf suda çözülerek stok
tampon çözelti haz›rland›. Daha sonra bu stok
çözeltiden 100 mL al›narak üzerine damla damla
0.1 M HCl eklenerek pH 2 ve yine 100 er mL
al›n›p üzerine damla damla 0.1 M NaOH eklenerek
pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 haz›rland›. Stok
Atrazin  çözeltisi  2000  mg/L  Atrazin  içerecek
flekilde  metanolde  çözülerek  haz›rland›.  pH
taramas› için öncelikle hücreye 10 mL pH 2 BRT
tamponu  eklendi  ve  kare  dalga  yöntemi  ile
voltamogram› kaydededildi. Daha sonra standart
atrazin eklemeleri yap›ld›. Farkl› pH ortamlar›nda
39.2, 76.92 ve 113.2 mg/L Atrazin standart çözeltileri
için  elde  edilen  voltamogramlar  fiekil 1'de
verilmifltir. fiekil 1'de hem 1 hem de 2 numaral›
grafikte pH 2 BRT tamponunda Atrazine aittir
ikinci grafikte sadece eksen de¤ifltirilerek piklerin
daha net görünmesi sa¤lanm›flt›r. Bu grafiklerde
a) 10 mL pH 2 BRT b) 39.2 c) 76.92 d) 113.2
mg/L  Atrazin  içermektedir.  Atrazinin  oldu¤u
bölgede  a  ile  belirtilen  yerde  herhangi  bir
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Çizelge 1. Çal›flmada kullan›lan Atrazinin özellikleri
Table 1. The properties of Atrazine used in this study

Pestisitin Ad› IUPAC ismi Molekül Fomülü Molekül A¤›rl›¤› (g/mol)

Atrazin/Atrazine 1-Chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazine C8H14ClN5 215.68 



pik  bulunmamaktad›r.  Dolay›s›  ile  b,  c  ve  d
grafiklerinde görülen ve standart Atrazin eklemesi
ile yükseklikleri artan piklerin atrazine ait oldu¤u
gösterilmifltir. Yap›lan analizler sonunda pH
6'dan sonraki pH larda pikler bozulmaya bafllam›flt›r.
Bu nedenle en son pH 7 de ölçüm al›narak pH
taramas› tamamlanm›flt›r. Yap›lan bu deneyler
sonucunda pH 2 BRT tamponunun Atrazin analizi
için uygun oldu¤u belirlenmifltir. 

SONUÇ VE TARTIŞMA
Bu  çal›flmada  elektrokimyasal  yöntemler  ile
Atrazin karbon elektrotlar kullan›larak incelendi
ve kantitatif tayinde elektrokimyasal yöntem ve
koflullar  belirlenmifltir.  ‹lk  olarak  çal›flmada
kullan›lan Atrazin aktif maddesinin voltametrik
tayinleri için en uygun parametreler belirlenmifltir.
Bunun  için  atrazinin  öncelikle  dönüflümlü
voltametri ile indirgenme veya yükseltgenme
davran›fllar› ve elektrot reaksiyonun karakteri
(adsorpsiyon  veya  difüzyon  kontrollü  olup
olmad›¤›) incelenmifltir. Daha sonra atrazinin
elektrokimyasal davran›fllar› ve baz› parametrelerin
(pH, kar›flt›rma h›z›, biriktirme süresi, biriktirme
potansiyeli gibi) optimizasyonu yap›larak uygun
bir analitik yöntem gelifltirilmifl ve gelifltirilen
yöntem mikroorganizma giderim ortam›ndan
elde edilen numuneleri ile ticari formülasyondaki
aktif madde miktar›n›n tayininde kullan›larak
yöntemin geçerlili¤i gösterilmifltir.

Atrazin   Biyobirikimine   pH   Etkisinin
Belirlenmesi

Çal›flmalarda R. arrhizus fungusunun en iyi Atrazin
giderimi yapt›¤› besiyeri pH’s›n› belirlemek için
farkl› pH de¤erlerindeki melasl› besiyerlerine
Atrazin eklenerek analiz edilmifltir. Bu amaçla
250 ml’lik erlenlerde pH’s› 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 olan 5
mg/L Atrazin içeren 100 ml melasl› besiyerleri
haz›rland› ve R. arrhizus inoküle edildi. ‹nkübasyon
süresi  boyunca  günlük  3  ml  örnekler  al›nd›
ve  10000  rpm’de  santrifüj  edildikten  sonra
süpernetantlar elektrokimyasal olarak analiz
edilmifltir. pH etkisi deneyi sonucu fiekil 2'de
verilmifl  olup,  tüm pH  de¤erlerinde  kontrol
gruplar›ndaki Atrazin miktar› da azalm›flt›r. Yap›lan
bir çal›flmada Atrazinin hem alkali hem de asidik
pH de¤erlerinde kimyasal olarak hidroliz oldu¤u
rapor edilmifltir (15). Benzer bir durumda beyaz
çürükçül mantar türü ile Atrazin biyodegredasyonu
çal›flan araflt›rmac›lar taraf›ndan belirtilmifltir. Bu
çal›flmada kültür ortam›nda bir taraftan Atrazin
biyodegredasyonu gerçekleflirken, di¤er taraftan
kimyasal degredasyonun olufltu¤u gösterilmifltir (16).
Ayn› çal›flmada 5 günlük inkübasyon sonunda
Atrazinin %59'nun giderildi¤i gösterilmifltir. Bu
çal›flmada  ise  3  günlük  inkübasyon  sonunda
R. arrhizus % 57.45  giderim  yapm›flt›r.  Buna
ilaveten zamanla Atrazinin mantar bulunmayan
ortamda da bozunmaya u¤rad›¤› saptanm›flt›r. Bu
durum literatürdeki Atrazinin hem asidik hem de
bazik  sulu  ortamlarda  zamana  ba¤l›  olarak
kimyasal olarak hidrolizlendi¤ini belirten rapor
ile örtüflmektedir (15).
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fiekil 1.  Farkl› pH ortamlar›nda farkl› konsantrasyonlarda Atrazin standart çözeltileri için 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



Biyosorpsiyon Çalışmaları

Biyosorpsiyon     deneylerinde     her     iki
mikroorganizman›nda ölü biyokütleleri deney
ortam›nda 1 g/L olacak flekilde kullan›lm›flt›r.
Deneyler 250 ml'lik erlenlerde 200 ml distile su
ortam›nda   gerçeklefltirilmifltir.   Belirli   saat
aral›klar›yla 3 ml numuneler al›narak pestisit
miktar›ndaki de¤iflim takip edilmifltir.

pH'ın Biyosorpsiyona Etkisi

Çal›flmada kullan›lan mantar türünün biyosorpsiyonla
Atrazin giderimine pH'›n etkisinin belirlenmesi
için farkl› pH de¤erlerine (pH: 2, 4, 6, 8, 10)
ayarlanm›fl ortamlarda bafllang›ç konsantrasyonu
5 mg/L olan Atrazinin giderimi incelenmifltir.
Yap›lan deneyler sonucunda Atrazinin farkl› pH
de¤erlerinde 480 dakika sonunda kayda de¤er
bir kimyasal bozunma geçirmedi¤i tespit edilmifltir.
R. arrhizus türü 480 dakika sonunda pH 6'da en
iyi Atrazin giderimini gerçeklefltirmifltir (fiekil 3).
Pathak ve Dikshit (2012) mantar kolonilerini
kurutarak elde ettikleri biyosorbentleri kullanm›fl
ve en iyi Atrazin gideriminin pH 6'da gerçekleflti¤ini
göstermifltir (17). Yaplan baflka bir çal›flmada ise
Amberlisit  kullan›larak  Atrazin  adsorpsiyonu
incelenmifl ve en iyi pH 6.5 bulunmufltur (18).
Çal›flma bulgular› literatürde verilen bilgilerle
uyumlu olup, Atrazin biyosorpsiyonu için optimal
pH 6 olarak belirlenmifltir.

Başlangıç   Atrazin   Konsantrasyonunun
Biyosorpsiyona Etkisi

Bu çal›flmada bafllang›ç Atrazin konsantrasyonunun
biyosorpsiyona etkisinin belirlenmesi için 5, 10,
15,  30  ve  50  mg/L  Atrazin  konsantrasyonlar›
denemifltir.   Artan   Atrazin   konsantrasyonu
biyosorpsiyonu olumsuz etkilemifltir (fiekil 4).
Son zamanlarda yap›lan bir çal›flmada yeni izole
edilen mikroorganizma biyokütleleri ile Atrazin
(5 mg/L) biyosorpsiyonunun 24 saat sonunda
maksimum % 55.3 oldu¤u gösterilmifltir (19). Bu
çal›flmada ise R. arrhizus türünden kurutularak
elde edilmifl biyosorbent 5 mg/L Atrazinin
%63.16's›n› gidermifltir. 
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fiekil 2. Geliflmekte olan mantar kültürü ile Atrazin giderimine
farkl› pH de¤erlerinin etkisi (Ra: Rhizopus arrhizus; Kontrol:
Mikroorganizma içermeyen grup; 5 mg/L Atrazin; 3. gün)
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)

fiekil 3. Atrazin Biyosorpsiyonuna pH etkisi (Ra: Rhizopus
arrhizus, Bafllang›ç Atrazin Konsantrasyonu: 5 mg/L,
Temas Süresi: 480 dak.)
Figure 3. The  effect  of  pH  on  Atrazine  biosorption
(Ra: Rhizopus  arrhizus,  Initial  Atrazine  Concentration:
5 mg/L, Contact Time: 480 minutes)

fiekil  4.  Atrazin  Biyosorpsiyonuna  bafllang›ç  Atrazin
Konsantrasyonu etkisi 
Figure 4. The effect of initial Atrazine concentration on
biosorption
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Bu çal›flmada tar›msal g›da üretim faaliyetlerin
artmas› sonucu önemli bir çevre sorunu haline
gelen pestisitlerin filamentli mantar türü taraf›ndan
giderim kapasitesi belirlenmifltir. Çal›flmada hem
geliflmekte olan hem de kurutularak haz›rlanm›fl
mantar biyokütleleri kullan›lm›flt›r. Özellikle son
y›llarda önem kazanan mikroorganizmalar yolu
ile at›klar›n temizlenmesi ve de¤erlendirilmesi
teknolojisi olan biyoremediasyon ile geliflmekte
olan filamentli mantar kütlesinin Atrazin gibi
pestisitler taraf›ndan kirlenmifl sulak alanlarda
kullan›m olanaklar› araflt›r›lm›flt›r. Geliflmekte olan
R. arrhizus türünün Atrazin giderim kapasitesinin
belirlenmesi için yap›lan deneyler sonucunda
melasl› besiyerinde geliflmekte olan R. arrhizus
türünün  Atrazin  biyogiderimi  %57.45  olarak
gerçeklefltirmifltir. R. arrhizus türünden elde edilen
biyokütle ile yap›lan biyosorpsiyon deneylerde
ise giderim %63.16 olarak belirlenmifltir. Çal›flma
sonuçlar›na  göre  R.  arrhizus türünün  hem
biyobirikim hem de biyosorpsiyon mekanizmalar›
ile   pestisit   giderimini   gerçeklefltirebildi¤i
görülmüfltür. ‹ki mekanizma karfl›laflt›r›ld›¤›nda
R. arhizus türünün biyosorpsiyon performans›n›n
daha iyi oldu¤u belirlenmifltir. Bu çal›flma R. arrhizus
türü  kullan›lmak  suretiyle  Atrazin  pestisitinin
verimli  bir  flekilde  biyolojik  olarak  ar›t›m›n
gerçeklefltirilebilece¤ini göstermifl olup, yeni bir
biyolojik ar›t›m modeli oluflturulmas› için ön deneme
niteli¤i tafl›maktad›r. Bu suretle oluflturulacak
modelin ticari anlamda biyolojik ar›t›m sistemlerinde
kullan›m› verimli ar›t›m›n oluflmas› nedeniyle
enerji ve zaman tasarrufunun yan›s›ra biyolojik
ar›t›m verimini de arrt›r›c› bir etki gösterece¤i için
ticari anlamda önem kazanmaktad›r. 
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MERCANKÖŞK (OREGANUM HERACLEOTICUM L.) VE BAHÇE KEKİĞİ
(THYMUS VULGARIS L.) UÇUCU YAĞI İÇEREN SOYA BAZLI YENİLEBİLİR
FİLMLERİN PATOJEN BAKTERİLERE KARŞI ANTİMİKROBİYEL ETKİLERİ

Öz

Bu çal›flmada farkl› konsantrasyonlarda (%1, 2, 3, 4 ve 5) mercanköflk (Oreganum heracleoticum L.) ve
bahçe  keki¤i  (Thymus vulgaris L.)  uçucu  ya¤›  ilave  edilerek  haz›rlanm›fl  izole  soya  proteini
bazl› yenilebilir filmlerin Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis ve Bacillus cereus üzerine
antimikrobiyel etkileri belirlenmifltir. Mercanköflk ve bahçe keki¤i uçucu ya¤› içeren filmlerin minimum
konsantrasyonda (%1 w/v) tüm test bakterilerine karfl› etkin antibakteriyel aktivite gösterdi¤i, kekik
uçucu ya¤› içermeyen kontrol filmlerinin ise hiçbir flekilde inhibisyon zonu oluflturmad›¤› saptanm›flt›r.
S. Enteritidis % 1 konsantrasyonda uçucu ya¤ içeren yenilebilir filmlere karfl› en duyarl› bakteri olarak
belirlenirken, bunu L. monocytogenes ve B. cereus izlemifltir. Yap›lan bu çal›flma ile mercanköflk ve
bahçe keki¤i uçucu ya¤lar›n›n soya proteini bazl› yenilebilir filmlerle birlikte kullan›m›n›n g›dalarda
patojen kontrolü aç›s›ndan gelecek vadeden bir uygulama oldu¤u ortaya konmufltur.

Anahtar kelimeler: Yenilebilir film, antimikrobiyel aktivite, bahçe keki¤i uçucu ya¤›, mercanköflk
uçucu ya¤›

ANTIMICROBIAL EFFECTS OF SOY PROTEIN BASED EDIBLE FILM
CONTAINING OREGANO (OREGANUM HERACLEOTICUM L.) 

AND THYME (THYMUS VULGARIS L.) 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 L.) 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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GİRİŞ
Son  y›llarda  tüketicinin  besin  de¤eri  yüksek,
lezzetli,  do¤al  ve  güvenli  g›dalara  olan  talebi
nedeniyle,  g›da  bilimi  ve  teknolojisi  alan›nda
yap›lan araflt›rmalar›n büyük bir bölümü yeni
koruma  teknolojilerine  odaklanm›flt›r.  Bu
teknolojiler  ise  az  ifllem  görmüfl  ve  özellikle
yapay  katk›  maddelerinden  ar›nd›r›lm›fl  g›da
üretimini amaçlamaktad›r. Aktif ambalajlama gibi
yeni ambalaj sistemleri bu teknolojiler içinde
araflt›rmalar›n yo¤unlaflt›¤› uygulamalardan biri
olarak dikkat çekmektedir. Aktif ambalajlama
g›day› sadece d›fl etkilere karfl› korumakla kalmay›p,
ambalaj materyaline ilave edilen aktif ajanlarla
raf ömrünün uzamas›n› da sa¤lamaktad›r. Aktif
ambalajlaman›n  birçok  formu  mevcut  olup
bunlardan antimikrobiyel film ve kaplamalar›n
kullan›m›, g›dalarda ve özellikle taze et ürünleri
ile süt ürünlerinde uygulama alan› bulan bir g›da
koruma tekni¤idir (1, 2). 

Antimikrobiyel ambalaj materyalleri genellikle
sentetik  plastik  bazl›  iken  son  y›llarda  çevre
bilincinin de geliflmesiyle biyobozunur ve yenilebilir
film  ve  kaplamalar›n  bu  amaçla  kullan›m›
yayg›nlaflm›flt›r. Yenilebilir filmler, basit üretim
teknolojisi gerektirmeleri, ekonomik olmalar›,
do¤al bilefliklerden elde edilmeleri, fonksiyonel
özelliklerindeki  çeflitlilik  ve  biyolojik  olarak
bozunabilmeleri nedeniyle son zamanlarda dikkat
çeken ambalaj materyalleridir (3). Son y›llarda
yap›lan  araflt›rmalarda,  ya¤lar  (kat›  ya¤lar,
balmumlar›, s›v› ya¤lar), polisakkaritler (niflasta,
alginat, selüloz eteri, kitozan, karragenan, pektin)
ya  da  proteinlerden  (kazein,  peyniralt›  suyu
proteini, jelatin, fibrinojen, soya proteini, bu¤day
gluteni, m›s›r proteini, yumurta albumini) oluflan
yenilebilir film ve kaplamalar›n g›dalarda teknolojik
kaliteyi iyilefltirmesinin yan› s›ra g›dalar›n tazelik
ve  güvenli¤ini  art›rd›¤›  görülmüfltür.  Bunlar
içerisinde  g›da  teknolojisinde  yayg›n  olarak
kullan›lanlar polisakkarit ve protein bazl› film ve
kaplamalard›r (4). Yenilebilir film ve kaplama
üretiminde kullan›lan proteinler, m›s›r proteini,
peyniralt› suyu proteini ve soya proteinleridir.
Protein bazl› filmlere olan ilgiyle beraber, düflük
oksijen geçirgenli¤ine sahip olmalar›, LDPE-düflük
yo¤unluklu polietilen, HDPE-yüksek yo¤unluklu
polietilen, PS-polistren gibi birçok plastik bazl›
filmlere  göre  daha  iyi  bariyerleme  özelli¤i
göstermeleri  ve  mekanik  dirençleri  nedeniyle

soya  proteinleri,  yenilebilir  film  üretiminde
hammadde olarak kullan›m› önerilen proteinlerden
biri olmufltur (5). 

Yenilebilir  film  ve  kaplamalar  nem  kayb›,
oksidasyon ve mikrobiyel bozulmalara karfl› etkili
olmalar› ve nem, gaz ve di¤er uçucu maddelerin
difüzyonuna  karfl›  bariyerleme  özelliklerinin
yan›nda tatland›r›c›lar, antimikrobiyel maddeler,
antioksidanlar, vitaminler ve renklendiricileri de
içeren birçok katk› maddesi için tafl›y›c› olarak
görev yaparlar (6). Yenilebilir film formülasyonuna
yüksek  antioksidan  özellikleriyle  bilinen  baz›
do¤al pigment maddelerinin yan› s›ra, yüksek
antimikrobiyel özellikteki uçucu ya¤lar, organik
asitler ve bakteriyosinler de ilave edilebilmektedir
(7). Antimikrobiyel yenilebilir film üretimi üzerine
yap›lan çal›flmalar, do¤rudan filme dahil edilebilen
biyolojik türevli antimikrobiyel materyallerin daha
etkin olaca¤› görüflü üzerinde odaklanm›flt›r.
Yüksek   fenolik   içerikleri   nedeniyle   güçlü
antimikrobiyel  aktiviteye  sahip  olan  uçucu
ya¤lar›n film formülasyonlar›na ilavesinin filmlerin
antimikrobiyel etkisini önemli oranda artt›rd›¤›
yap›lan birçok çal›flmada ortaya konmufltur (8-10).
Seydim ve Sar›kufl (11), mercanköflk, biberiye ve
sar›msak uçucu ya¤lar› ilave edilmifl peyniralt›
suyu    proteini    bazl›    yenilebilir    filmlerin
in-vitro koflullarda antimikrobiyel aktivitelerini
de¤erlendirdikleri çal›flmada, film içinde kekik ve
sar›msak uçucu ya¤lar›n›n biberiye uçucu ya¤›na
k›yasla S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes,
E. coli ve L. plantarum’a karfl› etkin inhibisyon
zonu verdi¤ini bildirmifllerdir. Ousallah ve ark.
(12),  taze  et  dilimi  yüzeyine  inoküle  edilen
Pseudomanas spp. ve E. coli O157:H7 bakterilerinin
geliflimini de¤erlendirmek amac›yla %1 oran›nda
mercanköflk uçucu ya¤› içeren süt proteini bazl›
yenilebilir filmin antibakteriyel aktivitesi üzerinde
çal›flm›fllard›r. Sonuçta uçucu ya¤ içeren filmin,
uçucu ya¤ içermeyen film ile muamele edilen et
dilimi  ve  kontrol  grubu  ile  k›yasland›¤›nda
mikroorganizma say›s›n› önemli ölçüde azaltt›¤›n›
bildirmifllerdir.  Kitozan  içeren  filmlere  kekik,
fesle¤en ve anason uçucu ya¤lar›n›n ilavesinin
bologna salamlar›nda antimikrobiyel etkinli¤inin
incelendi¤i bir araflt›rmada, E. coli O157:H7 ve
L. monocytogenes’e karfl› en etkili uygulaman›n
kekik ya¤› içeren kitozan filmi oldu¤u belirtilmifltir.
Ayr›ca  kekik  uçucu  ya¤›n›n  kitozan  filmine
ilavesinin film materyalinin özelliklerini de olumlu
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etkiledi¤i bildirilmifltir (13). Uçucu ya¤lar içinde
kekik  ya¤lar›n›n  mikroorganizmalar  üzerinde
etkili olduklar› birçok araflt›rmada bildirilmifltir
(14-17). Kekik türleri aras›nda genifl flavonoid ve
fenolik  asit  içeri¤ine  sahip  iki  önemli  çeflit
Thymus vulgaris (bahçe keki¤i) ve Oreganum
heracleoticum (mercanköflk)’dur.     Güçlü
antimikrobiyel ve antioksidan özelli¤indeki timol
ve   karvakrol   bahçe   keki¤i   ve   mercanköflk
çeflitlerinin   bilefliminin   büyük   bir   k›sm›n›
olufltururlar (15, 16).

Bu çal›flmada, iki farkl› çeflit kekik ya¤› mercanköflk
(Oregano- Oreganum heracleoticum L.) ve bahçe
keki¤i (Thyme- Thymus vulgaris L.) ilave edilerek
haz›rlanm›fl soya proteini bazl› yenilebilir filmlerin
L. monocytogenes, Salmonella Enteritidis ve B. cereus
üzerine antimikrobiyel etkileri belirlenmifltir.

MATERYAL ve YÖNTEM
Materyal

Araflt›rmada yenilebilir film materyali üretiminde
kullan›lan izole soya proteini (>%90 protein
içeri¤i), Gürhak G›da ve Kimyevi Maddeler San.
D›fl Tic. Ltd. fiti. (‹stanbul)’nden,  mercanköflk-
oregano (Oreganum heracleoticum L.) ve bahçe
keki¤i-thyme (Thymus vulgaris L.) uçucu ya¤lar›
ise Timtafl Tar›m ‹laç ve Mahsulleri Ticaret
A.fi.(Mersin)’den temin edilmifltir. 

Bakteri kültürü

Araflt›rmada,  Ankara  Üniversitesi  Mühendislik
Fakültesi  G›da  Mühendisli¤i  Bölümü  kültür
koleksiyonundan temin edilen L. monocytogenes
(ATCC 7644), S. Enteritidis (ATCC 13076) ve B.
cereus bakteri kültürleri kullan›lm›flt›r. Bakteri
kültürleri % 15 gliserol içeren Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck) besiyerinde -20 °C’da dondurularak
muhafaza edilmifltir.

Yenilebilir film üretimi

Soya  proteini  bazl›  yenilebilir  film  çözeltisi
haz›rlanmas›nda, Choi ve ark. (18) ve Zivanovic
ve ark. (19) taraf›ndan önerilen yöntemler modifiye
edilerek kullan›lm›flt›r. Bu amaçla, %5 (w/v)
oran›nda izole soya proteini destile su içerisine
manyetik kar›flt›r›c›da kar›flt›r›larak yavafl yavafl
eklenmifltir. Kar›fl›ma plastiklefltirici olarak %3.5
oran›nda gliserol kat›lm›flt›r. Manyetik kar›flt›r›c›da

5 dakika süre ile homojen hale getirilen kar›fl›m›n
pH s› 0.1 N NaOH ile pH 10’a ayarlanm›flt›r. Daha
sonra  90 °C'  deki  su  banyosunda  30  dakika
bekletilmifl   ve   oda   s›cakl›¤›nda   so¤umaya
b›rak›lm›flt›r. 40 °C’ye so¤utulan kar›fl›ma % 0.5
oran›ndaki Tween 20 ile süspanse edilmifl % 1, 2,
3, 4 ve 5 (w/v)  oran›nda  mercanköflk  (O)  ya
da bahçe keki¤i (T) uçucu ya¤› ilave edilerek
homojenizatör (‹ka Ultra-Turrax T25) ile 13500
rpm’de 1 dakika süreyle homojenize edilmifltir.
Kekik  ya¤›  içeren  (O  veya  T)  ve  kekik  ya¤›
içermeyen  (SP)  izole  soya  protein  bazl›  film
çözelti  gruplar›,  hava  kabarc›klar›n›  elemine
etmek amac›yla 4 kat peynir bezi ile vakum
pompas› kullan›larak süzülmüfl ve elde edilen
film çözeltilerinden steril plastik Petri kaplar›na
15±0.1 g tart›larak 30°C' deki kurutma dolab›nda
72 saat kurutulmufltur. 

Yenilebilir film disklerinin kalınlık ve ağırlık
değerlerinin belirlenmesi

Film  kal›nl›klar›  dijital  mikrometre  (Mitutoyo,
Japonya) kullan›larak ölçülmüfltür. Ölçümler
rastgele 15 farkl› bölgeden al›narak gerçeklefltirilmifltir.
Antibakteriyel aktivite testi için haz›rlanan film
diskleri 17 mm çap›nda kesilerek tart›lm›flt›r.
Farkl› konsantrasyonda O ve T uçucu ya¤› içeren
ve uçucu ya¤ içermeyen film disklerinin (SP)
kal›nl›k ve a¤›rl›k ortalama de¤erleri s›ras›yla
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
belirlenmifltir.

Antibakteriyel aktivite testi 

Yenilebilir  filmlerin  antibakteriyel  aktivitesi
Pranoto ve ark. (20) taraf›ndan bildirilen yönteme
göre belirlenmifltir. Test bakterileri, Tryptic Soy
Broth (TSB, Merck) besiyerinde 37°C’da 24 saat
inkübe edilerek aktive edilmifl ve steril swab ile
Tryptic Soy Agar (TSA, Merck) besiyeri yüzeyine
yay›lm›flt›r. Farkl› konsantrasyonlarda (%1, 2, 3,
4, 5) O ve T uçucu ya¤lar›n› içeren 17 mm çap›ndaki
filmler besiyerine yerlefltirilmifl ve 37 °C'de 24 saat
süre ile inkübe edilmifltir. O ve T uçucu ya¤lar›n›
içermeyen izole soya proteini bazl› filmler ise
kontrol olarak de¤erlendirilmifltir. ‹nkübasyon
sonras›nda disklerin çevresinde oluflan inhibisyon
zonlar›n›n çap› milimetre olarak ölçülmüfltür.
Denemeler iki tekerrürlü olarak gerçeklefltirilmifltir.
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İstatistiksel değerlendirme

Araflt›rma  sonucunda  elde  edilen  sonuçlar›n
istatistiksel de¤erlendirilmesi SAS istatistik paket
program› kullan›larak varyans analiz tekni¤i
(ANOVA)  ile  yap›lm›fl  ve  farkl›l›k  görülen
gruplarda farkl›l›¤›n hangi düzeyde oldu¤u LSD
(Asgari Önemli Fark) testi uygulanarak (P<0.05)
belirlenmifltir.

SONUÇ ve TARTIŞMA
Farkl› konsantrasyonlarda O ve T uçucu ya¤› ile
haz›rlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
diskleri ile kekik ya¤› içermeyen soya proteini
bazl› yenilebilir film disklerinin L. monocytogenes,
S. Enteritidis  ve  B.  cereus’a  karfl›  gösterdi¤i
inhibisyon  zonu  çaplar›  fiekil 1  ve  fiekil 2’de
gösterilmifltir. 

Yap›lan agar difüzyon testinde, O ve T uçucu
ya¤› içeren filmlerin minimum konsantrasyonda
(%1 w/v)  tüm  test  bakterilerine  karfl›  etkin
antibakteriyel aktivite gösterdi¤i, kekik uçucu
ya¤›  içermeyen  kontrol  filmlerinin  ise  hiçbir
flekilde inhibisyon zonu vermedi¤i belirlenmifltir
(fiekil  1  ve  fiekil  2).  Genellikle,  uçucu  ya¤
konsantrasyonu artt›kça filmlerin inhibisyon etkisi
de art›fl göstermifltir (P<0.05). Araflt›rma bulgular›na

paralel olarak,  Royo ve ark. (21), %1 oran›nda O
uçucu ya¤› içeren peyniralt› suyu proteini bazl›
yenilebilir filmlerin L. innocua, S. Enteritidis ve
S. aureus’a karfl› etkili oldu¤unu bildirirken, Seydim
ve Sar›kufl (11) minimum %2 düzeyde O içeren
peyniralt› suyu proteini bazl› yenilebilir filmlerin
L. monocytogenes, S. Enteritidis ve S. aureus’a
karfl›   antibakteriyel   etki   gösterdi¤ini   tespit
etmifllerdir. Yap›lan araflt›rmalarda O uçucu ya¤›na
ait antibakteriyel etkinlik düzeyleri aras›ndaki bu
farkl›l›klar›n, uçucu ya¤ kompozisyonu, uçucu
ya¤daki aktif bilefliklerin difüzyon h›z› ve sufl
farkl›l›klar›ndan   kaynaklanm›fl    olabilece¤i
düflünülmektedir.  

Çeflitli  uçucu  ya¤lar›n  etkisinin  farkl›  g›da
patojenlerine karfl› incelendi¤i bir çal›flmada, etkin
antibakteriyel aktivite düzeyi, etken maddenin
hedef bakteriye karfl› en yüksek inhibisyonun
görüldü¤ü s›n›r konsantrasyon olarak bildirilmifltir
(22). L. monocytogenes ile yap›lan antimikrobiyal
aktivite testinde, O uçucu ya¤› içeren film disklerinin
verdi¤i zon çaplar› konsantrasyon artt›kça artm›fl
ve konsantrasyonlar aras›ndaki fark istatistiksel
aç›dan önemli bulunmufltur (P<0.05). Bakteri için
O  uçucu  ya¤›  ile  yap›lan  denemede  etkin
antimikrobiyel aktivite düzeyinin %4 oldu¤u ve
%4 ile %5 konsantrasyonda inhibisyon zonu
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fiekil 1. Farkl› konsantrasyonda (%1, 2, 3, 4, 5) bahçe keki¤i uçucu ya¤› içeren soya proteini bazl› filmlerin test bakterilerine
karfl› gösterdi¤i inhibisyon zonlar›. Farkl› harfler ile gösterilen gruplar aras›ndaki fark istatistiksel olarak önemlidir (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)
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fiekil 2. Farkl› konsantrasyonda (%1, 2, 3, 4, 5) mercanköflk uçucu ya¤› içeren soya proteini bazl› filmlerin test bakterilerine
karfl› gösterdi¤i inhibisyon zonlar›. Farkl› harfler ile gösterilen gruplar aras›ndaki fark istatistiksel olarak önemlidir (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)

fiekil 3. Farkl›  konsantrasyonlarda  mercanköflk  uçucu  ya¤›  içeren  soya  proteini  bazl›  filmlerin  S. Enteriditis’e  karfl›
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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çaplar› aras›ndaki fark›n istatistiksel olarak
önemli olmad›¤› (P>0.05) belirlenmifltir (fiekil 2).
T uçucu ya¤› için ise etkin antimikrobiyel aktivite
düzeyi %5 olarak belirlenmifltir. T uçucu ya¤›
içeren yenilebilir film disklerinde ayn› grup içinde
ortalamalar aras›ndaki fark konsantrasyon art›fl›
ile beraber istatistiksel olarak önemli bulunmufltur
(fiekil 1).   Konsantrasyonlar   aras›nda   grup
farklar› de¤erlendirildi¤inde ise, %3, %4 ve %5
konsantrasyonlar aras›nda O ve T uçucu ya¤lar›n›n
verdi¤i zon inhibisyon çaplar› aras›ndaki farklar
önemli bulunmufl (P<0.05) ve O uçucu ya¤›n›n L.
monocytogenes üzerinde T uçucu ya¤›na göre
daha etkili oldu¤u saptanm›flt›r. O uçucu ya¤›
içeren yenilebilir film disklerinin S. Enteritidis
için verdi¤i inhibisyon zon çaplar› incelendi¤inde
%1 ile %2 düzeyleri aras›ndaki fark istatistiksel
olarak önemli olmazken (P>0.05), %2 ile %3
konsantrasyonlar aras›ndaki fark istatistiksel olarak
önemli bulunmufl (P<0.05) ve bu noktadan sonra
konsantrasyon art›fl› etkinlik düzeyini de¤ifltirmemifltir
(fiekil 2, fiekil 3). Dolay›s›yla %3 konsantrasyon

düzeyi S. Enteritidis için etkin antimikrobiyel
aktivite de¤eri olarak tespit edilmifltir. T uçucu
ya¤› sonuçlar› de¤erlendirildi¤inde ise, %4 düzeyine
kadar konsantrasyon artt›kça etkinli¤in artt›¤› ve
etkin antimikrobiyal aktivite düzeyinin %4 oldu¤u
belirlenmifltir (fiekil 1). 

B. cereus için, T uçucu ya¤›n› içeren filmlerden
elde edilen inhibisyon zonu çaplar› aras›ndaki
fark›n %1, %2, %3 ve %4 konsantrasyonlar için
önemli  oldu¤u  (P<0.05)  buna  karfl›n  %4
konsantrasyondan sonraki de¤iflimin istatistiksel
olarak önemli olmad›¤› (P>0.05) belirlenmifltir
(fiekil 1, fiekil 4). Di¤er yandan, O uçucu ya¤›
içeren   filmlerin   verdi¤i   inhibisyon   çaplar›
incelendi¤inde, %1 ile %2 konsantrasyondaki
film disklerinin verdi¤i zon çaplar› aras›ndaki fark›n
önemli oldu¤u (P<0.05) ve di¤er konsantrasyonlar
boyunca  etkinin  sabit  kald›¤›  görülmektedir
(fiekil 2). Ayn› konsantrasyon aras›ndaki gruplar
karfl›laflt›r›ld›¤›nda O ve T içeren filmlerin B. cereus’a
karfl› benzer antimikrobiyel etki gösterdikleri
söylenebilir.
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fiekil 4. Farkl› konsantrasyonlarda bahçe keki¤i uçucu ya¤› içeren soya proteini bazl› filmlerin B. cereus’a karfl› 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 de¤erlendirme yap›ld›¤›nda S. Enteritidis
%1 konsantrasyonda T ve O içeren yenilebilir
filmlere karfl› s›ras›yla 37 mm ve 38.5 mm inhibisyon
zonu çap› ile en duyarl› bakteri olarak belirlenirken,
bunu L. monocytogenes ve B. cereus izlemifltir
(fiekil 5). Araflt›rmam›zda di¤er test bakterilerden
elde edilen zon çaplar› k›yasland›¤›nda B. cereus’un
kekik uçucu ya¤›na karfl› daha dirençli oldu¤u
görülmüfltür (P<0.05). Benzer flekilde, Jouki ve
ark. (23) T uçucu ya¤› ilave edilmifl ayva çekirde¤i
jelinden üretilen yenilebilir filmlerin in-vitro

koflullarda   antibakteriyel   aktivitelerini de¤er-
lendirdikleri çal›flmada, %2 T uçucu ya¤› içeren
filmlerin S . Typhimurium, E. coli, E. coli
O157:H7 ve Y. enterocolitica’ya karfl› B. cereus’a
k›yasla daha etkin oldu¤unu belirlemifllerdir. 

Kekik uçucu ya¤›nda yüksek oranda bulunan
fenolik bilefliklerden timol, karvakrol, p-simen ve
γ-terpinen   antimikrobiyel   etkiden   sorumlu
bilefliklerdir. Kekik uçucu ya¤›n›n antimikrobiyel
etkisi, yap› ve fonksiyon de¤iflikli¤i ile sitoplazma
zar›nda görülmektedir. Sitoplazmik zar›n seçici
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fiekil 4. Farkl› konsantrasyonlarda bahçe keki¤i uçucu ya¤› içeren soya proteini bazl› filmlerin B. cereus’a karfl› 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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geçirgenli¤inin kayb› ço¤unlukla hücre ölümünün
nedeni olarak belirtilmektedir. Yap›lan araflt›rmalar
genel olarak Gram pozitif bakterilerin bitkisel
uçucu ya¤lara karfl› Gram negatif bakterilere
göre daha hassas oldu¤unu ortaya koymufltur.
Gram negatif bakterilerin uçucu ya¤lara karfl›
olan direnci, hidrofobik bilefliklere karfl› hücre
içine girifli için bariyer özelli¤i gösteren hidrofilik d›fl
membrana sahip olmalar› ile iliflkilendirilmektedir
(15, 24). O uçucu ya¤› ilavesi ile antibakteriyel
özellik kazand›r›lm›fl aljinat filmlerinin etkinli¤inin
belirlendi¤i bir araflt›rmada, yukar›daki literatür
bilgisi ile uyumlu olarak, uçucu ya¤ içeren filmlerin
Gram pozitif test bakterileri üzerine (S. aureus, L.
monocytogenes) Gram negatif test bakterilerine
k›yasla (E. coli, S. Enteritidis) daha etkin oldu¤u
bildirilmifltir (25). Buna karfl›n araflt›rmam›zda S.
Enteritidis’in kekik uçucu ya¤›na karfl› di¤er test
bakterilerine göre daha duyarl› oldu¤u belirlenmifltir.
Bu durumun nedeninin S. Enteritidis alt türlerine
özgü direnç mekanizmalar›n›n farkl›l›¤› ile ilgili
olabilece¤i varsay›lmaktad›r. 

Yap›lan bu çal›flma ile O ve T uçucu ya¤lar› ile
antimikrobiyel özellik kazand›r›lm›fl olan soya
bazl› yenilebilir filmlerin test edilen g›da kaynakl›
patojenlere  karfl›  etkinli¤i  ortaya k onmufltur.
Yenilebilir filmlerle birlikte antimikrobiyel ajanlar›n
kullan›ld›¤› çal›flmalar›n ço¤u model sistemlerle
s›n›rl›d›r.  Özellikle  do¤al  bitki  ekstraktlar›n›n
biyobozunur ambalaj sistemlerinde kullan›lma
potansiyeline yönelik araflt›rmalar önem tafl›maktad›r.
O  ve  T  uçucu  ya¤lar›n›n  soya  proteini  bazl›
yenilebilir filmlerle birlikte g›dalarda kullan›m›,
g›da güvenli¤i ve raf ömrü aç›s›ndan gelecek
vadeden bir uygulamad›r. Uçucu ya¤lar›n yüksek
konsantrasyonlarda   kullan›m›n›n   g›dalarda
istenmeyen   organoleptik   de¤iflikliklere   yol
açabilece¤i   de   dikkate   al›narak   yap›lacak
çal›flmalar duyusal analizler ile de desteklenmelidir.
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ZEOLİT KATKILI AKTİF POLİETİLEN AMBALAJ MALZEMESİNİN
KİVİ MEYVESİNİN KALİTE ÖZELLİKLERİ VE RAF ÖMRÜNE ETKİSİ

Öz

Olgunlaflm›fl kivi meyvesi (Actinidia deliciosa, Hayward çeflidi) raf ömrünü uzatmak amac›yla zeolit
katk›l› polietilen (PE) torbalar kullan›larak pasif modifiye atmosfer koflullar›nda (%20.9 O2, %79 N2)
ambalajlanm›fl ve 4 °C’de 20 gün depolanm›flt›r. Zeolit içermeyen PE torbalar ve ambalajs›z örnekler
kontrol örnekleri olarak belirlenmifl ve 0, 5, 10, 15 ve 20. günlerde kütle kayb› (%), tepe bofllu¤u gaz
analizi (%O2 ve CO2), fiziksel (renk ve tekstür (N)), kimyasal (briks, pH, titrasyon asitli¤i) ve duyusal
analizler yap›lm›flt›r. Kütle kayb› ambalajs›z örneklerde 20. günde %4.18 iken, katk›s›z ve katk›l› PE
torbalarda %1’in alt›nda kalm›flt›r. Kontrol torbalar›nda %O2 oran› depolama süresince sürekli bir düflüfl
e¤ilimi göstermifl ve 20. günde %4 olarak tespit edilmifltir. Buna karfl›l›k zeolit içeren torbalarda 5. günde
oluflan %15 O2 oran›n›n sabitlenmesiyle depolaman›n devam›nda denge atmosferi sa¤lanm›flt›r. %CO2

oran›n›n ise depolama süresince zeolit içermeyen torbalarda daha yüksek düzeylerde seyretti¤i gözlenmifltir.
20. günde ambalajl› örneklerde titrasyon asitli¤i ambalajs›z örneklere göre daha düflük, pH ise daha
yüksek bulunmufl (P≤0.05); briks de¤erlerinde istatistiksel aç›dan önemli bir farkl›l›k tespit edilmemifltir
(P>0.05). Duyusal de¤erlendirmelere göre 20. günde sadece zeolit katk›l› PE ile ambalajlanm›fl kiviler
renk, tekstür ve tat aç›s›ndan kabul edilebilir bulunmufltur. Zeolit katk›l› PE torbalarda kivi meyvesinin
raf ömrü 4 °C’de en az 20 gün olarak belirlenmifltir.

Anahtar Kelimeler: Aktif ambalajlama, etilen tutucu, zeolit, raf ömrü, 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% O2, 79% N2) 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 (O2 and CO2%), 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. O2% level in the control bags decreased continuously during
increased storage down to 4% on the 20th day. However, equilibrium atmosphere was established around
15% O2 at 5th day in zeolite added bags. CO2 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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GİRİŞ
Meyve ve sebzelerin insan sa¤l›¤› ve beslenmesi
aç›s›ndan  önemi  büyüktür.  Taze  meyve  ve
sebzelerin  dayan›mlar›n›n  art›r›lmas›  amac›yla
çeflitli yöntemlere baflvurulur. Meyveler daha çok
meyve suyu, reçel, marmelat, konserve vb. ürünlere
ifllenerek veya kurutma ile dayan›kl› hale getirilir.
Bunun yan›nda meyvelerin taze halde raf ömrünü
art›rmak amac›yla depolama ve ambalajlama
koflullar›nda de¤ifliklikler yap›lmas› üzerine de
çeflitli yöntemler gelifltirilmifl ve gelifltirilmeye
devam edilmektedir (1, 2). Günümüzde özellikle
g›da da¤›t›m›n›n küresel bir boyut kazanmas›yla
birlikte g›da ambalajlama gerekli ve önemli bir
duruma gelmifltir. Ambalaj›n görevlerinden biri
de  tüketim  aflamas›na  kadar  taze  ürünlerin
olabildi¤ince taze kalmas›n›, ifllenmifl ürünlerin
ise mevcut özelliklerinin en iyi flekilde korunmas›n›
sa¤lamakt›r. Bu nedenle g›dalar›n raf ömrünün
uzat›lmas›nda ambalajlama uygulamalar› dikkat
çekmektedir (3-5).

Kivi, düflük kalorili olmas›yla beraber vitamin ve
mineraller  yönünden  zengin  olmas›,  bunun
yan›nda yetifltirme ve pazarlama koflullar›n›n
avantajl› olmas› nedeniyle son y›llarda üretimi ve
tüketimi h›zla artan meyvelerden biri olmufltur
(6). Kivinin Actinidia cinsi alt›nda 50’ye yak›n
türü bulunmaktad›r. Hayward çeflidi (Actinidia
deliciosa), Dünya’da en çok yetifltirilen kivi çeflididir
(%70-80) (7, 8). Hayward çeflidi kivinin üretimi
ülkemizde son y›llarda h›zla art›fl göstermifltir (9).
Kivi  meyvesi  klimakterik  meyvelerden  olup,
klimakterik meyvelerin olgunlaflma sürecinde
etilen  büyük  rol  oynamakta,  etilen  üretimi  ile
solunum h›z› artmaktad›r. Kivi tam olgunlaflt›¤›nda
çok az etilen üretir, ancak tüketim olgunlu¤una
eriflmifl kivi meyvesi etilene karfl› oldukça hassast›r.
Meyve 20 °C’de 1 ppm gibi çok düflük etilen
miktarlar›nda bile birkaç saat içinde h›zla olgunlaflma
gösterir  (8,  10).  Kivinin  etilen  gaz›na  olan  bu
hassasiyeti nedeniyle depolama ve ambalajlama
koflullar›nda  etilen  gaz›na  maruz  kalmamas›
gereklidir (6, 11-13).

Meyve ve sebze grubu ürünlerin raf ömrünün
uzat›lmas›nda  ürünün  etilen  gaz›  üretiminin
bask›lanmas›, üretilen etilenin ise ortamdan
uzaklaflt›r›lmas› en önemli hususlardan biridir.
Bu tür g›dalar›n muhafazas› ile ilgili çal›flmalar›n
büyük  bir  bölümünde  kontrollü  atmosferde
depolama üzerine çal›fl›lm›fl, ambalaj uygulamalar›

ile ilgili çal›flmalar s›n›rl› düzeyde kalm›flt›r (8, 13-18).
Küçük  (2006)  taraf›ndan  yap›lan  çal›flmada
buzdolab›  flartlar›nda  (4 °C)  31  gün  boyunca
depolanan %5 ve %10 KMnO4 emdirilmifl zeolit
içeren ve içermeyen HDPE torbalarla ambalajlanan
kivi örneklerinde baz› kalite özellikleri incelenmifltir.
KMnO4 emdirilmifl zeolit içeren ambalajlamada
suda çözünür kuru madde (SÇKM), meyve sertli¤i
ve C vitamini de¤erlerinin depolama boyunca
daha yüksek oranda korundu¤u bildirilmifltir
(19). Hu ve ark. (2011) etilene maruz b›rak›lan
Actinidia   deliciosa türü   kivi   örneklerinde,
4 °C’de 42 günlük depolama periyodu boyunca
nanokompozit  bazl›  ambalajlaman›n  (nano
gümüfl, nano-TiO2 ve montmorillonit kar›fl›m›)
hasat sonras› kalite özellikleri üzerine etkisini
incelemifller, tüm depolama periyodu boyunca
nanokompozit bazl› ambalaj›n polietilen kontrol
ambalaj›na göre kalite özelliklerini daha yüksek
oranda korudu¤unu bildirmifllerdir (20). 

Kivi  meyvesinin  raf  ömrünün  uzat›lmas›nda
çeflitli çal›flmalar yap›lm›fl olmakla birlikte bunlar›n
bir k›sm› hasat sonras›ndaki muhafaza koflullar›nda
ürün kalitesini art›rmaya di¤er bir k›sm› ise yeme
olgunlu¤una  eriflmifl  olan  kivi  meyvesinin
dayan›m›n›   art›rmaya   yöneliktir.   Özellikle
olgunlaflm›fl kivi meyvesinin dayan›m› oldukça
s›n›rl›d›r. Yap›lan bu çal›flmada, pasif MAP alt›nda
zeolit  katk›l›  PE  ambalajlaman›n,  katk›s›z  PE
ambalaja ve ambalajs›z uygulamaya göre 4 °C’de 20
günlük depolama ömrü boyunca kivi meyvesinin
fizyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal özellikleri
üzerindeki etkisi incelenmifltir.

MATERYAL VE YÖNTEM
Materyal

Çal›flmada Sakarya meyve sebze halinden tedarik
edilen  ortalama  a¤›rl›¤›  100  g  olan  Actinidia
deliciosa ‘Hayward’   çeflidi   kivi   meyveleri
kullan›lm›flt›r. Çal›flman›n bir gün öncesinden
laboratuvara getirilen kivi meyveleri 4 ± 1 °C’de
depolanm›flt›r. Korozo Ambalaj San. ve Tic. A.fi.
(‹stanbul) taraf›ndan gelifltirilen zeolit içeren
düflük yo¤unluklu polietilen (LDPE) torbalar ve
katk›s›z LDPE torbalar ikili iflbirli¤i kapsam›nda
temin  edilmifltir.  Her  iki  ambalaj›n  da  ölçüleri
25 x 35 cm’dir. Oksijen geçifl h›z› (OTR) katk›s›z
LDPE  malzemede  3303  cm3 m-2 gün-1,  zeolit
katk›l› LDPE malzemede 5664 cm3 m-2 gün-1; su
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buhar› geçifl h›z› (WVTR) katk›s›z LDPE malzemede
5.24 g m-2 gün-1, zeolit katk›l› LDPE malzemede
17.5  g m-2 gün-1’dür.  Katk›s›z  LDPE  film  50
mikron, zeolit katk›l› LDPE film ise 40 mikron
kal›nl›¤›ndad›r.  Katk›l›  malzeme  %8-15  (a/a)
oran›nda zeolit içermektedir. 

Yöntem

Kivi örnekleri ambalajs›z (aç›k kontrol), katk›s›z-
polietilen ambalajl› (ambalajl› kontrol) ve zeolit
katk›l›-ambalajl› olmak üzere 3 gruba ayr›lm›flt›r.
Her ambalaja yaklafl›k 1 kg kadar kivi tart›lm›flt›r.
Kivi içeren polietilen torbalar ›s›l kaynak makinesi
(ME-400 CFN, Mercier Corporation, Tayvan) ile
yap›flt›r›lm›flt›r.  Tüketici  buzdolab›  koflullar›
hedeflendi¤inden  örnekler  %50  ba¤›l  nemli
ortamda   4 ± 1   °C’de   20   gün   bütün   halde
depolanm›fl  ve  0,  5,  10,  15  ve  20.  günlerde
fizyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal analizler
yap›lm›flt›r. Her analiz günü için her uygulamadan
2 paralel torba haz›rlanm›flt›r. Analiz günleri için
belirlenen  örneklerden  ayr›  olarak  kütle  kayb›
ölçümleri  için  her  uygulamadan  3  paralel
haz›rlanm›flt›r. 

Kütle Kaybı (%)

Kütle kayb›n›n belirlenmesi için her uygulamadan
3  paralel  torba  her  analiz  gününde  ±0.1  g
duyarl›l›¤›ndaki analitik terazi (Sartarius, GE
2101, Almanya) ile tart›lm›flt›r. 5, 10, 15 ve 20.
günlerde elde edilen tart›m sonuçlar› 0. günde elde
edilen tart›m sonuçlar›yla karfl›laflt›r›larak kütle
kayb› % olarak belirlenmifltir. Her bir uygulama
için 3 paralel örne¤in tart›mlar›n›n ortalamas›
al›nm›flt›r.

Gaz Ölçümü

Torba ambalajlar›n tepe bofllu¤u oksijen (%) ve
karbondioksit (%) oranlar› gaz analizörü (Witt,
Oxybaby, Almanya) ile belirlenmifltir. Üzerine
septum  yap›flt›r›lan  torba  ambalajlara  gaz
analizörünün i¤nesi ile girilerek tepe bofllu¤undaki
gaz›n ölçümü yap›lm›flt›r. Her bir uygulama için
yap›lan 4 ölçümün ortalamas› al›nm›flt›r.

Fiziksel Analizler

Kivi  örneklerinde  renk  ve  tekstür  ölçümleri
yap›lm›flt›r. Her iki analiz için de her ambalajdan

5 meyve al›narak her bir meyvenin karfl›l›kl› iki
farkl›  noktas›ndan  ölçüm  yap›lm›flt›r.  Her  bir
uygulama için 20 ölçümün ortalamas› al›nm›flt›r.
Renk ölçümünde CIE L*a*b* ölçe¤inde renk ölçüm
cihaz› (Lovibond RT 300, ‹ngiltere) kullan›larak
örneklerin öncelikle orta noktas›ndan iki ölçüm
yap›larak d›fl renk de¤erleri belirlenmifl, ard›ndan
ikiye kesilerek iç renk de¤erleri çekirdek k›sm› ile
kabuk k›sm› aras›ndaki yeflil bölgeden ölçülmüfltür.
Meyve sertli¤inin belirlenmesinde ise tekstür
analiz  cihaz›n›n  (TA.XT  Plus,  Stable  Micro
Systems, Surrey, ‹ngiltere) s›k›flt›rma (compression)
program›  ile  kivilerin  iki  yüzeyinde  orta
noktalar›ndan 4 mm çap›nda silindir prop, 1 mm/s
h›z ve 7.5 mm penetrasyon mesafesi kullan›larak
penetrasyon kuvveti (N) ölçülmüfltür.

Kimyasal Analizler

Kivi örneklerinde briks, pH ve titrasyon asitli¤i
tayinleri  yap›lm›flt›r.  Her  paralelden  2  ölçüm
yap›lm›fl ve her bir uygulama için 4 ölçümün
ortalamas›  al›nm›flt›r.  Kimyasal  analizler  için
öncelikle her bir ambalajdan al›nan en az 3 kivi
örne¤i blender (Waring, Amerika) yard›m›yla
homojenize edilmifltir. Briks tayini için homojenize
edilen kivi örnekleri filtre ka¤›d›ndan geçirilmifl,
refraktometre (Atago N-50, Japonya) ile ç›kan
meyve suyunun briksi ölçülmüfltür. Titrasyon
asitli¤i  için  homojenize  edilen  örnekten  20 g
al›narak 200 ml’lik balon jojede saf su ile çizgisine
tamamlanm›flt›r.  Haz›rlanan  çözeltiden  25  ml
al›narak  0.1 N  NaOH  ile  pH  8.1’e  kadar  titre
edilmifl,  elde  edilen  sarfiyattan  %  sitrik  asit
cinsinden titrasyon asitli¤i hesaplanm›flt›r. pH
ölçümünde  titrasyon  asitli¤i  için  haz›rlanan
çözeltiden bir behere 20 ml al›narak pH metre
(WTW pH 315i, Almanya) ile ölçüm yap›lm›flt›r (21).

Duyusal Değerlendirme

Renk, tat, tekstür ve genel be¤eni e¤itimli 6 panelist
taraf›ndan  1-5  skalas›nda  de¤erlendirilmifltir.
3  puan  ticari  kabul  edilebilirlik  s›n›r›  olarak
belirlenmifltir. Renk de¤erlendirmesinde 1: yar›
saydam (koyu yeflil), 5: opak (aç›k yeflil); tekstür
de¤erlendirmesinde 1: çok yumuflak, 3: orta, 5:
s›k›-sert;  tat  de¤erlendirmesinde  1:  az  yo¤un,
3:  orta,  5:  çok  yo¤un;  genel  be¤enide  1:  hiç
be¤enmedim, 3: orta, 5: çok be¤endim olarak
belirlenmifltir.
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İstatistiksel Analiz

Kivi örnekleri için ambalaj malzemesi, depolama
süresi ve bu faktörlerin etkileflimlerinin ürünün
kalite özelliklerine etkileri varyans analizleri (‹ki
yönlü  ANOVA)  kullan›larak  belirlenmifltir.
Ortalamalar aras›ndaki farkl›l›klar Duncan çoklu
karfl›laflt›rma  testi  ile  %5  önem  seviyesinde
ve  %95  güven  aral›¤›nda  de¤erlendirilmifltir.
‹statistiksel analizlerde IBM SPSS 20 istatistik
program› kullan›lm›flt›r. 

BULGULAR VE TARTIŞMA
Kütle Kaybı (%)

Kütle kayb› meyve ve sebzeler aç›s›ndan önemli
bir kalite kriteridir. Meyvede kütle kayb›n›n art›fl›
ile  ürün  albenisi  ve  pazar  kalitesi  olumsuz
etkilenmekle birlikte kütlesel azalmadan dolay›
ekonomik aç›dan da kay›p yaflanmaktad›r (6).
Kütle kayb› de¤erlerine bak›ld›¤›nda 20. günde
ambalajs›z kivi örneklerinde %4.18 gibi bir oranda
kay›p görülürken katk›s›z ve katk›l› PE torbalarda
kütle  kayb›n›n  s›ras›yla  %0.10 ve %0.17 gibi
düflük bir seviyede oldu¤u gözlemlenmifltir. 20.
günde katk›l› ve katk›s›z PE ambalajl› örneklerin
kütle kayb› de¤erleri aras›nda istatistiksel aç›dan
bir farkl›l›k bulunmam›flt›r (P>0.05). Mastromatteo
ve  ark.  (2011)  taraf›ndan  sodyum  aljinat  ile
kaplanm›fl ve gerdirilmifl polipropilen (OPP) film
ile  pasif  MAP  flartlar›nda  ambalajlanm›fl  kivi
örneklerinde 4 °C’de 13. günde %0.438-%0.575
aral›¤›nda kütle kayb› oldu¤u belirtilmifltir (22).
Hu ve ark. (2011) taraf›ndan yap›lan çal›flmada
ise kivi örneklerinde, 4 °C’de 21. günde kütle
kayb› nanokompozit bazl› PE ambalaj ve kontrol
PE  ambalaj›n  her  ikisinde  de  yaklafl›k  %0.45
civar›nda bulunmufltur (20). Bu çal›flmada katk›l›
ve katk›s›z PE ambalajl› örneklerden elde edilen
kütle kayb› de¤erleri literatürde rapor edilen
de¤erlerden  daha  düflüktür.  Kütle  kayb›n›n
düflük olmas› kullan›lan PE bazl› malzemelerin nem
geçirgenli¤inin düflük olmas› ile iliflkilendirilebilir.
Genellikle ambalajs›z olarak sat›fla sunulan kivinin
kütle kayb›n›n %4 civar›nda olmas› ise önemli bir
ekonomik kayba iflaret etmektedir.

Tepe Boşluğu O2 ve CO2 Oranları (%)

Katk›s›z  PE  torbalarda  %O2 oran›  depolama
süresince sürekli azalma göstermifl, katk›l› PE
torbalarda ise depolaman›n ilk gününe göre 5.

günde bir düflüfl olmakla birlikte bu günden sonra
sabitlenmifl  ve  denge  atmosferi  oluflmufltur
(fiekil 1). Zeolit katk›l› PE torbalarda 20. günde
ölçülen O2 oran›n›n (%15.3) katk›s›z PE torbalara
göre (%4.0) daha yüksek seviyede oldu¤u tespit
edilmifltir. CO2 de¤erlerine bak›ld›¤›nda ise 20.
günde katk›l› PE torbalardaki CO2 oran›n›n (%3.8)
katk›s›z PE torbalardaki CO2 oran›na (%7.0) göre
daha düflük seviyede oldu¤u tespit edilmifltir.
Rocculi ve ark. (2005)’n›n yapt›klar› çal›flmada
200 µm kal›nl›¤›nda polipropilen filmle 4 °C’de
normal atmosfer koflullar› alt›nda ambalajlanan
kivilerde 12. günde ambalaj içindeki O2 miktar›
%0.25’e düflerken, CO2 miktar› %54.60’a ç›km›flt›r
(16).  Mastromatteo  ve  ark.  (2011)  taraf›ndan
yap›lan çal›flmada ise pasif MAP koflullar›nda, 20 µm
OPP film ile ambalajlanan ve 4 °C’de depolanan
‘Hayward’ çeflidi kivilerde ürün solunumuna
ba¤l› olarak benzer flekilde O2 miktar›nda düflüfl,
CO2 miktar›nda ise art›fl gözlenmifl, 13. günde O2

ve CO2 oranlar› s›ras›yla yaklafl›k olarak %7 ve %6
civar›nda ölçülmüfltür. Pasif MAP uygulamas›nda
hedeflenen normal atmosfer koflullar›na göre O2

oran›n›n belirli bir orana düflerek sabitlenmesi,
CO2 oran›n›n  da  artarak  belirli  bir  oranda
sabitlenmesi ile denge atmosferinin kurulmas›d›r.
Zeolit  katk›l›  PE  ambalaj  denge  atmosferinin
kurulmas›nda, özellikle O2 oran›n›n dengede
tutulmas›nda  katk›s›z  PE  ambalaja  göre  daha
baflar›l› sonuç vermifltir. Katk›s›z PE malzemede CO2

oran›n›n depolama boyunca katk›l› malzemeye
k›yasla  daha  fazla  yükselmesi  malzeme  gaz
geçirgenli¤inin  (CO2)  daha  düflük  olmas›  ile
iliflkilendirilmifltir. Depolamada denge atmosferine
daha erken ulafl›lmas› ürün solunumunun daha
k›sa sürede kontrol alt›na al›narak raf ömrünün
uzat›lmas›n› sa¤lamaktad›r.

Fiziksel Kalite

Renk (L*, a*, b*)

Kivi örneklerinin d›fl renk L* (0:siyah, 100:beyaz),
a* (-60:yeflil, +60:k›rm›z›) ve b* (-60:mavi, +60:sar›)
de¤erlerinin yer ald›¤› Çizelge 1’e bak›ld›¤›nda,
parlakl›¤› ifade eden L* de¤eri d›fl kabukta 20
günlük   depolama   süresi   boyunca   kontrol
örneklerinde de¤iflim göstermekle birlikte, katk›l›
PE   torbada   önemli   bir   de¤iflim   olmad›¤›
görülmektedir. 20. günde ambalajl› ve ambalajs›z
tüm örneklerin L* de¤erleri aras›nda önemli bir
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fark  bulunmamaktad›r  (P>0.05).  D›fl  kabukta
k›rm›z›l›¤› ifade eden a* ve sar›l›¤› ifade eden b*
de¤erlerinde de 20. günde örnekler aras›nda
önemli düzeyde bir farkl›l›k görülmemifltir (P>0.05).
Genel olarak kivi meyvelerinde olgunlaflma ile
meyvenin d›fl görünüflünde önemli bir de¤ifliklik

olmad›¤›, kabu¤un parlak ve kahverengi tüylerini
korudu¤u, meyve içinin de parlak yeflil oldu¤u,
olgunlaflma aflamas›nda hafif yumuflama bafllad›¤›
bildirilmektedir (8). Bununla birlikte olgunlaflma
boyunca  iç  renkte  de¤ifliklikler gözlenebilece¤i
de belirtilmektedir (20).
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fiekil 1. Kivi meyvesinde katk›s›z PE (M1) ve zeolit katk›l› PE (M2) ambalaj malzemelerinin so¤uk depolama süresince tepe
bofllu¤u oksijen ve karbondioksit oranlar›na (%) 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

Çizelge 1. Farkl› ambalaj malzemelerinin so¤uk depolamada kivi meyvesinin d›fl renk (L*a*b*) de¤erlerine etkisi
Table 1. Effect of different packaging materials on external color values (L*a*b*) of kiwifruit during cold storage period

D›fl Renk (L*)  External Color (L*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 47.70±2.12Aab 48.61±2.37Aa 47.63±1.73Aab 45.08±2.11Bc 46.69±2.10Ab

M1 47.70±2.12Aa 45.81±2.20Bb 46.07±2.42Ab 46.61±2.38ABab 45.69±2.09Ab

M2 47.70±2.12Aa 46.09±2.15Ba 46.36±2.91Aa 47.01±2.88Aa 46.06±2.26Aa

D›fl Renk (a*)  External Color (a*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 8.45±1.57Aab 7.75±1.43Bb 8.57±1.57Aab 8.91±0.92Aa 8.92±1.45Aa

M1 8.45±1.57Aa 7.94±1.51Aba 8.75±1.48Aa 8.76±1.52Aa 8.86±0.85Aa

M2 8.45±1.57Aab 8.74±1.10Aab 9.39±1.51Aa 8.08±1.56Ab 9.25±1.40Aa

D›fl Renk (b*)  External Color (b*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün DDay 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 27.56±1.61Aa 27.79±2.36Aa 28.13±2.27Aa 24.96±2.32Cb 27.57±1.68Aa

M1 27.56±1.61Ab 26.37±2.95Ab 27.89±2.32Ab 30.54±2.75Aa 27.96±2.54Ab

M2 27.56±1.61Aa 27.65±1.30Aa 27.77±2.39Aa 28.12±2.37Ba 27.42±1.98Aa

Aa Her  bir  kolonda,  ayn›  büyük  harfler  uygulamalar  aras›nda P≤0.05  düzeyinde  önemli  bir  farkl›l›¤›n  bulunmad›¤›n›
göstermektedir. Her bir sat›rda ayn› küçük harfler her bir uygulama için depolama süresi aç›s›ndan P≤0.05 düzeyinde önemli
bir farkl›l›¤›n bulunmad›¤›n› göstermektedir. K1: Ambalajs›z kontrol, M1: Zeolit katk›s›z PE, M2: Zeolit katk›l› PE
Aa 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 çekirdekleri aras›nda transparan
bir yap› görülmektedir. Olgunlaflman›n devam
etmesiyle meyvenin çekirde¤i ile kabu¤u aras›ndaki
meyve eti k›sm› da zamanla transparan bir hale
dönüflmektedir. Transparan yap›n›n art›fl› kivinin
görsel be¤enisini olumsuz yönde etkilemektedir,
bu sebepten ötürü kivi meyvesi aç›s›ndan iç renk
de¤eri özellikle de transparan yap› oluflumu
önemli bir kalite kriteridir (23, 24). Çizelge 2’de yer
alan iç renk L*, a* ve b* de¤erlerine bak›ld›¤›nda
20. günde 0. güne k›yasla ambalajl› ve ambalajs›z
tüm  örneklerin  L*,  a*  ve  b*  de¤erleri  aras›nda
istatistiksel aç›dan önemli bir fark bulunmad›¤›
görülmüfltür  (P>0.05).  Rocculi  ve  ark.  (2005)
taraf›ndan yap›lan çal›flmada tüm kivi örneklerinde
L*   de¤erlerinde   depolama   boyunca   düflüfl
gözlenmifltir. Ayn› zamanda tekstürde yumuflama
ile L* de¤erleri aras›nda pozitif bir korelasyon
bulundu¤u rapor edilmifltir (16). Daha önceki
çal›flmalarda da kivinin tekstür de¤iflimlerinin
rengi etkiledi¤i görülmüfltür (16, 25). Küçük
(2006) taraf›ndan yap›lan çal›flmada ise 4 °C’de
31.  günlük  muhafaza  süresi  boyunca  KMnO4

emdirilmifl zeolit içeren paketlemenin kontrol
paketlemeye göre L*, a* ve b* de¤erleri üzerinde
önemli bir de¤iflime neden olmad›¤› saptanm›flt›r
(19).  Hasattan  sonra  klorofil  kayb›n›n  düflük
s›cakl›kta bile ilerledi¤i, uzun süre depolanan
meyve ve sebzelerde yeflil rengin kayboldu¤u,

ayr›ca  etilenin  klorofil  kayb›n›  h›zland›rd›¤›
belirtilmektedir  (19,  26).  ‹ç  rengin  fazla  bir
de¤iflime u¤ramamas› ise olgunlaflman›n yavafl
bir seyir izlemesi ile iliflkilendirilebilir.

Tekstür (Penetrasyon Kuvveti, N)

Kivi meyvesinde ölçülen penetrasyon kuvveti (N)
de¤erleri üründeki sertlik-yumuflakl›k hakk›nda
bilgi vermektedir. Tüm örneklerin depolama süresi
boyunca sertlik de¤erlerinde önemli derecede
bir  düflüfl  görülmüfltür  (Çizelge  3).  Katk›l›  PE
ambalaj  10.  günde  sertlik  de¤eri  bak›m›ndan
ambalajs›z kontrole göre daha yüksek iken 20.
günde   penetrasyon   kuvveti   (N)   de¤erleri
bak›m›ndan örnekler aras›nda önemli bir fark
tespit edilmemifltir (P>0.05). 

Kivide olgunlaflmayla birlikte meyve eti sertli¤inin
giderek azald›¤›, bu azalman›n birçok enzimin
kontrolünde  olan  pektin  metabolizmas›ndaki
etkinlikten ileri geldi¤i vurgulanmaktad›r (17).
Ben-Arie  ve  ark.  (1982)  taraf›ndan  kivilerin
depolanma periyodu boyunca olgunlaflmas›ndaki
de¤iflimler üzerine yap›lan çal›flmada hasattan
sonra   meyve   sertli¤inin   zamanla   azald›¤›
gözlemlenmifltir  (27).  Meyve  ve  sebzelerin
yumuflama h›z›n›n esas›nda do¤rudan pektik
maddelerin parçalanma h›z› ile orant›l› oldu¤u,
pektinlerin parçalanmas›nda rol alan en önemli
enzimin ise pektin esteraz oldu¤u bilinmektedir.

282

Çizelge 2. Farkl› ambalaj malzemelerinin so¤uk depolamada kivi meyvesinin iç renk (L*a*b*) de¤erlerine etkisi
Table 2. Effect of different packaging materials on internal color values (L*a*b*) of kiwifruit during cold storage period

‹ç Renk (L*) Internal Color (L*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 50.66±2.87Aa 49.28±4.02Aab 47.35±4.96Ab 49.39±2.34Aab 49.74±1.59Aa

M1 50.66±2.87Aa 48.32±4.02Aa 49.24±3.52Aa 50.80±1.85Aa 49.37±5.06Aa

M2 50.66±2.87Aa 48.54±4.06Aab 49.94±3.60Aa 46.99±3.98Bb 48.78±4.09Aab

‹ç Renk (a*)  Internal Color (a*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 -6.68±0.80Aab -6.03±1.73Aa -6.24±1.21Aab -7.03±1.01Bb -6.39±0.83ABab

M1 -6.68±0.80Aa -6.79±1.02Ab -5.53±3.02Aa -5.89±1.33Aab -6.77±1.04Bb

M2 -6.68±0.80Ab -6.72±1.08Ab -6.49±0.93Ab -6.34±0.89ABab -5.83±1.06Aa

‹ç Renk (b*)  Internal Color (b*)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 22.66±1.69Aab 21.11±4.35Ab 21.69±3.43Ab 24.13±2.64Aa 22.64±1.98ABab

M1 22.66±1.69Aab 22.41±3.16Aab 22.02±2.64Aab 21.07±3.64Bb 23.97±3.49Aa

M2 22.66±1.69Aab 21.75±3.66Aab 23.24±2.36Aa 21.00±2.12Bb 21.08±2.64Bb

Aa Her  bir  kolonda,  ayn›  büyük  harfler  uygulamalar  aras›nda  P≤0.05  düzeyinde  önemli  bir  farkl›l›¤›n  bulunmad›¤›n›
göstermektedir. Her bir sat›rda ayn› küçük harfler her bir uygulama için depolama süresi aç›s›ndan P≤0.05 düzeyinde önemli
bir farkl›l›¤›n bulunmad›¤›n› göstermektedir. K1: Ambalajs›z kontrol, M1: Zeolit katk›s›z PE, M2: Zeolit katk›l› PE
Aa 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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Hasattan   sonra   pektin   esteraz   aktivitesi
yükselmekte ve meyve ve sebzelerin yumuflamas›na
sebep olmaktad›r (19, 28). Yap›lan bu çal›flmada
depolama süresi sonunda ambalajs›z örneklerin
penetrasyon kuvvetinin (N) ambalajl› örneklere
yak›n ç›km›fl olmas›, ambalajs›z örneklerde kütle
kayb›na ba¤l› olarak kabukta oluflan büzüflme ve
buruflmalar nedeniyle penetrasyon kuvvetinin (N)
artt›¤› yönündedir. Ancak duyusal de¤erlendirmede
ambalajs›z kivi tekstürünün ambalajl› örneklerden
daha yumuflak oldu¤u da tespit edilmifltir.

Kimyasal Kalite 

Briks (%)

Çizelge  4’te  yer  alan  briks  (%)  de¤erlerine
bak›ld›¤›nda katk›l› PE ambalajl› ve ambalajs›z
örneklerin briks (%) de¤erlerinde depolama süresi
boyunca önemli bir de¤iflim olmad›¤›, katk›s›z
PE ambalajl› örnekte ise depolama süresince
briks (%) de¤erinde 0. güne göre azalma oldu¤u
görülmüfltür. Depolama sonunda ise (20. gün)
ambalajl›  ve  ambalajs›z  örneklerin  briks  (%)
de¤erleri aras›nda istatistiksel aç›dan bir fark
olmad›¤› gözlenmifltir (P>0.05). Actinidia deliciosa
‘Hayward’   gibi   yeflil   meyve   etli   kivilerde
olgunlaflma boyunca niflasta parçalanmas› oldu¤u
belirtilmektedir (8, 29). Kivi meyvelerinin en
uygun yeme olumuna ulaflt›klar› suda çözünür
kuru madde oran›n›n %12 oldu¤u bildirilmektedir
(8, 30). Çal›flmada 20 gün boyunca briks de¤erlerinde
önemli   bir   de¤ifliklik   olmamas›   örneklerin
olgunlaflmas›n›n  oldukça  yavafl  bir  düzeyde
seyretti¤i fleklinde yorumlanabilir.

pH

pH de¤erleri bak›m›ndan genel olarak ambalajl›
örneklerde depolama süresi boyunca çok düflük
düzeyde bir art›fl, ambalajs›z kontrol örne¤inde

ise bir düflüfl gözlenmifltir (Çizelge 4). 20. günde
katk›s›z ve katk›l› PE torbalar›n pH de¤erleri
(s›ras›yla 3.69 ve 3.68) aras›nda fark görülmemifl,
ambalajs›z kontrol örne¤inin pH de¤eri (3.57) ise
ambalajl› örneklerden daha düflük bulunmufltur
(P≤0.05). Meyvenin olgunlu¤unun ilerlemesine
ba¤l› olarak birçok meyvede genellikle asitli¤in
azald›¤›, pH düzeyinde ise art›fl meydana geldi¤i
bilinmektedir  (6,  31).  Genel  olarak  meyve
olgunlaflmas›n›n  beraberinde  pH’da  de¤iflim
yaflanaca¤› göz önüne al›nd›¤›nda; bu çal›flmada
depolama  boyunca  ambalajl›  örneklerin  pH
de¤erlerinde önemli düzeyde de¤iflim olmamas›
ürün olgunlaflmas›n›n kontrol alt›nda oldu¤unun
bir göstergesi olarak düflünülebilir.

Titrasyon asitliği (%)

Titrasyon asitli¤i (%) de¤erleri Çizelge 4’de yer
almaktad›r. Titrasyon asitli¤i (%) de¤erleri, pH
de¤erlerinin tersine ve bu de¤erlere uyumlu
olarak katk›s›z ve katk›l› PE torbalarda (s›ras›yla
%1.13 ve %0.99) ambalajs›z kontrol örne¤ine
(%1.36)  göre  daha  düflüktür  (P≤0.05).  Kivi
meyvesinin   depolama   periyodu   boyunca
asitli¤indeki düflüfl beklenen bir durum olmakla
beraber, yap›lan çal›flmalarda bu düflüflün mümkün
oldu¤unca az bir e¤ilim göstermesini sa¤lamak
ve  bu  sayede  meyvenin  muhafaza  kalitesini
korumak amaçlan›r (6). Asitlik (%) de¤erlerinin
korunmas›  bak›m›ndan  katk›l›  PE  ambalajla
katk›s›z  PE  ambalaj  aras›nda  önemli  bir  fark
olmad›¤› saptanm›flt›r (P>0.05).

Duyusal Değerlendirme

Kivi meyvelerinde duyusal renk, tekstür, tat ve
genel ürün be¤enisi puanlar›n›n yer ald›¤› Çizelge
5’e bak›ld›¤›nda katk›l› PE torban›n 20. günde
kabul edilebilirlik s›n›r› olan 3’ün alt›na düflmedi¤i
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Çizelge 3. Farkl› ambalaj malzemelerinin so¤uk 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. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 24.94±2.77Aa 25.28±4.34Aa 20.75±3.96Bb 24.78±3.55Aa 18.15±2.81Ac

M1 24.94±2.77Aa 21.09±4.58Bbc 21.96±5.50ABbc 22.82±5.45Aab 19.12±2.92Ac

M2 24.94±2.77Aa 23.10±5.80ABa 23.92±3.63Aa 19.75±1.59Bb 19.40±2.66Ab

Aa Her  bir  kolonda,  ayn›  büyük  harfler  uygulamalar  aras›nda  P≤0.05  düzeyinde  önemli  bir  farkl›l›¤›n  bulunmad›¤›n›
göstermektedir. Her bir sat›rda ayn› küçük harfler her bir uygulama için depolama süresi aç›s›ndan P≤0.05 düzeyinde önemli
bir farkl›l›¤›n bulunmad›¤›n› göstermektedir. K1: Ambalajs›z kontrol, M1: Zeolit katk›s›z PE, M2: Zeolit katk›l› PE
Aa 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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izlenmifltir. Bunun yan›nda kontrol örnekleri 20.
günde kabul edilebilir s›n›r›n alt›nda kalm›flt›r.
‹ncelenen tüm duyusal niteliklerde 20. günde en
yüksek puanlar› katk›l› PE ile ambalajl› örnekler
alm›flt›r.  Gözlenen  bu  sonuçlar  katk›l›  PE  ile
ambalajl› örneklerin 20 gün depolanabilece¤ini
göstermektedir. Küçük (2006) taraf›ndan %5 ve
%10 KMnO4 emdirilmifl zeolit içeren ve içermeyen
HDPE torbalarla ambalajlanan kivi örneklerinde
2. haftada yap›lan duyusal analiz sonuçlar›na göre
%10 KMnO4’l› zeolitlerle paketlenen örneklerin
di¤er örneklere göre daha sert bulundu¤u, renk
de¤erlendirmesi aç›s›ndan ise örnekler aras›nda
önemli bir fark bulunmad›¤› ifade edilmifltir (19).
Depolama süresinin sonuna kadar duyusal renk,
tekstür, tat ve genel be¤eni aç›s›ndan en be¤enilen
örne¤in  katk›l›  PE  ambalajl›  örnek  olmas›,  bu
uygulaman›n duyusal kaliteyi korumas› aç›s›ndan
daha uygun oldu¤unu göstermektedir.

SONUÇ
Ambalajs›z kivi örneklerinde ekonomik aç›dan
önemli say›lacak düzeyde kütle kayb›n›n ortaya
ç›kmas›,  kivi  meyvesinin  ambalajl›  olarak
muhafazas›na  gereksinim  oldu¤unu  ortaya

koymaktad›r. Zeolit katk›l› PE ambalaj ile istenilen
denge gaz atmosferine depolaman›n 5. gününde
ulafl›lmas› ile solunumun kontrol alt›na al›nd›¤›
ve bu sebeple fiziksel ve kimyasal özelliklerde
çok  büyük  de¤iflim  ortaya  ç›kmad›¤›  tespit
edilmifltir. Katk›l› PE ambalajl› örnekler ile kontrol
örnekleri  aras›nda  en  önemli  fark  duyusal
özelliklerde ortaya ç›km›flt›r ve bu fark raf ömrü
aç›s›ndan  belirleyici  olmufltur.  Ambalajl›  ve
ambalajs›z kontrol örneklerinin raf ömrü 15 günle
s›n›rl›  kal›rken  katk›l›  PE  ambalajl›  örneklerin
en  az  20  günlük  raf  ömrüne  sahip  olduklar›
görülmüfltür. 

TEŞEKKÜR

Çal›flmaya katk›lar›ndan dolay› Korozo Ambalaj
San. ve Tic. A.fi.’ye (‹stanbul) ve laboratuvar
denemelerine  yard›mc›  olan  yüksek  lisans
ö¤rencileri Elif Posto¤lu, Meliha Öztürk ve
Tuncay Tiribolulu’ya teflekkür ederiz. 

Bu makale, aniden ve çok erken kaybetti¤imiz
ve g›da ambalajlama alan›nda çok büyük emekleri
olan, bu çal›flman›n gerçekleflti¤i ambalajlama
laboratuvar›n›n kurulmas›nda da önemli katk›lar›
olan Muharrem Demir’in an›s›na atfedilmifltir. 

Çizelge 4. Farkl› ambalaj malzemelerinin so¤uk depolamada kivi meyvesinin briks (%), pH ve titrasyon asitli¤i (%) de¤erlerine etkisi
Table 4. Effect of different packaging materials on brix (%), pH and titratable acidity (%) of kiwifruit during cold storage period

Briks (%)  Brix (%)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 13.45±0.41Aa 13.25±1.56Aa 13.45±0.17Aa 13.13±0.43Aa 13.38±0.51Aa

M1 13.45±0.41Aa 12.63±0.49Abc 12.75±0.37Bab 11.98±0.34Bc 12.53±0.67Abc

M2 13.45±0.41Aa 13.03±0.17Aa 13.18±0.32ABa 12.58±0.55ABa 12.73±0.90Aa

pH

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 3.62±0.05Aab 3.48±0.04Ac 3.70±0.05Aa 3.65±0.12Aab 3.57±0.04Bbc

M1 3.62±0.05Ac 3.48±0.02Ad 3.63±0.03Bc 3.74±0.00Aa 3.69±0.01Ab

M2 3.62±0.05Aab 3.55±0.05Ab 3.65±0.04ABab 3.64±0.04Aab 3.68±0.11ABa

Titrasyon Asitli¤i (%) Titratable Acidity (%)

0. gün  Day 0 5. gün  Day 5 10. gün Day 10 15. gün  Day 15 20. gün Day 20

K1 1.28±0.09Aa 1.26±0.06Aa 1.23±0.05Aab 1.10±0.16Ab 1.36±0.02Aa

M1 1.28±0.09Aa 1.11±0.07Bbc 1.20±0.03Aab 1.05±0.01Ac 1.13±0.12Bbc

M2 1.28±0.09Aa 1.21±0.06ABa 1.05±0.07Bbc 1.19±0.12Aab 0.99±0.14Bc

Aa Her  bir  kolonda,  ayn›  büyük  harfler  uygulamalar  aras›nda  P≤0.05  düzeyinde  önemli  bir  farkl›l›¤›n  bulunmad›¤›n›
göstermektedir. Her bir sat›rda ayn› küçük harfler her bir uygulama için depolama süresi aç›s›ndan P≤0.05 düzeyinde önemli
bir farkl›l›¤›n bulunmad›¤›n› göstermektedir. K1: Ambalajs›z kontrol, M1: Zeolit katk›s›z PE, M2: Zeolit katk›l› PE
Aa 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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Renk Color
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göstermektedir. Her bir sat›rda ayn› küçük harfler her bir uygulama için depolama süresi aç›s›ndan P≤0.05 düzeyinde önemli
bir farkl›l›¤›n bulunmad›¤›n› göstermektedir. K1: Ambalajs›z kontrol, M1: Zeolit katk›s›z PE, M2: Zeolit katk›l› PE
Aa 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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TEKİRDAĞ'DA SATIŞA SUNULAN IHLAMUR (TILIA SPP.)
VE KUŞBURNU (ROSA CANINA) ÖRNEKLERİNDE

AFLATOKSİN VARLIĞININ ARAŞTIRILMASI

Öz

Bu çal›flmada, Tekirda¤ ili ve ilçelerindeki farkl› sat›fl noktalar›ndan temin edilen 15 adet ›hlamur ve 15
adet kuflburnu örne¤inde, aflatoksin B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) ve G2 (AFG2) varl›¤› HPLC yöntemi
ile araflt›r›lm›flt›r. Ayr›ca, örneklerde nem, su aktivitesi (aw) tayini, toplam mezofilik aerobik bakteri ve
toplam maya küf say›m› da yap›lm›flt›r. Aflatoksin analizi sonucunda, ›hlamur örneklerinden birinde
0.158 µg/kg AFG1 ve 0.168 µg/kg AFG2, bir di¤erinde ise 0.162 µg/kg AFG2 bulunmufl, örneklerdeki
aflatoksin  miktarlar›n›n  yasal  limitlerin  alt›nda  oldu¤u  belirlenmifltir.  Di¤er  ›hlamur  ve  kuflburnu
örneklerinde ise, düzeyi tayin limitinin (AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 için s›ras›yla 0.155, 0.168, 0.156,
0.162 µg/kg) alt›nda olmakla birlikte, incelenen aflatoksinlerden en az biri tespit edilmifltir. Bu çal›flmada
incelenen örneklerde düflük düzeyde de olsa aflatoksinlerin tespit edilmesi, özellikle hassas tüketici
gruplar› taraf›ndan bitki çay› olarak tüketilebilen ›hlamur ve kuflburnu gibi ürünlerde aflatoksinlerin
bulunabilece¤ini göstermektedir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksinler, ›hlamur, kuflburnu, mikotoksin

DETERMINATION OF AFLATOXINS IN LINDEN (TILIA SPP.) and 
ROSEHIP (ROSA CANINA) SAMPLES SOLD IN TEKİRDAĞ PROVINCE

Abstract

Aflatoxin B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) and G2 (AFG2) contents of 15 linden and 15 rosehip provided
from supermarkets, herbalists and bazaars in Tekirda¤ province were investigated using HPLC method.
Samples were also assayed for moisture, water activity (aw), total mesophilic aerobic bacteria (TMAB)
and total yeast and mould counts. One of the linden samples was determined to contain AFG1 and
AFG2 at levels of 0.158 µg/kg and 0.168 µg/kg, respectively. AFG2 content of another linden sample
was determined to be 0.162 µg/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 µg/kg for AFB1, AFB2, AFG1, AFG2,
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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GİRİŞ
Çay bitkisi (Camellia sinensis) d›fl›ndaki herhangi
bir  t›bbi  veya  aromatik  bitkiden  haz›rlanan
çaylar  olarak  tan›mlanabilen  bitki  çaylar›,
günümüzde sa¤l›k üzerine faydal› etkileri sebebiyle
kullan›lman›n yan› s›ra, siyah çaya alternatif bir
s›cak içecek olarak da s›kl›kla tüketilmektedir (1,
2). Çay yap›m›nda kullan›lan bitkilerin içerdi¤i
antioksidan aktiviteye de sahip; A, C, E vitaminleri
ve  fenolik  bileflikler  gibi  birçok  maddenin,
hastal›klar› önleme ve tedavi etmedeki rollerinin
anlafl›lmas› ile bitki çaylar›na olan ilgi son y›llarda
önemli  ölçüde  artm›flt›r  (3,  4).  Ülkemizde,
yetiflkinler taraf›ndan tercih edildi¤i gibi çocuklara
da içirilen bitki çaylar›n›n bafl›nda ›hlamur ve
kuflburnu gelmektedir (5-7).

Henüz yetifltirilme aflamas›nda dahi toprak, hava, su
gibi d›fl etmenlere ba¤l› olarak mikroorganizmalar›n
kontaminasyonuna aç›k olmalar› ve tüketime haz›r
hale  gelmeden  önce  bunlar›  elimine  etmeye
yönelik çok az ifllemden geçmeleri nedeniyle,
çay yap›m›nda kullan›lan bitkiler, mikrobiyolojik
aç›dan  tehlikeli  hale  gelebilmektedir  (8-10).
Atmosferde yayg›n olarak bulunmalar›ndan dolay›
küfler, bitki çaylar›n›n da aralar›nda yer ald›¤›
bitkisel materyalde en s›k karfl›lafl›lan kontaminantlar
aras›nda  yer  almaktad›r.  Bu  türden  bitkiler,
aralar›nda toksijenik türlerin de yer ald›¤› küfleri
yüksek düzeyde bar›nd›rabilmektedir (8, 11-14).
Toksijenik küflerin varl›¤› mikotoksin oluflumu
riskini de beraberinde getirmektedir (15).

Aflatoksinler, Aspergillus cinsine ait farkl› türler
taraf›ndan oluflturulan ve üzerinde en çok araflt›rma
yap›lan mikotoksin grubudur. Bir kumarin halkaya
ba¤l› dihidrofuran veya tetrahidrofuran yap›dad›r
(16). Günümüzde tan›mlanan aflatoksin türevleri
say›s›n›n 20’nin üzerinde oldu¤u bilinmekle
birlikte, aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin B2

(AFB2), aflatoksin G1 (AFG1) ve aflatoksin G2

(AFG2) bu grubun en önemli toksinleri olarak
görülmektedir (16-18). G›dalarda en s›k karfl›lafl›lan
aflatoksin  üreticisi  iki  ana  türden  biri  olan
Aspergillus flavus, AFB1 ve AFB2, Aspergillus
parasiticus ise  AFB1,  AFB2,  AFG1 ve  AFG2

üretebilmektedir  (19,  20).  Bu  iki  küf  dünya
genelinde g›dalarda bulunan aflatoksinlerden
büyük  oranda  sorumlu  tutulmaktad›r  (21).

Aflatoksinler, karsinojenik, teratojenik, mutajenik
ve hepatotoksik etkileri nedeniyle, insan ve hayvan
sa¤l›¤›na yönelik ciddi tehlike oluflturmaktad›r
(22). Uluslararas› Kanser Araflt›rma Ajans› (IARC)
taraf›ndan  aflatoksinler  "Grup  I:  ‹nsanlar  için
karsinojen"   olarak   s›n›fland›r›lm›flt›r   (21).
Aflatoksinlerin,  kuru  yemifller,  kurutulmufl
meyveler,  tah›llar,  baharatlar,  yumurta,  süt,
peynir,  yo¤urt  gibi  ürünlerde  bulunabildi¤i
bilinmektedir  (20,  23,  24).  Bununla  birlikte,
s›kl›kla  t›bbi  amaçlarla  kullan›lan  ›hlamur  ve
kuflburnunun da aralar›nda yer ald›¤› bitki çaylar›nda
aflatoksinler ve di¤er mikotoksinlerin varl›¤›n›
tespit etme amac›yla yap›lm›fl az say›da çal›flma
mevcuttur (25-28). Bu nedenle bu çal›flmada,
insan sa¤l›¤› üzerine olumsuz etkileri oldu¤u
bilinen  aflatoksinlerin,  çay›  yap›larak  yayg›n
flekilde  tüketilen  ›hlamur  ve  kuflburnundaki
varl›¤›n›n HPLC gibi hassas bir yöntemle belirlenmesi
amaçlanm›flt›r.

MATERYAL VE YÖNTEM
Bu çal›flmada, Tekirda¤ ve ilçelerinde bulunan
ve tesadüfi örnekleme yöntemiyle seçilen aktar,
market ve semt pazarlar›ndan oluflan 30 farkl›
sat›fl noktas›ndan, 2015 y›l› fiubat ve Mart aylar›nda
ambalajs›z olarak temin edilen 15 adet ›hlamur
ve 15 adet kuflburnu örne¤i kullan›lm›flt›r. 

Nem tayini, su aktivitesinin belirlenmesi ve
mikrobiyolojik analizler

Ihlamur ve kuflburnu örneklerinin nem de¤erleri
etüv (Drying Oven DHG-9055A)  kullan›larak
105 °C’de belirlenmifltir (29). Su aktivitesi tespiti
için su aktivitesi tayin cihaz› (Decagon Device,
Pullman WA, ABD) kullan›lm›flt›r (30). Her bir
örnekten haz›rlanan dilüsyonlardan, TMAB say›m›
için Plate Count Agar (PCA, Merck) besiyerine
yüzeye yayma yöntemi ile ekim yap›lm›fl ve 48
saat süre ile 28-30 °C’de inkübasyona b›rak›lm›flt›r
(31). Maya ve küflerin say›m› amac›yla Potato
Dextrose Agar (PDA, Merck) besiyeri kullan›lm›fl
ve yüzeye yayma yöntemi ile ekim yap›l›p, 25
°C’de 5 günlük inkübasyon gerçeklefltirilmifltir
(12). ‹nkübasyonun ard›ndan geliflen koloniler
say›lm›fl ve sonuçlar "koloni oluflturan birim/
gram" (kob/g) olarak ifade edilmifltir. 
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Aflatoksin analizi

Aflatoksin analizine ait ekstraksiyon ve saflaflt›rma
aflamalar›,  R-Biopharm  Firmas›  taraf›ndan
önerilen yöntemde k›smen de¤ifliklik yap›larak
gerçeklefltirilmifltir (32-34). Ihlamur ve kuflburnu
örnekleri öncelikle blenderda (Waring Commercial
Laboratory Blender, ABD) ö¤ütülmüfl ve homojenize
edilmifltir. Hassas terazide (Precisa, XB 220A,
Precisa Gravimetrics AG, ‹sviçre) 50 g örnek
tart›lm›fl, üzerine 300 mL asetonitril/metanol (1:1,
v:v) kar›fl›m› ve 4 g NaCl eklenerek aflatoksinler
ekstrakte edilmifltir. Kar›fl›m Whatman no:4 filtre
ka¤›d›ndan süzülmüfltür. Süzüntünün 3 mL’si
pipet yard›m›yla bir behere al›narak, üzerine 12
mL fosfat tamponu (PBS) eklenerek, süzüntü
seyreltilmifltir. Saflaflt›rma aflamas›nda kullan›lacak
immunoaffinite    kolon    (EASI-EXTRACT®
AFLATOXIN,   R-Biopharm   AG,   Darmstadt,
Almanya) öncelikle vakum manifoldu (Supelco
Visiprep 57030-U, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Almanya) ve vakum pompas› (Isolab GM-0.5,
Interlab, Türkiye) kullan›larak 5 mL/dak. h›zla 10
mL PBS geçirilerek flartland›r›lm›flt›r. Daha sonra
seyreltilmifl filtrat (0.5 g örne¤e tekabül eden) 3
mL/dak. h›zla, antikorlarla toksinlerin birbirine
ba¤lanaca¤›   EASI-EXTRACT®   AFLATOXIN
kolondan  geçirilmifltir.  Ard›ndan  20  mL  PBS,
5 mL/dak.  h›zla  geçirilerek  kolon  y›kanm›flt›r.
Aflatoksinler, kolondan saniyede 1 damla geçecek
flekilde 1 mL metanol ile elue edilmifltir. Ayr›ca
kolondan  1  mL  saf  su  geçirilerek  ayn›  vialde
toplanm›fl, elde edilen 2 mL’lik örnek, 0.45 µm
25 mm çap›nda PTFE Syringe filtre kullan›larak
süzüldükten sonra amber renkli cam viale al›narak
HPLC’de analiz edilmifltir. Örnekler analiz edilinceye
kadar 4 °C’de muhafaza edilmifltir.

HPLC ile Aflatoksin analizi, izokratik koflullarda
ayr›nt›s›  afla¤›da  aç›klanan  yöntem  (33,  35)
kullan›larak gerçeklefltirilmifltir. Shimadzu HPLC
sisteminde (LC-20 AT, Shimadzu, Japonya), RF-20A
model floresans dedektör (Shimadzu, Japonya)
360 nm eksitasyon ve 433 nm emisyon dalga
boylar›na ayarlanm›flt›r. Çal›flmada Inertsil (GL
Sciences, Inc., CA, ABD) ODS-3 C18 paslanmaz
çelik kolon (150 x 4.6 mm, 5 µm) kullan›lm›flt›r.
Su/asetonitril/metanol (6:2:3, v:v:v)’den oluflan
mobil faz, litrede 350 µL, 4 M nitrik asit (HNO3),
120 mg potasyum bromür (KBr) içerecek flekilde
haz›rlanm›fl, filtre edilmifl ve ultrasonik banyoda
(Wise Clean, Wisd Lab. Inst.) 10 dak. bekletilerek

gaz› giderilmifltir. Ak›fl h›z› 1.0 mL/dak. olarak
ayarlanm›flt›r. Enjeksiyon iflleminden önce sisteme
ba¤l› olan ve 30 dak. süreyle flartland›r›lm›fl olan
Kobra Cell (R-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow,
‹skoçya)  ile  aflatoksinlerin  türevlendirilmesi
sa¤lanm›flt›r. 100 µL ekstrakt HPLC sistemine
enjekte (SIL-20A oto enjeksiyon sistemi) edilerek
analiz gerçeklefltirilmifltir. Örneklerdeki aflatoksin
konsantrasyonlar›, aflatoksin kalibrasyon grafikleri
kullan›larak  LC  Solutions  paket  program›  ile
hesaplanm›flt›r.

Örneklerin analizi öncesinde, aflatoksin standard›
(R-Biopharm AG, Darmstadt, Almanya) kullan›larak
haz›rlanan stok çözelti ile farkl› konsantrasyonda
aflatoksin  standart  çözeltileri  haz›rlanm›flt›r.
Aflatoksin  konsantrasyonuna  karfl›l›k,  HPLC
kromatogram›nda elde edilen pik alanlar› grafi¤e
geçirilerek aflatoksin kalibrasyon grafi¤i, LC Solutions
paket program› kullan›larak oluflturulmufltur.
Tespit limiti (Limit of Detection; LOD) ve tayin
limiti (Limit of Quantification; LOQ), metodun
standart sapma de¤erine dayanan hesaplama
yöntemi  ile  hesaplanm›flt›r  (36).  Ihlamur  ve
kuflburnu için geri alma oranlar›n› belirlemek
amac›yla, toplam 4 µg/kg aflatoksin içerecek
flekilde çal›flma çözeltisi ile kontamine edilmifl
örnekler, ayr›nt›s› yukar›da aç›klanan ekstraksiyon
ve saflaflt›rma aflamalar›ndan geçirilmifltir. Elde
edilen süzüntüler, cam viallere al›narak HPLC’de
analiz edilmifl ve geri alma oranlar› hesaplanm›flt›r.

SONUÇ VE TARTIŞMA
Ihlamur ve kuşburnu örneklerinin nem ve
su aktivitesi değerleri

Ihlamur örnekleri nem miktarlar› ortalamas›
%10.97 olarak bulunmufl ve nem de¤erlerinin
%8.69-%15.17 aras›nda de¤iflti¤i belirlenmifltir.
Kuflburnu örneklerinin nem miktarlar› %7.89-%24.23
aral›¤›nda bulunmufl ve ortalama nem miktar›
%14.58 olarak tespit edilmifltir. Türkben ve ark.
(37) kurutulmufl kuflburnu meyvelerinde nem
miktar›n› %20.77 olarak bulmufltur. Vidovic ve
ark. (38) kuflburnu meyvelerinde nem miktar›n›
%7.54-8.31 olarak bildirmifltir. Aradaki farkl›l›¤›n,
çevresel etmenler, yetiflme koflullar›, meyvelerin
olgunluk düzeyi, kurutma ve depolama flartlar›
(37)   gibi   faktörlerden   kaynaklanabilece¤i
düflünülmektedir.  Ihlamur  örneklerine  ait  su
aktivitesi de¤erleri 0.57-0.61 aral›¤›nda bulunmufl
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olup,  ortalamas›  0.58  olarak  belirlenmifltir.
Kuflburnu örnekleri incelendi¤inde, su aktivitesi
de¤erlerinin 0.53-0.76 aral›¤›nda oldu¤u tespit
edilmifl ve ortalama su aktivitesi de¤eri 0.62 olarak
hesaplanm›flt›r. Bu de¤erlerin Da¤delen ve ark.
(39) taraf›ndan ham bitki çay› numunelerinde elde
edilen sonuçlar ile Özay ve ark. (40) ve Kolb (41)
taraf›ndan ortaya konulan sonuçlara yak›n oldu¤u
anlafl›lmaktad›r.

Ihlamur ve kuşburnu örneklerinin 
mikrobiyolojik analiz sonuçları

Mikrobiyolojik analizi yap›lan ›hlamur örneklerinde
maya küf kontaminasyonunun 6 örnekte
<1.0x103 kob/g, di¤er örneklerde ise 3.0x103-
1.2x105 kob/g aral›¤›nda oldu¤u tespit edilmifltir.
Bu bulgular, önceki çal›flmalarda ›hlamurda 102-105

kob/g maya küf tespit eden araflt›rmac›lar›n ortaya
koydu¤u sonuçlar ile örtüflmektedir (26, 28, 41).
Kuflburnu  örnekleri  incelendi¤inde  maya  küf
düzeyleri <1.0x103-3.6x105 kob/g olarak belirlenmifltir.
Bu çal›flmada kuflburnu örneklerinde tespit edilen
maya küf düzeyi, Kaya (42) (<1.0x102 kob/g) ve
Arslan (28) (<1.0x101-2.1x101 kob/g) taraf›ndan
bildirilen  sonuçlardan  daha  yüksektir.  Bu
durumun, bahsi geçen çal›flmalarda incelenen
örneklerin ambalajl› olarak temin edilmesinden
kaynaklanabilece¤i düflünülmektedir. ‹ncelenen
›hlamur örneklerinde TMAB say›s›n›n 2 örnekte
1.0x103 kob/g’dan az oldu¤u, geriye kalan 13
örnekte ise 3.9x104-4.3x106 kob/g aras›nda oldu¤u
saptanm›flt›r. Bu de¤erler, Kolb (41) ve Kaya (42)
taraf›ndan   yap›lan   çal›flmalarda   ›hlamurda
belirlenen TMAB bulgular›na (9.8x106 kob/g ve
<103-109 kob/g düzeyinde) yak›nl›k göstermektedir.
Ancak çal›flmada tespit edilen bu de¤erlerin, Scolari
ve ark. (31) taraf›ndan ortaya konulan ortalama
4.0x103 kob/g sonucundan ise yüksek oldu¤u
anlafl›lmaktad›r. Kuflburnu örneklerinde TMAB
düzeyinin, 7 örnekte 1.0x103 kob/g’dan az oldu-
¤u, di¤er örneklerde ise 6.4x104 kob/g’a ulaflt›¤›
tespit edilmifltir. Bu sonuç, kuflburnunda 2.7x103

kob/g TMAB tespit eden Kaya (42) taraf›ndan ortaya
konulan bulgular ile benzerlik göstermektedir.
Bu  çal›flma  sonucu,  ›hlamur  ve  kuflburnu
örneklerinde  belirlenen  maya  küf  ve  TMAB
düzeyinin, Türk G›da Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yönetmeli¤i’ne ve THIE (Tea and Herbal
Infusions Europe) taraf›ndan yap›lan düzenlemelere
uygun oldu¤u anlafl›lmaktad›r (43, 44).

Ihlamur ve kuşburnu örneklerinin 
Aflatoksinler açısından değerlendirilmesi

Örneklerdeki aflatoksin konsantrasyonlar›na iliflkin
hesaplamalar, aflatoksin kalibrasyon grafikleri
kullan›larak gerçeklefltirilmifltir. AFB1, AFB2,
AFG1 ve AFG2’nin kalibrasyon grafiklerine ait R2

de¤erleri s›ras›yla 0.998, 0.997, 0.998 ve 0.997
olarak tespit edilmifltir. Al›konma zamanlar›,
AFB1 için 15.5, AFB2 için 12.9, AFG1 için 11.5 ve
AFG2 için 9.7 dakika olarak belirlenmifltir. AFB1,
AFB2,  AFG1 ve  AFG2 için  hesaplanan  LOD
de¤erleri s›ras›yla 0.046, 0.050, 0.047 ve 0.049,
LOQ de¤erleri ise s›ras›yla 0.155, 0.168, 0.156 ve
0.162 olarak bulunmufltur. AFG2, AFG1, AFB2 ve
AFB1 için  belirlenen  geri  alma  oranlar›  ise
›hlamurda, s›ras›yla %71.6, %90.0, %101.2,
%100.6 ve kuflburnunda s›ras›yla %81.2, %98.2,
%108.8, %109.6 olarak hesaplanm›flt›r. Türk G›da
Kodeksi 2011/32 no’lu "G›dalardaki Mikotoksin
Limitlerinin Resmi Kontrolü ‹çin Numune Alma,
Numune Haz›rlama ve Analiz Metodu Kriterleri
Tebli¤i"nde, aflatoksin analizlerinde 1-10 µg/kg
konsantrasyon aral›¤› için geri alma oranlar›n›n
%70-110 olmas› gerekti¤i bildirilmektedir (45).
Bu çal›flmada elde edilen geri alma oranlar›n›n
söz konusu tebli¤e uygun oldu¤u görülmektedir.
Ihlamur ve kuflburnuna ait geri alma çal›flmas›
örnek kromatogramlar› fiekil 1’de verilmifltir. 

Ihlamur  ve  kuflburnu  örneklerinde  HPLC  ile
yap›lan aflatoksin analizi sonuçlar› Çizelge 1’de
gösterilmektedir. 

Örneklerin tamam›nda, incelenen aflatoksinlerden
en az biri tespit edilmifltir. Çal›flmada incelenen
›hlamur örneklerinin %47’sinde yaln›zca AFG2 ve
kuflburnu örneklerinin %87’sinde yaln›zca AFG1

veya AFG2 tespit edilmifltir. Bu durum, Hiscocks
(46)’un bildirdi¤i gibi baz› Aspergillus türlerinin
yaln›zca G grubu aflatoksinleri üretmesi ile iliflkili
olabilir. Yaln›zca iki adet ›hlamur örne¤inin,
LOQ de¤erlerinin üzerinde aflatoksin içerdi¤i
belirlenmifltir. Bunlardan birinde 0.158 µg/kg
AFG1 ve 0.168 µg/kg AFG2, di¤erinde ise 0.162
µg/kg AFG2 bulunmufltur. Türk G›da Kodeksi
Bulaflanlar Yönetmeli¤i’nde bitki çaylar›na iliflkin
bir düzenleme bulunmamaktad›r. Bununla birlikte,
çal›flmada elde edilen de¤erlerin, ayn› yönetmelikte
yer alan kurutulmufl meyveler (aflatoksin B1 için 8
µg/kg, toplam aflatoksin (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2)
için  10  µg/kg)  ve  baharatlarda  (aflatoksin B1
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için 5 µg/kg, toplam aflatoksin için 10 µg/kg)
bulunabilecek maksimum aflatoksin limitlerinin
alt›nda oldu¤u ifade edilebilir (47). Bu çal›flman›n
aksine,  literatürde  ›hlamur  ve  kuflburnunda
aflatoksinlerin yüksek miktarlarda belirlendi¤ini
bildiren çal›flmalar da vard›r. Ülkemizde organik
bitkisel ürünlerin incelendi¤i bir çal›flmada, ELISA
yöntemi  kullan›larak  analiz  edilen  5  ›hlamur
örne¤inin  2’sinde  AFB1 tespit  edilmemifl,  di¤er
3 örnekte  ise  0.051,  1.329  ve  40.647 µg/kg
düzeylerinde AFB1 belirlendi¤i bildirilmifltir (28).

Arslan  (28)  taraf›ndan  yap›lan  bu  çal›flmada,
incelenen 6 adet kuflburnu örne¤inin 4 tanesinde
AFB1 saptand›¤› ve miktarlar›n 20.695-52.500
µg/kg  aral›¤›nda  oldu¤u  bildirilmifltir.  Ayr›ca
incelenen 4 adet kuflburnu ve 1 adet ›hlamur
örne¤inde saptanan AFB1 miktar›n›n yasal limitleri
aflt›¤› bildirilmifltir. Rizzo ve ark. (48) taraf›ndan
yap›lan çal›flmada da, incelenen ›hlamur örneklerinde
AFB1 ve AFB2 tespit edildi¤i bildirilmifltir. Bununla
birlikte ›hlamur ve kuflburnunda aflatoksin tespit
edilmedi¤ini bildiren çal›flmalar da mevcuttur
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fiekil 1. Aflatoksinlerin geri al›m çal›flmas›nda elde edilen kromatogramlar; (a) ›hlamur, (b) kuflburnu
Figure 1. Chromatograms obtained from the study of recovery of aflatoxins; (a) linden, (b) rosehip

(a)

(b)
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(25,  33,  39,  49).  Halt  (25),  bitki  çaylar›nda

mikotoksijenik  küf  ve  mikotoksin  varl›¤›n›

incelemek üzere gerçeklefltirdi¤i çal›flmas›nda,

TLC ile analiz etti¤i 2 adet ›hlamur örne¤inde

AFB1 tespit etmedi¤ini rapor etmifltir. M›s›r’da,

›hlamurun da aralar›nda bulundu¤u baz› t›bbi

bitkilerde yap›lan bir çal›flmada (49), 2’si ambalajl›

olmak üzere 4 adet ›hlamur örne¤inde aflatoksin

bulunmad›¤› bildirilmifltir. Romagnoli ve ark.

(33), kuflburnunun da aralar›nda yer ald›¤› t›bbi
bitki ve bitki çaylar› ile baz› baharatlar›n aflatoksin
düzeylerini  HPLC  ile  incelemifl  ve  kuflburnu
örneklerinde AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 tespit
etmediklerini bildirmifltir. Ülkemizde Da¤delen
ve ark. (39) taraf›ndan yap›lan bir çal›flmada da
›hlamur ve kuflburnu örneklerinde AFB1, AFB2,
AFG1,  AFG2 varl›¤›  araflt›r›lm›fl,  raf  ömürleri
boyunca belirli aral›klarla HPLC ile analiz edilen
örneklerde aflatoksin saptanmad›¤› bildirilmifltir.
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Çizelge 1. Ihlamur ve kuflburnu örneklerine ait AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 de¤erleri
Table 1. AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 values in linden and rosehip samples

Örnek No Örnek Türü Örne¤in Al›nd›¤› Yer AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

Sample Number Sample Type Place of Sampling (µg/kg)a (µg/kg)a (µg/kg)a (µg/kg)a

1 Ihlamur Aktar TE TE TE >LODe

2 Ihlamur Market >LODb >LODc TE >LODe

3 Ihlamur Aktar >LODb TE >LODd >LODe

4 Ihlamur Aktar TE TE TE >LODe

5 Ihlamur Aktar >LODb >LODc 0.158 0.168
6 Ihlamur Aktar TE TE TE >LODe

7 Ihlamur Pazar TE TE TE >LODe

8 Ihlamur Pazar TE TE TE >LODe

9 Ihlamur Market TE TE TE >LODe

10 Ihlamur Pazar TE TE >LODd >LODe

11 Ihlamur Market TE >LODc >LODd >LODe

12 Ihlamur Pazar TE TE >LODd >LODe

13 Ihlamur Aktar >LODb TE TE 0.162
14 Ihlamur Aktar TE TE >LODd >LODe

15 Ihlamur Aktar TE TE TE >LODe

1 Kuflburnu Aktar TE TE TE >LODe

2 Kuflburnu Market TE TE >LODd TE
3 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
4 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
5 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
6 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
7 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
8 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
9 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE

10 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
11 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
12 Kuflburnu Pazar TE TE >LODd TE
13 Kuflburnu Aktar TE >LODc >LODd TE
14 Kuflburnu Aktar TE TE >LODd TE
15 Kuflburnu Aktar TE >LODc >LODd TE

TE, tespit edilemedi; miktar LOD de¤erinden küçük
a Sonuçlar, iki paralel analiz sonucunun ortalamas›n› ifade etmektedir.
b Miktar LOD (0.046) de¤erinden büyük, LOQ (0.155) de¤erinden küçük
c Miktar LOD (0.050) de¤erinden büyük, LOQ (0.168) de¤erinden küçük
d Miktar LOD (0.047) de¤erinden büyük, LOQ (0.156) de¤erinden küçük
e Miktar LOD (0.049) de¤erinden büyük, LOQ (0.162) de¤erinden küçük 
TE, not detected; quantity less than LOD
a The results indicate the average of two parallel analysis results.
b Quantity greater than LOD (0.046) and less than LOQ (0.155)
c Quantity greater than LOD (0.050) and less than LOQ (0.168)
d Quantity greater than LOD (0.047) and less than LOQ (0.156)
e Quantity greater than LOD (0.049) and less than LOQ (0.162)
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Bu  çal›flmada  incelenen  örneklerde  düflük
düzeyde de olsa aflatoksin tespit edilmesinin
nedeni, bu örneklerde geliflen toksijenik küflerin
bir miktar toksin üretmifl olmas›, fakat kurutma
ile toksin üretimi için gerekli koflullar›n ortadan
kald›r›lmas› ile toksin üretiminin durmas› olabilir.
Ihlamur  örneklerinde  0.57-0.61  aral›¤›nda,
kuflburnu örneklerinde ise 0.53-0.76 aral›¤›nda
oldu¤u tespit edilen aw de¤erlerinin, Aspergillus
cinsine ait küflerin geliflimi ve mikotoksin üretimi
için  gerekli  minimum  aw de¤erlerinin  alt›nda
olmas› da bu durumu aç›klamaktad›r. Çünkü
Aspergillus flavus’un geliflebilece¤i minumum aw

de¤erinin 0.78-0.82, A. parasiticus’un ise 0.78-0.84
aral›¤›nda oldu¤u bildirilmektedir. Aflatoksin
üretimi için gerekli minimum aw de¤erleri (Aspergillus
flavus ve A. parasiticus için s›ras›yla 0.83-0.87 ve
0.87)  ise biraz daha yüksektir (50, 51). Ayr›ca,
çal›flmada   incelenen   ›hlamur   ve   kuflburnu
örneklerinin depolanmalar› s›ras›nda da toksin
üretimine elveriflli koflullar›n oluflmam›fl oldu¤u
düflünülebilir. Di¤er taraftan ›hlamur ve kuflburnunun
çeflitli  k›s›mlar›n›n,  baz›  mikroorganizmalar
üzerinde  antimikrobiyel  etkisi  bulundu¤unu
gösteren çal›flmalar da mevcuttur. Bu çal›flmalarda
ço¤unlukla baz› bakteriler üzerine yo¤unlafl›lm›fl
olup,  bakteriler  üzerindeki  etkinin  funguslar
üzerindeki etkiden daha güçlü oldu¤u ortaya
konmufltur (52-57). Bununla birlikte, bu bitkilerin
aflatoksijenik  küflerin  geliflmesi  veya  toksin
oluflturmas› üzerinde benzer etkileri olup olmad›¤›na
iliflkin yap›lm›fl bir çal›flmaya rastlan›lmam›flt›r. 

Dünya çap›nda artan kullan›mlar› ve büyüyen
küresel t›bbi bitkiler pazar›ndaki yerleri dikkate
al›nd›¤›nda, bitki çaylar›n›n güvenilirli¤inin ne
kadar önemli oldu¤u ortaya ç›kmaktad›r. Bitki
çaylar›n›n,  toksijenik  küfler  ile  kontamine
olabilece¤i ve küflerin, uygun flartlarda geliflerek
insan sa¤l›¤› üzerinde olumsuz etkileri bulunan
mikotoksinleri oluflturabilece¤i bilinmelidir. Is›ya
dayan›kl› olmalar› nedeniyle aflatoksinlerin, bitki
çaylar›n›n  haz›rlanmas›  s›ras›nda  kullan›lan
kaynatma  ve/veya  demleme  gibi  ifllemler  ile
parçalanmamas› ve dolay›s›yla kontamine bitki
çaylar›n›n  tüketilmesi  sonucu  organizmaya
al›nabilmesi de söz konusu olabilir. Bebek, çocuk
ve  yafll›lar›n  yan›  s›ra  hastalar  taraf›ndan  da
s›kl›kla tüketilen, ço¤u zaman da sa¤l›¤› korumak
ve çeflitli rahats›zl›klar› gidermek amac›yla tercih
edilen bitki çaylar›n›n, mikotoksinlerle, özellikle

de aflatoksinler ile bulaflabilme olas›l›¤›, halk
sa¤l›¤› aç›s›ndan önemlidir. Bu tehlikeyi ortadan
kald›rmaya yönelik olarak öncelikle yap›lmas›
gereken, bitki çaylar›nda üretimin her aflamas›n›
kontrol alt›nda tutmak ve iyi üretim uygulamalar›
ile  iyi  hijyen  uygulamalar›na  ba¤l›  kalmakt›r.
Bitki çaylar›nda toksijenik küflerin gelifliminin ve
aflatoksin  üretiminin  önlenmesinde,  özellikle
kurutma  ve  depolama  koflullar›n›n  önemi
yads›namayaca¤›ndan, bu aflamalara gereken
hassasiyetin gösterilmesi gerekmektedir. 
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PÜSKÜRTMELİ KURUTMA İŞLEMİNİN MEYVE SUYU
KONSANTRELERİNİN FENOLİK MADDE İÇERİĞİNE VE

ANTİOKSİDAN AKTİVİTESİNE ETKİSİ

Öz

Bu çal›flmada dokuz çeflit meyve suyu konsantresi püskürtmeli kurutma (PK) tekni¤i ile toz haline
dönüfltürülerek ifllemin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesi üzerindeki etkisi incelenmifltir.
Ahududu, armut, bö¤ürtlen, çilek, elma, kay›s›, k›rm›z› yaban mersini, portakal ve viflne suyu konsantrelerinin
toplam fenolik madde (TFM) içeri¤i ve DPPH ile ABTS radikallerini yakalama aktivitesi kurutma öncesi
ve sonras› ölçülmüfltür. Viflne, çilek ve k›rm›z› yaban mersini tozlar› yüksek TFM içeri¤ine (19.2–30.1 mg
GAE/g meyve k.m.) sahipken; armut ve elma tozlar›n›n TFM içeri¤i ise düflük (3.3-4.7 mg GAE/g meyve
k.m.) bulunmufltur. Uygulanan deneysel koflullar alt›nda PK ifllemi, meyve konsantrelerinin TFM içeri¤i
ve antioksidan aktivitesi üzerinde istatistiksel olarak önemli bir de¤iflikli¤e yol açmam›flt›r. Meyve tozlar›n›n
DPPH radikalini yakalama aktivitesi 9.2 ila 25.0 mg TE/g meyve k.m. aras›nda de¤iflirken; ABTS radikalini
yakalama aktivitesi ise 5.1 ila 18.4 mg TE/g meyve k.m. aras›nda de¤iflmifltir. Genel olarak viflne, çilek
ve k›rm›z› yaban mersini tozlar› yüksek antioksidan aktivite göstermifltir. Meyve suyu konsantreleri de
TFM içeri¤i ve antioksidan aktivite aç›s›ndan meyve tozlar›na benzer e¤ilimler göstermifltir.

Anahtar kelimeler: Püskürtmeli kurutma, meyve suyu konsantresi, toplam fenolik madde içeri¤i,
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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GİRİŞ
Meyve suyu konsantrelerinin toz hale dönüfltürülmesi,
uzun ticari raf ömrü, ambalaj ve tafl›ma avantajlar›
ve daha önemlisi toz içecek ve puding kar›fl›m›
gibi ürünlerde kullan›m olana¤› sa¤lamaktad›r.
S›kça kullan›lan kurutma teknikleri aras›nda
günefl enerjisi ile kurutma, tepsili kurutma,
ak›flkan yatakta kurutma, püskürtmeli kurutma
(PK), osmotik kurutma, dondurarak kurutma ve
mikrodalga kurutma yer almaktad›r. Meyve suyu
konsantrelerini kurutmak için uygun tekniklerin
bafl›nda PK gelmektedir zira  elde  edilen  toz
ürünü  ilave  bir  iflleme (örn., ö¤ütme)  gerek
olmadan  kullanmak  mümkün  olmaktad›r.
Püskürtmeli kurutmay› di¤er tekniklerden ay›ran
önemli  bir  üstünlü¤ü  ise  ifllem  süresinin  k›sa
olmas›d›r. PK iflleminde kurutulacak bulamaç (i.e.,
sulu çözelti, emülsiyon veya süspansiyon), bir
atomizer vas›tas›yla s›cak hava ortam›na damlac›klar
halinde püskürtülür. S›v›n›n atomizasyonu, s›cak
hava ile suyun uzaklaflt›r›lmas› ve kat› partiküllerin
siklonda havadan ayr›lmas› PK iflleminin genel
hatlar›n› oluflturmaktad›r (1, 2). Damlac›klar›n
çok  küçük,  dolay›s›yla  kurutma  yüzeyinin  çok
büyük olmas› tüm sürecin saniyeler mertebesinde
tamamlanmas›na imkan vermektedir. Bu özelli¤i
sayesinde PK iflleminde, ürünün kalite özelliklerini
önemli ölçüde  korumak  mümkün  olmaktad›r
(3, 4). Ayr›ca, PK iflleminde ürün kalitesine genel
olarak olumlu katk› yapan maltodekstrin, akasya
gam›, modifiye  niflasta,  modifiye  selüloz  gibi
çeflitli tafl›y›c› malzemeler kullan›lmaktad›r (5).

Meyve ve sebzeler, fenolik maddeler, mineraller
ve vitaminler  gibi insan sa¤l›¤› üzerinde olumlu
etkileri olan bileflikler içerdiklerinden bazen
fonksiyonel g›da olarak da nitelendirilmektedir
(6-8). Meyve-sebze tüketiminin kalp hastal›klar›,
solunum yolu rahats›zl›klar›, çeflitli kanser türleri
ve diyabete yakalanma riskini azaltmada yard›mc›
oldu¤unu gösteren çal›flmalar yay›nlanmaktad›r
(9-12). Ülkemiz, co¤rafi konumu, genifl tar›msal
arazisi, toprak özellikleri ve iklim koflullar› nedeniyle
birçok tar›msal ürünün yetifltirilmesine imkan
vermektedir  (13,  14).  Türkiye,  meyve  çeflidi
yönünden oldukça zengindir ve birçok meyvenin
üretiminde  dünya  ölçe¤inde  üst  s›ralarda  yer
almaktad›r (15). Ülkemizde yetifltirilen meyvelerin
önemli bir k›sm› taze olarak tüketilmekte, bir
k›sm› dondurularak sat›lmakta, bir bölümü ise reçel,

marmelat, meyve suyu, konsantre ve püre gibi
ürünlere ifllenmektedir. 

Konsantre, pulp, püre veya ekstrakt gibi farkl›
meyve ürünlerinin PK ifllemi ile kurutulmas›nda proses
parametrelerinin ve bulamaç kompozisyonunun
optimize edilmesi çeflitli araflt›rmac›larca incelenmifltir
(16-26). PK ifllemi ile elde edilen meyve tozlar›nda
nem içeri¤i, su aktivitesi, cams› geçifl s›cakl›¤›,
y›¤›n yo¤unlu¤u, y›¤›n aç›s›, ›slanabilirlik ve boyut
gibi özellikler ölçülerek ürün karakterizasyonu
yap›lmaktad›r. Kurutma iflleminin meyvenin kalite
özelliklerini  ne  derecede  etkiledi¤ini  ortaya
koyabilmek için ise toplam fenolik madde (4, 27,
28,  34,  36-38),  antosiyanin  (18,  28-30,  34,  37),
karotenoid (31, 32) ve askorbik asit (31, 36) içeri¤i
ile antioksidan aktivitesinin (27, 29, 30, 33, 35-37)
de¤iflimi s›kça ölçülen parametreler aras›ndad›r.
Bu çal›flman›n amac›, PK iflleminin ahududu,
armut, bö¤ürtlen, çilek, elma, kay›s›, k›rm›z› yaban
mersini, portakal ve viflne suyu konsantrelerinin
TFM içeri¤i, DPPH ve ABTS radikallerini yakalama
aktivitesi üzerine etkisini incelemektir. 

MATERYAL VE YÖNTEM
Materyal

Çal›flmada kullan›lan ahududu, armut, bö¤ürtlen,
çilek, elma, kay›s›, k›rm›z› yaban mersini, portakal
ve viflne suyu konsantreleri (toplam çözünmüfl
madde içeri¤i %65 ± 5) yerli üreticilerden temin
edilmifltir. Tafl›y›c› malzeme olarak maltodekstrin
DE12 ve akasya gam› kar›fl›m› (3:1) kullan›lm›flt›r.
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 firmas›ndan
(Steinheim, Almanya) temin edilmifltir.

Püskürtmeli Kurutma İşlemi

Meyve suyu konsantresi, tafl›y›c› malzeme ve
distile su s›cakl›k kontrollü manyetik kar›flt›r›c›
ile kar›flt›r›larak bulamaç haline getirilmifltir. Tüm
numuneler için bulamac›n toplam çözünmüfl
madde içeri¤i (40.0 ± 1.0°Brix) ve s›cakl›¤› (45 ±
3°C) sabit tutulmufltur. PK ifllemi 1 kg/saat su
buharlaflt›rma kapasitesine sahip laboratuvar
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ölçekli PK cihaz› (B-290, BÜCH‹, Flawil, ‹sviçre)
ile tüm numuneler için ayn› ifllem koflullar› alt›nda
gerçeklefltirilmifltir. PK iflleminin parametreleri
(150°C hava girifl s›cakl›¤›; %30 pompa ayar›)
belirlenirken grubumuzca gerçeklefltirilen; viflne
suyu konsantresinin PK ifllemi ile kurutuldu¤u
çal›flman›n   (26)   sonuçlar›   esas   al›nm›flt›r.
Elde edilen toz ürün hava almayacak flekilde
ambalajlanm›fl ve analiz edilene dek oda s›cakl›¤›nda
muhafaza edilmifltir.

Nem İçeriği ve Su Aktivitesi

Meyve tozu numunelerinin nem içeri¤i gravimetrik
yöntemle vakumlu etüvde (EV018, Nüve, Ankara,
Türkiye) 70°C’de 24 saat süreyle kurutularak
belirlenmifltir.  Su  aktivitesi  ise  AquaLab  VSA
(Decagon  Devices,  Inc.,  Pullman,  WA,  ABD)
cihaz› ile 25°C’de ölçülmüfltür.

Toplam Fenolik Madde İçeriği

Toplam fenolik madde içeri¤i ve antioksidan
aktivite  ölçümleri  öncesinde  yaklafl›k  1,5 g
meyve tozu numunesi 100 mL suda çözündürülerek
analize haz›rlanm›flt›r.

Meyve suyu konsantresi ve meyve tozu numunelerinin
TFM içeri¤i Folin-Ciocalteu metodu ile, Murugesan
ve Orsat’›n çal›flmas›nda (4) tarif edilen flekilde
belirlenmifltir. Standart olarak gallik asit kullan›lm›flt›r.
Spektrofotometre (DR5000, Hach Lange GmbH,
Germany) ile 760 nm dalga boyunda absorbans
de¤eri ölçülmüfltür. Örneklerin TFM içeri¤i standart
e¤ri kullan›larak belirlenip, sonuçlar miligram
gallik asit eflde¤eri/gram meyve kuru maddesi
(mg GAE/g meyve k.m.) fleklinde ifade edilmifltir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Meyve   suyu   konsantresi   ve   meyve   tozu
numunelerinin antioksidan kapasitesi, DPPH ve
ABTS  radikallerini  yakalama  aktivitesi  temel
al›narak belirlenmifltir. DPPH radikalini yakalama
aktivitesi  Kumaran  ve  Karunakaran’›n  (38)
çal›flmas›nda anlat›lan flekilde belirlenmifltir.
Standart    olarak    Trolox    kullan›lm›flt›r.
Spektrofotometre'de  517  nm  dalga  boyunda
absorbans de¤erleri ölçülmüfltür. ABTS radikalini
yakalama aktivitesi ise Miller ve Rice-Evans’›n
(39) çal›flmas›nda tarif edilen flekilde belirlenmifltir.
Spektrofotometre  ile  734  nm  dalga  boyunda

absorbans de¤eri ölçülmüfltür. Standart olarak
Trolox kullan›lm›flt›r. Örneklerin DPPH ve ABTS
radikallerini  yakalama  aktivitesi  standart  e¤ri
kullan›larak  belirlenmifl;  sonuçlar  miligram
Trolox eflde¤eri/gram meyve kuru maddesi (mg
TE/g meyve k.m.) fleklinde ifade edilmifltir.

İstatistiksel Analiz

Tüm ölçümler üç tekrarl› olarak gerçeklefltirilmifl
ve ortalama ± standart sapma fleklinde rapor
edilmifltir. Çoklu karfl›laflt›rmalar için, veriler SPSS
yaz›l›m› (sürüm 17.0, SPSS Inc. Chicago, IL, ABD)
ile tek yönlü varyans analizine (ANOVA) tabi
tutulmufltur. Numuneler aras›ndaki farkl›l›klar›
belirlemek amac›yla Duncan testi kullan›lm›flt›r
(P<0.05).

SONUÇ ve TARTIŞMA
PK ifllemi ile elde edilen meyve esasl› toz ürünlerde
nem içeri¤i ve su aktivitesi kurutma iflleminin
performans›n› gösteren ve endüstriyel aç›dan
önem tafl›yan parametrelerdir. Bu çal›flmada elde
edilen  ürünlerin  nem  içeri¤i  ve  su  aktivitesi
sonuçlar› Çizelge 1’de gösterilmifltir. ‹ncelenen
meyve tozlar›n›n nem içeri¤i %0.8 ila %2.5;
25°C’deki su aktivitesi ise 0.15 ila 0.29 aras›nda
de¤iflmektedir. Bu sonuçlar, çal›flmam›z›n deneysel
koflullar›  alt›nda  üretilen  meyve  tozlar›n›n,
genel  olarak  bu  tip  ürünler  için  istenen  nem
spesifikasyonuna   (<%5)   uygun   oldu¤unu
göstermektedir (26). Benzer nem içeri¤i (<%4) ve
su aktivitesi (<0.3) de¤erleri PK ifllemi ile elde
edilmifl açai tozu (18), karadut tozu (20) ve kuru
üzüm tozu (40) numuneleri için de rapor edilmifltir.

Bu çal›flmada incelenen meyve konsantrelerinin
TFM içeri¤i üzerinde PK iflleminin istatistiksel
aç›dan önemli bir etkisi olmad›¤› görülmüfltür.
PK ifllemi ile elde edilen meyve tozlar›n›n TFM
içeri¤i 3.3 ila 30.1 mg GAE/g meyve k.m. aras›nda
de¤iflmifltir. fiekil 1’de görülece¤i üzere, bö¤ürtlen,
viflne, çilek ve k›rm›z› yaban mersini tozlar› yüksek
TFM içeri¤ine (15.7–30.1 mg GAE/g meyve k.m.)
sahipken; kay›s›, ahududu ve portakal tozlar›n›n
TFM içeri¤i 8.7 ila 9.3 mg GAE/g meyve k.m. aras›nda
de¤iflmifltir. ‹ncelenen numuneler içerisinde armut
ve elma tozlar›n›n düflük TFM içeri¤ine (3.3 ve 4.7
mg GAE/g meyve k.m.) sahip oldu¤u görülmüfltür.

PK  yöntemi  ile  meyve  tozu  eldesi  üzerine
yay›mlanm›fl araflt›rmalar›n ortaya koydu¤u bir
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bulgu,  ifllem  etkisinin  kullan›lan  yard›mc›
maddelere göre de¤iflti¤idir. Örne¤in, Can Karaça
ve di¤erlerinin (26) viflne suyu konsantresini
maltodekstrin   ve   akasya   gam›   kullanarak
kuruttuklar› çal›flmada, hava girifl s›cakl›¤›
(130–150°C) ve bulamaç besleme h›z›n›n
(%30–50 pompa ayar›) elde edilen toz ürünün
TFM içeri¤i üzerinde etkili olmad›¤›; buna karfl›l›k
ürünün TFM içeri¤inin kullan›lan tafl›y›c› malzeme
türü ve meyve oran›na göre de¤iflti¤i görülmüfltür.
Akasya gam› kullan›larak elde edilen viflne tozunun
TFM içeri¤inin maltodekstrin kullan›larak elde
edilen viflne tozlar›n›n TFM içeri¤inden yüksek

oldu¤u bulunmufltur. Akkaya ve di¤erlerinin (35)
keçiboynuzu pekmezini farkl› dekstroz eflde¤erli
(DE9,  15 ve 19)  maltodekstrinler  kullanarak
kuruttuklar› çal›flmada bu ifllemin pekmezin TFM
içeri¤ini olumsuz yönde etkilemedi¤i görülmüfltür.
PK iflleminde girifl hava s›cakl›¤› olarak
160–210°C gibi yüksek s›cakl›klar kullan›lsa da
toz ürün s›cakl›¤›n›n 75°C’nin üzerine ç›kmamas›
sebebiyle   ürün   kalitesinin   önemli   ölçüde
etkilenmedi¤i  ve  besin  ö¤elerinin  korundu¤u
bildirilmifltir. Nunes ve di¤erleri (41), yerba mate
(Ilex  paraguariensis)  bitkisinin  ekstrakt›n›
maltodekstrin kullanarak PK ifllemi ile kuruttuklar›
çal›flmada fenolik maddelerin %87.5 oran›nda
al›kondu¤unu bildirmifl ve maltodekstrinin fenolik
bileflenlerin enkapsülasyonunda koruyucu etkisi
vurgulanm›flt›r. Tonon ve di¤erleri (33) açai
pulpunu maltodekstrin, akasya gam› ve tapyoka
niflastas› gibi farkl› tafl›y›c› malzemeler kullanarak
kurutmufl ve ürünlerin çeflitli fizikokimyasal ve
morfolojik özelliklerini incelemifllerdir. Çal›flmada
kullan›lan  açai  pulpunun  TFM  içeri¤inin  PK
iflleminden ne ölçüde etkilendi¤i rapor edilmemifltir;
ancak kullan›lan tafl›y›c› malzemenin ürünlerin
TFM içeri¤inde etkili oldu¤u görülmüfltür. En
yüksek TFM içeri¤i, akasya gam› ve maltodekstrin
ile  kurutulan  üründe  elde  edilmifltir.  Benzer
flekilde, Murugesan ve Orsat (4) da mürver suyunu
PK ifllemi ile kuruttuklar› çal›flmada, kullan›lan
tafl›y›c› malzeme türünün elde edilen mürver
tozunun  TFM  içeri¤i  üzerinde  etkili  oldu¤unu
bildirmifllerdir.  Genel  olarak,  akasya  gam›
kullan›larak elde edilen mürver tozlar›n›n TFM
içeri¤inin soya proteini ve maltodekstrin gibi di¤er
tafl›y›c› malzemelerle elde edilen numunelerin
TFM   içeri¤inden   daha   yüksek   oldu¤unu
göstermifllerdir. Di¤er yandan, PK ifllemi ile elde
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fiekil 1. Meyve suyu konsantrelerinin ve PK ifllemi ile elde
edilen meyve tozlar›n›n toplam fenolik madde içeri¤i (mg
GAE/g meyve k.m.). Veriler ortalama ± standart sapma
fleklinde gösterilmifltir (n = 3). Farkl› harfler meyve tozu
numuneleri aras›nda istatistiksel aç›dan anlaml› farkl›l›klar›
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).

Çizelge 1. Püskürtmeli kurutma ifllemi ile elde edilen meyve tozlar›n›n nem içeri¤i ve su aktivitesi1. 
Table 1. Moisture content and water activity of spray dried fruit powders.

Numune Sample Nem içeri¤i  Moisture content (%) Su aktivitesi water activity

Viflne tozu Sour cherry powder 0.8±0.1 0.15±0.00
Çilek tozu Strawberry powder 2.1±0.3 0.20±0.00
Elma tozu Apple powder 2.5±0.2 0.21±0.01
Armut tozu Pear powder 1.3±0.2 0.15±0.00
Kay›s› tozu Apricot powder 1.2±0.1 0.17±0.01
Ahududu tozu Raspberry powder 2.1±0.2 0.26±0.00
Portakal tozu Orange powder 1.5±0.1 0.26±0.01
K›rm›z› yaban mersini tozu Red blueberry powder 1.7±0.2 0.29±0.01
Bö¤ürtlen tozu Blackberry powder 1.7±0.1 0.23±0.00
1 Veriler ortalama±standart sapma fleklinde gösterilmifltir (n = 3).
Mean±standard deviation (n= 3)



edilen açai tozlar›n›n TFM içeri¤inin (132–142 mg
GAE/g meyve k.m.), dondurarak kurutma ifllemine
k›yasla (149 mg GAE/g meyve k.m.) düflük oldu¤u
belirtilmifltir (33). Horszwald ve di¤erlerinin (37)
aroniya suyunu farkl› tekniklerle kuruttuklar›
çal›flmada ise PK ifllemi ve dondurarak kurutma
ifllemi ile elde edilen meyve tozlar›n›n TFM içeri¤inin
benzer  oldu¤u  bulunmufltur.  Çeflitli  kurutma
tekniklerinin kalite ögeleri üzerinde farkl› etkiler
yapmas› asl›nda uygulanan ›s›l ifllemin s›cakl›k-süre
kombinasyonun bir sonucudur (42).

Çal›flmam›zda kullan›lan deneysel koflullar alt›nda
PK  iflleminin  meyve  konsantrelerinin  DPPH
ve  ABTS  radikallerini  yakalama  aktivitesini
etkilemedi¤i  görülmüfltür.  PK  ifllemi  ile  elde
edilen meyve tozlar›n›n DPPH radikalini yakalama
aktivitesi 9.2 ila 25.0 mg TE/g meyve k.m. aras›nda
de¤iflmifltir. fiekil 2’de görülece¤i üzere, viflne,
çilek ve k›rm›z› yaban mersini tozlar›n›n DPPH
radikalini yakalama aktivitesinin yüksek (>23.7 mg
TE/g meyve k.m.) oldu¤u belirlenmifltir. Kay›s›,
ahududu, portakal ve bö¤ürtlen tozlar›n›n DPPH
radikalini yakalama aktivitesi 11.9 ila 14.0 mg
TE/g meyve k.m. aras›nda de¤iflirken; armut ve
elma tozlar›n›n DPPH radikalini yakalama aktivitesi

di¤er numunelere göre düflük bulunmufltur (~9.5
mg TE/g meyve k.m.). 

Meyve  tozlar›n›n  ABTS  radikalini  yakalama
aktivitesi ise 5.1 ila 18.4 mg TE/g meyve k.m.
aras›nda de¤iflmifltir. fiekil 3’te görülece¤i üzere,
bö¤ürtlen, viflne, çilek, k›rm›z› yaban mersini
tozlar›n›n ABTS radikalini yakalama aktivitesinin
yüksek (18.1–18.4 mg TE/g meyve k.m.) oldu¤u
belirlenmifltir. Portakal, ahududu ve kay›s› tozlar›n›n
ABTS radikalini yakalama aktivitesi 13.3 ila 15.7
mg TE/g meyve k.m. aras›nda de¤iflmifltir. Armut
ve elma tozlar› ise, di¤er numunelere k›yasla düflük
antioksidan aktivite (~5.3 mg TE/g meyve k.m.)
göstermifltir.

Çal›flmam›zda meyve konsantrelerinin antioksidan
aktivitesi  t›pk›  TFM  içeri¤inde  oldu¤u  gibi,  PK
iflleminden etkilenmemifltir. Nunes ve di¤erleri (41),
yerba mate bitkisinin ekstrakt›n› maltodekstrin
kullanarak PK ifllemi ile kuruttuklar›nda elde
edilen tozun DPPH radikalini yakalama aktivitesinin
(23.0 µg/mL) tafl›y›c› malzeme kullan›lmadan tek
bafl›na ayn› koflullar alt›nda kurutulan ekstrakt›n
aktivitesinden (12.3 µg/mL)  yüksek oldu¤unu
bildirmifllerdir.  Akkaya  ve  di¤erleri  (35)  ise
keçiboynuzu pekmezini maltodekstrin kullanarak
PK ifllemi ile kuruttuklar› çal›flmada pekmezin
antioksidan aktivitesinin %80 oran›nda korundu¤unu
bildirmifllerdir.  Açai  suyunu  maltodekstrin
kullanarak kurutuldu¤u çal›flmada, antioksidan
aktivitenin  yaklafl›k  %95  oran›nda  korundu¤u
bildirilmifltir  (43).  Öte  yandan,  nar  suyunu
maltodekstrin  kullanarak  kurutan  Horuz  ve
di¤erleri (29), elde edilen nar tozunun antioksidan
aktivitesinin   %49–77   aras›nda   de¤iflti¤ini
bildirmifllerdir. Buna karfl›n baz› numunelerin
antioksidan aktivitesinin nar suyunun antioksidan
aktivitesinden  (%62)  yüksek  oldu¤u  rapor
edilmifltir (29). 

Meyve  tozlar›n›n  TFM  içeri¤i  ve  antioksidan
aktivitesi aras›nda güçlü bir iliflki gözlenmifltir.
TFM  içeri¤inin  DPPH  ve  ABTS  radikallerini
yakalama  aktiviteleri  aras›ndaki  korelasyon
katsay›lar›   s›ras›yla   0.937   ve   0.781   olarak
hesaplanm›flt›r. Çal›flmam›za benzer flekilde,  Gil
ve di¤erleri (44) nektarin, fleftali ve erikte; Gardner
ve  di¤erleri  (45)  çeflitli  meyve  sular›nda;
Thaipong ve di¤erleri (46) ise guava meyvesinde
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fiekil 2. Meyve suyu konsantrelerinin ve PK ifllemi ile elde
edilen meyve tozlar›n›n DPPH radikalini yakalama aktivitesi
(mg TE/g meyve k.m.). Veriler ortalama ± standart sapma
fleklinde gösterilmifltir (n = 3). Farkl› harfler meyve tozu
numuneleri aras›nda istatistiksel aç›dan anlaml› farkl›l›klar›
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=3). Means in each bar followed by different letters were
significantly different (P<0.05).
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TFM  içeri¤i  ile  farkl›  radikallerle  belirlenen
antioksidan aktivite aras›nda yüksek korelasyon
oldu¤unu  rapor  etmifllerdir.  DPPH  ve  ABTS
radikalini yakalama aktivitesi de¤erleri aras›ndaki
korelasyon katsay›s› ise 0.739 olarak hesaplanm›flt›r.
DPPH ve ABTS metotlar› aras›nda gözlenen
farklar, kullan›lan radikallerin çözünürlük ve
stabilite farklar› ve reaksiyon kinetiklerinin farkl›
olmas› ile aç›klanmaktad›r (47).

Sonuç olarak, çal›flmam›zda uygulanan koflullar
alt›nda, meyve suyu konsantrelerinin TFM içeri¤i ve
antioksidan aktivitesi PK iflleminden etkilenmemifltir.
PK  tekni¤inde  ürünün  s›cak  hava  ile  temas
süresinin saniyeler düzeyinde olmas› antioksidan
aktivitenin   korunmas›   aç›s›ndan   avantaj
sa¤lam›flt›r. PK iflleminin bu çal›flmada incelenen
9 çeflit meyve suyu konsantresinin sa¤l›k üzerinde
faydal›   etkileri   oldu¤u   bilinen   antioksidan
bileflenlerinin korunarak kurutulmas› için elveriflli
bir metot oldu¤u görülmüfltür. Meyve tozlar›n›n
stabilitesi için kullan›lan tafl›y›c› malzemelerin
TFM gibi kalite nitelikleri üzerinde koruyucu etki
yapmas› endüstriyel aç›dan önemli bir bulgudur.
PK iflleminin meyve tozlar›nda kalite niteliklerini
koruyor olmas› bu tozlar›n g›dalarda daha yayg›n
kullan›lmas›n› teflvik edecektir.
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GIDALARDA HİLE AMACIYLA KULLANILAN BAZI BİTKİ KAYNAKLI
BİLEŞENLERİN GERÇEK ZAMANLI PZR İLE TESPİTİ

Öz

Piyasa araflt›rmalar› Ülkemizde ekonomik de¤eri yüksek bitki kaynakl› baz› g›da bileflenlerinin yerine, hile amac›yla
daha ucuz bitkisel ürünlerin kullan›labildi¤ini ortaya koymufltur. Bu flekilde yap›lan üretimlerde, Antep f›st›¤›, kestane
ve bademe yönelik ta¤fliflli uygulamalar öne ç›kmaktad›r. Tüketicilerin korunmas› ve haks›z rekabetin önlenmesi
için bu tür hileli üretimlerin hassas ve güvenilir metotlar ile tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu çal›flmada
çeflitli g›da ürünlerinde Antep f›st›¤› yerine bezelye, kestane yerine fasulye ve badem yerine kay›s› çekirde¤inin hile
amaçl› kullan›mlar›n› belirlemek için gerçek zamanl› PZR TaqMan probe tekni¤ine dayal› yöntemler gelifltirilmifltir.
Bu amaçla bezelye ve fasulye türleri için kloroplast tRNA-Leu (trnL) geni, kay›s› için de kromozomal S14 F-box
protein geni üzerinde türe spesifik primer-prob setleri dizayn edilmifltir. Dizayn edilen primer-prob setleri kullan›larak
gerçeklefltirilen gerçek zamanl› PZR reaksiyonlar›nda, kay›s› çekirde¤inin %0.1, bezelyenin %0.01 ve fasulyenin ise
%0.001 seviyesine kadar di¤er bitki türleri ile çapraz reaksiyon olmaks›z›n tespit edilebilece¤i ortaya konulmufltur.
Di¤er taraftan gelifltirilen yöntemlerin, Antep f›st›¤›-bezelye, kestane-fasulye ve badem-kay›s› çekirde¤inden oluflan
ikili kar›fl›mlarda da baflar›l› sonuçlar verdi¤i belirlenmifltir. Sonuç olarak, bezelye, fasulye ve kay›s› çekirde¤inin
hassas ve güvenilir flekilde tespitine yönelik olarak gelifltirilen yöntemlerin, bu bitki türlerinin hile amaçl› kullan›mlar›n›n
belirlenmesi için yap›lan rutin kontrollerde baflar›l› bir flekilde kullan›labilece¤i sonucuna var›lm›flt›r.

Anahtar kelimeler: G›da, ta¤flifl, bitki türleri, gerçek zamanl› 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 TaqMan 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 (trnL) 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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GİRİŞ
Piyasa araflt›rmalar›, Ülkemizde ekonomik de¤eri
yüksek bitki kaynakl› baz› g›da bileflenlerinin
yerine,  hile  amac›yla  daha  ucuz  ürünlerin
kullan›labildi¤ini ortaya koymufltur. Bu flekilde
yap›lan üretimlerde, birim fiyat›n›n yüksek olmas›
ve kat›ld›klar› ürünlerde maliyeti art›r›c› bafll›ca
unsur olmalar› nedeniyle, Antep f›st›¤›, kestane
ve bademe yönelik ta¤fliflli uygulamalar dikkat
çekici düzeylerdedir (1, 2). 

Antep f›st›¤›, baflta geleneksel ürünlerimiz baklava
olmak  üzere,  tatl›  ve  flekerleme  sektöründe
üretilen pek çok üründe yayg›n kullan›m› olan
önemli bir maliyet unsurudur. Bu nedenle bu tür
ürünlerde Antep f›st›¤› yerine bezelye kullan›m›
son y›llarda oldukça yayg›n bir uygulama haline
gelmifltir. Özellikle tüketimin yo¤un oldu¤u dini
bayramlar öncesinde bu tip hilelerin daha da artt›¤›
öne sürülmektedir. Ayr›ca pasta, flekerleme ve
benzeri ürünlerde badem yerine kay›s› çekirde¤i
ya da kestane içeren ürünlerde kestane yerine
püre  haline  getirilmifl  kuru  fasulye  kullan›m›,
ülkemizde  bitki  kaynakl›  g›da  katk›s›  veya
bileflenlerinin ta¤flifline yönelik di¤er güncel
uygulamalar aras›ndad›r (1-3).

G›da sanayisinde karfl›lafl›lan hileli üretimler,
tüketicilerin aldat›lmas› ve ekonomik kay›plara
u¤ramas›na,  üreticilerin  ise  haks›z  rekabet
sebebiyle zarar görmesine neden olmaktad›r.
Tüm bu sak›ncalar›n›n yan› s›ra bu tip hileler,
toplumsal etik aç›s›ndan da rahats›zl›k oluflturmakta
ve g›da sektörüne duyulan güveni azaltmaktad›r.
G›dalarda hile amaçl› uygulamalara yönelik yasal
süreçlerin bafllat›lmas› ve itiraza yol açmayacak
flekilde tamamlanabilmesi için, bu tür uygulamalara
iliflkin kan›tlar›n aç›k bir flekilde ortaya konulmas›
gerekmektedir. G›dalar›n kendine özgü karmafl›k
bileflimi  ve  üretiminde  uygulanan  teknolojik
ifllemler yap›s›nda bulunanan bileflenlerin, duyusal
olarak veya basit analiz teknikleri ile tespitini
zorlaflt›rmaktad›r. Bu amaçla diagnostik alan›ndaki
geliflmelerin yak›ndan takip edilerek yeni analiz
metotlar›n›n gelifltirilmesi ve hile tekniklerindeki
geliflmelere  paralel  olarak  da  mevcut  analiz
metotlar›n›n güncellenmesi gerekmektedir (4).
Moleküler biyoloji alan›ndaki geliflmeler baflta
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tekni¤i olmak
üzere nükleik asitlerin analizine dayal› birçok
yeni tekni¤in g›da analizlerinde kullan›m›na imkân
vermifltir (5). Son y›llarda, klasik PZR’ye k›yasla

hassasiyeti ve spesifitesi daha yüksek olan ve
kantitatif analize de imkan veren gerçek zamanl›
PZR tekni¤i, g›da kalite kontrolünde karfl›lafl›lan
pek çok soruna çözüm olabilecek potansiyel bir
teknik  olarak  öne  ç›kmaktad›r  (6, 7).  Gerçek
zamanl› PZR tekni¤ine dayal› pek çok yöntem
mevcut olmakla birlikte "TaqMan probe" yöntemi
tür tayini amac›yla yap›lan çal›flmalarda daha fazla
tercih edilmektedir. TaqMan probe yönteminde,
ço¤alt›lmak   istenilen   hedef   DNA   dizisine
tamamlay›c›, PZR s›ras›nda serbest hale geçerek
sinyal oluflturan, floresan boya ile iflaretlenmifl
bir prob kullan›lmaktad›r (8). 

Gerçek zamanl› PZR "TaqMan probe" yönteminin
g›dalar›n  yap›s›nda  bulunan  bitki  kaynakl›
bileflenleri belirlemede baflar›yla kullan›labilece¤i
bildirilmifltir.  Arlorio  ve  ark.  (9)  ticari  g›da
ürünlerinde bulunan f›nd›k kal›nt›s›n› TaqMan
prob tekni¤i ile 0.1 ng seviyesine kadar tespit
edebilmifllerdir. TaqMan prob tekni¤inin kullan›ld›¤›
baflka bir çal›flmada Demmel ve ark. (10), ac›
bakla bitkisinin piflmifl pizzalardaki deteksiyon
limitini 1 mg/kg olarak belirlemifllerdir. Lopez
(11) taraf›ndan, Betaine aldehyde dehydrogenase
2 (BAD2) geni üzerinde dizayn edilen primerler
ve TaqMan prob kullan›larak basmati pirinçlerine
basmati olmayan pirinçlerin eklenip eklenmedi¤ini
% 1 seviyesine kadar tespit edilmifltir. 

Bugüne kadar yap›lan çal›flmalar gerçek zamanl›
PZR TaqMan prob yönteminin, g›dalar›n yap›s›nda
bulunan bitki kaynakl› bileflenlerin tespitinde
kullan›labilecek yüksek hassasiyete sahip spesifik
bir yöntem oldu¤unu göstermifltir. Bu nedenle
bu çal›flmada da ekonomik de¤eri yüksek bitki
kaynakl› baz› g›da bileflenlerinin yerine (Antep
f›st›¤›, kestane ve badem) hile amac›yla kullan›lan,
daha ucuz bitkisel ürünlerin (bezelye, fasulye ve
kay›s› çekirde¤i) tespiti için gerçek zamanl› PZR
TaqMan  probe  tekni¤ine  dayal›  yöntemlerin
gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r.

MATERYAL VE YÖNTEM

Bu  çal›flmada  bezelye,  fasulye,  kay›s›  (kay›s›
çekirde¤i) türlerinin tespiti için gerçek zamanl›
PZR’ye dayal› yöntemler gelifltirilmifltir. Gelifltirilen
yöntemler, bezelye-Antep f›st›¤›, fasulye-kestane,
kay›s›  çekirde¤i-badem  ile  haz›rlanan  ikili
kar›fl›mlarda test edilerek hile amaçl› uygulamalarda
kullan›labilirli¤i belirlenmifltir.
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Örneklerin analize hazırlanması

Çal›flmada hedef al›nan bitki türlerinden bezelye
(Pisum  sativum L.)  ve  fasulyenin  (Phaseolus
vulgaris L.)  kuru  taneleri,  kay›s›n›n  (Prunus
armeniaca L.) ise çekirdek içi kullan›lm›flt›r. ‹kili
karfl›mlar›n haz›rlanmas›nda kullan›lan, Antep
f›st›¤›, badem ve kestane örnekleri taze meyve
olarak temin edilmifltir. Bunlar›n d›fl›nda ayr›ca
hedef  bitki  türleri  ile  akraba  olan  veya  g›da
maddelerinin üretiminde yayg›n olarak kullan›lan
25 adet farkl› bitki türü de spesifite testleri için
kullan›lm›flt›r (Çizelge 1). Her bir bitki türü için
Kayseri’deki farkl› sat›fl noktalar›ndan en az 3
adet örnek toplanm›flt›r. 

Çal›flma   kapsam›nda   kullan›lan   tüm   bitki
türlerine ait örnekler etüvde kurutularak suyu
uzaklaflt›r›lm›flt›r.  Ayr›ca  Antep  f›st›¤›,  badem,
kay›s› çekirde¤i, f›nd›k, yer f›st›¤›, ceviz gibi ya¤
oran› yüksek bitki türleri blend›rda ö¤ütüldükten
sonra 1:3 hacim hekzanla 30°C’de 30 dakika
muamele edilmifl ve bu ifllem 3 kez tekrarlanarak
ya¤lar› uzaklaflt›r›lm›flt›r. DNA izolasyonundan
önce kurutulan ve ya¤› al›nan örnekler s›v› azot ile
doku parçalay›c›da (Retsch/MM 400/Germany)
ö¤ütülerek boyutlar› yaklafl›k 10 µm’ye kadar
küçültülmüfltür.

İkili Karışımların Hazırlanması 

Homojen kar›fl›mlar haz›rlamak amac›yla çok
aflamal›  bir  kar›flt›rma  ifllemi  uygulanm›flt›r.
Bunun için bafllang›çta 20:20 (g:g) oran›nda Antep
f›st›¤›:bezelye, kestane:fasulye ve badem:kay›s›
çekirde¤i  kar›flt›r›larak  %50’lik  ilk  kar›fl›mlar
haz›rlanm›fl daha sonra Antep f›st›¤›, kestane veya
badem (A grubu) her defas›nda kar›fl›m a¤›rl›¤›n›n
%40 veya %50’si oran›nda bir önceki kar›fl›ma,
ilave  edilmifltir.  Böylece  kar›fl›m  içerisindeki
bezelye, fasulye veya kay›s› çekirde¤inin (B grubu)
oran› %0.001’e kadar düflürülmüfltür (Çizelge 2).
‹kili  kar›fl›mlar›n  10  farkl›  seviyesinden  DNA
izolasyonu yap›lm›fl ve türe spesifik primer-prob
setleri kullan›larak gerçek zamanl› PZR TaqMan
prob yöntemi ile analiz edilmifltir.

DNA İzolasyonu

DNA  izolasyonu  için  Doyle  (12)  taraf›ndan
bildirilen yöntem modifiye edilerek kullan›lm›flt›r.
Ön ifllemlerden geçirilerek haz›rlanan saf bitki
türleri  ve  ikili  kar›fl›mlardan  yaklafl›k  100  mg
örnek al›n›p, üzerine 600 µl %1 β-merkapto etanol
içeren liziz (%2 CTAB, 1.4M NaCl, 100mM Tris,
20mM EDTA) buffer eklendikten sonra 65°C’de
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Çizelge 1. Spesifite testinde kullan›lan bitki türleri
Table 1. Plant species used for specificity test

Örnek No Örnek Ad› Örnek Kodu Latince isim Örnek say›s›
Sample No Sample Name Sample Code Scientific name Number of Sample

1 Antep f›st›¤› 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 Bu¤day Wheat BG Triticum aestivum 3
8 Ceviz Walnut CV Juglans regia 3
9 Erik Plum ER Prunus domestica 3
10 Fasulye Bean FS Phaseolus vulgaris 10
11 F›nd›k Hazelnut FN Corylus colurna 3
12 Kakao Cacao KK Theobroma cacao 3
13 Kay›s› Apricot KY Prunus armeniaca 3
14 Kestane Chestnut KS Castanea sativa 10
15 K›rm›z› mercimek Red lentil KM Lens culinaris 3
16 Kiraz Sweet cherry KR Prunus avium 3
17 Menengiç Terebinth MN Pistacia terebinthus 3
18 M›s›r Maize MS Zea mays 3
19 Nohut Chickpea NH Cicer arietinum 3
20 Siirt f›st›¤› Pistachio (Siirt) SF Pistacia vera, pistachio 4
21 fieftali Peach fiF Prunus persica 3
22 Viflne Sour cherry Vfi Prunus cerasus 3
23 Yer f›st›¤› Peanut YF Arachis hypogaea 3
24 Yeflil mercimek Green lentil YM Lens culinaris 3
25 Yonca Clover YN Medicago sativa 3



(Bioer-Thermo  Cell-HB-202,  China)  bir  gece
inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Daha sonra üzerine
250 µl sodyum asetat eklenip -80 °C’de 10 dakika
bekletilmifltir.  K›sa  bir  süre  oda  s›cakl›¤›nda
bekletilip çözündürüldükten sonra 16000 g’de 10
dakika santrifüj edilmifltir. Üst faz yeni bir tüpe
al›narak önce fenol; kloroform; izoamilalkol
(25:2:1) daha sonra ayn› miktarda kloroform;
izoamilalkol (24:1) ile y›kama ifllemi yap›lm›flt›r.
Her y›kamadan sonra tüpler 20000 g’de 15 dakika
santrifüj edilmifl ve üst faz yeni tüpe al›nm›flt›r.
So¤uk izopropanol eklenip 20000 g’de 15 dakika
santrifüj edilerek çöktürülen DNA’lar üst faz
uzaklaflt›r›ld›ktan sonra kurumaya b›rak›lm›flt›r.
DNA’lar  100 µl  TE  (10mM Tris, 1mM  EDTA)
buffer içerisinde çözündürülmüfl ve 4 µl RNAaz
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkübe edilmifltir.
DNA  konsantrasyonu  nanodrop  (ACTGene,
UVS-99) ile ölçülüp TE buffer ile 100 ng/µl’ye
ayarlanm›flt›r. 

Türe spesifik primer ve prob setlerinin dizaynı

Çal›flmada bezelye, kay›s› ve fasulye türlerine
spesifik primer ve prob setlerinin dizayn› için
kloroplast  genomun  tRNA-Leu  (trnL)  geni
üzerinde türe spesifik dizileri hedef al›nm›flt›r.

Kay›s›  türüne  spesifik  primer-prob  seti  ise,
kromozomal S14 F-box protein geni hedef al›narak
dizayn edilmifltir (Çizelge 3). Ayr›ca yanl›fl negatif
sonuçlar›n önlenmesi için de universal bir bitki
primer-prob seti kullan›lm›flt›r (13).

Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite
testlerinde Çizelge 1’de verilen bitki türlerinin
100 ng/µl konsantrasyondaki DNA’lar› kullan›larak
bu DNA’lar ile reaksiyon verip vermedi¤i tespit
edilmifltir. 

Hassasiyet testi için, bezelye, fasulye ve kay›s›n›n
100 ng/µl’lik DNA konsantrasyonu %100 seviyesi
kabul  edilmifl  ve  %0.001  seviyesine  (0.0001 ng
DNA/µl) kadar 7 farkl› konsantrasyonda dilüsyonlar
haz›rlanm›flt›r. Bu seri dilüsyonlar kullan›larak
herbir primer ve prob seti için deteksiyon limiti
belirlenmifltir. Ayr›ca her bir dilüsyona ait DNA
konsantrasyonlar›n›n logaritmik de¤erine karfl›
tespit edilen Ct de¤erleri kullan›larak standart
kurve oluflturulmufltur.

Gerçek Zamanlı PZR analizi

Gerçek zamanl› PZR ifllemi ticari master mix (DNA
probe master, Roche, ABD), 50-100 ng template
DNA (2 µl), 0.4 µM forward ve reverse primerlerden
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Çizelge 2. Bitki türleri ile haz›rlanan ikili kar›fl›mlar
Table 2. Binary mixtures prepared with plant species

Kar›fl›m No ‹kili kar›fl›mlar› haz›rlamada kullan›lan bitki örne¤inin miktar› (g)
Mixture No Amount of plant sample used to prepare binary mixtures (g)

A grubu bitki örne¤inin* B grubu bitki örne¤inin** A grubu bitkilerin* Kar›fl›m içerisindeki
miktar› miktar› ilave edildi¤i kar›fl›m no B grubu bitki örne¤inin** oran›

The amount of plant The amount of plant Mixture number in The proportion of group
sample in group A* sample in group B** which group A* B plant sample** in mixture

plants are added

1 20 20 %50
2 20 - 1 %25
3*** 30 - 2 %10
4*** 20 - 3 %5
5 30 - 4 %2
6*** 20 - 5 %1
7*** 20 - 6 %0.5
8 30 - 7 %0.2
9*** 20 - 8 %0.10
10*** 20 - 9 %0.05
11 30 - 10 %0.02
12*** 20 - 11 %0.010
13*** 20 - 12 %0.005
14 30 - 13 %0.002
15*** 20 - 14 %0.0010

*A grubu bitkiler: Antep f›st›¤›, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kay›s› çekirde¤i ** Group B plants: pea, bean or apricot 
*** Analiz edilen ikili kar›fl›mlar *** Analyzed binary mixtures



her biri ve 0.1 µM TaqMan probe kullan›larak
gerçeklefltirilmifltir. Tüm reaksiyonlarda 5’ucundan
FAM  ve  3’  ucunda  ise  TAMRA  bulunan  çift
iflaretlenmifl   problar   kullan›lm›flt›r.   Gerçek
zamanl› PZR için termal döngü parametreleri;
94 °C’de ilk denatürasyonun ard›ndan, 35 döngü
süresince  94 °C’de  denatürasyon  ve  55 °C’de
yap›flma/uzama olarak uygulanm›flt›r. PZR ürünleri
% 1.5’lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek
kontrol edilmifltir.

BULGULAR VE TARTIŞMA
Türe  spesifik  primer  ve  prob  setlerinin
spesifite ve hassasiyet testi sonuçları

Spesifite testleri için 25 bitki türüne ait toplam
111 örne¤in 100 ng/µl konsantrasyondaki
DNA’lar›  kullan›lm›flt›r.  Çal›flma  kapsam›nda
dizayn edilen fasulye ve kay›s› türlerine spesifik
primer-prob  setlerinin  di¤er  bitki  türleri  ile
reaksiyon vermedi¤i yaln›zca spesifik olduklar›
türler  ile  reaksiyona  girdi¤i  tespit  edilmifltir

(Çizelge 4). Bezelye türüne spesifik primer-prob
setinin ise, yeflil mercimek ile oldukça zay›f bir
çapraz reaksiyon verdi¤i belirlenmifltir. Öyle ki
bu primer-prob setinin, %100 mercimek DNA’s›
(100 ng DNA/µl) ile verdi¤i Ct de¤eri, %0.01
bezelye DNA’s› (0.01 ng DNA/µl) için belirlenen
Ct de¤erinden bile daha düflük bulunmufltur.
Çal›flmada kullan›lan universal bitki primer-prob
seti  ile  tüm  bitki  örneklerine  ait  DNA’lar›n
(15.54-22.41) aras›nda de¤iflen Ct de¤erleri verdi¤i
belirlenmifl ve böylece yanl›fl negatif sonuçlar›n
kontrolü yap›lm›flt›r.

Bu çal›flmada, baklagiller (Fabaceae) familyas›ndan
bezelye ve fasulye türlerine spesifik primer-prob
setlerinin dizayn› için kloroplast genomda bulunan
trnL geni üzerinde s›ras›yla 117 ve 93 baz çifti
uzunlu¤undaki bölgeler hedef al›nm›flt›r. Kloroplast
genomda bulunan trnL geni, bitki türleri aras›ndaki
heterojenli¤inin  ve  kopya  say›s›n›n  yüksek
olmas›ndan dolay› filogenetik çal›flmalar için
avantaj sa¤lamaktad›r (14).
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Çizelge 3. Bitki türlerine spesifik olarak dizayn edilen primer–prob setleri
Table 3. Primer-probe sets designed specifically for plant species

Türler Oligonükleotid Oligonükleotid dizisi (5'→3') Amplikon Hedef gen ve Kaynak
Species Oligonucleotide Sequence of oligonucleotide (5'→3') uzunlu¤u (bç) (Genbank eriflim no) Reference

Length of Target gene and
amplicon (bp) (Accession no)

Bezelye BF (ileri) CAATTGATTAATGAAGATTTCTAACTTCT 117 trnL Bu çal›flma
Pea BF (Forward) (JN617165.1) This study

BR (geri) TTTGAGCAATGAATATTCAGTCA
BR (Reverse)
BP (prob) TGGAAACATTAGAATCAATTACAACTGGA
BP (probe)

Fasulye FF (ileri) TGAAGAAAAGATGGAATATTTCTTGAT 93 trnL Bu çal›flma
Bean FF (Forward) (JN617174.1) This study

FR (geri) TTTATTCTCATCTGATTGATCAGTTCT
FR (Reverse)
FP (prob) TCACTTTATCATAATCGGATAAAACCCTTGA
FP (probe)

Kay›s› KF (ileri) CAACAGGGATTAGTATGGATAACA 120 S14 F-box protein Bu çal›flma
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 TTAATTCCAGGGTTTCTCTGAATTTGAAAGTT
Plant nes-2- (probe)

bç: baz çifti bp: base pair
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Kay›s› türüne spesifik primer ve prob dizayn› için
kromozomal S14 F-box protein geni kullan›lm›flt›r.
Kromozomal genomda bulunan genlerin kopya
say›s› kloroplast genlerden çok daha düflük oldu¤u
için kay›s› için deteksiyon limiti di¤er iki türden
çok daha düflük bulunmufltur. Bununla birlikte
Prunus cinsi içerisinde yak›n iliflkili iki tür olan
kay›s› (Prunus armeniaca) ve badem (P. dulcis)
birbirinden baflar›l› bir flekilde ay›rt edilmifltir.
Ayr›ca kay›s› türü için tasarlanan primer-prob
setinin ayn› cinse ait kiraz (P. avium), fleftali
(P. persica), viflne (P. cerasus) ve erik (P. domestica)
gibi di¤er sert çekirdekli meyvelerle reaksiyon
vermedi¤i tespit edilmifltir.

Di¤er taraftan hassasiyet testi için bezelye, fasulye
ve kay›s› türlerine ait DNA’lar›n %0.001’den
%100’e kadar de¤iflen konsantrasyonlar›ndaki
dilüsyonlar› kullan›lm›fl ve gerçeklefltirilen gerçek
zamanl› PZR reaksiyonlar› sonucunda bezelye ve
fasulye için deteksiyon limiti %0.001, kay›s› için
ise  %0.1  olarak  belirlenmifltir  (fiekil 1-3).  Her
bir primerin spesifite ve hassasiyet testi için
gerçeklefltirilen reaksiyonlarda elde edilen PZR
ürünlerinin agaroz jel görüntüleri, gerçek zamanl›
PZR sonuçlar›n› do¤rulam›flt›r (fiekil 4-6).

310

Çizelge 4. Dizayn edilen primer ve prob setlerinin spesifite ve hassasiyet testi sonuçlar›.
Table 4. The specificity and sensitivity test results of designed primer and probe sets.

Türler DNA Konsantrasyonu (%) Bezelye Fasulye Kay›s› çekirde¤i
Species DNA Concentration (%) Pea Bean Apricot kernel

Hedef Türler 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 f›st›¤› 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
Bu¤day Wheat 100 >35 >35 >35
Ceviz Walnut 100 >35 >35 >35
Erik Plum 100 >35 >35 >35
Fasulye Bean 100 >35 16.38 >35
F›nd›k Hazelnut 100 >35 >35 >35
Kakao Cacao 100 >35 >35 >35
Kay›s› çekirde¤i Apricot kernel 100 >35 >35 19.45
Kestane Chestnut 100 >35 >35 >35
K›rm›z› mercimek Red lentil 100 >35 >35 >35
Kiraz Sweet cherry 100 >35 >35 >35
Menengiç Terebinth 100 >35 >35 >35
M›s›r Maize 100 >35 >35 >35
Nohut Chickpea 100 >35 >35 >35
Siirt f›st›¤› Pistachio (Siirt) 100 >35 >35 >35
fieftali Peach 100 >35 >35 >35
Viflne Sour cherry 100 >35 >35 >35
Yer f›st›¤› Peanut 100 >35 >35 >35
Yeflil mercimek Green lentil 100 31.53 >35 >35
Yonca  Clover 100 >35 >35 >35

>35: ct de¤eri tespit edilmedi. >35: ct value was not detected.
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fiekil 1. Bezelye DNA’s›n›n farkl› konsantrasyonlar›na karfl›l›k belirlenen Ct de¤erleri (A) ve Ct de¤erleri kullan›larak çizilen
standart e¤ri (B)
Figure 1. Ct values determined using different concentrations of pea DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)

fiekil 3. Kay›s› DNA’s›n›n farkl› konsantrasyonlar›na karfl›l›k belirlenen Ct de¤erleri (A) ve Ct de¤erleri kullan›larak çizilen
standart e¤ri (B)
Figure 3. Ct values determined using different concentrations of apricot DNA (A) and the standard curve plotted for Ct values (B)

fiekil 2. Fasulye DNA’s›n›n farkl› konsantrasyonlar›na karfl›l›k belirlenen Ct de¤erleri (A) ve Ct de¤erleri kullan›larak çizilen
standart e¤ri (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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Her bir DNA konsantrasyonuna karfl› elde edilen
Ct de¤erleri kullan›larak çizilen standart e¤rinin
e¤imi bezelye, fasulye ve kay›s› türleri için s›ras›
ile -3.70, -3.18 ve -3.80 olarak bulunmufltur. Ayr›ca
tüm primer-prob setleri için, R2 de¤erinin ≥0.99
oldu¤u tespit edilmifltir. 

İkili Karışımlarda Tür Tayini

Haz›rlanan ikili kar›fl›mlar, hedef bitki türlerine
spesifik primer ve prob seti kullan›larak analiz
edilmifltir.  Buna  göre,  Antep  f›st›¤›-bezelye
kar›fl›m›nda bezelye, kestane-fasulye kar›fl›mda
ise  fasulye,  %0.001  seviyesine  kadar  tespit
edilebilirken, badem-kay›s› kar›fl›m›nda kay›s›n›n
tespit edilebildi¤i en düflük seviye %0.1 olmufltur
(Çizelge 5).

fiekil 4. Bezelye türüne spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
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’lük 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:fiF, 29:Vfi, 30:YF, 31:YM, 32: YN, 33:BZ1, 34:BZ2, 35:BZ3, 36: BZ4 

fiekil 5. Fasulye türüne spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
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’lük 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:FS3, 25:KM, 26:KR, 27: MN, 28:MS, 29:NH, 30:SF, 31:fiF, 32:Vfi, 33:YF, 34:YM, 35: YN

fiekil 6. Kay›s› türüne spesifik primerlerin hassasiyet ve spesifite testine ait agaroz jel elektroforez görüntüsü. 
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: %1’lik KY, 6: % 10’luk KY, 7: % 100’lük 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:fiF, 29:Vfi, 30:YF, 31:YM, 32: YN 
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Antep f›st›¤›-bezelye ikili kar›fl›m›n›n analizinde
kullan›lan bezelye türüne spesifik ileri ve geri
primerler, Antep f›st›¤› ile s›ras›yla %52.8 ile %50
prob ise %44.7 oran›nda benzerlik göstermektedir.
Benzer flekilde, fasulye türüne spesifik ileri ve
geri primeler ile prob kestane ile s›ras›yla %44.7,
%51.2  ve  %61.3  oran›nda  benzerdir.  Kay›s›
primer-prob setinin badem türü ile aras›ndaki
benzerlik oranlar› ise s›ras›yla %79.2, %91.7 ve
%81.8’dir. Dolays›yla hedef diziler aras›nda yüksek
heterojenlik analiz edilen primer-prob setlerinin
kar›fl›mdaki di¤er türlerle reaksiyon vermeksizin
yüksek  bir  hassasiyetle  hedef  bitki  türlerinin
tayinine imkân vermifltir. Hile amaçl› kar›flt›rmalarda
(adultration) %1’in alt› ekonomik bulunmamakta
genellikle  bu  seviyenin  üstünde  bir  kar›flt›rma
yap›lmaktad›r.  Dolays›yla  bu  çal›flmada  ikili
kar›fl›mlar için tespit edilen deteksiyon limitleri
bu tür hileleri tespit edebilecek hassasiyettedir.

Literatürde benzer çal›flmalar bulunmakla birlikte
bu çal›flma kapsam›nda gelifltirilen yöntemler,
gerek spesifite ve gerekse hassasiyet bak›m›ndan
daha baflar›l› bulunmufltur. Örne¤in; Brezná ve
ark. (15), g›dalardaki bezelye kal›nt›lar›n› tespit
etmek amac›yla trnL ve trnF eksonlar› aras›ndaki
intron bölgeyi hedef alan bir primer-prob seti
tasarlam›fllard›r. Gelifltirdikleri gerçek zamanl›
PZR çal›flmas› ile bezelye ilave edilmifl çeflitli tah›l
unlar›nda deteksiyon limitini 0.11±0.07 ng bezelye
DNA’s› olarak tespit etmifllerdir. Ancak tasarlanan
primer  ve  prob  setlerinin  di¤er  baklagillerle
reaksiyon vermemesi için döngü say›s›n› 29’da
tutmufllard›r. Krahulcová ve ark. (16), kestane

püresine hile amac›yla kat›lan fasulye türünü
tespit etmek amac›yla, nükleer genom üzerinde
bulunan PvLEA-18 genini kullanm›fllard›r. Dizayn
ettikleri primerlerin di¤er bitki türleriyle reaksiyon
vermedi¤ini ancak model kar›fl›mlarda fasulyenin
deteksiyon   limitinin   %1   (w/w)   oldu¤unu
bildirmifllerdir. Brüning ve ark. (17) ise, badem
ezmesine (marzipan) kar›flt›r›lan kay›s› çekirde¤i
ezmesinin (persipan) kay›s› türüne spesifik PZR
ile %0.2 seviyesine kadar tespit edilebildi¤ini
göstermifllerdir.

SONUÇ
G›da sanayisinde kaliteli ve güvenilir ürünlerin
üretilmesi, tüketici haklar›n›n korunmas› ve haks›z
rekabetin önlenmesi için g›da kontrol ve denetim
hizmetlerinin  etkin,  yayg›n  ve  sürekli  olmas›
büyük önem tafl›maktad›r. Dolays›yla gerek kalite
kontrol hizmetlerinin etkinli¤i ve gerekse pek
çok ülkede g›da etiketleme ile ilgili yap›lan yasal
düzenlemeler, g›dalar›n bilefliminde bulunan
hayvan ve bitki kaynakl› bileflenlerin tayini için
hassas ve güvenilir metotlara duyulan ihtiyac›
art›rm›flt›r. ‹flte bu noktada gerçek zamanl› PZR
tekni¤i, tür tayini ile ilgili bu yöndeki ihtiyaçlar›
karfl›layabilecek potansiyel bir teknik olarak öne
ç›kmaktad›r. 

Bu çal›flmada, Antep f›st›¤›, kestane ve badem
gibi bitki kaynakl› baz› g›da bileflenlerinin yerine
hile amac›yla kullan›lan bezelye, fasulye ve kay›s›
çekirde¤i gibi daha ucuz bitki türlerinin tespitine
yönelik yöntemler gelifltirilmifltir. Bu amaçla trnL

Çizelge 5. ‹kili kar›fl›mlar›n analiz sonuçlar›
Table 5. Analysis results of binary mixtures

‹kili kar›fl›m seviyesi (A grubu bitki türü* Türe spesifik primer ve prob setleri kullan›larak elde edilen Ct de¤erleri
içindeki B grubu bitki türünün** oran›) Ct values obtained with species-specific primer and probe sets

Level of binary mixture (Ratio of B group Bezelye Fasulye Kay›s›
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 f›st›¤›, kestane ya da badem * Group A plants: pistachio, chestnut or almond
**B grubu bitkiler: Bezelye, fasulye ya da kay›s› çekirde¤i  ** Group B plants: pea, bean or apricot
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geni üzerinde dizayn edilen primer-prob setleri,
bezelye ve fasulye türlerinin spesifik olarak ve
yüksek bir hassasiyetle tespitini sa¤lam›flt›r. S14
F-box geni üzerinde dizayn edilen kay›s› türüne
spesifik primer-prob setinin ise, Prunus cinsi
içerisindeki yak›n iliflkili türlerin ayr›m›na imkan
sa¤lad›¤› ancak di¤er türlere k›yasla hassasiyetinin
daha düflük oldu¤u bulunmufltur. Gelifltirilen
tüm yöntemlerin, kalite kontrol laboratuarlar›n›n
yöntem konusundaki eksikli¤ini gidermesinin
yan›nda,  rutin  kullan›mlara  uygun  ticari  test
kitlerine dönüfltürülme potansiyeli de mevcuttur.
Sonuçta hileli kar›fl›mlar içerisindeki bezelye,
fasulye ve kay›s› çekirde¤i kal›nt›lar›n›n hassas
ve güvenilir bir flekilde tespiti, bu yolla yap›lan
hilelerin önlenmesi ve dolays›yla ve tüketicilerin
korunmas› ve haks›z rekabetin önlenmesine
katk› sa¤layacakt›r.
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TOTAL PHENOLIC, FLAVONOID, TANNIN CONTENTS AND 
ANTIOXIDANT PROPERTIES OF PLEUROTUS OSTREATUS AND

PLEUROTUS CITRINOPILEATUS CULTIVATED ON VARIOUS SAWDUST 

Abstract
In this study, the possibility of using of chestnut (Castanea sativa) sawdust in Oyster mushroom (Pleurotus ostretatus
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 µmol FeSO4.7H2O/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

ÇEŞİTLİ TALAŞLARDA ÜRETİLEN PLEUROTUS OSTREATUS
VE PLEUROTUS CITRINOPILEATUS MANTARLARININ 

TOPLAM FENOLİK, FLAVONOİD VE TANEN İÇERİKLERİ 

VE ANTİOKSİDAN ÖZELLİKLERİ 

Öz
Bu çal›flmada Pleurotus ostreatus ve Pleurotus citrinopileatus’un (‹stiridye mantar›/Kay›n mantar›) kestane (Castane
asativa) odunu talafl›ndaki üretim olanaklar› üzerinde durulmufltur. Ayr›ca; kestane talafl›n›n; karakavak (Populus
nigra) ve do¤u ladini (Picea orientalis) talafllar› ile kar›flt›r›ld›¤› ortamlarda Pleurotus ostreatus üretimi denenmifltir.
Üretimlerin ard›ndan elde edilen mantarlar›n ve yetiflme ortamlar›n›n biyoaktif özellikleri araflt›r›lm›flt›r. Baflar›l› bir
hasat periyodundan sonra mantarlar›n metanolik eksraktlar› üzerinden toplam fenolik, flavonoid ve kondanse
tanen içerikleri ve antioksidan özellikleri belirlenmifltir. Ayn› deneyler mantar subsratlar› için de tekrar edilmifltir.
En yüksek verim ve biyolojik etkinlik de¤eri %100 Castanea sativa ortam›nda geliflen P. ostreatus mantar›nda
gözlenmifltir. En yüksek fenolik içerik (2.529±0.010 mg GAE/g) C. sativa talafl›nda üretilen P. citrinopileatus
mantar›nda ve kendi yetiflme ortam›nda bulunmufltur. Hiç bir mantarda flavonoid içeri¤i tespit edilememifltir. En
yüksek kondanse tanen içeri¤i (3.691±0.011 CE mg/g) %100 C. sativa talafl›nda üretilen P. ostreatus’da ve kendi
yetiflme substrat›nda; en yüksek demir indirgeyici antioksidan aktivite (11.761±0.020 µmol FeSO4.7H2O/g) %50
P. orientalis + %50 C. sativa kar›fl›m›nda üretilen P. ostreatus’ta ve %100 C. sativa besin ortam›nda gözlenmifltir.
En yüksek DPPH radikali temizleme aktivitesi %100 C. sativa ortam›nda üretilen P. citrinopileatus mantar›nda ve
%100 C. sativa besin ortamlar›nda görülmüfltür. 
Anahtar kelimeler: Antioksidan, kestane, Pleurotus, tanen içeri¤i, toplam fenolik içerik
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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
(21).

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.
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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 CaCO3 (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. 

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

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
µm. Then solutions were filtrated from hydrophilic
polyvinylidene  fluoride  (PVDF)  0.45  µm  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
µL of various concentrations of gallic acid and
samples, 400 µL of 0.5 N Folin-Ciocalteu reagent
and 680 µL of distilled water were mixed and
vortexed. After 3 min incubation, 400 µL of Na2CO3

(10%) solution was added and vortexed. Then

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% Al(NO3)3 and 0.1 mL of 1 M
NH4.CH3COO  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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Table 1. Mushrooms and cultivation mediums 

Mushroom species Cultivation medium (sawdust)

P. citrinopileatus     100% Castanea sativa
P. ostreatus 100% Castanea sativa
P. ostreatus  50% Castanea sativa + 50% Populus nigra
P. ostreatus  50% Castanea sativa + 50% Picea orientalis
P. citrinopileatus 50% Castanea sativa + 50% Populus nigra*  
P. citrinopileatus 50% Castanea sativa + 50% Picea orientalis* 

*: Contaminated variation



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-T›tto(30).  For each
sample, various concentrations of 25 µL from
extracts of plant were mixed with 750 µl of 4%
vanillin (prepared with MeOH) and then 375 µL
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/ml).
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) 3+) to blue colored
Fe(TPTZ)2+ 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 mMHCl
and 2.5 mL of 20 mM FeCl3.6H2O 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  FeSO4.7H2O  in  the  range  of
100-1000 µM 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 µmol of ferrous equivalent
Fe (II) 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 SC50 (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.
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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±1.2a 65.0±4.2ab

100% C. sativa sawdust*** 20.6±2.3b 72.8±8.1b

50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust*** 19.7±1.8ab 69.5±6.3b

50 % C.sativa + 50% P. orientalis sawdust*** 16.1±0.9c 57.1±3.1a

*: Biological efficiency 
**: Values for P. citrinopileatus cultivation
***: Values for P. ostreatus cultivation
a 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 72.8±8.1 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 (P<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
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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/g) (mg QE/g) (CE mg/g)

X±SD X±SD X±SD

P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 2.529±0.010a - 3.674±0.009a

P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 1.768±0.082b - 3.691±0.011b

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust** 1.304±0.084c - 0.618±0.062c

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust 1.232±0.060c - 1.380±0.009c

100% C. sativa sawdust 25.153±0.041a 0.643±0.097a 3.758±0.021a

50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust 16.713±0.018b 0.654±0.019a 0.591±0.033b

50% C. sativa +50 % P. orientalis sawdust 13.374±0.152c 0.782±0.016b 0.140±0.028c

a 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.

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 µmol FeSO4.7H2O/g) was determined
in P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50%
P. orientalis sawdust extract. The lowest one
(5.580±0.189 µmol FeSO4.7H2O/g) was seen in
P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust,

(Table 4). This results are similar with H. erinaceum
mushroom chloroform extract’s value (10.66 µmol
FeSO4.7H2O/g, (43)) and lower than different
sub fractions of methanol extracts of Naematoloma
sublateritium (44.25-299.24 µmol FeSO4.7H2O/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

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

Material FRAP DPPH-SC50

(µmol FeSO4.7H2O/g) (mg/mL)
X±SD X±SD

P. citrinopileatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 10.130±0.165a 6.480±0.089a

P. ostreatus cultivated on 100% C. sativa sawdust 5.580±0.189b 19.167±0.051b

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust 5.929±0.051c 22.922±0.002c

P. ostreatus cultivated on 50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust 11.761±0.020d 22.922±0.001c

100% C. sativa sawdust 733.200±0.121a 0.048±0.001a

50% C. sativa + 50% P. nigra sawdust 287.408±0.043b 0.109±0.003b

50% C. sativa + 50% P. orientalis sawdust 270.550±0.098c 0.144±0.001c

a Means having the same superscript letter(s) are not significantly different (P>0.05) by Duncan's multiple range test.
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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 µmol FeSO4.7H2O/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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CONTENT OF PROTEIN AND ORTHO-DIHYDRIC 
PHENOL IN AGARICUS BISPORUS X25 CULTIVATED 

ON DECOMPOSED AGROSUBSTRATES

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 ÜRETİLEN AGARICUS BISPORUS X25
MANTARLARININ PROTEİN VE ORTO-DIHIDRIK FENOL İÇERİKLERİ

Öz

Bu çal›flmada Streptomyces kültürü kullan›larak veya kullan›lmaks›z›n haz›rlanm›fl beyaz bu¤day
saman›, kam›fl saman› (Phragmites australis) ve bu ikisinin 1:1’lik kar›fl›m› olmak üzere alt› farkl›
kompostta üretilen beyaz dü¤me mantarlar›n›n (Agaricus bisporus X25) besleyici de¤eri incelenmifltir.
Genel olarak bakteriyal afl›lama ifllemi A. bisporus X25 mantarlar›n›n protein ve orto-dihidrik fenol
içeri¤ini artt›r›rm›flt›r. Kar›fl›m kompost ve kam›fl kompost kullan›m› A. bisporus mantarlar›nda s›ras›yla
protein ve orto-dihidrik fenol içeri¤ini artt›rm›flt›r. Sonuçta bu mantar türünün protein ve fenolik
bileflikler aç›s›ndan de¤eri ortaya konulmufltur. 

Anahtar kelimeler: Kompost, besleyici de¤er, farmasötik de¤er, 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 (RDI) (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 (Triticum 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 (NaNO2) and 10 g of Sodium
Molybdate (NaMoO2) 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) HCl 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

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

Content of Protein and Ortho-Dihydric Phenol in ...

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

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
Treated with Streptomyces 19.51 18.09 21.85

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

Without treatment 8.91 9.04 8.90
Treated with Streptomyces 8.60 10.45 8.97

Legend: Average of moisture content of fruiting bodies about 89%-90%.

0.450

0.420
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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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VALORIZATION OF OLIVE-OIL INDUSTRY SOLID WASTE: 
STATISTICAL OPTIMIZATION OF ALKALINE EXTRACTION 
CONDITIONS FOR LIGHT-COLOURED HEMICELLULOSES

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) MgSO4 concentration, 6.4% (v/v) H2O2

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

ZEYTİNYAĞI ENDÜSTRİSİ KATI ATIĞININ DEĞERLENDİRİLMESİ: 
AÇIK RENKLİ HEMİSELÜLOZLAR İÇİN ALKALİ ÖZÜTLEME 

KOŞULLARININ İSTATİSTİKSEL OPTİMİZASYONU

Öz

Zeytinya¤›  üretim  sürecinin  yan-ürünü  olan  zeytin  kat›  at›¤›  (ZKA),  çok  düflük  ekonomik  de¤ere  sahip  bir
lignoselülozik materyaldir. ZKA’n›n hemiselüloz fraksiyonu, birçok endüstriyel uygulama için hammadde olarak
kullan›m potansiyeline sahiptir. Bu çal›flman›n temel amac›, ZKA’dan mümkün olan en yüksek ham hemiselüloz
özütleme verimine ulaflmak için bir alkali özütleme tekni¤inin istatistiksel olarak gelifltirilmesi ve bunun yan›nda
siyah hemiselülozlar›n renginin aç›lmas›d›r. Optimizasyon için Box-Behnken Tasar›m› temelli tepki yüzey metodolojisi
kullan›lm›flt›r. Optimum hemiselüloz özütleme koflullar› %19,3 (a/h) alkali (KOH) konsantrasyonu, 1,3 mm partikül
büyüklü¤ü, 25,3 saat özütleme süresi, %1 (a/h) MgSO4 konsantrasyonu, %6,4 (h/h) H2O2 konsantrasyonu ve 60°C
s›cakl›k olarak tespit edilmifltir. Bu koflullardaki en yüksek deneysel hemiselüloz verimi %35,6±0,5 olup, teorik
de¤er olan %31,2 ile uyumludur. Sonuç olarak, özütleme verimi %21,7’den %35,6’ya (a/a) ç›kar›lm›flt›r. Optimum
koflullarda özütlenen hemiselülozlar›n renk de¤erleri (L*,a*,b*) s›ras›yla 31,69±0,28, -2,90±0,04 ve 5,49±0,04 olarak
bulunmufltur. Çal›flman›n sonuçlar›, g›da paketleme uygulamalar› için biyobozunur plastikler ve ksilooligosakkaritler
gibi  endüstriyel  öneme  sahip  katma  de¤erli  ürünlere  dönüfltürülme  potansiyeline  sahip  aç›k  renkli  ZKA
hemiselülozlar›n›n izole edilmesi için yol göstermektedir.

Anahtar kelimeler: Zeytin kat› at›¤›, ön ifllem, hemiselüloz, özütleme, optimizasyon, tepki yüzey metodolojisi,
at›k de¤erlendirme
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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  CO2 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;  MgSO4 concentration,  H2O2

concentration and temperature were optimized.
Specifically, the effect of H2O2 on the colour of
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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 Uflakl› Pirina (Ayd›n, 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 (X1),
particle size (X2) 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:  MgSO4 concentration  (X4),  H2O2

concentration (X5) and temperature (X6). 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

the optimum points according to Equation 1;

Y = b0 + ∑biXi + ∑biiXi
2 + ∑bijXiXj Equation 1

where Y is the predicted response (hemicellulose
extraction yield, %), b0 intercept (constant), bi

linear coefficients, bii squared coefficients, bij

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
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Table 1. The levels of independent variables of BBD

Level

-1 0 +1

X1 Alkali (KOH) concentration (%) 10 20 30
X2 Particle size (mm) 1 2 3
X3 Time (h) 6 24 42

Level

-1 0 +1

X4 MgSO4 concentration (%) 0 0.5 1
X5 H2O2 concentration (%) 0 4 8
X6 Temperature (°C) 20 40 60
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H2O2 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 H2O2 treatment
because EDTA removes the metal ions from the
solution.  The  metal  ions  were  reported  to
decompose  H2O2 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, MgSO4 and H2O2. It is
known that chelation not only removes heavy
metals, but also alkali earth metals which act as
stabilizer of H2O2 during extraction. Therefore,
MgSO4 was added to increase the magnesium
concentration, thus to stabilize H2O2. Proper
volume of H2O2 was added into the KOH solution
(19.3%, w/v) and a calculated amount of MgSO4

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.

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, R2 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
(X2) 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 X1 - 3.89
X2 + 1.40 X3 - 3.46 X1*X1 - 2.96 X2*X2 - 7.24 X3*X3 +
0.78 X1*X2 + 0.05 X1*X3 + 0.70 X2*X3 Equation 3
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Hemicelluloses yield (%)= x 100
Dry weight of extracted hemicelluloses (g)

Dry weight of olive solid waste (g)



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 X1

(19.3% KOH concentration), -0.6566 for X2 (1.3

mm particle size) and 0.0707 for X3 (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 (R2) 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 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

(X1) (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
5 1 0 1 12.70 12.44 0.26
6 -1 0 -1 9.40 9.66 -0.26
7 1 0 -1 9.70 9.54 0.16
8 -1 0 1 12.20 12.36 -0.16
9 0 1 1 11.90 9.71 2.19
10 0 -1 -1 12.50 14.69 -2.19
11 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 MgSO4 H2O2 Experimental Predicted Residual
concentration concentration Temperature hemicellulose hemicellulose

(X4) (X5) (X6) 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      
5 1 0 1 30.16 30.447   -0.287      
6 -1 1 0 15.60 16.416 -0.816      
7 -1 -1 0 12.67 13.026 -0.356      
8 1 1 0 23.06 22.704 0.356       
9 1 0 -1 11.18 12.065 -0.885      
10 -1 0 1 16.55 15.665 0.885      
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

O
pt

im
iz

at
io

n 
ph

as
e-

1
O

pt
im

iz
at

io
n 

ph
as

e-
2



D. Sutay Kocabaş, E. Yurtdaş, A. N. Demir 

positive contribution to the response was made
by temperature with the highest coefficient
(5.43). The influence of square terms of H2O2

concentration and temperature were also significant.
The highest positive contribution to the response
was made by the interaction between MgSO4

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 X4 +
1.210 X5 + 5.429 X6 - 0.074 X4*X4 - 1.996 X5*X5 -
2.719 X6*X6 - 0.485 X4*X5 + 3.763 X4*X6 + 1.645
X5*X6 Equation 4

The resulting contour plots are shown in Figure
1-b. The optimal treatment was found to be at
1.0 for X4 (1% MgSO4 concentration), 0.596 for
X5 (6.4% H2O2 concentration) and 1.0 for X6

(60°C temperature). Hemicellulose extraction
yield  tests  were  performed  at  the  predicted
optimum extraction conditions with four replicates
and the maximum yield 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 (PI) 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) MgSO4

concentration, 6.4% (v/v) H2O2 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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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
Particle size -3.89 -3.84 0.012
Time 1.40 1.38 0.225
KOH concentration * KOH concentration -3.46 -2.32 0.068
Particle size * Particle size       -2.96 -1.99 0.103
Time * Time -7.24 -4.86 0.005
KOH concentration * Particle size 0.78 0.54 0.612
KOH concentration *Time 0.05 0.03 0.973
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
MgSO4 concentration 3.629    8.42    0.000
H2O2 concentration                        1.210 2.81    0.038  
Temperature 5.429    12.59    0.000  
MgSO4 concentration *  MgSO4 concentration  -0.074    -0.12    0.912  
H2O2 concentration *  H22O2 concentration    -1.996    -3.15    0.025  
Temperature * Temperature                  -2.719    -4.28    0.008  
MgSO4 concentration *  H2O2 concentration   -0.485    -0.80    0.462  
MgSO4 concentration * Temperature           3.763    6.17    0.002  
H2O2 concentration * Temperature            1.645    2.70    0.043  

S = 1.220   R-Sq = 98.4%   R-Sq(adj) = 95.6%
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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 MgSO4 concentration, H2O2 concentration and
temperature on hemicellulose extraction yield of the second optimization phase

(b)

(a)
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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 MgSO4 addition
and the maximum yield was observed at 1%
(w/w) MgSO4 concentration. A similar influence
was predicted by Brienzo et al. (2009) during the
search  for  optimum  conditions  of  sugarcane
bagasse  hemicellulose  extraction  (13).  H2O2

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 H2O2

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 H2O2 treatment
which indicates the success of the delignification
by H2O2 and the lightness of the final product.
Doner and Hicks (1997) demonstrated the positive
effect of H2O2 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%
H2O2 for wheat straw hemicelluloses (31). They
aimed  to  lighten  the  color  of  hemicellulose
solutions for a successful application in paint
industry. Similar influence of H2O2 on the colour
of hemicelluloses was observed in the present
study. Hemicelluloses extracted with 8% H2O2

(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 H2O2 treated hemicelluloses in compare to
the untreated samples. The H2O2 treatment has
provided  light-coloured  hemicelluloses,  for
potential utilization in certain food packaging
applications and/or in paint industry. 
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