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Editorden,

Merhaba,

Dergimizin 2018 yili 43. cilt 1. sayist ile yine birlikteyiz. Bu sayimizda 5 Ingilizce arastirma, 7 Tirkce
arastirma ve 5 Turkce derleme olmak tizere 17 makale bulunmaktadir.

Bu sayimizdaki makalelere farklt doi numaralar verildigini fark etmissinizdir. Doi numaralarint dnceden
CrossRef tizerinden aliyorduk, artik DergiPark sistemini kullantyoruz. Bu degisiklik, yazarlari olumlu ya
da olumsuz yonde etkilemeyecektir. DOI, evrensel bir dijital kot olup, bir ¢cesit makale kimlik numarasidir.

Dergimize http://dergipark.gov.tr/gida adresinden dogrudan erisebilirsiniz.

Nevsehir Hact Bektas Universitesi'nde yapacagimiz 3. Uluslararast Gida Teknolojisi Kongremizin kayitlart
devam etmektedir. 15 Ocak 2018 tarihi, bildiri 6zeti gonderilmesi icin son tarih degildir. Bu tarihten
sonra da bildiri 6zeti gdndermek miimkiindir. Nitekim bu tarihte yeni bildiri 6zetleri gelmektedir.
Kongre web sayfasinda da verildigi gibi, 15 Ocak 2018 tarihi erken kayit 6demesi icin son tarih idi. Bu
tarihten sonra gonderilen bildiri 6zetleri erken kayit ticreti 6deme sansini kacirdi. Kongre programi
uyarinca kabul edilen bildirileri 01 Mart 2018 tarihinden itibaren sorumlu yazarlara bildirmeye baslayacagiz
ve 01 Nisan 2018 tarihine kadar erken kayit ticreti tarifesi tizerinden 6deme yapmalarini isteyecegiz.

Bildirilerin poster ya da so6zIli sunum olarak kabul edilmesi ya da reddedilmesi, Kongre Bilimsel
Kurulu’'nda yer alan hakemlerimizin onceligindedir, ancak farkli hakemlerden farkli gorisler gelirse
kuskusuz Kongre Diizenleme Kurulu devreye girecektir. Kabul edilen her bildiri i¢cin sorumlu yazara:
"-Bildiri 6zetiniz poster bildiri olarak kabul edildi, s6zli bildiri olmasinda israrct misiniz?
Yada
-Bildiri 6zetiniz sozlu bildiri olarak kabul edildi, poster bildiri olmasinda israrct misiniz?"...seklinde
e-mail gbnderecegiz ve ivedi olarak yanit vermelerini isteyecegiz.

Kongre Sozlu Bildiri Programi’'nin yapilabilmesi, ancak ve ancak belirli bir tarihe kadar gonderilen ve
bu sekilde kabul edilen bildiriler ile miimktndir. Buna gore 01 Mayis 2018 tarihine kadar gonderilen
bildiri 6zetleri, s6zlli ya da poster olarak degerlendirmeye alinacak ancak bildiri 6zeti son gonderim tarihi
olan 01 Temmuz 2018'den sonra gonderilecek tiim bildiriler poster bildiri olarak degerlendirilecektir.
01 Temmuz 2018 sonrast gonderilecek hicbir bildiri kabul edilmeyecektir.

Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman
GIDA Dergisi Editori



A Message from the Editor-in-Chief

Hello,

We are together again with the 1% issue of the volume 43 of our journal in 2018. There are again 17
articles, including 5 research articles in English, 7 research articles in Turkish, and 5 review articles in
Turkish in this issue.

You have noticed that different doi numbers were given to the articles of this issue. We have been
receiving Doi numbers on CrossRef previously, and now we are using the DergiPark system. This
change will not affect authors either positively or negatively. DOI is a universal digital code and is a
sort of article identification number.

You can access our journal directly at http://dergipark.gov.tr/gida.

The registration to the 3" International Congress on Food Technology which will be held in Nevsehir
Haci Bektas University, has still been continuing. The date of January 15, 2018 is not the deadline for
abstract submission. After this date, it is possible to submit abstracts. As a matter of fact, new abstracts
are coming on this date. As stated at the Congress web page, the date of January 15, 2018 was the
deadline for abstract submission for early-bird registration. Submissions after this date missed the chance
to pay early-bird registration fees. We will begin notifying the corresponding authors for their abstracts
accepted under the Congress program from the date of March 01, 2018 and will require them to make
an early-bird registration payment by the date of April 01, 2018.

The acceptance or rejection of the abstracts as poster or oral presentation is at the initiative of our
reviewers in the Congress Scientific Committee, but if different comments come from different reviewers,
the Congress Organizing Committee will surely come into commission. For the all accepted abstracts,
we will send an e-mail to the corresponding author as:

"-Your abstract is accepted as a poster presentation are you insisting on its oral presentation?
Or

-Your abstract is accepted as a poster presentation, are you insisting on its oral presentation?"...and
we will want them to reply as soon as possible.

The scheduling of the Congress Oral Presentation Program can only be made by means of abstracts
which are submitted and accepted by a specific date. Accordingly, the abstracts submitted until the
date of May 01, 2018 will be evaluated for oral or poster presentation, but all abstracts submitted after
the date of July 01, 2018, which is the deadline for abstract submission, will be evaluated as poster
presentation. No abstracts submitted after the date of July 01, 2018, will be accepted

Best Regards,

Prof. A. Kadir Halkman
Editor of Journal of FOOD
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YAS UZUM BOGMA’SININ AROMA PROFILININ BELIRLENMESI*

Sercan Dede™, Yahya Kemal Avgar
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimii, Hatay, Tiirkiye

Gelis / Received: 07.08.2017; Kabul / Accepted- 22.11.2017; Online baskt / Published online: 30.11.2017

Dede, S., Avsar, Y.K.. (2018). Yas tiziim bogma’sinin aroma profilinin belirlenmesi. GID.4 (2018) 43 (1):
1-10 doi: 10.15237/¢ida.GD17073

oz

Bu ¢alismada Hatay y6resinde geleneksel olarak yas tiztimden tretilen Bogmanin laboratuvar kosullarinda
tretimi gerceklestirilmis ve son triinde ugucu bilesenleri ve aroma profili arastirilmistir. Bu amagla tiretim,
geleneksel yontemler esas alinarak fermantasyon toprak kiiplerde (carra) ve distilasyon bakir dizeneklerde
gerceklestirilmistir. Ucucu bilesenlerin belirlenmesinde gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GK-KS),
aroma aktif bilesenlerin belirlenmesinde ve tanimlanmasinda gaz kromatografisi-olfaktometri cihazlan (GK-
O) kullanilmustir. Elde edilen sonuglara gére; bogmalarin etil alkol miktarlari, % 40-50 (v/v); yogunluklart
0.9309-0.9498g/cm?; ucar asit miktarlart 5.8-16.8mg/100mIL. mA arasinda bulunmustur. Orneklerde
furfurala rastlanmazken; 43 ugucu bilesik (12 ester, 17 terpen, 4 yiksek alkol, 1 aldehit, 3 fenolik bilesen, 1
primer alkol, 1 keton ve tantmlamast yapilamayan 4 bilesik) oldugu saptanmustir. GI-KS ile bunlardan 27’si
tespit edilebilirken; koklama portunda, 26 aroma aktif bilesen tespit edilmis ve bunlarin 181 hem GK-KS ve
GK-O de; 81 ise sadece GK-O cihazinda tespit edilmistir.

Anahtar kelimler: Bogma, raki, gaz kromatografisi (GK), kiitle spektrometresi (KS), olfaktometri (O),
aroma

THE DETERMINATION OF AROMA PROFILE OF FRESH GRAPE BOGMA*
ABSTRACT

In this study, Bogma as a traditional alcoholic beverage in Hatay province was produced from fresh
grape in laboratory conditions based on the traditional methods. The final product was analyzed for
volatile compounds and the aroma profile. For this purpose, fermentation and distillation were
carried out using clay pots, copper made pots as traditional methods, respectively. Volatile
compounds were determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), whereas aroma
active compounds were determined by gas chromatography-olfactometry (GC-O). According to the
results; Bogma samples consisted of 40 to 50% (v/v) of ethanol, 5.8 and 16.8mg/100mL mA of total
volatile substances and had a density of 0.9309 and 0.9488 g/cm?3. Furfural was not present in the
samples and there were 43 volatile compounds (12 esters, 18 terpenes, 4 higher alcohols, 1 aldehyde,
3 phenolic compounds, 1 primary alcohol, 1 ketone and 4 other unknown volatiles).Of the 43
compounds, 27 volatiles were identified in GC-MS that 18 were identified in both GC-MS and GC-
O and 26 were identified as aroma active compounds. Of which, 8 were detected only at the sniffing
port.

Keywords: Bogma, raki, gas chromatography (GC), mass spectrometry (MS), olfactometry (O),
flavor

*Bu ¢alisma Sercan Dede’nin Yiiksek Lisans Tezinin bir boliimiidiir / This paper is a part of Master Thesis
of Sercan Dede
** Yazigmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;

P4 sdede@mku.edu.tr, © (+90) 326 245 5845 / 1063 = (+90) 326 245 5832



S. Dede, Y. K. Avsar

GIRIS
Bogma, dlkemiz de dahil olmak izere
Balkanlardan Ortadogu’ya kadar uzun yillardan
beri geleneksel yontemlerle tiretilen ev tipi damitik
bir alkollii ickidir. Ozellikle Adana, Mersin, Hatay,
Gaziantep ve Kahramanmaras ¢evrelerinde yasal
olmayan kosullarda ve miktart kesin olarak
belitlenememekle beraber, 6nemli diizeylerde
tiretimi yapildigt bilinmektedir (Oncii vd., 2002;
Bulur, 2010). Uretimi, yorede yaygin olarak
yetisen uzum ve/veya kuru incir cesitlerinin
(ayrica diger tim seker orant yitksek meyveler)
kiip ya da carra adi verilen toprak kaplarda
(gtintimiizde plastik bidonlar da kullanilmaktadir)
fermantasyonu ile bir veya daha c¢ok kez
damitilmast esastna dayanmaktadir (Sekil 1).

v's

Sekil 1: Distilasyon tnitesi ile bitlikte bakir
Bogma tiretim kazant
Figure 1: A copper pot for production of Bogma equipped
with distillation unit

Alkollt igkilerin kalitesi ve aromast sahip oldugu
ucucu  bilesen  igerigine  baghdir.  Ucgucu
bilesenlerin miktarlar1 ve birbirlerine oranlart
alkollt ickilere karakteristik tat ve kokularini
kazandirmakta ve aralarindaki iliski kaliteyi
etkilemektedir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2011).
Aroma veren bilesenlerinin kimyasal
kompozisyonu; hammadde, fermantasyon ve
distilasyon strecinin etkisi altinda degisiklik
gostermekte ve distilasyon esnasinda son iriine
gecmektedir (Erten ve Canbag, 2003). Bogma, raki
benzeri damittk bir alkolli icki oldugu icin

kalitesini belirleyen temel unsurlar yine rakidaki
ucucu bilesenlerle (etanol, metanol, yiksek
alkoller, esterler, diger ucucu bilesikler ve
anasondan gelen ugucu yaglar) benzerlik
gostermektedir (Fidan vd., 1996).

Alkollii  ickilerin aroma ekstraksiyonlarinda
yararlanilan bir ¢cok teknik bulunsa da 6zellikle
tepe boslugu kati faz mikro ekstraksiyon teknigi
(TB-KFME) etkili bir yontem olarak stkca
kullanilmaktadir (Capobiango vd., 2015). TB-
KFME, gidalarda bulunan ugucu bilesenlerin
kalitatif ve kantitatif analizleri icin ekstraksiyon ve
konsantrasyon islemlerinin birlikte gerceklestigi
etkin bir 6rnek hazirlama teknigidir. Baslica
avantajlart basit, ucuz ve hizli olmasi, ¢bzgen
kullantlmamasi, yiiksek duyarliliga sahip olmasi,
ktciik 6rnek hacmi ile calismanin mimkiin olmasi
ve basit otomasyona sahip olmasidir. Bu teknikte
ornek Ozelligine baglt olarak fiber sec¢imi
yapilmakla beraber kati, sivi ve gaz 6rneklerdeki
apolar ve polar bilesiklerin ekstraksiyonu basarilt
bir seckilde yapilabilmektedir (Plutowska ve
Wardencki, 2008). Aroma bilesenlerinin TB-
KFME yoéntemiyle kombin sekilde; GK-KS ve
GK-O’ daki tutunma zamanlari referans aroma
maddelerinin tutunma zamanlari ile eslestirilerek
tentatif olarak tanimlamalar yapilmistir.

GK-KS cihazt ucucu bilesenlerin
tanimlanmasinda ne kadar yararl bir yéntem olsa
da, Dbelitlenen  bilesenlerin  aroma  aktif
Ozelliklerinin belirlenmesinde yetersizdir. Aroma
aktif bilesenlerin  belitlenmesinde  kullanilan
yardimet ya da tamamlayict yontem olarak GK-O
cihazt kullanilmaktadir. Insan burnunun detektér
olarak  kullanildigt  olfaktometri  cihazi ile
algilanabilecek olan koku esigi(10-1%), kendisine en
yakin cihaz olan AID’nin esik degerinin (10-12) cok
daha altundadir (Reineccius, 1994; Friedrich ve
Acree, 1998).

Bogmanin kimyasal bilesimi ve ucucu bilesenleri
Uzerine literatirdeki calismalar oldukca sinirhdir
(Fidan vd., 1996; Anl vd., 2007, Bulur, 2010;
Zeren vd., 2012). Ayrica, olfaktometrik teknikler
kullanilarak aroma profili tzerinde bir calisma
yapilmamustir.  Yapilan bu ¢alismanin  amacy;
laboratuvar kosullarinda geleneksel yontem ile yas



Yas lizim bogma’sinin aroma...

tztim kullanidarak dretilen Bogmanin, ugucu
bilesenleri kompozisyonunu ve aroma aktif
bilesenlerini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Arastirma materyali olarak; yerel bir Gzim ¢esidi
olan Pafi cinsi ilziimlerden iretilen Bogma
ornekleri, Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat
Fakultesi, Gida Miuhendisligi Bolimi (Hatay,
Trkiye) laboratuvarlarinda tretilmistir.

Standart referans madde olarak; n-alkan
standartlar1 (Aldrich Chemical Company, Inc.
USA), Etanol, metanol, etil asetat, furfural, 2-fenil
etil asetat, etil hekzanoat, etil oktanoat (Merck,
Germany), etil dekanoat, etil tetradekanoat, [3-
karyofilen, y-terpinen (Sigma Aldrich, Germany),
2-fenil etil alkol (Sigma Aldrich, USA), etil
dodekanoat (Sigma Aldrich, Malezya), dI-
limonen, p-kimen (Alfa Aesar, Germany), 3-metil-
1-bitanol ~ (Sigma  Aldrich,  Switzerland)
kullandmustir.  Ayrica ekstraksiyon icin  NaCl
(Metck, Germany), KFME fiber
polydimethylsiloxane/carboxen/divinylbenzene

(PDMS/CAR/DVB) 50/30um, 2 cm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) kullanilmistir. Tam
kimyasallarin ~ safliklar1  %97’nin  lzerindedir.
Analizlerde kullanilan saf su J.P. Selecta cihazt
(Barselona, Ispanya) ile temin edilmistir.

Bogma iiretimi ve fermantasyonun takibi

Yikanan ve ¢oplerinden ayrilan tziimler el ile
ezilerek toprak kiiplere konmustur.
Fermantasyon, bu kiplerin igerisinde oda
sicakliginda  (20-25°C) spontan olarak (maya
ilavesi olmadan) gerceklestirilmistir. Distilasyon
isleminde geleneksel yontemlere uygun olarak
hazirlanan 25 litrelik bakir kazan kullanilmustir.
Fermantasyon ve distilasyon asamasinda tasma
olmamast i¢in kaplar %4 oraninda doldurulmustur.

Fermantasyon takibi etil alkol olusumu tizerinden
gerceklestirilmistir. Bu amagla, fermantasyonun
ilk glntinden baglanarak Orneklerden diizenli
olarak alinan numuneler damitilmis ve elde edilen
distilat gaz kromatografisine (Shimadzu GC2010)
enjekte edilmistir. Alev iyonlasma detektorinde
Onceden enjekte edilmis olan etil alkol standart

referans maddesi enjeksiyonlar ile tespit edilen
alikonma zamant ve olusturulan kalibrasyon
egrisine uygun olarak yakalanmasi saglanmustir.
Analizlerin gerceklestirilmesinde, polar kapiler
kolon (HP-INNOWAX 30-m * 0,25-mm i.d*
0,25u df J&W Scientific) kullandmistir. Etil alkol
Uretiminin maksimuma ulastigt ve sabit kaldig
nokta fermantasyon son noktast olarak
belitlenmistit.  Zira bu  noktadan  sonra
enjeksiyonlarda elde edilen pik alanlart hizla
azalmaya baslamistir. Bu nedenle fermantasyon
stiresi 7 giin olarak belirlenmistir.

Yerel yonteme benzer sekilde gergeklestirilen
tretimde, hava sizmaz sekilde kapatilmis bir
kaynatma kazani icine konulan mayse haline
gelmis Ornek, yogusmanin gerceklesecegi kisma
bir boru yardimiyla baglanmistir. Kaynatma
kazaninda gaz fazina ge¢mis alkol, su vd. ugucu
bilesenlerin ayrimi, yogusma kisminda sirekli
akan soguk su ve buz yardimiyla yapilmustir.
Sistemde iki defa distilasyon gerceklestirilmistir.
Tlk distilasyon esnasinda belirli hacimlerde (100
ml) 6rnek alinarak ve metanol icin elde edilen
kalibrasyon egrilerine gére metanol igerigi tiketim
icin uygun olmayan miktarin bulundugu kisim bas
kistm ayrim noktast belitlenmis ve bu sekilde basg
kistm ayridmistir. Daha sonra yine 100 mllik
hacimde alinan 6rneklerde gaz kromatografisi
cihaziyla etil alkol icin hazirlanan kalibrasyon
egrisi ile hesaplanan bagil etil alkol miktar1 % 20
nin altina ininceye dek olan kisim orta kisim olarak
ayrilmustir. Distilasyonun devaminda, bagil etil
alkol miktar1 % 0-5 arasina indigi siirecte
distilasyon sonlandirdmis ve bu kisim da son
kisim (kuyruk) olarak belirlenmis ve ayrilmistir. Tlk
distilasyondan  sonra bir giin  dinlendirilen
distilatin orta kismi kaynatma kazanina alinmis ve
tizerine kendi miktart kadar su ve 100 gr/L anason
tohumu ilave edilerek ikinci kez distile edilmistir.

Genel analizler

Bogmalarin yogunluk, alkol, ugar asit ve furfural
analizleri Ttirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi
Komisyonu referans metotlarina  gobre
gerceklestirilmistir (Anonymous, 2000
Anonymous, 2003; Anonymous, 2013).
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Kromatografik analizler

Ugnen bilesiklerin analizi

Bogma oOrneklerinin analizleri HP-6890 Series
GC/HP 6890 Series kiitle secici detektor (MSD,
Hewlett Packard, Ttalya) kullantlarak
gerceklestirilmistir. Ucucularin  ayristiriimasinda
fused silika kapiler kolon (HP-INNOWAX, 60 m
uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 um film kalinhgt
(df), ] & W Scientific, USA) ve tastyict gaz olarak
helyum (ImL/dak sabit akis hizi) kullanilmistr.
Firin sicakligt 40°C den 240°C’ye; 40 oC’ de 3 dk
bekletilip; sonra 3 °C/dk artig ile 150 °C’ ye
ctkarilip; daha sonra bekletilmeden 10°C/dk artis
fle 240°Cye cikarilarak bu sicakhikta 9 dakika
bekleyecek  sekilde programlanmistir.  MSD
sartlart  ise: kapiler dogrudan ara ylizey
sicaklig:280 °C; iyonizasyon enetjisi, 70 eV; kiitle
araligl belirlenmemis, scan modda caligilmistir.
Yoéntemde Bogma 6rnegi GK-KS  cihazina,
dogrudan enjeksiyon (DE) ve TB-KFME
teknikleriyle enjekte edilerek ugucu bilesikler
belitlenmistir. Ucucu bilesiklerin
karsilastirilmasinda bilesenlerin bagd (% oranlar)
ve mutlak (\/Alan/ 103) oranlart kullandmistir
(Hayaloglu, 2009). Ugucu bilesiklerin
tanimlanmasinda ise NIST 02 ve Wiley 175
kiitiphanelerinden yararlanilmistir.

Gaz, kromatografisi — olfaktometri analizleri

Olfaktometrik analizlerin gerceklestirilmesinde
Shimadzu GC2010 model gaz kromatografisi ve
el yapimi olfaktometri aparatt kullanilmustir.
Olfaktometrik analizler, polar kapiler kolon (HP-
INNOWAX 30-m boy * 0.25-mm i.d* 0.25pm df
J&W Scientific) ile gerceklestirilmistir. Ornekler
60 saat koklama tecribesi olan panelistler
tarafindan  koklanmistir. Aroma ekstraksiyon

dilisyon analizi (AEDA) yapilarak, bogma
orneklerinde  saptanan aroma maddelerinin
aromaya  katkilar1  beliflenmistir. ~ Belirleme

esnasinda, her 6rnek, iki farkls teknige (DE ve TB-
KFME) g6re enjekte edilmistir.  Yapilan
enjeksiyonlar, 5 farkli split orant kullanilarak
(splitless; split 1/5; 1/25; 1:/25; 1/625)
gerceklestirilmistir.

Aroma aktif maddelerin belirlenmesi
Aroma aktif maddelerin belitflenmesinde, referans
aroma maddeleri sirasiyla GK-O  cihazina

dogrudan enjekte edilmistir. Aroma maddelerinin
GK-O cihazlarindaki tutunma indeksleri (RI);
aynt aroma maddelerinin literatiirdeki tutunma
indeksleriyle  karsilagtirlarak  tanumlanmistir.
Tutunma indeksleri; Van Den Dool ve Kratz
(1963)tn  tanimlamada  kullandigi  Kovats
tutunma  indeksleri  asagidaki  esitlik  ile
hesaplanmustir.

L= 100n + 100(ts-tn) / (ta+1— tn)

I ugucu bilesen X’in tutunma indeksi

ta Ve to+1: ucucu bilesen X’in hemen 6ncesinde ve
sonrasinda yer alan referans n-alkan serisinin
tutunma zamanlati

tx: ucucu bilesen X’in tutunma zamant

Ayrica GK-O tekniginde koklama portunda
belirlenen ancak GK-KS cihazinda
belitflenemeyen ~ aroma  aktif  bilesiklerin
tanimlanmasinda, tutunma indeksleri (RI) ve koku
Ozelliklerinden  faydalanilarak  ve
oldugunda referans maddenin tutunma indeksi
(RlGcoref) ile ve literattiredeki tutunma indeksi ile

mumkin

(RIref) karsilastirilarak tentatif olarak
belitlenmistit. Tutunma indeksinin
hesaplanmasinda n-alkan serisinden
faydalanilmustir.

TB-KFME kosullart Jurado vd. (2007)’ ye gbre
belirlenmistir. Calismada, 6 mL bogma 6rnegi ve
0.18 gram NaCl, 10 mL erlene konularak su ile 10
mL tamamlanmustir. Daha sonra 20 mL’lik viyale
aktarilarak  hermetik  olarak  kapatidmuistir.
DVB/CAR/PDMS fiber (uzunluk=2cm)
kullanilan KFME, 34°C de 20 dakika 300 rpm de
manyetik olarak karstirlarak tepe boslugundan
ornek absorpsiyonu yapilmustir. Son olarak, fiber
GK’ nin enjeksiyon portuna vyerlestirilerek 3
dakika  bekletilmis termal  desorpsiyon
gerceklestirilmistir. Enjeksiyonlar, split ve splitless
modlarda olmak Uzere bu islem her 6rnek ve her
seyreltme icin tekrar edilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Genel bilesim

Uretilen bogma 6rneklerinin genel bilesimlerini
belirlemek amactyla etil alkol, yogunluk, ucar asit
ve furfural analizleri yapilmigtir. Analizi yapilan
Bogmalarin  ortalama  bilegimleri, etil alkol
%47.33£2.52 (v/v), yogunluklari 0.9357£0.0045
(g/cm?), ugar asit 11.8+5.57 (mg/100mL mA)
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olarak  belirlenmistir. ~ Orneklerde  furfural

belitlenmemistir.

Ucucu bilegsenler

Bogma 6rneklerinin DE ve TB-KFME teknigine
gore gerceklestirilen enjeksiyonlarinda belirlenen
ucucu bilesenler ve yizde oranlart cizelge 1°de
verilmistir. Buna gére DE ile 1 primer alkol, 4
sekonder alkol, 1 ester, 1 fenolik bilesen tespit
edilmistir. Orneklerde belirlenen baslica ugucu
bilesenin etanol oldugu bulunmustur
(%97.05£2.02). Bogma 6rneklerinin TB-KFME
teknigine goére gerceklestirilen enjeksiyonlarinda
ise 25 ucucu bilesen (4 ester, 2 yitksek alkol, 1
primer alkol, 15 terpen, 2 fenolik bilesen ve 1
aldehit) tespit edilirken; etanol (bilesenler arasinda
%14.09 ylzde orani), etil dekanoat (bilesenler
arasitnda  %1.28  yizde orani), karyofilen
(bilesenler arasinda %3.33 ylizde orani) ve
estragol (bilesenler arasinda %706.76 yiizde orami
ile major bilesenler olarak belirlenmistir.

Cizelge 1 incelendiginde, TB-KFME’nin daha
duyatlt bir teknik oldugu goérilmektedir. Yas
tzim Bogma o6rneklerinde DE ile belitlenen 2
adet bilesen (3 ve 7), TB-KFME teknigi ile
belirlenememistir.  TB-KFME  teknigi  ile
belirlenen 20 adet bilesen (8-27) ise DE ile
belirlenememistit.

Yiiksek alkeoller

Alkolli i¢kilerde en fazla miktarda bulunan aroma
maddeleri yitksek alkoller (fiizel yaglary) dir.
Yiksek alkoller, mayalar tarafindan Ehrlich
(aminoasit  varliginda  aminoasitlerden)  ve
biyosentez (aminoasit ortamda bulunmadiginda
sekerlerden) yolu ile tretilmektedir (Nykanen ve
Nykanen, 1991; Erten ve Canbag, 2003). Bogma
orneklerinde 4 yiksek alkol (3, 4, 5 ve 7) tespit
edilmistir (Cizelge 1 ve 2). Yiksek alkoller bogma
Orneklerin aromasina; alkol, meyvemsi, ciceksi,
tatlt olarak katkida bulunurlar.

Elde edilen sonuglar, fermantasyonda kullanilan
hammaddenin son irinin ytksek alkol igerigini
etkiledigini gOstermektedir. Bogmalarda
tanimlanan yiksek alkoller 6nceki ¢alismalarda
tanimlanan bilesiklerle benzerlik gbstermistir
(Bulur, 2010; Zeten vd., 2012; Cevik vd., 2015;
Akgan ve Lale, 2017).

Esterler

Distile alkollii ickilerdeki en genis grup aroma
bilesenleri, esterlerdir. Ickilerdeki miktarlari ve
algilanan  kokular1 acisindan  biyik 6Sneme
sahiptirler. Esterler, alkollt ickilere meyvemsi
ve/veya ciceksi tat ve koku vermekte olup
kimyasal veya c¢ogunlukla biyokimyasal yolla
uretilmektedirler (Nykanen ve Nykanen, 1991,
Erten ve Canbas, 2003). Cizelge 1 ve 2de
gorildigi tizere Bogma oOrneklerinde GK-KS
analizlerinde 4 ester (1, 10, 14 ve 27); GK-O
analizlerinde de tentatif olarak 4 ester (29, 30, 31
ve 35) belitlenmistir (Bulur, 2010; Cortes vd.,
2005; Cevik vd.,. 2015; Akcan ve Lale, 2017).

Fenolik bilesenter

Bogma 6rneklerinde estragol (6), metil Gjenol (206)
ve frans-anetol (28) olmak tzere 3 adet ugucu
fenolik bilesen tanimlanmustir (Cizelge 1 ve 2). Bu
bilesenler, anasonlu distile alkollii ickilerde yapilan
calismalarda daha 6nce de bildirilmistir (Yavas ve
Rapp, 1991; Jurado vd., 2007; Cevik vd., 2015;
Akcan ve Lale, 2017). Yas tizim Bogmasi gibi
diger anasonlu distile alkolli ickilerin de
aromatize edilmesinde esas rol oynayan anason
ucucu yagi, baslica iki izomer bilesikten, #ans-
anetol ve estragol olusmaktadir. Bu bilesikler saf
anason kokusunda ve yogun tatll birer aroma
saglarlar (Arslan vd.,2004; Akcan ve Lale, 2017).
Anason kullanim miktar1, icki cesidine ve
anasonun kalitesine gére degismekte olup, %610
arasindadir (Fidan ve Sahin, 1983) Metil 6jenol ise
hammaddesi anason olan fenolik bilesenlerden
olup meyvemsi, tatlt baharatimsi ve agag¢st kokular
saglamaktadir (Arslan vd., 2004).

Terpenter

Terpenler, alkollii igkiye hammaddeden gelen yani
Bogmalarda meyve tadindan sorumlu aroma
maddeleridir (Arslan vd., 2004). Cizelge 1 ve 2’de
gorildigi tzere Bogma oOrneklerinde 14 terpen
(8,9, 11-13, 15-24, 32 ve 33) tespit edilmis olup
onceki caligmalarda tanimlanan  terpenlerle
benzerlik s6z konusudur (Yavas ve Rapp, 1991;
Jurado vd., 2007). B-karyofilen (16)’in yas tizim
Bogma 6rneklerinin major bilesiklerinden oldugu
belirlenmistit.
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Cizelge 1. Yas tiziim Bogmalarinin dogrudan enjeksiyon (DE) ve tepe boslugu-kat1 faz mikro

ekstraksiyon (TB-KFME) teknigi ile gaz kromatografisi-kiitle spektrometresinde (GK-KS) belirlenen

ucucu bilesiklerin yiizde oranlari!?

Table 1. Percentage ratios of volatile compounds of fresh grape Bogma samples determined by gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS) by direct injection (DI) and head space-solid phase microexctraction (HS-SPME)

Volatile Compounds CAS Min Max Mean SD
1 Etil asetat 141-78-6 0.02 0.05 0.03 0.02
2 Etanol 64-17-5 9473  98.32 97.05 2.02
3 1-Propanol 71-23-8 0.02 0.03 0.02 0.01
4 2-Me-1-propanol 78-83-1 0.06 0.08 0.07 0.01
5 3-Me-1-butanol 123-51-3 0.27 0.32 0.29 0.02
6 Estragol 140-67-0 0.98 1.41 1.20 0.21
7 Fenil etil alkol 60-12-8 0.01 0.02 0.02 0.01
(DE) Total 96.09  100.23 98.68 2.30
1 Etil asetat 141-78-6 0 0.05 0.05 0.006
2 Etanol 64-17-5 5.21 19.14 14.09 7.717
4 2-Me-1-propanol 78-83-1 0 0.04 0.04 0
8 dl-limonen 138-86-3 0.06 0.16 0.09 0.06
5 3-Me-1-butanol 123-51-3 0.13 0.29 0.20 0.08
9 Geyren 6902-73-4  0.04 0.11 0.06 0.04
10 Etil oktanoat 106-32-1 0.03 0.29 0.19 0.14
11 A-Elemen 515-13-9 0 0.11 0.08 0.04
12 a-terpinolen 586-62-9 0 0.16 0.16 0
13 a-ilangen 14912-44-8 0O 0.06 0.06 0.007
14 Etil dekanoat 110-38-3 0.18 2.05 1.28 0.975
15 B-Elemen 515-13-9 0 0.07 0.05 0.020
16 Karyofilen 87-44-5 0 4.80 3.33 2.078
17 B-Kirkimen 28976-67-2 0 0.13 0.13 0
18 Kopaen 3856-25-5 0 0.42 0.42 0
19 a-terpinolen 586-62-9 0 0.16 0.16 0
20 a-Bergamoten 64727-43-1 0 0.17 0.17 0
21 o-zingiberene 495-60-3 0.14 0.62 0.42 0.254
22 B-Longipinen 41432-70-6 0 0.56 0.33 0.322
23 Farnesen 28973-979 0 0.21 0.16 0.074
6 Estragol 140-67-0 69.25  89.07 76.76 10.747
24 a-Kalakoren 21391-99-1 0 0.03 0.03 0
25 P-anisaldehit 123-11-5 0 0.02 0.02 0.002
26 Metil 6jenol 93-15-2 0 0.01 0.01 0
27 Etil oktadekanoat 111-61-5 0.02 0.05 0.03 0.013
(GK-KS) Total 75.06  118.78 98.32 22.575

1 Bagil miktarlar HP-INNOWax kolon kullanilarak elde edilen pik alanlarindan hesaplanmistir.
2 Degerler iki enjeksiyon ortalamasidir.

1 Relative quantities were calenlated from the peak areas obtained using the HP-INNOW.AX colummn.

2 Values are the average of two injections.
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Cizelge 2. Yas tizim Bogmalarinin dogrudan enjeksiyon (DE) ve tepe boslugu kati faz mikroekstraksiyonu (TB-
KFME) ile gaz kromatografisi-olfaktometre (GK-O) cihazinda saptanan aroma-aktif bilesiklerin, koku tanimi,
altkonma indeksi (RI) ve aroma ekstraksiyon diliisyon analizi (AEDA) sonuglart (n=3).

Table 2. Aroma active compounds of fresh grape Bogma samples that detected in gas chromatography-olfaktometry (GC-O) by direct
injection (DI) and head space-solid phase microextraction (HS-SPME) tecniques, odor identifications, retention indexes (RI) and
aroma extraction dilution analysis (AEDA) results (n=3)

Ucucu Bilesik Koku Tanimi

CAS#H RIgco RIgcores Rlrer.  “LogsFDF 5T
Volatile Compounds Odor definition OC0 TRGCORT Rer &

Dogrudan enjeksiyon (Direct injection)

1 Etil Asetat Meyvemsi, eksi 148-78-6 902 854 902 3 3 3 KS,R,RM,0O
2 Etanol Alkol 64-17-5 954 943 936 4 4 4 KS,RI,RMO
5 3-Me-1-biitanol Kimyasal 513-86-0 1252 1235 1247 2 2 2 KS,RI,RM,0O
6 Estragol Anason 140-67-0 1631 - 1655 1 1 1 KS,O,RI
28  Trans-anetol Anason 104-46-1 1843 - 1828 4 4 4 KS,O,RI
7 Fenil etil alkol Cigeksi, tatl, bitki 60-12-8 1915 1915 1925 1 1 1 KS,RI,RM,0O
25  p-anisaldehit Tatli, nane 123-11-5 1995 - 2051 3 3 3 KS,O,RI
Tepe Boslugu —Kat1 faz mikro ekstraksiyon (Head Space-Solidphase microextraction)
1 Etil asetat Meyvemsi 141-78-6 902 854 902 3 3 3 KSRLRMO
2 Etanol Alkol 64-17-5 954 943 902 1 1 1 KSRLRM,O
29 Metil bitanoat(T) Eter, meyvemsi, tath  623-42-7 970 981 990 1 1 1 O,RLRM
30  Edil bitirat (T) Tatly, elma kabugu ~ 105-54-4 1058 981 1028 4 4 4 O,RLRM
4 2-Me-1-propanol Meyvemsi 123-86-4 1077 1083 1085 1 1 1 O,RILRM
31 3-Me-1-butilasetat(T) Tatli, meyvemsi 123-92-2 1110 - 1118 1 1 1 O,RLRM
8 dl-limonen Limon, cay 138-86-3 1173 1193 1178 1 1 1 KSRILRM,O
5 3-Me-1-bitanol Tatly, karamel 123-51-3 1214 1205 1206 4 4 4 KSRLRM,O
32 y-terpinen Kimyasal, benzin 99-85-4 1278 1278 1262 1 1 1 KSRLRM,O
33 p-kimen Metal 99-87-6 1275 1288 1277 1 1 1 KSRILRM,O
34 Ftil hekzanoat :;Fiigltsi ema kabudt, 153 660 1237 1200 1220 2 2 2 KSRLRMO
10 Etil oktanoat Meyvemsi, yagst 106-32-1 1432 1436 1435 1 1 1 KSRLRM,O
14  Etil dekanoat Uziim, tatl, meyvemsi 106-33-2 1549 1556 1630 1 1 1 KSRIRM
35 1zobutiloktanoat(T) Cigeksi 5461-06-3 1549 - - 1 1 1 O
36  Etil dodekanoat Uziim, tatl, meyvemsi  106-33-2 1654 1725 1842 1 1 1 KSRILRM,O
37  Bilimiyor / Unknown Tlag Medicine - 1690 - - 1 1 1 O
Bilinmiyor / Nane, ferah, limon
38 Uﬂ/éﬂmi;ﬂ mint, fresh, lemon - 1774 - - 1 1 1 o
39 Feniletanol asetat Tatli, meyvemsi, gtil 103-45-7 1857 1837 1821 4 4 4 KSRILRM,O
40 E-a-damaskenon (T) Tath, meyvemsi, 23726912 1907 1921 1836 1 1 1 KSRLRMO
sweet, fruity
Bilinmiyor / Bogma, meyvemsi, ho:
4 ng%ﬂ o ity i . 1996 - - 1 1 1 O
42 Etil tetradekanoat Yagsy, eter, cigeksi 124-06-1 2034 2060 2042 1 1 1 KSRLRMO
Bilinmiyor / Bitki, meyvemsi, iiziim
43 Unnomn berbal, ity grape - 2171 - - 1 1 1 O

! Gaz kromatografisi-olfaktometre portunda HP-INNOWax kolun kullanilarak hesaplanan alikonma indeksi.
2 Referans maddenin gaz kromatografisi-olfaktometre portunda HP-INNOWax kolon kullanilarak hesaplanan
tutunma indeksi.

3 Referans maddenin literatiirdeki tutunma indeksi;

4 Flavor dilisyon faktori

5 Bilesenin tanimlanma sekli: O: Olfaktometrik; KS: Kiitle spektrumu; RI, Altkonma Indeksi; RM, Referans
madde; T: tentatif

" Retention index: calenlated nsing the HP-INNOW.AX colummn in the gas chromatograph-olfactometer port.

? Retention index of the reference material calenlated using the HP-INNOW.AX colunmn in the gas chromatograph-olfactometer port.
? Retention index: in the literature for the reference material;

* Flavor dilution factor

? Determination of the compound: O: Olfactometric; KS: Mass spectrum; RI, Retention Index; RM, Reference material; T:
tentatively
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Diger bilesikler .
“Turk Gida Kodeksi Distile Alkollii Ickiler

Tebligi’ne gore furfuralin raki Uretiminde
kullantlan  tarimsal  kékenli  etil  alkollerde
bulunmamast  gerekmektedir  (Anonymous,

2005a). Uguculugu dustik bir aldehit olan act
badem ve tarcin kokulu ve toksik ozellikteki
furfural, distilasyon sirasinda fermente olabilir
sekerin, asit ortamda sitilmasi,  Strecker
degradasyonu veya Maillard reaksiyonu sonucu
olusur (Nykanen ve Nykanen, 1991; Erten ve
Canbag, 2003). Uzimden elde edilen Bogma
orneklerinde furfurala rastlanmamugtr.

CGalismada varhigt tespit edilen tek aldehit p-
anisaldehit (25) olup anasondan kaynakli aroma
bileseni olan anason ucucu yaginin %901
olusturan anetolin hava ve 1sikla oksitlenmesi
sonucu olusur ve alkollii ickiye anason, rezene
aromast vermektedir (Fidan ve S$ahin, 1983)
(Cizelge 1 ve 2).

Aroma profili

Bogma 6rneklerinin DE ve TB-KFME teknigine
gore gerceklestirilen enjeksiyonlarinda belitlenen
aroma aktif bilesikleri ve AEDA testine gore
belitlenen aroma diltsyon faktétleri (FDF)
Gizelge 2’de verilmistir. Kullanilan ekstraksiyon
teknigine baglt olarak Bogmalarin aroma aktif
profilinde degisik sonuglar gbzlenmistir. DE
teknigi ile 7 aroma aktif bilesen (1, 2, 5, 6, 7, 25 ve
28) belirlenmistir. Etil asetat (1), etanol (2), 3-
metil-1-biitanol (5) ve p-anisaldehit (25), DE ve
AEDA teknigine gére aroma profili izerindeki en
etkili aroma aktif bilesenlerdir. Bu bilesenlerden
p-anisaldehit (25) ve frans-anetol (28) yalnizca
GK-O cihazt ile belitlenmistir.

TB-KFME teknigi kullanddiginda ise yas tziim
bogmalarinda 22 aroma aktif bilesen tespit
edilitken bunlardan 15 tanesi (29-43) yalnizca
GK-O ile koklama portunda belirlenmistir. Ancak
bunlarin 5’ (29, 30, 31, 35 ve 40) tentatif olarak
belirlenmis, 44 (37, 38, 41 ve 43)
tanimlanamamustir. Bunlardan metilbltanoat (29),
etil butirat  (30), 3-metil-1-bitilasetat (31),

izobutiloktanoat  (35) ester olup, olusma
mekanizmalarina daha o6nce deginilmis idi.

Tentatif olarak olfaktometride tespit edilen

bilesiklerden birisi de triine bal ve meyvemsi
aroma veren bir keton olan, E-B-damaskenon
olup hammaddesi tiziimdur (Acree vd., 1981). Etil
asetat (1), 3-metil-1-biitanol (5), etil bitirat (30),
etil hekzanoat (34) ve feniletilasetat (39), TB-
KFME ve AEDA teknigine gére aroma profili
uzerindeki en etkili aroma aktif bilesenlerdir.

SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada Hatay ve c¢evresinde geleneksel
olarak Uretim ve tiketimi gerceklestirilen bir
distile alkollii icki olan yas lziim Bogmasinin
laboratuvar kosullarinda geleneksel yontemle
tretimi gerceklestirilmis ve son triiniin ugucu ve
aroma aktif bilesenleri belitlenmeye ¢alisilmistir.

Son triinde yapilan analizlere gore; etil alkol
miktatlart %40-50 (v/v); yogunluklart 0.9309-
0.9498 g/cm3; wucar asit miktarlart 5.8-16.8
mg/100mL mA arasinda degismektedir. Ayrica
metil alkole iz miktarda rastlanmuis ve literatirdeki
ev yapimi ickiler tizerine yapilan c¢aligmalardan
farklllig1 ortaya konmustur. Dahasi fermantasyon
asamasinin  takibi ile de olusan metil alkol
miktarinda da azalma saglanabilecegi tespit
edilmistir.

Arastirmada  elde edilen sonuclar, Bogma
Orneklerinin ugucu bilesen icerigi ve aroma
profilinin kullanilan analiz teknigine goére farklt
sonuglar ortaya koyabilecegini gdstermektedir.
Aroma agisindan degerlendirildiginde, TB-KFME
tekniginin DE teknigine gére daha istiin oldugu
gorilmektedir.

Ayrica sonuglar, Bogma 6rneklerinin aroma aktif
bilesenlerinin, kullanilan hammaddeden (yalnizca
anasondan gelen p-anisaldehit, estragol, metil
6jenol,  frams-anetol ile Uzimden ve/veya
anasondan gelen yani bitkisel kaynakli olarak son
uriinde gorilen; dl-limonen, geyren, A-elemen, -
terpinolen, a-ilangen, B-elemen, B-karyofilen, [3-
kiirkiimen, Kopaen, a-terpinolen, a-bergamoten,
o-zingiberene,  B-longipinen,  farnesen,  o-
kalakoren, 3-terpinen, p-kimen, E-@-damaskenon
(T)) ve fermantasyondan (etanol, 1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 3-metil-1-biitanol, fenil etil
alkol; etil asetat, etil oktanoat, etil dekanoate, etil
oktadekanoat, metil biitanoat(T), etil bitirat (T),
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3-metil-1-butilasetat(T), etil hekzanoat,
izobutiloktanoat(T), etil dodekanoat, feniletanol
asetat, etil tetradekanoat) olmak tzere 2 kaynaktan
geldigini géstermektedit.

DE teknigine gore yas tiziim Bogmalarinin baslica
aroma aktif bilesenleri etil asetat, etanol, 3-metil-
1-btitanol, #rans-anetol ve p-anisaldehit iken, TB-
KFME teknigine gore etil asetat, etil bitirat (T),
3-metil-1-bltanol, etil hekzanoat ve feniletanol
asetattir. Ancak, TB-KFME ile arka planda yer
alan aroma maddelerinin daha fazla oldugu
gorilmektedir.

Sonug olarak, geleneksel bir icki olarak Bogmanin
yurtici ve yurtdisi pazarlara cikaridmast ve kirsal
kalkinmada  bir ara¢ olarak  kullaniimast
mumkundir. Ancak, Ozellikle hammaddeden
kaynaklanan gida gtvenligi ile ilgili risklerin
giderilmesi ve dretim tekniklerinin endistriye
uygulanabilir olmast gerekmektedir. Ozellikle
farkli hammaddelerin (yerel dzim ve incir
gesitlerinin)  Bogma  Uretiminde  kullanmimi,
fermantasyon ve distilasyon islemlerinin kontrollii
bir sekilde gergeklestirilmesi Uzerine yapilacak
calismalarla daha saglikli, daha hos aromalr ve
tiiketilebilir Griinler tretilebilecegi actktir.
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Mikroenkapstlasyon yontemleri igerisinde piskirterek dondurma yéntemine olan ilgi, sagladigt bircok
avantaj nedeniyle son zamanlarda giderek artmaktadir. Puskiirterek dondurma yénteminde, tastyict olarak
hidrofobik karakterli lipit materyaller kullanilmaktadir. Erime sicakligina getirilerek sivi forma gegirilen
lipit matriks icerisine biyoaktif gida bileseni eklenerek homojenize edilmekte ve piiskiirterek dondurma
sisteminde erime sicakliginin daha altundaki bir sicaklikta lipit damlaciklarinin katilasmast saglanarak
mikroenkapstlasyon islemi gerceklestirilmektedir. Piskirterek dondurma yonteminde, tagtyict
materyalin eritilmesi sirasinda minimal bir sicaklik uygulanmakta olup aktif materyal dogrudan yiiksek
sicakliga maruz kalmamaktadir. Bu nedenle son zamanlarda sicaklik hassasiyeti yiiksek biyoaktif gida
bilesenlerinin mikroenkapsiilasyonunda piiskiirterek dondurma teknigi yaygin olarak tercih edilmektedir.
Ayrica puskiirterek  dondurma yénteminde tagtyict  olarak kullandan  hidrofobik materyaller,
mikrokapstllerin mide sindiriminden etkilenmeden gecerek asil etkili olduklart bélge olan kolonda
salinimina imkan vermekte ve bu yolla biyoaktif gida bilesenlerinin biyoyarayishligini da oldukca
arttirmaktadir.

Anahtar kelimler: Biyoaktif bilesik, puskiirterek dondurma, mikroenkapsiilasyon

THE MICROENCAPSULATION OF BIOACTIVE FOOD
COMPONENTS BY SPRAY CHILLING METHOD

ABSTRACT

Recently, interest in spray chilling has been increasing due to the many advantages provided by
microencapsulation methods. In the spray chilling method, hydrophobic lipid materials are used as
carrier. The bioactive food ingredient is added into the lipid matrix which is brought to the melting
temperature and homogenized. The microencapsulation process is operated by solidifying the lipid
droplets at a temperature lower than the melting temperature in the spray chilling system.

Relatively low temperature is applied during melting of the carrier material and the active material is not
exposed directly to high temperature in the spray chilling method. For this reason, it is widely preferred
in the microencapsulation of heat sensitive bioactive food components. In addition, using of
hydrophobic materials as carrier in the spray chilling method allow the microcapsules to pass through
the gastric digestion and reach colon where they are most effective, thereby it increases the bioavailability
of the bioactive food components.

Keywords: Bioactive component, spray chilling, microencapsulation
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GIRIS
Fonksiyonel Ozellikteki  biyoaktif ~ gida
bilesenlerinin, tretim asamasinda korunarak son
driine tasinabilmesi ve depolama strasinda da
stabilizasyonunun saglanmasi son zamanlarda
gida sanayinde en c¢ok dikkat edilen konularin
basinda gelmektedir. Bu amacla uygulanan en
yaygin  yontem  ise  mikroenkapsiilasyon
yontemidir.  Mikroenkapstlasyon,  ¢ekirdek
materyal ve ortam kosullart arasinda bir bariyer
olusturulmast sonucu cevtresel faktorlere karst
ekstra bir dayanim saglayan ve son zamanlarda
neredeyse her alanda kullanim imkant bulan
yaygin bir yéntemdir (Alvim vd., 2013). Biyoaktif
gida bilesenlerinin mikroenkapstilasyonunda en
fazla kullanilan yontemler ekstriizyon, emdtlsiyon,
dondurarak kurutma ve puskirterek kurutma
(Rokka and Rantamaki 2010; Dianawati vd., 2013,
2016) olup bunlarin yant sira puskirterek
dondurma (PD) yontemi de yeni bir teknik olarak
denenmektedit.

Gida teknolojisi alaninda sinirlt sayida arastirmada
kullanilmis olan PD tekniginde, tastyict olarak
hifrofobik karakterli lipit materyaller
kullanilmaktadir. Tastyict materyallerin hidrofobik
Ozellikleri, ¢ekirdek materyalin stabilizasyonunda
bircok avantaj saglamaktadir. Uretilen hidrofobik

mikrokapstller gida  matriksinin = hidrofilik
ortaminda, acilmadan stabilize olarak
kalabilmektedir. Tiketildikten sonra midenin

asitliginden etkilenmeden ince bagirsaga gecen
mikrokapstller, bagirsaklarda lipaz enzimlerince
parcalanarak tasidiklar1 biyoaktif bilesenlerini
serbest birakabilmektedir (Okuro vd., 2013a). PD
sistemi ile Uretilen mikrokapstllerin sindirim
stabilitesinin aragtirildigr  bir ¢alismada, suda
¢ozlinlr biyoaktif bilesenlerin, 3 saat sonunda
sindirim sisteminde ihmal edilebilir bir seviyede
salinima ugradigt ve bagirsak ortaminda ise
yaklasik yarisinin serbest kaldigt tespit edilmigtir
(Park vd., 2014). Bu tir fiziksel avantajlart
nedeniyle puskiirterek dondurma yoéntemi ile
tretilen mikrokapsiiller, eczacilik calismalarinda
suda zayif ¢coztintrliige sahip farmasoétiklerin kati
partikiillerinin ~ hazirlanmast  ve  kontrollii
saliniminda da uzun siredir yaygin olarak
kullanilmaktadir (Lopes vd., 2015). Tim bunlara
ilaveten puskirterek dondurma yontemi, daha

fazla aktif materyal yiiklenebilmesi, kolayca biiytik
Olgege  donugtirilebilmesi, Uretim  sirasinda
organik ¢Oziicliye ihtiya¢c duyulmamasi ve yiiksek
sicaklik gerektirmemesi gibi birtakim avantajlara
da sahiptir (Alvim vd., 2013; de Matos vd., 2017).

MIKROENKAPSULASYON
Mikroenkapstlasyon, genel olarak kati, sivi veya
gazlarin kimyasal ve fiziksel bozunmalara karst
korunmast amactyla koruyucu bir tabaka
icerisinde tutuklanmasini amaglayan fizikokim-
yasal ve mekanik bir proses olarak tanimlan-
maktadir. Cesitli mikroenkapsiilasyon teknikleri
ile tiretilen mikrokapstil ise yart gecirgen, yuvarlak
sekilli ve ¢ekirdek materyalini gliclii bir sekilde
cevreleyen bir duvara sahip partikil olarak
tanimlanmaktadir. Kapstl icerisinde tutuklanan
madde ¢ekirdek, aktif materyal, dolum veya i¢ faz
olarak isimlendirilebilir. Mikrokapsil disint saran
kaplayici tabaka ise duvar materyali, tasiyicy,
membran ya da kaplama olarak adlandirla-
bilmektedir. Islem sonunda kullanilan teknige ve
istenilen 6zelliklere gére 1 mm’den um boyutuna
kadar farkll biyiklilerde kapsiller dretilebil-
mektedir. Giunimizde mikroenkapsi-lasyon
uygulamalari; aktif materyalin kontrollii salinimi,
stvi aktif materyallerin toz forma dénustirilmest,
istenmeyen aroma bilesenlerinin maskelenmesi,
raf omrinin uzatilmast ve bilesiklerin besinsel
kaybinin azaltilmast gibi farkhi amaclarla eczacilik,
g1da, kimya, ziraat ve kozmetik gibi bircok alanda
yaklasik olarak 60 yidir kullanilmaktadir (Desai
and Park, 2005; Madene vd., 2006; Chambi vd.,
2008; Burgain vd., 2011; Gamboa and Goncalves,
2011; Huq vd., 2013; Alvim vd., 2016; De Prisco
and Mauriello, 2016). Ozellikle gida sanayi
agistndan mikroenkapsiilasyon yontemi, gidalarin
biyoaktif bilesenlerce zenginlestirilmesi amaciyla
yaygtn olarak basvurulan bir yontemdir.

Mikroenkapstilasyon — islemi, biyoaktif gida
bilesenlerinin  stabilizasyonunu  arttirarak, toz
formunda gida sistemlerinde kullanimina imkan
saglayan etkili bir yontemdir. Bu teknik ile
cekirdek materyali yiksek nem, 1s1, 151k, asitlik,
oksijen varhigr veya sindirim enzimleri gibi
olumsuz cevresel faktorlerden korunmaktadir
(Huq vd., 2013; Matos vd., 2015). Biyoaktif gida
bilesenleri, bir takim 6zel 6n islemlerden
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gecirilerek  uygun  kaplama  materyali ile
mikroenkapstile edilmekte ve bdylece proses ve
depolama sirasinda  stabilizasyonu  arttirilabil-
mektedir.

Mikroenkaspstilasyonda  kullanilacak  tastyict
materyaller genellikle polimer yapili, toksik ve
anti-bakteriyel olmayan bilegiklerdir. Bu amagla
genellikle  ¢oziici  olarak  organik  ¢Ozicu
gerektirmeyen, suda ¢6ziinebilir, dogal polisakka-
ritler veya proteinler kullanilmaktadir (Cook vd.,
2012).

PUSKURTEREK DONDURMA
YONTEMI

PD yontemi ile biyoaktif gida bilesenlerinin
mikroenkapstle edilmesi, diger mikroenkap-
stilasyon yontemlerine kiyasla nispeten daha yeni
bir yontemdir. Hidrofobik materyallerin tastyict
olarak kullanilmasiyla mikrokapstl tiretimi fikri ilk
olarak 1990 yilinda bir patent ile ortaya atilmistir
(Chambi vd., 2008). PD, puskirterek kurutma
teknigine olduk¢a benzer bir yontem olup;
kullanilan  tastyict materyallerin  fizikokimyasal
Ozellikleri ve 1s1 transfer yoni temel farkliliklars
olusturmaktadir. Puskirterek kurutma
yonteminde tagiyict materyal olarak genellikle
suda ¢6zunir polimerler kullanilirken, PD
yonteminde ise hidrofobik karakterli materyaller
kullanilmaktadir. Bu amacla en ¢ok kullanilanlar;
fosfolipitler,  hidrojenize  yaglar, —mumlar,
fitosteroller, yag asitleri, polietilen glikol ve
bunlarin  kanigimlanidir  (Chambi  vd., 2008;
Gamboa and Goncalves, 2011; Nedovic vd.,
2011; Sillick and Gregson, 2012; Alvim vd., 2013;
Okuro vd., 2013a). Puskirterek kurutma ve
dondurma yontemlerindeki bir baska farklilik ise
1s1 transfer yonudir. Piskiirterek  kurutma
yonteminde 1st akist, havadan damlaciklara dogru
gerceklesirken, PD yonteminde ise damlaciklar-
dan havaya dogru gerceklesmektedir (Okuro vd.,
2013a).

PD yontemi (spray chilling) cogu kaynakta
puskiirterek sogutma (spray cooling) yontemi ile
karistirllmakla  birlikte  kullanilan  tastyict
materyalin  erime  sicakligt farki nedeniyle
birbirlerinden ayrimaktadir (Madene vd., 2000;
Okuro vd., 2013a). PD y6ntemi genellikle erime
sicaklign  32-42°C  arasinda olan hidrofobik

tastyicilarla gerceklestirilirken puskirterek
sogutma yonteminde ise 45-122°C gibi daha
yiksek erime sicakliklarina sahip tastyicilar tercih
edilmektedir (Risch, 1995; Okuro vd., 2013a).

Ginimizde, PD yonteminden cogunlukla
eczacilik alaninda yararlanilmakta olup vitamin,
mineral, peptit, serbest amino asit, enzim ve
aroma bilesikleri gibi biyoaktif gida bilesenleri
mikroenkapsiile edilebilmektedir. PD; endistriyel
capta uygulanabilme, maliyetin diigiik olmasi,
etanol ve eter gibi organik  ¢Ozlciler
gerektirmeme ve distk sicaklikta uygulama
imkanlart saglamasi gibi birtakim avantajlara sahip
iken; aktif maddenin yiizeye sizabilmesi gibi
birtakim  dezavantajlara da sahip oldugu
bilditilmektedir (Chambi vd., 2008; Pedroso vd.,
2012; Okuro vd., 2013a).

PD yontemine olan ilgi son zamanlarda hizla

artmakta olup, wuygulama sirasinda  yiksek
sicakliklara  gerek  kalmamasi  ve kaplama
ajanlarimin - hidrofobik  Szellikleri  nedeniyle

biyoaktif gida bilesiklerinin mikroenkapsiilas-
yonunda kolayca kullanilabilecegi bildirilmektedir.
Kullanilan hidrofobik bazlt kaplama materyalleri
kimyasal 6zellikleri nedeniyle, iretim ve depolama
strasinda  aktif materyalin  stabilizasyonunu
arturmaktadir. Ayrica puskirterek dondurma ile
tretilen mikrokapstller suda ¢6ztinmedikleri icin
midenin asitlik kosullarindan da etkilenmeden
bagirsaga ulasabilmekte ve bu bélgede bulunan
lipaz enzimi varligiyla ortama salinarak aktivite
kazanmaktadir (Okuro vd., 2013a).

PD yontemi temel olarak ¢ asamada
gerceklesmektedir. Bunlar; biyoaktif gida bileseni-
nin tastyict materyal icerisinde dispersiyonunun
saglanmasi, hazirlanan emiilsiyon ¢Ozeltisinin
atomizasyonu ve bunu takiben damlaciklarin
katilastirtlmas:  sonucu mikrokapstllerin  elde
edilmesidir (Oxley, 2012).

Besleme Cozeltisinin Hazirlanmasi

PD yonteminde tagiyict olarak daha 6nceki
boliimde bahsedildigi tizere hidrofobik karakterli
lipit materyaller tercih edilmektedir. Yapilan
calismalarda bu amagla genellikle ucuz ve kolay
rafine edilebilir bir yag olan palm yagi tercih
edilmektedir. Ayrica palm yagl, doymus ve
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doymamis yag asitlerini neredeyse esit oranda
icerdiginden yart kat1 bir forma sahip olup bu
tiziksel ~ Ozelligi  ise  kolay  islenebilirlik
kazandirmaktadir (Mba vd., 2015; Oriani vd.,
2010).

Kullanilan tastyict materyalin  erime  sicakligy,
mikroenkapsiile  edilmesi  amaglanan  aktif
materyale uygun olarak belirlenmelidir. Ayrica
tasiyict materyal seciminde, aktif materyalin
salinimi, istenmeyen tadin baskilanmasi, sindirim
iritasyonuna neden olmamasi ve canhhg
arttirmasi da g6z 6niinde bulundurulmas: gereken
diger faktorler arasindadir (Okuro vd., 2013a). PD
yonteminde mikroenkapsiile edilecek biyoaktif
materyal, probiyotikler veya suda ¢6zlnir
vitaminler gibi sicaklik hassasiyeti ylksek
bilesenler ise dretim sirasinda herhangi bir
inaktivasyona veya degradasyona neden olmamak
icin erime sicakligr 32-48°C olan hidrojenize katt
yaglar tercih edilmelidir (Okuro vd., 2013a).
Ayrica tagtyict materyalin erime sicakliginin dar bir
aralikta olmasi, hizli katilasmayr ve homojen
kapsiil olusumunu da saglamaktadir (Okuro vd.,
2013b). Kullanilan hidrofobik materyallerin erime

sicakliklar, bitkisel yaglarin  hidrojenizasyon
derecesi  kontrol edilerek istenilen araliga
ayarlanabilmektedir.

PD yonteminde, tastyict materyal kendi erime
sticakliginin istiinde bir sicaklikta tamamen sivi
forma gecene kadar eritilmekte ve belirli oranlarda
emtlsifikatér eklenerek homojenize edilmektedir
(Arslan-Tontul and Erbas, 2017). Islem sirasinda
emilsifikator eklenmesi elzem olmayip yapilan
calismalarda, emilsifiye edici ajan eklenerek
tretilen mikrokapsiillerin daha stabil bir hal aldigt
bildirilmektedir (Oxley, 2012; Okuro vd., 2013a).
Bu amagcla PD ¢alismalarinda en yaygin kullanilan
emtlsifikatdr ise lesitin olarak bildirilmektedir
(Schubert vd., 2006; Okuro vd., 2013a).

Homojenizasyondan sonra erime sicakliginin 5-
10°C tzerine sogutulan emdulsifiye edici ajan
icerisine aktif materyal ilave edilerek ikinci bir
homojenizasyon islemi yapidmaktadir (Arslan-
Tontul and Erbas, 2017). Homojenizasyon
islemine, mikrokapsiillerden daha kiigiik boyutta

emilsiyon damlacigt elde edilene kadar devam
edilmektedir (Oxley, 2012).

Emilsiyon  iceresine  biyoaktif — materyalin
eklenmesinden sonra elde edilen ¢6zeltinin
fiziksel 6zellikleri dogrudan mikrokapstil yapisint
etkilemektedir. Kullanilan besleme emiilsiyo-
nunun viskozitesinin diisiik olmast, islem sonunda
daha homojen vyapida ve kicik boyutlarda
mikrokapsiil ~ Gretimi  saglanmasina  neden
olmaktadir (Oxley, 2012; Okuro vd., 2013a).
Yapilan bir calismada, farkli viskozite degerlerine
sahip emiilsiyonlar PD sisteminde mikroenkap-
siile edilmis ve en ki¢iik mikrokapsil boyutlarinin
55°C’de ve 24 cP civarindaki viskozite degerine
sahip besleme emilsiyonunda elde edildigi
bildirilmistir (Lakkis, 2016). Ancak burada dikkat
edilmesi gereken husus, emulsiyon viskozitesini
digirmek i¢in besleme sicakhigini yitksektmek
gerekmekte ve bu durumda sicaklik hassasiyetine
sahip biyoaktif bilesenler inaktive olabilmekte
veya parcalanabilmektedir (Oxley, 2012; Gavory
vd.,, 2014).

Atomizasyon ve Katilagtirma

Besleme emilsiyonunun hazirlanmasindan sonra
PD sisteminde mikroenkapsiilasyon —islemi
gerceklestirilmektedir. Nozul yardimi ile atomize
edilen  hidrofobik  tasici-biyoaktif — materyal
kanigimi, kurutma silindiri icerisinde lipit fazin
kendi erime noktasinin daha altinda bir sicaklik ile
temas etmesi nedeniyle katilasarak mikrokapstl
haline gelmektedir. Hava akimi ile tasinarak
ayirma  siklonuna gelen katt mikrokapstller,
terminal  hiz farki ile toplama kabinda
birikmektedir. Atomizasyon sirasinda ortam
atmosferi  kullanddigt  gibi  oksidasyonu
engellemek amactyla azot veya karbondioksitte
kullamilabilmektedir (Lakkis, 2016).

PD islemi sonunda duretilen mikrokapsiillerin
karakteristik Ozellikleri lizerine, kullanilan nozul
tipi, tasarimi, ¢api, dispersiyon sicakhgr ve
atomizasyon basinct gibi  faktorler  etkili
olmaktadir (Lopes vd., 2015). Mikrokapstil
Ozellikleri ve nozul iliskisinin incelendigi bir
calisgmada, 0.7 mm nozul capinda ve 80°C
dispersiyon  sicakliginda  optimum  partikiil
boyutunun elde edildigi rapor edilmistir (Lopes
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vd., 2015). Baska bir calismada ise PD islemi
sirasinda atomizasyon basincinin ve besleme
oraninin degistirilmesi ile partikiil boyutunun 58-

278 um arasinda ve verimin ise %81-96 arasinda
degisebildigi bildirilmistir (Okuro vd., 2013a).

Atomizasyondan sonra, kurutma ¢emberinde
soguk havayla karsilasan damlaciklar dogrudan
katt hale gecmekte ve mikrokapsil formunu
almaktadir. Bu katilasma prosesi sonunda elde
edilen mikrokapsillerin morfolojik 6zellikleri
dogrudan ¢emberin sogutma sicakligina ve tastyict
Ozelliklerine baglt olarak degismektedir (Oxley,
2012). Katilasma sirasinda erimis materyal tekrar
faz degistirmek icin 1s1 absorbe ettiginden
cekirdek daha az 1stya maruz kalmaktadir (Oxley,
2012).

PUSKURTEREK DONDURMA
YONTEMI iLE URETILEN
MIKROKAPSULLERIN GENEL
OZELLIKLERI

PD yontemi ile tretilen mikrokapsillerin fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri mikroenkapsiilasyon
sirasinda  kullanilan  proses parametrelerinden
etkilenmektedir. Bu yontemde aktif materyal
yalnizca merkezde degil kapstlin her tarafina
yayllmts bir bicimde bulunmakta olup bu tip
mikrokapstller ~ daha  ¢ok  matriks  tipi
mikrokapstller olarak tamimlanmaktadir (Okuro
vd., 2013b). Bu nedenle PD ydntemiyle tretilen
mikrokapstller yogun ve agir bir kapsiil yapisina
sahip  olmaktadir. Bu yontemle dretilen
mikrokapstllerin yigin yogunlugunun, 0.78 g/mL
oldugu (Sillick and Gregson, 2012) ancak bu
degerin  puskirterek  kurutma yontemi ile
tretilenlerde ise 0.42-0.62 g/mL arasinda degistigi
tespit edilmistir (Kingwatee vd., 2015).

Lipitlet; o, B ve B' olmak tlzere t¢ farkli kristal
formda bulunmakta olup islem sirasinda faz
degisimine ugrayarak birbirlerine dontsebil-
mektedirler (Tulini vd., 2016). PD sirasinda ortaya
¢ikan matriks gériinimii soguma hizi ile dogrudan
iliskili olup hizli soguyan lipit bazli mikrokap-
stllerde stabil olmayan o formunun, yavas
soguyan kapstillerde ise 8 formunun olustugu
rapor edilmistir (Okuro vd., 2013b). Bu nedenle
genellikle  puriizstiz  yiizeye  sahip  olan

mikrokapstller, yavas sogutma prosesinden dolay:
bosluklu veya kusurlu bir gériiniime sahip
olabilmektedir (Lopes vd., 2015; de Matos vd.,
2017). Lopes vd. (2015), farkli hizlarda sogutma
uygulanan PD islemi sirasinda, minimum partikil
boyutunun sogutma sicakligi 0°C’ye ulasildiginda
elde edildigini belirlemistir (Lopes vd., 2015).

PD sisteminde, mikrokapsiil olusumu sirasinda
puskirterek  kurutma  yonteminin  aksine
evaporasyon gerceklesmediginden mikrokapsiille-
rin boyutu dogrudan atomizasyondan etkilen-
mekte ve daha biyiik boyutlu partikiller elde
edilebilmektedir. Yapilan bir calismada piiskiir-
terek kurutma yontemi ile iretilen mikrokap-
stllerin boyutu 9.3 um olarak 6l¢ilmisken bu
deger PD yontemi ile tretilenlerde ise 31.2 pm
olarak belirlenmistir (Alvim vd., 2016). Baska bir
calismada  ise  mikrokapsillerin = partikil
boyutunun 60.9-85.9 um arasinda degistigi
bildirilmistir (Bampi vd., 2016).

PD yéntemi ile biyoaktif bilesenlerin mikroenkap-
stlasyonundaki en biytik avantaj yitksek enkapsii-
lasyon etkinligi elde edilebilmesidir. PD yénte-
minde genellikle etkinligin  %80’in tzerinde
oldugu rapor edilmektedir (Matos vd., 2015).
Yapilan bir ¢calismada askorbik asit PD yontemi ile
mikroenkapsiile edilmis ve islem sonunda
mikroenkapsiilasyon etkinliginin yaklastk %084
oldugu belitlenmistir  (Alvim  vd., 2010).
Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiile
edildigi calismalarda da etkinligin  yaklasik
%90’dan fazla oldugu bildirilmektedir (Bampi vd.,
2016;  Arslan-Tontul and  Erbas, 2017).
Mikroenkapstilasyon etkinliginde gérilen bu
farkli degetlerin nedeni ise kullanidan tastyici
materyal kombinasyonlart olabilmektedir. Yapilan
bir calismada tastyict materyal icerisindeki oleik
asit miktarinin  artmasinin  enkapsiilasyon
etkinligini ve partikiil boyutunu arttirdigr rapor
edilmistir (Gouin, 2004).

Mikroenkapstlasyon c¢alisgmalarinda elde edilen
mikrokapstllerin bir bagska 6nemli fizikokimyasal
Ozelligi ise nem icerigi ve su aktivitesi degerleridir.
PD yontemi ile dretilen mikrokapsillerin su
aktivitesi degeri yitksek ancak nem degeri ise
genellikle duastktir. Yapilan bir calismada
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mikrokapsiillerin su aktivitesi degerinin 0.83, nem
degerinin ise %4.4 oldugu tespit edilmistir
(Arslan-Tontul and Erbas, 2017). Baska bir
calismada ise mikrokapstllerin su aktivitesi ve
nem degerinin sirasiyla 0.60 ve %5 oldugu
belirtilmistir (Bampi vd., 2016). Genellikle
mikrokapstllerin nem iceriginin iyi bir depolama
stabilitesi acisindan %5’in altinda olmast isten-
mektedit (Chavez and Ledeboer, 2007; Ghandi
vd., 2012; Arslan vd., 2015). Bu nedenle PD
yontemi ile Uretilen mikrokapstller diisik nem
icerigine sahip olmast acgisindan da ekstra bir
avantaj kazanmaktadir.

PD yontemi ile dretilen mikrokapsillerin
genellikle yitksek depolama stabilitesine sahip
oldugu bildirilmektedir. Bunun nedeni ise
mikrokapstlin dis katmanini olusturan hidro-
fobik fazin depolama sirasinda aktif materyal ile
dis ortamin oksijen, su, H iyonu ve stk gibi
oksidatif stres etkenlerinden korudugu ve diger
yontemlere gére daha fazla dayaniklilik sagladig:
rapor edilmektedir (Lahtinen vd., 2007; Okuro
vd., 2013b; Bampi vd., 2016). Matos vd. (2015),
PD yontemi ile askorbik asit mikroenkapsiile
etmis ve depolama sirasinda degradasyonun
olduke¢a disiik seviyede kaldigini rapor etmistir.
Yapilan bir bagka calismada ise stearik asit ve
aycicegi yagi kullanilarak tiretilen mikrokapsillerin
buzdolab: sicakliginda 7 ay depolanmasi sonucu
biyoaktif —materyalin ~ %90’unun  korundugu
bildirilmistit (Gomes vd., 2013; Pelissari vd.,
20106).

PD yontemi ile dretilen mikrokapsiller
hidrofobik  karakterli dis katmana  sahip
oldugundan sulu ortamda ¢oziinmezler ancak
suya dayanikli da degillerdir (Desai and Park,
2005; Lakkis, 2016). Bu nedenle bu mikrokap-
stllerde aktif materyal eger hidrofilik karakterli ise
salinim sulu fazda hizla gerceklesmektedir. Bunun
nedeni ise daha 6nce de bahsedildigi tizere matriks
tipindeki mikro-kapsiillerde aktif materyalin
kapsiiliin ylizeyinde de bulunmast ve sulu ortamda
ki ozmotik stres, mekanik zedelenmeler ve
diftizyon sonucu hizlica serbest kalmasidir
(Gouin, 2004; Sattori vd., 2015). Ancak bu hizli
salinim tagtyic1 kombi-nasyonu degistirilerek veya
destek materyalleri ilave edilerek yavaglati-

labilmektedir. Yapilan bir c¢alismada tastyict
icerisindeki  oleik asit konsant-rasyonunun
arttirilmasi, sulu ortamdaki askorbik asit salinimini
azalttg bildirilmigtir (Sartori vd., 2015).

PUSKURTEREK DONDURMA
UYGULAMALARI

PD yontemi, yiksek koruyucu etkisi nedeniyle
mikroenkapsiilasyon c¢aligmalarinda  yeni  bir
teknik olarak son zamanlarda kullanidmaya
baslanmustir.  Farkli  gida  bilesenlerinin = bu
yontemle mikroenkapstile edilmesi ile ilgili ¢esitli
calismalar mevcuttur. Bu calismalarin bazilarinda
aktif materyal olarak likopen, zencefil oleoresini,
gallik asit, askorbik asit, glikoz, serbest amino
asitler, mineraller ve aroma bilesenleri secilmis
olup tastyict materyal olarak ise firncilik yagi,
palm yag1, soya yagi, hidrojenize soya yagi, oleik
asit ve stearik asit kullanilmustir (Gibbs vd., 1999;
Chambi vd., 2008; Leonel vd., 2010; Ribeiro vd.,
2012; Alvim vd., 2016; Consoli vd., 2016; Oriani
vd., 2016; Pelissari vd., 2016). Bu yontem ile
tretilen ve biyoaktif gida bileseni igeren
mikrokapstller, firincilik Giriinlerinde, hazir corba
karisimlarinda ve yagl gidalarda  kullanilabil-
mektedir (Madene vd., 2000).

Aroma  bilesenlerinin  mikroenkapsiilasyonu
genellikle  puskirterek  kurutma — yOntemi
kullanilarak yapilmakta olup dretim sirasinda
uygulanan yitksek sicakliklar aroma kayiplarina
neden oldugu icin etkinligi distrmektedir. Bu
nedenle son zamanlarda PD yéntemi, aroma
bilesenlerinin mikroenkapstilasyonunda kullanil-
maya baglanmistir  (Reineccius, 2004; Oxley,
2012). Yapilan calismalarda tarcin ekstraktinin
tasitnmast ve depolanmasint kolaylastirmak igin
toz forma donistirmek ve icerisindeki aroma
bilesenlerinin kaybini engellemek amactyla PD
sisteminde basartyla mikroenkapsiile edilmistir
(Oriant vd., 2016; Tulini vd., 2016; Tulini vd.,
2017).  Mikroenkapsiilasyon = sonunda  aktif
materyalin miktarinda 90 giin boyunca istatiksel
olarak Onemli bir azalma meydana gelmemistir
(Tulini vd., 2016; Tulini vd., 2017).

Yapilan ¢alismalarda protein hidrolizatlarinin act
tadinin bastirilarak gidalara ilave edilmesi ve
enzimlerin stabilizasyonun arttirilmast amactyla
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PD yénteminin denendigi goriilmektedir. Rapor
edilen farkli caligmalarda alblimin, $-galaktozidaz
ve intlin bu yontem kullanilarak mikroenkapstile
edilmis ve boylece dayanimi arttirilmustir (Kwak
vd., 2001; Maschke vd., 2007; Di Sabatino vd.,
2012; Salvim vd., 2015).

PD yontemi ile mikroenkapsiile edilen bir baska
onemli aktif materyal ise probiyotik mikroor-
ganizmalardir. Probiyotik mikroorganiz-malat,
mikroenkapstlasyon sirasindaki yiiksek sicaklik-
lardan kolayca etkilenerek inaktive olabilmektedir.
PD vyonteminde minimal bir 1sd islem
uygulandigindan probiyotik mikroorganiz-malar
yuksek canliik  oranlariyla  mikroenkapsiile
edilebilmektedir. Ayrica bu yontemle tretilen
mikrokapstllerin ~ salimm  mekanizmast  da
probiyotik mikroorganizmalar acisindan oldukea
elveriglidir (Okuro wvd., 2013a). Yapilan bir
calismada L. acidophilus ve B. Jactis PD yontemi ile
mikroenkapstile edilmis ve tahil bari tretiminde
kullandmistir. Tahid barlari buzdolabt sartlarinda
105 glin depolanmus ve stire sonunda L. acidophilus
ve B. lactis sayisinin sirastyla 7.8 ve 8.1 log kob/g
oldugu tespit edilmistir (Bampi vd., 2016). Okuro
vd. (2013b), 7z wvitro sindirim sartlarinda PD
yontemiyle mikroenkapsiile edilen probiyotiklerin
canliliginin - %60 oraninda korundugu ancak
serbest hiicrelerin tamaminin  8ldiging tespit
etmistir. Probiyotik mikroorganizmalarin yitksek
etkinlikle  mikroenkapsiile — edildigi ~ farkh
calismalarda da sindirim sisteminde 6nemli
derecede korundugu bildirilmistir (Pedroso vd.,
2012; Pedroso vd., 2013).

PD yontemiyle tiretilen mikrokapsiillerin triinlere
ilave edilerek gidalarin biyoaktif bilesen miktarinin
arturldmas:  ile  ilgili  siurh  sayida  galisma
bulunmaktadir. Bu calismalardan birinde PD
sistemi ile askorbik asit mikroenkapsiile edilmis ve
biskiivi tUretiminde kullanim imkanlart arastiril-
mistir (Alvim vd., 2016). Bagka bir ¢calismada ise
probiyotik mikroorganizmalarin  kek pisirme
sicakliginda canliliklarini koruyabilmesi amactyla
puskirterek dondurma ve kurutma teknikleri
kombine olarak kullanilmis ve cift katli kaplama
teknigi ile mikroenkapstlasyon gerceklestiril-
mistir. Kek hamuruna ilave edilen mikrokap-
sillerden L. acidophilus ve S. boulardii hiicre

canhiliklarinin yaklasik yarisinin pisirme sirasinda
korundugu tespit edilmistir (Arslan-Tontul, 2017).
Et  Urinlerinin = antioksidan  bilesenlerce
zenginlestirilmesinin amaclandigt bir ¢calisgmada ise
PD yontemiyle mikroenkapsiile edilen askorbik
asit, sosis hamuruna ilave edilmistir (De Matos

vd., 2015).

SONUC

Gunimiz gida biliminin  temel arastirma
konularindan birisi biyoaktif gida bilesenlerinin
fonksiyonel 6zelliklerinin korunarak son iirtne
aktarilabilmesidir. Ayrica bu son Urinin
tiketiminden sonra viicutta ugradigt degisiklikler
ve sindirimin biyoaktif bilesenler Uzerindeki
etkileri de 6nemli arastirma konulari arasindadir.
Bu nedenle piiskiirterek dondurma gibi yeni
mikroenkapstilasyon yontemleri 6nem kazanmak-
tadur.

Piskiirterek dondurma yoéntemi biyoaktif gida
bilesenlerinin yitksek etkinlikle mikroenkapsiile
edilebilmesi ve aktif materyalin = stabilitesini
olduk¢a yiksek oranda korumasi nedenleriyle
diger mikroenkapsiilasyon yontemlerine kiyasla
6ne ¢ikmaktadir. Ayrica piskiirterek dondurma
yonteminde tagtyict olarak kullanilan hidrofobik
materyal, mikrokapstllerin mide sindiriminden
etkilenmeden gecerek asil etkili olduklari bolge
olan kolonda salimmina imkan verdiginden
biyoaktit gida bilesenlerinin biyoyarayisliligint da
olduk¢a arttirmaktadir. Tim bunlara ilaveten
puskirterek  dondurma  tekniginin  kolayca
optimize  edilebildigi  distnilirse  diger
mikroenkapsiilasyon teknikleri ile kombine bir
sekilde kullanimi daha dayanikli mikrokapstillerin
tretimine de imkan tantyabilecektir.
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oz

Bu calismada, kinoa unlu bisktvi Gretiminde sakaroz ikamesi olarak farkh tip ve diizeylerde seker otu (Stevia
rebandiana Bertoni) bazli tatlandirict kullanilarak yeni bir biskiivi formilinin gelistirilmesi ve incelenen
etmenlerin mamul drin nitelikleri Gzerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmugtir. Calisma kapsaminda; en
uygun seker otu tozu formu (saf stevia ekstrakt tozu [SET] veya stevia ticari preparat [STP]) ve kullanim
diizeyi belirlenerek ¢olyak ve seker hastalarina alternatif bir iiriin sunulmast hedeflenmistir. Uretilen biskiivi
Orneklerinin 6nemli fiziksel, kimyasal, renk, tekstiirel ve duyusal Ozellikleri belitlenmistir. Arastirma
sonucunda; uygun seker otu formunun STP, bunun en uygun kullanim dizeyinin ise %40 oldugu
saptanmustir. Biskiivi tiretiminde STP’nin sakaroz ikamesti olarak kullandabilecegi kanisina varidmustur.
Anahtar kelimeler: Seker otu, sakaroz, ikame, bisklivi, tiriin nitelikleri

EFFECTS OF STEVIA (STEVIA REBAUDIANA BERTONI) BASED
SWEETENER AS SUCROSE SUBSTITUTION ON BISCUIT
QUALITIES AT DIFFERENT TYPES AND LEVELS

ABSTRACT

In this study, it was aimed to develop a new biscuit formula using sweeteners based on stevia (Szevia
rebandiana Bertoni) at different types and levels as sucrose substitutes in the production of quinoa
flour biscuits and to determine the effects of the factors investigated on the finished product qualities.
Within the scope of the study, it has been aimed to present an alternative product to celiac and
diabetic patients by determining the most appropriate form of stevia powder (pure extract powder
[SET] or commercial preparation [STP]), and level of usage. Significant physical, chemical, color,
textural and sensory properties of biscuit samples produced was determined. As a result of the
research; it has been determined that the appropriate stevia form is STP, and the most suitable level
of use is 40%. It has been reach the conclusion that STP can be used as a sucrose substitute in the
production of biscuits.

Keywords: Stevia, sucrose, substitution, biscuit, product characteristics
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GIRIS
Bilesiminde  gluten  protein  kompleksini
icermedigi icin ¢olyak hastalarinin titketebilecegi
uriin kategorisinde yer alan, pseudocereal (tahil
benzeri triin) grubuna giren bir bitki olan kinoa
(Chenopodinm  quinoa Willd.), Birlesmis Milletler
(BM) tarafindan gida yoksullugunu azaltmak icin
alternatif gida olarak secilmis ve bu triine olan
lgiyi arttirmak amaciyla BM, 2013 yiliu
“Uluslararast Kinoa Yili” olarak ilan etmistir
(FAO, 2014). Polifenol, fitosterol, flavonoid
tabiatinda bilesenler ihtiva eden ve nutrasétik
faydalar1 bulunan kinoanin, son derece besleyici
ve fonksiyonel bir gida hammaddesi oldugu

bildirilmektedir ~ (Johnson, 1990; Valencia-
Chamorro, 2003; James, 2009).
Seker  otu  (Stewia  rebaudiana  Bertoni)

yapraklarindan elde edilen steviol glikozitler
yiksek tatliliga sahip, dogal bilesiklerdir. Bu
glikozitler; steviosit, rebaudiosit A, B ve C olarak
isimlendirilir ve suyla kolayca ekstrakte edilip
saflastirilmakta, sonra konsantre edilmek ve
kurutulmak suretiyle tretilmektedir (Carakostas et
al., 2008; Zahn et al., 2013). Kalorisiz bir
tatlandirict olan steviol glikozitler, sakaroza gore
200-300 kat daha fazla tatlt olup (Prakash et al.,
2008), bircok iilkede dogal tatlandirict olarak
kullanilmaktadir (Barba et al, 2014). Bu
glikozitleri  digetlerinden farkli kilan baslica
ozellikler; 1s1 ve pH stabilitesinin yitksek olmasi,
kimyasal icermemesi, dogal bir bicimde elde
edilmesi, pisirme ve firin stabilitesinin iyi olmasi,
agizda acimsi-metalimsi tat birakmamasi ve Lf
iceriginin ylksek olmasidir (Soliman, 1997).
Anilan bu 6zelliklerinden dolay: steviol glikozitler
bitin gidalarda ve 6zellikle unlu mamullerde
sakaroz ikamesi olarak kullanim alani bulmustur
(Kinghorn et al., 2001; Pél et al., 2007; Zahn et al.,
2013). Insiilin metabolizmasini etkilemeden kan
sekeri diizeyini distren ve bu nedenle seker
hastalari icin tavsiye edilen seker otu (Lisak et al.,
2011), vicut tarafindan tamamen metabolize
edilir. Steviol glikozitlerin, diyabetin yani sira
obezite, kalp hastaligt ve dis clirimesi gibi
rahatsizliklari olan bireyler icin iyi bir triin oldugu
bildirilmektedir (Ghanta et al., 2007; Manisha et
al., 2012). Chatsudthipong ve Muanprasat (2009),
s6z konusu glikozitlerin anti-hiperglisemik, anti-

hipertensif, anti-inflamatuar, anti-timor, anti-
ishal ve idrar sokturiicti etkilerinin bulundugunu
bildirmislerdir.

Sakaroz ikamesi olarak %25, %33, %50 ve %100
oraninda seker otu, ksilitol, maltitol, izomalt,
mannitol ve sukraloz kullanilarak top kek tiretimi
yapilan bir calismada (Edelstein et al., 2007), s6z
konusu tatlandirict  bilesimi ile tretilen top
keklerin sakaroz ile iiretilene gére hacim, tekstiir
ve duyusal Ozellikler bakimindan daha iyi
niteliklere sahip oldugu belirlenmistir. Ulusoy
(2011), biskiivinin sakaroz iceriginin seker otu
esaslt ticari bir tatlandirict (Truvia) kullamilarak
azaltlmasinin  bisklvinin kalitesi ve akrilamit
icerigi tzerine etkilerini arastirmistir. Calismada;
kontrol, sakaroz icerigi %25 ve %50 azaltlmis
orneklerin  nem degerleri, seker otu bazl
tatlandirict  miktart  artttkea  artmustir.  Truvia
miktart arttikca bisktivilerin sertligi azalmus, ancak
kirilganligt artmugtir. Uretilen biskiivilerin L* ve b*
degerleri arasinda buytik bir farklihk olusmamis,
tatlandiricinin kullanim miktarinin artmastyla a*
degeri azalmistir. Orneklerin seker otu bazli
tatlandirict miktari arttikga cap degerleri azalirken,
kalinlik degerleri artmistir. Duyusal olarak renk,
lezzet, agizda dagilma ve genel begeni acisindan
sakaroz ve sakaroz + tatlandirict iceren
formullerin birbirinden farklt olmadiklart kanisina
varilmugtir. Ticari bir tatlandirict preparati olan
Splenda ve biinyesinde dolgu maddesi de ihtiva
eden seker otu ekstrakt tozu (SET) kullanidarak
tretilen krep 6rneklerinin tekstiir, renk ve duyusal
analizlerinin  degetlendirildigi  bir  ¢alismada
(Waldron et al, 2013), Splenda kullanilan
formiiliin tat ve dokusu duyusal olarak daha ¢ok
begenilirken, SET’in kullamldig: formiil daha az
begeni almustir. Tekstiir analiz sonuglarina gére
SET kullanilan kreplerin sertligi kontrol 6rnegine
gore dusiik bulunmus, Splenda kullanilan krepler
ise daha sert bir yapiya sahip olmustur. Muffin
uretiminde bazi liflerin seker otu tatlilik bileseni
olan rebaudiosit A ile kombine edilerek sakaroz ile
degisik oranlarda yer degistirildigi bir calismada
(Zahn et al., 2013), rebaudiosit A’nin farkls lifler
ile kombine edilerek cklenmesinin muffin
Orneklerinin nem icerigi, parlakhigt ve kek ici
sertliginin artmasina, hacminin azalmasina neden
oldugu belirlenmistir. Duyusal analiz sonuclarina
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gore, muffin tipi keklerde rebaudiosit A’nin
kullanilabilecegi kanisina varilmistir. Kulthe et al.
(2014), seker otu yaprak tozunun kullanim miktari
arttik¢a biskiivilerin nem miktarinin azaldigini, kil
miktarinin  degismedigini, lif ve karbonhidrat
miktarinin arttu@ini bildirmistir. Arastiricilar, en
yuksek genel begenilitlige sahip biskiivi 6rneginin
bilesiminde %20 seker otu yaprak tozu kullanilan
Ornek oldugunu bildirmislerdir. Vatankhah et al.
(2015)’in yaptig1 calismada, biskiivi tretiminde
sakaroz ikamesi olarak %00, %50 ve %100 seker
otu (steviosit) kullanilmistir. Steviosit kullanimi
biskiivilerin kiil, yag ve protein icerigi ile hacim ve
6zgtl hacim degerleri Uzerinde 6nemli bir etki
yapmamis, buna karsin pH ve nem igerigini
etkilemistir. Steviosit miktart arttikca biskiivi
orneklerinin cap1, yayilma orani, sertligi ve a*
degeri azalmis, L* degeri artmus, b* degeri ise
degismemistir. %50 sakaroz + %50 steviosit
kombinasyonu ile dretilen biskiivi, duyusal
degerlendirme sonucunda lezzet ve genel kabul
edilebilitlik bakimindan en iyi sonuglart almustir.

Bu calismada klasik tip biskivi Uretiminde
kullanilan bugday unu ve sakaroz yerine kinoa unu
ve seker otu kullanilarak yeni bir biskivi
formiliiniin  gelistirilmesi ve seker otu bazlh
tatlandiricilarin (saf ekstrakt tozu [SET] veya ticari
preparat  [STP]) sakarozu ne olciide ikame
ettiginin belirlenmesi amaclanmistir. Arastirmada;
en uygun seker otu tozu formu ve kullanim diizeyi
belirlenerek ¢6lyak ve seker hastalarina alternatif
bir irin sunulmast hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Arastirmada, Bora Tarim Uriinleri Gida San. ve
Tic. Ltd. Sirketinden (Istanbul) temin edilen kinoa
unu (un), Kardel Gida Pazarlama Ltd. Sirketinden
(Istanbul) temin edilen “Fibrelle” marka Saf Seker
Otu Ekstrakti Tozu (=Stevia Ekstrakt Tozu
[SET]) ve Seker Otu Ticari Preparatt (=Stevia
Ticari Preparati [STP]), Katsan Gida San. ve Tic.
Ltd. Sirketinden (Istanbul) temin edilen sakaroz
(pudra sekeri), yagsiz sit tozu, sodyum
bikarbonat, Elita Gida San. ve Tic. A. S.’den
(Adana) temin edilen “Sunatr” marka doértte g
yaglt (bitkisel) margarin, Saray Biskiivi ve Gida
San. A. S.’den (Karaman) temin edilen etil vanilin,

amonyum bikarbonat, Osmaniye Korkut Ata
Universitesi (OKU) kampiisii sebeke suyundan
temin edilen icme suyu, yerel bir marketten temin
edilen tuz, Arosel Gida Katki Maddeleri ve
Makine Sanayi Dis Tic. Ltd. Sirketinden (Istanbul)
temin edilen “Herbacel Classic Plus HF06” marka
yulaf lifi ve “Herbacel Classic Plus EF01” marka
bezelye lifi kullandmistir. Deneme  biskiivi
hamuru formilunde temel bilesenler olan kinoa
unu, SET/STP, margarin, yulaf ve bezelye
liflerinin bazt temel 6zellikleti su sekildedir: Kinoa
ununun nem (AACCI Metot 44-19.01), kil
(AACCI Metot 08-01.01), protein (AACCI Metot
46-09.01; AACCI, 2000) ve ham yag miktarlarinin
(Randall, 1974) sirastyla %10.77, %2.3, %14 ve
%0.44 oldugu belitlenmistir. Bu unun gluten
icermemesine de baglt olarak sedimantasyon
(AACCI Metot 56-60.01; AACCI, 2000) ve
gecikmeli sedimantasyon degetlerinin
(Greenaway et al., 1965) nispeten diisiik oldugu
saptanmistir; sirastyla 20.3 ve 18 mL. Fibrelle SET
“%99 saflikta seker otu (rebaudiosit A) ekstraktt
tozundan”, STP ise; “polidekstroz, maltitol,
intlin, eritritol ve seker otu ekstrakti tozundan”
olusmaktadir. Margarin “%060 yagl, bitkisel yaglar
(palm yag1 ve tirevleri), su, emilgatdtler, tuz,
asitlik dtzenleyici, koruyucu, renklendirici ve
aroma verici” den olusmaktadir. Uretici firmadan
saglanan bilgiler dogrultusunda, yulaf lifi en az
%85’ suda ¢oziinmez diyet lif olmak tizere %90,
bezelye lifi ise %88.2 oraninda suda ¢6ziinmez
diyet lif icermektedir.

Denemelerde, “Kitchen Aid” marka “KSM45”
model mikser, 4 pisirme bélmeli Siemens marka
“HB 331 S2T”” model firin kullanilmistir. Bisktvi
hamuruna sekil verme isleminde yuksekligi 4.5
mm olan iki tahta parcast ve 60 mm ¢apli metal
kesme aleti kullandmustir. Biskiivi 6rnekleri firinin
orijinal tepsisi Uizerine konulan yaglt kagit (Dinya
Guida ve Thracat Maddeleri Tekstil Sanayi Tic. Ltd.
Sti. [Istanbul], Two marka) tizerinde pisirilmistir.

Biskiivi Formiilii ve Yapim Y6éntemi

Bisktivi  dretiminde  AACCI  (Uluslararast
Amerikan Hububat Kimyacilar Birligi) Metot 10-
50.05 (AACCI, 2000) kismen modifiye edilmek
suretiyle kullandmistir. Arastirmada  kullanidan
sahit recete Cizelge 1’de verilmistir.
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Cizelge 1. Biskiivi hamuru formili (sahit recete).
Table 1. Biscuit dongh formmnla (control recipe).

. . Miktar
Bilesenler Ingredients Amount (2)
Kinoa unu Quinoa flonr 100
Sakaroz Sucrose 40
Margarin Margarine 40
Su Water 10
Tuz Salt 1.25
Yagsiz siit tozu Non-fat dry milk 1
Sodyum bikarbonat 1
Sodinm bicarbonate
Amonyum bikarbonat 0.5
Ammonium bicarbonate ’
Etil Vanilin Ezby/ 1V anillin 0.03

SET kullanilan formiillerde, bunun kullanim
miktarinin - diigik olmast nedeniyle SET su
icerisinde iyice ¢6ztundirilmek suretiyle biskiivi
hamuruna eklenmistir. Hamurun hazirlanmasinda
takip edilen izlek asagida Szetlenmistir (AACCI
Metot 10-50.05; AACCI, 2000): Margarin +
sakaroz/STP + siit tozu + tuz + sodyum
bikarbonat + amonyum bikarbonat + vanilin
bilesenleri 95 d/d hwizinda 3 d sure ile
karistirdmistir. Karistirma islemi boyunca her d
sonunda karistirma kabinin kenatlarina yapisan
malzemeler kitleye dahil edilmistir. Su eklenerek
95 d/d hizinda 1 d stireyle karistirlmistir. Karigim
alt-tist edilerek, 165 d/d hizinda 1 d daha
karistirilmistir. Un eklenerek 95 d/d hizinda 2 d
streyle karistirtlmigtir. Karigim 30 saniyede bir alt-
Gist edilmistir. Ozetle, biskiivi bilesenleri mikserde
toplam 7 d sire ile yogurulmustur. Yogurma
sonrast elde edilen hamur oda sicakliginda 10 d
streyle dinlendirilmeye birakidmistir.
Dinlendirilen hamur oklava yardimiyla tizerinden
3-4 defa gecilmek suretiyle 4.5 mm kalinliginda
acilmis ve 60 mm capli kesme aleti ile kesilmistir.
Pisirme islemi firinin Gstten ikinci bélmesinde 205
°Cde 12 d stireyle yapimustir. Firindan ¢ikarilan
biskiiviler 5 d tepsi igerisinde, 55 d tel 1zgara
Uzerinde  sogumaya  birakilmistir.  Soguyan
biskiiviler analiz edilinceye kadar kilitli polietilen
torbalarda saklanmistit.

En Uygun Seker Otu Formu ve Diizeyinin
Belirlenmesi

Calismada biskiivi Uretiminde en uygun seker otu
(SET ya da STP) kullanim diizeyinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bunun icin un esastna gore %0,
%0.1, 9%0.2, 9%0.3, %04, %0.5 ve %0.6
dizeylerinde SET; %0, %10, %20, %30, %40,
%50 ve %060 duzeylerinde STP kullanilmustir.
Yukarida belirtilen seker otu formu ve oranlari
sakarozun hi¢ kullanidmadigt formiller tzerinde
denenmistir. Seker otu ekstrakti tozu kullanilan
formillerde, SET  su  icerisinde  iyice
¢cozindirilmek suretiyle biskiivi hamuruna
eklenmistir. Ayrica SET’in kullanim miktarinin
distik olmasindan dolayt sakaroz ikamesi olarak,
dolgu maddesi niteliginde yulaf ve bezelye
liflerinden  yararlandlmigtir.  SET  kullanilan
formiillerde Cizelge 1’¢ ek olarak, formiilden
cekilen sakaroz miktart kadar lif ve su ilavesi
yapimistir (Vatankhah et al., 2015). Bu sekilde
uretilen formiillerde eklenecek olan lif miktatlart
6n denemelerle belitflenmistir (On denemelerde
ilkin formilden kaldirilan sakaroz miktar1 kadar
bezelye lifi ve/ya da yulaf lifi kullanilmis ancak
biskiivi hamurunun ¢ok sert bir yapiya sahip
olmasindan ve liflerin yitksek diizeyde su tutma
yeteneklerinden dolayt uygun hamur kivami elde
edilinceye kadar yulaf ve bezelye lifi miktarinda
azalmaya su miktarinda ise artmaya gidilerek
sakaroz ikame edilmistir). Bu ilaveler Cizelge 2’de
verilmistir. Arastirmada kontrol 6rnedi olarak
kinoa unu (100 g) + %100 sakaroz (40 g) iceren
formil kullanilmig, SET ya da STP ile retilen
biskiiviler kontrol 6rnegi ile karsilastirilmistur.

Analizler

Bisktvi hamurlarinin yogunlugu; hacmi bilinen bir
kaptaki hamurun agirhginin, ayni kaptaki suyun
hacmine bélinmesi suretiyle (Masoodi et al.,
2002) belirlenmistir. Biskiivi 6rneklerinin fiziksel
kalite 6zelliklerinin belirflenmesi amactyla ¢aplart
ve kalinlklart dijital kumpas (Mitutoyo, Tokyo,
Japonya) kullanilarak Slctilmustiir. Yayilma oran
asagidaki formile gére hesaplanmistir (AACCI
Metot 10-54.01; AACCI, 2000).

Yayilma orant = Cap / Kalinlik 1)
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Cizelge 2. SET kullanilan formiillere eklenen lif ve ilave su miktarlart.
Table 2. The amonnts of added fiber and added water to the formulations used SE'T.

SET Diizeyi Bezelye Lifi Yulaf Lifi Tlave Su
SET Level Pea Fiber Oat Fiber Additional Water

(%) ® @ (ml)

0 3.54 3.54 32.92
0.1 3.53 3.53 32.84
0.2 3.52 3.52 32.76
0.3 3.51 3.51 32.68
0.4 3.50 3.50 32.60
0.5 3.49 3.49 32.52
0.6 3.48 3.48 32.44

Biskiivi 6rneklerinin nem icerikleri AACCI Metot
44-19.01’e (AACCI, 2000), pisme kayiplart Dizlek
ve Gil (2009)’e, hacimleri ise hardal tohumu ile
yer degistirme metoduna (Uludz, 1965) gére tespit
edilmistir. Bisktvi 6rnekletinin renk 6l¢imleri 3
boyutlu, Konica Minolta marka CR-400 model
renk 6l¢im cihazt (Konica Minolta Inc., Osaka,
Japonya) kullanilarak yapilmistir (Wrolstad and
Smith, 2010). Orneklerin tekstiirel 6zellikleri
Brookfield CT3 4500 marka (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Massachusetts,
ABD) tekstlr analiz cihazi yardimiyla, ti¢ nokta
kirllma testi (Brown et al, 1998) uygulanarak
tespit  edilmistir. Bu analizde  kullanilan
parametreler su sekildedir; Test speed: 3 mm/s,
Pre-test speed: 2 mm/s, Post test speed: 10
mm/s, Trigger load: 4 N, Distance: 40 mm ve
Probe: TA-BT-KI TA7 (Ulusoy, 2011).

Biskiivi 6rnekleri  ayrica duyusal olarak da
degetlendirilmistir. Bu amacla konu hakkinda
6nceden egitilen 7 panelistten; biskiivi 6rneklerini
yluzey gorinim 6zellikleri (parlaklik-matlik, renk,
yuzey diizgiinliigi), kesit 6zellikleri (kesit yapist ve
kesit rengi), tadim Ozellikleri (isir1s, ¢igneme ve
yutma) ve satin alina bilirlik 6zellikleri bakimindan
hedonik skalaya gére 1 ile 5 puan arasinda
degerlendirmeleri (1 kotil, 3 kabul edilebilir ve 5
cok iyi) istenmistit (Acun, 2011; Acun ve Giil,
2014). Sigara kullanmayan kisilerden olusturulan
panelist grubunun 4’4 bayan, 3’0 erkektir.
Numuneler arasindaki geciste agizin temizlenmesi
su ile yapimistr. Tim denemeler 2’ser kez tekrar
edilmistir.  Arastirmada  Uretilen  biskiivi
orneklerinin  Slctilen tim  Szelliklerine  iliskin
verilere “SPSS” paket programi (version 18.0 for

Windows, SPSS Inc., Chicago, ABD) kullanilarak
varyans analizi (ANOVA) uygulanmis, sonra

6nemli  bulunan degerler Duncan ¢oklu
karsilastirma testine tabi tutulmuslardir.

SONUC VE TARTISMA

Bisktvi  Uretiminde sakaroz yerine farkli

diizeylerde SET ya da STP kullanidmasinin tGriintin
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri tUzerine etkileri
Cizelge 3°de verilmistir. S6z konusu tretimlere ait
biskiivi resimleri ise Sekil 1 ve 2’de gésterilmistir.

Cizelge 3’tin incelenmesiyle, SET kullanilmast
genellikle hamur yogunlugunu degistirmemis,
STP kullanilmast anlamli olmamakla bitlikte
hamur yogunlugunu arttirmis ya da azaltmustir.
Vatankhah et al. (2015), biskiivi dretiminde
sakaroz yerine %50 ve %100 oranlarinda steviosit
kullamlmasinin =~ hamur  yogunlugu iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigini belirlemislerdir.
Biskiivilerin ~ ¢ap  degerlerine ait  verilerin
incelenmesiyle SET’in kullanildigi formiillerde
kontrol 6rnegine gbre daha diigik degerler elde
edilmistir. SET kullanim diizeyleri arasinda c¢ap
degerleri  bakimindan 6nemli  bir  farklilik
olusmamistir. Benzer bicimde Vatankhah et al.
(2015), tatlandirict olarak steviosit kullaniminin
biskuvilerin cap degerlerini azalttugini
bildirmislerdir. STP’nin kullanilmast ve kullanim
diizeyinin artmasiyla ¢ap degerleri genellikle artis
gOstermistir. %40 ve Uzeri dizeylerde STP
kullanilmasi kontrol 6rnegine benzer ¢ap degerleri
vermistit. Bilesiminde SET bulunan
formulasyonlar ile tretilen biskiivi 6rneklerinin
kalinlik degerleri kontrol 6rneginden daha dusiik
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ctkmistir (Cizelge 3). Bununla birlikte kullanilan
SET duzeyleri arasinda kalinhk degetleri
bakimindan  belirgin  bir farklihk olmadig
saptanmistir. STP kullanilan formillerde STP’nin
kullanim diizeyinin artmasina kosut olarak kalinlik
degerleri artmistur (P <0.05). STP ve SET
kullanilarak tretilen biskiivi 6rneklerinin kalinlik
degerleri  kontrol Orneginden daha  diisiik
bulunmustur. Ancak STP kullanilmast ile biskiivi
orneklerinin kalinlik degerleri daha fazla artmis ve

nispi olarak kontrol 6rnegine daha yakin degerler
elde edilmistir. SET kullanilarak Gretilen
biskiivilerin kalinlik degerleri 6 mm civarinda
oldugu icin bu bilesen ile hazirlanan formillerin
yayilma oranlart kontrol 6rneginden daha yiiksek
bulunmustur. STP’nin kullanildigi formiillerde ise
yayilma oranlart kontrol 6rneginden daha yiiksek
bulunmus, ancak SET kullanilan formiillere gbre
daha diigtik degetler elde edilmistir.

Cizelge 3. Farkli diizeylerde SET ve STP kullanilmasinin biskiivilerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine

etkisi.
Table 3. The effect of using SET and STP at different levels on the physical and chemical properties of biscuits.

Seker Otu Biskiivi Ozellikleri Biscuit Features
Formu ve .
Diizeyi Hamur Yayilma . Pisme
Stevia Yogunlugu Qap thnhk Orant Hacim I(a}.’bl Nf:m
Form and  Dongh Density Diameter Thickness Spread Volume Weight Moisture
T evel (¢/mL) (mm) (mm) Ratio (cm?) Loss (%)
%) *)
1
%;;:001 1.27bede+0.02  61.3°1£0.0  9.62:+0.12  6.387£0.07  27.6*£0.4  14.3s+0.1  6.7%1+0.2
SET
0 1.27bcde+0.02  57.3%+0.1  6.54£0.01 8.76>£0.00  17.4<+0.4  24.2>X0.4 15.1>+0.3
0.1 1.244¢£0.01  57.47£0.1 6.28%8+0.30 9.16**0.44 15.7f+1.2 24.6%£0.8 16.9210.1
0.2 1.269%+0.00  56.6"+0.1  6.28%+0.05 9.04>+0.05 14.87£0.3  25.22£0.6 12.9+0.4
0.3 1.26¢4¢£0.00  57.2%£0.0 6.29%£0.09 9.17+0.02 15.6/£0.4  22.9¢£0.7  12.9¢+0.6
0.4 1.23d+0.04  56.88n£0.4 6.26%+0.13 9.10®+0.24 15.1f£1.1  24.1>+0.1  16.22+0.0
0.5 1.22¢%0.07 57.3£0.3  6.36%£0.36  9.04*+0.47 16.0€+0.2 24.7*+0.3 14.3>%0.1
0.6 1.28bcde+0.00  57.37£0.0  6.19¢+0.10  9.28:+0.13  16.4¢f+0.1  25.2240.0  10.74£0.1
STP
0 1.32b¢£0.00  57.2f+0.1 6.88<+0.01 8.33+0.03 19.84+0.2  16.44£0.3  10.04£0.1
10 1.400£0.00  58.6¢t0.1  7.604+0.13  7.724+0.16  20.24+0.9 15.2¢%+0.5 6.97+1.0
20 1.23410.04  58.84+0.0 8.16¢+0.05 7.22¢+0.06  22.2¢10.9  14.9%+0.2  8.0c10.4
30 1.29b4+0.01  59.24+0.4  7.95¢£0.02 7.46%+0.09 22.3<+1.3  16.0%¢10.1  4.6'£0.1
40 1.22¢+0.00  61.0>£0.4 8.64*10.04  7.07¢+0.01  24.8>+0.1  15.4¢+0.0 6.2%+0.3
50 1.32b£0.00  60.6°+0.1  8.49>£0.03  7.14¢+0.01  26.1*£0.1 14.7%£0.1  5.6"+0.0
60 1.234£0.04  62.22£0.1  8.75°+0.02  7.12¢£0.03  25.7°£1.2  13.7"+0.5 5.98+0.1

Cizelgede ayni situnda farkli harfle gésterilen degerler arasindaki farklar 0.05 giiven sinirina gére énemlidir.
Valnes in the table shown in the same column with the different letters are significantly different (P <0.05).
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SET Dilzeykeri

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Sekil 1. Degisik diizeylerde SET kullanilarak tretilen biskiivi 6rnekleri.
Figure 1. Biscuit samples produced using SET at different levels.
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Sekil 2. Degisik diizeylerde STP kullanilarak tretilen biskivi 6rnekleri.
Figure 2. Biscuit samples produced using STP at different levels.
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STP Dikzeyleri .
(%) Kontrol
STP Levels  Control
(70)

Sakaroz yerine SET kullandmasi  bisktvi

hacimlerini belirgin 6lciide azaltmis (P <0.05),
ancak mubhtelif SET kullanim diizeyleri arasinda
belirgin bir fark olusmamistir (Cizelge 3). Bununla
birlikte bilesiminde SET olan biskiivi 6rneklerinin
hacimleri SET olmayan 6rnege (%0 SET) gore
daha dusik bulunmugtur. Biskiivi formulinde
STP kullanilmasi, kullanilmamasina gére Urin
hacmini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P
<0.05) gelistirmistir. Genellikle artan STP oranina
kosut olarak biskivi hacimleri artts gOstermistir.
Bu artislar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
STP dozlart igerisinde hacim anlaminda en iyi
sonug %50 kullanim diizeyinde goriilmiistiir. Bu
kullanim dtzeyinde elde edilen biskiivi hacminin
kontrol 6rnegi ile benzer oldugu bulunmustur (P
>0.05). Biskuvi formiliinde sakaroz yerine SET

ya da STP kullanidmast drin  hacmini
gelistirememis ~ bununla  birlikte ~ STP’nin
kullanildigi ~ denemelerde, SET  kullanilan

denemelere gore daha iyi sonuglar elde edilmistir.
Hacim degerlerine ait veriler, biskiivi 6rneklerinin
cap ve kalinlik degerleri ile uyumlu bulunmustur.
Buna gore, beklenebilecegi gibi ¢ap ve kalinlik
degerleri diger 6rneklere gére daha ylksek olan
kontrol numunesinin hacmi deneme 6rnekleri
icerisinde en yiksek bulunmug, bunu STP’li
formiller izlemistir. Calismamizdan elde edilen
bulgular ile uyumlu olarak Vatankhah et al. (2015),

biskiivi formtlinde sakaroz ikamesi olarak
steviosit  kullanilmasinin ~ biskiivi  hacmini
azalttigini, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
6nemsiz oldugunu; Zahn et al. (2013) ise muffin
uretiminde sakaroz ikamesi olarak seker otu
bileseni olan SET (rebaudiosit A) ve bazi liflerin
kombine edilerek kullanilmast durumunda muffin
orneklerinin hacimlerinin distiguni
belitlemislerdir. Hamur formulinde sakarozun
kullanilmasi, kullanllmamasina gére biskivilerin
pisme kaybint azaltmustir (Cizelge 3). Degisik
diizeylerde SET ve buna bagh olarak bezelye ve
yulaf liflerinin kullanilmast biskiivilerin pisme
kayiplarint 6nemli diizeyde arttirmistir. Bu artis
%060 (%0.3 SET) — %76 (%0.2 ve %0.6 SET)
arasinda degismistir. SET kullanilan denemelerde
pisme kaybi degetlerinin yiksek ¢ikmasinda
formilde SET ile birlikte kullanidan lifler etkili
olmustur. Bu liflerin su tutma kapasitelerinin
yiksek olmasi (Vatankhah et al., 2015) ve sakaroz
yerine SET ikamesi ile sakarozdan kaynaklanan
miktar azalmasinin suyla telafi edilmesi belitleyici
olmustur. STP’nin farkli kullanim duizeyleri
arasinda yer yer cok anlamli olmamakla bitlikte
STP dozunun artmasina paralel olarak pisme
kayiplarinin  azaldigr gérilmustiir. Bu noktada
%50 ve %60 oranlarinda preparat kullanidmast
kontrol 6rnegi ile benzer bir pisme kaybt degeri
elde edilmesine yol a¢mustir (P >0.05). Pisme
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kaybinda belirtilen nedenlerden dolayt SET
kullanilan  biskivilerin nem degerleri kontrol
ornegine gore %93 (%00.2 ve %0.3 SET) ile %152
(%0.1  SET) arasinda artis  gOstermistir.
Bilesiminde SET bulunan formullerde, liflerin
hamuru kurutucu etkisinden ve bundan dolay1
hamurun uygun bir bicimde islenebilmesi icin
zaruri olarak ylksek diizeyde su kullanimasinin
biskiivilerin pisme kaybi ve nem degerlerini
belirgin bir bicimde arttirdigr tespit edilmistir.
Vatankhah et al. (2015), sakarozun formiilden
cekilmesiyle  biskivilerin - nem  iceriklerinin
arttgini, bu artisin steviosit diizeyinin artmasiyla
dogru orantili oldugunu belirtmislerdir. Zahn et
al. (2013)’in yaptgt calismada ise sakaroz ikamesi
olarak seker otu bileseni olan rebaudiosit A ve
bazi liflerin kombine edilerek kullanilmasinin
muffin Orneklerinin nem igeriklerini arttirdigt
saptanmistir. Genel olarak STP’nin %20 diizeyine
kadar kullanilmasi, biskivilerin nem iceriklerini
arttrmis, bu diizeyden sonra biskiivilerin nem
iceriklerinde azalma saptanmistir. %40, %50 ve
%060 duzeyinde STP iceren formiiller kontrol
Ornegine yakin degerler vermistir. TS 2383
Biskiivi standardinda (TSE, 2010) bisktvinin nem
iceriginin maksimum %06 olabilecegi bildirilmistir.
Calismada tatlandirict olarak SET’in kullanilmast
ve buna bagl olarak hamur formiliinde ytiksek
dizeyde su kullanilmasi ile tretilen biskiivilerin
nem degertlerinin yiiksek ¢itkmast ve standarda
uygun olmama durumu séz konusudur. STP’nin
biskiivi dretiminde %30 ve daha yiksek
duzeylerde kullanilmast genel olarak biskivilerin
nem iceriginde standarda uygunluk anlaminda
onemli bir sorun ¢ikarmamis, daha dusik
diizeylerde kullamlmast ise biskiivi neminin
standartta 6ngdrilen kotayl asmasina yol acmustir.

Arastirmada tretilen biskiivilerin renk ve teksttrel
Ozelliklerine ait bulgular Cizelge 4’de verilmistir.
Renk olctimiinde L* degeri mathgt (0)/parlakligy
(100), a*/-a* degeri kirmiziligi/yesilligi, b*/-b*
degeri sariligt / maviligi ifade etmektedir (Wrolstad
ve Smith, 2010). Hamur formilinde SET
kullanildiginda biskiivi Srneklerinin L*  degeri
kontrol 6rnegi ile aynt bulunmustur. STP’nin %10
ve %20 duzeylerinde kullanilmasi bisktvilerin L*
degerlerinin kontrol biskuvisi ile benzer sonuglar
almasina yol agmis, diger kullanim duizeyleri ise

kontrol biskiivisinden daha diistik degerler
almistir. Bisktvi formilinde sakaroz yerine lif
(%0 SET) ya da lif + SET kullanidmasi
numunelerin a* degerlerinde belirgin ve anlamli
bir azalmaya yol acmistir. Buna gbére SET
kullantmi  biskivilerin =~ kirmuzilik degerini
azaltmistir. SET’in denemede ele alinan diizeyleri
arasinda a* degerleri bakimindan istatistiksel bir
fark gorilmemistir (P >0.05). Vatankhah et al.
(2015), calismamizdan elde edilen bulgular ile
uyumlu olarak steviosit ile tretilen biskiivilerin a*
degerlerinin sakaroz ile tiretilen biskiividen daha
distik degere sahip oldugunu belirlemislerdir.
STP’nin %20 diizeyine kadar kullanilmasi kontrol
Ornegine gore a* degerini azaltmis, %30 ve daha
yitksek olan duzeylerinde ise kontrol érneginden
daha yiiksek degerler elde edilmistir (P <0.05). Bu
durum Sekil 2’nin incelenmesiyle de gorilebilir.
Kontrol 6rnegi  referans alindiginda  STP
kullanilarak tretilen biskivi 6rneklerinin SET
kullamilarak iretilen 6rneklere goére daha yuksek
kirmizilik degerine sahip olduklar1 bulunmustur.
SET kullanilmast  bisktivi  6rneklerinin = b*
degerlerini azaltmistir (P <0.05). Ancak SET’in
kullanim  diizeyleri arasinda  b*  degerleri
bakimindan bir farklilik olusmadigi (P >0.05)
gozlenmistir. Hamur formiliinde STP’nin artan
diizeylerde kullanimi biskiivilerin  b* degerini
genel olarak arttirmistir. STP kullanilarak tretilen
bisktvilerin sarilik degerleri, SET kullanilanlara
gore kontrol 6rnegine daha yakin bulunmustur.
Ornekler igerisinde sarilik bakimindan en diisiik
degere sahip olan numunenin bilesiminde hi¢
tatlandirict olmayan %0 STP 6rnegi oldugu
belitlenmistir.

Sertlik (hardness) degeri, biskiivinin yapisinda
belirli bir deformasyonun saglanabilmesi icin
gerekli kuvvetin Newton cinsinden; kirilganlik
(fracturability) degeri ise biskiivinin kirtlmasi icin
gerekli olan kuvvetin iriinde yol acgtift
deformasyon degerinin mm cinsinden ifadesi
olarak tanimlanmaktadir (Bourne, 2002). SET
kullantlan bisktvi formillerinin sertlik degeri
kontrol Ornegine gbre Onemli Olglide dusik
bulunmustur (Cizelge 4). Bu dists kontrol
ornegine gore %50 (%0.6 SET) — %70 (%0.3
SET) arasinda degismistit. Benzer bicimde
Vatankhah et al. (2015), biskiivi dretiminde
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steviosit kullanim miktarinin artmastyla sertlik
degerinin  azaldigin1  belitlemislerdir. ~ STP
kullandlan  formillerde,  STP’nin ~ hamur
formilinde kullanim diizeyinin artmasina kosut
olarak 6rneklerin sertlik degeri artis gbstermistir.
Bu artis %30 diizeyine kadar cok belirgin bir
bicimde ortaya ¢itkmis, bu diizeyden sonra sertlik
verileri benzer degerler almistir. Bilesiminde
sakaroz ve sakaroz tlirevi olmayan formilasyon ile
(%0 STP) diretilen biskiivinin sertlik degeri ile
SET kullanilarak tretilen biskivilerin sertlik
degeri birbirine yakin bulunmustur. Ancak bu
numunelerin sertlik degeri kontrol 6rneginin ¢ok
gerisinde  kalmistir. Bu durum  biskivi icin
istenilmeyen bir 6zelliktir. Clinki biskiivi nispeten
sert/gevrek yapilt bir unlu mamul olup, biskivide
yumusak bir tekstir arzu edilmemektedir. Dizlek
(2003), sakarozun mamullerde
gevreklestirici, kirilganlastirict bir bilesen olarak

unlu

kullanildigini; Faridi et al. (2000) ile Madenci ve
Tirker (2011) ise biskiiviye tat vermesinin yamn
sira sakarozun Uriinlin yapisini, rengini, aromasini,
yayllma oranint etkiledigini ve bayatlamasint
geciktirdigini  bildirmislerdir. Calismadan elde
edilen veriler bu bildirimler ile uyumludur. Farkl
dizeylerde SET ya da STP kullanilmasinin
kontrol Ornegine gore biskiivilerin  kirllganlk
degerlerinde  istatistiksel ~olarak  bir  fark
olusturmadigt belitlenmistir (P >0.05). SET’in ya
da STP’nin kendi i¢inde farkli kullanim diizeyleri
arasinda kirtlganlik  degeri acisindan  yer yer
farklilik olusmus ancak bu farkliik anlamsiz
bulunmustur. Vatankhah et al. (2015)’in yaptigt
calismada,  biskiivi  Orneklerinin  kirllganhk
degerleri arasinda kismi farklar olsa da bu farklarin
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu bildirilmistir.
Calismamizdan elde edilen bulgular Vatankhah et
al. (2015)’in bulgulari ile uyumludur.

Cizelge 4. Farkli diizeylerde SET ve STP kullanilmasinin bisktvilerin renk ve tekstiir 6zelliklerine etkisi.
Table 4. The effect of using SET and STP at different levels on the color and texctural properties of biscuits

Seker Otu Formu

Renk Degetleri Color Valnes

Tekstiir Degerleri Texture

ve Diizeyi Values
Stevia Liomz and I* Degeri 2* Degeri b* Degeri Sertlik K1r1lganll1l'<
vel T* Valne Vol b5 U e Hardness Fracturability
) ™) (mm)
122;00/1 62.07>10.84 9.53¢£0.47 34.692£0.15 37.46>£1.88  0.872b<d£(.18
SET
0 60.902bc+0.67 4.80f£0.26 29.60¢£0.15 12.52hi+1.15  0.832bcd+(.08
0.1 9.932bed+1.00 4.77¢£0.30 29.28¢%0.59 13.828h+1.53  0.802bed£(.01
0.2 0.412bed£1.09 4.70f£0.38 29.41<£0.28 14.71fh+0.42  1.012p%0.02
0.3 8.97bede+(.14  5.37¢f£0.54 29.96¢+0.13 11.201£0.57  0.832bcd+(.04
0.4 58.60¢d¢+0.53  5.41<f£0.25 29.79¢£0.28 16.32f£0.67  0.912b<d£0.16
0.5 60.962<£1.99 4.89f+1.34 29.95¢+1.44 15.27%1+1.33  0.942bcd1(.21
0.6 60.373bcd+2.49  5.09f£1.15 29.75¢£0.35 18.87¢x1.23  0.80°bcd£0.14
STP
0 57.504¢+1.99 7.15de+1.44 27.844£0.16 16.94¢f£1.15  0.892bcd£(.11
10 62.322%1.14 6.01def£1.58  30.42¢+0.47 24.934£0.91 1.082%0.08
20 62.252%0.37 7.42410.04 32.87°10.13 28.89¢£0.59  0.91abed+().22
30 8.90bcde+2.04  10.13<+1.00  33.216%+0.07 43.63210.84  0.71abed+(.22
40 58.74d¢+0.94  10.45><10.64  4.072>%1.32 45.092£1.54 0.66°4£0.15
50 56.23¢+0.96 12.432£0.52 4.112v£0.29 44.69210.79  0.822bed+(.05
60 56.58¢£0.87  12.20+0.27  3.882010.45 45.692£0.39 0.594£0.13

Cizelgede ayni situnda farkli harfle gésterilen degerler arasindaki farklar 0.05 giiven sinirina gore 6nemlidir.
Valnes in the table shown in the same column with the different letters are significantly different (P <0.05).
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Cizelge 5’de duyusal analizlere ait 6l¢iim sonuglart
verilmistit. STP’nin %30 ve %40 diizeyinde
kullanildigr  Srneklerin sertlik degerleri kontrol
Ornegi ile istatistiksel olarak ayni sinifa girmistir.
Lezzet ve satin alina bilirlik degerleri bakimindan,
STP igeren formiillerin SET icerenlere gére daha
iyi olduklart belitlenmistir. SET ve STP’nin
mubhtelif dizeylerde kullanilmasi  (kullanim
dozlatr) ile bunlarin Urin niteliklerine etkileri
arasinda c¢ok anlaml bir iliski kurulamamustir.
Duyusal degerlendirmelere ait bulgularin bir arada
incelenmesiyle; gerek SET, gerekse STP
kullaniminin biskivilerin ele alinan 6zelliklerinde
gerilemeye yol acgtifl, bu anlamda sakarozu tam
olarak ikame edemedikleri ancak STP kullanimu ile
SET kullanimina gére daha olumlu sonuglar elde
edildigi kanisina  varlmustir.  STP’nin  driin
Ozellikleri izerine olumlu etkisi bunun genellikle
%20 diizeyinde kullanimi ile baglamis ve artan

dozlarda kullanimi driin niteliklerini daha iyi 1slah
etmistir. Fakat %40 kullanim dizeyinden sonra
uriin niteliklerinde ek bir iyilesme saglamadigt, bu
nedenle %40 dizeyinin STP’nin  optimum
kullanim diizeyi oldugu kanisina varilmistir. TS
2383 Biskiivi standardinda  (TSE, 2010),
biskuvilerin renk, tat ve koku bakimindan kendine
has renk ve kokuda olmasi, yabanct tat ve koku
ihtiva etmemesi veya sabunumsu bir tatta
olmamast O6ngorulmistir. Yapt ve gOrinds
bakimindan biskiivinin gevrek bir yaptya sahip ve
birérnek  gbriniste olmasi, kirdmis  veya
zedelenmis olmamast gerektigi bildirilmistir. Yine
aynt standartta biskivinin yabanci madde ihtiva
etmemesi hitkme baglanmistir. Bu ¢alismada ele
alinan duyusal test sonuclarina goére, genellikle
STP kullanilarak Gretilen biskiivilerin standartta
belirtilen 6zelliklerle daha uyumlu oldugu kanisina
varimigtir.

Cizelge 5. Farkli diizeylerde SET ve STP kullanilarak tretilen bisktvilerin duyusal 6zellikleri.
Table 5. Sensory properties of biscuits produced nsing SET and STP at different levels

Yiizey Goriiniim Ozellikleri

Seker Surface Appearance Properties Kesit Ozellikleri Sectional Properties
O Kabuk
Formu ve . ic Renk
Diizeyi  Parlaklik Yiizey Siki Gozenek  Kabuk  I¢ ‘?Farkl
Stevia Matlik Renk Duzginligi Yapi Dagilimi Inceligi ~ Renk Crust
Form and  Brightness — Color Surface Compact Pore Crust — Interior Crumb
Level Opacity Smoothness Structure  Distribution  Thinness — Color Color
0
(%) Difference
Kontrol 473 473 457 3.43 2,914 3760 4430 3330
Control
SET
0 4.292b 3.712be 4.29b 2.14be 2.430be 2.57¢  2.71bd 3.292b
0.1 1.86%4 2.71cde 3.86P 2.862b¢ 3.29 2.71bc 3.430bc 3.292b
0.2 3.57b 4.002b 3.29bcd 1.57¢ 1.29¢ 2.43¢ 1.86%d 4.00
0.3 2.43¢ 3.14bcd 3.57b¢ 1.86b¢ 2.71abe 2.14¢  3.00bcd 2.86%
0.4 1.434 3.14pcd 2.43de 2.773be 1.57b¢ 2.00¢ 1.86< 2.43b
0.5 1.86<d 2.29de 2.57de 2.00pe 2.29abe 2.71b¢  2.43b«d 2.43b
0.6 3.71b 3.71abe 3.71b 3.14 2.14abe 2.00¢  2.43b«d 3.29b
STP
0 1.574 1.86¢ 1.71f 2.29be 2.14¢be 3.140bc 2.14cd 3.57
10 2.00ed 1.86¢ 2.00¢ 2.00be 1.86%0¢ 2.43¢ 1.574 3.57
20 3.86% 3.71abe 3.71b 3.142b 1.86%0¢ 3.00bc  2.57bed 3.867
30 3.43b 3.71abe 4.14% 2.71abe 2.71abe 3.862  3.00bed 3.867
40 4.57 4.57 4.29% 2.712be 2.572be 4.292 4.142b 3.86°
50 4.294b 3.862b¢ 4.29% 3.00b 3.29b 3.14zbe 4.712 3.142b
60 4.29b 3.862b¢ 4.002 2.57b¢ 2.86% 3.86 414 3.00%
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Cizelge 5 devam ediyor / Table 5 continuning

Tadim Ozellikleri Tasting Properties

Seker Otu Kumlu Asizda Toplam
Formu ve Kuru D f“llma Satin Total
Diizeyi Sertlik  Gevreklik  Olmama Di urlfem'o;z Cozunurlik  Lezzet alinabilirlik (0-75
Stevia Formr Hardness — Brittleness  Not fo be o th Dissolution Flavor Purchase Puan)
and Level Sandy- " Z Intent (0-75
%) Dry nout) Poin)
Ié;’;;;;’l 457 3.57 3,713 3.86° 3.43 3,713 3.57 58317
SET

0 1.864 2,71 3.00bcd 2.43be 2,29 2.29de 1.71de 41.72
0.1 3.14abe 3.002b 2.29¢de 2.14be 3.572b 1.71¢ 2,29« 42.15¢
0.2 2.004 1.86P 2.77bede 2.77abe 2.86bcd 1.71¢ 1.71de 37.574
0.3 2.43¢d 2,71 3.00bed 3.14® 2.57bcd 2.430cde 1.71de 39.704
0.4 2.29¢d 3.14% 2.57bede 3.14® 3.142bc 1.71¢ 2.004 35.564¢
0.5 2.77bed 2.86% 3.00bed 2.57be 3.57% 1.71¢ 2.004 37.004
0.6 2.86bed 3.43 2.86bcd 3.862 3.002b¢ 2.71bede 2.004 44.85¢
STP

0 3.71abe 3.002> 2.00¢ 2.14be 1.864 1.86¢ 1.14¢ 34.13de
10 3.00p<d 2.43% 1.71de 1.71¢ 1.29¢ 1.86¢ 1.29¢ 30.58¢
20 3.00p<d 2.43% 3.00bed 2.29be 2.43¢d 2.57¢de 3.14%b 44.57¢
30 4.002> 3.43 3.00bed 3.43 2.43¢d 3.29abcd 2.71be 49.71be
40 3.14abc 3.14%® 3.71 2.86bc 2.71bcd 3.43abc 3.572 53.56°
50 2.29¢d 2,71 3.430be 3.29%b 3.71» 3.71 3.712 52.56°
60 2.29¢d 3.002> 4.29 3.43 3.57% 4.002 3.57 52.73b

Cizelgede ayni stitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki farklar 0.05 giiven sinirina goére 6nemlidir.
Values in the table shown in the same column with the different letters are significantly different (P <0.05).

Cizelge 3 ve 4’in birlikte incelenmesiyle, kinoa
unu ile dretilen biskivi Orneklerinde sakaroz
ikamesi olarak STP kullanimi SET kullanimina
gbre urin niteliklerini daha olumlu y6énde
etkilemistir. STP’nin  kullanildigt  formiillerde
(6zellikle  %40-60  diizeylerinde)  biskiivi
Orneklerinin ¢ap, kalinlk, hacim, pisme kaybi,
nem, b* ve sertlik degerleri kontrol 6rnegi ile aynt
ya da yakin sonuclar vermistir. Oysa SET’in
kullanddigi hicbir formilde — genel olarak —
kontrol numunesine yakin  veriler elde
edilmemistir. Yine Cizelge 5’de sunulan duyusal
analiz sonuglarina gére STP’nin SET’e istin
oldugu kanisina varilmistir. Sonug¢ olarak, Urin
niteliklerine  vermis oldugu daha olumlu
tepkilerden dolayt deneme biskiivi Grneginde
sakaroz ikamesi olarak STP kullanilmasi daha

uygundur ve bunun optimum kullanim diizeyi
%40’tr.

Bilesiminde kinoa unu + STP iceten bisklvinin
¢colyak ve diyabet hastalarinin  diyetinde
kullamilabilecegi disinilmektedir. Bu ¢alismada
kullandan hamur formiline benzer bir formille
uretilecek biskiivilerde sakaroz ikamesi olarak
STPnin kullanilabilecegi belirlenmistir.
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ABSTRACT

Chestnut bee pollen is a high antioxidative natural bee product. In this study the phenolic compounds in
chestnut bee pollen were determined by HPLC-DAD system. Ethanol, water and methanol were used for
the extraction of antioxidant compounds from chestnut bee pollen. The total phenolic contents and
antioxidant capacities of extracts were determined by Folin-Ciocalteu, CHROMAC (Cr(VI) reduction
antioxidant capacity) and FRAP (ferric reducing antioxidant power) methods, respectively. When compared
the amounts of phenolic compounds and spectroscopic results (total phenolic contents and antioxidant
capacities), the most suitable solvent was found ethanol for the extraction of antioxidant compounds from
bee pollen. The major phenolic compounds in the chestnut bee pollen were determined as pinocembrin,
chrysin, galangin and hyperoside with the contents of 1.246, 0.332, 0.122 and 0.516 mg/g of bee pollen,
respectively. And also it was determined that the chestnut bee pollen was inhibited 11% of DNA oxidation
in Fenton medium.

Keywords: Chestnut bee pollen, HPLC, CHROMAC, DNA oxidation, phenolic compounds

TURK KESTANE ARI POLENININ DNA OKSIDASYON SiSTEMI
UZERINDEKI ANTIOKSIDAN ETKISI VE FENOLIK BILESIKLERI

oz

Kestane ar1 poleni antioksidan 6zelligi yiksek dogal bir ar1 trinidir. Bu calismada kestane ari
poleninde bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD cihaz ile tayin edilmistir. Kestane poleninden
antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in etanol, su ve metanol ¢Ozlclleri kullanilmistir.
Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan kapasiteleri sirastyla Folin-Ciocalteu,
CHROMAC (Cr (V) indirgen antioksidan kapasite) ve FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan
glic) yontemleri ile belirlenmistir. Fenolik madde miktarlari ve spektroskopik sonuglar (toplam fenolik
miktarlart ve antioksidan kapasiteleri) karsilastirildiginda art poleninden antioksidan bilesiklerin
ekstraksiyonu icin en iyi ¢6ziiciniin etanol oldugu bulunmustur. Pinocembrin, chrysin, galangin ve
hyperoside strastyla 1.246, 0.332, 0.122 and 0.516 mg/g 6rnek icerigi ile kestane ar1 poleninde bulunan
baslica fenolik bilesiklerdir. Bununla birlikte Fenton ortaminda, kestane poleninin DNA
oksidasyonunu %11 oraninda 6nledigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kestane ar1 poleni, HPLC, CHROMAC, DNA oksidasyonu, fenolik bilesikler

* Corresponding author / Yazismalardan sorumlu yazar;
D4 salihabilgi@uludag.edu.tr © (+90) 224 294 1724 = (+90) 224 294 1899
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INTRODUCTION

Bee pollens are one of the bee products collected
by honeybees that have natural nutrient content.
Bee pollens are known to contain amino acids,
proteins, hormones, enzymes, carbohydrates,
minerals, fats, vitamins, phytochemicals and
antioxidant substances (Bogdanov, 2004; Eraslan
et al., 2010). At the same time bee pollens that
have high nutritional and medical value are use in
food, cosmetic and medicine industry. Bee
pollens are known to be used in the treatment of
colds, flu, ulcers, premature aging, anemia, colitis,
allergic reactions, enteritis and chronic prostatitis
(Kao et al, 2011). Bee pollens are also a rich
source of phenolic compounds, which have
beneficial antioxidant, anti-carcinogenic, anti-
allergic, anti-inflammatory properties (Bravo,
1998; Chang et al., 1977; Leite et al., 2001; Mi et
al., 2004; Moroney et al., 1988; Veitch & Grayer,
2011).

Fruits and vegetables that naturally contain
phenolic compounds can be consumed as a
functional food. These compounds can be
transferred from plants to the bee pollens.
Phenolic compounds, such as phenolic acids and
flavonoids, ate considetred to be useful for human
health because they have the ability to deactivate
free radicals and decrease the risk of degenerative
diseases by reducing oxidative stress (Rzepecka-
Stojko et al., 2014; Silva et al., 2004). There are
various methods available for the assessment of
the antioxidant capacity that provides useful data.

DNA is an important biomolecule for the cellular
functionality of human and all organisms. It is
known that many diseases such as
neurodegenerative, cardiovascular, cancer
diseases and ageing problems are related to the
oxidation of DNA (Dawbaa et al., 2017). So the
detection of DNA damage has got great
importance. DNA damage can be caused by
exogenous and endogenic factor such as UV and
ionizing radiations, chemicals and reactive oxygen
species (Chen et al., 2012).

The aim of this study was to analyze phenolic
compounds quantitatively in chestnut bee pollen
from Turkey by HPLC-DAD system and to

investigate antioxidative effect of chestnut bee
pollen on DNA oxidation in Fenton medium.

MATERIAL and METHOD

Chemicals and reagents

Deoxyribonucleic acid (DNA) from calf thymus,
activated, lyophilized powder, type XC was
purchased from Sigma (Germany). Ethanol and
methanol in HPLC grade, formic acid,
phosphoric acid, sodium dihydrogen phosphate
and hydrochloric acid were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Iron(Il) sulfate-7-
hydrate extra pure, potassium dichromate, 1,5-
diphenylcarbazide, Folin-Ciocalteau  reagent,
potassium sodium tartrate, sodium hydroxide,
copper(Il)  sulfate  pentahydrate, sodium
carbonate and gallic acid, syringic acid,
kaempferol, pinocembrin, chrysin and galangin in
HPLC grade were supported from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO., USA). Hydrogen peroxide trace
Select Ultra 230% was purchased from Fluka
(Buchs, Switzerland). Trolox was purchased from
Acros organics (New Jersey, USA). Water was
purified with Purelab Option-Q from FElga
Laboratory (UK).

Chestnut pollen

Chestnut (Castanea sativa) bee pollen sample was
collected from beekeepers in Cumalikizik, Bursa
(Turkey) in 2016. The sample was stored at -24°C
for analysis. 10 g of bee pollen was used for
melissopalynological analysis. Preparations were
made according to the Louveaux ef al (1978)
method and stained with glycerine gelatine
colored by means of basic fuchsine and slides
analyzed by light microscopy. The number of
pollen grains was expressed as grains per square
centimeter of microscope cover glass (22 X 22
mm).

Extraction of chestnut bee pollen

3 g of chestnut bee pollen was extracted for 30
min at 65°C with 30 mL of ethanol by ultrasonic
assisted extraction. pH was adjusted to 2 with 10
M HCL.  The ethanol extract (E) was filtered
through filter paper. C18 column was used for
solid phase extraction. For conditioning of SPE
column, 10 mL of distilled water and 5 mL of 10
M HCI were passed from column. 5 mL of
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ethanol extract (E) was passed from column and
the antioxidant compounds were holded on the
column. These components were eluted from the
column with 3 mL of methanol and this sample is
called as EM. Sample E was passed through SPE
column and the same procedure explained above
was applied except the final elution solvent was
ethanol and this sample is called as EE. 3 g of
chestnut bee pollen was extracted along 30 min at
65°C with 30 ml of distilled water by ultrasonic
assisted extraction. pH was adjusted to 2 with 10
M HCL The water extract was filtered through
filter paper and this sample is called as W. As in
the case of sample EE the same procedure was
applied for water extract and the elution solvent
was ethanol and this sample is called as WE.

Antioxidant capacity analysis

The antioxidant capacities of bee pollen extracts
were determined with chromium reducing
antioxidant capacity (CHROMAC) (Nastr et al.,
2017; Sahin and Demir, 2013) and ferric reducing
antioxidant power (FRAP) (Benzie and Strain,
1996) methods. In CHROMAC method, the
extracts of chestnut bee pollen (100 uL), 400 puL
of distilled water and 3.5 mL of phosphate buffer
(pH 2.8) were taken to the test tube and the test
tube was mixed. 0.5 mL of 1,5-diphenylcarbazide
(3.4x10+ mol/L) was reacted with the sample,
after incubation for 1 min with 0.5 mL of
KoCr207 (50 mg/L). The absorbance of the
sample was analyzed at 540 nm, after waiting in
the dark for 50 min. The antioxidant capacity was
calculated as milligrams of trolox equivalent (TE)
per g of chestnut bee pollen by using a standard
calibration graph of trolox.

The FRAP method relies on the reduction of the
Fe3*-TPTZ (ferrictripyridyltriazine) complex to
the ferrous form at low pH. Briefly, the extract of
chestnut bee pollen (250 pL) and 2.75 mL of the
TPTZ were mixed and incubated at 37°C for 30
min. 500 pL of the sample was mixed with 500 uL.
of distilled water and was stored in the dark for 8
min. The blue color samples were analyzed using
a Varian Cary 50 UV-Vis spectrophotometer at
593 nm. The results were calculated as millimolar
of trolox equivalent (TE) per g of chestnut bee
pollen by using a standard calibration graph of
trolox.

Total phenolic content analysis

The total phenolic content of bee pollen extract
was evaluated according to Folin-Ciocalteu (FC)
method. The FC method relies on the transfer of
electrons from phenolic compounds and other
reducing compounds to molybdenum. The FC
method was performed according to the literature
(Aybastier et al., 2013). Briefly, the extract of
chestnut bee pollen (100 pL), 1.9 mL of distilled
water and 2.5 mL of Lowry C solution were taken
to the test tube. The mixture was stitred before
Folin reagent (0.25 mL) was added and the
samples were stored in the dark for 30 min. The
samples were analyzed wusing a UV-Vis
spectrophotometer (Varian Cary-50) at 750 nm.
The concentration of total phenolic content was
calculated as milligrams of gallic acid equivalent
(GAE) per g of chestnut bee pollen by using a
standard graph of gallic acid.

HPLC analysis

The chromatographic analysis of the chestnut bee
pollen was performed on the HPLC system
(Agilent 1200 Series) equipped with a diode array
detector, vacuum degasser, binary pump and
autosampler. XBridge C18 (4.6 X 250 mm, 3.5
um) column was used, injection volume was 20
uL, flow rate was 0.5 mL/min. HPLC separation
of phenolics was performed with a gradient
elution using two mobile phase system (phase A:
1% formic acid; phase B: 100% methanol). The
elution programs were: 0-10 min 5% B, 10-15 min
15% B, 15-20 min 30% B, 20-30 min 40% B, 30-
50 min 45% B, 50-52 min 60% B, 52-60 min 80%
B, 60-70 min 80% B, 70 min 5% B (Giines et al.,
2016).

Quantitative analysis of the phenolic compounds
in extracts of chestnut bee pollen were
determined by HPLC-DAD. Gallic acid, syringic
acid, hyperoside, kaempferol, isorhamnetin,
pinocembrin, chrysin and galangin  were
determined in the chestnut bee pollen. The
calibration curves were prepared to determine the
amounts of these compounds found in the
chestnut bee pollen. Chromatograms of chestnut
bee pollen extracts were interpreted in
comparison with each phenolic standards. The
calibration data of phenolic compounds that can
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be assigned in chestnut bee pollen were given in
Table 1.

Effect of antioxidants on the DNA oxidation

Antioxidant ability of chestnut bee pollen was
examined to investigate the prevention of
oxidation of calf thymus DNA in Fenton reaction
medium. 3 mL of ethanol extract of chestnut bee
pollen was evaporated to dryness under nitrogen
atmosphere and then the residue was dissolved 3
mL of water. DNA of calf thymus was purchased
and 5 mg of DNA was resolved in 10 mL of ultra-

distilled water. Four different samples were
prepared to study the antioxidant effects on DNA
oxidation; (1) 20 pg/mL DNA solution, (2)
Fenton (150 uM Fe*2and 300 uM H20») solution,
(3) Fenton and DNA (20 ug/mlL) solutions and
(4) Fenton, DNA (20 pg/mlL) solutions and
aqueous extract of chestnut bee pollen (1000 pL).
Sample solutions were scanned every 10 min
along a time range of 1 hour at a range of 200-400
nm.

Table 1. Calibrations of phenolic compounds contained in chestnut bee pollen

Phenolic Concentration range Calibration equation Regréssion
compounds (mg/L) coefficient (R?)
Gallic acid 0.5-8.0 y=52.5085x-30.5770 0.9996
Syringic acid 0.1-10.0 y=74.3861x-0.1617 0.9990
Hyperoside 0.1-10.0 y=96.5243x-28.6102 0.9987
Kaempherol 0.1-20 y=82.9653x-6.6938 0.9993
Isorhamnetin 0.1-10.0 y=205.4008x-54.4131 0.9990
Pinocembrin 0.1-10.0 y=064.3752x+4.8661 0.9996
Chrysin 0.1-10.0 y=89.4119x-7.1368 0.9998
Galangin 0.1-4.0 y=85.7689x-6.3087 0.9997

RESULTS AND DISCUSSION

Antioxidant properties of chestnut bee pollen
The antioxidant capacities and total phenolic
contents of chestnut bee pollen are reported in
Table 2. The total phenolic contents of chestnut
bee pollen determined by the FC method are
between 43.48%0.77 and 4.12%0.09 mg of GAE
per g of chestnut bee pollen. Antioxidant capacity
values are between 20.24+1.15 and 3.15%0.04
mM of TE per g of chestnut bee pollen for the
FRAP method and 3.70£0.05 and 34.18+0.02 mg
of TE per g of chestnut bee pollen for the
CHROMAC method. According the literatures,
the antioxidant capacities of chestnut bee pollen
determined by the FRAP method were found
82.31£2.41 mM of TE per g of dried chestnut bee
pollen weight (DW) (Yildiz et al., 2013a) and
124.62+4.88 mM of TE per g of chestnut bee
pollen (Yildiz et al., 2013b). And also the total
phenolic contents of chestnut bee pollen

determined by the FC method were 28.87+2.48
mg of GAE per g DW (Yildiz et al., 2013a) and
52.12%2.14 mg of GAE per g of sample (Yildiz et
al., 2013b). When the antioxidant capacity and
total phenolic content values were compared to
these literatures, these antioxidant capacity values
are higher than our results but the total phenolic
content values are found to be similar due to
different sample preparation and extraction
conditions. Phenolic compounds such as
flavonoid and phenolic acid, possess a unique
profile for each plant. For this reason, the
concentration and species difference of phenolic
compound in pollen are due to the change of
plant origin. Furthermore, environmental factors
are an important influence on these differences in
phenolic compounds.

There is no study about antioxidant capacity of
chestnut bee pollen determined by CHROMAC
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method without chestnut honey in our
knowledge. Giines et al.(2016) have used the
CHROMAC method to determine the
antioxidant capacities of chestnut honeys. The
antioxidant capacity results were found between

10.80£0.01 and 22.00£1.00 mg of TE kg of
chestnut honey. In the ditection of this data the
antioxidant capacity of chestnut bee pollen was
observed to be higher than the antioxidant
capacity of chestnut honey.

Table 2. Total phenolic content (mg GAE/g chestnut bee pollen) determined by Folin method and
antioxidant capacities determined by CHROMAC (mg TE/g chestnut bee pollen) and FRAP (mM
TE/g chestnut bee pollen) methods of chestnut bee pollen

Sample Total phenolic content CHROMAC FRAP

E 43.48+0.77 34.3340.02 20.24+1.15
EM 13.91+0.54 4.69+0.06 5.58+0.11
EE 14.77+0.61 5.2240.07 5.82+0.10
W 28.4510.76 19.34+0.04 14.36%0.79
WE 4124009 3.70+0.05 3.15+0.04

Mean of two determinationstSD; E: ethanol extract, EM: methanol extract and EE: ethanol extract after SPE of
ethanol extract, W: water extract, WE: ethanol extract of after SPE of water extract.

When spectroscopic methods of data were
compared, high correlations were observed
between methods. The correlation coefficient (R?)
between total phenolic content and CHROMAC
methods was found to be 0.9706, between total
phenolic content and FRAP methods was found
to be 0.9888 and between CHROMAC and FRAP
methods was found to be 0.9876. The high
correlation between the methods proves that the
phenolic content analyzes are compatible with
each other.

Determination of phenolic compounds in
chestnut bee pollen

Phenolic compounds in chestnut bee pollen were
determined by HPLC-DAD system. The
chromatogram of ethanol extract was shown in
Figure 1. In the chromatogram of ethanol extract
the first peak appearing was syringic acid at 26.8
min, it was followed by hyperoside at 33.9 min,
kaempferol at 55.0 min, isorhamnetin at 56.6 min,
pinocembrin at 60.3 min, chrysin at 61.3 min and
galangin at 62.2 min. The peaks observed outside
these peaks indicate the presence of other
phenolic compounds but these phenolic

compounds could not be assigned. The amounts
of phenolic compounds in chestnut bee pollen
were shown in Table 3. The results showed that
the most abundant amount was that of
pinocembrin found in the ethanol extract of
chestnut bee pollen with 1.246+0.125 mg/g of
sample.

There was no big difference between the amounts
of phenolic compounds in ethanol and methanol
extracts obtained after SPE method. The detected
compounds in the ethanolic extract that
pinocembrin, chrysin and galangin were also
found in the methanolic extract with the similar
amounts. Hyperoside is the only compound
found in methanolic but not in ethanolic extract.
The amounts of phenolic compounds in the
extracts of SPE were found to be lower than those
of ethanolic extract. Some compounds were not
found in methanolic and ethanolic extracts of
SPE. This could be due to the low recovery and
the insufficient sorption power of the column.

Hyperoside and pinocembrin were also found in
the water extract but with much lower amount in
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comparison to the ethanolic extract. Gallic acid
was the only one compound found in the water
extract but it could not be found in the ethanolic
extract. The amount of gallic acid (1.340+0.134
mg/g chestnut bee pollen) was obsetved to be the
highest among other contents. Upon the

application of SPE to the obtained water extract
of chestnut bee pollen, gallic acid was only found
in the eluate. The low recovery and low sorption
properties of the column are thought to be the
cause of such low content.
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Figure 1. The chromatogram of chestnut bee pollen; 1, syringic acid; 2, hyperoside; 3, kaempherol; 4,
isorhamnetin; 5, pinocembrin; 6, chrysin; 7, galangin.

Table 3. The amounts of phenolic compounds in chestnut bee pollen (mg per g chestnut bee pollen)

C:i;iiizs E EE EM W WE
Gallic acid nd nd nd 1.34010.134  0.034£0.003
Syringic acid 0.011£0.001 nd nd nd nd
Hyperoside 0.121+0.012 nd 0.072+0.007 0.120+0.012 nd
Kaempherol 0.51610.052 nd nd nd nd
Isorhamnetin 0.062£0.006 nd nd nd nd
Pinocembrin 1.24610.125  0.489+%0.049 0.119%0.012 0.198+0.020 nd
Chrysin 0.332+0.033  0.134+0.013 0.153%+0.015 nd nd
Galangin 0.122+0.012  0.111%0.011 0.055%0.006 nd nd

Mean of two determinationstSD; nd: not detected, E: ethanol extract, EM: methanol extract and EE: ethanol

extract after SPE of ethanol extract, W: water extract, WE: ethanol extract of after SPE of water extract.
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Giines et al. (2016) have used the same method to
determine the phenolic content of chestnut
honeys. Gallic acid content was found to be
considerably low in chestnut honeys as well as in
chestnut bee pollen. Flavonoids such as chrysin
and pinocembrin were generally found in high
amounts in chestnut honeys. Kaempferol was
found higher amount except pinocembrin and
chrysin in chestnut bee pollen. Syringic acid and
galangin were observed lower amount in chestnut
bee pollen as in the chestnut honeys. Hyperoside
and isorhamnetin were found in this study on
chestnut bee pollen while not observed in
chestnut honeys. When the amounts of phenolic
compounds in general are compared the phenolic
compounds in the chestnut bee pollen appeared
to be higher than in the chestnut honeys.
According to the results, chestnut bee pollen is
believed to be a valuable natural source due to its
phenolic compound content.

Determination of the effect of antioxidants on
DNA oxidation

DNA damage occurs oxidatively in living cells by
various mechanisms (Dizdaroglu, 2012). DNA

damage leads to various mutations and diseases
such as cancer unless repaired. It is known that
natural vegetables and fruits protect DNA
damage by the antioxidants, if they contain. The
effects of bee pollen which is a natural product
with high antioxidant properties, on DNA
damage were investigated in this study. The
results were shown in Figure 2. DNA
concentrations were calculated by absorbance at
260 nm using molar extinction coefficient of
DNA, after oxidation with and without bee pollen
solutions. The amount of 20 pg/mlL of pure
DNA solution was decteased to 10.2 pg/mL in
Fenton environment due to oxidation. When the
bee pollen extract was added in the same
conditions, the amount of DNA was determined
to be 12.4 ng/mlL. The percentage of damage was
determined initially by the amount of DNA in the
medium. While the oxidative damage of DNA by
Fenton environment was found to be 49%, this
percentage was decreased to 38% by the effect of
chestnut bee pollen. According to the results
obtained, chestnut bee pollen was found to
prevent DNA oxidation damage by 11% under
oxidative environment.
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Figure 2. The spectrum of 20 ug ml! of DNA, DNA and DNA with chestnut bee pollen extract after
Fenton oxidation at 200-800 nm.
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The ability of phenolic compounds to inhibit
DNA damage was observed. The chestnut bee
pollens contain natural phenolic compounds that
are important due to their antioxidant properties.
Therefore, they are recommended to be
consumed as part of the normal daily nutritional
clements.

CONCLUSIONS

This is the first study about determination of
phenolic compounds quantitatively in chestnut
bee pollen from Turkey in our knowledge.
Solvent and SPE extraction methods were used
for the extraction of phenolic compounds from
the chestnut bee pollen. When compared these
methods with the amount of phenolic
compounds and antioxidant capacity values, the
best results were found in the ethanolic extract.
There are a number of methods in the literature
because of the many different structures and
properties that make up the antioxidant capacity.
Unfortunately, there is no single antioxidant
capacity determination method that will detect all
of these compounds. For this reason, two
methods (CHROMAC and FRAP) were used to
determine antioxidant capacity in chestnut bee
pollen. High correlation between them was
showed the accuracy of the methods. Since
CHROMAC method is a newly developed
method, it is important to apply to different
matrices. Because of the rich content of bee
pollen such as phenolic compounds, carotenoids
and flavonoids and bee pollen can inhibit DNA
oxidation. The ability of phenolic compounds in
chestnut bee pollen to inhibit DNA damage was
observed as 11% under oxidative environment.
Finally it is suggested that the consumption of
chestnut bee pollen can be recommended as a
dietary supplement for humans.

ACKNOWLEDGEMENTS

This research is supported by Scientific Research
Projects Foundation (BAP) of the Uludag
University of Turkey [Project No. HDP (F)-
2016/606].

REFERENCES

Aybastier, O., Sahin, S., & Demir, C. (2013).
Response surface optimized ultrasonic-assisted
extraction of quercetin and isolation of phenolic

compounds from hypericum perforatum 1. by
column chromatography. Sep S/ Technol, 48(11),
1665-1674.

https://doi.org/10.1080/01496395.2012.760603

Benzine, I.F.F. & Strain, J.J. (1996) The ferric
reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
antioxidant power: The FRAP assay. .Anal Biochem.
239, 70-76.

Bogdanov, S. (2004). Quality standards of bee
pollen and beeswax. Apiacta, 38(August), 334—
341.

Bravo, L. (1998). Polyphenols: Chemistry, dietary
sources, metabolism, and nutritional significance.
Nutr Rey, 56(11), 317-333.
https://doi.otg/10.1111/j.1753-
4887.1998.th01670.x

Chang, S. S., Ostric-Matijasevic, B., Hsieh, O. A.
L., & Huang, C.-L. (1977). Natural antioxidants
from rosemary and sage. | Food Sci, 42(4), 1102—
1106.

Chen, Y., Xiong, H., Zhang, X., & Wang, S.
(2012). Electrochemical detection of in situ dna
damage induced by enzyme-catalyzed fenton
reaction. part 1I in hydrophobic room
temperature ionic liquid. Microchim Acta, 178(1-2),
37-43.  https://doi.org/10.1007 /s00604-012-
0809-2

Dawbaa, S., Aybastier, O., & Demir, C. (2017).
Ultrasensitive determination of DNA oxidation
products by gas chromatography—tandem mass
spectrometry and the role of antioxidants in the
prevention of oxidative damage. | Chromatogr B,
1051, 84-91. https://doi.otg/10.1016/j.jchromb.
2017.03.014

Dizdaroglu, M. (2012). Oxidatively induced DNA
damage: Mechanisms, repair and disease. Cancer
Lett, 327(1-2), 26—47. https://doi.org/10.1016/
j.canlet.2012.01.016

Eraslan, G., Kanbur, M., Silici, S., & Karabacak,
M. (2010). Beneficial effect of pine honey on
trichlorfon induced some biochemical alterations
in mice. Ecotoxicol Environ Saf, 73(5), 1084-1091.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2010.02.017

Gines, M. E., Sahin, S., Demir, C., Borum, E., &
Tosunoglu, A. (2016). Determination of phenolic

41



42

B. Karkar, S. Sahin, M.E. Glines

compounds profile in chestnut and floral honeys
and their antioxidant and antimicrobial activities.
] Food Biochem, (August), 1-12. https://doi.otg/
10.1111/jfbe.12345

Kao, Y. T.,, Lu, M. J,, & Chen, C. (2011).
Preliminary analyses of phenolic compounds and
antioxidant activities in tea pollen extracts. | Food
Drug Anal, 19(4), 470-477.

Louveaux, J., Maurizio, A., & Vorwohl, G. (1978).
Methods of melissopalynology. Bee World, 59,
139-157.

Leite, J. P. V, Rastrelli, L., Romussi, G., Oliveira,
A. B., Vilegas, J. H. Y., Vilegas, W., & Pizza, C.
(2001). Isolation and HPLC quantitative analysis
of flavonoid glycosides from Brazilian beverages
(Maytenus ilicifolia and M. aquifolium). | Agric
Food Chem, 49(8), 3796-3801.
https://doi.org/10.1021/jf010294n

Mi, J. C.,, Howard, L. R., Prior, R. L., & Clark, J.
R. (2004). Flavonoid glycosides and antioxidant
capacity of various blackberry, blueberry and red
grape genotypes determined by high-performance
liquid chromatography/mass spectrometry. | Si
Food Agric, 84(13), 1771-1782.
https://doi.org/10.1002/jsfa.1885

Moroney, M.-A., Alcaraz, M. J., Forder, R. A,
Carey, F., & Hoult, J. R. S. (1988). Selectivity of
Neutrophil 5-Lipoxygenase and Cyclo-oxygenase
Inhibition by an Anti-inflammatory Flavonoid
Glycoside and Related Aglycone Flavonoids. |
Pharm Pharmacol, 40(11), 787-792.

Nastr, N., Sahin, S., Cakmak, Z. E., & Cakmak, T.
(2017).  Optimization of ultrasonic-assisted
extraction via multiresponse surface for high
antioxidant recovery from Chlorella sp . (
Chlorophyta ), Phycologia, 56(April), 1-10.
https://doi.org/10.2216/16132.1

Rzepecka-Stojko, A., Drzal, A., Stojko, J., &
Buszman, E. (2014). Effect of storage conditions
on antioxidant activity of bee pollen extracts. Med
Weter, 70(12),740-744.

Silva, B. M., Andrade, P. B., Valentio, P.,
Ferreres, F., Seabra, R. M., & Ferreira, M. A.
(2004). Quince (Cydonia oblonga Miller) fruit
(pulp, peel, and seed) and jam: Antioxidant
activity. | Agric Food Chem, 52(15), 4705-4712.
https://doi.org/10.1021/if040057v

Sahin, S., & Demir, C. (2013). Antioksidan
kapasite tayin yontemi. Turkey. Retrieved from
http://online.tutkpatent.gov.tt/EPATENT/ser
vlet/PreSearchRequestManager

Veitch, N. C., & Grayer, R. J. (2011). Flavonoids
and their glycosides, including anthocyanins. Naz
Prod Rep, 28(10), 1626.
https://doi.otg/10.1039/c1ap00044£f

Yildiz, O., Can, Z., Saral, O., Yulug, E., Oztiirk,
F., Aliyazicioglu, R., Kolayli, S. (2013a).
Hepatoprotective potential of chestnut bee pollen
on carbon tetrachloride-induced hepatic damages
in rats. Evid Based Complement Alternat Med, 2013.
https://doi.org/10.1155/2013/461478

Yildiz, O., Karahalil, F., Can, Z., Sahin, H., &
Kolayli, S. (2013b). Total monoamine oxidase
(MAO) inhibition by chestnut honey, pollen and
propolis. | Engyme Inbib Med Chem, 29(5), 690—
694.

https://doi.org/10.3109/14756366.2013.843171



Research / Arastirma
GIDA (2018) 43 (1): 43-52
doi: 10.15237/¢gida.GD17091

RHEOLOGICAL AND SENSORIAL PROPERTIES OF SESAME
PASTE BLENDS PREPARED WITH DIFFERENT SUGAR SOURCES

Dilara Tomruk', Esra Devseren', Isil Ilter',
Saniye Aky1l', Mehmet Kog”, Figen Kaymak Ertekin'
Department of Food Engineering, Faculty of Engineering, Ege University, Izmir, Turkey.
2Department of Food Engineering, Faculty of Engineering, Adnan Menderes University, Aydin, Turkey.

Received | Gelis: 06.10.2017; Accepted /Kabul: 13.11.2017; Published online /Online baski: 08.12.2017

Tomruk, D, Devseren, E, Ilter, I, Akyil, S, Kog, M, Kaymak Ertekin, F. (2018). Rheological and sensorial
propertties of sesame paste blends prepared with different sugar sources. GID.A (2018) 43 (1): 43-52 doi:
10.15237/gida.GD17091

ABSTRACT

Rheological properties of sesame paste (SP) blends, which were prepared with concentrated grape
juice (CG]J), honey and sugar syrup were determined using rotational viscometer at different SP
concentrations (40, 50 and 60%) and temperatures (25, 35, 40, 50°C). Flow behavior of the SP/CG]J
blends were expressed by Power law model, however SP/honey and SP/sugar syrup blends were
fitted to the Bingham Plastic model. The relationship of the consistency index "K" and SP
concentration was described by exponential and power functions. Rising in temperature lead to a
decrease in the consistency index of SP blends. Increasing in SP concentration resulted in an increase
in consistency index of samples. Sensorial analysis was evaluated to research the effect of SP
concentration and type of sugar sources on sensorial properties. Spreadibility and mouth-coating
propertties of blends enhanced with the increase in SP concentration. Moreover rheological properties
highly correlated with sensorial properties of samples.

Keywords: Sesame paste, rheological properties, honey, sugar syrup, concentrated grape juice

FARKLI SEKER KAYNAKLARI ILE HAZIRLANAN TAHIN
KARISIMLARININ REOLOJIK VE DUYUSAL OZELLIKLERI

oz

Farkli tahin konsantrasyonlarinda (%40, 50 ve 60) ve farkli sicakliklarda (25, 35, 40, 50°C) pekmez,
bal ve seker surubu kullanilarak hazirlanan tahin karisimlarinin reolojik 6zellikleri belirlenmistir.
Tahin/pekmez karisimi igin akis davranist Power modeli ile ifade edilmistir, ancak tahin/bal ve tahin/
seker surubu karisimui icin Bingham Plastik modeline uymustur. Kivam indeksi "K" ile tahin
konsantrasyonu arasindaki iligki dstel ve power fonksiyonlariyla tanimlanmustir. Sicakligin
ylikselmesiyle birlikte kivam indeksi azalmistir. Fakat tahin konsantrasyonun artisiyla birlikte
Orneklerin kivam indeksi yikselmistir. Duyusal analiz, tahin konsantrasyonunun ve tatlandirict
cesidinin karisimlarin Gizerindeki etkisini arastirmak i¢in degerlendirilmistir. Karisimlarin stiriilebilirlik
ve agzin kaplanmasi zellikleri tahin konsantrasyonun yiikselmesiyle birlikte iyilesmistir. Ayrica tahin
karisimlarinin reolojik 6zellikleri, 6rneklerin duyusal 6zellikleri ile oldukea yiiksek bir korelasyona
sahiptir.

Anahtar kelimeler: Tahin, reolojik 6zellikler, bal, seker surubu, pekmez
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INTRODUCTION

Sesame paste (SP) is one of popular traditional
products in FEast Asian and Middle Eastern
countries (Johnson et al, 1977; Sawaya et al.,
1985), also in Turkey. Roasted, dehulled or hulled
and ground sesame seeds are used for SP
production. SP is rich of lipids, proteins and
dietary fiber (Abu-Jdayil et al, 2002). India,
Sudan, China and Burma (Abou-Gharbia et al.,
1997) are the main countries cultivating sesame
seeds (Sesamum indicum L.). Sesame has also been
considerably used as an ingredient (bakery
product) or consumed directly as seed, oil or paste
for many years.

SP is generally consumed after mixing with
different sugar sources. Honey, sugar syrup, date
syrup and concentrated grape juice (CGJ) (Kaya,
2002) are used for this purpose. However SP and
these sugar sources are separately available for
sale in the market and the SP blend is prepared by
consumers themselves in accordance with their
preference. Ready-mixed SP/sugar source blend
would be an innovative and value-added product
for the food market. One of the main criteria that
affects the consumers’ acceptance is the
spreadibility of the SP blends. Spreadibility is a
property that is highly related with the consistency
of the blends (Alpaslan & Hayta, 2002). The
consistency known as one of rheological
properties of food materials determines the shelf-
life stability of final product (Abu-Jdayil et al.,
2002).

SP blends which are an emulsion, consists of
dispersed phase (oil phase) as SP and continuous
phase (water phase) as sugar sources. Emulsion is
formed due to interaction of proteins and lipids in
the SP blends (Alpaslan & Hayta, 2002). In the
emulsion, sesame proteins which act as emulsifier
are very important at oil-water interface. The
rheological properties of an emulsion are directly
affected by temperature and concentration of oil
and water phase (Rao, 1999). As mentioned
above, interaction between the lipids and the
proteins leads to formation of emulsion which
also improves the sensorial attributes like
mouthfeel of the product.

In literature many studies have been published
that are related with the rheological properties of
sesame paste. It has been reported that
pseudoplastic and thixotropic behavior reflects
the steady shear behavior of sesame paste
(Alpaslan & Hayta, 2002; Abu-]dayil et al., 2002;
Altay & Ak, 2005). Alpaslan and Hayta (2005),
have also studied the rheological and sensorial
quality of CGJ and SP blends at different
concentrations and temperatures. It was
determined that flow behavior and consistency
index is influenced by the CGJ content and
temperature. As the CGJ content increased,
emulsion stability of the blends has improved.
Non-Newtonian  behavior has  successfully
explained the flow behavior of CGJ (Kaya, 2002;
Sengul et al., 2005). Besides, CGJ and SP blends
exhibited non-Newtonian pseudoplastic
behavior. Arslan and co-workers (2005); were also
determined the rheological behavior of SP and
CGJ blends at different SP concentrations and
temperatures. But they found that SP/CG]J blends
showed non-Newtonian, shear thinning behavior
at different temperatures. The flow behavior of
blends was successfully explained with the power-
law model. Temperature has significantly affected
the flow behavior index, “n” and the consistency
coefficient, “K” parameters. As mentioned
above, CGJ is not only way to produce SP blend.
Thus, Gharehyakheh and co-workers (2014);
prepared SP blend with honey and studied its
rheological properties. Result of this study
revealed that honey and SP blend showed time
independency and shear thinning behavior.

The objectives of this study were to prepare SP
blends with CGJ, honey and sugar syrup with
different SP concentration and determine the
flow behavior of these blends at different
temperatures.

MATERIALS AND METHOD

Materials

SP (1.18 % moisture, 50.76 % oil, 22.85 %
carbohydrate, 23.35 % protein, 1.86 % ash), CGJ,
pine honey (in this context it is called honey) and
sugar (sucrose) were obtained by local market. All
raw materials were kept at room temperature in
dark condition until they were used. The brix
values of CGJ and honey were 69 and 78°Brix,
respectively.
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Preparation of SP/sugar rich product blends
In order to get standard total soluble solid content
of sugar sources, CGJ and honey were diluted
with tapped water to 65°Brix. Sugat syrup was
prepared with sugar and tapped water and its brix
was also adjusted to 65°Brix. 100 g of blends were
prepared by adding SP to sugar sources at
different SP concentrations of 40, 50 and 60 %
(w/w) and mixing gently with a spatula for a
minute.

Rheological measurements

Rheological measurements of the SP/CG]J (SP-
C), SP/sugar syrup (SP-S) and SP/honey (SP-H)
blends were conducted using a rotational
viscometer (Fungilab, Spain) equipped with the
small sample adapter and TR 8, 9, 10 or 11
spindles. Spindle type was chosen depending on
blends’ concentration. Also, the adapter includes
a thermocouple which is connected to viscometer
on the bottom to measure the temperature of the
samples. In order to keep the temperature at
constant levels during the measurements, a chiller
(Daihan, South Korea) was connected to the
jacket surrounding the sample adapter cell. The
rheological measurements were carried out at
different temperatures 25, 35, 40 and 50 °C. After
the sample was poured to the sample cell, it was
allowed to stand for 10 min in the jacket to reach
the targeted measuring temperature without
working of viscometer. Then the viscometer ran
at a wide rotor speed range (0.1-200 rpm) for 5
minutes. The rheological data including apparent
viscosity, shear stress, shear rate, torque % and
temperature were recorded for each measurement
and transferred to Microsoft Excel by Datalogger
software (Fungilab, Spain).

Each experiments were carried out in two
replicates.

The experimental data were fitted to vatrious
models (Eq. 1-4) to obtain rheological (1o, p, K
and n) and statistical (R?) parameters;

Newtonian Model =Pty [1]
Power Law Model T=]CHyn [2]
Herschel Bulkley Model 1= 1o+ K*y» 3]
Bingham Plastic Models 1= 1o+ K*y (4]

Where t is shear stress (Pa), y is shear rate (1/s), #
is flow behaviour index (dimensionless), K is
consistency coefficient, (Pa*s®),u is viscosity
(Pa*s) and 1 is yield stress (Pa).

Sensory Evaluation

Sensory analysis of SP blends with CGJ, honey,
sugar syrup was performed according to Alpaslan
and Hayta (2002), with 10 panelists aged 22 to 30.
All panelists were non-smokers. A slice of white
bread and a knife for each blend were given all
panelists. The intensity was determined using a 5-
point scale (1 being the lowest and 5 the highest).
Panelists also evaluated the general acceptance,
appearance, color, smell, mouth-coating,
spreadibility and taste of the blends.

Statistical Analysis

The statistical analyses were carried out by using
the SPSS version 15.0 Windows software
program (SPSS Inc., Chicago, IL). The results
were evaluated by analysis of variance (ANOVA)
test. The mean comparison was performed with
Duncan’s multiple range test at P<0.05 level.
Pearson correlation test also carried out to
determine the rheological and sensorial properties
relationship.

RESULTS AND DISCUSSION

The rheological properties of SP blends, which
were prepared with CGJ, sugar syrup and honey
and consisted of different SP concentrations (40,
50, 60%, w/w), wete determined with respect to
temperature at 25, 35, 40 and 50°C. The results of
apparent viscosity of SP blends changing with
shear rate showed that the flow behavior of all SP
blends at any concentration of SP and
temperature explained with non-Newtonian flow
behavior. However, while the flow behavior of
SP-C blends was explained with power law model,
the flow behavior of SP-S and SP-H blends were
successfully described with the Bingham Plastic
model for all temperatures and concentrations.

Increasing in shear rate resulted in decreasing in
apparent viscosity of all samples as shown in
Figure 1. The flow behavior index (n) and
consistency (K) wvalues of SP-C blends were
obtained by fitting the shear rate versus shear
stress data to a power law model. Differences in
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shear rate range of the graphs was based on the
selection of the appropriate range for each
concentration and temperature that viscometer
was able to measure propetrly. The values of flow
behavior index, n, were ranged from 0.119 to
0.8906, while the consistency index, K, was ranged
from 0.265 to 7.338Pa.s (Table 1). A decrease in
the SP concentration in SP-C blends leads to an
increase in viscosity of blends for all temperatures
whereas the consistency decreased with rising
temperature. The rheograms of SP-S and SP-H
blends with different SP concentrations at
different temperatures were also given in Figure
1. Apparent viscosity of these blends decreased
with increasing shear rate indicating the shear
thinning behavior similar to SP-C blends. The

la

consistency index (K) values and yield stress (1)
of these blends were determined with fitting the
shear rate versus shear stress data to a Bingham
Plastic model. Model parameters for SP-S and SP-
H blends were given in Table 1. The values of
consistency index (K) were of SP-S blends were
ranged from 0.049 to 0.480 Pa‘s» and the yield
stress (10) were ranged between 0.581 and 14.00
Pa. The R? values were ranged from 0.924 to
1.000 for all SP-S blends. Moreover, indicating the
results for SP-H blends the values of consistency
index (K) were ranged from 0.040 to 0.594Pa-s
and the yield stress (to) were ranged between
0.485 and 8.99 Pa. The R? values were ranged
from 0.898 to 1.000 at all concentrations and
temperatures.
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Figure 1. Apparent viscosity and shear rate relationship for SP blends. Numbers 1, 2, 3 represent SP-C, SP-S and
SP-H blends, respectively. a, b, ¢ letters represent containing 40%, 50% and 60% SP at different temperatures,
respectively
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High SP concentration caused a viscous SP
blends at all temperature while the consistency
index of blends decreased. Maskan and Gogus
(2000), explained this circumstance as molecular
movements and interfacial film formation due to
high solid content. However the apparent
viscosity of SP blends decreased with increasing
shear rate. Rao (1999), showed that generating
hydrodynamic forces and increasing in interaction

of sugar, oil and protein lead to the structural
deformation of the food blend. Singh and co-
workers (2003); also explained that shearing
resulted in deformation and disruption of oil
droplets. Moros and co-workers (2002); reported
that egg-yolk stabilized emulsions induced shear
structural breakdown. It’s because of oil droplet
deflocculation.

Table 1. Flow behavior parameters for SP/sugar syrup (SP-S), SP/honey (SP-H) and SP/CG]J (SP-C)
blends at different concentrations and temperatures

SP Concentration

Samples Temgeé; e 40% 50% 60%
poy P K ol ey K e gy R
25 0114*  0.848 1000 0319 489 0989 0480+ 14.000 0.924
) 35 0069 07470 0999 0157 464 0960 03641 9.88> 0927
o 40 0058  0.637* 0997 0109 393 0988 02250 864> 0.966
50 0.049 0581 0994 00720 215 0987 0095 413 0.941
25 0.094 0485 0999 0266 3.63 0993 05941 8441  0.986
) 35 0.069® 0.822¢ 0999  0202* 215 0989  0.353> 899 0921
S 40 0.051b 0729+ 1.000 01472 329 0962  0237% 819  0.909
50 0.040b  0.667+ 0998 00712 2.66* 0987  0.153> 465> 0.898
(Pfsﬂ) & R? (Pin) n R? (Pin) & R
25 03470 0.896 0988 2540 0410 0995  7.338 0266 0.993
SP-C™ 35 0313+ 0692 0996  2101* 0333 0997 5996 0289 0.987
40 0280 0.661 0996 18812 0370 0994 5634 0119 0917
50 02650  0.638 0993 16100 0338 0962 4179 0326 0.981

* Flow behavior described with Bingham Plastic model
** Flow behavior described with power law model

The different letter in the same column are significantly different (p<<0.05).

Rising in temperature lead to a decrease in the
consistency index of SP blends. Icier (2009),
discovered that the consistency index of whey
solutions increased as the temperature decreased.
Marcotte and co-workers (2001); and Abu-Jdayil
and co-workers (2002); also found that the
consistency coefficients changed inversely with
temperature. Heating could break molecular
complexity and bonds could stabilize the

molecular structure and reduce the effective
molecular volume in protein and sugars resulting
in a decrease in viscosity (Alpaslan & Hayta 2002).
SP is mainly composed of oil and protein while
CGJ, honey and sugar syrup are rich in sugar. The
viscosity of SP blends containing different sugar
sources may also be controlled by the molecular
weight of sugars in these sugar sources.
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Effect of Temperature and SP Concentration
on Activation Energy
Arrhenius-type equation successfully describes

relation of temperature and consistency
coefficient as,

Eq
K =K;.e RT 5]

where, K are the experimental constant, E, is the
activation energy (kJ/mol), R is the universal gas
constant (J/mol'K), and T is the absolute
temperature (K). Before process can occur, E, as
a kind of energy barrier must be overcame (Rao
1999). Linear regression analysis was performed
to the logarithmic form of Eq. (5) for establish
relationship between the parameters (Table 2).

Table 2. Parameters of the Arrhenius equation (Eq.5) for temperature dependency of consistency
coefficient at different SP concentration

SP Concentration

Samples ) K (mPa‘s) E. (kJ/mol) R2
40 9.34 8.94 0.953
SP.C 50 6.65 14.72 0.997
60 6.07 17.64 0.971
40 1.82x 103 27.18 0.946
Sp-S 50 1.09 x 10 48.17 0.987
60 3.66 x 107 52.43 0.921
40 1.11x 103 28.11 0.982
SP.H 50 3.55x 10° 39.47 0.947
60 1.06 x 10 44.20 0.992
E. explained how temperature effected the
Yiscosi'Fy of the blends. The .results showed that K —K. et (6]
increasing in SP concentration resulted in an €1
increase in B, while a decrease in experimental a
constant K. Alpaslan and Hayta (2002) also K=K, ("% [7]

observed that E, values of SP and CGJ blends
decreased with increasing CGJ concentration.

In most of food products, the composition of
ingredients directly affected the rheological
properties of products. The viscosity of food
products inversely correlated with  solid
concentration (Bourne, 2002) at constant
temperature. Rao  (1999), described the
consistency index, K, as a function of SP
concentration (C) with exponential (Eq. 6) and
power (Eq. 7) models

where, Ko , Ko, a1, and a; are experimental
constants (Rao 1999).The corresponding model
parameters were shown in Table 1. The effect of
SP concentration on the consistency coefficient
was defined sufficiently with both models. Effect
of SP-C, SP-S and SP-H concentrations on the
consistency coefficient were given in Table 3 for
different temperatures.
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Table 3. Effect of SP concentration on the consistency coefficient of samples at different temperatures

Exponential Model (Eq. 6)

Power Model (Eq. 7)

Samples Temperature (°C)
a Ka R? a Ke R2
25 0.152 0.907 0.970 1.045 0.125 0.972
SP.C 35 0.147 0.984 0.972 1.032 0.129 0.975
_ 40 0.150 0.791 0.976 1.062 0.113 0.978
50 0.137 1.234 0.969 0.999 0.142 0.972
25 0.061 13.04 0.964 0.550 0.655 0.975
SPS 35 0.083 2.464 1.000 0.816 0.207 0.999
40 0.067 3.876 0.998 0.703 0.301 0.996
50 0.033 13.29 0.991 0.388 0.929 0.996
25 0.092 2.449 0.994 0.843 0.203 0.996
SP.H 35 0.081 2.874 0.967 0.811 0.214 0.974
40 0.076 2.663 0.955 0.810 0.196 0.964
50 0.067 2.731 1.000 0.764 0.219 0.999
Formation of oil droplet can be asserted to _ b.C
increase the consistency coefficient values owing Eq=A4,e" [8]
to the viscosity of the emulsion by rising SP
concentration. Arslan and co-workers (2005); E,=A,CPz [9]

explained this circumstance as following, while SP
content increased, a greater number of oil drops
was suspended and tend to clump to form
clusters. Therefore, these clusters dissolved fluids
and caused to require more effort for the same
flow rate. Moreover, the higher viscosity of
blends could be explained that the particle-
particle interactions and molecular motions also
increased with solid content in terms of SP
concentration (Alpaslan & Hayta 2002; Togrul &
Arslan 2004). Both exponential and power
functions was used to fit the variation of E, with
SP concentration (Table 2),

where, A1, As, b, and b, are the proportionality
constants.

In order to calculate the model constants, the
linearized forms of these two equations were
used, as shown in Table 4. Kaya and Belibagh
(2002), stated that activation energy for a flow
changes depended on the soluble solid content
for a constant temperature. The dependency of E,
on the SP concentration was better described by
the power model.

Table 4. Effect of SP concentration on activation energy, E, of different samples

Exponential Model (Eq.8)

Power Model (Eq.9)

Samples
Aj b1 R? Az b R?
SP-C 2435.54 0.034 0.932 4.706 0.179 0.955
SP-S 7963.89 0.032 0.844 5.753 0.157 0.882
SP-H 11871.84 0.022 0.923 6.892 0.108 0.949
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Sensory Evaluation

Sensory properties such as appearance, aroma,
flavor, and texture are critical factors affecting
consumer decision to buy or consume a food
product (Chambers & Bowers 1993). The results
of sensory analysis showed that mouth-coating,
spreadibility and overall acceptance scores of
blends increased with increasing of SP
concentration for all samples. However the
sensorial properties of the blends were evaluated

with respect to appearance and color, the highest
scores of these criteria were generally obtained
from the blends containing 50% SP. Although the
smell scores of SP blends were not significantly
changed with SP concentration, increasing in SP
concentration improved the taste scores of all the
blends. According to the overall acceptability, the
most appreciated samples were products had
higher SP content than 50% irregardless of sugar
sources (Table 5).

Table 5. Sensory evaluation scores of SP blends

Samples SP (E;Snc. Appearance  Colour Smell 12/([)(;1;?;; Spreadibility ~ Taste accc)zgtzlllce
40 3.31°x0.46 3.25°%0.21 3.75*£0.29 2.88*£0.39 2.63* £0.48 3.44* £0.33 3.00* +0.11

SP-C 50  4.00°£0.16 4.00®£0.76 3.94* £0.56 4.06> £0.56 3.56> £0.25 4.00* +0.43 3.88> +0.30
60  425>+0.36 3.81>£0.53 4.13* £0.64 4.75> £0.46 4.69¢ £0.46 4.25* +0.21 4.25> +0.65

40 31321049 3.442£0.12 34421012 2.63*£0.22 2132 £0.64 2.50* £0.26 2.68* £0.28

SP-S 50  4.000%£0.56 3.942£0.26 4.06* £0.42 3.88> £0.63 3.75> £0.11 3.56"> £0.23 3.88> +0.19
60  3.812%£0.35 3.63*£0.58 4.13*£0.39 4.63> £0.44 4.56¢ +0.23 4.56¢ +0.43 4.38> +£0.29

40 35001021 3.69*£0.40 3.75* £0.41 3.192£0.75 2.38 £0.14 3.50* £0.53 3.13 £0.54

SP-H 50  4.19%£0.65 4.31» £0.59 3.94* £0.16 3.94> £0.26 4.13>+£0.58 4.19> £0.65 3.94> +£0.43

60 3.94>+0.42 3.88* £0.33 3.882 £0.39 4.50> +0.46 4.75> £0.46 4.31> £0.46 4.31> £0.36

Different letters in the same column for each type of blend are significantly different (P<0.05).

Spreadibility and mouth-coating were significant
sensorial properties of semi-solid food texture.
Spreadibility exhibits the uniform distribution of
the product over a surface (Shakerardekani et al.,
2013). For all the blends, it was determined that
spreadibility property enhanced with the increase
in SP concentration and that led to highest scores
given by panelists. In contrast to Alpaslan and
Hayta (2002), the spreadibility of SP blends
improved with increasing SP concentration. It can
be clearly seen that the sensorial spreadibility
scores of the SP blends increased with increasing
in consistency index. The mouth-coating scores
of blends also enhanced with increasing in SP
concentration likewise spreadibility. Muego and

Resurreccion (1993), had also reported that
peanut paste samples with lower consistency
exhibit less mouth-coating properties. The blends
prepared with CGJ had higher mouth-coating
scores compared to those prepared with sugar
syrup and honey.

The correlation between rheological and sensorial
properties of SP blends were given in Table 6. The
results of Pearson correlation test showed that
rheological properties E,and K, highly correlated
with sensorial properties of SP blends.
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Table 6. Pearson correlation (r) matrix between sensorial and rheological properties

Mouth- o - K,
Samples Parameters Appearance Colour Smell coating Spreadibility Taste  OA (mPa-s)
Colour 0.875
Smell 0.965 0.718
Mouth- 0994 0814 0989
coating
SP-C  Spreadibility 0.949 0.678 0.998*  0.979
Taste 0.999* 0.851 0.976 0.998* 0.963
OA™ 0.999* 0.859  0.973 0.997 0.959 0.999%*
K¢ (mPa-s) -0.996  -0916 -0.937 -0.979 -0.916 -0.999  -0.992
E. (k] /mol) 0.997* 0.835 0982  0.999 0.970 0.999*  0.999* -0.986
Colour 0.900
Smell 0.955 0.729
Mouth- 0831 0505 0959
coating
sp.s  Spreadibility  0.856 0545 0971 0.999°
Taste 0.754 0.392 0915 0.992 0.985
OA™ 0.878 0.580 0.98 0.996 0.999* 0.977
K¢ (mPa-s) -0.978 -0.789  -0.996  -0.929 -0.945 -0.874  -0.958
E, (k]/mol) 0.933 0.683  0.998" 0.975 0.985 0.940 0.991 -0.988
Colour 0.930
Smell 0.998* 0.909
Mouth- 0.692 0378  0.729
coating
SP-H Spreadibility 0.813 0.542  0.842 0.983
Taste 0.876 0.636 0.9 0.955 0.993
OA™ 0.779 0.493  0.811 0.992 0.998" 0.985
K (mPa-s) -0.927  -0.723 -0.945 -0913 -0.972 -0.993  -0.958
E. (k] /mol) 0.792 0.512  0.823 0.989 0.999* 0.988  0.999* -0.964

*Correlation is significant at the 0.05 level
**Overall acceptance

CONCLUSION

In this study, rheological and sensorial properties
of SP blends prepared with CG]J, honey and sugar
syrup and the effect of temperature and SP
concentration in the blends were investigated. It
was found that all the blends exhibited non-
Newtonian, shear thinning fluid behavior by
reason of crystal structure keeping the pasty form
of SP. Flow behavior of SP-C blends was well
presented by the Power law model although the
flow behavior of the SP-S and SP-H blends were
fitted to Bingham Plastic model for all
temperatures. Both power and exponential

models adequately explained the relationship
between SP concentration and consistency
coefficient. The activation energy values increased
with increasing SP concentration in the blends.
The effect of rheological properties of the SP
blends on  consumer preferences
demonstrated with sensorial analysis. Sensorial
scores of the blends were improved with
increasing SP concentration. Therefore the
highest overall acceptance was obtained from the
blends containing 60% SP.
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Cilek (Fragaria x ananassa) meyvesinin su kaybina, fiziksel ve mikrobiyel bozulmalara karst hassas olmasi
pazatlanmasini zorlastirmaktadir. Bu calismada, cileklerin raf dmriindi artirmak amaciyla kontrol (saf su),
peynir altt suyu proteini (PASP), Bacillus subtilis iceren saf su (9 log KOB/mL), B. subtilisigeren PASP kaplama
(9 log KOB/mL) olmak tizere 4 farkli uygulama yapilmistir. Cileklerde kaplamadaki bakteti korunumu, kif
inhibisyonu, agitlik kaybs, pH, renk ve duyusal ézelliklerdeki degisimler 25 °C’de 5 gunlitk depolama boyunca
analiz edilmistir.. Cileklerde B. swbtilis korunumu saf su ile uygulandiginda %77; PASP kaplama ile
uygulandiginda ise %83’tiir. Kif inhibisyonu kontrole kiyasla B. subtilis iceren su uygulamasinda %21; B.
subtilis iceren PASP kaplama uygulamasinda ise %16°dir. Depolama, tim uygulamalarda cilek 6rneklerinin
pH ve renk degerlerini 6nemli Slglide degistirmezken; kaplama uygulanan cileklerde agirhk kaybim
azaltmustir. Ayrica duyusal analizde B. subtilis kaplanan ¢ileklerde yiiksek kabul edilebilirlik saptanmustur.
Anahtar kelimeler: Peynir alt1 suyu proteini, yenilebilir kaplama, antagonist, Bacillus subtilis, ¢ilek

EFFECTS OF EDIBLE COATING INCORPORATED WITH
BACILLUS SUBTILIS ON SHELF LIFE OF STRAWBERRY

ABSTRACT

Susceptibility of strawberry (Fragaria x ananassa) to physical and microbial spoilage reduces its profit
share in marketing. In this study, four different applications were investigated to improve shelf life
of strawberries: whey protein concentrate (WPC), Bacillus subtilis with distilled water, WPC with B.
subtilis, control (distilled water) coatings. During storage, viability of B. su#btilis in coating, inhibition
of mold, weight loss, pH, color and sensory properties were analyzed for 5 days at 25 °C. Viability
of B. subtilis on the samples coated by water or WPC maintained 77% and 83%, respectively. The
mold growth on strawberry coated with B. s#btilis or coating containing B. subtilis was reduced 21%
and 16%, respectively. The treatments did not change pH and color of strawberry; but coating
application decreased weight loss of strawberry. Moreover, the highest acceptability was scored for
the strawberry coated with B. subtilis in sensory analysis.

Keywords: Whey protein, edible coating, antagonist, Bacillus subtilis, strawberry
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GIRIS
Gilek (Fragaria x ananassa) meyvesi depolama
sirasindaki mekaniksel yaralanmalara, su kaybina,
fiziksel ve mikrobiyel bozulmalara karst olduk¢a
hassastir  (Shafiee vd., 2010). Turkiye, cilek
tretiminde 415.150 ton ile dinyada uglinc;
Avrupa’da ise ilk sirada yer almastyla biyik
éneme sahiptir (TUIK, 2016). Ancak ¢ilek
meyvesinin hizla olgunlasarak yaslanma dénemine
gecmesi  pazarlanmasinda  zorluklara neden
olmaktadir (Fan vd., 2009). Bu durumu 6nlemek
amactyla  kullandan  yenilebilir ~ kaplama
uygulamalart  meyvelerde  tekstiirel  kaliteyi
iyilestirmekte, nem ve oksijen gegisine bariyer
saglamakta, solunumu baskilamakta ve mikrobiyel
gelisimi  Onleyebilmektedir (Bourtoom, 2008).

Ozelikle protein  temelli kaplamalar {iriine
parlaklik  kazandirmasi, duyusal 6zelliklerini
degistirmeden besin  degerini artirmast  ve

mitkemmel bir oksijen bariyeri olmastyla avantaj
tagimaktadir (Tomasula, 2009).

Cileklerin hasat sonrast mikrobiyolojik olarak
bozulmasindaki temel faktér Boftrytis  cinerea,
Rbizopus stolonifer, Penicillium spp. and Mucor spp.
gibi kif suslaridir (Romanazzi vd., 2016). Taze
meyve ve sebzeleri mikrobiyel bozulmalara karst
koruyarak raf omrint uzatmak icin kullanilan
yontemlerin  bircogu  kimyasal = maddelerin
kullanimina dayanmaktadir. Gintmiizde direngli
patojen suslarin artisina ve saglik problemlerine
neden oldugu bilinen kimyasal maddelerin
kullantimina ~ karst  yenilik¢i  biyokontrol
uygulamalari tizerine yapilan c¢alismalara duyulan
ilgi artmaktadir (Vicente, 2002). Biyokontrol
ajanlart; patojenletle besin ve yer miicadelesine
girerek, antibiyotik benzeri litik enzimler tGreterek
ve Dbiyofilm mekanizmalariyla  patojenlerin
gelismelerini ve cogalmalarini engelleyebilmek-
teditler (Droby vd. 2009). Biyokontrol ajanlarinin
sentetik kimyasallarin yerine gida urinlerinde
basarilt bir sekilde uygulanmasi Uzerine yapilan
calismalarin  sayist gun gectikge artmaktadir
(Janisiewicz ve Korsten, 2002). Ornegin; {iziim,
cilek, portakal gibi kiiflenme riski olan meyvelerde
Clonostachys rosea, Cryptococcus lanrentiz, Metschnikowia
paulcherrima, C. lanrentii ve Rhbodotorula glutinis gibi
farkls tiir antagonist mikroorganizmalarin bagarili
bir sekilde kullanildigt ¢alismalar mevcuttur (Cota

vd., 2008; Janisiewicz vd., 2008; Zhang vd., 2008;
Zhang vd., 2010). Bu tir mikroorganizmalarin
kullanildig1 meyvelerde kif gelisimi basta olmak
tzere mikrobiyel yonden kontrol saglanmus
olmakla birlikte duyusal ve kimyasal Szelliklerde
de olumlu degisimler gbzlenmistir.

Antagonist ajanlardan biri olan Bacillus subtilis
bakterisi 24’ten fazla antifungal madde treterek
cok cesitli yapilardaki kiif suslarint engelleyebilme
Ozelligiyle dikkat ¢ekmektedir (Chen vd., 2008).
Yapilan calismalarda B. subtilis’in cileklerde yaygin
bozulma etmeni B. cnerea ve R. stolonifere besi
ortaminda sirastyla %43 ve %49 oranlarinda
antifungal etki gosterdigi ortaya konulmustur
(Chen vd., 2008; Chaurasia vd., 2005). Benzer
sekilde B. subtilisin ¢ilek meyvesinin yiizeyine tek
basina ve mum kaplama ile birlikte uygulandiginda
kif gelisimini sirasiyla %79 ve %84 oranlarinda
inhibe ettigi rapor edilmistir (Oregel-Zamudio
vd., 2017).

Gudalarda biyokontrol ve yenilebilir kaplamalarin
engeller teknolojisi kapsaminda kullanimi yenilikei
bir uygulamadir. Filmler biyokontrol ajanlarinin
stres kosullarina toleransint artirabilmekte ve
ajanlar uygulandigt gidanin ylzeyine daha iyi
tutunabilmektedir (Marin vd., 2016). Literatirde
B. subnlis ile kombine PASP (peynir altt suyu
proteini) temelli yenilebilir kaplama uygulanan
gileklerin raf Omrli ve duyusal kalitesinin
incelendigi  bir  ¢alisma  bulunmamaktadir.
Literatiirdeki bu  boslugu kapatmak icin
calismamizda (1) B. subtilis’in cilek yizeyindeki
canliliginin korunumu; (2) kaplama yapisindaki
bakterinin antifungal etkisi; (3) cileklerde raf dmrii
ve depolama boyunca fiziksel ve duyusal
Ozelliklerdeki degisimler incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Cilek meyvelerinin (Fragaria x ananassa) benzer
boyut, sekil, agirlik, renk ve fiziksel ve mikrobiyel
hasart  olmayanlar Sakarya Toplu Pazar’dan
(Sakarya, Turkiye) secilerek alinmistir. Besiyerleri
ve kimyasallar Merck’ten (Darmstadt, Almanya)
alinmistir.  PASP  konsantresi (%85 protein)
Milkas Gida San. ve Dis Tic. Ltd. Sti’den
(Istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir.
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Kultiirler

CGalismada kullanilan antagonist kiltiir B. subtilis
Sakarya Universitesi, Gida Miihendisligi Bélimii
Kiltir Koleksiyonu'ndan  (Sakarya, Tiurkiye)
tedarik edilmistir. B. subtilis'in  gogaltlmast ve
korunmasi amaciyla Nutrient Agar (INA)
besiyerinde gelisen koloniler Nutrient Broth (NB)
icerisine aktarilmustir. Kilturler 30 °C’de 24 saat
inkibasyon ile 2 kez aktiflestirilmistir.

Cilekten kif suglarinin izole edilmesinde, oda
kosullarinda (25 °C) dogal olarak kiflenmeye
birakilan cilek 6rneklerinin 10 gramu 90 mL
peptonlu su icerisinde karistirict (IKA,MS3 basic,
Amerika) yardimiyla homojenize edilmistir.
Homojenat 10 mL NB besiyerine inokiile edilerek
25 °Cde 2 gin inktbasyona birakdmistir.
Kullanilan kiltirler %30 (h/h) gliserol iceren NB
besiyerinde -80 °C’de depolanmistir.

Yéntem

Bacillus subtilis igeren film ve ¢ileklerin
kaplanmasi

Oncelikle kullanilan B. subtilis ZBP4 kiiltiiri 30
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast 9000 rpm 15 dakika 4 °C’de santrifiij-
lenerek (Hettich, Universal-320R, Almanya) dipte
kalan pelet 2 kez steril destile su ile ytkanmustir.
Bakteri konsantrasyonu 9 log KOB/mL olarak
ayarlanarak kaplama ve film uygulamalarinda
kullanilmistir.

Kaplama ve film hazith@ icin Cagri vd. (2001)
kullantkdiklart  yontem  modifiye  edilmistir.
PASPnin %5 (a/h)lik  yiksek proteinli
konsantresi 160 ml. destile steril su ile hazirlan-
mustir. pH’s1 0.5 N NaOH kullanilarak pH’nin 8’e
ayarlanmasi sonrast 90 * 2 °C’de 30 dakika
calkalayicili su banyosunda tutulmugtur. Isitmanin
son 5 dakikasinda plastiklestitici olarak %2 (a/h)
gliserol eklenmistir. Bakteri iceren kaplama
uretimi i¢in santrifj islemiyle elde edilen B. subtilis
(9 log KOB/mlL) bakterisi sogutulan karisima
eklenerek karstirict ile iyice karistirdmistir. Film
eldest icin elde edilen kaplama ve bakteri iceren
kaplama soliisyonlart steril tepsilerde (150 x 180
cm?) 25 °C, %50 bagil nemdeki iklimlendirme
kabininde 2 giin kurutulmustur.

Kaplama uygulamast icin ¢ilek 6rneklerinde
kontrol (saf su), PASP kaplama, bakteri iceren
PASP kaplama ve bakteri iceren saf su olmak
tzere 4 farkli uygulama denenmigtir. Steril kabin
icerisinde 1zgaralar Ustiine yertlestirilen ¢ilek
Orneklerinin = her  yiztine farkli  kaplama
soltisyonlari puskirtilerek kurumast icin yaklasik
45 dakika oda kosullarinda  bekletilmistir.
Sonrasinda 1000 gramlik porsiyonlara ayrilarak
(her bir pakette yaklagitk 50-60 cilek bulunacak
sekilde) market kosullarindaki satis paketlerine
benzer ortam olusturmak amactyla alt ve Ust
kisimlart delikli plastik kaplar ile paketlenmistir.
Cilek o6rnekleri 25 °Cde 5 gin boyunca
depolanarak analiz edilmigtir.

B. subtilis canlilig1 ve kaplamanin ¢ilek
iizerinde antifungal etkisi

Depolamanin 0., 2. ve 5. giinlerinde bakteri iceren
kaplama ve bakteri iceren saf su uygulamalarindan
alinan ¢ilek 6rneginin 10 grami 90 mL %0,1 (h/h)
peptonlu su icerisinde parcalayict (Interscience,
Bagmixer 400, Fransa) ile 2 dakikada homojen
hale getirilmigtir. Peptonlu su ile gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra MYP (Mannitol-
Egg-yolk-Polymyxine Agar) besiyetlerinde 30
°C’de 2 glin inkiibasyona birakilmistir.

Kaplamalarin antifungal etkisi in vitro ve in vivo
ortamlarda incelenmistir. In vitro uygulamada
filmler steril olarak 6 mm c¢apinda yuvarlak disk
seklinde kesilmistir. Tartarik asit (%10, h/h)
kullanilarak pH 3.5’ ayarlanmis PDA (Potato
Dekstroz Agar) besiyerinin ortasina
aktiflestirilmis 4 log KOB/mL cilekten izole
edilmis kiften 10 pL inokiile edilerek kuf susuna
3 mm uzakbktaki bir kisma film 6rnegi
yerlestirilmistir. Kontrol gruplarinda sadece kif
inokile edilmistir. Petrilerin 5 gin 25 °Cde
inktibasyonu sonrast kiiflerin misel ¢aplari cetvelle
(1/10 mm) olgilerek 5 olglimin  ortalamast
hesaplanmustir. Sonuglar % inhibisyon formiline
gore verilmistir (Denklem 1).
%I = ((C-T) / C) * 100
%I= Yizde inhibisyon.

C= Yalnizca kif gelisiminin oldugu petrilerde kif
misel ¢aplarinin ortalamast (mm).
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T= Antagonist maya iceren filmlerin bulundugu
besiyerindeki kif misel caplarinin ortalamast
(mm).

In vivo uygulamada B. subtilis’in biyokontrol
etkinligi cilek 6rneklerindeki  kiif  gelisimi
tzerinden OGYE (Oxytetracyclin-Glucose-Yeast
Extract Agar) besiyeri kullanilarak 25 °C’de 5 giin
inktibasyon sonucunda test edilmistir. Sonuglar
log KOB/gram cilek olarak verilmistir.

Fiziksel analizler

Cilek orneklerinde depolamanin 0., 2. ve 5.
gunlerinde agirlik kaybi, pH ve renk analizleri
yapimistir. Agirlik kaybi cileklerin 1000 gramlik
paketlerinin hassas terazide (0,001 hassasiyetli)
tarttdmasiyla analiz edilmistir. pH 6l¢imi icin
farklt uygulamalardan alinan cilek 6rneginin 10
grami homojenizatér yardimiyla karistirlip pH
metre ile Ol¢im gerceklestirilmistir  (Oregel-
Zamudio vd., 2017). Renk 6l¢imii Lovibond RT
300 Series Reflectence Tintometer (Ingiltere)
marka kolorimetre cihazi ile her bir cilek
Orneginin, beyaz standart yizey izerinde L*
(acikhik), a* (kirmizihk) ve b* (sarilik) renk
parametreleri Ol¢tlmiistir.

Duyusal analiz

Orneklerin duyusal analizi Sakarya
Universitesinde ~ 6grenci 100 panelistle
gerceklestirilmistir.  Panelistlerden 9 nokta

hedonik skala ile ¢ilek 6rneklerinin renk, parlaklik,
koku, ilk tat, son tat, tatl, eksi, purtzsizlik ve
yumusaklik degerlerini begeni derecesine gore; 9:
mikemmel, 1: asi1 koétd  olacak  sekilde
puanlamalar1  istenmistit.  Analiz  sonuglary
sorulara verilen puanlarin ortalamas: alinarak
hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz

Farkli yenilebilir film ve ¢ilekteki kaplama
uygulamalarinin  mikrobiyolojik,  fiziksel ve
duyusal 6zelliklerinden elde edilen veriler IBM
SPSS  Statistics 20  paket  programiyla
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasi fark Duncan
coklu karsilagtirma testi ile %95 6nem seviyesinde
analiz edilmistir. Her bir analiz giiniinde farklt
uygulamalar 2 tekerrlir olacak sekilde analiz
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Bacillus subtilis canlihig1

Cilek ytzeyindeki B. subtilis'in (9 log KOB/mL) 25
°C’de 5 giinliik depolama stiresi boyunca saf su ve
kaplama uygulamalarindaki canliligt Sekil 1’e gére
istatistiksel actdan 6nemli derecede azalmaktadir
(P <0.05). Depolamanin sonunda B. subtilis
kaplama ile uygulandiginda canliligin korunumu
7.27 + 0.20 log KOB/gram (%korunum; %81)
iken su ile uygulandiginda 6.96 * 0.85 log
KOB/gram (%77)’dir.  Aksine yapilan bir
calismada, Cryptococcus lanrentii (9 log KOB/mL)
iceren sodyum aljinat ile kaplanan ¢ileklerde
antagonistin  canlilif 20 ginlik depolama
sonunda en az %49.7 oraninda korunabildigini
belirtmislerdir (Fan vd., 2009).

Calismamizda kullantlan B, subtilis  bakterisi
ekzopolisakkarit ~ yapisinda  olan  biyofilmi
tretebilmesi ve spor formunda bir bakteri
olmastyla olumsuz ¢evre kosullarina karsi yiiksek
diren¢ gostermektedir (Chai vd., 2008). Ancak
antagonist mikroorganizmalarin canliliz
uygulandigt gidanin bilesimi, ortam pH’sy, sicaklik
ve depolama-koruma kosullart gibi  ¢esitli
faktorlerden etkilenmektedir (Sharma, 2014).
Yenilebilir  kaplamalar  ile  antagonistlerin
kombinasyonu bakterilerin ¢evre kosullarina
direncini arttirmakta ve ayrica gidaya mikrobiyel
kontaminasyonu Onleyebilmektedir (Marin vd.,
2016). Aym zamanda PASP kaplamalar bariyer
Ozelligi  sayesinde cileklerin  nem  kaybini,
mikrobiyel kontaminasyonunu 6nleyebilmekte ve
mekaniksel hasart azaltarak olumsuz cevre
kosullarina karst koruyucu bir gérev gérmektedir
(Pavlath ve Otts, 2009). Buna ragmen depolama
boyunca ortamda azalan besin B. subtilis canlihigin
ve aktivitesini etkileyebilmektedir (Droby vd.,
2009). Ayrica cilegin pH degeri (3.5) B. subtilis
(minimum gelisme pH degeri 4.5) gelisimini
sintrlandirict bir faktér olabilmektedir (Ayhan,
2000).

Kaplamanin gilek tizerinde antifungal etkisi

In vitro analizde bakteri iceren su ve bakteri iceren
PASP kaplama uygulamalarinin kiif gelisimine
karst inhibisyonu swrastyla %54.35 ve %38.98
oranlarinda gorilmustir (Gizelge 1).
Uygulamalarin ¢ilek ylzeyindeki kif gelisimine
etkisi ise Sekil 2’de gosterilmistirt. Buna gore;
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PASP kaplama, bakteri iceren su, bakteri iceren
PASP kaplama uygulanan c¢ilek Orneklerinde
depolamanin 0-2. gintnde kif sayist 6nemli
derecede artarken 2-5. giinde 6nemli bir azalma
gorilmustir (P <0.05). Bunun nedeni olarak B.
subtilisin ortam hakimiyetini 2. glinden sonra
saglayarak maksimum diizeyde antagonistik
toksin dretmesi sayesinde (Avct vd., 2017) kif

gelisimini engelleyebilmesi oldugu distntlmek-
tedir. Depolamanin sonunda kontrol 6rneklerinde
ise kif say1si depolama boyunca istatistiksel olarak
2.29 KOB/gram’dan 2.73 KOB/gram’a 6nemli
derecede artis gostermistir (P <0.05). Ancak B.
subtilis ve B. subtilis ieren kaplama uygulanan cilek
orneklerindeki kiif gelisimi sirasiyla %21 ve %16
oranlarinda dismustr.
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Sekil 1. Cilek ylizeyine su ve kaplama ile birlikte uygulanan B. subzi/is'in 25°C’de 5 gin depolama

boyunca canhiligs.

Figure 1. Viability of B. subtilis with water and B. subtilis with coating on strawberry during 5 days storage at 25 ° C.

** BS: B. subtilis igeren saf su, PASP+BS: B. subtilis igeren kaplama.

a-d: Ayn1 uygulamalar icin glinler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (P <0.05; n=0).

** BS': B. subtilis with water, PASP+BS: B. subtilis with coating.

a-d: Means in same applications with different days are significantly different (P <0.05; n=06).

L

Gizelge 1. B. subtilis iceren PASP film ve B. subtilis igeren suyun disk difiizyon yéntemiyle PDA
besiyerinde (Tartarik asit (%10, h/h) kullanilarak pH 3.5’ ayarlanmis Potato Dekstroz Agar) cilekte
gelisebilen kiif suslarina karst 25°C’deki 5 giin inkiibasyon sonundaki inhibisyonu (%0).

Table 1. Inbhibition of B. subtilis with whey protein film and B. subtilis with water on PDA media (adjusted ph 3.5
with tartaric acid (10%, v/ v)) to molds growing on strawberries after incubating 5 days at 25 °C (%).

Uygulamalar* Kiif misel ¢aplar1 (mm) 1nhibisyon (%)
Applications* Misel diameter of mold (mm) | (Yo)Inbibition

C 41.66 + 2.352 -

TBS 25.33 £ 0.270 38.98
TPASP+BS  19.00 £ 0.81¢ 54.35

* C: Kontrol, TBS: B. subtilis iceren saf su, TPASP+BS: B. subtilis iceren kaplama. a-d: Ayni giinler icin uygulamalar
arasindaki fark istatistiki a¢idan 6nemlidir (P <0.05; n=0).

* C:Control, TBS: B. subtilis with water, TPASP+BS: B. subtilis with coating. a-d: Means in same days with different applications
are significantly different (P <0.05; n=6).
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Sekil 2. Cilekte farkli kaplama uygulamalarinin 25°C’de 5 giin depolama boyunca kif gelisimine etkisi.
Figure 2. Effect of different strawberry coating applications on growth of mold during 5 days storage at 25°C.

** K: Kontrol, BS: B. subtilis igeren saf su, PASP: Kaplama, PASP+BS: B. subtilis igeren kaplama.

a-d: Ayni uygulamalar icin giinler arasindaki fark istatistiki acidan énemlidir (P <0.05; n=0).

A-D: Ayni ginler icin uygulamalar arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (P <0.05; n=0).

* K:Control, BS: B. subtilis with water, PASP: Coating, PASP+BS: B. subtilis with coating.

a-d: Means in same applications with different days are significantly different (P <0.05; n=06).

A-D: Means in same days with different applications are significantly different (P <0.05; n=0).

Antagonist 6zellik gosteren B. subtilis bakterisi
cilek meyvesinde yaygin bozulma etmeni olan R.
stolonifer ve B. cinerea kiflerine karst etkili ikincil
metabolitler Uretebilmekteditler (Toure vd., 2004;
Chen vd., 2008). Bu metabolitlerden zwittermisin-
A, kanosamin, lipopeptitlerden surfaktin, iturin,
botrycidin, alirin ve fengisin kif sporlarinin
¢imlenmesini ve hiflerin uzamasini 6nleyerek kiif
gelisimini engellemektedir (Toure vd., 2004).
Ornegin Toure vd. (2004) B. subtilisin (6 log
KOB/mL) B. cnerea (5 log konidia) kufu
tizerindeki antagonistik etkisini in vitro ortamda
%70; elma yiizeyindeki in vivo ortamda ise
depolamanin  21. guninde %40  olarak
saptamuglardir. Antifungal etkide temel etken
olarak besin yarist ya da konaket direncinden ¢ok
bakterinin  Urettigi  antifungal  metabolitler
gorilmustir. Benzer sekilde B. subtilisin cilek
meyvesinde saf su veya mum kaplama ile birlikte

uygulanmasinda R. stolonifer kifiinin gelisimini
sirastyla %79 ve %84 oranlarinda 6nleyebildigi
gorilmistir  (Oregel-Zamudio  vd.,,  2017).
Calismamizda kif gelisiminin daha fazla oranda
onlenmesi B. subtilis ve PASP kaplamanin
kombine kullanimiyla antifungal metabolitlerin
etkisinin yani sira PASP kaplamanin oksijen
bariyeri olmastyla iliskilendirilebilir.

Agirlik kaybi

Agirlik kaybi depolamanin 2. giiniinde PASP
kaplamanin tek basina ve bakteriyle uygulandigi
orneklerde sirastyla %1.52 ve %1.60 ile en dustik
degerleri gosterirken diger uygulamalar 6nemli
Olctide daha fazla agirlik kaybina neden olmustur
(P <0.05) (Cizelge 2). Depolamanin 5. giinine
gelindiginde en disik agiehk kaybi PASP
kaplamanin bakteriyle uygulanmasinda olurken;
PASP’nin  kullanilmadigi  bakteri ve kontrol
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uygulamalarinda agirlik kaybr sirastyla 3.18 + 0.02
ve 3.50 £ 0.01 ile en yitksek degetleri gbstermigtir
(P <0.05). Calismamizda PASP kaplamanin yar
gecirgen bariyer 6zelligi géstermesi birgok gida
uygulamasinda da goruldigi tzere agirlik kaybint
azaltmaktadir (Dhall, 2013). Yapilan bir ¢calismada
kandelila mumu ve/veya B. subtilis kaplanmis

kaplama ve bakteri iceren kaplama uygulama-
larinda  sirastyla %10 ve %20 ile kontrol
orneklerinden O6nemli derecede dustk
bulunmugtur. Mum kaplamanin su buhart batiyer
Ozelliginin  PASP’dan  Gstin  olmast cilekte
meydana gelen su buharlasmasina daha iyi engel
olmasinin kanitidir.

cileklerde agirlik kayb: depolamanin 2. giintinde

Cizelge 2. Cilekte farklt kaplama uygulamalarinin 25 °C’deki 5 glinlitk depolama boyunca pH ve agirlik
kaybina (%0) etkisi.
Table 2. Effects of different strawberry coating applications on pH and (Vo) weight loss during 5 days storage at 25 °C.

pH Agielik kaybi (%)

Uygulamalar* pPH (%o)Weight loss
Applications™ 0.Gin 2.Gin 5.Gin 2.Gin 5. Gin

Day 1 Day 2 Day 5 Day 2 Day 5
K 3.53 £0.00A 3,57 £0.044 3421+ 0.024 2,06 £ 0.01b4* 3,50 + 0.0124
PASP 3.54£0.08A  355%0.08 348 +£0.024 152+ 0.02°0  3.01 £0.012¢
BS 3.56 £0.022A 354+ 0.12»4 341 £0.03>4  2.02 £ 0.01b8 3.18 £ 0.0228
PASP+BS 3.56 £0.08A 357 £0.184A 3461 0.09%*  1.60 £ 0.01°¢ 2,96 & 0.01=D

* K: Kontrol, PASP: Kaplama, BS: B. subrilis iceren saf su, PASP+BS: B. subtilis iceren kaplama. a-d: Ayni
uygulamalar icin glinler arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (P <0.05; n=06). A-D: Aynt ginler icin
uygulamalar arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (P <0.05; n=0).

* K:Control, BS: B. subtilis with water, PASP: Coating, PASP+BS: B. subtilis with coating. a-d: Means in same applications with
different days are significantly different (P <0.05; n=6). A-D: Means in same days with different applications are significantly different

(P <0.05; n=6).

pH

Gizelge 2’e gore cilekler Srneklerindeki uygula-
malar arasinda pH degerleri agisindan 6nemli bir
fark ortaya cikarmamisur (P >0.05). pH
depolamanin 2. glintinde tim uygulamalarda 3.54-
3.57 arasindaki degerlerde ve 6nemli derecede
degisim gbstermezken (P >0.05); 5. glntinde
3.41’¢ kadar Onemli derecede dusmustir (P
<0.05). Benzer sekilde Oregel-Zamudio vd.
(2017) mum ve B. subtilis iceren mum ile kaplanan
cileklerde depolamanin 4. giiniinden sonra pH
dustisi rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda
cilekte yaygin olarak bulunan organik asitlerden
sitrik  asit miktarinin  ¢ileklerin - depolanmast
boyunca arttig1 bildirilmistir (Famiani vd., 2015).
Sonug olarak cilekteki pH dusiisiinin nedeni
organik asit miktarindaki artistan kaynaklana-
bilmektedir.

Renk

Cilek o6rneklerinin  L*  degerleri Cizelge 3’de
verildigi izere yaklasik 33.33 iken depolama stiresi
ve farkll uygulamalar arasinda 6nemli bir fark

bulunmamaktadir (P >0.05). Depolama sonunda
cilek Srneklerinin a* (kirmizilik) degerleri PASP
kaplama, bakteri ve bakteri igeren kaplama
gruplarinda sirastyla 27.31, 26.11 ve 31.13 ile
kontrol 6rneginden 6nemli derecede daha yitksek
ckmustir (P <0.05). Orneklerin b* degerlerine
bakiddiginda ise PASP uygulanan cilekler
depolama sonunda 20.48 ile diger uygulamalardan
daha yiiksek deger gostermistit. Depolama
kontrol grubu 6rneklerin a* ve b* degerlerini
digtritken (P <0.05), diger uygulamalarda
O6nemli bir degisim ortaya ¢ctkarmamistir (P >0.05).
Cilek meyvesine kirmizi rengi veren antosiyanin
pigmentinin depolama siiresine baglt stabilitesi
dustkttir. pH degisimleri, enzimatik esmerlesme
veya  oksidasyon  antosiyanin = miktarint
etkilemektedir (Holcroft ve Kader, 1999). Ayni
zamanda cilek meyvesindeki nem kaybt da a*
degerlerinin  yikselmesine neden olmaktadir
(Nunes vd., 2005). Kaplanan ¢ileklerde nem
kaybinin ve gaz gecisinin kontroli sayesinde dis
renk degisimleri en aza indirgenebilmektedir (Del-
Valle vd., 2005). Kaplama gruplarinda b*
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degerlerinin daha ylksek olmast PASP dogal
renginden kaynaklanabilir. Calismamizin verileri-
ne benzer sekilde Del-Valle vd. (2005) cilek
Orneklerine  uyguladiklart  kaktiis — misilajlt
kaplamanin L* degerinin depolama boyunca
degismedigi ve yaklasik 33 ile kontrol 6rneklerin-

den Onemli derecede farkli  olmadigim
belirtmislerdir. Orneklerin a* degerlerinde ise
depolamanin sonunda kaplama ve kontrol
Orneklerinde %40 dusts gerceklesitken b*
degerlerinde degisim olmamistir.

Cizelge 3. Cilekte farkli kaplama uygulamalarinin 25°C’deki 5 giinlitk depolama boyunca renk
parametrelerine etkisi.
Table 3. Effect of different strawberry coating applications on color parameters during 5 days storage at 25°C.

Renk Color

Uygulamalar*
Applications™ 0.Gin 2.Gln 5.Gun

Day 0 Day 2 Day 5
K 34.51 + 4.60:0 34.25 +2.302 34.05 + 2.824A
PASP 29.94 + 2.81sA 32.0543.62:A 30.99 + 2.10:A
BS L* 31.78 + 3.52: 32.56+3.092A 32.17 + 1.94aA
PASP+BS 33.09 + 3.20:A 33.09 + 3.219A 34.19 + 2.194A
K 27.79 + 3.79:A 23.59 + 5.27abB 22.09 + 2.62bB
PASP 33.33 + 5.10:A 27.55 + 3.03: 2731 + 216
BS a* 30.99 + 4.512AB 29.62 + 5.51aA 26.11 + 3300
PASP+BS 31.75 + 4.30:A 30.51 + 6.200A 31.13 + 4.600A
K 12.54 + 4.65:C 11.74 + 4.46: 12.14 + 3.614C
PASP b* 29.21 + 6.892A 17.93 + 3.03bA 20.48 + 3.96AB
BS 17.15 + 3,578 18.20 + 4.202 17.67 + 2.85®
PASP+BS 29.67 + 5.16: 21.39 + 572 21.45 + 453

* K: Kontrol, PASP: Kaplama, BS: B. subrilis iceren saf su, PASP+BS: B. subtilis iceren kaplama. a-d: Ayni
uygulamalar icin ginler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (P <0.05; n=06). A-D: Ayt ginler icin
uygulamalar arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (P <0.05; n=6).

* K:Control, BS: B. subtilis with water, PASP: Coating, PASP+BS: B. subtilis with coating.

a-d: Means in same applications with different days are significantly different (P <0.05; n=6). A-D: Means in same days with

different applications are significantly different (P <0.05; n=6).

Duyusal Analiz

Duyusal analiz sonuglarina gore farkli uygulamalar
arasinda parlaklhk, koku, ilk tat, tatlilik, eksilik
puriizsizlik, yumusaklik, son tat parametreleri
gbz Oninde bulunduruldugunda istatistiksel
actdan 6nemli bir fark bulunmamistir (Sekil 3).
Ancak renk agisindan kontrol uygulamast en
dustik puani alirken diger uygulamalar arasinda
onemli bir farka rastlanmamustir (P >0.05).

Kontrol grubunun renk acisindan disik puan
almasi a* degerinin diger uygulamalardan daha
distik degerde olmasiyla yakindan iligkilendiri-
lebilir. Analize istinaden en ¢ok tercih edilen
ornek grubu 5.71 genel kabul edilebilirlik puantyla
bakteri igeren su uygulamast yapian ¢ilek
ornekleri olmustur.
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Sekil 3. Cilekte farklt kaplama uygulamalarinin duyusal 6zelliklere etkisi.

Figure 3. Effect of different strawberry coating applications on sensory properties.

** K: Kontrol, BS: B. subtilis igeren saf su, PASP: Kaplama, PASP+BS: B. subtilis iceren kaplama.
** K:Control, BS: B. subtilis with water, PASP: Coating, PASP+BS: B. subtilis with coating.

SONUC
Gilek  6rneklerinde B, subtilisigeren  kaplama

uzatabilen  yenilik¢i  bir uygulama olarak
degerlendirilebilir. Gelecekte farkli antagonist

uygulamast daha yiksek bakteri korunumu ve
agirlik  kaybmi Onlemesiyle 6ne ¢ikarken; B.
subtilis iceren su uygulamasi duyusal analizde ve
kif inhibisyonunda daha olumlu sonuclar
vermistir. Ayrica, kaplama uygulamasinin
gileklerin ~ renk  parametrelerinin = ve  pH
degetlerinin =~ korunumunda  etkili  oldugu
dusintlmektedir.  Elde edilen  sonuglarin
nedenleri: (1) PASP  kaplamanin  bariyer
Ozelliginin meyve yizeyindeki kif gelisimi icin
zorunlu oksijen miktarini kisitlamasi; (2) kaplama
uygulamastnin cilekleri mikrobiyel kontaminas-
yona karst korumasi; (3) biyokontrol ajant B.
subtilisin - kuf gelisimine karst kaplama ile
sinerjistik etki gostermesi olarak sayilabilir. Sonug
olarak; B. subtilisin PASP kaplama ile kombinas-
yonu cileklerin kalitesini koruyup ve raf émrind

mikroorganizmalarin canlilik ve aktivitelerinin en
yiksek seviyede olabilecegi uygun kaplama
soliisyonlart ve ortam kogullarinin belirlenmesi
tizerine yapilacak detayh ¢alismalar yapilacaktir.
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oz

Ucucu organik bilesikler gidanin aromasini olusturan ve bu sebeple gida bilimi ve teknolojisi alaninda 6nemli
yeri olan maddelerdir. Gidalarin tiiketilme sirasindaki aroma salinimi ve bunun algilanmas, bir gidanin son
aroma kalitesini belitleyen faktSrlerdir. Bu nedenle son yillarda gidalarin tiketimi sirasinda aroma saltniminin
belirlenmesi konusuna biiytik ilgi olusmustur. Yapilan arastirmalarda kiitle spektrometresi teknikleriyle 2z vivo
kosullarda "burun boslugu" ve/veya "ag1z boslugundan" alinan havanin analizi yapilmaktadir. Atmosferik
basing kimyasal iyonizasyon-kiitle spektrometresi (APCI-MS) ve proton transfer reaksiyon-kiitle
spektrometresi (PTR-MS) ugucu organik bilesiklerin, gida titketimi sirasinda es-zamanli Slgiilmesine imkan
vermektedir. I vifro aroma analizi ise her laboratuvarda kullamlabilen geleneksel gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) teknigi ile yapilmaktadir. Bu ¢alismada, gidalarda aroma saliniminin énemi ve

aroma salimiminda kullandan 7 vivo ve in vitro yéntemler tizerinde durulmustur.
Anahtar kelimeler: Aroma, Retronazal aroma salinimi, APCI-MS, PTR-MS

DETERMINATION OF RETRONASAL AROMA
RELEASE DURING FOOD CONSUMPTION

ABSTRACT

Volatile organic compounds are responsible of the food flavor. Therefore, they play an important
role in food science and technology. Flavor release and perception during consumption are the key
factors for flavor quality of the food. Consequently, studies on the understanding of the aroma release
during food consumption have increased dramatically in recent years. Mass spectrometry techniques
are often used for the analysis of the head-space from the "nasal cavity" and/or "oral cavity" dutring
food consumption. Atmospheric pressure chemical ionization-mass spectrometry (APCI-MS) and
proton transfer reaction mass spectrometry (PTR-MS) allow real-time measurement of volatiles
release during 7z vivo consumption. For 7z vitro analysis, conventional gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) techniques are amenable to many laboratories. In this review, the importance
of aroma release from different food matrices and 2z vivo and in vitro methods used for aroma release

were discussed.
Keywords: Aroma, Retronasal aroma release, APCI-MS, PTR-MS
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Aroma saliniminin belirlenmesi

GIRIS
Aroma, lezzetin algilamasinda  6nemli
belitleyicilerden biridir ve dolayisiyla tiketici
tercihlerini yonlendiren ana faktérdir. Ugucu
organik bilesiklerin analizinin gida endustrisi icin
6nemli bir konu haline gelmesinin nedeni budur.
Gudalar, ugucu ve ugucu olmayan maddelerden
olusan karmastk ¢ok bilesenli sistemlerdir. Aroma

bilesikleri, oda sicakliginda buhar fazinda
bulunan, burun boslugundaki koku alma
dokusuna (olfaktor reseptotlerine) ulasarak
algilanan ucucu molekillerdir. Aroma

bilesenlerinin, gida maddesinden buhar fazina
salinmalari, gida matriksinde bulunan ugucu
olmayan bilesiklerle olan etkilesimine baglidir

(Guichatd, 2014). Proteinler, lipitler,
karbonhidratlar ve polifenoller gibi gida
bilesenleri ile aroma maddeleri arasindaki

etkilesimi anlamak icin cok ¢esitli analitik teknikler
gelistirilmistir.

Gudalardaki aroma galismalari, cogunlukla aroma
bilesiklerinin ~ tanimlanmast  ve  miktatinin
belitlenmesi  tizerine odaklanmistir. Bu  tir
calismalar aroma maddeleri ile gida matriksi
arasindaki etkilesimleri belirlemede ¢ok degerli
olmasina ragmen, bu teknikler ile gidanin gercek
tiketimi strasinda salinan aroma maddeleri
belirlenemez. Bu nedenle elde edilen sonuglar ile
duyusal deneyim arasinda iligki elde etmek zordur.
Bir gidanin aroma bilesimi ile o gidanin
tiketilmesi esnasinda salinan aroma maddelerinin
aynt olmadig bildirilmektedir (Mufioz-Gonzalez
vd., 2014a).

Birgok ¢alismada, gidanin aroma algisinin ve iz vivo
aroma salinmmmin, (i) gidanin dogast (tekstiir,
parcactk  boyutu, viskozite), (i) aroma
maddelerinin miktar1 ve dogasi, (iii) gida matriksi
(lipid, protein, seker, asit, alkol ve pektin vb.), (iv)
yeme davramst ve (v) oral fizyoloji (tukirik
salinimi, ¢igneme, nefes alma, ag1z boslugu hacmi,
aglz sicaklig, zaman, vb.) gibi faktoérlerden
etkilendigi bildirilmistir (Ting vd., 2012; Paravisini
vd., 2014; Ting vd., 2016; Boesveldt ve Graaf,
2017; Ployon vd., 2017). Bu etkilesimler, gidadan
aroma maddelerinin salinimini degistirebilir ve
urinin aromatik dengesini etkiler. Bir gidanin
titketimi sirasinda, matriksinin, oral fizyolojinin ve

oral c¢igneme faktOrlerinin aroma bilesiklerinin
salinmasi uzerine etkisini anlamak icin, 7 vivo ve in
vitro kosularda gercek gidalarda veya aroma
maddelerinin  takviye edildigi model gida
sistemleri tzerinde bircok ¢alisgma yapilmistir
(Farneti vd., 2013; Boisard vd., 2014; Mufoz-
Gonzilez vd., 2014a; Mufioz-Gonzilez vd.,
2014b; Labouré vd., 2014; Genovese vd., 2015).
Ote yandan, ¢ok az sayida arastirmada, agizda
aroma salinimini incelemek icin gercek gida
matriksleri kullanilmistir (Doyennette vd., 2011;
Genovese vd., 2015; Ting vd., 2016). Dolayisiyla
bir gidanin  tiketimi  sirasinda  olfaktori
reseptorlerine ulasan aroma maddelerini ve bu
maddelerin konsantrasyonunu belirlemek icin,
burun boslugundan veya agiz boslugundan verilen
nefese  baglantli  enstrimantal  teknikler
gelistirilmistir. Bu derlemede duyusal etkilesimde
rol oynayan aroma maddelerinin aragtirilmasini
saglayan 7 vitro ve in vivo yontemler ele alinmustir.

Gidanin  titketilme esnasindaki
salintminin belirlenmesi

Bir gidanin duyusal karakteri, fiziksel ve kimyasal
Ozellikleriyle ortaya ctkan birden fazla uyaranin
biitiinsel algisindan kaynaklanir. Aromanin bu
coklu  duyusal alglamgmnin  kékenini  ve
mekanizmasini anlamak amaciyla bir¢ok calisma
yapilmustir. (Poinot vd., 2013; Arvisenet vd.,
20106).

aroma

Bir gidanin tiketilmesi sirasinda, gidadaki aroma
bilesikleri gida matriksinden serbest birakilir ve bu
bilesenler lezzet algilamasinin gerceklestigi agiz ve
burun icindeki uygun reseptorlere tasinir. Aroma
uyaranlart olfaktdr epitele genelde iki yol ile ulastr:
i) koklama sirasinda burun yoluyla ve ii) yeme veya
icme sirasinda retronazal yolla. Bu uyariarin
algilanmasinda koku, tat ve Uglii (trigeminal)
duyular olmak tzere t¢ biyik sistem rol alir.
Aromanin algllanmasindaki ilk yol, koklama ile dis
cevreden gelen koku uyarsinin, 6n  burun
deliklerinden  olfaktori  mukozaya  dogru
tastnmasidir  (Bojanowski ve Hummel 2012;
Bushdid vd., 2014; Boesveldt ve de Graaf, 2017;
Mosca ve Chen, 2017). Ikinci yol ise, genellikle tat
ve koku uyarisinin birlesimidir. Cigneme sirasinda
serbest kalan aroma molekiilleri, soluma veya
yutma ile birlikte burun bosluguna ve geniz
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yoluyla koku alma yarigindaki alicilara ulasarak
uyaritlar. Bu yol retronazal koku alma olarak
tanimlanir. Retronazal uyari icin koku kaynagi agiz
icinde veya yutakta/midede oldugu igin, algilanan
uyarilarin araligt genellikle gida ve agiz ile iligkilidir
(Bojanowski ve Hummel 2012).

Gidanin tiketimi sirasinda olusan aroma algist,
aromay! olusturan ucucu organik bilesiklerin
yapisina, konsantrasyonuna ve gida matriksine
baghidir (Benjamin vd., 2012). Bununla birlikte,
aromanin algilanmasi basit bir uyaran yanit stireci
degil, cok daha karmasiktir. Her bir gida aromasi,
belli sayida koku veren anahtar maddenin farkli
kompozisyonlart ile karakterize edilir. Gidanin
¢ignenmesi sirasinda agizda salinan aroma, belli
bir gidayla iliskili olan karakteristik aroma algisint
uyandirir. Bu algt, gida matriksini olusturan yapisal
bilesikler (proteinler, lipitler, karbonhidratlar) ile
dogrudan ilgilidir (Guichard, 2014).

Gida tekstiirli, oral fizyoloji ve oral ¢igneme
faktoriiniin, tiketim sirasinda aroma bilesiklerinin
salinimi1 Gzerine katkisint anlamak icin, 7 vivo ve in
vitro yontemlerle ucucu organik bilesikler ilave
edilmis model yiyecek sistemleri veya gercek
gidalar tzerinde bircok calisma yapilmustir.
Literatiirde yapilan calismalart {i¢ baglik altinda
toplamak mimkuindr; i) statik /# vitro analizler, ii)
dinamik iz vitro analizler ve iii) dinamik 7z vive
analizler.

Statik in vitro analizler

Model gidalardan salinan ugucu maddelerin statik
in wvitro ekstraksiyonu genelde tepe boslugu
yontemleri kullanidarak gerceklestirilmistir. Katt
faz mikroekstraksiyonu, sivi-sivi mikroekstrak-
siyonu veya kati faz ekstraksiyonu da kullanilan
yontemlerdir. Tanimlama ve miktar belirleme
geleneksel gaz kromatografisi-alev iyonlagtirmalt
dedektor (GC-FID) (Van Ruth ve Roozen,
2000a), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) (Mufioz-Gonzalez vd., 2014a), proton
transfer reaksiyon-kitle spektrometresi (PTR-
MS), (Onishi vd., 2012), proton transfer
reaksiyon-ugus zamanli kiitle spektrometresi
(PTR-TOF-MS) (Heenan vd., 2012; Cappelin vd.,
2012; Cappelin vd., 2013; Soukoulis vd., 2013;
Romano vd., 2014; Ting vd., 2016) ve atmosferik

basing kimyasal iyonizasyon-kiitle spektrometresi
(APCI-MS) (Weel vd., 2004; Gan, 2015) teknikleri
lle yapilmistir. Bu yontemler ile aroma
bilesenleriyle lezzet veya yapisal bilesenler
arasindaki fiziksel ve kimyasal etkilesimlerin yani
sira gida matriksinin yapisal degisimine bagh
olarak ucucu bilesenlerin davranist izlenmistir.

Dinamik in vitro analizler

Gudalarin ag1z bosluguna girdikten sonra, titketim
strasinda burun boslugunda devamli bir aroma
salinimmnimn  mimkin olmadigi ve aromanin
algilamasini arttirmak veya aroma algilanmasina
izin vermek icin yutma gibi bir fizyolojik etkiye
ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir. Bu etkilerin
Slgiilmesine yonelik bir yaklasim da gidanin agizda
cignenme sirecini taklit eden model ¢igneme
cihazlarinin  gelistirilmesidir. Aroma salinimim
inceleyen caligmalarda, model veya gercek gida
sistemleri, bu agiz modelleri ile yapay tikiiriik
(Van Ruth ve Roozen 2000a; Doyennette vd.,
2011; Onishi vd., 2012; Mufioz-Gonzilez vd.,
2014a; Thomsen vd., 2014) veya gercek tikirik
(Benjamin vd., 2012; Mufioz-Gonzalez vd.,
2014b; Genovese vd., 2015) esliginde ¢igneme
benzeri hareketler ile taklit edilmistir (Cizelge 1).

Kati bir gida, ¢igneme sirasinda tikirik ile karisir,
yapist degisir. Bu islem ile ag1z bosluguna salinan
ucucu bilesenlerin difizyonu etkilenir. Cigneme
ile gidanin yiizey alant artar ve gida matriksi
baslangicta icerdigi sudan ayrhr. Gidanin
teksttirel ve fizikokimyasal 6zellikleriyle dogrudan
iliskili olan ¢igneme siireci, 7z vivo aroma salinimini
etkileyen 6nemli bir parametre olarak bildirilmistir
(Foster vd., 2011; Farneti vd., 2013). Gelistirilen
model-agiz sistemleri, ¢igneme siirecini insan agzt
gibi taklit ederek hizl, hassas ve tekrarlanabilir
sonuglar verecek sekilde tasatlanmistir. (Van Ruth
ve Roozen 2000b; Weel vd., 2004; Benjamin vd.,
2012; Genovese vd., 2015; Akiyama vd., 2016).

Bu modellerde, aroma bilesikleri ve diger
bilesenlerden (polisakkaritler, proteinler, lipitler)
olugan belli miktarda gida maddesi bir kap icine
konur ve farklt yollarla karistirtlir veya calkalanir
(cogu durumda 37 °C'ye kadar silir). Tepe
boslugundan hava 6rnegi alinir. Model sistemden
salinan gaz akimi icinde bulunan ucucu bilesikler,
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dogrudan MS teknigi ile ya da adsorbe/absorbe
edici malzemeler tizerine tutularak GC-MS ile
analiz edilir. Katt gidalar icin, agizda yapisal
parcalanma s6z konusu oldugundan aroma
salinimi, Van Ruth vd., (1995)’nin model ag1z
sistemi veya retronazal aroma similatérii (RAS)
ile tekrarlanabilir sekilde incelenebilit.

Farneti vd., (2013)’nin, gelistirdikleri c¢igneme
cihazi (Sekil 1), bir kapak ile kapatilmis silindirik

bir cam kivet (800 mL) ve elle kontrol edilen
centikli bir pistondan olusmaktadir. Centikli
pistonun yiksekligi 10 mm’dir ve 34 plastik dis
icerir. Cigneme yapilacak meyve ile temas eden
cihazin tim kisimlart  politetrafloroetilenden
(PTFE) yapidmistr. Gergek zamanlt analiz icin
tepe bosluguna salinan ucucular bir vakum
pompast ile (0,5 L/saat) PTR-MS’e gonderilir.

Eszamanh goriintiileme
Online monitoring

- | —
Temiz hava
T

Clean air |

PTR-MS

FL1 1)

I
I
A\

Cc

Gida’Food

Sekil 1. Cigneme cihazinin sematik gdsterimi. a) kapali baslik ve b) elle kontrol edilen piston, c) plastik
dis, d) PTR-MS’inde es-zamanlt izlenen ugucularin toplandigi tepe boslugu
Figure 1. Chewing device. a) sealed with a cap, b) a plunger controlled mannally, c) plastic teeth, d) the head space for
online analysis into the PTR-MS

Agi1za alinmasindan kisa bir stire sonra yutulan sivi
gidalarda ise aroma salinimi yutma ile ortaya ¢ikar.
Stvilarin aroma salinimi stviyt yuttuktan sonra
gerceklesen olaylarla belirlendiginden, ¢igneme
faktorleri ve sicaklik degisiklikleri gibi etkenlerin
aroma salinimi tizerine etkisinin ¢ok az oldugu
bildirilmistir (Weel vd., 2004).

Model stvi gidalardan aroma salinimi yapay bir
yutak yardimi ile taklit edilmistir (Sekil 2). Yutak,
dikey cam tiiplerden olusur (i¢ ¢apt 12 mm). Cam
tipin ortasinda, bir kiskac yardimi ile acilip
kapanabilen 3 mm kalinliginda yutak islevi gbren
bir kauguk vardir ve sistemin en 6nemli pargasidir.
Bu kaucuk bolimiin tizerinden, aynt anda veya

farkli zamanlarda siringalardan cam tiipe cesitli
stvilar - eklenebilir. Cam tipld cevreleyen su
mantosu su banyosuna baghdir (37 °Clye
ayarlanmis). Su ceketinin altinda, yukari dogru
bakan bir hava girisi bulunur. Sivi, yutma
isleminin taklit edilmesinden sonra cam tlipiin alt
ucundan sistemi terk edebilir (Weel vd., 2004).

Genovese vd., (2015), panelistlerden topladigt
gercek tikirik esliginde RAS’a  yerlestirdigi
model zeytinyagt 6rneklerinde aroma salinimint
incelemistir. Ucucu bilesenler, RAS icine bir
septum aracihgiyla yerlestirilen fiber yardimiyla
tutulmus (37 °C, 4 dakika), ardindan fiber
geleneksel GC-MS yo6ntemi ile desorbe edilmistir.
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Sivi girigleri
Liquid samples

MS-Burun 6rnekleme
MS-Nose sampling
=

Sekil 2. Yapay yutak sematik gériinimi
Figure 2. Schematic overview of the artificial throat

Su ceketi
Water jacket

Temiz hava
Clean air

Teknik acgidan bakildiginda GC-MS gida ugucu
bilesenlerinin belitlenmesinde referans metottur
ancak uzun zaman almast ve kinetik Olctimlere
imkan vermemesi aroma salinimi caligmalarinda
en 6nemli olumsuz yonleridir. Ucucu bilesenlerin
hizli  tanimlanmast  ve miktar  analizinin
yapilmasinda PTR-MS en cok kullanilan, piklerin
es-zamanlt izlenmesini saglayan hizli bir metottur
(Farneti vd., 2013). Van Ruth ve Roozen (2000b)
rehidre edilmis biberden yapay tikiiriik ve gercek
tikirik esliginde aldehit salinimi arasinda 6nemli
bir fark olmadigint bildirirken Pages-Hélary vd.,
(2014), insan tiktraginin suni tikirige gore
ester salinimi bakimindan daha gliglii bir etkisi
oldugunu gdstermistir. Ancak iki ¢alisma
arasindaki fark, gercek tikirik kompozis-
yonundaki degiskenlikler ve/veya analize tabi
tutulan aromanin (esterler, aldehitler gibi) farkli
kimyasal niteligi ile aciklanabilir. Oyle ki agiz
mikrobiyatasinin da aroma salinimi Gizerine etkisi
olabilecegi bildirilmistir. 200'den fazla saglikli
bireyin 9 agiz bélgesinin bakteri popiilasyonunu
karsilastirilmis, titkirtik mikrobiyomunun analizi,
bireyler arasinda yiiksek bir c¢esitlilik ortaya
koyarken, dinyanin dort bir yanindaki cografi
bélgeler arasinda nispeten daha az fark oldugunu
ortaya koymustur (Eren vd., 2014; Mark Welch
vd., 2016; Ployon vd., 2017).

Bu tekniklerle, gida matriksi, tikirik veya
cigneme kuvvetlerinin etkisi memnuniyet verici
dizeyde taklit edilebilmesine ragmen olumsuz

yonleri gercek yutkunma isleminin ve tabi ki agiz
mukozasinin etkisinin incelenememesidir
(Benjamin vd., 2012).

Dinamik in vivo analizler

Insanin aroma algisini, gidadan bir ¢ozgen
yardimiyla veya fibere ckstrakte edilip GC-MS
yontemleri ile belirlenen ugucu aroma bilesikleri
ile  karsllagtirmanin  ¢cok  dogru  olmadigt
bildirilmektedir (Farneti vd., 2013). Yapay
kosullar altinda salinan ucucu maddelerin
maksimum miktarinin Slciilmesine dayanan bu
metotlar (dinamik ve statik 7z witro galismalar),
ucucularin  gida matriksinden bireysel farklt
salinim kinetigini 6lgemezler. Gidanin titketilmesi
strasinda insan agzindan veya burnundan Srnek
alinmasi gibi i vivo Slctimler daha cok tercih edilir
ciinkii, bu metotlar olfaktor epiteli ile etkilesime
giren ugucu bilesen profiline daha yakin sonuclar
verir. Bu nedenle bu 6l¢timler duyusal algt ile daha
iyi iliskilendirilebilir.

Nefes 6rneklerinde bulunan aroma maddelerinin
eszamanli  olarak ilk analizi 1988 yilina
dayanmaktadir (Soeting ve Heidema, 1988).
Linforth vd., 90'li yillarin ortalarinda, burun-
boslugundan (nose space) 6rnek almayt saglayan
bir ara birimi APCI-MS’ine baglayarak bu alanda
yapilacak calismalarin temelini atmislardir.

Nefes/hava  icinde  bulunan  ugucularin
konsantrasyonunun zamana bagli degisiminin
cevrimici bir sekilde belitlenmesi icin iki ayr1
teknik gelistirilmigtir: i) APCI-MS (Taylor vd.,
2000) ve ii) PTR-MS (Lindinger vd., 1998). Her
iki teknik de aromaya katkida bulunan ugucularin
dinamik arastirmalarinda gercek bir ilerleme
olmustur. Tekrarlanabilirligi, dogrusalligt ve
hassasiyeti yiksek olan bu metotlar, 7 wvitro
ekstraksiyon metotlart ile birlikte uygulandiginda,
bir yapisal bilesigin, gida matriksine baglt olarak
aroma saltnimi Gizerine bir etkisi olup olmadigint
belirler.

Bu yontemlerde koku alma dokusuna ulagsan
ucucu bilesenleri analiz etmek icin APCI-MS veya
PTR-MS teknikleri kisilerin  bireysel burun
delikleri ile baglantdanir (MS-nose adi verilir).
Panelistler 6nceden egitilir ve bireysel farkliliklar
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ortadan kaldirmak icin panelistlere belli bir tadim
protokoli uygulanir. Bu yontemler i) koku alma
dokusuna ulasan ucucu bilesenlerin konsantras-
yonu ve dogast lizerine tat veya yapisal bilesiklerin
etkisini ve ii) bu ucucu bilesenlerin burun boslugu
icindeki  transfer kinetigini = gOstermektedir.
Bununla bitlikte, her iki metot da buytk bir
kisitlamaya sahiptir. Sadece model gidalardaki
etkilesimlerin = analizi  icin  kullanilabilitler.
Bilinmeyen bilesiklerin karigimlart arastirilirken
tanimlama problemi ¢ok 6nemlidir. Uygulamada,
gercek bir gidanin aromasina katkida bulunan tim
bilesikler, bu teknolojilerle eszamanli olarak
nadiren izlenebilir. Esik degeri ¢ok diisiik olan ve
tespit sturlarinin disinda kalan bilesikler takip
edilemez. Buna ek olarak, ayni kude/yuk (#/3)
degerine sahip kiiciik fragman iyonlart ve aynt
molekil yapisina sahip stereoizomerler zorlukla
belitlenir. Bu  tekniklerle yapilan aroma
calismalarina bakildiginda takip edilen aroma
bilesen sayisinin 1-10 arasinda degistigi gorilir
(Mufioz-Gonzalez vd., 2013; Ozdestan 2013;
Ruijschop vd., 2011; Mufloz-Gonzilez vd.,
2014a). Daha fazla bilesigin hassas ve dogru bir
sckilde tespit edilebilmesi icin APCI ve PTR
arabirimlerine ugus zamani-kiitle spektrometresi
(TOF-MS) baglanmistir (Heenan vd., 2012; Ting
vd.,, 2016). Ting vd., (20106), statik 7 vitro
kosullarda yaptiklar calismada, HS-PTR-TOF-
MS teknigi ile elma gesitlerinde 49 ugucu bilesen
tespit etmistir. Ancak, APCI-MS ve PTR-MS gibi
gelismis cihazlarin yitksek fiyatlart da ilave bir
dezavantaj olarak sdylenebilir. Aroma saliniminin
belitlendigi  bir diger yéntem ise burun
boslugundan verilen nefesteki aroma
maddelerinin Tenax gibi adsorbe edici polimer
tzerine ckstraksiyonudur ve ckstrakte edilen
ucucu bilesikler geleneksel GC-MS teknigi ile
belirlenir (Sekil 3). GC-MS, PTR veya APCI
tabanli tekniklerin aksine titketim sirasinda aroma
bilesiklerinin ~ saliminin  zamansal  profilini
vermez (Benjamin vd., 2012). Bununla bitlikte, bu
teknik ucucu bilesigin kesin olarak tanimlan-
masina ve nefes ekstraktinin icerdigi aroma
bilesenlerinin hassas bir sekilde analiz edilmesine
imkan saglar. Ote yandan GC-MS’in, PTR-MS ve
APCI-MS’e  kiyasla nispeten distik maliyeti
herhangi  bir laboratuvarda  uygulanmasint
kolaylastirmaktadir ~ (Mufioz-Gonzalez — vd.,

2014a). Munoz-Gonzalez vd., (2014a), sarap bazlt
bir ickinin 7z wivo kosullarda aroma salinimint
belitlemek icin retronazal yolla aroma tuzaklayict
aparat (RATD) gelistirmistir. Bu aparat ile giday1
tiketen panelistlerin, tiketim sirasinda burundan
verdikleri nefesteki ucucularin polimer iginde
tuzaklanmast saglanmigtir. Panelistlere standart
bir tiketim prossedirii uygulanarak, analiz
sonunda polimer tarafindan tutulan aroma
maddeleri 6 ml. hekzan:dietileter, [1:1, /4]
karisimi ile desorbe edilmis, azot gazt altinda
konsantre edilen 6rnek icindeki aroma maddeleri
GC-MS yontemi ile analiz edilmistir. Tiketim
strasinda (i vivo), gida matriksinin, aroma salinimi
lzerine etkisini incelemek icin RATD yontemi
hassas, ucuz ve uygun bir metot olarak
gorilmektedir (Mufioz-Gonzédlez vd., 2013;
Mufioz-Gonzalez vd., 2014a). In wvivo aroma
salinimini inceleyen bir bagka calismada iki taze
(taze kiip pargalari, taze pire) ve iki kurutulmus
(kuru kiip pargalar, kurutulmus toz) halde olmak
lzere dort farklt yapidaki mango 6rnekler
kullandmistir. TUketim sirasinda salinan ucucu
bilesenler RATD yontemi ile ekstrakte edilmistir.
Aragtiricllar, aroma  bilesikletinin = iz wivo
saliniminin, gida matriksinden etkilendigini ve
butiin haldeki 6rneklerden (taze ve kurutulmus
kiibik parcalar), parcalanmis Srneklere (taze pure,
kurutulmus toz) kiyasla daha fazla aroma bilesigi
salindigint bildirmislerdir (Bonneau vd., 2018).

“
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Sekil 3. Retronazal yolla aroma salinimin RATD
ile belirlenmesi
Figure 3. RATD used for the analysis of retronasal

aroma release
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Yapilan ¢alismalar gidalarin tiiketilmesi sirasinda
toplam aroma salimimini etkileyen faktérlerin
yalnizca urine bagll olmadigt ayni zamanda
kisilerin oral fizyolojilerine ve yiyeceklerin agiz
yoluyla islenmesine baglt oldugunu
gostermektedir (Forde vd., 2013; Stieger ve Velde,
2013; Repoux vd., 2012; Laboure vd., 2014,
Jourdren vd., 2017). Laboure vd., (2014)’nin,
farklt sertlikte ve yag icerigine sahip model
peynirde yaptiklar1 calismada tadim yapan kisilerin
oral islemlerinin aroma salinimi Uzerine etkisini
nefes analizi-APCI-MS yontemi ile arastirmuslar
ve en yiiksek aroma salinimina sahip olan kisilerin
cigneme aktivitesi en fazla olan kisiler oldugunu
bildirmislerdir. Iz vivo aroma salinimint inceleyen
bir diger calismada, 48 panelistin farkls sertlikteki
peynirleri tiketim sirasinda 7z vivo kosullarda
cigneme hareketleri bir elektro-miyografi (EMG)
yardimt ile izlenmis, elde edilen verilerden kisilerin
cigneme sayisi, ¢igneme araligt ve toplam kas
hareketi gibi bilgiler hesaplanmustir. Gidanin
tiketilmesi sirasinda geniz boslugunda salinan
toplam ugucu bilesen profilinin nefes alma
sayisina, agiz hacmine ve iki yutkunma arasindaki
yutaktaki kapanmaya bagli oldugunu bildirilmistir
(Feron vd., 2014; Kohyama vd., 2015; Kohyama
vd.,, 2010).

Aroma salintminin 7z vivo kosullarda belirlen-
mesini saglayan bir diger yaklagim ise gidanin
titketilmesi sirasinda agiza yerlestirilen bir fibere
ucucu bilesenlerin ekstraksiyonunu saglamaktir.
Cilek aromali sit ve su Orneklerinde aroma
salinim1 incelemek amaciyla, panelistlere 25 mL
numune almalari séylenmis ve 10 saniye boyunca
agizlarini Ornek ile calkalamalart sire sonunda
numuneyi tikirmeleri istenmistir. Tikiirmenin
ardindan panelistlerin bagka bir gida almamak
kosulu ile her zamanki davramglarina (yutkunma
konusma gibi) izin verilmistir. Tukirmenin
ardindan belli zamanlarda (15, 30, 60 saniye sonra)
aglz icine kapsil fiber yerlestirilmis, agiz ve
dudaklar kapalt bir sekilde, yutkunma olmadan
kapsiiliin yavagca agiz icinde hareketi saglanmistir

(5 dakika). Ekstraksiyondan sonra kapsil
ctkarllarak  hizlica  desorpsiyon  birimine
yerlestirilmistir (Buettner ve Mestres 2005). Sarap
Ornekleri ile yapilan bir baska calismada, yine
panelistlerin ag1z icine bir fiber yerlestirilmis,
ekstraksiyon siiresi (2 dk) boyunca panelistlerin
yutkunmasina izin verilmemis ve agizlart kapali bir
sekilde sire sonuna kadar beklemislerdir.
Ekstraksiyon bittikten sonra, fiber agizdan
ctkarilarak GC-MS yo6ntemi ile aroma bilesimi
belirlenmistir (Fernandez vd., 2016).

SONUC

Aromanin algilanmasini  etkileyen  faktorleri
anlamak, gida isleme endistrisinde, yenilik¢i ve
begenilen gida driinlerini retmek i¢in 6nemlidir.
Nitekim, aroma, tiiketicilerin tercihlerini etkileyen
en 6nemli faktSrdir. Aragtiricilar, son yillarda
tiketim  sirasinda  aroma  saliimini  ve
algilanmasini zamana bagl olarak inceleyen ¢esitli
yontemler kullanmaktadur. Kullanilan
tekniklerden, PTR-MS ve APCI-MS gidanin
agizda titketimi sirasinda aroma saliniminin gergek
zamanlt belitlenmesine olanak saglarken takip
edilen ugucu bilesen saysinin azlig bu cihazlarin
en 6nemli kisitidir. Ote yandan, son zamanlarda
yapilan arastirmalarda gidanin titketimi sirasinda
bir  polimer tarafindan  tutulan  aroma
maddelerinin geleneksel GC-MS yontemleri ile
belitlenmesine yonelik arastirmalar daha basit ve
es zamanlt metotlar kadar hassas metodoloji
sunmaktadir. Ancak PTR ve APCI tabanl
tekniklerin aksine, aroma bilesenlerinin gercek-
zamanli  saliiminin  izlenmesine  imkan
vermemektedir. Literatiirde yapilan calismalar
daha ¢ok model gidalar tzerine odaklanmustir.
Gergek  gida  matriksleri  ile  yapilacak  yeni
calismalara ihtiyac vardir ve bu ¢esitli faktorlerin
(seketler,  pektinler, tikrik vb.) aroma
bilesiklerinin salinmasma ve aroma algisina
etkisinin anlagilmasina yardimer olacaktir. Bu
yaklasimla tlkemizde yapilacak calismalarin,
geleneksel aroma analiz yontemlerine yeni bir
boyut kazandiracagi dustintilmektedir.
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Gizelge 1. Aroma saliniminin belirlenmesinde kullanilan yéntemler
Table 1. The methods used for analysis of aroma release

Takip
edilen
DTN S0 B o
Metodoloji Enstriimental metot Uriin yist $ Sayis1 protokolii Kaynaklar
Number of different  say1s1 .
Methodology  Instrumental method Product Number of Tasting References
products evaluated — Number
of assessors  protocol
volatiles
Jollowed
Dmamlk M S Model a1z sistemi- 3/5 mM fosfat
vitro 1 o tamponu (pH 7), 10
L yapay tikirik veya . . e
ve in vivo ’ e e Stvi yag ve yag/su (tikirik -
. insan tukaraga-HS- . 1 M . Benjamin
analizler sistemler  emiilsiyonu ornekleri Yok
~ . PTR-MS o 7 vd., 2012
Dynamic in ... Lignid 3/5 mM phosphate icin) No
” >>Model mouth-airtificas i’ p 1 7) il 10
w or real saliva-HS-PTR- 97" amp o (pH 7)o .0‘”0;’
and in vivo MS and oil/ water saliva)
analyses ’ emulsion
>> 517 - e . .
Moqel..aglz uvey 2/Ticari aycicek
yapay tikirik-Tenax- ... . y .
Ticati yagt ve aycicek
GC-MS rcicek ragt tween Van Ruth
>>Statik HS-GC-FID YEEEE I8 e i Yok Yok Roomen
>>Model mouth-water or >°5 | cmsyonu No No ve hooze
. . Commercial 2/ Commercial sun 2000a
artifical saliva-Tenax- sun flower oi, flower oil-water-tweer
GC-MS>>Statik HS- o lsion ‘
Dinamik GC-FID
st;rtli?qml V€ >>Model ag1z-yapay
i vitro tukirik-GC-
analizler MS>>SPME-GC-
Dynamic and MS>>PT-GC-
Ugj tic in vitro MS>>SAFE-GC-MS  Peynir 7/ farklt sertlikte 27 Yok Yok Thomsen
analyses >>Model nouth- Cheese 7/ different texture No No vd., 2014
24 airtifical-GC-
MS>>SPME-GC-
MS>>PT-GC-
MS>>SAFE-GC-MS
>>Yapay tukirik-HS 20
-GC-MS>>Gercek 2/Kirmizi ve (Tukirik Mufioz
tiikiiritk-HS-GC-MS  Sarap beyaz sarap 45 ornekleri Yok G(l)lnzél_ez
>> Airtifical saliva-HS- Wine 2/ Red wine and icin) No 2014 ?
GC-MS>>Real saliva- white wine 20 (for 2
HS-GC-MS saliva)
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Cizelge 1 devam
Table 1 continued

Metodoloji

Enstriimental metot Uriin

Degerlendirilen
liriin say1s1

Takip
edilen
ugucu Panelist Tadim
bilesen Sayis1

protokolii Kaynaklar

Methodology  Instrumental method Product ;;{:;,Zf;::iz ZZ@Z{W sayist  Number of Tasting References
Number o, assessors — protocol
volatiles
Jollowed
>>Yapay yutak-
APCI-GPA-MS-
Nose>>Statik HS-
APCI-GPA-MS- Peyniralti
Nose>>Insan nefesi- 1/Peyniraltt suyu
APCI-GPA-MS-Nose * " lei protein izolatt 3 2 Var Weel vd.,
>> Aitifical pharin- %“”m 1 ) Whey protein Yes 2004
APCI-GPA-MS- o isolate
Nose>>Statik Hs- P77
APCI-GPA-MS-
Nose>> Human breath-
- APCI-GPA-MS-Nose
Dinamik i "N fodel agz (RAS)-
Y yapay tiikiiriik-PTR-
V,e statlk‘m MS>> Nefes analizi- Model
vitro analizler prp g ckmek Var Onishi vd.,
Doymamicin 5 Model mouth (RAS) Model ! > Yes 2012
P >>airtifical saliva-PTR- bread
m.%{ statik in MS>>Human breath-
vitro analyses PTRMS
Cilek L
>>Burun boslugu-  aromal 32?;’1:: zﬁiﬁih
PTR-TOF-MS>> tahil e
HS-PTR-TOF-MS  cubuklari 8/ aromatic bars wif “ s Var Heenan vd.,
>>Nose space-PTR-  Cereal bars diffrent sugar ) Yes 2012
TOF-M$>> with @
HS-PTR-TOF-MS — strawberry """
aroma
>>Burun boslugu-
PTR-TOF-MS>> Model 3/farkli kavurma
HS-PTR-TOF-MS kahve yontemi 5 Var Romano
>>Nose space-PTR- Model coff 3/ different roasting Yes vd., 2014
TOF-MS>> HS-PTR- method
TOF-MS
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Cizelge 1 devam
Table 1 continued

Takip
Degerlendirilen ~ edilen Panelist Tadim
. o e ugucu
Metodoloji Enstriimental metot  Uriin Jlgunbsaylzl. ’ bilesen Sayis1  protokolii Kaynaklar
Methodology  Instrumental method Product umber of differcn sayist  Number of Tasting References
products evaluated ;-1
umber o] gssessors  protocol
volatiles
Jollowed
>>Ag1z ici SBSE Cilek 2/cilek aromali su
ekstraksiyon kapsiili ~ aromast  ve st 15 10 Var Buettner ve
>> SBSE in month Strawberry 2/ milk and water Yes Mestres 2008
extraction capsnle aroma with strawberry aroma
3/kimozin
igermeyen, 3 veya
} Model siit 10 uL kimozin
>>Burun boslugu- ol . it ieli v Gi nski
APCLMS je ~igeren siit jeli 0 14 ar ierczyns
>>Nose space-APCI-MS Model milk 3/ mz/@ gel wzt/ﬂafti Yes vd., 2008
gel chymosin and milk ges
with 3 or 10 ul.
chymosin
- N Glikoz (71/ Y‘iskozitesi
MS wrun bosiuguE R surubu éffleflzgurup 5 5 Var Doyennette
>>Nose space-PTR-MS G/”;we 7/ syrup samples Yes vd., 2011
éj/m va . . . .
rying in viscosity
Dinamik /#  >>Nefes analizi-APCI- Model
vivo analizler MS nir 6/ farkli tekstiirde 5 m Yok Repoux vd.,
Dynamic in ~ >>Breath analysis-APCI- ?\2 o] hees 6/ different texture No 2012
vivo MS ‘
analyses >>RATD-GCMS — Sarap P Var gx;);ez
>>RATD-GC-MS 7
Wine Yes vd., 2014a
Model Mufioz-
>>RATD-GC-MS w;);}i)e 4 6 3 Var G(l)lrri(z):lez
>>RATD-GC-MS
Model wine Yes vd., 2014b
>>Nefes analizi-APCI- yr 4 6/ farkl yag icerikli
R>/I§B ‘ peynir ve sgthkte 5 34 Var Labouré vd.,
reath analysis-APCI- Model chees 6/ different texcture Yes 2014
MS " and fat content
>>Nefes analizi-APCI- Model
MS i 4/farkli tekstiirde ) 48 Var Feron vd.,
>>Breath analysis-APCI- g;z el chees 4/ different texcture Yes 2014
MS ‘
>>Nefes analizi-PTR- .
MS Konyak  5/farkli olgunlukta 9 13 Var g(l)cllges vd.,
>>Breath analysis_PIR-  Cognac 5/ different maturity Yes
MS
>>Agiz ici SPME-GC- Beyaz 4/farkli aromalt
MS ‘ . sarap §araplar . 6 3 Var Fernandez
>>SPME in mouth-GC- E A wines with Yes vd., 2016
White wine

MS

different aroma
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Cizelge 1 devam
Table 1 continued

4/farkli yag
>>Yapay tukirik- icerikli ve farkls
PTR-MS Peynir  sertlikte peynir 5 Yok Yok Doyennette
>> Airtifical saliva- Cheese 4/ different fat No No vd., 2011
PTR-MS contents and
different textures
>>HS-GC-MS>>HS-
APCI-MS>>Burun .
... boslugu analizi-APCI- Model .Zl/f ar Kl yag
Dinamik in s icerigi ve farkls
vitro analizler S kori sos baharatlar 3 23 Var Hatakeyama
D - >>HS-GC-MS>>HS- Model curr 21)di /bt Yes vd., 2014
{ mmm;n APCI-MS>>Nose sauce | ferent fat ant
vitro analyses gpace-APCLMS spices
>>Model ag1z (RAS)- 14
gercek tiktrik Zevtin (tikirik
SPME-GC-MS rae“}1 6 13 ornekleri Yok Genovese
>>Model mouth (RAS)- 50 /ie W icin) No vd., 2015
real saliva-SPME-GC- 14(for
MS saliva)
Statik 7 vitro
analiz >SHS-PTR-TOFMS Elma 0/ farkli clma Yok Ting vd.,
L cesitleri 49 13
Static in vitro Apple . . No 2016
. 9/ different variety
analysis

RAS: Retronazal aroma similatori/ Retronasal aroma smilator; APCI-MS:Atmosferik basing kimyasal iyonizasyon-

kitle

spektrometresi/ Atmospheric-pressure  chemical  wnization;

GC-FID:Gaz kromatografisi-alev  iyonlagmali

dedektdt/ Gas chromatography flame ionization detector, SPME: Kau faz mikro ekstraksiyonu/ solid phase microextraction,
HS:Tepe boslugu yontemi/Head space method, RATD:Retronazal aroma tuzaklayici apatat/ Retronasal aroma trapping
device; SBSE:Katistirma c¢ubugu sorptf ekstraksiyonu/S#r bar sorptive extraction; TOF: Ugus zamanli kite
spektrometresi/ Time of flight mass spectrometer, GPA:Gaz faz analizatori/ Gas phase analyser, PT: Putge and trap/ Purge

and trap.

KAYNAKCA

Akiyama, M., Watanabe, R., Ohata, M., Onishi,
M., Mizota, Y., Okawa, T., Iwabuchi, H. (2010).
Effect of milk components on release of

retronasal-aroma compounds from coffee with
milk. Food S¢i Technol Res, 22(4): 545-555.

Arvisenet, G., Guichard, E., Ballester, J. (2010).
Taste-aroma interaction in model wines: Effect of
training and expertise. Food Qual Prefer, 52: 211-
221.

Benjamin, O., Silcock, P., Beauchamp, ]J.,
Buettner, A., Everett, D.W. (2012). Tongue
pressure and oral conditions affect volatile release
from liquid systems in a model mouth. | Agric Food
Chem, 60(39): 9918-9927.

Boesveldt, S., de Graaf, K. (2017). The differential
role of smell and taste for eating behavior.
Perception, 46(3-4), 307-319.

Boisard, L., Tournier, C., Semon, E., Noirot, E.,
Guichard, E., Salles, C. (2014). Salt and fat
contents influence the microstructure of model
cheeses, chewing/swallowing and in vivo aroma
release. Flavour Frag |, 29(2): 95-100.

Bojanowski, V., Hummel, T. (2012). Retronasal
perception of odors. Physio/ Behav, 107: 484-487.

Bonneau, A., Boulanger, R., Lebrun, M., Maraval,
L, Valette, J., Guichard, E., Gunata, Z. (2018).
Impact of fruit texture on the release and
perception of aroma compounds during in vivo
consumption using fresh and processed mango
fruits. Food Chem, 239, 806-815.



Aroma saliniminin belirlenmesi

Buettner, A., Mestres, M. (2005). Investigation of
the retronasal perception of strawberry aroma
aftersmell depending on matrix composition. |
Agric Food Chem, 53(5): 1661-1669.

Bushdid, C., Magnasco, M.O., Vosshall, L.B,,
Keller, A. (2014). Humans can discriminate more
than 1 trillion olfactory stimuli. Sczence, 343: 1370-
1372.

Cappellin, L., Karl, T., Probst, M., Ismailova, O.,
Winkler, P.M., Soukoulis, C., Biasioli, F. (2012).
On quantitative determination of volatile organic
compound concentrations using proton transfer

reaction time-of-flight mass spectrometry. Environ
Sci Technol, 46: 2283-90.

Cappellin, L., Loreto, F., Aprea, E., Romano, A.,
del Pulgar, J.S., Gasperi, F., Biasioli, F. (2013).
PTR-MS in Italy: a multipurpose sensor with
applications in environmental, agri-food and
health science. Sensors, 13(9): 11923-11955.

Doyennette, M., De Loubens, C., Deletis, I.,
Souchon, I., Trelea, I1.C. (2011). Mechanisms
explaining the role of viscosity and post-
deglutitive pharyngeal residue on in wive aroma
release: A combined experimental and modeling
study. Food Chem, 128(2): 380-390.

Eren, AM., Borisy, G.G., Huse, S.M., Mark
Welch, J.L. (2014). PNAS Plus: From the cover:
Oligotyping analysis of the human oral
microbiome. Proc Nat! Acad Sci, 111(28): 2875-
2884.

Esteban-Fernandez, A., Rocha-Alcubilla, N.,
Mufioz-Gonzilez, C., Moreno-Arribas, M. V.,
Pozo-Bayén, M.A. (2016). Intra-oral adsorption
and release of aroma compounds following in-
mouth wine exposure. Food Chem, 205: 280-288.

Farneti, B., Alarcén, A.A., Cristescu, S.M., Costa,
G., Harren, FJ.M., Holthuysen, N.T. E,
Woltering, E.J. (2013). Aroma volatile release
kinetics of tomato genotypes measured by PTR-
MS following artificial chewing. Food Res Int,
54(2): 1579-1588.

Feron, G., Ayed, C., Qannari, E.M., Courcoux, P.,
Laboure, H., Guichard, E. (2014). Understanding
aroma release from model cheeses by a statistical

multiblock approach on oral processing. P/oS' one,

9(4): €93113.

Fiches, G., Saint Eve, A., Jourdren, S., Déléris, 1.,
Brunerie, P., Souchon, 1. (2016). Temporality of
perception during the consumption of French
grape brandies with different aging times in

relation with aroma compound release. Flavour
Frag J, 31(1): 31-40.

Forde, C.G., van Kuijk, N., Thaler, T., de Graaf,
C., Martin, N. (2013). Oral processing
characteristics of solid savoury meal components,
and relationship with food composition, sensory
attributes and expected satiation. Appetite, 60(1):
208-219.

Foster, K.D., Grigor, J., Cheong, J].N., Yoo, M.].,
Bronlund, J.E., Morgenstern, M.P. (2011). The
role of oral processing in dynamic sensory
perception. | Food Sci, 76(2): 49-61.

Gan, H.H. (2015). Aroma-matrix interaction in
food: an APCI approach. Ph.D. Dissertation,
University of Nottingham, UK, 138 p.

Genovese, A., Caporaso, N., Villani, V., Paduano,
A., Sacchi, R. (2015). Olive oil phenolic
compounds affect the release of aroma
compounds. Food Chen, 181: 284-294.

Gierczynski, 1., Laboure, H., Guichard, E. (2008).
In vivo aroma release of milk gels of different
hardnesses: Inter-individual differences and their
consequences on aroma perception. | Agric Food

Chem, 56(5): 1697-1703.

Guichard, E. (2014). Interaction of aroma
compounds with food matrices. In: Flavour
Development, Analysis and Perception in Food and
Beverages, Parker, J.K., Elmore ].S., Methven, L.,
Elseiver, the UK, pp. 273-295.

Hatakeyama, J., Davidson, J.M., Kant, A.,
Koizumi, T., Hayakawa, F., Taylor, A.J. (2014).
Optimising aroma quality in curry sauce products

using in vivo aroma release measurements. Food
Chem, 157: 229-239.

Heenan, S., Soukoulis, C., Silcock, P., Fabris, A.,
Aprea, E., Cappellin, L., Biasioli, F. (2012). PTR-
TOF-MS monitoring of in vitro and in vivo

flavour release in cereal bars with varying sugar
composition. Food Chem, 131(2): 477-484.

75



76

T. Eker, T. Cabaroglu

Jourdren, S., Masson, M., Saint-Eve, A.,
Panouillé, M., Blumenthal, D., Lejeune, P.,
Souchon, 1. (2017). Fffect of bread crumb and
crust structure on the in vivo release of volatiles

and the dynamics of aroma perception. | Agric
Food Chem, 65(16): 3330-3340.

Kohyama, K., Hayakawa, F., Kazami, Y., Ishihara,
S., Nakao, S., Funami, T., Nishinari, K. (2015).
Electromyographic texture characterization of
hydrocolloid gels as model foods with varying
mastication and swallowing difficulties. Food
Hydrocoll, 43: 146-152.

Kohyama, K., Hayakawa, F., Gao, Z., Ishihara, S.,
Funami, T., Nishinari, K. (2016). Natural eating
behavior of two types of hydrocolloid gels as
measured by electromyography: Quantitative
analysis of mouthful size effects. Food Hydrocol),
52: 243-252.

Labouré, H., Repoux, M., Courcoux, P., Feron,
G., Guichard, E. (2014). Inter individual
retronasal aroma release variability during cheese
consumption: Role of food oral processing. Food

Res Int, 64: 692-700.

Lindinger, W., Hansel, A., Jordan, A. (1998). On-
line monitoring of volatile organic compounds at
pptv levels by means of proton-transfer-reaction
mass spectrometry  (PTR-MS)  medical
applications, food control and environmental
research. Int | Mass Spectrom Ion Process, 173(3):
191-241.

Linforth, R., Taylor, A.J. (2000). Persistence of
volatile compounds in the breath after their
consumption in aqueous solutions. | Agric Food

Chem, 48(11): 5419-5423.

Mark Welch, J.L., Rossetti, B.J., Ricken, C.W.,
Dewhirst, F.E., Borisy, G.G. (2010).
Biogeography of a human oral microbiome at the
micron scale. Proc Nat!/ Acad Sci Indja Sect, 113(6):
791-800.

Mosca, A.C., Chen, J. (2017). Food-saliva
interactions: Mechanisms and implications. Trends
Food Sci Technol, 66: 125-134.

Mufioz-Gonzilez, C., Martin-Alvarez, PJ.,
Moreno-Arribas, M.V., Pozo-Bayol 1 n, M.A. (2013).

Impact of the nonvolatile wine matrix

composition on the in vivo aroma release from
wines. | Agric Food Chem, 62(1): 66-73.

Mufioz-Gonzalez, C., Feron, G., Guichard, E.,
Rodri | guez-Bencomo, J.J., Martin-Alvarez, P.].,
Moreno-Arribas, M.V., Pozo-Bayolln, M.A.
(2014a). Understanding the role of saliva in aroma
release from wine by using static and dynamic
headspace conditions. | Agric Food Chem, 62(33):
8274-8288.

Muifioz-Gonzalez, C., Rodriguez-Bencomo, J.J.,
Moteno-Arribas, M.V., Pozo-Bayén, M. A.
(2014b). Feasibility and application of a retronasal
aroma-trapping device to study in vivo aroma

release during the consumption of model wine-
derived beverages. Food Sci Nutr, 2(4): 361-370.

Onishi, M., Inoue, M., Araki, T., Iwabuchi, H.,
Sagara, Y. (2012). A PTR-MS-based protocol for
simulating bread aroma during mastication. Food
Bioprocess Tech, 5(4): 1228-1237.

Ozdestan, O. (2013). PTR-MS tekniginin gida
analizlerinde kullanimi. GIDA, 38(2): 103-110.

Pages-Hélary, S., Andriot, 1., Guichard, E.,
Canon, F. (2014). Retention effect of human
saliva on aroma release and respective

contribution of salivary mucin and o«-amylase.
Food Res Int, 64: 424-431.

Paravisini, L., Septier, C., Moretton, C., Nigay, H.,
Arvisenet, G., Guichard, E., Dacremont, C.
(2014). Caramel odor: Contribution of volatile
compounds according to their odor qualities to
caramel typicality. Food Res Int, 57: 79-88.

Ployon, S., Morzel, M., Canon, F. (2017). The role
of saliva in aroma release and perception. Food
Chem, 226: 212-220.

Poinot, P., Arvisenet, G., Ledauphin, J., Gaillard,
J.L., Prost, C. (2013). How can aroma-related
cross-modal interactions be analysed? A review of
current methodologies. Food Qual Prefer, 28(1):
304-316.

Repoux, M., Sémon, E., Feron, G., Guichard, E.,
Labouré, H. (2012). Inter-individual variability in
aroma release during sweet mint consumption.
Flavour Fragr ], 277(1): 40-46.



Aroma saliniminin belirlenmesi

Romano, A., Cappellin, L., Ting, V., Aprea, E.,
Navarini, L., Gasperi, F., Biasioli, F. (2014).
Nosespace analysis by PTR-ToF-MS for the
characterization of food and tasters: The case
study of coffee. Int | Mass Spectrom, 365: 20-27.

Ruijschop, R.M., Zijlstra, N., Boelrijk, A.E.,
Dijkstra, A., Burgering, M.J., de Graaf, C,
Westerterp-Plantenga, M.S. (2011). Effects of bite
size and duration of oral processing on retro-nasal
aroma release—features contributing to meal

termination. Br | Nutr, 105(2): 307-315.

Soeting, W.J., Heidema, J. (1988). A mass
spectrometric method for measuring flavour
concentration/time profiles in human breath.
Chem Senses, 13(4): 607-617.

Soukoulis, C., Cappellin, L., Aprea, E., Costa, I.,
Viola, R., Mirk, T.D., Biasioli, F. (2013). PTR-
ToF-MS, A novel, rapid, high sensitivity and non-
mnvasive tool to monitor volatile compound
release during fruit post-harvest storage: the case
study of apple ripening. Food Bioprocess Tech, 6(10):
2831-2843.

Stieger, M., Van de Velde, F. (2013).
Microstructure, texture and oral processing: New
ways to reduce sugar and salt in foods. Curr Opin

Colloid Interface Sci, 18(4): 334-348.

Taylor, A.]., Linforth, R.S.T., Harvey, B.A., Blake,
A.  (2000). Atmospheric pressure chemical
ionisation mass spectrometry for in vivo analysis
of volatile flavour release. Food Chem, 71(3): 327-
338.

Thomsen, M., Gourrat, K., Thomas-Danguin, T,
Guichard, E. (2014). Multivariate approach to
reveal relationships between sensory perception
of cheeses and aroma profile obtained with
different extraction methods. Food Res Int, 62:
561-571.

Ting, J.L.V., Soukoulis, C., Silcock, P., Cappellin,
L., Romano, A., Aprea, E., Biasioli, F. (2012). In
vitro and in vivo flavor release from intact and
fresh-cut apple in relation with genetic, textural,

and physicochemical parameters. | Food Sei,
77(11): 1226-1233.

Ting, V.J.L., Romano, A., Soukoulis, C., Silcock,
P., Bremer, P.J., Cappellin, L., Biasioli, F. (2016).
Investigating the in-vitro and in-vivo flavour
release from 21 fresh-cut apples. Food Chem, 212:
543-551.

Van Ruth, S.M., Roozen, ]J.P., Cozijnsen, J.L.
(1995). Changes in flavour release from
rehydrated diced bell peppers (Capsicum annunm)
by artificial saliva components in three mouth
model systems. | S¢i Food Agr, 67(2): 189-196.

Van Ruth, S.M., Roozen, J.P. (2000a). Aroma
compounds of oxidised sunflower oil and its oil-
in-water emulsion: volatility and release under
mouth conditions. Eur Food Res Technol, 210(4):
258-262.

Van Ruth, S.M., Roozen, J.P. (2000b). Influence
of mastication and saliva on aroma release in a
model mouth system. Food Chen, 71(3): 339-345.

Weel, K.G., Boelrijk, AE. Burger, ]],
Verschueren, M., Gruppen, H., Voragen, A. G.,
Smit, G. (2004). New device to simulate
swallowing and in vivo aroma release in the throat
from liquid and semiliquid food systems. | Agric
Food Chem, 52(21): 6564-65.

77



78

A&J@QO
7 2. GIDA
. .

Aragtirma / Research

THE JOURNAL OF FOOD GIDA (2018)' 43 (1): 78-89
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070 doi: 10.15237/gida. GD17078

TAM TANE BAKLAGIL UNLARININ KIMYASAL, FONKSIYONEL
VE REOLOJIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Secil Tiitksoy”
Hitit Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Mihendisligi Bélumi, Corum, Tirkiye

Gelis / Received: 17.08.2017; Kabul / Accepted- 28.11.2017; Online baski / Published online: 27.12.2017

Turksoy, S. (2018). Tam tane baklagil unlarinin kimyasal, fonksiyonel ve reolojik Ozelliklerinin
belitlenmesi. GID.A (2018) 43 (1): 78-89 doi: 10.15237/¢ida.GD17078

o0z

Zengin bir protein kaynagt olmalart sebebiyle giinlitk beslenmede 6nemli bir rol oynayan baklagiller besinsel
lifler, direncli nisasta, vitamin ve mineraller ile bazt fitokimyasallar gibi pek ¢ok bilesigi de 6nemli oranda
icermektedir. Bu calismada, Corum Il'inde yetistirilen baklagillerden (nohut, fasulye, bezelye, kirmtz1 ve yesil
mercimek) elde edilen unlarin kimyasal (rutubet, kiil), besinsel (protein, yag, nisasta, lif) ve antibesinsel (fitik
asit) bilesimleri ile termal (Rapid Visco Analyser, RVA) 6zellikleri saptanmustir. Ayrica baklagillerin
ogutilmesi ile elde edilen unlar belirli oranlarda (% 10, 15 ve 20) bugday ununa ilave edilerek elde edilen
hamurtlarin reolojik 6zellikleri belitlenmistir. Baklagil unlarinin toplam fitik asit miktatlar1 5.95 ile 11.77 mg/¢g
degerleri arasinda degisirken, toplam besinsel lif igerikleri ise %014.2 ile %024.4 degerleri arasinda saptanmistir.
Farkli baklagil unlariin jelatinizasyon sicakliklari 63.7 °C (nohut) ile 78.6 °C (fasulye) arasinda degismistir.
Farinogram parametreleri incelendiginde, baklagil unlarinin maksimum % 15 oraninda bugday ununa
katilmasinin reolojik 6zellikler bakimindan optimum oldugu sonucuna varilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Baklagil, besinsel lif, fitik asit, cirislenme 6zellikleri, reoloji

DETERMINATION OF CHEMICAL, FUNCTIONAL AND RHEOLOGICAL
PROPERTIES OF WHOLE LEGUME FLOURS

ABSTRACT

Legumes that play an important role in daily nutrition due to being a rich protein source contain
many important components such as resistant starch, vitamins, minerals and some phytochemicals
besides dietary fibers which are important for health and have high biological activity. Within the
scope of this study, chemical (moisture, ash), nutritional (protein, lipid, starch and dietary fiber) and
antinutritional (phytic acid) compositions and thermal (RVA, Rapid Visco Analyzer) properties of
the legume (chickpea, bean, pea, red lentil and green lentil) flours were determined. Furthermore, the
legume flours were added to wheat flour with different ratios (10, 15 and 20%) and the rheological
properties of the doughs were investigated. Total phytic acid and total dietary fiber contents of whole
legume flours changed between 5.95 - 11.77 mg/g and 14.2 - 24.4%, respectively. The results showed
that the gelatinization temperatures of different whole legume flours varied from minimum 63.7 °C
with chickpea to maximum 78.6 °C for bean. According to the rheological parameters, the optimum
addition level for whole legume flours into the wheat flour was 15%.

Keywords: Legume, dietary fiber, phytic acid, pasting properties, rheology.
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GIRIS
Ginimiizde olumsuz yonde degisen beslenme
kosullarina bagh olarak basta sindirim sistemi
hastaliklar1  olmak  Uzere, kardiyovaskiler
hastaliklar, obezite,  diyabet, kolesterol,
hipertansiyon ve gesitli kanser tiirlerinin gérilme
siklig1 giderek yiikselen bir grafik ¢izmektedir. Bu
durum, saglikli ve fonksiyonel &zellikteki yeni
cesitlerin Uretilmesine yonelik taleplerin giderek
artmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla giinliik
beslenmemizin vazgecilmez bir parcast olan
ckmek, makarna vb firin Girtinlerine fonksiyonellik
katacak yeni bilesenlerin formiilasyona dahil
edilmesi yonundeki yeni aragtirmalara gereksinim
duyulmaktadir. Bugday, ekmek uretiminde en
yaygin olarak kullanilan tahillardan biri olmakla
birlikte; rafine bugday unu ile hazirlanan ekmekler
ozellikle protein, besinsel lif vb besleyici 6zellikleri
bakimindan oldukga yetersizdir.

Baklagiller zengin protein, karbonhidrat (nisasta
ve besinsel lif), vitamin ve mineral madde
iceriklerinden dolayr diinyada en 6nemli gida
gruplar arasinda yer almaktadirlar. Bilesimlerinde
az miktarda yag bulunmakla birlikte, kolesterol
icermeyen baklagiller ayrica dustik glisemik
indeksli gidalar olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
Ozellikleri  nedeniyle  baklagillerin  diyabet
hastaliginin beslenme yolu ile tedavisinde seker ve
lipit metabolizmasinin saglikli isleyisi tizerinde de
olduke¢a 6nemli etkileri bulunmaktadir. Baklagil-
lerin  besleyici faydalarinin  bilesimlerindeki
besinsel lif ve dusiik sindirilebilirlikteki nisastaya
baglt oldugu bildirilmektedir (Chung vd., 2008).
Onemli besin gruplart bakimindan zengin
kimyasal ~ kompozisyonlarina ~ bagli  olarak
baklagillerin obezite, diyabet, kardiyovaskuler
hastaliklar, bazi kanser tiirleri ile iskelet sagligt
tzerinde 6nemli koruyucu ve tedavi edici etkileri
bulunmaktadir (Tharanathan ve Mahadevamma,
2003; Hera vd., 2012). Baklagiller, dengeli
aminoasit bilesimleri ve beslenme tizerine faydali
ctkileri nedeniyle firin drtnlerinin  besleyici
Ozelliklerinin gelistirilmesinde de ideal bir bilesen
olarak dikkat ¢ekmekteditler. Tahil bazli gida
formiilasyonlarina baklagillerin ilave edilmesi,
tiketim miktarlarinin  arttirlmast igin iy bir
uygulama alani olusturmaktadir. Tahil proteinleri
ile  kiyaslandiginda  baklagillerin  esansiyel

aminoasitler bakimindan daha dengeli bir bilesim
icermeleri  (lisin  miktar1  yiksek, kukartld
aminoasit miktart disiik) tahil ve baklagillerin
birlikte  kullanimlarindaki  6nemi daha da
arturmaktadir  (Eggum ve Beame, 1983;
Livingstone vd., 1993; Igbal vd., 2000).

Son 30 yillik dénemde, baklagil unlarinin belirli
oranda bugday ununa ilavesi ile elde edilecek
hamur ve eckmegin fonksiyonel Ozellikleri
tzerinde etkilerini arastirmak amaciyla cesitli
calismalar gerceklestirilmistir. Bu amacla; nohut,
bezelye, bakla, mercimek ve fasulye (Meksika
fasulyesi, soya fasulyesi vb) gibi baklagil unlar
bugday ununa belitli oranlarda katilarak, ekmek ve
diger benzeri tahil bazli drinlerin tretiminde
kullanim olanaklari arastirdlmistir (Hera vd., 2012).
Farkli tipteki baklagil unlarinin fizikokimyasal ve
fonksiyonel 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alisma-
da; fasulye (pinto, lima, kirmizi barbunya, siyah
fasulye, navy, mung), mercimek ve nohut unlari su
ve yag absorpsiyon kapasiteleri, suda ¢6zintrlik
kapasiteleri, emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi ile
cirislenme 6zellikleri bakimimndan analiz edilmistir.
Baklagil unlarinin  icerdikleri protein/nisasta
oranlarina  bagh olarak fizikokimyasal ve
fonksiyonel  Gzellikleri  bakimin-dan  6nemli
farkliliklar g6sterdikleri, cirislenme &zelliklerin-
deki farkliliklarin ise biylk oranda icerdikleri
nisastanin sisme ve su tutma kapasitesi ile iliskili
oldugu belirtilmistir (Duvd., 2014). Bugday
ununa farkll oranlarda nohut unu ilave edilerek
(%10, %20 ve 9%30) eclde edilen hamurlarin
reolojisi ile ekmek kalitesinin incelendigi diger bir
calismada ise; artan nohut unu miktarina baglt
olarak hamurun su absorpsiyon degerlerinde bir
artts gbzlenmistir. Calisma sonucunda, %10 ve
%20 oranlarinda nohut unu ilave edilerek
hazirlanan ekmeklerin kabul edilebilir diizeyde
olduklart ve ayrica yeni fonksiyonel gidalarin
gelistirilmesi bakimindan nohut unu ilavesinin iyi
bir bilesen oldugu ifade edilmektedir (Mohammed
vd., 2012). Bugday ununa soya fasulyesi ve arpa
unu ilave edilerek (%5, 10, 15 ve 20) hazirlanan
ekmeklerin organoleptik ve besleyici 6zelliklerinin
degerlendirildigi bir arastrma sonucunda, artan
katma oranlarina baglt olarak son triintin cesitli
besinsel ~6zellikler bakimindan  zenginlestigi
(protein, yag, toplam lisin, mineral madde,
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besinsel lif, B-glukan) ifade edilmistir. % 10 ve 15
oranlarinda soya ve arpa unu ilave edilerek
hazirlanan ekmeklerin  organoleptik = 6zellikler
bakimindan kabul edilebilir diizeyde oldugu
belirtilmistir (Dhingra ve Jood, 2001). Gomez vd.
(2008) tarafindan bugday ununun nohut unu ile
zenginlestirilmesi ile elde edilen keklerin kalite
Ozelliklerinin degerlendirilmesine yonelik yapilan
calisma  sonucunda, nohut ununun kek
formiilasyonu icin uygun bir bilesen oldugu, ancak
artan katma oranlarina bagl olarak kek hacmi ve
simetrisinde azalma, tekstlrel olarak daha kati ve
yapiskan yapida bir tirtin elde edildigi belirtilmistir.

Farkli baklagil unlarinin (fasulye, yesil mercimek,
bezelye) degisik oranlarda ve degisik partikiil
iriliginde formiilasyona ilave edilerek hazirlanan
biskiivilerin bazi fiziksel, kimyasal ve besleyici
Ozelliklerinin ~ degerlendirildigi  bir  aragtirma
sonucunda; baklagil unu ilavesinin arastirilan
Ozellikleri 6nemli oranda degistirdigi, en buyik
etkinin ise yesil mercimek unu ilavesi ile saglandig
belirtilmektedir. Baklagil unlart ile
zenginlestirilmis  biskivilerin  kontrol 6rnege
kiyasla protein miktar1 ve antioksidan aktivite
bakimindan da daha yiksek degerler sergiledigi
ifade edilmektedir (Zucco vd., 2011). Wood
(2009) tarafindan yapilan bir arastirmada, nohut
unu ile zenginlestirilen (%0-30) makarnanin
tekstiirel, isleme ve organoleptik Ozellikleri
degerlendirilmis ve sonugta; nohut unu ilavesinin
makarnanin toplam protein ve lisin miktarint
onemli Olciide arttirdigl, bazt fonksiyonel ve
teknolojik isleme o&zelliklerini olumsuz (hamur
isleme Ozellikleri ile makarna sertligi), bazt
tekstirel Ozelliklerini (yapiskanlik, pisme kaybi)
ise olumlu yénde etkiledigi tespit edilmistir.

Beslenme ve saglik tzerindeki olumlu etkileri
kanitlanmis besinsel lif bilesikleri bakimindan iyi
bir kaynak olmalari, baklagillerin fonksiyonel katk:
olarak kullanilmast ve gida formilasyonlarina
dahil edilmesi uygulamalarinda da 6nemli oranda
artisa neden olmustur. Cesitli  baklagillerin
(bezelye, fasulye, nohut, mercimek) besinsel lif ve
direngli nisasta miktarlar1 bakimmndan incelendigi
bir aragtirma sonucunda; baklagillerin icerdigi
toplam besinsel lifin biyiik bir kismint ¢6ziinmez
Ozellikteki besinsel liflerin olusturdugu, fasulye ve

bezelyenin besinsel lif miktart bakimindan
digerlerine gbre daha zengin kaynaklar oldugu
ifade edilmigtir (Costa vd., 20006).

Onceki literatiir verileri baklagil unlarinin besinsel
actdan iyi birer kaynak olduklarini ve makarna,
kek, biskuvi, ekmek vb tahil urtinleri bilesiminde
fonksiyonel bir unsur olarak kullanilabileceklerini
belirtmektedir. Bu calismada; Corum Ili'nde
yetistirilen bazi baklagil cesitlerinden (nohut,
fasulye, bezelye, kirmizi ve yesil mercimek) elde
edilecek  unlarin  bazt  kimyasal, besinsel,
antibesinsel, reolojik ve termal &zelliklerinin
saptanmast, elde edilen verilerin bugday unu
Ozellikleri ile karsilagtirilmasi ve ekmek yapiminda
formillasyonda bugday ununa ilave edilecek

baklagil oranlarinin optimize edilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Aragtirmada materyal olarak kullanilan baklagiller
(nohut, fasulye, bezelye, kirmizi ve yesil
mercimek) Corum Ili'nde bulunan iiretici bir
fabrikadan, ekmeklik 6zellikteki bugday unu ise
Corum’da  faaliyet g6steren yerel bir un
fabrikasindan temin edilmistir. Baklagil 6rnekleri
temel kimyasal, reolojik ve termokimyasal
analizler i¢in laboratuvar tipi diskli bir degirmende
(Brabender, Germany) o&gutildikten sonra
analize kadar agzt kapali iki kath PVC posetler
icerisinde +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Yontem

Kimyasal analizler

Baklagil unlari ile bugday ununda rutubet (Metot
No 44-01, AACC 2002), kill (Metot No 08-01,
AACC 2002), protein (Metot No 46-12, AACC
2002), yag (Metot No 30-25, AACC 2002), nigasta
(Metot No 996.11, AOAC 2012; Metot No 76.13,
AACC 2002), ham lif (Metot No 32-10, AACC
2002), suda c¢ozinen, ¢Oziinmeyen ve toplam
besinsel lif (Metot No 991.43, AOAC 2012) ve
fitik asit (Lehrfeld, 1989) miktarlart belirtilen
yontemlere gore tayin  edilmistir. Inositol
fosfatlarin (IP3-IPs) ekstraksiyonu Pedrosa vd.
(2012) tarafindan belirtilen yonteme gbre
gerceklestirilmistir. Bu amacla, 0.5 g 6rnek 5 mL
0.5 M HCI ¢ozeltisi ile 1 dk siire boyunca
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ultratoraks kullanilarak homojenize edilmistir. 2.5
mL homojenizat 25 mL deiyonize su ile
seyreltildikten sonra 6ncesinde 2 ml. deiyonize su
ile ytkanan SAX kolonundan 2 ml. 2 M HCl ile
ayristirdmustir. Eluat  kuruyana kadar evapore
edildikten sonra kalinti tampon ¢dzelti icerisinde
¢ozundurulmustar.  Cozelti HPLC  analizi
oncesinde enjekte edilmeden Once safsizhik
unsurlarindan arindirilmak icin santriftj (12,000 g,
6 dk) edilmistir. 45°C’ de muhafaza edilen PRP-1
ters faz analitik kolon (150 x 4.1 mm, 5 pm,
Hamilton, Reno, Nevada, USA) HPLC analizinde
kullandmigtir. HPLC analizinde mobil faz 560 mL
metanol, 440 mlL formik asit (0.035 M)
kartisimindan hazirlanmistir.  Karisima 10 mL
tetrabutilamonyumhidroksit (%40, w/w) ilave
edildikten sonra karmgmimin pH degeri %7271k
sulfirik asit (w/w) ile 4.3’e ayarlanmstir.

Reolojike Analizier

Un miktarinin azaltdmast yoluyla bugday ununa
degisen oranlarda (%10, 15 ve 20) baklagil
unlarin  katidmasiyla elde edilen hamurlarin
reolojik  Ozellikleri  farinograf  (Brabender
Farinograph E, Germany) analizleri ile
saptanmistir. Farinograf ~ analizleri (su
absorpsiyonu, gelisme stiresi, stabilite, yumusama

derecesi degerleri) AACC Standart No 54/21
(2012) metoduna gore belirlenmistir.

Cirislenme Profili Analizleri

Bugday ve baklagil un Orneklerinin girislenme
ozellikleri ile viskozite profilleri hizl viskozite test
cihazt (RVA — Rapid Visco Analyser Newport
Scientific, Warriewood, Australia) kullanilarak
belirlenmistir. Analizde uygulanacak sicaklik —
stre parametreleri; 50°C (Bekletme — 1 dk), 50 —
95°C (Isttma — 6°C/dk), 95°C (Bekletme — 5 dk),
95—50°C (Sogutma — 6°C/dk) ve 50°C (Bekletme
— 2 dk) olacak sekilde uygulanmugtir.

Lstatistifesel Analizler

Tum analizler 3 tekrarli olarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama t standart sapma olarak
verilmigtir. Istatistik analizlerde SPSS (SPSS
Version 12.0, SPSS Inc., 1L) paket programi
kullandmistir. Elde edilen veriler ANOVA
varyans analizi yontemi ile degerlendirildikten
sonra ortalamalar arasindaki farkldiklar Duncan
coklu karsilastirma testleri ile belitlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Kimyasal Ozellikler

Baklagil o6rnekleri ile bugday ununun temel
kimyasal analiz sonuclari Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Baklagil 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri
Table 1. Chenical properties of legume samples

Ornek Rutubet miktar1  Protein miktar1® Kl miktarr®  Yag miktar”
Sam c p Moisture content Protein content” Ash content™  Lapit content®
e %) (%, x5.40) %) %)
Bugday unu 12.40 + 0.034 1200 £1.01=  0.60 +0.01=  1.60 % 0.06*

Wheat flonr

Nohut 779 + 0.02 19.50 + 1.00>  2.90 + 0.05¢  5.40 + 0.07°
Chickpea

Mercimek (yesil) 12.00 + 0.094 20.70 £ 0.80c  1.90 + 0.02%  2.10 * 0.01¢
Lentil, green

Mercimek (lirmuz) 11.30 £ 0.11b 2160+ 1124 170 £0.05>  1.90 + 0.025
Lentil, red

gj;ﬂye 11.20 + 0.300 2250 £ 0.99  3.90 £ 0.03 2.60 + 0.01
g:;dye 11.60 + 0.90¢ 2490+ 0.07F 210+ 0.01c  2.40 + 0.03¢

“Kuru madde tzerinden verilmistir.

Her bir siitunda ayni hatf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)

*As dry basis.

For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)
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Baklagil cesitleri ile bugday unlarina ait kimyasal
analiz sonuglart birbirinden farklilik géstermekle
birlikte, beklenildigi tizere baklagil 6rneklerinin
protein miktar1 bakimindan bugday ununa kiyasla
oldukca zengin bir bilesime sahip oldugu
gorilmektedir. Baklagiller icerisinde nohut unu en
disiik protein (%19.5) ve en yiiksek yag miktart
(%5.4) degerleri ile dikkat ¢ekmektedir. Bununla
birlikte calisma kapsaminda analiz edilen baklagil

un Orneklerinin  protein miktarlarinin - Snceki
calismalar  ile  uyum  icerisinde  oldugu
gorilmektedir (Costa vd., 2006; Kuto$ vd., 2003;
Ratnayake vd., 2001).

Baklagil un 6rnekleri ile bugday ununa ait ham lif
ve toplam nisasta miktarlart  Cizelge 2’de
verilmistir.

Cizelge 2. Baklagil 6rneklerinin ham lif (g/100g) ve toplam nisasta miktarlari (%o)
Table 2. Crude fiber (g/100g) and total starch (%) contents of legume samples

Ham lif miktar*

Toplam nisasta miktart”

g‘);;ez Crude fiber content” Total starch content*
P (2/100g) (%)

Bugday

+0.012 * 0.90¢
iy 0.32 £ 0.01 62.80 = 0.90
Nohut

+ 0.04¢ *0.57
Chickpea 9.58 + 0.04 45.10 £ 0.57
Metcimek (yesil) 6.95 + 0.07¢ 46.50 + 1.09¢
Lentil, green T T
Mercimek (kirmiz1) 6.57 + 0.03b 47.20 + 0.094d
Lentil, red B -
Fasulye 8.74 £ 0.024 39.60 * 0.07»
Bean
Bezelye 11.2 + 0.04¢ 47.80 £ 1.03¢
Pea

*Kuru madde tizerinden verilmisgtir.

Her bir siitunda ayni harf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)

“As dry basis.

For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)

Gizelge 2’deki veriler incelendiginde ham lif
miktar1 bakimindan baklagil unlarinin (% 8.74-
11.2) iyi birer kaynak oldugu gdzlenirken, bu
durum toplam nisasta miktart bakimindan tam
tersi bir durum géstermektedir. Mohammed vd.
(2012) tarafindan nohut unu ilavesinin hamur
reolojisi ve ekmek kalitesi tizerindeki etkilerinin
arastirlldigy bir calismada, bugday ununun nisasta
icerigi (% 63.5) nohut ununun nisasta icerigine (%o
51.2) gore daha fazla bulunmustur.

Baklagil un 6rneklerine ait fitik asit ve inositol
fosfat alt fraksiyonlart (IP3-1Pg) ile toplam inositol
fosfat miktarlart Cizelge 3’te verilmisgtir.

Baklagil unlarinin toplam IP miktarlart 5.95 mg/g
KM (Metcimekyegi) ile 11.77 mg/g KM (Bezelye)
degerleri arasinda degisiklik gostermistir. Analiz
edilen baklagil unlarinin fitik asit kompozisyonlart

onceki calismalardan elde edilen degerler ile
benzerlik géstermektedir (Diaz-Batalla vd., 2000;
Graf ve Dintzis, 1982; Lehrfeld, 1989; Martin-
Cabrejas vd., 2009; Pedrosa vd., 2012; Rubio vd.,
2006; Trugo vd., 1999).

Cizelge verileri incelendiginde, baklagil unlarinin
icerdigi toplam IP miktarinin ortalama %74’Gnu
IPs (fittk asit) fraksiyonunun olusturdugu
gorilmektedir. Bu degerler igerisinde en yiiksek
oran bezelye ununda %81 olarak bulunmustur.
Literatiir verileri IP; — IP¢ fraksiyonlart icerisinde
sadece yiksek oranda fosforile olan IPs ve IPs’nin
minerallerin biyoyarayishliklart tizerinde olumsuz
etkiye sahip oldugunu, digetlerinin ise zayif

mineral  baglama  kapasitesinde  olduklarint
belirtmektedir ~ (Martin-Cabrejas  vd.,  2009;
Pedrosa vd., 2012).
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Cizelge 3. Baklagil un 6rneklerinin toplam fitik asit ve inositol fosfat (IP3-1P) miktatlatt (mg/g, KM)
Table 3. Total phytic acid and inositol phospate (IP5-1Py) contents of whole legnme flonr samples (mg/g, DM)

Ornek . Toplam 1P
Sample IPs 1P IPs IFs Total IP
Nohut unu 0.16+0.01=  0.37+0.01>  1.43+0.03¢ 5.5740.02¢  7.53+0.04¢
Chickpea flour

Mercimek unu (yesil) 0.27+0.01c  0.41+0.00c  0.97+0.00> 4.30+0.012  5.9540.022
Lentil flonr, green

Mercimek unu (kirmiz) 0.20+0.00>  0.45+0.02¢  0.884+0.01¢  5.2010.00>  6.73+0.00°
Lentil flour, red

Fasulye unu 0.2740.00c  0.6610.0c  2.70£0.01¢  7.60£0.01¢  11.23+0.034
Bean flonr

Bezelye unu 0.16+0.022  0.23+0.00:  1.82+0.00¢ 9.56+0.01¢  11.77+0.004
Pea flour

“IPg: Fitik asit

Her bir siitunda ayni harf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)

IPs: Phytic acid

For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)

Baklagil unlarinin ¢6ztiinmeyen (IDF), ¢6ziinen (SDF) ve toplam besinsel lif (TDF) degerleri Cizelge 4’de

verilmistir.

Cizelge 4. Baklagil unlarinin ¢6ztinmez (IDF), ¢6ziiniir (SDF) ve toplam besinsel lif (TDF) miktarlart (%0)
Table 4. Insoluble (IDF), soluble (SDF) and total dietary fiber (I'DF) contents of whole legume flonrs (%o)

Ornek IDF~ SDF TDF

Sample (%) ) (%) IDF/SDF
Bugday unu 10 95 1015 . .
W heat fiour 0.55+0.25 0.17+0.15 0.72 3.20
Nohut unu

+0.19b +(.22b b c
Chickpea flonr 13.50+0.19 0.70+0.22 14.20 19.30
Mercimek unu (yesil) 19.30+0.11¢ 1.10%0.10¢ 20.40¢ 17.604
Lentil flonr, green
Mercimek unu (kirmuzr) 40 50d +0 174 4 .
T entil o, ed 20.40%0.52 1.9040.17 22.30 10.70
Fasulye unu 19.70+0.18¢ 3.70+0.23¢ 23.40¢ 5.300
Bean flonr
Bezelye unu 22304040 2.10£0.28¢  24.40¢ 10.60¢
Pea flour

“IDF:Suda ¢6ziinmeyen besinsel lif, SDF: Suda ¢6ziinen besinsel lif, TDF: Toplam besinsel lif

"KM tizerinden verilmistir.

Her bir siitunda ayni harf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)
IDF:Insoluble Dietary Fiber, SDF: Soluble Dietary Fiber, TDF: Total Dietary Fiber

" As dyy basis

For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)

Baklagil unlarinin TDF degerleri en distik nohut
ununda %14.2 ile, en yiksek bezelye ununda
%24.4 olarak tespit edilmistir. Baklagil unlarinin
TDF degertleri bugday ununda belitlenen TDF
miktar1 (%0.72) ile kiyaslandiginda baklagillerin
besinsel lif miktari agisindan zengin birer kaynak

olduklart ortaya ¢ikmaktadir. Baklagil unlarinin
IDF degetleri %13.5 — 22.3 degetleri arasinda
degisirken, SDF degerleri ise %0.7 ile % 3.7
arasinda degismektedir. Bu degetler 6nceki
calisma verileri ile benzerlik gdstermektedir
(Costa vd., 2000).
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Diger gida maddelerinde oldugu gibi baklagil
unlarinda da TDF miktart icerisinde en buyik
orant IDF fraksiyonu olusturmaktadir. Cizelge 4
verileri incelendiginde TDF miktart icerisindeki
IDF yiizdesinin %84 ile %96 degerleri arasinda
degistigi goézlenmektedir. Bednar vd. (2001)
baklagil bilesimlerini analiz ettikleri calismalarinda
farkli fasulye ve mercimek cesitleri icin IDF/TDF
oranlarint sirastyla %092-100 ile %99.7 olarak
belirtmislerdir. Arastirmacilar geriye kalan % 0.0-
3.2’ lik orani ise ¢ozunur Ozellikteki besinsel
liflerin olusturdugunu ifade etmektedir. Benzer
sekilde Li vd. (2002) tarafindan yiritilen bir diger
arastirmada ise baklagillerin SDF miktarlarinin
IDF degerlerinin altinda oldugu tespit edildigi
ifade edilmistit.

Baklagil un 6rnekleri igin hesaplanan IDF/SDF
oranlart hem baklagillerin fonksiyonel 6zellikleri
agistndan hem de baklagil wunlarinin  gida
formiilasyonlarinda bir gida bileseni olarak
kullanilabilme potansiyelleri acisindan olduke¢a
onemli indikatérlerdir. Ayrica bu oran yapisal ve
duyusal 6zellikler agisindan da olduke¢a 6nemli bir
kriter olarak belirtilmektedir (Martin-Cabrejas vd.,
2004).

Reolojik Ozellikler

Baklagil unlarinin  hamur reolojik  Szellikleri
tzerindeki etkilerini gérmek amaciyla bugday
ununa % 10, 15 ve 20 oranlarinda baklagil unu
ilavesi yapilmis ve temel reolojik parametrelerin
degisimi belirlenmistir. Buna gére bugday ununa
farkli baklagil unlarinin degisen oranlarda ilave
edilmesiyle elde edilen hamur yogurma
Ozelliklerine ait degerler Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5’te bugday ununa farklt oranlarda (%10,
15 ve 20) baklagil unlart ilave edilmesiyle olusan
karisimlarin farinogram 6zellikleri incelendiginde
tiim baklagil cesitleri i¢in katddiklart orana baglt
olarak farinografta unun su absorpsiyonunu
o6nemli derecede arttirdiklart ve bu artisin en ¢ok
bezelye unu ilave edilen karisimda (%20 katma
oraninda  %75.2 su absorpsiyonu) oldugu
gorilmustir. Baklagil unlarinin TDF degerleri
incelendiginde en fazla besinsel lif icerigine sahip
olan bezelye ununun su absorpsiyonunu en fazla
arttiran cesit olmast beklenen bir sonuctur. Artan

baklagil ilavesine baglt olarak hamurun su
absorpsiyon oranlarinda meydana gelen artislar
onceki ¢alismalar ile uygunluk gdéstermektedir
(Dodok vd., 1993; Kohajdova vd., 2013;
Mohammed vd., 2012; Sadowska vd., 2003;
Shahzadi vd., 2005). Artan baklagil oranlarinin su
absorpsiyonunu arttirict  etkisi artan protein
miktar1  ile  iliskilendirilmektedir.  Toplam
bilesenler icerisinde artan protein miktari ylksek
su baglama kapasitesine sahip olan pentozanlarin
(6zellikle riboz ve deoksiriboz) miktarinin artmasi
ile sonuclanmaktadir (Shahzadi vd., 2005).

Bilesenlerin  karistirtlmast  agamasinda  kompo-
nentlerin su ile hidratlanarak hamur gelisiminin
saglandig1 stire¢ tzerine baklagil unlarinin etkisi
katildiklart oranlardaki artis ile orantili olarak
arttirict yonde olmustur. Hamur gelisme siiresinde
en 6nemli ve fazla artist %20’ lik ilave oraninda
kirmizi mercimek unu saglarken (6.6 dk) bunu
azalan bir sirayla nohut (6.0 dk), yesil mercimek
(5.9 dk), fasulye (3.7 dk) ve bezelye (3.6 dk) unlar
takip etmistir. Baklagil unlarinin hamur gelisme
stiresini arttirmasinin nedeni; biiyiik bir olasilikla
bilesenlerin hidrasyon hizint ve hamurdaki bugday
proteini olmayan proteinler ile gluten arasindaki
ctkilesimin hamur gelismesini etkilemesinden
kaynaklandig1 ifade edilmektedir (Chen vd., 1988;
Kohajdova vd., 2013; Sudha vd., 2007). Elde
edilen bulgular 6nceki caligmalar ile uygunluk
gostermektedir (Dodok vd., 1993; Kohajdova vd.,
2013; Mohammed vd., 2012; Sadowska vd., 2003;
Shahzadi vd., 2005).

Hamur kuvvetinin bir gdstergesi olan hamur
stabilite degerinin artan oranlari daha giicli bir
hamuru isaret etmektedir (Mohammed vd., 2012).
Cizelge 5 verileri incelendiginde bugday ununa
%10 katma oraninda kirmizi mercimek ve nohut
unlarinin hamur stabilite degerini arttirict (sirasiyla
7.1 dk ve 8.7 dk), artan katma oranlarinda ise
azaltict yonde etki ettigi goriilmektedir. Diger
baklagil cesitlerinde ise artan baklagil unu ilavesi
stabilite degerini azaltict yonde olmustur. Bu
Orneklerin  stabilite degeri Uzerindeki arttirict
etkilerinin unun gluten Gzelliklerini iyilestirme-
sinden ziyade hamurdaki suyu yogurma sirasinda
daha uzun siire tutmasindan kaynaklanabilecegi
distntlmektedir. Stabilite degerini azaltict etki ise
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bugday gluten  miktarinin  azalmasi  ile
iliskilendirilmektedir (Shahzadi vd., 2005). Genel
olarak bugday-baklagil un karisimlarinda hamur
gelisme siiresindeki artis ve beraberindeki stabilite
degerindeki azalma yogurma siirecinde gluten ag
yapisinin zayiflamasinimn bir gostergesi olarak ifade

edilmektedir (Mohammed vd., 2012). Baklagil unu
ilavesinin hamur stabilitesi tizerinde 6nce arttirict
daha sonra azaltict etkisi Shahzadi vd. (2005) ile
Abdel-Kader (2000) tarafindan yapilan calisma
sonuglart ile uygunluk géstermektedir.

Cizelge 5. Baklagil - bugday unu karisimlarinin farinogram karakteristikleri

Table 5. Farinogram characteristics of whole legume and wheat flour mixtures

Su absorpsiyonu Geligme Yumusama
Bugday — baklagil un karisimi1 Wt hp }t. stiresi Stabilite derecesi
Wheat — legume flour mixture aer i /"Wp o Development time Stability Softening
) (dk, mzin) (dk, min) degree (BU")
Bugday unu Nohut unu
Wheat flour Chickpea flour
%) %)
100 0 63.20 + 0.132 2.00 £0.18 6.20 £ 1.05¢ 46+ 0.352
90 10 64.40 £ 0.58b 4.70 £ 1.10b 870 £0.32¢ 52+ 0.26°
85 15 64.60 £ 0.02b 5.40 + 0.26¢ 520£0.08> 58 £1.17¢
80 20 67.30 + 1.03¢ 6.00 £ 0.104 470+ 0120 66 + 1.254
Bugday unu Mercimek unu, yesil
Wheat flonr Lentil flour, green
%) (%)
100 0 63.20 £ 0.13* 2.00 £ 0.18 6.20 £ 1.05¢ 46 * 0.35¢
90 10 64.50 £ 0.34b 240+ 0177 6.10 £ 0.16¢ 30 *0.612
85 15 65.70 + 0.41¢ 410£0.17b 440£0.03>  34£1.24b
80 20 70.20 £ 1.174 5.90 + 0.26¢ 3.80 £0.200 42+ 0.16¢
y Mercimek unu,
Bugday unu
W heat Kirmizi
E;l/{z o Lentil flour, red
’ %)
100 0 63.20 + 0.13* 2.00 £0.18 6.20 £ 1.05¢ 46 £ 0.354
90 10 66.10 £ 0.11° 5.30 £ 0.23b 710+ 1.07¢ 28 £0.16*
85 15 67.70 + 0.26¢ 5.70 + 0.28b 5.90 £ 0.58> 36 = 0.12b
80 20 74.90 £ 0.214 6.60 + 0.12¢ 490 £0.31= 40 £ 042¢
Bugday unu Fasulye unu
Wheat flour Bean flonr
%) %)
100 0 63.20 £ 0.13* 2.00 £0.18 620 £1.05¢ 46 £0.35*
90 10 67.20 £0.17b 2.60 £ 0.01b 490 £0.09¢ 48 £ 1.60
85 15 67.90 £ 0.19b¢ 3.10 £ 0.02¢ 320+ 0.12> 54 £ 1.245
80 20 68.30 + 0.26¢ 3.70 £ 1.02¢ 230 £0.43* 60 £0.87¢
Bugday unu Bezelye unu
Wheat flour Pea flour
%) %)
100 0 63.20 £ 0.13* 2.00 £ 0.18 620 £1.05¢ 46 £0.35*
90 10 66.70 £ 0.31b 2.20 £1.29 420+ 043¢ 60 £ 033>
85 15 68.00 + 0.12¢ 2.40 £ 0.03b 240£0.23> 88+ 1.12¢
80 20 75.20 £ 0.444 3.60 £ 0.01¢ 2.00£0.21»  125£1.174

“BU: Brabender tnitesi
Her bir siitunda ayni harf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)

“BU: Brabender unit

For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)
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Bugday-baklagil un kanisimlarinin  farinogram-
larinda yumusama derecesi degetleri kirmiz1 ve
yesil mercimek ilaveli 6rnekler haricinde artan
katma oranina bagli olarak giderek artmustir.
Boriilce ve nohut unu ilave edilerek yapilan 6nceki
calismalarda da benzer sonuglar gbzlenmistir
(Fernandez ve Berry, 1989; Mustafa vd., 1986;
Sharma vd., 1999). Kirmizt ve yesil mercimek
ununun % 20 ilavesi hamurun yumugama degerini
sahit 6rneklerin altina distirmustir.

Cirislenme 6zellikleri

Baklagil unlarinda nisastanin karakterizasyonu
mikro viskoanalizér (RVA: Rapid Visco Analyser
Newport Scientific, Warriewood, Australia) cihazt
ile incelenmis elde edilen sonuglar (jelatinizasyon
sicakligl, pik viskozitesi, breakdown ve son
viskozite) Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. Baklagil unlarinin girislenme 6zellikleri
Table 6. Pasting properties of whole legnme flonrs

Cirislenme Pik Incelme sonrast
Baklacil un Sicaklig viskozitesi viskozite Son viskozite
W) /g/ . i Pasting temperature Peak viscosity Breakdown Final viscosity
ole legume flour (°C) (RVU) viscosity (RVU)
(RVU)

Nohut unu

=+ a + a + a + a
Chickpea flur 63.70 + 0.4 9430 + 1.6 89.90 + 5.7 112,50 + 3.1
Mercimek unu (yesil) 75.40 + 1.2¢ 132.30 + 0.94 129.70 + 42 230.10 + 1.5¢
Lentil flour, green
Mercimek unu (kirmiz) 75.20 + 0.3¢ 128.80 £ 0.2 12120+ 1.4>  228.00 + 2.04
Lentil flonr, red
Fasulye unu 78.60 + 0.6¢ 149.20 + 0.6¢ 12130 £ 0.7>  204.30 + 1.9¢
Bean flonr
Bezelye unu 69.80 + 0.3b 101.20 £ 0.7 92.00 + 0.6 143.50 + 0.9
Pea flour

Her bir situnda ayni harf ile gosterilen degetler istatistiksel olarak 6nemli degildir (P < 0.05)
For each cultivar, means with the same letter within a column are not significantly different (P < 0.05)

Farklt baklagil unlarinin jelatinizasyon sicakliklar
63.7°C ile 78.6°C arasinda degismistir. Bu
degerler arasinda en ytiksek jelatinizasyon sicakligt
fasulye ununda, en dusiik ise nohut ununda elde
edilmistir. Fasulye ununda elde edilen yiksek
jelatinizasyon sicakhigr fasulye nisastasinin sisme
ve bozulmaya karst oldukc¢a dayaniklt oldugunu
gostermektedir. Baklagil unu OSrneklerinin pik
viskozite degerleri ise minimum 94.3 RVU ile
nohut ununda, maksimum 149.2 RVU ile fasulye
ununda belirlenmistir. Bitin Srneklerde sicaklik
arttik¢a viskozite degerlerinde de dogrusal bir artis
gozlenmistir. Baklagil unlarinin final viskozite
degerleri 112.5 RVU ile 230.1 RVU degetleri
arasinda degismistir.

Analiz edilen tim baklagil un 6rnekleri igerisinde,
nohut ununun en distik jelatinizasyon sicaklig
(63.7 °C), pik viskozitesi (94.3 RVU), breakdown
(89.9 RVU), ve final viskozite (112.5 RVU)

degerlerine sahip oldugu goérilmektedir. Bu
durum, nohut ununun digerlerine kiyasla daha
kolay cirislendiginin, kayma kuvvetine karsi daha
az dayanikli oldugunun ve daha zor retrograde
olma egiliminde oldugunun gdstergesi olarak
yorumlanmaktadir. Belirtilen bu 6zellikler ise
nohutun vyitksek yag icerigi ile iliskilendiri-
Imektedir (Bkz. Cizelge 1). Yiksek yag icerigi
yiksek su absorbe etme Ozelligi ile nisastanin
sismesini  sinirlandirarak  nisasta  molekilleri
arasindaki etkilesimleri inhibe etmektedir. Boylece
nisastanin cirislenme viskozitesini etkilemektedir.
Yitksek yag icerigi ayrica nisastanin molekiler
zincitlerinin dogrusal dizilimini de engellemek
yoluyla retrograde olma egilimini azaltmaktadir.
Retrogradasyona egilimin azaltilmasi ise corba ve
sos gibi gidalarin Uretiminde 6nemli bir avantaj
olarak gorilmektedir (Chung vd., 2008; Du vd.,
2014).
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SONUC

Baklagil  unlarinin  besleyici  Ozelliklerinin
belirlenerek gida formiilasyonlarinda zenginles-
tirici bir bilesen olarak kullanilma olanaklarinin
aragtirldigt  bu ¢alismada, baklagil unlatinin
kimyasal, fonksiyonel ve cirislenme Ozellikleri
tespit edildikten sonra bugday ununa farkl
oranlarda (%10, 15 ve 20) katilarak bunlarin
reolojik etkileri arastirilmugtir.

Calisma sonuglarina gére materyal olarak
kullanilan baklagillerin ucuz ve kaliteli protein
kaynaklart olmalarinin yani sira toplam, ¢éziinen
ve ¢Oziinmeyen diyet lif bakimindan zengin bir
bilesime sahip olduklar anlagilmistir. Baklagillerin
zengin besleyici kompozisyonlart onlarin ekmek
basta olmak Uzere cesitli firin Grunlerinin
bilesiminde  basartlt  bir sekilde kullanim
olanaklarint arttirmaktadir.

Bugday ununa degisik baklagil unlarinin farkl
oranlarda katilmasi, elde edilen hamutlatin su
absorpsiyonunu ve gelisme siiresini arttirmak
yoluyla Farinogram parametrelerini  6nemli
oranda  degisiklige ugratmistir. Farinogram
parametreleri incelendiginde, artan baklagil unu
ilavesinin hamur kuvvetinin bir gostergesi olan
stabilite degerini azaltict etkilerinin bir sonucu
olarak baklagil wunlartnin  maksimum % 15
oraninda bugday ununa katilmasmnin reolojik
Ozellikler bakimindan optimum oldugu sonucuna
vartlmaktadir.

Tegekkiir: Bu calisma Hitit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri tarafindan MUH19001.14.002
numarali proje ile desteklenmistir.
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Etil alkol miktart alkollii icki endistrisinde treticinin kaliteyi standardize etmesi, mevzuat denetimi, Griin stuf
denetiminin yapilmasi, icki kategorilerinin belirlenmesi ve yasal vergi diizenlemesi agisindan bilinmesi zorunlu bir
parametredir. Bu ¢alismada alkol miktarinin tayininde referans metot olan piknometrik metot, sektérde yaygin
kullanimi olan dansimetrik metot ve pratik bir metot olan NIR spektroskopisi metotlart ele alnmustir. Sarap ve
raki olmak tizere iki farklt alkollii icki matriksinde ti¢ metodun validasyon ¢alismast yapilmustir. Validasyon verileri
kargilastirilarak NIR spektroskopisinin performanst degetlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik (%RSD;) degeri; NIR
metodunda sarap ve raki numunesinde %0.05 olarak, piknometrik metotta sarap icin %0.31 ve raki icin %0.14
olarak, dansimetrik metot da ise sarap icin %0.72 ve raki icin %00.44 olarak belirlenmistir. NIR metodunda geri
kazanum, iki farklt alkol konsantrasyonunda %98 olarak tespit edilmistir. Raki ve sarap numunelerinde farklt
metotlarla belirlenen alkol miktari arasinda istatistiksel agidan farklilik beliflenmemistir. Kesinlik parametreleri
karsilastirldiginda NIR metodunun piknometrik ve dansimetrik metoda gore daha giivenilir oldugu belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: NIR spektroskopisi, etil alkol analizi, piknometre, dansimetre, metot validasyonu, 6l¢im
belirsizligi

VALIDATION OF NIR (NEAR-INFRARED SPECTROSCOPY) METHOD FOR

ALCOHOLIC STRENGTH MEASUREMENT IN ALCOHOLIC BEVERAGES:

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS

ABSTRACT

Alcohol content is an obligatory parameter in the production of alcoholic beverages for both the need of
a constant quality in alcoholic beverages industry and from the point of view of legislative and taxation
regulations. In this research, pycnometric method as the reference method, electronic densimetry method
and NIR methods have been studied for the measurement of the alcohol strength. Wine and raki as the
matrix of two different alcoholic beverages are evaluated with single-laboratory validation using these
methods. Performance of NIR spectroscopy was evaluated with comparing validation parameters of other
methods. The repeatability (%RSD;) of NIR method is %0.05 in both matrices, RSD; of pycnometric
method is %0.31 for wine and is %0.14 for raki, RSD, of densimetric method is %0.72 for wine and is
%0.44 for raki have been determined for alcoholic strength. Recovery for NIR method in two different
alcoholic solutions is %98. There are no significant differences among the alcoholic strengths depending
on different methods in samples of raki and wine. Among the methods, NIR method is more reliable
depending on precision parameters.

Keywords: NIR spectroscopy, alcoholic strength, pycnometer, densimetry, method validation, measurement
uncertainty
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Alkol tayin metotlarinin validasyonu

GIRIS
Laboratuvar analizlerinde metot validasyonu, bir
metodun  igili  performans kriterlerine

uygunlugunun tespiti icin metot parametrelerinin
belirlenip incelendigi bir gecerlilik c¢alismasidir
(Magnusson ve Ornemark, 2014; Yilmaz, 2013).
Valide edilmis yontemle calisildiginda yapilan
islemin kesin, dogru, spesifik, tutarli, gecerli ve
givenilir oldugu garanti edilmis olur. Metot
validasyonunda  bir  6l¢im  prosediriinin
belirlenen amaglara uygunlugu objektif olarak test
edilerek yazili delillerle kanitlanir (Magnusson ve
Ornemark, 2014; Yilmaz, 2013). Metot
validasyonunun amaci, secilen metodun istenen
amaca uygun nitelikte (performansta, kalitede)
sonug¢ verdigini test etmek ve metodun rutin
kullanimi  sirasinda  istenen  performanst
saglamasinin  kosullarint belirlemek ve kontrol
altnda tutmaktr. Kimyasal analizlerde analiz
metodunun uygulama performansi bir¢ok faktore
baglidir. Bu nedenle 6l¢im metodunun ¢ok iyi
tanimlanmasi  gerckmektedir (Magnusson ve
Ornemark, 2014). Ayni analiz icin birgok farkls
metot bulunabilir. Belli bir analiz i¢cin ¢ok degisik
metotlardan hangisinin kullanilacags, analiz edilen
ornek cinsine, analiz edilecek bilesenlerin
miktarina, ginliik yapilacak analiz sayisina, istenen
kalitesine, = metodun  uygulama
kolayligina, analiz siiresine ve analiz maliyetine
baglt olarak yapilacak degerlendirme sonucunda
belirlenmelidir.

sonucun

Alkollu ickilerde alkol miktari, damitma sonucu
elde edilen alkollii stvinin, piknometre ile bulunan
yogunlugundan 6zel cizelgeler yardimiyla %
hacim (h/h) olarak hesaplanir (Anonymous, 2013;
Anonymous, 2000a). Alkol miktar1 hem alkolli
icki endustrisinde Ureticinin kaliteyi standardize
etmesi, mevzuat denetimi, urun sinif denetiminin
yapilmasi, icki kategorilerinin  belitlenmesi
acisindan hem de vyasal vergi diizenlemesi
acisindan bilinmesi zorunlu bir parametredir.
Piknometrik, gaz kromatografisi (GC), sivi
kromatografisi (HPLC), elektronik dansimetre ve
NIR gibi yontemler alkol tayininde kullanilan
yaygin yontemlerdir (Ergutay ve Baslar, 2011).

Ulusal ve uluslararast dizeyde alkollii ickilerde
alkol tayininde kullandan referans yontem

piknometrik yontemdir (Anonymous, 2014b). Bu
yontemle beraber gerek denetim  gerekse
isletmelerde kalite kontrolinde yaygin olarak
dansimetrik  yontem de kullaniir.  Proses
strecinde daha ¢ok dansimetrik yontem tercih
edilir. Son yillarda alkol tayininde biiyiik avantajlar
saglayan NIR metoduyla alkol tayini de
gelistirilmistir.

NIR spektroskopisi 780-2500 nm dalga boyu
araliginda atomlar arasindaki baglart analiz ederek
molekiilleri tantimlamaya yarayan bir tekniktir. Her
kimyasal bag kendine has bir frekansta titregir. Bir
molekiildeki bir grup atom (6rnegin CHy) baglarin
esneme ve biikiilme hareketlerinden dolay1 birden
fazla titresim moduna sahip olabilir. Eger bir
titresim molekiilin dipol momentinde degisime
yol acarsa molekil aym frekansa sahip bir foton
sogurur. NIR spektroskopisi molekiiller arasi
titresimsel enerji degisimini kullanarak dusik
enerjili hv fotonlarin absorpsiyonuna dayanan bir
analizdir (Anonymous, 2014a; Anonymous,
2017). Bu teknik, belitli dalga boyu araliginda
numunedeki O-H, C-H ve N-H gibi molekdler
baglarin titresimlerindeki degisimin
absorpsiyonunu gerceklestirebilmektedir (Ergutay
ve Baslar, 2011). Etil alkol molekiiliiniin boyle bir
Ozelligi  mevcuttur  (Anonymous,  2014a).
Dedektér — tarafindan  okunan  absorpsiyon,
numunenin hacmen alkol miktarint belirlemek
icin kullaniir. Alkolli ickilerde etil alkoliin 1150-
1200 nm dalga boylart arasinda spesifik
absorpsiyon  gbstermesi  alkol  miktarinin
belirlenmesini mimkiin kilar. Bu aralikta herhangi
baska bir bilesik etkilesim yapmaz (Anonymous,
2014a). Alkol miktarinin hesaplanmasi basit bir
algoritma ile yapilir. Olgiim bira icin % 2-12 h/h,
sarap icin % 6-30 h/h ve distile alkollt icki igin %o
35-65 h/h olmak uzere u¢ skala Uzerinden
belirlenir (Anonymous, 2014a). NIR yonteminin
en Onemli avantaji ¢ok hizhh sonu¢ vermesi,
kullaniminin kolay olmasi, kimyasal sarfiyat ve
atugin olmamast ve kullanim maliyetinin ucuz
olmasidir. En 6nemli dezavantajt ise ilk yatirim
maliyetinin yitksek olmasidir (Ergutay ve Baslar,
2011).

Ulkemizde iiretilen alkollii i¢kiler i¢erisinde raki ve
sarap 6nemli bir yer teskil etmektedir. Bunlardan
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raki yalnizca suma veya tarimsal kdkenli etil alkol
ile karistirilmis sumanin, bakir imbiklerde, anason
tohumu ile distile edilmesiyle tretilen, hacmen en
az %40 etil alkol iceren distile alkollu bir ickidir
(Anonymous, 2017). Turkiye’nin cografi isaretli
bir Griind olan raki, ilkemizde en ¢ok tretilen ve
tuketilen distile alkollt ickidir ve llke
ekonomisinde alkolli ickiler kategorisinde 6nemli
yer tutar (Anonymous, 20092). Sarap ise,
Parcalanmis veya parcalanmamis yas lzimin
veya Uzim sirasinin, kismen veya tamamen alkol
fermantasyonuna birakimast ile elde edilen,
cografi isaret ya da koken ismi tescili yapilmis ya
da yapilmamis ve hacmen en az %9 etil alkol
iceren bir ickidir (Anonymous, 2009b).

Bu calismanin amaci, alkolli ickilerde temel bir
analiz olan, etil alkol tayininde kullanilan
piknometrik, dansimetrik ve NIR metotlarint
sarap ve distile icki kategorilerinde valide etmek
ve bu ¢ metodu karstlastirarak NIR metodunun
gecerli, giivenilir bir metot olup olmadigint
belitlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Arastirmada materyal olarak distile alkollid icki
kategorisini temsilen raki, sarap kategorisini
temsilen kirmizt sek sarap secilmistir. Ticari bir
alkollt icki isletmesinden temin edilen yas Uzim
rakisindan 10 sise, piyasadan temin edilen Elazig
yoresi Okiizgdzii sarabindan 10 sise numune
kullandmistir.  Analizden 6nce numuneler 5
°C’deki dolaplarda agz1 kapali sekilde tutulmustur.

Etil Alkol Analizleri

Alkollt igkilerde kurumadde, piknometrik ve
dansimetrik analizlerde, alkol miktarinda sapmaya
neden oldugu i¢in analizlerden 6nce 6rneklere
damitma islemi uygulanmistir (Anonymous, 2013;
Anonymous, 2000a). Damitma  islemi,
Uluslararast ~ Avrupa  Birligi'nin  onayladig
damitma sistemi ile gerceklestirilmistir (Sekil 1).

Buna gére, 200 ml 6rnek ve 60 ml saf su Sl
balonunda 6l¢tlip, 500 ml'lik damitma balonuna
alinmistir.  Damitma  yavas  bir  sekilde
gerceklestirilmis,  baslangic  hacmin = %801
oraninda damitik toplandiginda damitmaya son

verilmis ve damutik baslangic hacmine saf su ile
tamamlanmustir.

1. Standardize kiiresel tabanlt cam baglantili bir
litrelik balon joje /litre round-bottomed flask with
standardised spherical ground-glass joint.

2. Vigreux rektifiye kolonu, 20 cm 20-cm VVigrenx:
rectifying column.

3. Duz gergeveli West yogusturucu, 10 cm 70-o#
straight-rimmed West condenser

4. Sogutucu bobin, 40 cm 40-ci cooling coil

Sekil 1. Damitma Diizenegi
Figure 1. Distillation Apparatus

Piknometre Metodu

Alkol miktar;, damitma sonucu elde edilen
distilatin, piknometre ile bulunan yogunlugundan
Ozel alkol cizelgelerinden yararlanarak % hacim
(h/h) olarak hesaplanmistir (Anonymous, 2014b).
Damitik, 100 ml’lik piknometreye alinmis ve 20
°Clik su banyosunda 30 dakika bekletilmis ve
hassas terazi ile agithigt belirlenmistir. Belirlenen
damuttk  agirhign  piknometrenin  su  kiymetine

boélinerek, alkolla swvinin yogunlugu
hesaplanmistir.  Bu  yogunluk  karsiligi  alkol
miktart, hacmen alkol miktart cetvelinden

bulunmustur (Anonymous, 2014b).
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Elektronik Dansimetre Metodu

Damitma isleminden sontra, 50 ml damitik alinmis
ve yogunluk, 20 °C Sl¢im sicakhiginda salinim
teknigi (osilasyon) prensibine gére elektronik
dansimetre ile dl¢tlmistir (Anonymous, 2014c).
Olgiim isleminde Mettler Toledo (Densito 30PX)
marka elektronik dansimetre kullanidmistir. Bu
yogunluk karsiligi alkol miktars, hacmen alkol
miktar1 cetvelinden bulunmustur (Anonymous,

2014b).

NIR (Yakin Kizil6tesi Spektroskopisi)
Metodu

Alkolli igkilerin hacmen alkol miktar1 tayini,
Anton Paar Alcolyzer (DMA 4500M-Alcolyzer
ME) marka NIR (yakin kizilotesi) spektroskopisi
ile gerceklestirilmistir. NIR spektrometresi led 151k
kaynagi, coklu lens ve dedektor array icerir. Tlgili
dalga boyunda numune NIR ssinlari ile karsilastigs
zaman bu baglar titresimsel enerji degisikliklerine
matuz kalmakta ve bunun sonucu olarak NIR
bolgesindeki  organik  molekdillerin  enerji
absorpsiyonu meydana gelmektedir. Dedektér
tarafindan okunan absorpsiyon, numunenin
hacmen alkol miktarint  belitlemek  icin
kullantlmistir (Anonymous, 2014a). Cihaz (6l¢im
htcresi) sicaklik kontroliine sahiptir. Bu sekilde
numunenin sicakligt 20 °Cye otomatik olarak
ayarlanmistir. Beher icerisine eklenen 50 ml
homojen numune pompa yardimi ile otomatik
olarak cihaz icerisine alinmistir. Cihaz Ol¢imi
yaptiktan sonra dijital gOstergeden  deger
okunmustur. Cihaz hacmen alkol miktarint 2
basamaklt yizde olarak dogrudan veren bir
programa sahiptir. Hacmen alkol miktar sarap
icin cihazdaki sarap skalast (%6-30 h/h) ve raki
icin distile skalast (%35-65 h/h) secilerek

Olcilmustir.

Metot Validasyon Parametrelerinin
Hesaplanmasi

Piknometrik, dansimetrik ve NIR spektoskopisi
ile alkol tayini metotlartin  validasyonu
“Eurachem Rehberi: Analitik Yéntemlerin Amaca
Uygunlugu - Metot Validasyonu ve Tlgili Konular
icin Bir Laboratuvar Rehberi” referansina gore
gerceklestirilmistir (Magnusson ve Ornemark,
2014).

Dogruluk: Bir metodun Ol¢iim sonuglarinin
gercek degere ve birbirine yakinligini gbstermek
icin kullanilir. Dogrulugun gerceklik ve kesinlik
olmak tzere iki bileseni vardir (Magnusson ve
Ornemark, 2014; Yilmaz, 2013; Ellison ve
Williams, 2012). Metotlarin  validasyonunu
gerceklestirmek  icin  gerceklik  ve  kesinlik
parametreleri hesaplanmustir.

Kesinlik: Kesinlik dlcim sonuglarinin birbirine
yakinhiginin  ifadesidit  ve rastgele hatalarin
dagilimint gosterir (Magnusson ve Ornemark,
2014; Yidmaz, 2013; Yidmaztekin ve Cabaroglu,

2011).  Bu  parametre i¢cin  metotlarda,
tekrarlanabilitlik  ve  laboratuvar-i¢i  tekrar
tretilebilirlik ~ caligmalar1  gergeklestirilmistir

(Yilmaz, 2013; Yilmaztekin ve Cabaroglu, 2011).

Tekrarlanabilirlik: Ayni sartlar altinda, kisa
zaman aralifinda, ayni Ornegin analizinden elde
edilen  sonuglarin  birbirine  yakinliginin
gostergesidir.  Tekrarlanabilirlik icin  her iki
numunede de, her metot ile 10 kez analiz
gerceklestirilmistir.  Elde edilen  verilerden,
standart sapma (SD), yiizde rolatif standart sapma
(YoRSD) degetleri formil [1] ve [2] kullaniarak
hesaplanmistir.  Tekrarlanabilirlik, “RSDr” ile
ifade edilmistir (Magnusson ve Ornemark, 2014;
Yilmaz, 2013; Yilmaztekin ve Cabaroglu, 2011).

Z': X xort)
sp= |2t 1]
n—1
x;: analiz sonucu
Xore: analiz sonuglarinin ortalamasi
n: analiz sayisi

SD SD,
%RSD = —— x 100 RSD, =

Xort Xort

2]

Laboratuvar Igi Tekrar Uretilebilirlik: Ayni
laboratuvarda, farkli ekipman ya da aym
ekipmanda ve farkll analistler tarafindan uzun
zaman araliginda elde edilen sonugclarin birbirine
yakinhginin gostergesidir. Tekrar tretilebilirlik
icin, her metot ile giinde 2 tekerriir olacak sekilde
25 kez analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen
verilerden, rélatif standart sapma (RSD) degerleri
formtl [3] kullandarak hesaplanmistir. Tekrar
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uretilebilirlik ~ “RSDr” ile ifade edilmistir
(Magnusson ve Ornemark, 2014; Yilmaztekin ve
Cabaroglu, 2011; Anonymous, 2016a).

n [(Xi - J/i)]z

Xort

2n

xi: Birinci tekrar sonucu

yi: Tkinci tekrar sonucu

Xore: Paralel analiz sonuclarinin ortalamast
n: Ornek sayist (paralel sayist)

RSDg =

Gergeklik (Geri kazanim): Olciim sonuclarinin
gercek degere yakinligini ifade etmektedir ve bu
nedenle sistematik hata hesab1 yapilir (Magnusson
ve Ornemark, 2014; Yilmaz, 2013). %12 ve %45
h/h alkol miktarina sahip kalite kontrol standart
¢ozeltileri hazirlanmis ve NIR metodu ile her bir
konsantrasyon icin 20 kez analiz
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerden, formiil
[4] kullandarak % geri kazanim (GK)
hesaplanmistir (Magnusson ve Ornemark, 2014).

Xﬂﬂﬂdﬂ
bl x 100 [4]

rejerans

%GK =

Olgiim Belirsizligi

Bir Sl¢imin sonucu rapor edilirken, sonucun
kalitesini belirten sayisal bir parametre olmalidir.
Béylece sonucun givenilirligi temin edilebilir. Bu
parametre Slciim belirsizligidir. Olgiim belirsizligi,
sonucu etkileyen rastgele ve sistematik hatalarin
birlestirilmis seklidir (Ellison ve Williams, 2012;
Magnusson vd., 2012). NIR metodu i¢in 6l¢im
belirsizligi hesaplanirken, belirsizlik kaynaklart
belirlenmis ve her bir belirsizlik bileseni i¢in rélatif
standart belirsizlik (U(x)) hesaplanmistir. Daha
sonra hesaplanan tim standart belirsizlik
bilesenlerinin varyanslari toplaminin karekoki
bulunarak birlestirilmis  belirsizlik  (Upidegeiritmis)
formil [5] kullanilarak hesaplanmistir.  Son
asamada ise birlestirilmis belirsizlik (Ubittegtiritmis)
degeri 2 katsayr ile carpilarak genisletilmis
belirsizlik (Ugenigletiimis) hesaplanmistir (Ellison ve
Williams, 2012; Magnusson vd., 2012).

sz'r/e;lz'ri/mz’; = \/ U12 + Uzz + Ug + . [S]

Istatistiksel Analizler

Metotlar arasinda farklilik olup olmadigt varyans
analizi ile degerlendirilmistir. Veri setlerinde sapan
degerlerin belirlenmesi icin tekrarlanabilirlik veri
setlerine Grubb’s testi uygulanmustir (Rivera ve
Rodriguez, 2015). Geri kazanim c¢alismalarinda
sistematik hata olup olmadiginin kontroliinde t
testi uygulanmistir.  Validasyon  calismalart
kapsaminda yapilan istatistiksel ~analizlerde
Eurachem Rehberi'ne gore %95 giiven araligt
kullanilmustir (Magnusson ve Ornemark, 2014).

Validasyon Verilerinin Uygunluk
Degerlendirmesi

Grubb’s Testi: Veri setlerinin = kesinlik
parametrelerini hesaplamadan 6nce sonuglarin
normal bir dagilim gOsterip gOstermedigi
belitlenmelidir. Bu amagla veri setlerine Grubb’s
testi uygulanmis ve sapan deger veri setinden
ctkarlmistir  (Anonymous, 2000b). Bu teste,
Olgim  sonuclart  kiiclikten  biylige dogru
stralanmus ve veri setindeki minumun (Xmin) ve
maksimum  (Xmaks)  degerler  belirlenmistir.
Grubb’s dustik (GL) ve Grubb’s yiksek (GH)
degerleri [6] numarali formiiller ile hesaplanmugtir
(Anonymous, 2000b; Anonymous, 2016b). Elde
edilen degerler, Grubb’s tablosundaki kritik deger
ile karsilastirtlmistir (Anonymous, 2016b).

— O_{—Xlﬂiﬂ)

GH= (}gﬂizkf '}Q [6]

GL -

SD SD
Horwitz/HorRat: Horwitz esitligi (PRSD) ve
HorRat (Horrat) esitligi, performans
parametreleri  olup  kimyasal — metotlarin

kesinliginin kabul edilebilirligi konusunda bilgi
verir (Yimaz, 2013). Horwitz esitligi [7] numarali
formiille hesaplanirken, HorRat degeri ise [8]
numarali formul kullanilarak  hesaplanmigtir
(Rivera ve Rodriguez, 2015).

PRSD=2%(C 1305 ) 7]

C: matriks icinde aranan maddenin desimal olarak
miktaridir.

RSD (bul;
Horrat= M (8]
PRSD
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BULGULAR VE TARTISMA

Kesinlik Parametreleri ve Metot Giivenilirligi
Piknometrik, dansimetrik ve NIR metotlart ile
elde edilen etil alkol analiz sonuglari, hesaplanan

kesinlik parametreleri ve metot validasyon
uygunluk test sonuglari cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Kesinlik Parametreleri ve Metot Giivenilirligi
Table 1. Precision Parameters and Method Reliability

NIR Metot Piknometrik Metot Dansimetrik Metot

NIR Method Pycnnometric Method Densimetric Method

Sarap Raki Sarap Raki Sarap Rakt

Wine Raki Wine Raki Wine Raki
Ortalama (%oh/h) Mean 11.35 44.33 11.32 44.31 11.30 44.30
SD s 0.005 0.02 0.04 0.06 0.08 0.19
Min. Deger Minimum 11.35 44.30 11.30 44.20 11.20 44.00
Maks. Deger Maxcimum 11.36 44.36 11.38 44.40 11.40 44.60
GL 0.77 1.17 0.62 1.94 1.22 1.54
GH 1.16 1.53 1.45 1.59 1.22 1.54
Grubb's Degetlendirme <2.29 <2.29 <2.29 <2.29 <2.29 <2.29
RSD: (%0)2 0.05 0.05 0.31 0.14 0.72 0.44
t (%h/h) 0.01 0.06 0.10 0.17 0.22 0.53
PRSDtHorwit, (%0) 1.39 1.13 1.39 1.13 1.39 1.13
RSDr (%0)® 0.20 0.03 3.00 1.00 1.00 0.20
R (%h/h) 0.02 0.10 0.16 0.27 0.36 0.85
PRSDRHorwitz (Vo) 2.77 2.26 2.78 2.26 2.78 2.26
Horrat, 0.02 0.02 0.11 0.06 0.26 0.19

a, 6l¢im sayisint n: 10; b, Slgiim sayist n: 25; SD, standart sapma; Min, minimum deger; Maks, maksimum deger;
GL ve GH, Grubb’s dustk ve yiiksek sinir degerleri; RSD, rélatif standart sapma; r tekrarlanabilirlik limiti, PRSDy,
hedeflenen tahmini rolatif standart sapma; R, Tekrar tretilebilirlik limiti

a, number of measurements is 10; b, number of measurements is 25; SD, standard deviation; Min, minimum value, Maks, maxinmum
value; GL and GH; Grubb’s low and bigh value; RSD, relative standard deviation; 1, repeatability limit, PRSD,, targeted-predicted

relative standard deviation; R, reproducibility limit

Her bir metot ile aynt giin igerisinde raki ve sarap
numunelert i¢in 10 kez analiz gergeklestirilmistir.
Bu analiz verilerinin ortalamalart (Xor), standart
sapmalari (SD) ve rolatif standart sapmalar1 (RSD)
ile ylizde rolatif standart sapma (RSD%) degerleri
hesaplanmistir. Aynt giin icinde her bir metot i¢in
hesaplanan RSD degerleri metodun
tekrarlanabilirlik  (RSD;) parametresini  ifade
ctmektedir. Veri setleri icin minimum ve
maksimum degetler ile GL ve GH degetleri
hesaplanmistr.

Tekrarlanabilirlik calismast sirasinda elde edilen
analiz verileri setinde sapan degerin olup olmadigt
Grubb’s testi ile belitlenmistir. Hesaplanan GL ve

GH degetleri, %95 given araligina gére belirlenen
Grubb’s tablo kritik degerinden kiiciik ise sapan
deger belirlenmemistir, biyiik ise sapan veriler
oldugu seklinde degerlendirme  yapilmugstir
(Anonymous, 2000b; Anonymous, 2016b). Her
tic metot i¢in de veri setlerinde sapmanin olmadigt
Cizelge 1°de gosterilmistir.

Raki numunesinin hacmen alkol miktar;; NIR
metotu ile %44.30-44.36 arasinda, piknometrik
metot ile 9%44.20-44.40 arasinda, dansimetrik
metot ile ise %44.00-44.60 arasinda degismistir.
Raki numunesi i¢in RSD; degeri; NIR metodu ile
%0.05, piknometrik metot ile %00.14, dansimetrik
metot ile de  %0.44 olarak beliflenmistir. Analiz
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yontemlerinden elde edilen sonuglar arasinda
istatistiksel olarak (P >0.05) fark bulunmamus
olmasina ragmen, veriler arasinda en yiksek
sapma dansimetrik metot (SD, %0.19 h/h) ile
yapilan analiz sonuclarinda gériilmustiir. Sarap
numunesinde ise hacmen alkol miktar;; NIR
metotu ile %11.35-11.36 arasinda, piknometrik
metot ile %11.30-11.38 arasinda, dansimetrik
metot ile %11.20-11.40 arasinda degismistir.
Sarap numunesi i¢in RSD: degeri NIR metodu ile
%0.05, piknometrik metot ile %0.31, dansimetrik
metot ile de %0.72 olarak beliflenmistir. Analiz
yontemlerinden elde edilen sonuglar arasinda
istatistiksel olarak (P >0.05) fark bulunmamis
olmasina ragmen, veriler arasinda en yiksek
sapma dansimetrik metot (SD, %0.08 h/h) ile
yapilan analiz sonuglarinda gorilmustir. Alkol
konsantrasyonu dustiik¢e uygulanan metotlardaki
analiz sonugclarinin sapmasinda artis
gozlenmektedir.

Tekrar tretilebilirlik (RSDg) calismasinda rakt ve
sarap numunelerinin hacmen alkol miktar1 stabil
bir deger olmadigt ve zamana  bagl
degisebildiginden;  farklt  glnlerde,  farkli
numunelerle ve giinde 2 tekerriir yapilarak 25 kez
analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen 25 analiz
sonucu ile RSDr degeri metotta belirtilen [3]
numaralt formile  gbre hesaplanmustir.
Hesaplanan bu deger laboratuvar i¢i tekrar
tretilebilirfligi =~ (RSDg) ifade  etmektedir
(Magnusson vd., 2012; Van Reeuwijk ve Houba,
1998). Giinde 2 tekerriirlii yapilan analiz sonuglar
arasindaki farkin tekrarlanabilirlik limiti (r)
sinirlart icinde olup olmadigi kontrol edilmistir.
“r”, tekrarlanabilirlik calismasi sonucu belirlenen
SD’nin 2.8 ile carpilmast ile belitlenmistir. Bu
deger tekerrirler arasindaki olmasina izin verilen
maksimum farki ifade etmektedir (Magnusson ve
Ornemark, 2014; Yilmaz 2013; Magnusson vd.,
2012).

Validasyon sonuglarinin uygunlugu icin Horwitz
esitligi formil [7] kullandarak tahmini rélatif
standart sapma (PRSD) hesaplanmis ve bu
degerin ikiye bélinmesi ile de hedeflenen tahmini
rolatif standart sapma (PRSDy) belirlenmistir
(Rivera ve Rodriguez, 2015). Belirlenen RSD:
degerinin, hedeflenen (PRSD;) degerden kiiciik

olmast ve belirlenen RSDr degerinin de PRSDr
degerinden kii¢lik olmast metot givenilirligi
saglamistur.

Horrat ise analizletle belitflenen RSD degerinin
ongorilen PRSD  degerine oranidir. Metot
guvenilirligi icin bu oranin 1.3’n altinda olmast
gerekmektedir (Rivera ve Rodriguez, 2015).
Yapilan analizletle belitlenen Horrat. degetleri
tim metotlarda ve numunelerde 1.3’tin altinda
belirlenmistir. Horrat, degeri 1.5’in tzerinde ise
metodun tekrarlanabilirligi  beklenenden daha
yiksek olup bu durumda gézden gecirme Onerilir.
Horrat, degeri 2’nin  Uzerinde ise tekrar
tretibilirlikte sorun vardir ve validasyon
tekrarlanmalidir (Yimaz, 2013).

Metot giivenirliligi icin referans alinan metotlarin
vermis oldugu kesinlik calismalarindaki degetler
referans olarak kullanilabilmektedir. Uluslararast
Bagciik ve Sarap Organizasyonun yayinladigt
sarapta piknometrik ve dansimetrik yontem ile
gerceklestirilen etil alkol analiz metodundaki
kesinlik degerleri, sarap numunesi analiz sonuglart
ile kargilastirilmistir. Referans alinan piknometrik
metotta t degeri 0.1 h/h olarak belirtilmistir
(Anonymous, 2016c). Bu c¢alismada sarap
numunesinde piknometrik yontem ile elde edilen
sonuglarin r degeri 0.1 h/h olarak bulunmustur.
Bu deger referans ¢alismadaki degere esit oldugu
icin sonuglar uygun bulunmustur. Referans alinan
dansimetrik ~ metottaki  kesinlik  ¢aligmast
sonucunda verilen r degeri % 0.067 h/h olarak
verilmistir  (Anonymous, 2016c). Calismadaki
sarap numunesinde dansimetrik metot ile
belitlenen r degeri referans degerden yiiksek
bulundugu i¢in sonuglar uygun bulunmamustir.

Uluslararast Bagcilik ve Sarap Organizasyonun
yayinladigi bagcilik kokenli distile alkollii ickilerde
piknometrik ve dansimetrik metotlarla yapilan
validasyon calismalarinda elde edilen RSD
degerleri, raki numunesi analiz sonuglart ile
karsilastirilmistir. Referans piknometrik metotta
raki benzeri bir numune olan grappa ickisinde
RSD; degeri %0.25, dansimetrik metotta ise
%0.19 olarak verilmistir (Anonymous, 2014b). Bu
calismada raki numunesinde piknometrik yontem
ile elde edilen sonuglarin RSD; degeri 0.14 ve
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dansimetrik metot ile elde edilen RSD; degeri ise
0.44 olarak belitflenmistit. Piknometrik metot
sonuclart OIV’nin bildirdigi degerden kiiciik
oldugu icin uygun bulunurken, dansimetrik metot
sonuglart  uygun  bulunmamustir.  Her  iki
numunede  gerceklestirilen farkl analiz
metotlarindan elde edilen sonuclar arasinda
istatistiksel olarak (P >0.05) fark bulunmamis olsa
da, dansimetrik metot verilerindeki sapmanin
yuksek oldugu gorillmektedir.

Geri Kazanim (Gergeklik)
Geri kazanim (GK), yapilan analiz sirasinda bir

kayip olup olmadigim1 belirlemek amaciyla
yapilmaktadir  (Anonymous, 2016a). Sarap

numunesini temsilen %12 h/h ve raki numunesini
temsilen de %45 h/h etil alkol miktarina sahip iki
farkli konsantrasyondaki kontrol ¢ozeltileri NIR
metodu ile 20 kez analiz edilmistir. NIR metodu
icin gerceklestirilen geri kazanim verileri ¢izelge
2’de gosterilmistir.

Gizelge 2. NIR metodu geri kazanim calismasi sonuglari
Table 2. Recovery results of NIK method

%12 Etil Alkol Cozeltisi
%12 Ethyl Aleohol Solution

%45 Etil alkol ¢ozeltisi
%45 Ethyl Aleohol Solution

RSD: (%) 0.07 0.05
Geri kazanim (%) Recovery 98 98
n* 20 20
Ort Mean 0.98
SD 0.001
n* 40
Rolatif Standart Belirsizlik U)=[SD/ \ (n)] /Ot 0.0001

Relative Standard Uncertainty

*n, 6l¢tim sayising; Ort, ortalama deger; SD, standart sapmay1 ifade etmektedir
*n, represents the number of measurements; Ort, mean; SD, standard deviation

NIR metodu i¢in iki farkli konsantrasyonda da
GK, %98 olarak belirlenmistir. Bu deger kabul
edilebilir geri kazanim aralik degerine uygun
bulunmustur (Magnusson ve Ornemark, 2014).
Bu GK degerlerinin metot glvenilirligi kontrold
ise t testi ile gerceklestirilmis ve sonuglar uygun
olarak belirlenmistir. Toplamda yapilan 40 analiz
sonucunda ortalama geri kazanim degeri 0.98 ve
SD ise 0.001 olarak hesaplanmustir. Standart
belirsizlik (uy) ise SD’nin  Ol¢lim  sayisinin
karekokiine bélinerek 0.0001 olarak
belirlenmistir. Bu deger ortalamaya bélinerek
rolatif  belirsizlik  hesalanmistir  (Ellison  ve
Williams, 2012; Magnusson vd., 2012).

NIR Metodu igin Belirsizlik Kaynaklar1 ve
Toplam Belirsizlik

NIR metodu icin belirsizlik kaynaklari olarak
analistten kaynaklanan belirsizlik, standarttin
safligindan gelen belirsizlik, malzemeden gelen
hacim belirsizligi, kesinlik parametrelerinden
(Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Gretilebilirlik) gelen

belirsizlik ve geri kazanimdan gelen belirsizlik
olarak sayilabilmektedir (Magnusson vd., 2012).

Tekrarlanabilirlik ve tekrar uretilebilitlik icin
hesaplanan RSD degetleri standart belirsizlik
olarak ele alinir ve geri kazanim caligmasinda
hesaplanan rélatif standart belirsizlik (Uy) ile
birlikte  toplam  belirsizlik  hesaplamasinda
kullamlir. Bunlarin yaninda hacimden gelen
belirsizlik ve standardin  saflifindan  gelen
belirsizlik de hesaplanmustir (Ellison ve Williams,
2012; Magnusson vd., 2012).

Kullanillan  malzemelerin  Gstiinde  belirtilmis
sapma degerleri kullanilirsa B tipi belirsizlik olarak
degerlendirilip  dikd6értgen  dagilima  gore
hesaplama yapilirken, kalibrasyon sertifikalarin-
dan gelen sapmalar kullaniacak olursa A tipi
belirsizlik olarak degerlendirilir ve normal
dagilima gore belirsizlik hesaplamast gercekles-
tirilir (Ellison ve Williams, 2012; Anonymous,
2016a). Cam malzemeler i¢in kalibrasyon
sertifikalar1  verileri  kullanildigr icin A tipi
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belirsizlik olarak degerlendirilmis ve normal
dagilima gbre hesaplama yapilmistir. Buna gére
standart belirsizlik (uy), kalibrasyon sertifika-
larindan elde edilen Sl¢tim belirsizligi degerlerinin
2’ye bolinmesi ile hesaplanmigtir. Standart
belirsizlikler de kullanilan malzemelerin hacim
miktarina boélunerek rolatif standart belirsizlik
(Uy) olarak hesaplanmistir. Tim hacimden gelen
belirsizlik her bir malzeme icin tek tek
hesaplanarak birlesik rolatif standart belirsizlik
hesaplanmistir.

Standart safligindan gelen belirsizlikte standart
maddenin  dzerinde yazan saflik  degerleri

kullanildigy icin belirsizlik B tipidir ve dikd6rtgen
dagilima gore hesaplamalar gerceklestirilmistir
(Ellison ve Williams, 2012; Anonymous, 2016a).
Buna gore standart belirsizlik (uy), standardin
aciklamasindan elde edilen safsizlik degerlerinin
3e bolunmesi ile hesaplanmistir. Standart
belirsizlikler de standardin safligina bélinerek
rolatif standart belirsizlik (Uy) hesaplanmugtir.

Toplam belirsizlik birlesenleri ve biitgesi, birlesik
belirsizlik  (Usiesic) ve genisletilmis  belirsizlik
(UGenisletiimis) ¢izelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3.NIR Metodu Toplam Belirsizlik Bilesenleri ve Biitgesi
Table 3. Total Uncertainty Components and budget of NIR Method

Belirsizlik bilesenleri
Uncertainty Components

Rolatif Standart Belirsizlik
Relative Standard Uncertainty

U®)=u(x)/x

Tekrarlanabilirlik (RSDy) Repeatability
Tekrar Uretilebilirlik (RSDr) Reproducibility
Geri Kazanim (U(x)) Recovery

Standart Madde Belirsizligi (U(x)) Uncertainty of Chemical

Hacim Belirsizligi (U(x)) Uncertainty of Volume
U Birlestirilmis

U*Genigletilmis

0.0005
0.0003
0.0001
0.0006
0.0029
0.003
0.006

Ubirlestirilmis, birlestirilmis 6l¢tim belirsizligi; Usgeniglediimis, genisletilmis 6l¢im belirsizljgi; *%95 gliven arahgmda k=2 ile

carpilmustir

Ulirtestiriiis, Comtbined measurement uncertainty;, Uyisiini, expanded measurement uncertainty; * multiple with k:2 in %95 confident
Y Sy $l /S 5y gl

&

level

Birlestirilmis belirsizlik belli bir emniyet katsayist
ile carpilarak genisletilmis belirsizlik hesaplan-
mustir. Bu katsayr %95 gliven araligt icin 2’dir.
Genisgletilmis belirsizlik, 6l¢iim sonucu degerleri-
nin buyik bir kismint iceren aralik olarak
tanimlanir (Ellison ve Williams, 2012; Magnusson
vd., 2012). Bu sonucun 100 ile ¢arpilmasi ile de
yuzde 10.6 él¢tim belirsizligi degeri belirlenmistit.

SONUC

Alkollii igkilerde etil alkol tayininde kullanian
piknometrik, dansimetrik ve NIR metotlarinin
valide edilerek sonuglarinin karsilastirildigt bu
calismada her ¢ metodunda givenilir oldugu
belirlenmistir. Bunlardan NIR spektroskopisi

metodu verileri, hem tekrarlanabilitlik (RSD:
%0.05) hem de tekrar dretilebilirlik agisindan raki
ve sarapta diger metotlarin verilerinden daha iyi
sonuglar vermistir. Raki numuneleri icin RSD;
degeri %00.05 ve RSDr degeri %00.03 olarak, sarap
numuneleri i¢in ise RSD; degeri %0.05 ve RSDr
degeri %0.2 olarak belirlenmistir. Geri kazanim
(%98) calismast farkls iki konsantrasyonda basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir. Yontemler arasinda
istatistiksel olarak bir fark (P >0.05) gorilme-
mistir. Daha hizli bir yéntem olmasi ve damitma
gibi bir 6n hazithga ihtiyag¢ duyulmamas: NIR
metodunu daha ilgi cekici ve avantajli hale
getirmektedir. NIR metodunun validasyon ve
Olcim belirsizligi verileri daha giivenilir sonuglar



Alkol tayin metotlarinin validasyonu

vermistir. Bu nedenle etil alkol analizinin yogun
olarak  yapddigi isletmelerde veya analiz
laboratuvarlarinda NIR metodu 6nerilir.
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oz

Listeria monocytogenes, bagisikhigs baskianmuis bireylerde gastrointestinal problemler, nérolojik bozukluklar ve sepsis
gibi ciddi semptomlara ve yiiksek 6lim oranina sahip bir gida patojenidir. Listetiosisin 6limle sonuglanma orant
yaklasik %25, hastaneye kaldirlma orani ise %095’in tizerindedir. Bu nedenle giinimiizde héla artan bir gida
gtvenligi sorununu tegkil etmektedir. Olumsuz kogullarda uzun siire hayatta kalabilme ve biyofilm olusturabilme
yetenegi nedeniyle gida isleme ortamlarinin en 6nemli sorunlarindan biri L. wonocytogenes ile miicadeledir. Bu
miicadelede baslangic olarak, mikroorganizmanin kontaminasyon yollarini ve yayilmasina katkida bulunan
faktodrleri bilmek, antilisterial uygulamalar icin gerekli olmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda, dogru tasarlanan tesis,
ckipman, temizlik ve sanitasyon programlari, personel egitimi ve stirekli izleme sistemleri ile etkili bir mtcadele
saglanabilmektedir. Ancak artan biling ve 6nlemlere ragmen, bazi gida isletmelerinde ve gidalarda L. onocytogenes
tespit edilmektedir. Bu durum Liseria ile miicadelede antimikrobiyel bilesiklerin kullanimi, ohmik 1sitma, yiiksek
basing uygulamasi ve soguk plazma teknigi gibi bircok yeni yaklasimlarin gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu
detlemede, L. monocytogenes in gelisme kosullari, olast kontaminasyon kaynaklari, gida isleme tesislerinde yapilmast
gereken uygulamalar ve miicadelede yeni yaklagimlarin verilmesi amaclanmustir.

Anahtar kelimeler: L. zonocytogenes le miicadele, kontaminasyon kaynaklari, anti-listerial uygulamalar

LISTERIA MONOCYTOGENES IN FOOD FACILITIES
AND NEW APPROACHES FOR STRUGGLE

ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a food pathogen with high mortality and severe symptoms such as gastrointestinal,
sepsis, neurological disorders in immuno-suppressed individuals. The mortality rate of listeriosis is about
25% and the rate of hospitalization is over 95%. For this reason, it is still an increasing problem of food
safety. One of the most important problems of food processing environments is the struggle against L.
monocytogenes because of its ability to survive for long time under adverse conditions and to be capable of
producing biofilm. As a starting point in this struggle, it is necessary for anti-listerial applications to know
the ways in which microorganisms are contaminated and the factors contributing to their growth and
spread. In line with this information, an effective struggle can be achieved with properly designed facilities
and equipment, cleaning and sanitation programs, staff training and continuous monitoring systems.
However, despite increased awareness and precautions, L. monocytogenes are detected in some food
processing facilities and in foods. This necessitates many new approaches such as the use of antimicrobial
compounds in combating against Listeria, ohmic heating, high pressure application and cold plasma
technique. In this review, growth conditions of L. monocytogenes, potential sources of contamination,
applications to be made in food processing plants and new approaches to struggle are given.

Keywords: Struggle with L. monocytogenes, sources of contamination, anti-listerial applications
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GIRIS
Listeria  monocytogenes g1da  kaynaklt hastaliklara
sebep olan patojenlerin icerisinde en ylksek 6lim
oranina sahip bir gida patojenidir ve yilda yaklastk
200 milyon dolar maddi kayba yol a¢maktadir
(Luksiene ve Paskeviciute, 2011). Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (Center for Disease
Control and Prevention-CDC), Amerika’da her yil
1600 listeriosis vakasinin oldugunu, bunlarin 1500
adedinin hastaneye kaldirilma ve 260 vakanin ise
Olimle  sonuglandigini  tahmin  etmektedir
(Lourenco vd., 2017; Hammons ve Oliver, 2014).
Artan biling ve bulasmayt 6nleyici uygulamalara
ragmen, ayni kurulus 2015 yilinda dondurmaya
bulasmis L. monocytogenes kaynakli 10 vakanin
3’iniin 6limle sonuglandigint bildirmistir (Cizelge
1) (Leong vd., 2016). Hamile, yeni dogan, ¢ocuk,
yaslt ve bagisikligi baskilanmis kisilerde sagligt

ciddi oranda tehdit eden L. monocytogenes, sit ve
urinleri, et driinleri ve 6zellikle hazir gida tretimi
yapan isletmelerin 6ncelikli sorunlarindan biridir.
2002 yilinda Amerika’nin ikinci biytk kiimes
hayvanlart  sirketinin, 13000  tona  yakin
sogutulmus ve dondurulmus hindi ve tavuk
L. monocytogenes  bulagsma  stiphesi
nedeniyle geri cagirdigt ve urlnlerin 5 ayda
toplanabildigi ifade edilmektedir (Food Safety
Authority of Ireland, 2005). Son 15 yilda sadece
Avustralya’da 40’mn Uzerinde L.  monocytogenes
kaynakli geri ¢agirma oldugu ve 2005 yilinda
Giiney Avustralya’da bulunan kiictik bir sirketin
geri ¢agirma maliyetinin yaklasik 2 milyon dolar
oldugu bildirilmigtir (Meat and Livestock
Australia, 20006).

urununu

Cizelge 1. Farkh gidalarda raporlanan listeriosis salginlar

Yil Bolge Gida Vaka Sayist ~ Oliim Sayist  Referans
1985  ABD Meksika peyniri 142 48 (Meat and Livestok
Australia, 2006)
1987  Tsvigre Vacherin  Mont d'Or 122 34 (Melo vd., 2015)
peyniri
1988 Ingiltere Paté (Etli hamur isi) 355 94 (Meat and Livestok
Australia, 20006)
1990  Danimarka Kufld peynir 26 7 (Melo vd., 2015)
1992 Fransa Joleli domuz dili 279 85 (Meat and Livestok
Australia, 2006)
1998-  ABD Sosisli  sandvig  ve 101 21 (Meat and Livestok
1999 sarkiiteri etleri Australia, 2006)
2006 Almanya Yumusak peynir 189 26 (Melo vd., 2015)
2007  Notveg Camembert peyniri 17 3 (Melo vd., 2015)
2008 Kanada Peynir 92 NA* (Melo vd., 2015)
2009  Avusturya  Lor peyniri 34 8 (Melo vd., 2015)
2011 ABD Cantaloupe (Kavun tiirii) 147 33 (Khan vd., 2016)
2012 ABD Ricotta peyniti 22 4 (Melo vd., 2015)
2012 Ispanya Taze peynir 2 - (Leong vd., 2016)
2013-  Danimarka Baharatlh kuzu rulo, 41 17 (Leong vd., 2016)
2014 domuz eti, SOSss,
karaciger paté ve diger et
trtinleri
2014  ABD Karamelli elma 32 1 (Zhu vd., 2017)
2015 ABD Dondurma 10 3 (Leong vd., 2010)
2016  ABD Paketlenmis salata 19 1 (Zhu vd., 2017)

*NA; Belitlenemedi
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L. monocytogenes’in gida isleme tesislerine bulasma,
hayatta kalma ve ¢ogalmasint etkileyen faktotleri
bilmek, etkili kontrol stratejileri belirlemek icin
Onemlidir. [isteria cinsine ait 17 tiir oldugu ve L.
monocytogenesin - diinya  capinda  Ozellikle 3
serotipinin (4b, 1/2a ve 1/2b) insanlarda hastalik
olusturma oraninin  daha yiksek oldugu
belirtilmistir. (Weller vd., 2015; Ciccio vd., 2012).

Gram  pozitif, fakiltatif —anaerobik, spor
olusturmayan, 13 serotipe sahip L. monocytogenes
distik sicakliklarda gelisebilmekte ve bircok
mikroorganizmanin inhibe olabilecegi tuz ve asit
konsantrasyonuna karst direng gostermektedir
(Gizelge 2) (Luo vd., 2017; Rodrigues vd., 2017;
Hamedi vd., 2014).

Cizelge 2. L. monocytogenes gelisme ve hayatta kalma kogullar1 ( Sadekuzzaman vd., 2017; Melo vd., 2015;
Vilimaa vd., 2015; World Health Organization States, 2004)

Parametre Minimum Maksimum Optimum Hayatta kalabilir
ancak gelisemez

Sicaklik (°C) -1.5-3 45 30-37 -18

pH (pH) 4.2-4.3 9.4-9.5 7.0 3.3-4.2

Su aktivitesi (ay)  0.90-0.93 >0.99 0.97 <0.90

Tuz (%) <0.5 12-16 NA* 220

*NA; Belitlenemedi

Mikroorganizmalarin ~ gidalarda  gelismesi  ve
hayatta kalmasi, ortamin i¢ ve dis faktorleri ile
isleme  tekniklerine  baghdir.  Termizasyon,
pastOrizasyon ve sterilizasyon gibi 1sil islemler L.
monocytogenes gibi bircok patojenin Slmesini saglar
(Luksiene ve Paskeviciute, 2011). Ancak
uygulama sonrasi gidaya uygulanacak ileri islemler,
L. monocytogenesin tekrar bulasmasina neden olur.
Tiiketime hazir gidalar, tiiketici tarafindan 1sil
islem ya da Ozel bir hazitlik gerektirmeyen
gidalardir (Rodrigues vd., 2017). Bu sebeple L.
monocytogenes le kontamine gidalarin tiiketilmesi
sonucu meydana gelen listeriosisin en fazla
goruldigi gidalar, titketime hazir gidalardir.

Bakteriyel kalicilik, genetik olarak ayirt edilemeyen
aynt ortamdan izole edilmis suslarin uzun siire
varhg olarak ifade edilir (Nowak vd., 2017). L.
monocytogenesin kalicik oOzelligi tzerine yapilan
calismalar peynir Uretimi, et isleme, kiimes
hayvanlar1  gibi  bircok isletmede  yillarca
yasayabildigini gOstermektedir (Buchanan vd.,
2017). Genis sicaklik araliginda gelisebilme, aside
ve kurumaya karst dayanikli olma, sanitasyon
ajanlarina  diren¢  gOsterme  ve  biyofilm
olugturabilme  Ozelligi  sayesinde,  diger
mikroorganizmalara karst rekabeti kazanarak
gelismekte ve isletmede kalict olabilmektedir
(Leong vd., 2016). Biyofilm, biyotik veya abiyotik

bir yiizeye yapismis ve mikroorganizmanin
kendisi tarafindan tretilen hiicre dist polimerik
maddeler (EPS) icine gémuli mikroorganizma-
larin  baskin  bir yasam  bi¢imi  olarak
tanimlanmaktadir  (Sadekuzzaman vd., 2017).
Mikrobiyel biyofilmlerin temizleme ajanlarina ve
sanitasyona  karst daha direngli  oldugu
bilinmektedir (Nowak vd., 2017). Bu nedenle
biyofilm olusturma ile bakteriyel kalicilik arasinda
bir iliski oldugu disinilmektedir (Buchanan vd.,
2017; Leong vd., 2016; Schobitz vd., 2014).
Mikroorganizmalarda flagella, biyofilm olugumu-
nun ilk asamast icin gerekli olan yiizeye tutunmada
6nemli rol oynamaktadir. Ancak L. monocytogenes
suslarinin cogunun 30°C tzerindeki sicakliklarda
flagella olusturmadigi ve buna ragmen biyofilm
olusturabildigi gercegi, baska mekanizmalarin

biyofilm olusturmada etkili oldugunu
gostermektedir (Luo vd., 2017). L. monocytogenesin
zayiftan ~ orta  kuvvete  kadar  biyofilm

olusturabildigi, bazi suslarin abiyotik ytizeylere
cok siki tutundugu ve bunun yiizey 6zelligine baglt
L. monocytogenes’in paslanmaz ylzeylerde biyofilm
olusturabilmesi nedeniyle (Luo vd., 2017),
kontaminasyona neden olabilmekte ve bu durum
gidaya temas eden veya etmeyen tim ylzeylerin
kontrol altinda tutulmas: gerekliligini ortaya
koymaktadir.
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L. monocytogenesi gida isleme tesislerinden her
yerde  rastlanabilmesi,  proses alaninda
bulasabilmesi icin pek ¢ok olasi yolun olmasi ve
kalicilik 6zelligi nedeniyle, tamamen yok etmenin
neredeyse imkansiz oldugu sonucuna varilmistir
(Buchanan vd., 2017;Lee vd., 2017). Bu nedenle
ekipman ve ¢evrenin yeterli hijyene sahip olmast,
etkili temizlik ve sanitasyon prosediirlerinin
vatligl, personel uygulamalari, gida isleme alanina
personel ve triin-malzeme girislerinin bélgesel
olarak kisitlanmasi gibi 6nlemler ile gidalara
bulasmast engellenebilir. Bu derleme ile L.
monocytogenes  kontaminasyon kaynaklarinin
belirlenmesi, kontaminasyonu azaltmak i¢in alina-
cak 6nlemler, pozitif sonug sonrast uygulamalarin
arastirlldigt calismalarin irdelenmesi amaglanmus
ve stirekli kontrol-dogrulama igin ¢evresel patojen
izleme programinin 6nemi vurgulanmigtir.

OLASI KONTAMINASYON
KAYNAKLARI

L. monocytogenes bulasmasini en aza indirmek ya da
kontrol altna almak i¢in kontaminasyon

kaynaklarinin bilinmesi 6énemlidir. Ham madde,
cevre-ckipman ve personel baslica kaynaklar
olarak belirlenmistir (Hicks vd., 2004). Tarladan
sofraya kadar gida zincirinin tiim basamaklarinda
L. monocytogenes’in bulagsmast olasidir. Et, kiimes
hayvanlari, bazt meyve ve sebzeler, deniz Griinleri
ve ¢ig sit gibi ham maddeler L. monocytogenes’i
isletme icerisine tasir (Lakicevic vd., 2015). Bu
nedenle farkh gida sektorlerinde L. monocytogenes
bulunma olasilig: farkli olabilmektedir. Ug yil
boyunca 16 stit, 18 et, 15 deniz triinleri ve 5 sebze
isletmesinin gontlld kathmiyla L. monocytogenes

isletmesinden sadece 10 isletmede (1 adet siit, 3 et,
6 deniz urinler) L. monocytogenes’in olmadig
belirtilmistir. Aynt calismada farkli sektorler
arasinda L. monocytogenes pozitif test oraninin
anlaml olarak farklt oldugu, L. monocytogenes'in en
az deniz Urtnleri isletmelerinde (%1.7) gortldigu
ve bunu sit (%3.7), et (%4.3) ve sebze
isletmelerinin (%9.5) takip ettigi tespit edilmistir
(Leong vd., 2017). Sektorel farkliligin yant sira,
isletme ortammin ve ekipmanlarin  fiziksel
durumu mikroorganizmalarin gelisimini dogrudan
etkilemektedir. Isletme ortamt kuru oldugunda I..
monocytogenes  gelisimi  smirlanmaktadir.  Isleme
proseslerinin sonrasinda temizlikte kullanian su,
Ozellikle yitksek basing hortumlari, patojenlerin
acrosollar yoluyla isletmeye yogun bir sekilde

yayllmasina olanak saglar. L.  monocytogenes
isletmeye kontamine olduktan sonra
cogalabilecegi nemli ve girintilerin  oldugu

noktalari tercih eder. Eger gida isleme cevresinde
temizlik ve  sanitasyon  proseditleri  iyi
tasarlanmamis veya yeterince uygulanmiyorsa,
standart sanitasyon uygulamasi ile giderilemeyen
biyofilm olusumu goriiliir. Bu noktalar gida isleme
sirecinde, Onemli kontaminasyon kaynagini
olusturur (Lakicevic vd., 2015). Dilimleyiciler,
gida tagima arabalarinin tekerlekleri,  gida
hazirlama  sehpalarindaki  ¢atlaklar, sogutma
odalarindaki sogutma fanlart gibi temizlenmesi
zor ekipmanlar, L. smonocytogenes gelisimi icin
mikemmel bir ortam yaratir. Tim bu yiizeyler ile
dogrudan ya da dolayl olarak temasta olan gida,
bakteri ile kontamine olur (Cizelge 3) (Cutter vd.,
2006).

vathginin  arastinldigs  calismada, 54  gida
Cizelge 3. Gida isleme tesislerindeki bulasma kaynaklart
Dogrudan Dolaylt
Konveyétler Giderler
Konteynirlar Zemin
El aletleri Duvarlar
Dilimleme, parcalama, kesme makineleri Tagima araclari (forklift)
Personel kiyafetleri Hava, buhar
Eldivenler Su
Doldurma ve paketleme makineleri Bakim ekipmanlari

Salamura ve diger soliisyonlar

Temizlik ekipmanlar (firca, bez, kova)
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KONTAMINASYON RiSKINI
AZALTMAK ICIN YAPILACAK
UYGULAMALAR

Gida ve Tarim Orgiitii (FDA) ve Gida Giivenligi
ve Denetleme Servisi (FSIS) 2003 yilinda
yayinladiklari risk degerlendirmesinin ardindan,
Listeria  kontroline dayanan  diizenlemelere
onculik etmekte ve alinacak tedbitleri anlatan
kilavuzlar yayinlamaktadir. Ayrica gida endistrisi
de,  tiketime  hazir  gida  iriinlerinin
formilasyonunda antimikrobiyel ajanlarin  ve
inhibitérlerin kullaniminin artmast, sanitasyon ve
cevresel izleme programlarinin iyilestirilmesi de
dahil olmak tzere, gida iretim ve isleme
biciminde Onerilen  degisiklikler konusunda
rehberlik etmektedir (Luchansky vd., 2017). Etkili
bir L. monocytogenes kontroli icin, detaylt olarak
tamimlanmus is akist, etkili temizlik prosediitlerinin
varlig, girdilerin  mikrobiyolojik  kontroli,
personel egitimleri, dretim alanlarinin yerlesimi,
hijyenik ekipman tasarimy, isletme ortamimin hava
ve nem kontrold, attk yonetimi ve dizenli
uygulanan bir ¢evresel patojen izleme programi
onerilmektedir (Fox vd., 2015; Tompkin, 2002).

Ham Madde ve Yardimci Malzemelerin
Kontrolii

L. monocytogenes siklikla hayvansal ya da hayvan
kokenli ham maddelerde ve ¢ig sebzelerde
bulunur (Leong vd., 2016). Bunlarin yani sira
katkilar, paketleme materyalleri ve kimyasallar gibi
gida isleme alanlarina giren her ham madde ve
diger vyardimct malzemeler L.  monocytogenes
kontaminasyonunun potansiyel kaynaklaridir. Bu
dogrultuda, gelen urtinlerin ambalajlarinin gida
isleme alanlart disinda cikartilarak, ambalajdan
gelebilecek kontaminasyonu engellemek
mumkiindir. Alinacak bagka bir 6nlem ise ham
madde ve diger girdi malzemelerinin tedarikei
firmalar1 denetlenerek, Listeria spp. icin gida
givenligi programlarinin tesvik edilmesi, bu
sayede bilincin arttirtlmasint saglamaktr. Gelen
ham madde ve dUretime yardima diger
malzemelerin periyodik olarak L. monocytogenes
analizlerinin yapilmast ve satin alma siirecinde
kriter olarak degerlendirilmesi, isletme icerisine L.
monocytogenes tasinmasint 6nemli Slciide azaltacak
bir uygulamadir (NSW Government, 2010).

Isletme Konumu, Tasarimi ve Yapist

L. monocytogenes in  (ve diger patojenlerin)
kontrolinde, L. monocytogenes'in gelismesini, capraz
kontaminasyon ve tekrar bulasma risklerini en aza
indirgemek icin bir isletmenin konumu, tasarimi,
yapimi ve diizeni 6nemlidir. Zayif tasarim, bina ve
ekipman  dlzeni, tesislerin etkin gsekilde
temizlenmesine yonelik c¢abalari engelleyecektir.
Oncelikle isletmelerin hagere girisini  6nleyen
sinirlarla gevrili olmast saglanmalidir. Isletme
cevresinde uygun drenaj icin egim verilmeli ve
isletme cevresi 1sitklandirmalart bocek, sinek ve
kemiricileri engelleyecek sekilde konumlandiril-
mahdir. Gida iglemenin yapildigr tim alanlar
yeterli temizlige elverisli ve minimum nem
birikimi olacak sekilde tasarlanmalidir. Uretim
yapilan bir isletmede bakim, onarim ya da insa
calismalari sirasinda, Uretim alani bu ortamlardan
etkin bir sekilde izole edilmelidir. Yapim, bakim
ve onarim esnasinda izleme programlar sikligt ve
orneklem sayist arttirdmalidie  (Food  Safety
Authority of Ireland, 2005). Gida isleme
tesislerinde yiizeylerde kondens olusumunu en
aza indirmek icin dogru havalandirma sistemleri
kullandmalidir. Aksi takdirde Grin igerisine disen
damla ve aerosoller L. wmonocytogenes kaynagi
olabilir (Codex Alimentarus Comission, 2007).

Ekipman Dizaym ve Bakimi

Ekipmanlarin hijyenik tasarimi, en 6nemli patojen
kontrol prensiplerinden biridir. Bir gida isleme
firmasinda calisan personellerin  katddigr  bir
ankette, zayif hijyenik tasaim  nedeniyle
paketleme makineleri, konvey6rler ve
dilimleyicilerin en sorunlu bdlgeler olduklar
raporlanmustir (Schifer vd., 2017). Temizlenmesi
zor yuzeyler ve kor noktalar sanitasyon dongusii
sonunda temizlenemez ve bu yiizeyler mikroorga-
nizmalar i¢in uygun bir barinak haline gelir.
Temizlenebilirligi daha iyi degerlendirmek ve
iyilestirmeleri belirlemek i¢in, sanitasyon siireci
boyunca gézlem yapimast ve mikrobiyolojik
analizlerle sonuglarin  degerlendirmesi  olast
noktalarin elimine edilmesini saglar (Innovation
Center for U.S. Dairy, 2015). Ozellikle gidaya
temas eden ekipman yiizeylerinin plrtzsiiz olmast
temizligin etkinligini arttirir (NSW Government,
2016). Ekipman yerlesiminin yere ve giderlere ¢cok
yakin konumlandirilmasi, yer temizligi sirasinda
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drenaj sistemlerindeki stvi seviyesinin artmastyla
birlikte kontaminasyona neden olmakta ve L.
monocytogenes  kontrolinii zotlastirmaktadir
(Tompkin, 2002). Ekipmanlardaki catlaklar,
uygun olmayan kaynak isleri, asinmis contalar
temizlik ve dezenfeksiyon sonrasinda organik
madde barindirmakta ve bu nedenle periyodik
makine bakimlari ile olast L. monocytogenes yasama
alanlari yok edilebilmektedir (Codex Alimentarus
Comission, 2007).

Bolgesel Ayrimin Yapilmasi

Isletmenin hijyenik bolgelere ayrilmasi, capraz
bulagsmanin énlenmesinde hayati bir gerekliliktir.
Ddastik ve yiksek riske sahip bolgelerin fiziksel
ayrimi ile L. monocytogenes’in tasinmast engellene-
bilmektedir. Bu bolgelere gbre personel, malzeme,
ekipman ve dUrin akismi yonetmek, capraz
kontaminasyon potansiyelini 6nemli dl¢tide azaltir
(Fox vd., 2015; Innovation Center for U.S. Dairy,
2015). Cig ve hazir bitmis drtinler, Giretim alanlar
ve depolarda fiziksel olarak ayrilmalidir. Bitmis
trinin imalati ile ilgili gida ekipmanlarinin ytkama
alanlari, bitmis triin isleme alanindan ayrt bir
yerde bulunmalidir. Su varligt L. monocytogenes'in
gelisimini ve yaylmasint arttrdigindan, hazir
uriinlerin = gevreye birakildigi  odalar
mimkin oldugu kadar kuru kalacak sekilde
tasarlanmalidir. Kap, palet, araba, forklift ve mobil
raflar capraz bulasmay1 en aza indirgemek i¢in ¢ig
trtinin  bulundugu bolgede ve bitmis Uriin
alanlarinda sabit olarak kullandmali, yiiksek riskli
alandan dustk riskli alana gecis engellenmelidir.
Bunun pratik olmadigi durumlarda, bitmis tiriin

maruz

alanina  girmeden 6nce temizlenmeli ve
dezenfekte  edilmeliditler.  Cig  driinlerin
bulundugu  bélgede  kullanilan  temizleme

ekipmanlart ile hazir Grinlerin - bulundugu
bélgedeki temizleme ekipmanlart ayrilms olmali
ve renk veya tanimlamalar ile kolaylikla ayirt
edilebilmelidir (Codex Alimentarus Comission,
2007).

Temizlik ve Sanitasyon Programlari

Isletmedeki tim ekipmanlari ve yiizeyleri
kapsayacak temizlik ve sanitasyon programlart
hazirlanmalidir.  Bu  prosedurler, kullanilacak
kimyasallarin adlart ve tirlerini, islemin nasil ve
kim tarafindan yapilacagini, temizligin sikligint

icermelidir  (Schifer vd., 2017). Kimyasallar,
tavsiye edilen konsantrasyon, siite ve sicaklikta
uygulanmalidir. Genel olarak, dezenfektanlar
etkisiz bir temizleme prosediriiniin ardindan bir
yluzeyde kalan biyofilm matrisine niifuz edemez
ve bu nedenle yasayan hiicrelerin  tamami
isletmeden arindirtlamaz. Temizlik, gida isleme
ekipmanlarinin L. monocytogenes istilasina  karst
korumada ik adimdir ve biyik 6nem
tasitmaktadir. Temizleme islemi, yiizeye bagl
mikroorganizmalarin %9011 ortamdan uzak-
lasturir ancak onlant Sldirmek icin yeterli bir
uygulama degildir. Bu nedenle temizleme sonrast
dezenfeksiyon — uygulanmast  Snerilmektedir
(Simoes, 2010).

Personel Hijyeni ve Egitimi

Saglikli yetiskinlerin %1-10"anun L. monocytogenes
tastyicist oldugu belirtilmistir. Uygun olmayan el
yikama veya kirli is elbiseleri gibi personel
uygulamalari, gida ve ekipmanin L. monocytogenes ile
capraz bulasmasina neden olabilir (Lakicevic ve
Nastasijevic, 2017; Strydom vd., 2016). Gida
islemede calisan personelin yant sira yardimct
isletme calisanlari ve bakim personellerinin de
aynt  bilince sahip olmalart  gerekmektedir.
Aarnisolo ve ark. (2006) bakim personelinin
islerinin dogast geregi gida isleme cevresi icin
potansiyel kontaminasyon kaynagi olduklarint ve
yeterli hijyen egitimleri almadiklarini belirtmis-
lerdir. Etkili bir L. monocytogenes kontrol programi
icin, her bir ¢alisanin program icindeki roliind iyi
anlamasi gerekir. Calisanlarin is birligi yapmadigt
veya neler yapmast beklendigini anlamadiklari bir
ortamda kontrol stratejileri belirlenmis olsa da
uygulanma basarisi beklenmemelidir. Personel
egitimi, isletmede ¢alisan tiim personeli kapsayan
L. monogytogenesin - 6neminin  anlatldigt  temel
egitimden baglamalidir. Bitmis driin ortaminda
calisan personel icin ise ¢apraz kontaminasyonun
nasil 6nlenecegini anladiklar egitim verilmelidir.
Ayrica temizlik ve sanitasyon faaliyetlerini birebir
yurtten personelin Listeria kontaminasyonunu
azaltmak ya da ortadan kaldirmak icin dikkat
etmeleri gerekenleri anlatan bir egitim miicadele
icin faydali olacaktir (Hicks vd., 2004).
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Sicaklik ve Nem Kontrolii

Cevre sicakligt hem gida giivenligi hem de calisan
saglhgl ve glvenligi icin 6nemlidir. Bu nedenle
uygulamalar, calisan rahathgt ve gida giivenligi ile
baglantili olarak yapilmalidir. Ozellikle yiiksek
riskli  bolgeler olarak adlandirilan  isleme,
hazirlama ve paketlemenin yapildigt ortamlarda
ideal sicaklik olarak 10°C o6nerilmektedir. Bu
sicakligin L. monocytogenes gelisimine izin verdigi
ancak gelisimi geciktirdigi tespit edilmistir. Ayrica
10°C’den daha dusuk sicakliklarda calisan sagligt
riske gireceginden, bazt tedbirler alinmasi
gerekmektedir (Food Safety Authority of Ireland,
2005). Sicakhk (4°C, 10°C ve 21°C) ve nem
oraninin (%11, %50 ve %85) L. monocytogenes
tzerindeki etkisinin arastirddigi calismada, digik
sicaklik ve %50 nem igerigine sahip ortamlarda
bakteri gelisiminin arttd1 ancak disik nem
iceriginde (%11) tim sicakliklarda L. monocytogenes
sayisinin  azaldigi  belirtilmis, isletmelerin nem
kontroline yeteri kadar 6énem vermedigi ifade
edilmistir (Redfern ve Verran, 2017).

Hava ve Su Kalitesinin Kontrolii

Isletmede hava; kurutma, karistirma, paketleme,
tasima, temizlik ve makinenin ¢alismast icin
gerekli  olan  sistemlerde  kullanilmaktadir.
Dogrudan gidaya temas edecek havanin
filtrelerden gegirilerek verilmesi ve yiiksek riskli
alanlar olarak belirtilen bitmis trlin alanlarinda
pozitif basincl ortam yaratilmasi Onerilmektedir
(Food Safety Authority of Ireland, 2005).
Mekanik aksamlarda kullanilan basingli hava .

monocytogenes  kontaminasyon  kaynag olarak
tanimlanmustir. Bu nedenle basinglt  havanin
kullanimi sinirlandirilmalt ve havanin
mikrobiyolojik  gelismeyi en aza indirecek

kurulukta olmasi gerekmektedir (Tompkin, 2002).
Uriin proseslerinde girdi olarak ve gidalarin
hazirlanmasinda kullanilan su icilebilir nitelikte
olmalidir. Tesisin icine girecek suyun icilebilir
kalitede olmadigi durumlarda, kullanimdan 6nce
suya uygun islemler uygulanmalidir (Food Safety
Authority of Ireland, 2005).

Kontroliin Dogrulanmasi

L. monocytogenes saprofit yasam bicimi nedeniyle
gida isleme cevresinde olduke¢a fazla bulunmak-
tadir. Isletmede hijyen bariyer uygulamalari

astdiginda L. monocytogenes  kontaminasyonu
tetiklenebilir (Muhterem-Uyar vd., 2015). Etkili
Patojen Cevre Izleme (PEM) programlar, Listeria
kontrol programlarinin ve stratejilerinin etkinligini
izlemeye, tesis tasariminin ve altyapinin drtnlerin
givenli bir sekilde tretimini ve tasinmasint
destekleyip desteklemedigini belitlemeye yardimet
olur. Genel izleme saglamanin yani sira etkili PEM
programlari tesislerdeki belirli sorunlu bolgelerin
belirlenmesini saglar (Simmons ve Wiedmann,
2017). Cevresel patojen izleme programinn,
kontrolii degerlendirmede &zellikle de bir proses
kontrol bakist ile yaklasildiginda, daha iyi ve daha
uygun maliyetli bir Olgiit olduguna karar
verilmistir. Ideal olarak, veriler olast bir kontrol
kaybini belirten egilimleri saptamak ve zamaninda
dizeltici eylemler gerceklestirmek icin kullanilir
(Fox vd., 2015). Bazi kilavuzlar ve literatiir
calismalari, gidaya temas eden ve etmeyen tim
ckipman ve alanlar i¢in 6rnekleme bélgelerinin
olusturulmasint  6nermekteditler.  Genellikle,
cevresel 6rnekleme alanlari dort bolge; (i) gidaya
temas eden yizeyler, (ii) gidaya temas etmeyen
ancak gidaya temas eden ylzeylere yakin yiizeyler,
(i) islenmis trin alaninda bulunan ancak gida
veya gida ile temas eden yiizeylerin yakininda
olmayan yuzeyler, (iv) islenmis Urinin maruz
kaldigi  alanin  disindaki  yiizeyler  olarak
siniflandirilmaktadir  (Simmons ve Wiedmann,
2017).

Bir 6rnekleme programinin nihai hedefi, driin
temas ylzeyl Orneklerinin hepsinin olumsuz
(Listeria negatif) sonuglar vermesi igin ¢evreyi
kontrol etmektir. Eger Listeria pozitif bir sonug
alinirsa  diizeltici 6nlem alinmahdir. Etkili bir
kontrol programi ile tespit edilen pozitif sonuglar
"basar1" olarak degetlendirilmelidir, ¢iinki izleme
programinin etkili oldugunu, sorunun
dizeltilebilecegini ve tiketicinin korunmasinin
saglanabilecegini gOsterir. Bu asamada tretim
alan1 ve ekipman diizenini gosteren basit bir
harita, pozitif sonuglarin isaretlenerek bulasma
kaynaginin tespit edilmesinde yararli olmaktadir.
Onleyici faaliyet olarak pozitif numunenin
kaynagt olan ekipman sokiilmeli, temizlenmeli ve
sanite edilmelidit (Muhterem-Uyar vd., 2015,
Tompkin, 2002).
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LISTERIA MONOCYTOGENESILE
MUCAEDELEDE YENI YAKLASIMLAR
Gida kaynakli hastaliklara neden olan Listeria,
Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter gibi 6nde
gelen  patojenler  biyofilm  olusturabilme
yetenegine sahiptir ve gida endistrisinde énemli
bir giivenlik teskil eder. Biyofilm
olusumunu 6nlemede, dogal maddeler, ¢ekirdek
algilama inhibisyonu, ultrason, UV-C radyasyon,
soguk oksijen plazmasi, bakterisidal kaplama ve
bakteriyofajlar gibi sayisiz fiziksel, kimyasal ve
biyolojik  strateji  Onerilmistir.  Ancak  bu
yontemlerin  etkinligi sinirlt  olmakla  birlikte,
tekniklerden ¢ogu maliyet ve uygulama zorlugu
acisindan endistriye uygun degildir. Yine de bu
yontemler arasinda bakteriyofaj uygulamasi gida
ve temas eden ylzeylerde biyofilm olusumunu
yok etmede en etkili yontemler arasinda
degerlendirilmektedir (Sadekuzzaman vd., 2017;
Hong vd., 2015). Fermente drtnler dretiminde
bakteriyofajlar risk olarak goriilse de, bakteriyofaj
preparatlart FDA tarafindan GRAS (Generally
Recognized As Safe) statiisinde degetlen-
dirilmektedir (Hagens ve Loessner, 2010).
Bakteriyofaj teknigi farkhi depolama kosullarinda
da etkilidir ve gidanin aromasini ve besleyici
degerlerini degistirmemektedir. Ticari bakteriyofaj
preparatlart  (ListShield™,  Salmo  Fresh™,
EcoShield™,  Listex™)  Amerika, Kanada,
Avustralya’da isletme gevresinin ve ekipmanlarin
patojenden arindirilmast amactyla kullanimak-
tadir (Yang vd., 2017). Sadekuzzaman ve ark.
(2017)  tarafindan 1.0 x 108 PFU/mL
ListShield™’in marul, paslanmaz celik ve kauguk
malzemelerdeki  etkinliginin  degerlendirildigi
calismada, 2 saat sonunda tim ylzeylerde
inaktivasyonun kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirtilmistir. Bir baska
calismada, ListShield™ ve Listex™ P100
bakteriyofaj preparatlarinin kurutulmus jambon
ve paslanmaz ¢elik ylzeylerdeki biyofilm

sorunu

lizasindaki  etkinlikleri — degerlendirilmis  ve
ListShiel™nin  incelenen L. monocytogenes
suslarinin = %100’Gntn  lizasinda  etkili  iken,

Listex™ P100’in sadece %064’inde etkili oldugu
tespit edilmistir (Gutiérrez vd., 2017).

Diger bir biyokontrol stratejisi ise enzim temeline
dayanan kimyasallarin  kullanimidir.  Biyolojik
esaslt temizleyici ya da yesil kimyasallar olarak

adlandirilan  proteolitik ve glikolitik enzimler,
biyofilm olusumunun giderilmesinde alternatif
olarak goriilmektedir. Ozellikle bazi enzimler ile
diger uygulamalarin birlikte kullaniminin sinetjik
etkiye sahip oldugu raporlanmistir (Simoes, 2010).
L. monocytogenes'in olusturdugu biyofilme DNaz 1
ve proteinaz K’nin etkisinin  arastirildigt
calismada, proteinaz K’nin DNaz I enzimine
kiyasla daha etkili bir ajan oldugu ve potansiyel bir
inhibitér olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir
(Nguyen ve Burrows, 2014).

Gida  patojenleri  izerine  antimikrobiyel
maddelerin etkili oldugu bir¢ok c¢alismada ortaya
konmustur (Lourenco vd., 2017; Oloketuyi ve
Khan, 2017; Abdollahzadeh vd., 2014; Ivana vd.,
2014; Stasiewicz vd., 2011).Monolaurin, laktik asit
(%060), sodyum laktat (%055,7), sodyum diasetat
(%o4), nisin, kaprilik asidin, queso fresco (Meksika
peyniri) tdzerinde L. monocytogenes gelisiminin
incelendigi ¢alismada, nisin ve kaprilik asit
uygulamasinin  en  etkili yoéntem  oldugu,
uygulamanin  yapildigi {riinlerde  tiiketicilerin
aromada farklilik algiladiklar ancak duyusal olarak
kabul edilebilir olarak puanladiklart belirtilmistir
(Lourenco vd., 2017). Saini ve ark. (2013) laurik
asidin tiirevi olan laurik arjiantin paslanmaz celik
yuzeylerde L. monocytogenes gelisimi tizerine etkisini
incelemislerdir. Uygulama stiresi ve konsantras-
yonun etkisinin de incelendigi ¢alismada, 100 ve
200 ppm laurik arjinatin 5 dakika uygulamasinin
kontrol grubu ile benzer sayida bakteri icerdigi,
ancak 15 dakika uygulamanin kontrol grubu ile
farkli oldugu tespit edilmistir.

L. monocytogenes’in biyofilm olusturmasini 6nlemek
ve patojenleri ortadan kaldirmak icin yeni bir
yaklastm  olarak, laktik asit bakterilerinin
metabolitleri olan nisin, laurisidin, reuterin,
pediosin, diversin, piskikolin, enterosin gibi
bakteriyosinlerin birlikte ve bireysel kullanimi
tzerine calismalar artmistir (Aspri vd., 2017; Wu
vd., 2017; Simoes, 2010). Marques ve ark. (2017)
dilimlenmis Prato peynirinde, L. monocytogenes
kontrolini hedefleyen, Lactobacillus curvatus P99
susu tarafindan dretilen bakteriyosin benzeri
maddeletle biyobozunur bir filmin etkisini
belitlemeyi amaglamiglardir. Calismada, farkl
mikroorganizmalara ve L. monocytogenes’e karsi,
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Lactobacillus  curvatus P99 susu  hiicresiz
stipernatantinin  (cell-free  supernatant)  etki
spektrumu, minimum inhibisyon (MIC) ve
bakterisidal (MBC) konsantrasyonlari belirlen-
mistir.  P99-CFS’nin  minimal  bakterisidal
konsantrasyonunu iceren filmin, "Prato" peyniri
dilimlerinde L. mwnocytogenes  Scott  A’nin
kontrolinde etkili oldugu ve 30 glnliik aktivitenin

devam ettigi belirtilmistir.

Taze yiyeceklerde patojen inhibisyonu igin, klorlu
su, organik asitler, UV-C radyasyon ve ultrason
gibi 1sil olmayan uygulamalar Onerilmektedir.
Ancak tiiketicinin kimyasal ajanlara karst artan
endisesi nedeniyle, dogal antimikrobiyel ajanlara
ilgi artmistir. Aspir tohumu ekstraktinin taze
marul  Uzerine astlanmus L. monocytogenes
inaktivasyonundaki etkisinin arastirldigi ¢alisma-
da, E. o/ O157:H7, §. Typhimurium, L.
monocytogenes, ve S. aurens arasinda en yuksek
antimikrobiyel etkinin L. monocytogenes tzerinde
oldugu belirtilmis ve gida endistrisine L.
monocytogenes ile mucadelede yeni antmikrobiyel
ajan olarak Onerilmistir (Son vd., 2017). Sosis
yuzeyinin kitosan matriksli fitokimyasallar ile
kaplandigi calismada, et ylzeyinde hayatta kalmak
igin kritik olan L. monocytogenes genlerinin lipit
oksidasyonunu ve ifadesini azalttig1 belirlenmis ve
fitokimyasallarin ~ etkili bir proses sonrasi
antimikrobiyel kaplama olarak kullanilabilecegi
ifade edilmistir (Upadhyay vd., 2015).

Ohmik 1sitma ve ¢esitli ugucu yag bilesenlerinin
birlikte ve ayrt ayri kullaniminin bazi patojenler
tzerindeki etkisinin incelendigi ¢alisgmada, ohmik
1sitma + sitral’in E. ¢/ O157:H7, §. Typhimurium
ve L. monocytogenes inaktivasyonunda sinerjik
etkisinin oldugu ancak ohmik 1sitma+ timolun L.
monocytogenes izerinde herhangi bir sinerjik etkinin
bulunmadigi tespit edilmistir (Kim ve Kang,
2017).

Amerika Bitlesik Devletleri’'nde 1997 yilinda
GRAS statiisti altinda degerlendirilen ozon gaz,
FDA tarafindan 2001 yilinda gida trtnleriyle
dogrudan temas icin resmi olarak onaylanmistir
(Vaz-Velho vd., 20006). L. monocytogenes inokile
edilmis cavdar tohumlarina 20 dakika siireyle 21.3
+ 0.2 ug/ml konsantrasyona sahip sulandirilmis

ozonun 1.48 log KOB/g azalma sagladigt
belirtilmistir (Khan vd., 2016).

Yiksek basing uygulamasi gidayr mikroorganiz-
malardan arindirmada etkili bir yontem olarak
gorilmektedir. Lucore ve ark. (2000) dokuz
dakikanin tzerinde 300, 500 ve 700 MPa yiiksek
basing uygulamasinin L. wonocytogenes sayisint
sirastyla 1, >3 ve >5 log azalttigini tespit
etmislerdir. Tiketime hazir gidalar icin 2009
yilindan itibaren ticari olarak yiksek basing
uygulamast kullanilmaya baslanmistir (Khan vd.,
2016).

Gida islemede 1si uygulamalar ¢ogu patojeni
etkisiz hale getirmekle bitlikte, 1s1l islem her ytzey
ve ambalaj icin uygulanabilir olmadigindan,
iyonize radyasyon, ultraviyole, atmosfer basinglt
plazma gibi yontemler gelistirilmistir (Miks-
Krajnik  vd., 2017). Bunlara ilave olarak,
gintimiizde yiizey sterilizasyonunda yeni ve umut
verici bir yaklasim olan fotosensitizasyon ile
patojen inhibisyonu icin ¢aligmalar devam
etmektedir. Fotosensitizasyon ile hiicre zart
bozulmasi, enzim inaktivasyonu veya DNA
hasarina neden olan fotokimyasal reaksiyonlar
indtklenir ve bu, mikroorganizmanin inaktivas-
yonu ile sonuglanir. Luksiene ve ark. (2011), suda
¢bziinebilen bir katki maddesi olan (E140) Na-
klorofilin (Na-Chl)’in L. monocytogenes ATCL3C
7644 ve B. cerens ATCC 12826 tizerindeki etkisini
incelemislerdir. Bakterilerin 2 dakika 7.5x107 M
konsantrasyon Na-klorofilin ile mudahalesi
sonucunda, 7 log azalma tespit edilmistir. Ayni
calismada L. monocytogenesin  B. cerens’a  gore
fotosensitizasyona ~ daha  duyarll  oldugu
belirtilmistir.

SONUC

Gida islemede L. monocytogenes ile miicadelede
farklt uygulamalarin antilisterial potansiyelleri de
farkli olmaktadir. Gida ortaminin  kimyasal
bilesimi, fiziksel durumu, gida matriksi gibi
degiskenler,  secilen  yontemin  basarisint
etkilemektedir. Bu nedenle yeni ve umut verici
alternatif miicadele yontemlerinin gercek gida
sistemlerinde uzun bir siire denenmesi, lireticiden
ve tiketiciden gelen olumsuz geri bildirimlerin
degerlendirilmesi gibi uygulamalarin bir gereklilik
oldugu dustiniilmektedir.
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oz

Sunulan bu ¢alismada Maras tarhanasi iiretiminde yogurda alternatif olarak kefir kullamlmis olup son tirtiniin
bazi kimyasal ve tekstirel Ozellikleri ile antioksidan kapasiteleri ve toplam fenolik madde igerikleri
karsilastirilmistir. Kimyasal analizler sonucunda yogurda alternatif olarak kefir kullanimi ile pH, kiil, nem, yag
ve protein miktarlarinda 6nemli bir degisim gézlenmemistir (P> 0.05). Ancak toplam asitlik miktarinda
Onemli bir azalma (yogurtlu %11.23, kefirli %7.63) gozlenmistir (P< 0.05). Diger taraftan tekstiirel
Ozelliklerden citirlik (yogurtlu 105.98 g, kefirli 82.01 g) ve sertlik (yogurtlu 506.21£35.880 g, kefirli
276.72%15.558 g) degerlerinde 6nemli bir azalma gézlenirken (P <0.05), kirlganhik (yogurtlu 1.04 mm, kefirli
1.06 mm) degerleri benzerlik géstermistir (P> 0.05). Ayrica yogurda alternatif olarak kefir kullanimi ile son
urtinin antioksidan kapasitesinde 6nemli bir artis (yogurtlu 0.7820.031 pmol troloks/g, kefirli 0.85£0.048
pmol troloks/g) oldugu belitlenmistir (P <0.05). Sonug olarak antioksidan kapasitesi dolayisiyla raf 6mri
daha uzun bir iriin elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Maras tarhanas, kefir, toplam fenolik madde, antioksidan kapasite, tekstiir

THE EFFECTS OF KEFIR USAGE ON PROPERTIES OF TARHANA CIPS

ABSTRACT

In this study, kefir was used instead of yoghurt in the production of tarhana cips. Some chemical and
textural properties, antioxidant capacities and total phenolic content of the final product were
compared. No significant change in the amounts of pH, ash, moisture, fat and protein was observed
with the use of kefir instead of yoghurt (P> 0.05). However, a significant decrease in total acidity
(11.23% for yoghurt and 7.63% for kefir) was obtained (P< 0.05). Fracturability (1.04 mm for
yoghurt, 1.06 mm for kefir) values were similar (P> 0.05); however, there were significant decreases
in brittleness (105.98 g for yoghurt, 82.01 g for kefir) and hardness (yoghurt 506.21+35.880 ¢ for
yoghurt, 276.72+15.558 ¢ for kefir) (P< 0.05). The use of kefir instead of yoghurt increased
significantly the antioxidant capacity of the final product (0.78+0.031 umol trolox / g for yoghurt,
0.8520.048 umol trolox / g for kefir) (P< 0.05). As a result, a product with a longer shelf life was
obtained due to its antioxidant capacity.

Keywords: Tarhana cips, kefir, total phenolic compound, antioxidant capacity, texture
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Maras Tarhanasinda Kefir Kullanimi

GIRIS

Tarhana tlkemizde kis mevsimi icin hazirlanan
yiyecekler arasinda yer almaktadir. Yakin zamana
kadar ulkemizde daha c¢ok kirsal kesimlerde
tretilen bir gida trtint olmakla bitlikte son yillarda
kentsel niifusun hizla artmast, 6zellikle kadinlarin
is hayatina katilmast hazir gidalara duyulan
gereksinimi artirmis ve tarhana da hazir corbalar
arasina girmistir (G6¢men vd., 2003).

Ulkemizin  bircok bolgesinde farkli iiretim
tekniklerine sahip olan tarhana genel olarak;
yogurt, bugday triini (dévme, un, irmik), ekmek
mayast (Saccharomyces cerevisiae), cesitli sebze ve
baharat karisturilmasinin ardindan 1-7 gtnlik
fermantasyon siirecine  birakilmasi, giineste
kurutulmasi ve sonrasinda plakalar halinde
kirilmasiyla elde edilmektedir (Coskun, 2014).

Tarhana daha cok corba olarak kullanilmakta,
bununla birlikte yéreye ve Gretim teknigine bagl

olarak topak veya plaka halinde Uretilip
kututulduktan sonra cerez gibi de
tiketilebilmektedir (Erbas, 2003). Ulkemizde

bilesimi, yéreden yoreye degismekte olan iretim
sekli, tiketim sekli gibi bazi 6zellikleri yoniyle
farkldiklara sahip olan tarhanaya farkli isimler
verilmektedir  (Daglioglu, 2000). TSE 2282
Tarhana Standart tebliginde, tarhana; “Un
Tarhanast”, “Géce Tarhanast”, “Irmik Tarhanast”
ve “Karisik Tarhana” olmak tizere dort tipte tarif
edilmistir (TSE, 2004). Bu ¢esitlerin disinda kalan
bazi yorelerimizde yapilan, Kiziletk tarhanasi,
Sutlih  tarhana  gibi  degisik  tarhanalarda
bulunmaktadir (G6é¢men vd., 2003; Yicecan vd.,
1988).

Maras tarhanast degisik tiiketim cesitliligi ve
fonksiyonel 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle
ihracati yapilan tahil esash geleneksel fermente bir
urinddr. Maras tarhanasiin yapmminda genel
olarak bugday yarmast (dovme) ve yogurt
kullanilmaktadir. Ayrica istege baglt olarak kekik,

corekotu gibi lezzet arttirict baharat ilave
edilebilir. Diger tarhanalarin aksine Marag
tathanasinda  yogurt, pisirme  asamasinda

katilmayip daha sonra karisima ilave edilmektedir.
Once bugday dévmesi pisirilir; tarhananin aroma
ve gida degerine katkida bulunan kekik, ¢rek otu

ve benzeri baharat ve yogurt katilarak karigtirilir
(Simsekli ve Dogan, 2015). Hazirlanan karisim
“c1g” ad1 verilen hasir benzeri sergilere serilerek
kurutma islemine tabi tutulur. Kurutma islemi
tamamlandiktan sonra c¢iglardan ayrilan tarhana

ambalajlanir (Coskun, 2014).

Maras tarhanasinin, pismis dévmeye yogurdun
katilmasi ile katma as olarak, tarhananin yar
kurumus hali olan firik seklinde, kurumus halde
cerez, corba olarak, sicak haldeki et veya kelle
suyuna slatilarak, yagda kizartilarak, islatidmis
tarthana sogan ile yagda kavrularak, sicak sac
tzerinde gevretilerek vb. sekillerde ¢ok zengin
tiketim bicimleri bulunmaktadir (Yérikoglu ve
Dayisoylu, 20106).

Yakin yuzyilda bilingsiz beslenme ve yogun is
temposu gibi faktorler nedeniyle, hem besleyici
degeri yiksek hem de hazirlama kolayligina sahip
fonksiyonel urtinlere yonelim artmistir (Simsekli
ve Dogan, 2015). Son yillarda bu alandaki triin
cksikligini gidermek amaciyla yeni Griin gelistirme
calismalart hiz kazanmis, bu Grinlerin; yapi,
lezzet, kabul edilebilirlik ve raf omri gibi
Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar
onem kazanmistir. Bu alanda yapilan yeni trtin
gelistirme c¢alismalariyla farkli yas gruplarina hitap
eden ve atistirmalik gidalar veya cerez gida
driinleri  (snack foods) olarak ifade edilen
fonksiyonel Ozelliklere sahip gidalarin tiketimi
tim diinyada zaman gectikge artis gbstermektedir.
Ozellikle tatl, yagli cips, hamburger, pizza gibi
obezite ve kalp damar hastaliklarina neden olan
atistirmalik gidalarin yerine, daha az kaloriye sahip
tortilla cipsleri gibi gida Girtinleri Giretilmekte ve bu
tranlerin tiketimleri giinden giine artmaktadir.
Maras tarhanast tortilla cips formunda tretilen ve
fonksiyonel 6zelliklere sahip geleneksel fermente
bir  tahil (Ozcam  vd., 2012).
Kahramanmaras’in geleneksel triinii olan Maras
tarhanast iki temel hammadde olan bugday
dévmesi ve yogurttan olusan bitkisel ve hayvansal
proteinlerin  muikemmel bir bilesimi olarak
bildirilmektedir (Dayisoylu vd., 2002).

urinuaduar

Sunulan bu calismada, Maras tarhanasi tretiminde
geleneksel olarak kullanilan yogurda alternatif
olarak kefirden yararlanilmistir. Kefirin insan
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saghgr acisindan faydall olmast Ozelligi g6z
oninde bulundurularak Maras tarhanasint daha
faydali hale getirmek ve Maras tarhanasina farkls
bir 6zellik kazandirarak yeni bir iriin elde etmek
bu calismanin temel amaglaridir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calisma kapsaminda kullamilan ticari olarak
uretilen yogurt ve kefir yerel bir marketten,
bugday dovmesi degirmenden, karsilastirma
yapabilmek amaciyla ticari Maras tarhanast ise
yerel bir marketten temin edilmistir. Kimyasal
analizlerde  kullanulan ~ kimyasallar  analitik
safliktadir.

Metot

Maras tarhanasi iiretimi

Maras tarhanast Uretiminde Yildirim ve Gizeler
(2016) tarafindan bildirilen dretim y6ntemi
kullandmis olup bu amagla 1 kg bugday dévmesi

pisitilmeden 4 saat Once suda bekletilerck
hazirlanan dévmenin suyu stiziilerek uzaklastiril-
mistir. Daha sonra 10 L kaynar su igeren
muhasara kazaninin icetisine sizilmus dévme ve
200 g tuz eklenmis ve 2 saat pisirilmistir. Pisirme
asamasinda  siirekli tahta kiirek yardimiyla
karistirilmis ve daha sonra 2 saat dinlendirmeye
birakilmistir. Buradan elde edilen dévme biyiik
bakir legenlere alinarak soguduktan sonra
yogrulmustur. Yogurma islemi sirasinda 1 kg
triine yogurtlu tarhana icin 3 kg yogurt, kefirli
tarhana icin ise 3 kg kefir eklenmis ve uygun
stcaklikta (37°C) 18 saat fermantasyona birakil-
mustir. 18 saat sonunda hazirlanan tarhanalar
ciglere serilmis ve 24 saat sonunda 3 giin glines
alinda kurutularak {tretilen Grtinler buzdolabt
posetlerine alinarak muhafaza edilmistir. Uretim 2
paralel olarak yapilmis olup Urinler aynt sartlar
altinda tretilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. (a) Yogurtlu tarhana (b) Kefirli tarhana (c) Ticari tarhana
Figure 1. (a) Yoghurt tarhana cips (b) Kefir tarhana cips (c) Commercial tarbana cips

Nem, kiil, yag ve protein analizi

Tarhana 6rneklerinde nem miktari ICC Standard
Method No: 110/1, kil miktart ICC Standard
Metod No: 104/1 (ICC, 2002)’e, protein miktatt
AACC Standard Method No: 46-12 (AACC,
2000)’e, yag miktar1 ise AOCS Official methods
Am 2-93 (AOCS, 2003)’e gore belirlenmistir.

PH ve asitlik derecesinin belirlenmesi

Tarhana 6rneklerinin pH analizinde VWR pH
1000 L (Almanya) model pH metre kullanilmigtir.
Uriinlerin pH degeri 6l¢iimii icin, 10 g 6rnek ile

100 mL saf su karstirilip homojenize edildikten
sonra pH o6l¢imi yapilmustir (AACC, 2000).
Orneklerin asitlik derecesinin belirlenmesinde ise
TS 2282 Tathana Standardi (TSE, 2004)
kullanilmistir.

Toplam fenolik bilesik iceriginin ve
antioksidan degerinin belirlenmesi
Tarhana Orneklerinin  toplam fenolik madde
miktarlart  Singleton vd. (1965) tarafindan
belirtilen  Folin-Ciocalteu  yontemine — gore
belitlenmistir. Bu asamada fenolik maddelerin
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ekstrakte edilmesi amaciyla 10 g 6rnek tizerine 100
ml %70lik methanol ilave edildi ve 30 dakika
25°C sicaklikta calkalamali inkiibatorde bekletildi.
Bu karisim buzdolabinda (+4°C) 24 saat
bekletildikten sonra kaba filtre kagidindan
stizlildi. Buradan elde edilen siiziintiden 250 pL
alinarak, 1 mL su ve 250 uL Folin-Ciocaltue
iceren tiiplere ilave edildi ve daha sonra karanhkta
6 dk bekletildi. Son asamada ise 2.5 mL sodyum
hidrojen karbonat (%7.5lik; m/v) eklendi ve 2
saat karanlikta bekletildi. Stire sonunda 760 nm’de
okuma yapiddi ve standart gallik asit
cozeltilerinden elde edilen grafikler yardimiyla
hesaplamalar yapilarak sonuglar mg GAE/100 g
olarak belirlendi.

Orneklerin antioksidan kapasitelerinin
belitlenmesinde ise troloks esiti antioksidan
kapasite (TEAC) yontemi (Re vd., 1999)

kullandmustir. Bu amagla, 9.7 mg 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTYS)
2.5 mL, 37.5 mg potasyum persiilfat 1 mL saf suda
¢oziildt. Potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 44 pL
alinip, ABTS c¢6zeltisine ilave edildi ve karigim
ABTS radikal ¢6zeltisinin hazitlanmast icin 16 saat
karanlikta (25°C) bekletildi. Sture sonunda bu
¢ozeltiden 1 mL alinip 88 mL etanol ilave edilerek
734 nm’de 0.700 (+0.02) absorbans degeri
verecek sekilde seyreltilerek calisma ¢Ozeltisi
hazirlandi. Daha sonra 300 uL 6rnek ile 3 mL
calisma cozeltisi karistirildt ve karanlikta (25°C) 6
dakika bekletildikten sonra 734 nm’de okuma
yapildt. Standart olarak troloks kullanildi ve
sonuclar umol troloks/g olarak belitlendi (Re vd.,
1999).

Renk degerinin belirlenmesi

Orneklerin renk analizi icin Minolta CR-400
(Konica Minolta Sensing, Osaka, Japonya) renk
Ol¢tim cihazt kullanimis olup renk Sl¢timleri CIE
(L*, a*, b*) renk sistemi ile ifade edilmistir.

Tekstiirel ozelliklerin belirlenmesi

Tarhana Orneklerinin  tekstiirel  6zelliklerinin
belirlenmesinde TA-XT2i Tekstiit Analiz (Stable
Micro Systems 1td, Godalming, Surrey, Ingiltere)
cihazt  kullanilmistir.  Orneklerin ~ sertlik  ve
kirlganliklart 3-point Bend Rig, citirliklart ise
Ottowa Cell unitesi kullanilarak belirlenmistit.

Sertlik ve kirllganhk analizinde kullanilan aciklik 4
cm ve test hizt 1 mm/saniye, Ottowa Cell
tnitesinde ise test hizt 5 mm/saniye kullanilarak
probun 4 cm derinligine kadar 6rnegi sikistirmast
saglanmistir.

Istatistik Analiz

Yapilan analizler sonucu elde edilen veriler, SPSS
15.0 paket programi kullanilarak istatistiki
degerlendirmeye tabi tutulmustur. Varyans analizi
teknigi ile (ANOVA) grup ortalamalari arasindaki
fark belirlenerek, bu farkliligin 6nem derecesi ise
Duncan ¢oklu karsilastirma testi yapilarak
incelenmistir (P <0.05).

BULGULAR VE TARTISMA

Nem, kiil, yag ve protein tayini sonuglari
Yapilan analizler sonucunda ticari tarhanadaki
nem miktart %6.261+0.203, kefitli tarhananin nem
miktar1 %5.5120.002 ve yogurtlu tarhananin nem

miktart  %5.6010.116  olarak  belirlenmistit.
Literatirde  bulunan  calisgmalarda  tarhana
orneklerinin - nem  degerleri  %9.31-11.28

aralhiginda  belitlenmis  (Dayisoylu vd., 2003;
Siyamoglu, 1961; Ertas vd., 2009) olup sunulan bu
calismada belitlenen nem degetlerinden daha
yuksektir (Cizelge 1).

Orneklerin ~ kiil ~ miktart  ticari  tarhanada
%3.75%0.18, yogurtlu tarhanada %3.24%0.31,
kefirli ~ tathanada ise %3.75£0.91 olarak
belirlenmistir. Literatirde bulunan calismalarda
ise  tarhanadaki kil —miktart  %71.36-9.40
araligindadir  (Siyamoglu, 1961; Dayisoylu ve
Cinar, 2004; Tamer vd., 2007; Ertas vd., 2009).
Calismamizda belirlenen kil degerleri  diger
arastirmactlar  tarafindan  belitlenen  degerler
arasindadir (Cizelge 1).

Yag tayini sonucunda, kefirli tarhana en ytksek
yag (%16.16£0.510) icerigine sahip olup, yogurtlu
tathananin %15.27+0.860, ticari tarhananin ise
%15.20£0.880 yag icerdigi belirlenmistir. Ancak
istatistiki  agidan tarhana Orneklerinin  yag
iceriginde farklilik tespit edilememistir (Cizelge 1)
(P> 0.05). Tarhanada tek yag kaynaginin siit trind
olan yogurt ya da ¢alisma kapsaminda kullanilan
kefir oldugu dikkate alindiginda, son triinlerin yag
iceriginin benzer bulunmasi ¢alisma kapsaminda
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kullanilan yogurt ve kefirin benzer yag icerigine
sahip oldugunu gdOstermektedir. Literatirde
bulunan c¢alismalarda ise tarhananin %0.44-15.8

yag icerdigi tespit edilmistir (Siyamoglu, 1961;
Yicecan vd., 1988; Tamer vd., 2007; Ertas vd.,
2009).

Cizelge 1. Uriinlerin bazi kimyasal, toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite analiz sonuglart
Table 1. Results of some chemical, total phenolic substance and antioxidant capacity analysis of products

Kefirli tathana Yogurtlu tarhana Ticari tarhana
Kefir tarhana Yogburt tarhana Commercial tarhana

Nem (Yo) Moisture (%) 5.51£0.0022 5.60£0.1162b 6.26%0.203>
Kl (%) Ash (%) 3.7510.91» 3.24%0.31> 3.75%0.18¢
Yag (o) Total lipid (7o) 16.16+0.510P 15.27%0.8602 15.20%0.8802
Protein (%) Protein (%) 15.11£0.171b 16.36£0.342b 12.63£0.884»
pH 3.78%0.011» 3.79£0.0152 3.76%0.01=
Toplam Asitlik (%) i . n N I N
Total Acid (%) 7.63£0.030 11.23%0.030 13.73£0.050
Toplam fenolik madde (mg
GAE/lOOg). 32.08£0.120¢ 32.04£1.619= 35.26£0.780>
Total  phenolic  componnd  (mg
GAE/100g)
Antioksidan kapasite (pmol
troloks/g) . 0.8520.048" 0.780.0312 0.760.008:
Apntioxidant  capacity  (umol

troloks/ g)

» Aynt satirdaki farkls st simgeler, P <0.05 seviyesinde 6énemli bir fark oldugunu gosterir.
a Different superscript letters in the same row indicate a significant difference between the values at the P <0.05 level

sonucunda kefirli tarhananin
%15.11+0.171, yogurtlu tarhananin
%16.36£0.342  ve ticari tarhananin  ise
%12.6310.884 protein icerdigi belitlenmis olup
en yuksek protein igerigine sahip olan Grnegin
yogurtlu tarhana, en diisiik protein igerigine sahip
olan Ornegin ise ticari olarak satilan tarhana
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1). Tarhana
lzerine yapimis calismalarda triinin  protein
igeriginin  %006.8-28.6 araliginda  oldugu
bildirilmistir (Siyamoglu, 1961; Dayisoylu vd.,
2003; Tamer vd., 2007). Bu sonuclardan
gorildigi tzere son urindeki protein, yag ve kil
miktatlart ¢ok fazla degiskenlik gbstermistir. Bu
durum kullanilan hammaddelerin farklt 6zelliklere
sahip olmasi ile agiklanabilmektedir.

Protein tayini

PpH ve toplam asitlik analiz sonuglart

Orneklerin - pH  degerleri kefirli tarhanada
3.78%0.011, yogurtlu tarhanada 3.79+0.015 ticari
tathanada 3.76+0.014 olarak Dbelitlenmistir.
Dayisoylu  vd. (2003), calismalarinda pH

ortalamasint 3.64, Soyyigit (2004) ise 3.61-4.86
olarak verilmistir. Bu calisma kapsaminda bulunan
Maras  tathanast pH degerleri literatiirde
belitlenen pH degerleri ile paralellik gdstermis
olup, tretilen 6rneklerinin pH degetlerinin benzer
olusu (P >0.05) fermantasyon isleminin aymt
degere kadar yapilmis oldugunu gdstermektedir

(Cizelge 1).

Toplam asitlik analizi sonucunda ise ticari tathana
%13.73%0.050, yogurtlu tarhana %711.23+0.030
ve kefirli tarhana %7.6310.030 olup en yiliksek
asitlik ticari tarhanada, en dusik asitlik ise kefirli
tarhanada belirlenmistir. Tamer vd. (2007) yapmus
olduklart bir calismada 218 tarhananin titrasyon
asitligini %1,7-40,7 olarak bildirmislerdir. Sunulan
bu calisma sonucunda pH degerleri birbirine
benzer ancak toplam asitlik icerigi birbirinden
farklt trinler elde edilmistir (P <0.05). Bu durum
fermantasyon isleminin ayn: dizeye kadar
gerceklestigini  ancak olusan Urinlerin  aynt
olmadigint g&stermektedir.
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Toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasitesi analiz sonuglar1

Toplam fenolik madde igerigi, kefirli tarhanada
32.08%0.120 mg GAE/100g, yogurtlu tarhanada
32.04£1.619 mg GAE/100g ve ticari tarhanada
ise  35.26%0.780 mg GAE/100g oldugu
belirlenmistir. Antioksidan kapasitesi analizi
sonucunda ise kefirli tarhanada 0.8520.048 umol
troloks/g, yogurtlu tarhanada 0.79£0.031 pmol
troloks/g ve ticari tathanada 0.76+0.008 pmol
troloks/g olarak belitlenmistir. Kefitli ve yogurtlu
tarhanalarin toplam fenolik madde igerikleri,
yogurtlu ve ticari satilan tarhanalarin ise antioksi-
dan kapasitesi benzer bulunmustur (P<0.05).
Sonuglardan anlasildigt tizere Maras tarhanasi
tretiminde yogurda alternatif olarak kefir
kullanimi ile antioksidan kapasitesi dolayistyla raf
omri daha uzun olan bir drin elde edilmistir

(Gizelge 1).

Renk analizi sonuglar

Yapilan analiz sonucunda, L* degerinin (beyazlik)
kefirli tarhanada 53.47140.280, yogurtlu tarhanada
50.68+0.130 ve ticari tarhanada ise 59.29%0.640
oldugu, ticari tarhananin yogurtlu ve kefirli
tarhanaya gbre daha beyaz oldugu gorilmektedir.
Ticari satilan tarhananin a* degeri (kirmizilik)
4.89£0.103, yogurtlu tarhananin 3.82+0.036 ve
kefirli tarhananin 2.9740.170 olarak belirlenmis
olup en vyiksek degerin ticari satilan Marasg

tathanasina ait oldugu belirlenmistir. Ticari
tathananin  b* degeri (sarihk) 19.10£0.500,
yogurtlu tarhananin 22.75%0.130 ve kefirli

tarhananin ise 22.7610.100 oldugu belirlenmis
olup kefirli ve yogurtlu tarhananin b* degerleri
birbirlerine benzer olup ticari satilan tarhana
6rneginin b degerinden daha yitksek bulunmugtur
(Gizelge 2) (P< 0.05).

Cizelge 2. Uriinlerin renk analizi sonuglart
Table 2. Color analysis results of the products

Kefirli tarhana
Kefir tarhana
L* 53.471+0.280p
a* 2.9710.1702
b* 22.7610.1000

Yogurtlu tarhana Ticari tarhana
Yoghurt tarhana Commercial tarhana
50.68%0.130¢ 59.29%0.640¢

3.82%0.036> 4.891+0.103¢

22.75£0.1300 19.10£0.5002

* Ayni stitundaki farkl tist simgeler, P <0.05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gosterir.
& Different superscript letters in the same column indicate a significant difference between the values at the P <0.05 level

Tekstiirel analiz sonuglart

Maras tarhanast halk arasinda cips olarak da
tiketildiginden  tekstiirel — Gzellikleri  begeni
acisindan  olduk¢a o6nemlidir.  Cips olarak
tiketilmesi durumunda sertlik degerinin  ¢ok
yiksek, kirlganligin ve citurligin diisiik olmast
istenmez. 3 Point Bend Rig ile yapilan analiz
sonucu sertligi en ytksek olan yogurtlu tarhana
Ornegi, daha sonra ticari satilan tarhana 6rnegidir.
Kefirli tarhana 6rnegi ise diger Srneklere oranla
sertligi en disik olan tirtin oldugu belitlenmistir
(P< 0.05). Orneklerin kirilmast icin gerekli olan
mesafenin (mm) tim triinlerde benzer oldugu

belitlenmistir (P> 0.05). Ottowa Cell kullanilarak
gerceklestirilen qitirlik analizi sonucunda yogurtlu
tarhana Orneginin ¢itirhginin en yiksek oldugu,
ticari olarak satilan Urinin ise en digtk citirhk
degerine sahip oldugu belitlenmistir (P< 0.05).
Kefir kullanilarak tretilen tarhana Orneginin ise
atirhiginin yogurtlu tarhanadan yliksek ancak ticari
tarhanadan disik oldugu belirlenmistir (P< 0.05).
Bu degerlerden de gorildigi lzere kefir
kullanilarak Uretilen Maras tarhanasinin kabul
edilebilir tekstiirel Ozelliklere sahip  oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3).
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Cizelge 3. Urtinlerin sertlik, kirilganlik ve citirlik degerleri
Table 3. Hardness, fracturability and brittleness values of the products

Sertlik (g) Kirilganlik (mm) Cutrlik (g)
Hardness (g) Fracturability (mm) Brittleness (g)

Kefitli tathana 276.72+15.558 1.06+0.9152 82.01+5.154b
Kefir tarhana
Yogurtlu tarhana 506.21+35.880b 1.041+0.2522 105.98%£10.523¢
Yoghurt tarhana
Ticari ta{rhana 459 59+48.785b 1.0940.7522 64.72+4.8122
Commercial tarhana

» Aynt stitundaki farkl Gist simgeler, P <0.05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gosterir.
a Different superscript letters in the same column indicate a significant difference between the values at the P <0.05 level

SONUC

Sunulan bu ¢alisma sonucunda atistirmalik cips
olarak da tiketilen Maras tarhanast Uretiminde
yogurda alternatif olarak kefir kullammi ile son

trtintin ~ kimyasal ~ 6zelliklerinin =~ ¢ok  fazla
degismedigi (P> 0.05), ancak sertlik derecesinin
dustigt, ctirhgin artu@l  ve  antioksidan

kapasitesinin yiikseldigi belitlenmistir (P< 0.05).
Sertlik  derecesindeki azalmaya bagh olarak
trinin daha kolay tiketilebilecegi, kirilganligin
benzer olmast ve ¢itirhigin artmast sebebiyle de
tiketiminin daha fazla tercih edilebilecegi
ongorilmektedir. Diger taraftan antioksidan
kapasitesinin artmasi ile Grinin daha uzun sire
depolanabilecegi anlasilmaktadir.
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ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum 1.) seeds and skins, which are the wastes of the tomato processing industry, are
often regarded as animal feed in everyday life. In this study, tomato seed oil was obtained by Soxhlet
extractor. The oil yield of tomato seeds was approximately 20.8%. The oils in the transparent, amber and
opaque glass bottles were exposed to sunlight from June to September. The sample intake was made every
20 days and this procedure was repeated 4 times. Each sample was analyzed for fatty acid composition in
gas chromatography. The minimum and maximum rates of the major fatty acids in all of the oil samples
were 54.12-55.72%, 21.68-22.35%, 11.92-12.55%, 6.18-6.63% and 2.39-2.62% for linoleic (C18:2n6¢), oleic
(C18:1n9¢), palmitic (C16:0), stearic (C18:0) and a-linolenic acids (C18:3n3), respectively. The results showed
that there was no highly variation between the fatty acid rates in all samples.

Keywords: Fatty acids, tomato seed oil, sunlight, colored bottles, store

FARKLI RENKLI SiISELERDE DEPOLANAN DOMATES CEKIRDEGI
YAGININ YAG ASiDi KOMPOZiSYONU UZERINE GUN ISIGININ ETKIiSi

oz

Domates isleme endiistrisinin atiklart olan domates (Solanum lycopersicum L.) gekirdegi ve kabuklari,
gunliik hayatta genellikle hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir. Bu arastirmada, domates
cekirdegi yagi Soxhlet ekstraktéri ile elde edilmistir. Domates ¢ekirdeginin yag verimi yaklasik %20.8
olarak bulunmugtur. Seffaf, kehribar ve opak cam siselerdeki yaglar Haziran'dan Eylil'e kadar glines
15181na maruz birakilmistir. 20 ginde bir 6rnek alinmis ve bu islem 4 kez tekrarlanmistir. Her numune,
gaz kromatografisinde yag asidi kompozisyonu icin analiz edilmistir. Analiz edilen tim yag
numunelerinin ana yag asitlerinin minimum ve maksimum oranlari, linoleik (C18: 2n6c¢) i¢in %54.12-
55.72, oleik (C18: 1n9¢) icin %21.68-22.35, palmitik (C16: 0) icin %11.92-12.55, stearik (C18: 0) i¢cin
%0.18-6.63 ve a-linolenik asitler (C18: 3n3) icin %2.39-2.62 olarak belirlenmistir. Sonugclar, tim
numunelerde yag asidi oranlari arasinda 6nemli bir degisimin olmadigint géstermistir.

Anahtar kelimeler: Yag asitleri, domates ¢ekirdegi yagy, ginisigi, renkli siseler, depolama
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Effect of sunlight on fatty acid

INTRODUCTION

Tomatoes (Solanum lycopersicum 1..) are the second
most common vegetable with a production of
about 171 million tonnes, while the first rank is
potatoes in terms of production in the world
(Turkey has a share of approximately 7% in world
tomato production) (FAO, 2014). While most of
the tomatoes are consumed fresh, a little more
than one third of the production is processed for
canning, tomato juice, tomato paste or puree,
sauces and ketchup. Skins and seeds, which are
by-products of the tomato processing, constitute
about 4% of the vegetable (Del Valle et al., 2000).
These products are often regarded as animal feed
in everyday life (Barros et al., 2017). Tomato seed
includes essential fatty acids, essential amino
acids, minerals, antioxidants as ascorbic acid,
phenolics, phytosterols, tocopherols and
carotenoids (Al-Wandawi et al., 1985; Toor and
Savage, 2005; Eller et al., 2010). The oil yield of
tomato seeds is about %11-36 on a dry weight
basis. Linoleic (C18:2), oleic (C18:1) and palmitic
(C16:0) fatty acids compose of the majority of the
composition which has 75.8% unsaturated fatty
acids (El Amrani et al.,, 2007; Demirbas, 2010).
The higher the degree of unsaturation of fatty
acids, the faster the lipid oxidation gets (Demirci,
2003).

Extrinsic (temperature, light) and intrinsic (fatty
acid composition, presence of pro- or
antioxidants) factors have an impact on the
oxidation reactions (Cillard and Cillard, 2006;
Fabien et al, 2014). Vegetable oils undergo
photooxidation by the action of light, in which the
photosensitive natural compounds in the oil react
with triplet oxygen (*0O2) and form the excited
state singlet oxygen (1Os). Singlet oxygen having
powerful reactivity attacks directly double bonds
of unsaturated fatty acids and leads to form of
hydroperoxides (Skibsted, 2000; Shao et al., 2015;
Sun et al., 2015). Natural antioxidants with high
102 quencher properties are found in many foods
and prevent oxidation reactions. Therefore, foods
with high natural antioxidant content are more
resistant to oxidation (Cillard and Cillard, 2006;
Fabien et al, 2014). Natural antioxidants in
tomato seed as ascorbic acid, phenolics,
phytosterols, tocopherols and carotenoids can act

as 'Oz quencher. Lycopene is highly active on
reactive singlet oxygen ('O2) and is the most
effective  antioxidant among  carotenoids
(Woodall et al., 1997; Henty et al.,, 1998). The
oxidation of lycopene causes loss of color
(Xianquan et al., 2005).

The light transmission of packaging materials also
influences the oxidation. The light barrier
property of packaging materials has a great
influence on the shelf life of food rich in fat
(Zhang, 2004; Lu and Xu, 2009; Sun et al., 2015).
Preservation of edible oils in coloured bottles
affects oxidation reactions significantly. Amber
colored glass provides better protection from
light than transparent glass and photoxidation
takes place more easily in the transparent case
(Wang et al., 2014; Makni et al., 2015).

The purpose of this study was to determine the
change in the fatty acid composition by the
exposure of the tomato seed oil to the sunlight
and the extent to which this change was affected
by the transparent, amber and opaque glass
bottles.

MATERIALS AND METHODS

Material

The seeds of the tomatoes taken from the market
were manually removed and the seeds were dried
for 2 days at room temperature. The oil of the
seeds was extracted with Soxhlet extractor using
petroleum ether. The solvent was evaporated at
40°C. The oil was divided into three different
glass bottles (transparent, amber and opaque) and
each bottle was exposed to sunlight from June
until September (total 80 days). The sample intake
was made every 20 days and this procedure was
repeated 4 times. The samples were stored in dark
at +4°C until analyzed.

ANALYSIS METHODS

Preparation of fatty acid methyl esters

The esterification of fatty acids was carried out
according to the method described by Williams
(1984) with some modifications. 0.4 g of sample
was weighed in a screw-capped test tube. Then 4
ml. of isooctane was added, and the tube was
shaken vigorously. 0.2 mL of 2 N KOH in
methanol was then added, and the tube was

123



124

B. Aydogan Coskun, H. Coklar, M. Akbulut

shaken again. The tube was kept in the dark for 6
min. After dripping some methyl orange, 0.45 mL
of 1 N HCI was was added into tube. The tube
was shaken and centrifuged (2000 rpm/5 min).
The supernatant was removed and injected into
the gas chromatography.

Chromatographic conditions for fatty acid
analysis

Fatty acid profile analysis was performed on an
Agilent 7890 A-FID gas chromatography system,
equipped with a 100 m X 0.25 mm X 0.2 pm HP
—88 capillary column. Split injector and flame
ionization detectors (FID) were operated at 260
°C. Oven temperature was set at 140 °C, held for
5 min, and ramped at 4 °C/min to 240 °C for 15
min. The sample (1 pl) was injected into the
system with a split ratio of 30:1. Hydrogen gas was
used as the cartier gas at a flow rate of 30 ml/min,

and air flow rate was set at and 300 ml/min
(Destaillats et al., 2010).

RESULTS AND DISCUSSION

The oil yield of tomato seeds was found to be
approximately 20.8%. El Amrani et al. (2007),
Lazos et al. (1998) and Demirbas (2010)
determined oil contents as 11%, 21.8% and 36%,

respectively. Our result shows similarity with
Lazos et al. (1998).

The fatty acid profiles of samples were presented
in Table 1, 2, and 3. The majority of composition
of tomato seed oil consist of linoleic (C18:2n60),
oleic (C18:1n9¢), palmitic (C16:0), stearic (C18:0)
and linolenic (C18:3n3) acids as 55.67%, 21.75%,
11.98%, 6.29% and 2.62%, respectively. Linoleic
acid was found to be the dominant unsaturated
fatty acid, followed by oleic acid, while palmitic
acid was the dominant saturated fatty acid,
followed by stearic acid. Similar results have been
seen in the report of Lazos et al. (1998), their
results were 53.6, 22.0, 14.0, 6.0 and 2.0 in
percent, respectively. Demirbas (2010) showed a
little different results as 46.8, 24.6, 18.1, 4.0 and
0.4 in percent in the same order. The composition
of tomatoes may vary depending on factors such
as type, variety, applied cultural practices, growing
environment (field, greenhouse), region, harvest
time (Thakur et al., 1996; Cemeroglu et al., 2009).
In our study the concentration of unsaturated
fatty acids was composed of polyunsaturated fatty
acids as 72.51% and monounsaturated fatty acids
as 27.49%.

Table 1. Fatty acid compositions of tomato seed oil samples stored in transparent glass bottles

Fatty acid (%)

Transparent (days)

0 20 40 60 80
Myristic C14:0 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Pentadecanoic C15:0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Palmitic C16:0 11.98 12.05 12.18 12.24 12.55
Palmitoleic C16:1 0.31 0.30 0.31 0.31 0.31
Heptadecanoic C17:0 0.05 0.07 0.07 0.06 0.07
Stearic C18:0 6.29 6.32 6.40 6.36 6.60
Elaidic C18:1n9¢ 0.06 0.13 0.12 0.10 0.12
Oleic C18:1n9¢ 21.75 21.72 21.82 22.05 22.35
Linoelaidic C18:2n6¢ 0.14 0.33 0.28 0.18 0.22
Linoleic C18:2n6¢ 55.67 55.33 55.10 54.98 54.12
Arachidic C20:0 0.49 0.49 0.51 0.51 0.53
Y-Linolenic C18:3n6 0.03 0.03 0.03 0.04 0.05
«-Linolenic C18:3n3 2.62 2.58 2.53 2.50 2.39
Gadoleic C20:1 0.09 0.10 0.09 0.10 0.10
Behenic C22:0 0.10 0.12 0.12 0.12 0.13
Lignoceric C24:0 0.19 0.21 0.22 0.23 0.23
Docosahexaenoic C22:6n3 0.11 0.10 0.10 0.10 0.11

Analyses were performed at days 0, 20, 40, 60 and 80.
The results are given in %.
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Trace amounts (<0.6%) of C14:0, C15:0, C16:1,
C17:0, C18:1n9z, C18:2n67 (C20:0, C18:3n6,
C20:1, C22:0, C24:0 ve C22:6n3 were also found

in tomato seed oil. Total of these fatty acids was
1.69% of the composition of the initial sample.

Table 2. Fatty acid compositions of tomato seed oil samples stored in amber glass bottles

Fatty acid (%)

Amber (days)

0 20 40 60 80

Myristic C14:0 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Pentadecanoic C15:0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Palmitic C16:0 11.98 11.96 12.04 12.11 12.33
Palmitoleic C16:1 0.31 0.31 0.30 0.31 0.31
Heptadecanoic C17:0 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06
Stearic C18:0 6.29 6.22 6.29 6.35 6.63
Elaidic C18:1n9¢ 0.06 0.10 0.07 0.07 -
Oleic C18:1n9¢ 21.75 21.68 21.80 21.81 21.98
Linoelaidic C18:2n6¢ 0.14 0.27 0.18 0.18 0.16
Linoleic C18:2n6¢ 55.67 55.65 55.53 55.36 54.81
Arachidic C20:0 0.49 0.48 0.49 0.50 0.51
Y-Linolenic C18:3n6 0.03 0.02 0.02 0.02 0.03
«-Linolenic C18:3n3 2.62 2.61 2.60 2.58 2.53
Gadoleic C20:1 0.09 0.10 0.09 0.09 0.09
Behenic C22:0 0.10 0.12 0.11 0.12 0.12
Lignoceric C24:0 0.19 0.21 0.21 0.22 0.22
Docosahexaenoic C22:6n3 0.11 0.10 0.11 0.11 0.12

Analyses were performed at days 0, 20, 40, 60 and 80.

The results are given in %.

Table 3. Fatty acid compositions of tomato seed oil samples stored in opaque glass bottles

Fatty acid (%)

Opaque (days)

0 20 40 60 80
Myristic C14:0 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Pentadecanoic C15:0 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Palmitic C16:0 11.98 11.97 12.00 12.01 11.92
Palmitoleic C16:1 0.31 0.31 0.3 0.30 0.30
Heptadecanoic C17:0 0.05 0.07 0.05 0.05 0.05
Stearic C18:0 6.29 6.25 6.30 6.32 6.18
Elaidic C18:1n9¢ 0.06 0.09 0.10 0.07 0.10
Oleic C18:1n9¢ 21.75 21.70 21.75 21.76 21.74
Linoelaidic C18:2n6¢ 0.14 0.22 0.25 0.19 0.26
Linoleic C18:2n6¢ 55.67 55.64 55.49 55.53 55.72
Arachidic C20:0 0.49 0.48 0.49 0.49 0.48
Y-Linolenic C18:3n6 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02
«-Linolenic C18:3n3 2.62 2.61 2.61 2.61 2.61
Gadoleic C20:1 0.09 0.10 0.09 0.09 0.09
Behenic C22:0 0.10 0.12 0.12 0.12 0.11
Lignoceric C24:0 0.19 0.21 0.21 0.21 0.20
Docosahexaenoic C22:6n3 0.11 0.10 0.10 0.10 0.11

Analyses were performed at days 0, 20, 40, 60 and 80.

The results are given in %.
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Limited number of studies have reported on the
effect of light and packing materials on fatty acid
composition of vegetable oils (Méndez and
Falqué, 2007; Al Juhaimi et al., 2016). However,
up to the moment, there are no works about
tomato seed oil. In this study, it was investigated
whether  sunlight affects the fatty acid
composition of tomato seed oil stored in different
colored (transpatent, amber and opaque) glass
bottles. The results were evaluated as the
alteration of each fatty acid that can be detected
and the comparison of different colored glass
bottles among each other during the storage time.

According to the results, storing in different
colored glass bottles did not affect the fatty acid
composition of the samples. All fatty acid values
were close to each other in general. While there
was no change in the proportion of myristic
(C14:0) and pentadecanoic (C15:0) fatty acids
detected in all three bottles during storage, the
proportions of palmitoleic (C16:1), heptadecanoic
(C17:0), gamma-linolenic (C18:3n06), arachidic
(C20:0), gadoleic (C20:1), behenic (C22:0),
docosahexaenoic  (C22:6n3) and lignoceric
(C24:0) acids were very similar within themselves.

During 80 days in transparent, amber and opaque
glass bottles, the contents of linoleic, oleic and
palmitic acids changed between 54.12-55.72%,
21.68-22.35% and 11.92-12.55%, respectively.
Linoleic acid had slight decrease in transparent
and amber bottles. In addition to this, the decline
rate was higher in transparent bottle that transfers
more daylight than amber one. Oleic acid
increased smoothly for each bottles, the greatest
amount of increase was seen in the transparent
bottle. Palmitic acid showed a steady increase in
transparent and amber bottles for 80 days. In
opaque bottles, there was no great alteration of
these fatty acids.

The ratios of stearic and linolenic acids are shown
in Table 1, 2 and 3. There was an increase in
stearic acid in the amber bottle and some
fluctuations were observed in the increases in
transparent and opaque bottles. Linolenic acid
demonstrated a decrease in the same bottles as
linoleic acid, and even the reduction in bottles

showed similarities. No change was in opaque
bottle. The elaidic and linoelaidic acids exhibited
a non-uniform increase over the inital values for
all bottles. It should be noted that in the 80th day
of the analysis, the elaidic acid in amber one was
not detected.

The reason of decrease may be oxidation caused
by light of double bonds in unsaturated fatty acids
and isomerization of ¢s- forms to frans- forms.
The reason of increase especially in #ans- forms
may be isomerization of ¢s- forms to #rans-. The
absence of change in the values may be the
presence of natural antioxidants in the oil. In
present study, we determined that sunlight did not
dramatically alter fatty acid composition of
tomato seed oil.

Al Juhaimi et al. (20106) investigated extra-virgin
olive oil added rosemary essential oil and stored
in red, green, yellow and transparent glass bottles
for 90 days under sunlight. They analysed the
samples every 30 days and concluded that fatty
acid compositions of olive oils in four different
glass bottles did not vary majorly during storage
under sunlight. Méndez and Falqué (2007) used
different packaging materials (clear PET bottle,
aluminium foil covered PET bottle, glass bottle,
tin and Tetra-brik®) for extra-virgin olive oil for
6 months exposing light and air. After 3 and 6
months of storage their results showed that the
percentage of fatty acids analysed did not vary
with respect to the initial composition.

In addition, the resultant colors of initially orange-
red color tomato seed oil stored in transparent,
amber and opaque glass bottles were evaluated
visually. It was observed that the sample in the
amber colored bottle was slightly whereas the
sample in the transparent bottle was discolored
markedly. The order of decolorisation of oil
samples in glass bottles is like this: transparent >
amber > opaque. In terms of color, opaque glass
bottle seems to provide the best protection. The
findings of Makni et al. (2015) are in agreement
with the best preservation of vegetable oil colors
by means of opaque bottles. Lycopene from
carotenoids, which are thought to give tomato
seed oil its redness, becomes isometrized and thus
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loses overall color intensity when exposed to light
(Shi et al., 2008; Shao et al.,, 2013; Shao et al.,
2015). There is a need for further research to
determine the effect of light on the lycopene
degradation.

CONCLUSION

The work was primarily aimed to see the change
in fatty acid composition of tomato seed oil
stored in different colored glass bottles under the
sunlight. The oil yield of tomato seed was 20.8%.
The results showed that the sunlight did not lead
to major changes of fatty acid composition of
samples, also valid for three bottles. As in other
studies, the main fatty acids of tomato seed oil are
linoleic, oleic, palmitic, stearic and o-linolenic
acids in this study. When the effect of the bottles
on the composition was compared, it was
observed that all values of the opaque bottle were
stabilized and slight increases and/or decteases
were observed in the transparent and amber
bottle. At the end of storage, visually assessed oil
color was found to be best preserved in the
opaque bottle, a slight decolorisation in the amber
bottle and a complete colorlessness in the
transparent bottle. Lycopene is thought to give
redness to tomato seed oil and it is known that
lycopene is colotless by exposure to light. Future
studies may be focused on evaluating the
lycopene in terms of the stability and the effect on
the other oxidation products when exposed to

light.
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ABSTRACT

White grape pomace (WGP) contains high amount of soluble carbohydrates (glucose and fructose), which
can potentially be used as a carbon source in the fermentative production of bio-based chemicals. In this
study, this waste was valorized by lactic acid (LA) production by Lactobacillus casei. Adding WGP directly into
the culture medium at a solid loading of 10% yielded 33.3 g/L LA. Water extract of WGP allowed
comparably faster LA production. Increasing the solid loading in the extraction step increased the LA titers,
however, it had a significant negative effect on the production rate. In all cases, fructose was consumed at
a slower rate as compated to glucose. Yeast extract powder was required at a concentration of 10 g/L to
support LA production. Alternatively, baker’s yeast was autolyzed and the lysate was successfully used as the
nitrogen source. The findings show that WGP can be regarded as a sustainable plant-based feedstock for
LA production by L. casez, however, the probable negative effect of other pomace constituents should be
avoided.

Keywords: grape pomace, lactic acid, autolysis, food waste valorization.

BEYAZ UZUM POSASININ LAKTIK ASIT URETIMINDE KULLANILMASI

oz

Beyaz iiziim posast (BUP), biyo-temelli kimyasallarin fermantasyonla iretimi i¢in kullanilma
potansiyeline sahip yiksek miktarda ¢6ztinmis karbonhidrat (glikoz ve fruktoz) igerir. Bu ¢alismada,
bu atik Lactobacillus casei ile laktik asit (LA) tretilerek degerlendirilmistir. BUP kiiltiir ortamina %10
oraninda dogrudan eklendiginde 33.3 g/L. LA elde edilmistir. BUP*in sulu 6ziitii daha hizli bir LA
tiretimi saglamustir. Oziit cikarma asamasinda posa miktarinin artirilmast sayesinde daha fazla LA elde
edilmistir ancak, bu islem tiretim verimini kayda deger bicimde distirmistiir. Tim kosullarda fruktoz
glikoza gore daha yavas kullanilmistr. LA tretimi i¢in 10 g/L maya 6zuti tozu gerekmistir. Buna
alternatif olarak, ekmek mayasi otolize ugratilmis ve bu lizat azot kaynagi olarak basariyla
kullanimistir. Bulgulara gore, BUPin L. case/ ile LA iiretimi igin siirdiiriilebilir bir kaynak oldugu
dusiinilebilir, ancak, posada bulunan diger maddelerin olast olumsuz etkileri 6nlenmelidir.

Anahtar kelimeler: iizim posast, laktik asit, otoliz, gida atiklarinin degerlendirmesi.

* Corresponding author / Yazismalardan sorumlu yazar
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INTRODUCTION

There is an increasing interest in bio-based
chemicals and materials, which are recovered or
produced from biological materials. Food,
agricultural and some other industries release
huge amount of waste and by-products, most of
which has little or no economic
Lignocellulosic waste biomass, such as straw,
bran, stalk, stover, cob, shell, wood, saw dust, and
bagasse are abundant potential feedstocks,
however energy intensive and costly pretreatment
processes are required for their utilization in
bioprocesses (Zabed et al., 2016). Fruit wastes, on
the other hand, contains easily fermentable
monosaccharides as well as structural cellulose,
hemicellulose, and pectin. For example; Choi et
al. (2015) reported high fermentable carbohydrate
content (sum of glucose, fructose, and sucrose) in
the peels of orange (53.2%), mandarin (57.1%),
apple (59.1%), grapefruit (43.2%), and banana
(45.3%) on dry basis. Unlike cellulose and
hemicellulose in the lignocellulosic biomass,
fermentable carbohydrates can be utilized by
microorganisms for growth and product
formation without the need of a pretreatment.

value.

Similar to some other fruits, grapes (175 vinifera
L) contain substantial amount of soluble
carbohydrates, which are the substrates for yeast
growth and ethanol production during wine
production. These carbohydrates are made
available to wine yeast by breaking berries to
release juice (crushing). Pomace is separated from
red wine after the fermentation step. On the other
hand, in white wine production skins are removed
by pressing after crushing and juice is used as the
fermentation medium. As a result of that, and due
to using different grape varieties, the pomaces
from red and white wine productions have
different compositions (Deng et al., 2011). Red
grape pomace is rich in dietary fibers and phenolic
compounds (Deng et al., 2011, Xu et al., 20106),
whereas WGP contains high amount of water
soluble carbohydrates (Deng et al., 2011, Zheng
et al., 2012). Therefore, WGP can be considered
as a convenient source of carbon for microbial
processes. Carreira et al. (2011) produced
bacterial cellulose from the soluble carbohydrates
in the aqueous extract of WGP. Mendes et al.

(2013) produced bioethanol from the aqueous
extract of WGP, and in addition to that, recovered
oleanolic acid in the organic extract and used
remaining solids to manufacture low-density

board.

Annual global grape production was 74.5 million
tons in 2014 (FAO, 2014). Eighty percent of the
all grapes is used in wine making (Fontana et al.,
2013), thus wine industry discards huge amount
of grape skin, stem, seeds, and lees.
Approximately 20% of the grapes are discarded as
pomace, which can be used as fertilizer and
animal feed. However, high levels of phenolic
compounds limit the utilization of pomace as
fertilizer, while in animal feeding, lignin content
reduces the digestibility of the pomace (Fontana
et al,, 2013). Pomace polyphenols and seed oil are
valuable as health and food products ingredient
(Korkie et al., 2002, Zheng et al., 2012).

Lactic acid (LA) and its salts have long been used
in food and pharmaceutical industries and more
recently there is an interest in poly-LA, which is a
biodegradable polymer produced from optically
pure LA monomer (Castillo Martinez et al., 2013).
LA has also a high potential as one of the platform
chemicals that can be detrived from biomass
resources (Dusselier et al., 2013). There are many
efforts to produce this chemical from waste
materials in cost effective and environmentally
friendly processes (Wang et al., 2015, Kawaguchi
et al., 2016). In this study, the potential of white
wine grape pomace for LA production was
assessed. The aim was the valorization of a food
industry waste and development of a low-cost
fermentation medium for an industrially valuable
chemical.

MATERIALS AND METHODS

Materials

White grape pomace (WGP) from Muscat variety
was obtained from Urla Winery (Izmir) in
September 2012 and kept at -20°C until use. WGP
was dried in an oven (Termal, Istanbul, Turkey) at
60°C for 24 h. After drying, seeds and stems were
removed and the rest was ground to a fine powder
with a kitchen grinder. All chemicals were of
analytical grade and purchased from Sigma-
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Aldrich  (Steinheim, Germany) and Merck
Millipore (Darmstadt, Germany), except baket’s
yeast (Pakmaya, Izmit, Turkey), which was
purchased at a local market. Lactobacillus casei
NRRL B-441 was kindly provided by United
States Department of Agriculture, National
Center for Agricultural Utilization Reseatch.

Yeast Autolysis

Commercial baker’s yeast (12 g on dry basis) was
put in a 250 mL flask and distilled water was
added to a final volume of 120 mL. pH was
adjusted between 5-7 and the flask was incubated
in a shaking incubator (Zhicheng, Shanghai,
China) at 100 tpm, at 50 °C for 48 h (Sahin, 2002).
After the incubation period, solid cell debris was
removed by centrifugation and supernatant
(autolysate) was added to the LA production
medium.

Lactic Acid Production

L. casei was maintained in De Man-Rogosa-Sharpe
(MRS) broth, which was composed of (g/L):
peptone from casein (10.0); meat extract (10.0);
yeast extract (4.0); D-(+) glucose (20.0);
KoHPO, (2.0); Tween 80 (1.0); di-ammonium
hydrogen citrate (2.0); sodium acetate (5.0);
MgSO4 (0.20); MnSO4 (0.04). The MRS broth and
all other growth and fermentation media were

sterilized at 121 °C for 15 min in an autoclave
(Hirayama, Tokyo, Japan).

Unless otherwise indicated, LA production
medium was composed of (g/L): yeast extract
(10); KoHPO4 (0.50); MgSO4 (0.20); MnSO,
(0.05); and the carbon source. In one set of
experiments dry WGP was added to the medium
without any pretreatment. In the other set, WPG
was first extracted in hot water at 80 °C for 60
min in a water bath (Termal, Istanbul, Turkey)
and the other ingredients were added to the
extract after removing the remaining solids by
centrifugation (Centurion, West Sussex, UK).
Analytical grade glucose and fructose were used
as the carbon sources in the control run. Seventy
mL of the production medium was put in a 250
mlL flask and the flask mouth was covered with
aluminum foil before sterilization. CaCOj3; powder
was sterilized separately and added before

inoculation (1g CaCOj per flask) in order to
maintain pH level at 5-6 during the process. The
production medium was inoculated (1% (v/v))
from 24 h old culture, which was grown in MRS
broth at 37 °C in a static incubator (Termal,
Istanbul, Turkey). Flasks were incubated in a
shaking incubator at 37 °C and 150 rpm. Samples
(2 mL) were taken at intervals and centrifuged at
3024 g to remove pomace, cells and undissolved
CaCOs. The supernatants were kept at -20 °C
until HPLC analysis.

Analytical Methods

Cellulose and hemicellulose contents of the
pomace were measured indirectly using two-stage
acid hydrolysis. In this method, cellulose and
hemicellulose was hydrolyzed to corresponding
monomers, which were then quantified in HPLC.
In the first stage, dried pomace (300 mg) free of
stems and seeds was suspended in 3 mL of 12 M
H2SO4 in a test tube and the tube was kept at
room temperature for 3 h. In the second stage,
water was added to the suspension to a final
H>SO,4 concentration of 0.80 M and the tube was
kept at 100 °C in the water bath for 4 h (Zhou and
Ingram, 2000). The pH was neutralized by CaCOs3
and insoluble materials were removed by
centrifugation at 3024 g Supernatants were
diluted with water and analyzed for glucose,
xylose, and arabinose and the concentrations were
multiplied by anhydro factors (0.90 for glucose;
0.88 for xylose and arabinose) to calculate
cellulose and hemicellulose contents of the
pomace, respectively.

WPG hot water extract and the samples from LA
production were analyzed for carbohydrates and
LA. Samples were diluted at least 30 times with
water in order to decrease the sugar and LA
concentration below 1 g/L.

Glucose, fructose, xylose, arabinose, and LA
contents were measured by HPLC (Perkin Elmer,
USA) using Aminex HPX-87H column (Biorad
Laboratories, CA, USA) operated at 65 °C and a
refractive index detector. The mobile phase was 5
mM H,SO, flowing at a rate of 0.6 mL/min. The
peak areas in the chromatograms were used to
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calculate the concentrations of the analytes by
compating to respective calibration curves.

RESULTS AND DISCUSSION
Carbohydrate Content of Grape Pomace

Free and easily fermentable carbohydrate content
of the WGP was of great importance in this study,
since in bioprocesses, the amount of target
product depends on the initial substrate
concentration as well as the conversion capacity
of the fermenting microorganism. The potential
of WGP as a fermentation substrate was
determined by quantification of the available
carbohydrates after a mild extraction step.

Extracting WGP in water at 80 °C for 60 min
yielded 18.7% glucose and 17.7% fructose (based
on dry weight of WGP). Both glucose and
fructose contents were in good agreement with
the ones observed in the pomace from Sauvignon
Blanc (Corbin et al., 2015), whereas higher total
soluble sugars were reported in Muller Thurgau
(56%) and Morio Muscat (78%) pomaces (Deng
et al., 2011), and in a fresh grape pomace (49%)
(Zheng et al., 2012). The results showed that
WGP could provide substantial amount of easily
fermentable carbohydrates and had a potential to
be used as carbon in fermentative
production of bio-based products. Glucose and
fructose in WGP can be extracted and added to
the production media after the solid part is
removed. Alternatively, GP can be used as a
carbon source without a pre-extraction step or
any other treatment. Both alternatives were tested
in this study.

source

The structural polysaccharides in various wastes
are potential carbon sources for fermenting
microorganisms  provided that they are
hydrolyzed into fermentable monosaccharides.
Therefore, the cellulose and hemicellulose
content in WPG was quantified after acid
hydrolysis. WPG was found to contain 10.6%
cellulose and 3.41% hemicellulose. These results
were in good agreement with those obtained in
previous studies (Zheng et al., 2012, Corbin et al.,
2015). The soluble carbohydrate content of WPG
used in this study was approximately three times
the insoluble polysaccharide content. Similatly,
Corbin et al. (2015) reported that pomace of

Sauvignon Blanc contained 43%  soluble
carbohydrates, which value was almost four times
the amount of the insoluble polysaccharides. On
the other hand, lignocellulosic biomasses, such as
agricultural wastes, generally contain higher
amounts of structural polysaccharides (Botella et
al., 2005, Menon and Rao, 2012). Taking into
account the low polysaccharide content in WGP
and the high cost of pretreatment needed to
convert those polysaccharides into fermentable
monosaccharides, in this study, only the soluble
carbohydrates were utilized for LA production.

Lactic Acid Production from Glucose and
Fructose

One of the problems related to using complex
substrates, such as food waste, in growth and
production media is their unknown composition
(Hayek and Ibrahim, 2013, Basu et al., 2015).
They may include compounds that impair the
growth of the fermenting microorganism or
inhibit the formation of the target product.
Considering this, the capacity of L. casei for LA
production was tested first in a medium
containing purified (analytical grade) glucose and
fructose (control run). This information was used
in the following steps to evaluate the cultures in
which WGP was used as the carbon source. The
initial concentration of each monosaccharide was
adjusted to 20 g/L, which simulated the
carbohydrate profile of a medium containing 10%
WGP (w/v), and the catbohydrate consumption
and the LA production were followed (Figure 1).
Glucose was utilized rapidly and depleted in 24 h,
while fructose consumption was slower as
compared to glucose. When fructose was used as
the sole carbon source at a concentration of 20
g/L, its consumption was faster (data not shown)
compared to the mixed substrate case. This
showed that, the presence of glucose exerted a
partial inhibition on fructose utilization. Nancib
et al. (2009) observed a similar trend in LA
production from date juice extract by L. ¢ase/ and
Lactococcus lactis. Both bacteria utilized glucose
more rapidly than fructose in the eatly stage of the
cultures. Similarly, during cucumber fermentation
by L. plantarum, glucose was consumed slightly
faster than fructose (Lu et al., 2001).
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—8—Glucose =B—Fructose ——Lactic acid
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Figure 1. Carbohydrate consumption and lactic
acid production from analytical grade glucose (20
g/L) and fructose (20 g/L).

Lactic Acid Production from White Grape
Pomace

Direct utilization of a waste material
bioprocess is advantageous due to not requiring a
costly pretreatment step. Therefore, in the first
attempt for utilization of WGP as the carbon
source, dried WGP was added to the culture
media (10% w/v) without applying any treatment.
The initial concentrations of glucose and fructose
were measured as approximately 20 g/L (Figure
2). Interestingly, the concentrations of these
monosaccharides increased in the first 4 h, which
could have been due to release of carbohydrates
trapped in the pomace. This may have been
possible owing to the bacterial action or agitation.
After the rise in the early stage, the glucose
concentration decreased following almost a linear
trend and depleted in 48 h. Fructose was
consumed at a slower rate similar to the trend
observed in the control run, in which L. case/ was
grown on analytical grade glucose and fructose.
The maximum LA concentration (33.3 g/L) was
observed after 72 h, at which point there was not
any soluble carbohydrates left in the culture
medium (Figure 2). Taking into account the
carbohydrate concentrations after first 4 h, LA
yield was calculated as 0.58 (g LA)/(g
carbohydrates), which value was very close to the
one in the control run. On the other hand, the
maximum LA production rate (0.60 g/(Lh))
obtained with WGP as the carbon source was
almost half of the rate in the control run. The
lower production rate was apparently due to the

in a

slower utilization of carbohydrates. This behavior
could be attributed to the contents of the pomace,
which may have impaired the growth of L. casei or
its carbohydrate consumption, ot both. Some
compounds that were toxic to the bacteria may
have been extracted from pomace during
sterilization step at 121 °C or during cultivation.
Phenolic compounds, such as wine related ones,
have been reported to have an effect on growth
or viability of bacteria including Lactobacillus
species, such as L. hilgardii, L. plantarum, and L.
casei (Garcia-Ruiz et al., 2011, Garcia-Ruiz et al,,
2012, Sabel et al., 2017).

—B— Glucose ==—Fructose —#—=Lactic acid

concentration (g/L)

0 12 24 84 96 108 120

36 48 60 72

time (h)
Figure 2. Carbohydrate consumption and lactic
acid production from untreated white grape
pomace (10% solid loading).

Lactic Acid Production from White Grape
Pomace Extract

The probable negative influence of grape pomace
on the fermenting organism can be avoided by
preventing the release of compounds from the
pomace and/or avoiding the contact between the
bacteria and the pomace. In this study, these were
achieved by pre-extraction of the pomace in water
to release soluble carbohydrates and removal of
the solid material by filtration afterwards. This
way, pomace did not encounter high sterilization
temperature (121 °C), so that release of
compounds, such as phenolic compounds, may
have been limited. In addition to that, L. case/ did
not contact the pomace during cultivation, since
it was grown in the extract, which was free of solid
pomace material.
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The WGP was treated with hot water at a solid to
liquid ratio of 1:10 at 80 °C for 60 min. The other
nutrients were added to the extract and this
medium was used for LA production. In this
culture, glucose was utilized more rapidly
compared to the cultures mentioned above. After
12 h, no glucose was detected in the culture
medium (Figure 3A). Fructose consumption was
slower than glucose, similar to the previous cases,
and it was depleted in the medium in 48 h. At this
time point, LA concentration was 22.1 g/L, while
after 60 h, slightly higher amount of LA (24.1
g/L) was detected. In the first 12 h, LA
production rate was considerably high in parallel
to rapid glucose consumption. In this phase, 17.2
g/L LA was produced at a rate greater than 1.4
g/(Lh). After that time point, when fructose was
the sole carbohydrate, its consumption and
consequent LA production was much slower.
During this phase, 6.9 g/L LA was produced in
48 h, corresponding to 10-fold lower production
rate as compared to the initial phase. The total
yield based on LA concentration after 60 h was
calculated as 0.61 (g LA)/(g carbohydrates), while
production rate was 0.40 g/ (Lh).

In the next attempt, the pomace loading in the
extraction step was increased to a solid to liquid
ratio of 1:6.7 in an effort to obtain a more
concentrated extract. As a result, LA production
process started with increased amount of glucose
and fructose (Figure 3B). Glucose utilization rate
was only slightly slower than the previous case
and it was depleted between 12 and 24 h of
fermentation. Unlike the cultures above, in which
fructose was consumed in parallel to glucose
albeit at lower rates, in this case L. case; did not
start to use fructose before glucose was consumed
entirely. Fructose utilization started after 24 h and
the utilization rate was relatively slow. In the first
24 h, 20.7 g/L LA was produced at a rate of 0.86
g/(Lh). In the second phase of the culture, 19.4
g/L LA was produced from fructose in 108 h,
corresponding to LA production rate of 0.18
g/(Lh). Fructose utilization was completed after
132 h, at which point LA concentration was 40
g/L. Accordingly, the total LA yield was
calculated as 0.75 (g LA)/(g carbohydrates),
which value was 23% greater than the one

obtained in the previous run. On the other hand,
the overall LA production rate (0.30 g/Lh) was
25% lower. The high solid loading in extraction
yielded more LA as a result of higher initial
catbohydrate concentration in the medium,
however, the productivity was lower due to the
late onset and low rate of fructose consumption.
Consequently, it was possible to increase the
product concentration and yield only by
compromising from production rate.

The slow fructose utilization and LA production
in the latter culture was probably not related to
the relatively higher carbohydrate concentration,
since Lactobacillus species were reported to
function efficiently under high carbohydrate
levels (Abdel-Rahman et al., 2013). L. case/ was
reported to utilize date juice containing glucose
(50-55 g/L) and fructose (40 g/L), and produced
over 53 g/L LA in 19 h (Nancib et al., 2009). It
also could produce LA at a rate of 2.2 g/ (Lh) from
reconstituted whey powder with a lactose
concentration of 103 g/L. (Buyukkileci and
Harsa, 2004). Thus, the impaired LA production
was probably due to the presence of other
compounds in the medium. During extraction,
some chemicals that were potentially toxic to L.
casei could have been released, similar to the case
in which WGP was added directly into the
medium. This negative effect was not experienced
in the previous culture where the solid loading in
the extraction was low, so that the toxic
compound concentration in the extract may have
been below a critical level.

Effect of Yeast Extract and Yeast Autolysate
Lactobacillus  species are fastidious in their
nutritional requirements and require some amino
acids and vitamins in the growth media
(Hofvendahl and Hahn-Higerdal, 2000). The
most common source of these has been yeast
extract, which provides nutrients that most
microorganisms may need for their growth (Rivas
et al., 2004). Since using yeast extract increase the
cost of LA production media, some other
nitrogen sources have also been used to support
the growth of Lactobacillus species (Abdel-Rahman
et al., 2013, Ghaffar et al., 2014). In this study, the
effect of yeast extract concentration was tested
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and next, autolyzed baker’s yeast was used in the
LA production medium containing 10% (w/v)
WGP.

—#—Lactic acid

45 - —#—Glucose —E—Fructose

A

concentration (g/L)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
time (h)
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
time (h)

Figure 3. Carbohydrate consumption and lactic
acid production from white grape pomace
extracts with extraction solid to liquid ratio (w:v)
of A. 1:10 and B.1:6.7.

When yeast extract concentration was reduced to
5 g/L, as opposed to 10 g/L in the previous runs,
the organism grew only poorly. On the other
hand, using 15 g/L of yeast extract did not
improve the LA production as compared to using
10 g/L, resulting in almost the same fermentation
kinetics (data not shown).

In the next step, commercial baker’s yeast
(Saccharomyces cerevisiae) was autolyzed and added to
the LA production medium containing WPG,
instead of using yeast extract powder. Autolysis is
the breakdown of cellular components by the
action of the hydrolytic enzymes found within the
cell. As a result, biopolymers in the cell, such as
proteins, are hydrolyzed into low molecular
weight products and released (Bustos et al., 2004).

In previous studies, yeast autolysate was used
successfully as a nutrient for Lactobacillus species
(Borzani et al., 1993, Michelson et al., 2000,
Bolner de Lima et al., 2009).

In this study, the liquid lysate obtained by
autolysis of baker’s yeast was introduced to the
medium at two levels, namely 10 mL and 25 mL,
while keeping the working volume (70 mL) and
WPG loading (10%) constant. In both cases,
similar LA concentrations were observed (33.1-
33.5 g/L) at the end of the fermentations (Figure
4A and 4B), which levels were also very close to
the ones obtained with yeast extract powder
(Figure 2). The low lysate dose could support the
growth and LA production; however, notable
carbohydrate utilization and LA production did
not start before 24 h (Figure 4A). After 72 h,
glucose was depleted, fructose was low and LA
production was completed. The high lysate dose,
on the other hand, yielded faster fermentation,
thus glucose consumption and LA production
were rapid, while efficient fructose utilization
began after 24 h (Figure 4B). In this case,
fermentation was completed in 48 h. The results
showed that autolysis of baker’s yeast could
provide the nutritional requirements of L. caser,
thus could be used as an alternative to yeast
extract powder. Instead of baker’s yeast, it may be
possible to use waste yeast obtained after the wine
fermentations.

Utilization of food waste in the fermentation
medium  without any energy intensive
pretreatment processes is a cost-effective solution
for providing fermentable carbohydrates for the
microorganisms. WPG  was successful in
supporting the growth of L. cases and its LA
production, either in untreated form or after a
simple hot water extraction step. It was also
possible to supply the other nutritional
requirements of the bacteria by autolysis of
baker’s yeast. Thus, the growth medium used in
this study can be considered sustainable for
production of LA or other bio-based products.
WGP or its extract concentration was limited due
their negative effect on the culture performance.
Relating this to the toxic effect of phenolic
compounds, a pre-extraction step to recover these
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compounds not only can diminish the negative
effect, but also provide functional ingredients for
food and pharmaceutical industries.

40 - —H—Glucose

—&—Fructose

—#—Lactic acid 5

concentration (g/L)

0 T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
time (h)
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
time (h)

Figure 4. Effect of yeast autolysate as the nitrogen
source for lactic acid production from untreated
white grape pomace (10%). A: 10 mL, B: 25 mL
yeast autolysate in total medium volume of 70
mlL.
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Tuzlama islemi, etin raf dmrini uzatma ve teknolojik kalitesini gelistirme amaciyla uygulanmaktadir.
Gelencksel yontemlerden biri olan yas tuzlamada, et salamura icerisinde belli bir stire bekletiimekte ve tuzun
ete nifuz etmesi saglanmaktadir. Ancak, bu yontemle tuzun ete niifuzu olduk¢a yavas olmaktadir. Son
yillarda salamura ¢6zeltisi ile et arasindaki kiitle aktarim hizint arttirmak igin vakumlu emdirim yéntemi
kullandmaktadir. Vakumlu emdirim yénteminde, kismi bir vakum basinct uygulanarak kapiler sistemdeki
dogal stvilar ve gazlar uzaklagmakta ve olusan bosluklara arzu edilen ¢6zelti niifuz etmektedir. Kurutma ve
dondurma gibi islemlerden 6nce 6n islem olarak uygulanabilme, isleme stresini kisaltma, son iriintin
kalitesini gelistirme ve Uretim maliyetini azaltma bu yontemin sagladigt baglica avantajlardir. Bu makalede;
etin tuzlanmasinda vakumlu emdirim yénteminin kullandmasiyla ilgili calismalar derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Et, NaCl, salamura, tuzlama, vakumlu emdirim

USE OF VACUUM IMPREGNATION METHOD IN
MEAT SALTING PROCESS

ABSTRACT

Salting is applied to meat to extend the shelf life and improve the technological quality. In wet salting,
one of the traditional methods, the meat is kept in brine for a certain period of time and salt
penetrates into the meat. However, salt transfer into the meat is quite slow with this method. In
recent years, vacuum impregnation method has been used to increase the mass transfer rate between
brine and meat. In vacuum impregnation method, a partial vacuum is applied so that the natural
liquids and gases in the capillary system are removed and the desired solution penetrates into the
voids formed. Applicability as pretreatment before drying and freezing, shortening the processing
time, improving the quality of the final product and reducing the production cost are the main
advantages of this method. In this article has been compiled studies about the use of vacuum
impregnation method in meat salting.

Keywords: Meat, NaCl, brine, salting, vacuum impregnation
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GIRIS
Gudalarin salamura ¢6zeltisine daldirilma yoluyla
tuzlanarak muhafaza edilmesi, oldukca eski ve
geleneksel  bir  yontemdir. Etin  salamura
yontemiyle tuzlanmast da geleneksel bir yontem
olup; bu yontemde et bir tuz (NaCl) ¢Ozeltisi
icerisine daldirllmakta ve tuzun ete gecmesi
saglanmaktadir. Salamura ¢Ozeltisi eti olusturan
dokudaki hiicre ici ve hiicreler arast sividan daha
yuksek tuz konsantrasyonuna sahip oldugu icin,
tuz iyonlan difiizyon ve ozmos yollariyla ete
gecerken, etteki su ve suda ¢6zlinen bazt maddeler
ise salamuraya ge¢cmektedir (Chiralt vd., 2001;
Barat vd., 2006; Bampi vd., 2016).

Su, kas dokusunun ana bileseni olup; canlt ve
postmortem dokuda sirastyla %75 ve %65-80
oraninda bulunmaktadir. Kastaki suyun 6nemli
bir kismi (%85) miyofibrillerin i¢ bosluklarinda ve
geri kalan kismi (%15) ise miyofibrillerin disindaki
bosluklarda yer almaktadir. Miyofibriller, 6nemli
miktarda suyun etin yapisinda tutulmasint
saglamakta ve et salamura icine daldinldiginda ilk
hacminin iki katina kadar sisebilme Ozelligi
gostermektedir (Kang vd., 2016; Inguglia vd.,
2017).

Tuzlama iglemi etin raf Omrini uzatirken tat,
aroma ve tekstiirel Ozelliklerini de gelistirmekte
(Barat vd., 2006; Cotral vd., 2013; Tobin vd.,
2013; Shao wvd., 2016) ve sagladig bu
avantajlardan dolayi, Ozellikle kurutulmus et
trtinlerinin Uretiminde 6n islem basamagi olarak
yer almaktadir. Ancak geleneksel tuzlama
yontemlerinde, tuzun salamura ¢ozeltisinden ete
gecisi uzun strmektedir (Kang vd., 2016).
Ozellikle geleneksel tirtinlerin %1.6-2.2 diizeyinde
NaCl icermeleri icin 2-2.5 gun/kg salamura
¢Ozeltisinde bekletilmesi gerekmektedir
(McDonnell vd., 2014). Son yillarda hem etin
tuzlanma suresini kisaltmak hem de tuzun ete
homojen dagilimini saglamak icin bircok calisma
yapilmakta ve yeni yontemler denenmektedir. Bu
yontemlerden bir tanesi de vakumlu emdirim
(VE) yontemidir (Jin vd., 2014; Bampi vd., 2016;
Tappi vd., 2016; Wang vd., 2016). Bu ¢alismada;
etin tuzlanmasinda vakumlu emdirim yénteminin
kullanimi ele alinmistir.

ETIN TUZLANMASI

Gudalatin tuzlanmast, giineste kurutma kadar eski
bir muhafaza yontemidir. Ozellikle kurutulmus et
urunlerinin  hazirlanmasinda tuzlama islemi en
o6nemli asamalardan biridir. Ete ilave edilen tuz;
etin su tutma kapasitesini artturmakla birlikte
derisimine bagl olarak (koligatif etkisi nedeniyle)
etin su aktivitesini distirmekte ve mikroorganiz-
malarin gelisimini engellemektedir (Liu vd., 2013;
Caballero vd., 2016; Li vd., 2016). Bu nedenletle,
kurutma 6ncesinde yapilacak bir tuzlama islemi,
etin su aktivitesini 0.95 degerinin  altina
disturmekte, kurutma 6ncesi kismen bir kuruma
saglayarak kurutma olayiu hizlandirmakta ve
boylece eti Enterobacteriaceae tamilyast bakterilere
karst mikrobiyolojik olarak  giivenli  hale
getirmektedir. Su aktivitesi degeri 0.95 olan
tuzlanmis ve kurutulmus bir et Urininin tuz
konsantrasyonu ise yaklastk olarak 9%4.3-4.5
araliginda olmaktadir (Feiner, 2006; Martins vd.,
2015; Bampi vd., 2016). Ayrica tuz; proteoliz,
lipoliz ve lipit oksidasyonu gibi bazi kimyasal ve
biyokimyasal ~ reaksiyonlara  etki  ederek
kurutulmus et Grtnlerinin lezzet, renk ve teksturel
6zelliklerini gelistirmektedir (Huang ve Nip, 2001;
Barbieri vd., 2016; Wang vd., 2016).

Et trinlerinin islenmesinde yaygin olarak rafine
tuz kullanilmaktadir. Rafine tuz, deniz suyunun
iyon  degistiricic  membran  igeren  bir
elektrodiyalizden ve daha sonra evaporatérden
gecirilmesiyle elde edilen bir tuz olup yiksek
oranda (%99.8) NaCl icermektedir (Choi vd.,
2016). Tuzlama islemi, geleneksel olarak kuru ve
yas tuzlama seklinde yapilmaktadir. Kuru tuzlama,
genellikle  “pastirma’, “bacon” ve “han’”  gibi
kurutulmus ve kirlenmis et Uriinlerinin
tretiminde uygulanmaktadir. Bu yoéntemde, et
pargasinin yiizeyine homojen dagilacak sekilde tuz
uygulanmakta ve tim et ylzeyi %100 tuza maruz
birakilarak bir stire bekletilmektedir. Bu yontemde
su ilavesi olmadigindan, tuz dokunun yapisinda
bulunan suda ¢éztinmektedir. Yas tuzlamada ise;
etin tuz ¢ozeltisi (salamura) icerisinde belli bir siire

bekletilmesiyle, tuzun ete niifuz  etmesi
saglanmaktadir.  Yas  tuzlamada  salamura

genellikle %20-24 oraninda tuz icermekte ve bu
oran % tuz veya Bome derecesi olarak ifade
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edilmektedir (Feiner, 2006; Schmidt vd., 2008; De
Prados vd., 2016; Wang vd., 20106).

Geleneksel tuzlama yontemleri genellikle uzun
sirmekte ve tuz kas icine yeterince homojen
dagilmamaktadir.  Teknolojinin  gelismesiyle
birlikte tuzlama islemi son zamanlarda enjeksiyon
ve tamburlama gibi modern yoOntemlerle
yaptmaktadir (Huang ve Nip, 2001). Bu
yontemler hizli ve strekli bir tuzlama islemi
saglayarak tretim verimini arttirmakta ve iscilik
maliyetlerini dustirmektedir (Pegg ve Shahidi,
20006). Ancak, bu yontemler et ylizeyinde bazt igne
deliklerinin olusmasina ve bu nedenle etin derin
tabakalarinin su ve hava ile kontamine olarak
bozulmasina da neden olabilmektedir (Devine ve
Dikeman, 2014; Wang vd., 2016).

Tuzun difizyon hizi, et yizeyindeki tuz
konsantrasyonu ile merkezinde bulunan tuz
konsantrasyonu arasindaki farka baglt olmaktadir.
Diftizyon hizi, tuzlama isleminin baslangicinda
yani heniiz etin merkezinde tuz bulunmadig
zamanda en yiksektir. Zamanla etin dis
tabakalarindaki  su  uzaklagsmakta ve bu
tabakalardaki tuz konsantrasyonu ylikselmektedir.
Bu durumun devaminda etin merkezindeki su
yuzeye dogru hareket etmekte ve tuzlama ile
birlikte ozmotik dehidrasyonla su kayb: da
gerceklesmektedir. Ayt zamanda  tuz et
parcasinin merkezine dogru niifuz etmekte ve
béylece etin ylzeyindeki ve merkezindeki tuz
konsantrasyonu dengeye ulagarak tuz gegcisi
yavaslamaktadir (Feiner, 2006; Tribuzi vd., 2014;
Papazoglou ve Katsanidis, 2016).

Et ylizeyinde tuzun ¢6ziinmesi ve bu ¢Ozeltinin
konsantrasyonu, tuzun ete penetrasyonunu
dizenleyen ana faktér olmakla birlikte, tuzun
penetrasyon orant kas tipine bagli olarak da
degisebilmektedir. Tuz, etin yumusamasint
saglayan proteolitik enzimleri de inhibe ettigi icin
farkli oranlarda tuzlanan kaslarin  tekstiirel
Ozellikleri de farkli olmaktadir. Dolayisiyla, et
Urtnlerine distk miktarlarda tuz ilave edilmesi,
asir1 bir proteoliz gerceklesmesini ve buna baglt
olarak da yumugak bir tekstirel yapinin
gorilmesini engellemis olmaktadir (Wu vd., 2016;
Zochowska-Kujawska, 2016).

VAKUMLU EMDIRIM YONTEMININ
PRENSIBI

Tuzlama yontemleri arasinda gida mikroyapisinin
Ozelliklerine dayanan en yeni tekniklerden biri,
vakumlu emdirim (VE) yontemidir. Bu yontemle,
kimyasal ve organik bilesiklerin biyolojik dokulara
girisi, dokularin kilcal kapiler damarlari yoluyla
kontrolld bir sekilde gerceklesmektedir. VE
yontemi, kilcal kapiler sistemin i¢inde bulunan
dogal sivt ve gazlarin uzaklasmasint ve arzu edilen
tuzlama ¢Ozeltisinin girisini saglayan kismi bir
vakum uygulanmasmna dayanmaktadir (Derossi
vd., 2012).

Bu yontem ilk olarak; meyve ve sebzelerin
hipertonik ¢ozeltiye daldirilmasi  sirasinda  su
kaybini hizlandirmak ve ¢6zeltinin dokuya hizlt
girisini saglamak icin vakum ozmotik dehidrasyon
yontemi seklinde uygulanmustir. Gelisen teknoloji
ile birlikte gidalart besinsel ve fonksiyonel
bilesikler bakimindan zenginlestirme, onlara yeni
duyusal Ozellikler kazandirma ve bozulma
reaksiyonlarini ve mikrobiyel gelisimi 6nleme
amaciyla VE yontemi kullanilmaya baglanmistir
(Derossi vd., 2012; Moreno vd., 2012; Codofiet-
Franch vd., 2013; Betoret vd., 2015). Ayrica, VE
yontemi oda sicakliginda uygulanabildiginden
driiniin; rengi, dogal lezzeti, aromast ve istya
hassas bilesenleri korunmakta ve bdylece Uriin
kalitesinde gelisme saglanmaktadir (Zunin vd.,
2017). VE vyontemi; kurutma, kizartma ve
dondurma islemlerinden 6nce 6n islem olarak da
kullanilmaktadir (Bolin ve Huxsoll, 1993).

VE yontemi ilk olarak Fito (1994) tarafindan
aciklanmistir. Aragtirmact, ozmotik dehidrasyon

sirasinda  gidada  meydana gelen  degisimi
belitlemek icin mikro (hiicre duvary, hicte
membranlart  ve organeller gibi hiucresel

farkhiliklart dikkate alan yOntemler) ve makro
(e1dayr, homojen Ozelliklere sahip biyolojik
dokularin bir biitiinii olarak ele alan yontemler)
dizeyde analizler yapmustir. Bu analizlerin
sonucunda elde ettikleri su difiizyon katsayilarini
(D)) karsilastirmis ve mikro yontemle elde edilen
degerlerin 100 kat daha ylksek oldugunu
belirlemistir. Boylece, ozmotik dehidrasyon
sirasinda geleneksel difiizyona ilave olarak daha
hizli bir kiitle aktarim mekanizmasinin varhigt

141



142

E. Aykin Dingcer, M. Erbas

sonucuna ulagilmistir. Bu mekanizma; vakum
altindaki materyalin g6zeneklerindeki sivi ve
gazlarin bogalmast sonucu materyal hacminin
kiicilmesi ve atmosferik basinca geri doniilme
sirasinda  materyale ilave edilmek istenen
¢Ozeltinin materyal lizerine verilerek gbzeneklere
yerlesmesini  saglayan basing  degisikliklerine
dayanmaktadir. Bu olay kitle aktariminin
meydana  geldigi  bircok  islemin = hizi
arttirmaktadir (Derossi vd., 2012).

VE yontemi gidalara tek bir dongii (sirastyla
atmosfer basinct (to) - vakum olusturma (1) -
denge durumu (t2) - tekrar atmosfer basincinin
saglanmasi (t3) ) veya ardisik dongiiler seklinde
uygulanabilmektedir. Her déngti ¢ asamadan
olugmaktadir (Sekil 1). Tlk asamada gida materyali,
¢ozelti icerisine daldirlmaktadir. Baglangicta
gozenek i¢ basinct atmosfer basincina esittir (to).
Sisteme vakum uygulandiginda gbzenek basinct
dis basin¢tan daha yiiksek olur ve icteki gazlarin

genislemesiyle kapiler deformasyonu ve i¢ hacmin
artist gerceklesir. Basing degisimine baglh olarak
gidanin gézenek ve kapiler sisteminde bulunan
dogal sivilar ve gazlar kismen digart gikarlar. Bu
asamada hidrodinamik hareket devreye girer ve
disaridaki  ¢Ozelti kismen kapiler icerisine
gecmektedir. Bu olaylar denge saglanincaya kadar
es zamanl olarak meydana gelmektedir (ti).
Denge basincina ulasildiginda sistem bu basingta
bir stire bekletilmektedir (t2). Son asamada tekrar
atmosfer basinct olusturulmakta (t3) ve Srnekler
cozelti icinde bekletilmektedir. Bu gevseme
periyodunda  basimng  degisimi ile  birlikte
hidrodinamik harekete ilaven deformasyon olay1
da meydana gelmektedir. Hidrodinamik harekete
ilaveten, basinctaki degisim 6rnekler tzerinde
titresimler de olusturmakta ve bdylece kitle
aktarim hizi daha da artabilmektedir (Barat vd.,
2006; Carciofi vd., 2012; Derossi vd., 2012;
Betoret vd., 2015; Yang vd., 2017).

(to) (t2)

Pgézenek:Pd
Atmosfer basinci

Pgbzenek>Pd
Vakum, Gaz cikis

(t2)

Pgbzenek: Pq
Denge durumu

Pgézenek<Pd
Atmosfer basinci

Sekil 1. Etin tuzlanmasinda vakum emdirim agamalari

VE yontemi ile etin tuzlanmast sirasinda farklt
asamalarda meydana gelen kiitle aktarim olaylart
ve yapisal degisimler Cizelge 1’de verilmistir. VE
islemi sirasinda meydana gelen bircok olay, farkls
degiskenlerden  etkilenebilmektedir.  Prosesi
etkileyen baslica dis degiskenler; vakum basinci,

dongt sayist, vakum periyodunun siiresi, gevseme
periyodunun  stresi, salamura  ¢Ozeltisinin
viskozitesi, sicaklik, c¢ozelti konsantrasyonu ve
gida/¢ozelti kiitle oramidir (Derossi vd., 2012;
Yilmaz ve Bilek, 2017a).
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Cizelge 1. Vakum emdirim yéntemi ile et tuzlanmasinin farklt asamalarinda meydana gelen kiitle
aktarim olaylart ve yapisal degisimler (Barat vd., 2006)

Asamalar Kitle aktarimi

Yapisal degisimler

Vakum 6ncesi atmosferik
basingta daldirma (to)
su ve tuz diftizyonu

Sisteme vakum
uygulanmasi (t1; t2)
salamuranin ilerlemesi.

Difiizyonla birlikte salamura
penetrasyonuna bagh olarak tuzlu su

Salamuranin kapiler penetrasyonu
Ornek ylzeyine yakin Giriin sivi fazinda

Gaz ve serbest i¢ stvinin digartya akisi.
Daha yogun kapiler etkilere baglt olarak

Ornek yiizeyindeki degisiklikler:
proteinlerin yapisal degisiklikleri

Gaz dolu gézeneklerin
genislemesi
Biyopolimerlerdeki yapisal
degisiklikler ve su baglama
kapasitesinin degisimi

konsantrasyon profillerinin gelistirilmesi

Atmosferik basinca geri
getirme (t3)

Hidrodinamik hareket ile salamura
penetrasyonunun ilerlemesi
Su ve tuzun difiizyon yoluyla taginmasi

Matriks gbzeneklerinde hacim
azalmast: serbest stvi fazin disart
atilmast

Biyopolimerlerdeki yapisal
degisikliklerde ve su baglama
kapasitesinin degisiminde
ilerleme

Vakum en o6nemli dis degisken olup, gidanin
gozenekleri ile salamura ¢6zeltisinin etrafindaki
atmosfer arasinda basing degisimini saglayan
kuvvettir. Genel olarak literatirde, kullanian
vakum basincinin 50-600 mbar arasinda degistigi
bildirilmistit (Derossi vd., 2011). Hindi eti
tzerinde yapilan bir ¢alismada; atmosfer basinct
ne kadar diisiik olursa tuz alminin o kadar ytiksek
ve su kaybinin o kadar az oldugunu belirlemigtir.
Farkli seviyelerde (150, 400 ve 700 mbar ) basing
uygulanan Srneklerde 240 dakikanin sonunda su
kayb1 sirastyla -1.89, 6.25 ve 8.86 g/100g ve tuz
kazanimi ise 13.71, 9.47, 9.20 g/100g olarak
belirlenmistir. Kiitle aktarimi tzerine bu etkiler,
dustik  basingta  yiksek isleme  veriminin
saglandigini  gostermektedir.  Ayrica, vakum
donglstiniin sayist (birden ona kadar) arttikca
orneklerin  tuz kazanimi artmus ve su kaybt
azalmistir.  Atmosfer  basincinda
Orneklerin ortalama su kaybi ve tuz kazanimi 3.92
ve 5.54 g/ 100g olarak belitlenirken; on vakum
dongtsiinden sonra bu degetler sirasiyla -10.47 ve
11.31 g/100g olarak belitlenmistir (Deumier vd.,
2003a).

tuzlanan

Vakum ve gevseme periyotlarinin siireleri VE
yontemini etkileyen diger 6énemli degiskenlerdir.
Vakum periyodu, vakum uygulandiktan sonra

gida mikroyapisinin dengeye ulagsma egiliminde
oldugu stiredir. Gevseme petiyodu ise; atmosfer
basinct saglandiktan sonra gida yapisinin dengeye
ulagma egiliminde oldugu siiredir. Vakum basinci,
vakum periyodu siiresi ve gevseme periyodu
stresi birbiriyle iligkili dis degiskenler olup, bu
parametreler son Uriiniin hiicre yapist ve kalite
Ozellikleri tizerinde etkili olmaktadir (Karacaoglu
vd., 2016; Yimaz ve Bilek, 2017b). Dolayisiyla,
tretimi olduk¢a zahmetli olan geleneksel et
driinlerinin  islenmesinde, VE yontemi bu
parametrelerin  optimum kosullart belirlenerek
kullanilabilmekte ve son Urin  &zellikleri
ivilestirilebilmektedir. ~ Andgjar  vd.  (2001),
Kiba’ya 6zgii geleneksel bir et Grtintinlin (tasajo)
tuzlama agamasinda VE yontemini uygulamis ve
vakum stresi artttkca agirlik kaybinin azaldigini
belirlemistir. Ayrica VE yonteminin uygulanacagt
et par¢alarinin biyiikliigii ve gézeneklerinin yapist
vakum  siiresinin  belirlenmesinde  dikkate
alinmaktadir. Cinkd, VE uygulanan parcalar daha
buyik ve goézenekler daha kig¢tik oldugunda
orneklerin dengeye ulagsmasi igin daha fazla zaman
gerekmektedir (Barat vd., 20006).

Sicaklik, vakumlu emdirim yonteminin etkinligini
degistirmemektedir. Gidanin viskoelastik
Ozellikleri sicaklik degiskeninden etkilendigi icin,
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sicaklik artttkca yapmin yumusadigt ve agirlik
kaybinin artti1, ancak ¢cézlinen maddenin gidaya
gecisinde Onemli bir farkliligin - olusmadigt
bilinmektedir (Barat vd., 2006; Yilmaz ve Bilek,
2017b). Ayrica, sicaklik artist kullanilan ¢6zeltinin
viskozite degerinin dustsunde etkili
olabilmektedir (Derossi vd., 2012).

Salamura konsantrasyonunun, tuzlama yiratiict
kuvveti ve etin su tutma kapasitesi tizerine bilinen
etkileri disinda toplam tuz kazanci itizerine de
etkisi bulunmaktadir. Diger taraftan salamura,
hipertonik 6zellikte bir ¢6zeltidir. Dolayistyla,
salamura ¢Ozeltisinin konsantrasyonu arttikea,
ozmotik dehidrasyon nedeniyle gidanin su
kaybinda bir artis meydana gelmektedir (Barat vd.,
2000). Corzo ve Bracho (2007), VE uyguladiklart
baliklarda salamura konsantrasyonu artttkca su

diftizyon katsaywisinin  arttigini - belirlemistir.
Bunlara ilaveten; et salamura oraninin disik
olmasi, salamura konsantrasyonunun islem

stresince aynt kalmasint saglamaktadir (Derossi
vd., 2012).

Gidanin gézenekliligi, gézeneklerin boyutu ve
morfolojisi ise; VE yontemine etki eden baslica i¢
degiskenlerdir (Panarese vd., 2013; Gomez-
Galindo ve Yusof, 2015). Gozenek boyutu,
¢ozeltinin ylzey gerilimi ve ¢ozelti ile gézenek
duvarlart arasindaki 1slanma agist  salamura
¢Ozeltisinin et gbzeneklerine girisini
etkilemektedir (Tylewicz vd., 2012; Panarese vd.,
2016). Ayrica, biyolojik dokunun gézenek ¢apit da
VE uygulamast i¢in 6nemli olup, bu parametre
salamuranin  girisine uygun bos  hacmi
saglamaktadir (Mao vd., 2017). Dolayistyla
gozenek c¢ap:t artukca emdirim dizeyi de
artmaktadir. Genel olarak et, balik ve peynirle
karsilastirildiginda meyve ve sebzelerin gézenek
capt daha yuksektir. ~ Hayvansal triinlerde
gozenekliligin daha duisik olmasinin nedeni,
genellikle hiicreler arast bogluklarin serbest bir stvi
faz icermesinden kaynaklanmaktadir (Deumier
vd., 2003b). Yapilan calismalarda gbzeneklilik
degeri sigir etinde %1.28 (v/v) (McDonald ve
Sun, 2001) ve hindi etinde %1.69 (v/v) (Deumier
vd., 2003b) olarak belirlemistir.

VE islemini etkileyen diger i¢ degiskenler; gidanin
ylzey alani ve kalinligidir. Et 6rneginin ylizey alant
arttkca  ve  kalinligi  azaldik¢a, salamura
cozeltisinin ete nifuzu artmaktadir (Derossi vd.,
2012). Chiralt vd. (2001), salamura ¢6zeltisinin
emilim oraninin kas yapisina da baglt oldugunu
bildirmistir. Kasin  yapisinda gaz faz
bulunmamasina ragmen, kesimden sonra kan
damarlarina gaz girebilmekte ve kan damarlart VE
islemindeki hidrodinamik hateketler icin kanal
gorevi gorebilmektedir.

VAKUMLU EMDIRIM YONTEMININ
ETIN TUZLANMASINDA KULLANIMI
Buyik et parcalarini tuzlama islemi disik
sicakliklarda  yapildigindan  genellikle  tuz
diftizyonu yavas gerceklesmekte ve bu islem
birka¢ giin siirebilmektedir. Ornegin “charque”
adi verilen gelencksel et driininin tuzlama
asamast sekiz gln stirebilmekte ve bunu bes giin
veya daha fazla siren giineste kurutma asamast
takip etmektedir (Shimokomaki vd., 1998). Bu et
pargalarinin  uzun siren tuzlama periyodunu
kisaltmak amaciyla son yillarda VE yontemi
kullanilmaktadir (Barat vd., 2006; Bampi vd.,
2016; Tappi vd., 20106). Cizelge 2’de etin vakumlu
emdirim yontemi ile tuzlanmasini iceren cesitli
calismalar verilmistir.

Geleneksel et  drdnlerinin hava  ile
kurutulmasindan ~ 6nce  VE  yonteminin
kullanilmasi, iki hedefe ayni anda ulasilmasini
saglayabilmektedir. Bu hedefler; enerji maliyetinin
azalmast ve son Urlin kalitesini gelistirmek
amactyla antimikrobiyel o6zellikteki tuzun ete
uygulanmasidir (Derossi vd., 2012). Bampi vd.
(2016) farklt tuzlama yéntemlerinin etin su kaybt
ve tuz kazanimi kinetiklerine etkisini aragtirmistir.
Et 6rneklerinin yas tuzlanmast sirasinda, atmosfer
basinct yerine uygulanan vakum islemi su kaybint
%20 ve tuz kazanmmini %15 arttrmistir. Diger
taraftan, salamuraya farklt asit ¢ozeltilerinin ilave
edilmesi 6 saat daldirma isleminin sonunda tuz
kazanimini %13-24 distirmistiir. Ayrica, NaCl
yerine KCI kullanddiginda K*  iyonlarinin
difizyonunun daha hizli oldugu belitlenmistir.
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Cizelge 2. Etin vakumlu emdirim yéntemi ile tuzlanmasini iceren literatiir calismalari

Hammadde Emdirilen ¢ozelti - Isleme kosullari Sonug Kaynak
¢Ozelti : Griin orant

Domuzeti %20 tuz, %2 dekstroz, 4°C’de 20 dk Geleneksel tuzlama Serio vd.,
%1 sakaroz, %00.1 vakumlu tamburlama  y6ntemine kiyasla VE 2017
askorbat, %0.1 baharat  4°C’de 16 saat tank yontemi trin
karisimi ve %00.085 icinde bekletme ylzeyindeki
nitratlar - 2:1 Enterobacteriaceae

poptilasyonunu
azaltmistir.

Somon %!1.5 stv1 tiitsii iceren Vakum basinct: 50 VE yéntemiyle tuzlanmis  Buguefio

balig1 doymus NaCl ¢6zeltisi ~ mbar Ornekler iki farkli sekilde  vd., 2003
(370 g/L) Vakum stresi: 5 dk ambalajlanmus ve

Gevseme siiresi: 45 depolama boyunca

dk Orneklerin kimyasal ve
fiziksel parametrelerde
herhangi bir degisim
gbzlenmemistir.

Somon Cozelti, seker ve tuzun ~ Vakum basinct: 50 Kuru tuzlama yontemine  Larrazabal-

baligt (1:1) destile suda mbar kiyasla, yas tuzlama ve Fuentes
cozlinmesiyle Vakum stiresi: 15dk  VE yontemleri tuzlama vd., 2009
hazirlanmugtir (460 stresini (= %85) ve
g/1). - 20:1 agirlik kaybini (= %048)

azaltmigtir.

Sigrr eti Et fakli ¢6zeltilerle Vakum basinct: 50 VE uygulamast su kaybini  Bampi vd.,
muamele edilmistir. mmHg %20 ve tuz kazanimini 2016
+Doymus tuz ¢ézeltisi  Vakum stiresi: 20 dk %15 artturmistir. Diger
(6 mol/L) - 10:1 Gevseme siiresi: 5 taraftan, salamuraya farkl
+Marinasyon stvist (Su, saat 40 dk asit ¢cozeltilerinin ilave
Na(l, asitler) - 10:1 edilmesi, tuz kazanimini
+9%75 NaCl ve %25 %13-24 disurmistir.

KCl igeren ¢ozelti - Ayrica, NaCl yerine KCl

10:1 kullanildiginda K*
iyonlarinin difizyonunun
daha hizlh oldugu
belitlenmistir.

Kuzu eti Salamura ¢6zeltisi Vakum basinct: 70 VE yontemiyle tuzlanan ~ Wang vd.,
(%15 NaCl) kPa Orneklerin tuz icerigi 2016

Vakum stiresi: 15 dk  kontrole gére %1 daha
Gevseme siitesi: 15 yiksek tespit edilmistir.
dk VE yontemiyle tuzlanan
Dongii sayist: 3, 6,9,  6rneklerde aktomiyosin
12 daha fazla ¢6zinmus ve
miyofibriller daha fazla
sismistir (P < 0.05).

Hindi eti Salamura ¢6zeltisi (350  Vakum basinct: 15, Basing distiikee ve Deumier

g/kg) - 20:1 40 ve 70 kPa dongt sayist arttikea; tuz - vd., 2003a
Déngii sayist: 1’den alim1 artmis ve su kaybt
10’a kadar azalmistir.
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VE y6ntemi, kuru tuzlama ve atmostfer basincinda
yas tuzlama yontemlerine kiyasla tuzlanmis
iriniin kalite ve stabilite parametrelerini farkl
sekilde etkilemektedir. VE yontemiyle, triinin
stabilitesini saglayan tuz seviyesine daha yiiksek
nem degerlerinde ulagilmaktadir. Dolayisiyla, bu
yontemle elde edilen trtlinler daha sulu bir yapida
olabilmektedir. Buguefio vd. (2000) yaptklari bir
calismada somon baligint ticari su aktivitesi
degerine (0.965) ulagincaya kadar iki farklt sekilde
tuzlamistir.  Calismada atmosfer basincinda
tuzlanan Orneklere (%062) gére VE yontemi ile
tuzlanan Srneklerin nem iceriklerinin (%63) daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla bitlikte, VE
yontemi  kuru tuzlamaya kiyasla oksijenin
ornekteki aktif bolgelere ulagsmasint engelledigi
icin yagli etlerde oksidasyonu geciktirebilmektedir
(Chiralt vd., 2001). Buguefio vd. (2003) VE
yontemi ile tuzlanmanin, thtsilenmis somon
baliginin raf dmril Gzerine etkilerini arastirmistir.
Islendikten sonra iki farkli sekilde (vakum ve
modifiye atmosfer paketleme) ambalajlanan
orneklerin raf 6mriinii 25 glin olarak belirlemis ve
depolama boyunca 6rneklerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinde herhangi bir degisim gézlememistir.

Yapilan bagka bir calismada VE yontemi ile
tuzlanmis etin mikroyapist, protein denatiirasyonu
ve su tutma kapasitesi arastirlmistir. Ornekler VE
0, 1.5, 3, 4.5 ve 6 saat) ve atmosferik (kontrol)
olmak tzere iki farkli sekilde tuzlanmistir. VE
yontemiyle tuzlanan Orneklerin  tuz igerigi
kontrole gére %1 daha yiksek tespit edilmistir.
VE yontemiyle tuzlanan 6rneklerde aktomiyosin
daha fazla ¢6zinmils ve miyofibriller daha fazla
sismistir. Bu ¢alisma ile; VE yonteminin salamura
verimini artturdigl, aktomiyosin ¢Oziinmesini
tesvik ettigi ve etin su tutma kapasitesini
gelistirdigi sonucuna ulastlmistir  (Wang vd.,,
2010).

Es zamanli salamura ¢bzme / tuzlama teknigi, bir
soguk odada etin ¢Ozilmesi ve ardindan
tuzlanmasi icin gerekli olan zamani azaltmak icin
kullanilmaktadir. Bu teknik sayesinde, tuzlama
islemi sonrasinda salamura c¢ozeltisi ile etin tuz
icerigi kisa stirede dengeye gelmektedir (Barat vd.,
2005). Flotres vd. (2006), “ham” tretiminde bu
teknigin VE ile birlikte kullanimini incelemis ve

VE uygulanan orneklerde miyofibril
bozulmasinin daha hizli oldugunu belitlemistir.

VE uygulanan iriinin ve salamura ¢6zeltisinin
mikrobiyel glvenliginin arastirilmasi 6nemli bir
husustur. Hayvanin kesimiyle birlikte kontaminas-
yon gerceklesebilmektedir. Eger hammadde
kontamine ise VE uygulamasi sirasinda salamura
¢ozeltisi de kontamine olabilmektedir. Kontamine
olmus bir ¢ozeltinin tekrar tekrar kullanilmasi ise,
triinin mikrobiyel giivenligini tehdit edebilmek-
tedir. Bununla birlikte literatiirde, VE yénteminin
ette bulunan kani uzaklastirdigr ve driiniin
mikrobiyel agidan daha givenli hale geldigi
belirtilmektedir (Chiralt vd., 2001).

Geleneksel et iriinlerinin olgunlagmasi; endojen
enzimlerin disinda katalaz negatif koklar, mayalar
ve kiflerin trettigi mikrobiyel enzimlerle de
saglanmaktadir. Ancak, yetersiz kirleme islemi
nedeniyle kiirlenmis et trinlerinde
Enterobacteriaceae gibi istenmeyen mikroorganiz-
malar da bulunabilmektedir. Kirtlenmis et
uriinlerinde  Enterobacteriaceae varlig,
sadece raf 6Smrint olumsuz etkilemekle kalmaz,
bu mikroorganizmalar patojen oldugundan ve
biyojen amin Grettiginden gida giivenligi acisindan
risk olusturmaktadir (Belletti vd., 2013). Serio vd.
(2017) VE yontemi ile tuzlanan geleneksel bir et
urininde (lonza) Enterobacteriaceae  familyast
bakterilerin varligint arastirmis ve geleneksel
tuzlama yontemine kiyasla VE yonteminin Grtin
yuzeyindeki  Ewnferobacteriaceae  popilasyonunu
azalttigint tespit etmis ve bu triinin dretiminde
VE yonteminin  kullanilabilecegi  sonucuna
varmistir.

urunun

SONUC

VE yonteminde, salamura icine daldirdmis et
Ornegine kismi bir vakum uygulanarak kapiler
sistemindeki ~ dogal  svilar  ve  gazlar
uzaklastirilmakta ve olusan bosluklara salamura
¢ozeltisinin  nifuz etmesi saglanmaktadir. Et
driinlerinin tuzlanmasinda bu yéntemin kullanimi,
diger yontemlere kiyasla tuzlama siresini
kisaltmakta,  aktomiyosinlerin ~ daha  fazla
cozlinmesini saglamakta, su tutma kapasitesini
arturmakta ve urinin mikrobiyel givenligini
gelistirmektedir. Bu avantajlarinin yani sira VE
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yonteminin endstriyel Slcekte yaygin bir sekilde
kullanimt icin, uriin bazinda tim kosullarin
optimize edildigi daha detaylt arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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oz

Ksilitol, sakkaroza benzer tathlik derecesi, diisiik kalori ve glisemik indeks degerlerinin yanisira
antikariyojenik 6zelligi sayesinde gida endiistrisinde kullamilan seker alkolleri arasinda yer almaktadir. Ksilitol
tretimi, ginimizde olduk¢a yiksek maliyetler gerektiren kimyasal proseslerle saglanmaktadir. Diger
taraftan, retim maliyetlerini azaltma potansiyeli degerlendirildiginde, son yillarda yapilan calismalar
mikrobiyel ksilitol tretimi tizerine odaklanmustir. Mikrobiyel ksilitol Gretimi ¢alismalarinda yaygin olarak
mayalar kullamlmaktadir. Calismalarda fermantasyon ortami olarak, gesitli lignoselilozik materyallerden
hazitlanan ve ksilitol Gretimi icin gerekli substrat olan ksilozu iceren hemiselilozik hidrolizatlar
kullanidmaktadir. Bu detleme, ksilitol ve fermantasyon yolu ile tiretimi, ksilitol iiretiminde dogal fermantasyon
ortami olarak kullandan hemiseliilozik hidrolizatlarin hazirhigt ve bu konuda son yillardaki gelismeleri
icermektedit.

Anahtar kelimeler: Ksilitol, lighoseliilozik materyal, hemiseliilozik hidrolizat, fermantasyon

UTILIZATION OF HEMICELLULOSIC HYDROLYSATES
FOR MICROBIAL XYLITOL PRODUCTION

ABSTRACT

Xylitol is one of the sugar alcohols used in food and pharmaceuticals industries, with relative
sweetness equivalent to sucrose, less calorie and glycemic index values, and also its anticariogenic
properties. Today, it is industrially produced by chemical processes demanding considerable high
costs. On the other hand, when its potential for reducing the costs is evaluated, studies in recent
years are focused on microbial xylitol production. Yeasts are widely used in microbial xylitol
production studies. In those studies, hemicellulosic hydrolysates prepared from various
lignocellulosic materials and containing xylose necessary as substrate for the xylitol production are
utilized as fermentation media. This review was focused on xylitol and its production by
fermentation, preparation of hemicellulosic hyrolysates used as natural fermentation media in xylitol
production and recent developments in this subject.

Keywords: Xylitol, lignocellulosic material, hemicellulosic hydrolysates, fermentation
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GIRIS
Ksilitol, sahip oldugu cesitli olumlu 6zellikleri
nedeniyle diinya ¢apinda yogun olarak talep gbren
bir seker alkoliidiir. Ulkemize ithalat yolu ile
saglanan ksilitol; endustriyel olarak kimyasal
yontemlerin  kullanddigi proseslerle tretilmek-
tedir. Ancak, kimyasal yontemlerin gerektirdigi
yuksek sicaklik ve basing degerlerinin saglanmast
icin yapilan enerji sarfiyati ve tiretimde hammadde
olarak kullanilan saf ksilozun pahali olmasi,
ksilitol iretiminin olduk¢a maliyetli bir proses
haline gelmesine yol agmaktadir. Bu nedenle,
dogada bol miktarda bulunan ve ucuz substrat
kaynaklart olan gesitli lignoselilozik materyal-
lerden hazirlanan ve ksilitol Gretimi icin gerekli
substrat  olan  ksiloz  acisindan  zengin
hemiselilozik hidrolizatlarin mikrobiyel ksilitol
tretimlerinde dogal fermantasyon ortami olarak
kullanilmasi ile ilgili calismalarin son yillarda arttigt
gorilmektedir (Camargo vd., 2015). Kisilitol
tretiminde mikroorganizmalar  kullanddiginda
¢ok daha disik sicakliklarda calisima ve
hemiseltilozik hidrolizatlardaki ksilozun saflastiril-
madan substrat olarak kullanilma olanaklari,
tretim maliyetlerinin 6nemli Slgiide azalmasina
katki saglamaktadir. Genel olarak, mayalarin
ksilitol tretimi potansiyellerinin daha yuksek
oldugu belirtilen ¢alismalarda, lignoselilozik
materyal olarak olduke¢a fazla cesitlilikteki gida,
tartm  ve ormanciik endistrisi  artiklarinin
degerlendirildigi gérilmektedir (Albuquerque vd.,
2014).

Mikrobiyel ksilitol tdretimi  calismalart  icin
fermantasyon ortamt hazirhig stirecinde, ilk olarak
lignoselillozik materyaller cogunlukla seyreltik
sulfirik  asit  ¢ozeltisinin -~ kullanildigt  bir
hidrolizasyon islemine maruz birakilmaktadir.
Elde edilen hemiselilozik  hidrolizatlarin,
hammadde kaynagi ve islem parametrelerine gore
farkllik gosteren miktarlarda ksiloz igerdiklert
bilinmektedit (Ur Rehman vd., 2015). Ancak,
hazirlik strecini nispeten zorlastiran asama,
hidrolizatlarda ksilozun yanisira mikroorganizma
gelisimini olumsuz yonde etkileyen furfural,
hidroksimetil furfural (HMF), fenolik bilesikler ve
asetik asit gibi birtakim inhibitér bilesenlerin
ortaya ¢tkmasidir. Dolayisiyla, elde edilen
hemiselilozik hidrolizatlarin fermantasyon ortamit

olarak kullanilabilmesi icin, Oncelikle icerdigi
inhibitér bilesenlerinden etkin  bir  sekilde
arindirilmast gerekmektedir. Bu amagla, vakum
evaporasyonu, iyon degistirici regine kullanimi,
asirt alkalilestirme veya pH ayarlama ve aktif
kémir ile muamele islemlerinden siklikla
yararlanildigr  gérilmektedir  (Albuquerque vd.,
2015).

KSILITOL VE BIYOTEKNOLOJIK
YOLLA URETIMI

Ksilitol, agithiklt  olarak gida ve eczacilik
endustrilerinde alternatif bir tatlandirict olarak
kullanilan bes karbonlu bir seker alkolidir (Ur
Rehman vd., 2015). Emiilsifiye edici, nem tutucu,
kivam arttirict ve tatlandirict olma fonksiyonlart
sayesinde, gidalarda E967 kodlu katki maddesi
olarak kullanilan ksilitol, Amerikan Gida ve lac
Dairesi (FDA) tarafindan ‘genel olarak glivenilir
kabul edilen (GRAS)’ bilesenler sinifina dahil
edilmistir (Grembecka, 2015; Zada vd., 2017).
Sakkaroz ile ayni tathilik derecesine sahip olmakla
birlikte kalori degeri yaklasik tigte bir oraninda
olan ksilitol, distik kalorili trtinlerin tretiminde
kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Ur Rehman
vd., 2015). Saglikli beslenmeye olan ilginin artmasi
ile beraber toplumlar sekersiz ve disik kalorili
gida driinlerini tiketmeye yonelmis, bu durum
ksilitol talebinin artmasina yol a¢mustir. Diinya
genelinde, 2013 yilinda yaklastk 160 bin ton
oldugu belitlenen ksilitol tiiketiminin 6ntimutizdeki
yillarda 240 bin tonlara; piyasadaki ekonomik
degerinin ise 670 milyon dolardan 1 milyar dolara
yitkselecegi tahmin edilmektedir (Rao vd., 2016;
Dasgupta vd., 2017). Cézinme sicakliginin
negatif olmast sayesinde agza alindiginda ferahlik
hissi sagladigindan, ksilitol genel olarak sakiz,
sekerleme ve cikolata gibi urtinlerin dretiminde
kullanilmaktadir  (Albuquerque  vd., 2014;
Mohamad vd., 2015). Uretilen ksilitoliin oldukca
buyik bir c¢ogunlugunun sakiz endistrisi
tarafindan kullanildigt rapor edilmistir. Glisemik
indeks degeri sakkaroza gore oldukea dusiik olan
ksilitol, instlinden bagimsiz olarak metabolize
edildiginden, diyabet hastalarina yonelik trtinlerde
kullanabilen alternatif bir tatlandiricidir (Jain ve
Mulay, 2014; Grembecka, 2015). Ksilitolin
antikariyojenik Ozellik gbsterdigi ve bu nedenle,
dis macunu, agiz calkalama suyu gibi kisisel bakim
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trtinlerinde kullanidigr bilinmektedir (Rafiqul ve
Mimi Sakinah, 2013; Ur Rehman vd., 2015).

Ticari olarak ilk buytk 6lcekli ksilitol tretimine,
1975 yilinda Finlandiya’da baglandig belirtilmek-
tedir. Ksilitol tretimi kimyasal olarak; ticari
ksilozun veya cesitli lignoseltilozik materyallerden
elde edilen ve ardindan saflastirilan ksilozun,
oldukea yiksek basing (31-40 atm) ve sicaklik
(100-130°C)  kosullart altinda Raney nikel
katalizorii  esliginde ksilitole indirgenmesi ile
gerceklestirilmektedir (Albuquerque vd., 2014;
Dasgupta vd., 2017). Kimyasal yolla ksilitol
dretiminde, = hammadde  kaynagi  olarak
lignoselilozik materyallerden elde edilen ksiloz
icerigi  bakimindan  zengin  hidrolizatlarin
kullanilabilmesine  yonelik  ¢esitli  ¢alismalar
yapimaktadir. Ancak, hem yiksek basing ve
sicaklik  kosullarinin = saglanmast icin  gerekli
donanim ve enerji maliyetlerinin fazla olmast hem
de saflagtirma islemlerinin oldukca fazla maliyet
gerektirmesinden dolayl, kimyasal yo&ntemlerin
kullanildigi ksilitol Gretiminin pahalt bir siireg
oldugu bilinmektedir (Albuquerque vd., 2014;
Dalli vd., 2017). Bununla beraber, ksilitol
ginimiizde  halen  kimyasal  y6ntemlerle
tretilmektedir. Diinya genelindeki en buyik
ksilitol Ureticisi olan bir isletmenin, ksilitol
tretiminde hammadde olarak, kagit hamuru ve
kagit endistrisi artiklarindan elde ettikleri ksilozu
kullandigi  belirtilmektedir  (Albuquerque vd.,
2014).

Ksilitolin ~ kimyasal =~ yontemlerle dretiminde
karsilasilan zorluklar, son yillarda arastirmacilar
uretim icin alternatif proses arayislarina yoneltmis
ve ksilitolin fermantasyon yolu ile (mikrobiyel) ve
enzimatik  olarak  dretilebilecegi iki  farklt
biyoteknolojik yaklagim gelistirilmistir. Ksilitol
Uretiminin yaygin olarak, lignoseltlozik materyalin
asit veya enzim araciligt ile hidrolize edilmesi ve
ksiloz kaynagi olarak elde edilen hemiseliilozik
hidrolizatlarin  igerdigi inhibit6r bilesenlerden
arindirlmasi agamalarindan sonra fermantasyona
tabi tutulmalari ile gerceklestirildigi bilinmektedir
(Rafiqul ve Mimi Sakinah, 2013). Kimyasal
yontemler ile kiyaslandiginda, hidrolizattaki
ksilozun saflastirilmadan  ksilitol  dretiminde
kullanilabilmesi ve uretimde kullanilan dustk

sicakliklarin fazla enerji gerektirmemesi nedenleri
ile Uretim maliyetlerinin 6nemli dl¢ctide azaltilabil-
digi Dbelirtilmektedir (Mohamad vd., 2015).
Ksilitol treticisi olduklart bilinen mikroorganiz-
malar arasinda baslica  Scheffersomyces  (Pichia),
Debaryomyces ve Candida cinslerine ait maya
suslarinin  oldugu  bildirilmekte ve 6zellikle
Candida cinsi mayalarin daha yliksek verimlerde
ksilitol drettikleri rapor edilmektedir (Cheng vd.,
2010). Gergeklestirilen bazt calismalarda, Candida
tropicalis tirtne ait mutant veya rekombinant
suslar ile (Jeon wvd., 2011; Guo vd., 2013),
rekombinant Saccharomyces cerevisiae (Li vd., 2013)
ve Debaryomyces hansenii (Pal vd., 2013) suslarinin
ksilitol ~ Gretimlerinde  kullanidiklart  rapor
edilmistir. Ayrica, rekombinant Corynebacterinm
Glutamicum ve Escherichia coli bakteri tirtlerinin
ksilitol diretiminde kullanildig1 bilinmektedir (Kim
vd., 2010; Su vd., 2015). Yapilan bir calismada,
Candida cinsi 28 adet izolat arasinda, C. fropicalis
MVP 16 susunun en yiksek verimde ksilitol

Urettigi  belirtilmistir  (Lourenco vd., 2014).
Guaman Burneo vd. (2015) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada ise, C. fropicalis
tirtine ait bir susun yawsia, Cyberlindnera

galapagoensis susu kullanilarak en yitksek degerlerde
ksilitol ~dretilebildigi  bildirilmistir. Bir diger
calismada, Cyberlindnera  saturnus  susunun en
yiksek derisimde ksilitol Grettigi rapor edilmistir
(Kamat vd., 2013).

Ksilitol, mikroorganizmalarin ksilozu fermente
etmeleri sirasinda aciga ctkan bir ara drindir.
Mayalarin ksilozdan ksilitol Uretim metabolizma-
sinin, indirgenme ve ylikseltgenme basamaklarini
iceren bir dizi reaksiyondan olustugu gérilmek-
tedir. Ksiloz, NADPH veya NADH bagiml
ksiloz rediiktaz (KR) enzimi varliginda indirgene-
rek ksilitole dontismekte, ardindan elde edilen
ksilitol hiicre disina salinmakta veya ortamda
NADP*veya NAD™ bagimli ksilitol dehidrogenaz
(KDH) enziminin olmast durumunda ksiluloza
okside olmaktadir. Ksilozdan fermantasyon yolu
ile ksilitol tiretimini diizenleyen enzimler olan KR
ve KDH enzimleri arasindaki oranin, KR
yoniinde fazla olmast, hiicre icerisinde ksilitol
birikimini  saglamaktadir  (Winkelhausen ve
Kuzmanova, 1998; Mohamad vd., 2016).
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LIGNOSELULOZIK KAYNAKLARIN
KSILITOL URETIMI AMACIYLA
DEGERLENDIRILMESI]

Dogada bol miktarda bulunan, gida, tarim ve
ormancilik endistrisi artigr  olabilen  gesitli
lignoseliillozik materyallerin ksilitol tretimi amact
ile degerlendirilebilecek ucuz birer substrat
kaynagt oldugu bilinmektedir (Jénsson ve Martin,
2016). Lignoselilozik  materyaller  seliloz,
hemiseliiloz ve lignin birimlerinden olugsmaktadur.
Selilozik kisim, birbitlerine ($-1,4 glikozidik
baglar1 ile baglanmis D-glukoz birimlerinden
meydana gelen, yar1 kristal (diizenli) yap: tastyan
bir homopolisakkarittir. Lignoseliilozik materyal-
lerin yaklastk olarak 9%34-50’sinin  seliilozdan
olustugu belirtilmektedir. Lignoselilozik
materyal-deki hemiselilozik kisim ise, genel
olarak pentoz ve heksoz sekerlerden, tronik asit
ve asetil yan gruplarindan olusan heteropoli-
sakkarit bir yapidadir. Mikrobiyel ksilitol tretimi
icin gerekli substrat olan ksilozun pentoz bir seker
oldugu ve hemiselilozik kisimda yer aldigt
bilinmektedir. ~ Hemiseliloz, sahip  oldugu
dizensiz yapist ile dogrusal bir polimer olan
selilozdan ayrilmaktadir. Lignoseliilozik materya-
lin yaklasik %19-35’ini olusturan hemiseltlozun
kimyasal yapist ve bilesimi, bulundugu bitki ve
agac tirlerine gore farkhilik gosterebilmektedir.
Lignoseliilozik materyallerdeki bir diger énemli
kistm, fenolik maddelerin ester baglar ile
birbirlerine baglandiklart aromatik polimer bir
madde olan lignindir (Rafiqul ve Mimi Sakinah,
2013).

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde; misir
kocani (Li vd., 2012; Misra vd., 2013; Wang vd.,
2013a), seker pancari posast (Silva vd., 2015,
Castanén Rodriguez vd., 2015), seker pancari sapt
(Hernandez Pérez vd., 2016), piring sapt (Deng
vd., 2007), piring kavuzu (Rambo vd., 2013),
pamuk tohumu kabugu (Wang vd., 2013b), sebze
arttklart (Zhang vd., 2012b), kaju fistg1 posast
(Rocha vd., 2014; Albuquerque vd., 2015), tizim
posast (Salgado vd., 2012), bira ve sarap tortusu
(Pérez Bibbins vd., 2015), kahve meyvesi kabugu
(Arrizon vd., 2012), muz kabugu, mas fasulyesi,
yer fistig1 ve yulaf kabuklart (Ur Rehman vd.,
2015), asma budama artiklart (Rivas vd., 2007) ve
kestane kabugu (Eryasar ve Karasu Yalcin, 2016)

gibi farkli gida ve tarim endistrisi artiklarindan
elde edilen, ksiloz icerikleri yliksek hemiseltilozik
hidrolizatlarin ksilitol tretiminde substrat olarak
kullanildig1r gbrilmektedir. Ayrica, zeytin agaci
budama artiklart (Mateo vd., 2013) ile Gkaliptus
agact (Villarreal vd., 2000), hus agact (Miura vd.,
2015) ve bambu agact (Miura vd., 2013)
kabuklarini  kapsayan ormancilik  endistrisi
arttklarinin - hidrolizat hazithginda hammadde
olarak degerlendirildigi bilinmektedir.

Mikrobiyel ksilitol —iretiminde fermantasyon
ortami olarak kullanilan hidrolizatlarin
hazithiginda  hedeflenen, ksiloz  igeriklerinin

mimkin oldugu kadar ytksek, mikroorganizma
gelisimi tzerine olumsuz etki gosterebilen gesitli
inhibit6r bilesenlerin ise en dustk seviyelerde
oldugu  hemiseliilozik  hidrolizatlarin  elde
edilebilmesidir (Rafiqul ve Mimi Sakinah, 2013).
Ancak, cok yiksek derisimlerde ksiloz igeren
hemiselillozik hidrolizatlarin  ksilitol ~ Gretimde
kullanildig1  bazt caligmalarda, mikroorganiz-
malarin ksiloz fermantasyonu metabolizmalarinin
olumsuz yénde etkilendigi bildirilmektedir ve bu
durumun  ksilozun  yamusira, hemiselilozik
hidrolizatlarda bulunan inhibitér bilesenlerin
derisimlerinin de daha yiiksek olmast ile agiklan-
maktadir  (Li vd., 2012). Ayrica, uUretimde
kullanilan farkli suglarin ksilitol Gretimi kapasite-
lerinin de farklt olmast ve hemiseltlozik hidroli-
zatlarin ~ kimyasal  bilesimlerinin  degiskenlik
gostermesi nedenleri ile, ksiloz igerigi yitksek olan
fermantasyon ortamlarinda her zaman en yitksek
derisimlerde ksilitol Gretimi yapilamadigi bildiril-
mektedir. Tim bu nedenlerle, mikrobiyel ksilitol
Uretimi calismalart icin, lignoselilozik
materyallerden hemiseliilozik hidrolizat hazithg:
asamalarinin  uygun  yontemler  kullanilarak
optimum kosullar altinda gergeklestirilmesi ve
hazirlanan fermantasyon ortamlarinda ksilitol
tretme kapasitesi yitksek suslarin  secilmesi
oldukea buytk bir 6nem tastmaktadir (Mussatto
ve Roberto, 2008).

Hemiselilozik hidrolizat hazithginin  baslangic
noktast  olarak, lignoselilozik  materyallere
hidrolizasyon islemi uygulanarak, bu materyaller-
deki hemiseliilozik yapinin agiga ¢ikarilmast ve bu
sayede ksiloz igeren bir hidrolizatin elde edilmesi
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saglanmaktadir.  Yapilan bazt  ¢alismalarda,
hidrolizasyon Oncesinde lignoseltlozik
materyallere birtakim 6n islemlerin uygulanarak,
hidrolizasyon etkinliginin arttirilmaya calisildigt
belirtilmektedit. Bazi calismalarda ise,
lignoselilozik materyaller dogrudan, belirlenen
uygun hidrolizasyon yontem ve parametreleri
kullanilarak hidrolize edilmektedir. Lignoseltilozik
materyallere, genel olarak fizikokimyasal veya
kimyasal yontemlerin kullamildigt 6n  islemler
uygulandiginda, bu  materyallerin  yapisal
butinliklerinin  bozuldugu, ligninin ortamdan
uzaklastirildigi, hemiseliilozik yapinin parcalana-
rak agiga ¢tkmasinin kolaylastirddigi ve dolayisiyla
ksiloz derisimlerinin arttirilabildigi bildirilmek-
tedir (Ur Rehman vd., 2015; Chen vd., 2017).
Kimyasal ydontemlerden yararlanilan 6n islemlerde
cesitli alkali, amonyak ve asit c¢ozeltilerinin,
organik ¢ozlcllerin veya oksitleyici ajanlarin
kullanildigr rapor edilmektedir (Rao vd., 2016).
Ornegin, ksilitol tiretiminde fermantasyon ortami
olarak pirin¢ sapt hidrolizattnin kullanildigr bir
calismada, materyalin amonyak cozeltisi ile
muamele edilmesinin hidrolizatin ksiloz igerigini
bir miktar arttirmasinin  yanisira  inhibitor
bilesenlerin de ortamdan uzaklastirilmasina katki
sagladigt ve bu sayede hazirlanan hidrolizatin
maya susu tarafindan  fermente edilme
kapasitesinin artti@1 belirlenmistit (Deng  vd.,
2007). Rocha vd., (2014) tarafindan gergekles-
tirilen bir baska calismada ise, seyreltik asit
¢Ozeltisine belitli oranda ilave edilen kaju fistig
posasinin  121°C’de 15  dakika  stresince
bekletilmesi ile daha fazla miktarda hemiseltlozik
yapinin a¢iga ¢iktigt bildirilmistir. Ayrica, hidrojen
peroksit  ¢Ozeltisinin, lignini  yaklastk %50
oraninda uzaklastirdigr ve hemiselilozun biyiik
bir miktarint parcaladigl; ozonun ise hemiseltilo-
zik yaptya fazla etki etmedigi, ancak lignin
miktarini azalttifl rapor edilmistir. Lignoseltlozik
materyallere uygulanan 6n islemlerde, mikrodalga
uygulamasi, ekstriderlerde muamele ve yiksek
basingli buhar uygulamalart gibi fizikokimyasal
yontemlerin  kullanildigi  bilinmekte ve genel
olarak  bu  yo6ntemlerin  materyallerdeki
hemiseliilozik yapinin pargalanarak agiga ¢ikmasi-
na katkt sagladiklari bildirilmektedir (Rao vd.,
20106).

Literatiirdeki ¢alismalarin biyiik bir cogunlugun-
da, hidrolizasyon islemlerinde seyreltik sulftirik
asit ¢ozeltisinden yararlanilmaktadir. Seyreltik asit
hidrolizasyonunun, genel olarak distik derisim-
lerde asit ¢cozeltileri kullanilarak, yiiksek sicaklik ve
basing kosullarinda gergeklestirildigi ve bu sayede,
substrat kaynagi olarak hemiselilozik yapidaki
ksilozun agiga ¢ikarlmasinin saglandigr belirtil-
mektedir. Hidrolizat hazithiginda hammadde
olarak degerlendirilen lignoselilozik materyalin
cinsine, kullamilan asite ve derisimine, uygulanan
sicaklik ve siireye, ayrica kati materyal ve ¢Ozelti
oranina baglt olarak, elde edilen hidrolizatlardaki
ksiloz derisimlerinin degistigi  bildirilmektedir
(Rafiqul ve Mimi Sakinah, 2013). Misir kocant
hidrolizati hazirlamak tizere materyalin 1:10 (w/v)
oraninda %1lik silfirik asit  ¢ozeltisi ile
karistinldigr ve 121°C’de 60 dakika siiresince
hidrolize edildigi durumda 16.36 g/L ksilozun
aciga  ciktugl, hidrolizasyon islemi belirlenen
optimum kosullarda (%1’lik siilfirik asit ¢ozeltisi,
1:8, 121°C, 30 dakika) gerceklestirildiginde ise
21.98 g/L ksiloz elde edildigi rapor edilmistir
(Misra vd., 2013). Zeytin agact budama artiklari,
%?2’lik sulfiurik asit c¢ozeltisi  kullanidarak ve
1200C’de 90  dakika  siiresince  hidrolize
edildiginde, hidrolizasyon islemi i¢in optimum
kosullarin saglandigt ve bu durumda en yiksek
1797 ¢/L ksiloz elde edildigi rapor edilmistir
(Mateo vd., 2014).

HEMISELULOZIK HIDROLIZATLARIN
INHIBITORLERDEN ARINDIRILMASI
ICIN UYGULANAN ISLEMLER

Lignoseliilozik materyallere uygulanan seyreltik
asit hidrolizasyonu sirasinda aciga ¢ikan, hidroli-
zatlardaki derisimleri kullanilan lignoseliilozik
materyale ve hidrolizasyon yontemine bagli olarak
degisebilen furfural, HMF, asetik asit ve fenolik
maddeler gibi cesitli inhibitér bilesenlerin,
hemiselilozik hidrolizatlarin fermantasyon ortamit
olarak kullamildigt mikrobiyel ksilitol dretimi
calismalarinda karsilasilan en yaygin problem
oldugu bilinmektedir (Gupta vd., 2017). Rafiqul
vd., (2015) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alisma-
da, hemiselilozik  hidrolizatlardaki  cesitli
inhibitétlerin - C.  #ropicalis IFO 0618 susunda
bulunan ve ksilitol tretiminde kritik bir énemi
olan ksiloz rediktaz (KR) enzimini inhibe ettigi
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rapor edilmistir. Lignoseltlozik materyallerin asit
ile muamele edildigi durumlarda, hemiseltlozun
pargalanmasi ile elde edilen pentoz sekerler ve
tronik asitten furfural (2-furaldehit) ve heksoz
sekerlerden HMF ac¢iga ctkmaktadir (Rao vd,,
2016). Genel olarak, kimyasal hidrolizle selilozun

¢ok az miktarda parcalanmast nedeni ile
hemiseliilozik yapida heksoz sekerler daha dusiik
miktatlarda  bulundugundan,  furfural ile

kiyaslandiginda, elde edilen hidrolizatlarda HMEF
olusumunun daha az oldugu bilinmektedir (Ur
Rehman vd., 2015). Daha ytksek sicaklik degerleri
ile yuksek derisimdeki asitlerin kullanildig ve daha
uzun streli hidrolizasyon islemlerinde, HMF ve
furfural bilesenlerinden levulinik ve formik
asitlerin olustugu bilinmektedir. Hemiseliilozdaki
asetil gruplarinin yikimi sonucu olusan asetik asit
ise hidrolizatlarda bulunabilen bir diger inhibitér
bilesendir. Ayrica, lignin molekiliiniin yikimi ile
yaygin olarak, 4-hidroksibenzaldehit, wvanilin,
siringaldehit, p-kumarik asit ve ferulik asit gibi
fenolik maddeler meydana gelmektedir (Jonsson
ve Martin, 2016).

Hemiselilozik hidrolizatlardaki inhibit6ér
bilesenlerin, fermantasyon ortaminin pH’st ve
¢ozlinmis oksijen detisimi, ortamda bulunan
diger inhibitérler ve kullanilan mikroorganiz-
malarin inhibitérlere kars: gésterdikleri direng gibi
parametrelere  baglt olarak, mikroorganizma
gelisimini  farklt  seviyelerde  etkiledikleri
belirtilmektedir (Ur Rehman vd., 2015, Rao vd.,
2016). Cesitli calismalarda, hidrolizasyon sirasinda
ac1ga cikan furfural ve HMF bilesenlerinin huicre
bélinmesini engelledigi ve Scheffersomyces stipitis ve
S, cerevisiae  gibi  bazt mikroorganizmalarin
gelisimini inhibe eden baglica bilesen oldugu
bilinmektedir (Chandel vd., 2013). Fermantasyon
ortaminda 0.5-2 g/L arahigindaki derisimlerde
furfural bulundugu durumlarda mikroorganizma

gelisiminin %25-99 oraninda azaldigt
bildirilmektedir (Ur Rehman vd., 2015). Diger
yandan, bazi mikroorganizmalarin  aerobik

kosullar altinda, furfural bilesenini okside ederek
daha az toksik etki gbsteren furoik asite
donustirebildikleri rapor edilmistir (Wannawilai
vd., 2017). Fermantasyon siirecinde inhibitér etki
gosteren bilesenlerden asetik asit ise, dusiik pH
degerlerinde yagda ¢Oziinerek plazma membra-

nina diftize olmakta, hicre icerisindeki nétral
pH’larda ise iyonlarina ayrigarak sitoplazmada
birikmektedir. Bu sirada agiga ¢ikan protonlarin
hiicre pH’sin1  digtirerek  mikroorganizma
aktivitelerini inhibe ettigi ve mikroorganizmalarin
olimiine neden oldugu belirtilmektedir. Ferman-
tasyon ortaminda 1 g/I.’ye kadar bulunan asetik
asitin ksilitol tretimini tegvik ettigi, 3 g/L ve
tzerindeki  derisimlerin  ise  fermantasyonu
olumsuz etkiledigi bildirilmistir. (Chandel vd.,
2013). Ayrica, lignoselilozik materyallerdeki
ligninin pargalanmast sonucu olusan baslica
inhibitotlerden olan fenolik bilesikler, htcre
membraninin  segici  gegirgenlik  6zelligini
kaybetmesine yol agarak mikroorganizma gelisimi
ve ksilitol Uretimini etkilemektedir. Candida
guilliermondii susu kullanilarak gerceklestirilen bir
calismada, fermantasyon ortaminin  oldukca
dustik miktarlarda (0.1 g/L) fenolik madde
icermesi durumunda Dbile, ksilitol Gretiminin
olumsuz etkilendigi bildirilmistir (Chandel vd.,
2013). Kasilitol uretiminde Candida  athensensis
susunun kullamldigs bir baska calismada ise; 1
g/L’den daha distk derisimde fenolik madde
iceren fermantasyon ortamlarinda gergeklestirilen

tretimlerde olumsuz sonuglarin  alinmadig
belirtilmistir (Zhang vd., 2012a).
Hemiselilozik hidrolizatlardaki inhibitor

bilesenlerin ksilitol tretimine etkisinin mumkiin
oldugunca dusiik seviyelerde tutulmast icin;
hidrolizasyonun daha ihmli kosullarda gercekles-
tirilmesi, inhibitérlere karst yiksek direng
gosterebilen mikroorganizmalarin secilmesi veya
hidrolizatlarin  icerdigi inhibitér bilesenlerden
arindirlmasinin - (detoksifikasyon)  ardindan
fermantasyon ortami olarak degerlendirilmesi
Onerilmektedir (Ur Rehman vd., 2015). Yapilan
bazt mikrobiyel ksilitol Giretimi ¢alismalarinda ise;
fermantasyon ortami olarak inhibitér bilesen-
lerden arindirilmamis hemiselilozik hidrolizat-
lardan yararlanildigs belirtilmistir (Ping vd., 2013).
Ancak, oldukea yaygin bir sekilde, cesitli fiziksel,
kimyasal veya biyolojik yontemler ile detoksifiye
edilen hidrolizatlarin fermantasyon ortami olarak
kullanildigy bilinmektedir. Hemiseliilozik hidroli-
zatlara uygulanacak detoksifikasyon yontemi,
fermantasyonda kullanilan mikroorganizma tiri-
ne ve hidrolizatin kimyasal bilesimine bagl olarak
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degiskenlik gosterebildiginden, her calisma icin
uygun bir yontem belirlenmelidir. Uygulanan
islemlerin ksilitol Gretim maliyetini arttirdigt géz
ontine alindiginda, bu asamada ucuz ve etkili
yontemlerin kullanilmast oldukea biiytik bir 6nem
tastmaktadir (Ur Rehman vd., 2015, Vallejos vd.,

2016). Cizelge 1’de, gesitli ¢calismalarda kullanilan
hemiselilozik ~ kaynaklar, hidrolizasyon  ve
detoksifikasyon yontemleri ile elde edilen
hidrolizattaki ksiloz miktarlart verilmistir.

Cizelge 1. Hemiseltlozik hidrolizatlar kullanilarak mikrobiyel ksilitol tiretiminin gerceklestirildigi cesitli
caligmalara ait bilgiler

Mikroorganizma  Substrat Hidrolizasyon Detoksifikasyon Ksiloz Kaynak
kaynag1 yontemi yontemi derisimi
(2/L)

C. guilliermondii Kavak agact  Seyreltik H>SO4  Vakum evaporasyonu 102.4 Dalli vd.
(%1.75, 120°C, 2 (65°C) ve organik 2017
sa) ¢ozlcl ekstraksiyonu

(toluen ile)

C. magnoliae Hus agaci Seyreltik H)SO4  Aktif  kémtr  ile  37.6 Miura
(%3, 120°C, 1 sa, muamele (15 g/1.,160 vd., 2015
1:4) vuru/dak, 30°C, 1 sa)

ve anyon degistirici
recine ile muamele
(80 /1)
C. tropicalis Sekerpancari  Seyreltik H>SO4  pH ayarlama ve aktif 49.7 Gudman-
posast (100 mg/g, komir ile muamele Burneo
121C, 20 dak, (%2.5 w/v, 200 rpm, vd., 2015
1:10) 30°C, 1 sa)

C. magnoliae Bambu agact  Seyreltik H)SO4  Aktif  kémir  ile  19.4 Miura
(%3, 121°C, 1 sa, muamele (20 g/1., 160 vd., 2013
1:10) vuru/dak, 30°C, 24

sa)

C. tropicalis Mistr kogant  Seyreltik H>SO4 pH ayarlama ve aktif 31.252 Li  vd,
(%1, 121°C, 40 koémur ile muamele 160P 2012
dak, 1:10) (1:40 w/v, 200 rpm,

30°C, 1 sa)

D. hanseni Uziim posast ~ Seyreltik Ho.SOs  Aktif  kémiir  ile 7.8 Salgado
(%3.3, 130°C, 15 muamele (1:10 w/v, 50.1° vd., 2012
dak, 1:8) oda sicakliginda, 1 sa)

C. athensensis Sebze 25°Cde suda 1 pH ayarlama ve aktif 123.42 Zhang

artiklart gece ve etanol/ komur ile muamele vd.,
seyreltik HoSO4 (%2 w/v, 200 rpm, 2012b
karisiminda 30°C, 1 sa)
bekletme (65°C,

4 sa)

D. hanseni Asma Seyreltik HSO4  Aktif  kémir  ile  14.62 Rivas vd.,

budama (30 g/kg, 130°C, muamele (20 g/g, oda 57.3> 2007

artiklart 15 dak, 1:8) sicakhifinda, 1 sa)

¢ hidrolizat konsantre edilmeden 6nce elde edilen ksiloz derisimi
b hidrolizat konsantre edildikten sonra elde edilen ksiloz derisimi
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Hemiseliilozik  hidrolizatlarin  inhibitorlerden
arindirlmasinda  fiziksel  yontemlerden olan
vakum evaporasyonu kullanildiginda asetik asit,
furfural, HMF ve vanilin gibi ugucu inhibitér
bilesenlerin olduk¢a buytk bir c¢ogunlugunun
uzaklastirlabildigi ~ bildirilmistir.  Ancak, bu
yontemin ucucu olmayan inhibitotlerin derisimini
arttirdigt ve hidrolizat hacmini 6nemli 6lgiide
azaltigl bilinmektedir. Asir1 alkalilestirme veya
pH ayarlama, organik ¢6zlci ekstraksiyonu, iyon
degistirici regine kullanimi ve aktif kémir ile
muamele uygulamalart ise detoksifikasyonda
kullanulan kimyasal yontemlerdendir.
Hidrolizatlarin icerdigi fenolik madde, keton,
furfural ve HMF inhitStlerinden arindirilmast
amactyla, genel olarak kalsiyum hidroksit ile
stlfiirik asit ¢ozeltilerinin bir arada kullanildigt pH
ayarlama yontemi siklikla uygulanan disik
maliyetli yontemlerdendir (Mohamad vd., 2015).
Detoksifikasyon amactyla kullandan aktif kémiir
ile muamele uygulamasi ise, serbest yag asitleri, n-
hekzan, pigmentler ve diger inhibitor bilesenlerin
uzaklastirilmasini saglayan etkili ve ekonomik bir
yontem olarak bilinmektedir. Aktif kémir ile
muamele uygulamasinin etkinliginin pH, sicaklik,
temas stiresi ve hidrolizattaki aktif kémir orant
(w/v) gibi farkli proses parametrelerine bagh
olarak degistigi belirtilmektedir. Dusik pH
degerlerinde gerceklestirilen uygulamalar
hidrolizatlarda bulunan iyonlasmamis yapidaki
fenolik maddelerin, yiksek pH degetleri ise
organik bilesiklerin uzaklastirilmasini
saglamaktadir. Hidrolizatlarin aritilmast islemi,
aktif komirin hidrolizat ile temas siresinin
arttirilmasindan  olumlu yénde etkilenmektedir.
Ayrica, inhibitér Dbilesenlerin  aktif koémiir
tarafindan tutulmasini hizlandirmasi nedeni ile,
genellikle bu islemin ylksek sicakliklarda
gerceklestirildigi bildirilmektedir (Ur Rehman vd.,
2015). Hidrolizattaki aktif kémiir orant (0.1-0.3
g/g), uygulama stiresi (10-70 dak) ve sicakligi (30-
80°C) olmak tzere farkli parametrelerin misir
kogant hidrolizatinin - detoksifikasyonu tzerine
etkisinin incelendigi bir ¢alismada optimum
degetler sirastile 0.2 g/g, 40 dakika ve 80°C olarak
rapor edilmistir (Wang vd., 2013a). Misir kogani
hidrolizati ile ilgili yapilan diger bir calismada ise,
pH ayarlama ve aktif kémur uygulamalar: birlikte

kullanilmis  ve islemler sonucunda furfural

bileseninin tamaminin, fenolik maddelerin ve
asetik asitin ise oldukc¢a biyiik bir cogunlugunun
ortamdan uzaklastirilabildigi bildirilmistir (Misra

vd., 2013). Zeytin agact budama artiklart
kullanilarak  hazirlanan  hidrolizat, belitlenen
optimum  kosullar  altinda  aktif  koémir

uygulamasina tabi tutuldugunda asetik asitin
%46’s1, fenolik maddelerin %81, furfural ve
HMPFnin ise tamamina yakininin hidrolizattan
uzaklastirlldigr belirtilmistir. Aynt ¢alismada, pH
ayarlama ve organik ¢ozlcli ekstraksiyonu
yontemleri uygulandiginda, hidrolizatin icerdigi
inhibitér derisimlerinin daha yliksek oldugu
bildirilmis ve bu sebeple elde edilen hidrolizatin
aritilmasinda aktif kémiir uygulamast 6nerilmistir
(Mateo vd., 2013). Hemiseltlozik hidrolizatlarin
inhibitérlerden arindirilmast islemlerinde iyon
degistirici recinelerden de yararlanildigy, 6zellikle
anyon  degistirici  recineler  kullanildiginda
hidrolizatlardaki futrfural, asetik asit, HMF ve
fenolik maddelerin, ayrica aldehit ve alifatik
asitlerin onemli 6lcide uzaklagtirildig
belirtilmistir (Ur Rehman vd., 2015).

Hidrolizatlarin aritilmasinda, mikroorganizmalar
veya enzimlerin kullanddigi biyolojik yontem-
lerden yararlanilan cesitli calismalar da bulunmak-
tadir. Hidrolizattaki inhibit6ér bilesenlerin bazt
mikroorganizmalar tarafindan metabolize
edilmesi ile gerceklestirilen biyolojik detoksifi-
kasyon yontemlerinin, enetji gereksinimlerinin
daha distk olmasi, istenmeyen bazi reaksiyon
triinlerinin aciga ¢tkmamasi ve hidrolizatta hacim
kaybt gerceklesmemesi gibi avantajlara sahip
oldugu belirtilmektedir. Misir sapt hidrolizatinin
fermantasyon ortamui olarak degerlendirildigi bir
calismada, hidrolizattaki furfural, HMF ve diger
inhibitotlerin ~ ortamdan  etkili bir  sekilde
uzaklastirdmasinda Coniochaeta ligniaria susunun
kullanildigt bildirilmistir. Hidrolizatlarin enzimler
kullanmilarak arindiril-masinda ise genellikle lakkaz
ve peroksidaz enzimlerinden yararlanilmaktadir.
Ayrica, son yillarda hidrolizatlarin detoksifikas-
yonu ile ilgili olarak gerceklestirilen bazt
calismalarda, nanofiltrasyon, vakum membran
distilasyonu  ve elektrokimyasal ~yOntemlerin
kullanildig bildirilmektedir (Rao vd., 2016).
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SONUC
Kimyasal yontemlerle yapilan ksilitol tretimi ile
karsilastirildiginda, fermantasyon ortami olarak

hemiselilozik hidrolizatlarin kullanildigt
mikrobiyel ksilitol dretimi ¢alismalarinin genel
olarak  daha az  maliyet  gerektirdikleri

belirtilmektedir. Ayrica, katma degeri yiiksek bir
triin olan ksilitolin tretiminde substrat kaynagt
olarak, dogada ¢ok fazla miktarda bulunan
lignoselilozik artiklardan yararlanilmast sayesin-
de, bu artiklarin neden oldugu gevre kirliliginin
azaltlmasina  katki  saglanmaktadir.  Ancak,
mikroorganizmalarin ksilitol Gretebildikleri uygun
kosullarin belirlenmesi ve saglanmast amaciyla,
fermantasyon ortami hazirlik asamalarinin farkh
bilesimlerdeki lignoselilozik artiklar icin ayri ayri
optimize edilmesi gerekmektedir. Mikrobiyel
ksilitol dretiminin, kimyasal dretimin yerini
tamamen alabilmesi i¢in; inhibit6rlere direncli
yeni suslarin gelistirilmesine veya kolay uygulana-
bilen detoksifikasyon yontemlerinin kullanimina
yonelik daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmektedir.
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Bircok tilkede, tahillari veya tahil ve bakliyat karisimlarint iceren, dogal fermantasyon ile veya starter kultiir
kullanilarak Gretilebilen ¢ok sayida geleneksel fermente gida bulunmaktadir. Genellikle karmagik bir
mikrofloraya sahip olan bu tiriinlerde, fermantasyon isleminin firiniin besinsel kalitesi ve biyoaktif bilesenleri
tizerinde oldukea etkili oldugu bilinmektedir. Tahil tanesinin dogal mikroflorasina bagl olarak, bu triinlerde
genellikle laktik asit bakterileri tarafindan gerceklestirilen laktik asit fermantasyonu ve mayalar tarafindan
gerceklestirilen etil alkol fermantasyonu gorilmektedir. Son yillarda yapilan calismalarda, tahil ve bakliyatlara
uygulanan fermantasyon islemi ile, bu gidalarin elzem aminoasit ve vitamin miktatlari ile sindirilebilirliklerinin
artti1 ortaya konmustur. Ayrica; fermantasyon strasinda; fenolik asitler, flavonoidler, folik asit, lignanlar ve
gama-aminobutirik asit gibi 6nemli biyoaktif bilesiklerin kayda deger Slciide arttigi rapor edilmistir.
Anahtar kelimeler: Fermente tahil trtnleri, fermente bakliyat driinleri, biyoaktif bilesikler, besinsel
ozellikler, laktik asit fermantasyonu

EFFECT OF FERMENTATION PROCESS ON NUTRITIONAL PROPERTIES
AND BIOACTIVE COMPOUNDS OF CEREAL AND LEGUME BASED FOODS

ABSTRACT

In many countries, there are a lot of traditional fermented foods containing cereals or legumes which
are produced by spontaneous fermentation or by using starter culture. It is known that fermentation
process is very effective on nutritional value and bioactive compounds of these products which
usually have a complex micro-flora. According to the natural micro-flora of the cereal grain, lactic
acid fermentation and ethyl alcohol fermentation occurs in these products accompanied by lactic acid
bacteria and yeasts, respectively. It was demonstrated in recent studies that essential amino acid
content, vitamin content and digestibility of cereal and legume based foods increased by fermentation
process. In addition, it was reported that contents of important bioactive compounds such as
phenolic acids, flavonoids, folic acid, lignans and gamma-aminobutyric acid increased considerably
during fermentation.

Keywords: Fermented cereal products, fermented legume products, bioactive compounds,
nutritional properties, lactic acid fermentation
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GIRIS

Tahdllar (Gramineae), dinyadaki ekili alanlarin
%73.5inde  yetistirilmekte ve dinya gida
dretiminin %60’inda kullandmaktadirlar. Bugday
(%028), musir (%27), piring (%25) ve arpa (%10),
dinyada tiketilen tahdlarin %90’k bir kismint
olustururken, sorgum, millet, yulaf ve cavdar
%10’luk dilimde yer almaktadirlar (Chavan vd.,
1989; Todorov ve Holzapfel, 2015; Hayes ve
Garcia-Vaquero, 2016). Gudalarin  besinsel
ozelliklerini  protein, B vitaminleri, dogal
antioksidanlar, mineral maddeler (demir ve ¢inko)
ve besinsel lifler bakimindan iyilestirme
potansiyeline sahip baslica baklagiller
(Leguminosae) ise; fasilye, nohut, mercimek,
bérilce, bezelye, bakla ve soya fasilyesidir (Vaz
Patto vd., 2015).

Tahilarin besinsel degerini artirmak icin bugiine
kadar bircok yoénteme bagvurulmustur. Bunlar;
genetik modifikasyon, bazi elzem aminoasitlerce
zenginlestirme ve protein konsantratlart ve
izolatlar1 ile zenginlestirme, vb. yoéntemlerdir
(Chavan vd., 1989; Hayes ve Garcia-Vaquero,
2016). Tahillara uygulanan bazi iglemler ise;
pisirme, ¢imlendirme, 6glitme ve fermantasyon-
dur. Orta ve Uzak Dogu Asya’da, ¢cimlendirme ve
fermantasyon, Ozellikle bakliyatlar veya bakliyat-
talul kanigimlari dzerinde ¢ok sik uygulanan
islemlerdir. Fermantasyon, gidanin muhafazasini,
istenmeyen faktOrlerin  ortadan kaldirilmasini,
beslenme  kalitesinin iyilestirilmesini, gidanin
gbrinistinin ve tadinin iyilestirilmesini, gidanin
tilketilebilir hale gelmesini, pisirme islemi icin
harcanan enerjinin azaltilmasini ve daha giivenli
bir drin Uretimini saglamaktadir (Chavan vd.,
1989; Kockova vd., 2013). Tahil esash fermente
trtinlerin genellikle dogal fermantasyon ile, bir
kisminin da starter kiltir kullanilarak dretildigi
bilinmektedir. =~ Ditnyada,  6zellikle  dogal
fermantasyon ile iiretilen, cogunlugu yoresel olup,
heniiz ticari boyuta tastnmamis olan ¢ok sayida
tahil ve bakliyat esasli fermente gidanin oldugu
bildirilmektedir (Karacil ve Tek, 2013). Bu
gidalarin cogunlukla laktik asit bakterileri, mayalar
ve kiflerin bulundugu karmagik bir mikrofloraya
sahip olduklart ve bu mikroorganizmalarin
fermantasyonda rol oynadiklari bilinmektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar, fermantasyon
isleminin, tahillarin ve bakliyatlarin duyusal ve
besinsel kalitesini artirmada oldukca etkili
oldugunu ortaya koymustur (Kockova vd. 2013;
Hayes ve Garcia-Vaquero, 2016; Hassani vd.,
2016). Fermantasyon islemi ile, bu gidalarin
protein miktarlarinin  degisebildigi, aminoasit
bilesiminin etkilendigi, bazi esansiyel aminoasit-
lerin arttig1, 6zellikle B grubu vitaminleri olmak
lizere, vitamin bakimindan daha zengin hale
geldigi ve basta fenolik bilesikler ve biyoaktif
peptitler olmak tzere bazt biyoaktif bilesiklerin
miktartnin artt@ rapor edilmistir (Capozzi vd.,
2012; Pallin vd., 2016). Bu detlemede; tahil ve
bakliyat esashi fermente uriinler, bu urlnlerin
mikroflorast ve fermantasyon isleminin bu
Urtinlerin ~ besinsel ~ Ozellikleri  ve  biyoaktif
bilesenleri tizerindeki etkilerine yer verilmistir.

TAHIL VE BAKLIYAT ESASLI
FERMENTE URUNLERIN
MIiKROFLORASI

Tahillart veya tahil ve bakliyat karisimlarini iceren
gidalarin dogal fermantasyonunda rol oynayan
mikroorganizmalar, genellikle tanelerin yiizey
mikroflorasinda yer alan tirlerden olugmaktadur.
Bu irtnlerin karmasik bir mikrofloraya sahip
olmasina sebep olarak; tahil tanelerinin Uretim
asamalarindaki mikrobiyel ¢esitlilik gosterilmekte-
dir. Tanede bulunan mikroorganizmalarin tiirt ve
sayist; tahilin yetistirildigi iklimsel kosullar, toprak,
biyolojik ¢evre, hasat sirasinda ve sonrasindaki
iklim kosullar1 ile depolama kosullarina baglh
olarak  degisebilmektedir. Dinyanin  gesitli
bolgelerinde tretilen geleneksel fermente tahil
triinleri  ve  dretimlerinde  rol  oynayan
mikroorganizmalar, Cizelge 1’de sunulmustur. Bir
cok triinde, fermantasyonun dogal fermantasyon
oldugu; bakteri, maya veya bunlarin karisimindan
olusan bir mikroflora tarafindan gerceklestirildigi
bilinmektedir. Bakterilerin genellikle, Lexconostoc,
Lactobacillus, Streptecoccus, Pediococens, Micrococens ve
Bacillus turlerine ait olduklart ifade edilmistir. Bazt
fermente tahil veya bakliyat driinlerinden ise;
Paecilomyces, Cladosporinm, Fusarium, Penicillium ve
Trichotecium  cinslerine ait kuf titlerinin  izole
edildigi  bildirilmistir  (Chavan  vd., 1989;
Kohajdova, 2017).
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Cizelge 1. Cesitli tlkelerde tretilen tahil ve bakliyat esaslt bazt geleneksel fermente triinler ve

fermantasyonda rol oynayan mikroorganizmalar (Chavan vd., 1989; Achi ve Ukwuru, 2015; Liptdkova

vd., 2017)
Uriin Ismi Ulke Hammadde Mikroorganizmalar
Boza Turkiye, Misir,  piring, Leuconostoc  spp.,  Lactobacillus  spp.,
Arnavutluk dart Saccharomyces cerevisiae
Busaa Kenya, Nijerya ~ Musir, sorgum, Candida  krusei,  Saccharomyces  cerevisiae,
malt, dar1 Lactobacillus helveticus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus -~ plantarum, Lactobacillus ~ brevis,
Lactobacillus buchneri, Pediococcus dammnosus
Chicka Peru Misir Saccharomyces  cerevisiae, Lactobacillus  spp.,
Lenconostoc spp., Penicillium spp, Aspergillus
spp.
Dhokla Hindistan Piring, nohut Lacobacillus fermentum, Leconostoc mesenteroides,
Hansenula  silvicola, — Torulopsis — candida,
Trichosporon pullulans
1dli Hindistan,  Sri  Piring, siyah  Leuconostoc  mesenteroides, Lactobacillus spp.
Lanka fasulye Streptomyces  faecalis,  Torulopsis, Candida,
Trichosporon pullnlans
Kenkey Gana Misir Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus  renters,
Candida, Fusarium, Saccharomyces, Penicillinm,
Aspergillus
Tarhana Turkiye Bugday, yogurt  Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus, Saccharomyces cerevisiae
Puto Filipinler Piring Lenconostoc mesenteroides, Streptomyces faecalis
Miso Japonya,  Cin, Bugday, soya, Aspergillus —oryzae, ~ Streptococcns  faecalis,
ABD arpa Pediococcus  acidilactici,  Pediococens  halophilus,
Bacillus spp., Saccharomyces rouxii
Pito Nijerya Sorgum ve Acetobacter spp., Candida spp, Leuconostoc
millet mesenteroides, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces chevalieri
Fermente tahll  ve  bakliyat  driinlerinin =~ fermantasyonu oldugu, ancak, bu driinlerde

mikroflorasinin  karmastk oldugu bilinmesine
ragmen, yaptlan calismalar, laktik asit bakteri-
lerinin bu Griinlerin bir¢ogunda mikrofloranin bir
kismint olusturdugunu gostermistir (Kohajdova,
2017). Misir unu hamurunun fermantasyonunu
konu alan bir calismada, urinden Lactobacillus
Sfermentum, Lactobacillus  cellobiosus ~ve  Pediococens
acidilactici tirlerine ait laktik asit bakterilerinin izole
edildigi, bunlardan L. fermentun’un heterofermen-
tatif oldugu bildirilmistit. Bu fermantasyonun
basinda izole edilen koliform bakteriler, maya ve
kiflerin, fermantasyonun ikinci  giiniinden
itibaren inhibe olduklat: rapor edilmistir. Tahil ve
bakliyat esaslt fermente drtinlerde bakteriyel
fermantasyonun genellikle laktik asit

mayalar tarafindan etil alkol fermantasyonunun da
gerceklestirildigi  bilinmektedir. Piring ve siyah
fasulye karnigiminin  fermantasyonunda  ise,
heterofermantatif laktik asit bakterilerinden
Leuconostoc mesenteroidesin baskin florayt olustur-
dugu, aymi Urinden Torulopsis  candida Ve
Trichosporan pullulans mayalarinin da izole edildigi
belirtilmistir (Chavan vd., 1989).

BESINSEL OZELLIKLER UZERINE
FERMANTASYONUN ETKISI

Bakliyat ve yagli tohumlarla kiyaslandiginda,
tahillarin  toplam protein miktarinin daha az
oldugu bilinmektedir. Ayrica; lizin ve triptofan
gibi esansiyel aminoasitler bakimindan fakir
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olduklari, bir¢ok tahilda B grubu vitaminleri ile
demir ve ¢inko minerallerinin yetersiz oldugu
rapor  edilmistir. ~ Fermantasyon isleminin,
tahillarin  besinsel kalitesinin = atttirilmasi  icin
kullanilabilecek en ucuz ve en etkili yontem
oldugu bildirilmistir (Chavan vd., 1989; Ciesarova
vd., 2017). Yapilan bir c¢alismada, musir
hamurunun S. cerevisiae ve C. tropicalis ile
fermantasyonu sonucu protein miktartnin %8.4
artugl belirtilmistir. Fermantasyonda ek olarak
malt yer aldig1 zaman, protein miktarinin %14.5
arttgt ifade edilmistir. Aynt calismada tahil olarak
sorgum kullanildiginda protein miktarinin fazla
degismedigi, sorgum ve yesil fasulye karisimi
kullanildiginda ise, %14’ten %17’ye ylkseldigi
bildirilmistir (Chavan vd., 1989).

Tahillarin dogal fermantasyonu sirasinda toplam
protein miktarinda az bir artis kaydedilmesine
ragmen, protein  kalitesindeki  degisimlerin
olduk¢a o6nemli diizeyde gergeklestigi rapor
edilmistir (Ciesarova vd., 2017). Tahil ve bakliyat
fermantasyonlarinda, &zellikle suda ¢6ziinir
proteinlerin  ve serbest aminoasitlerin  artig
gosterdigi belirtilmektedir. Fermantasyonda rol
oynayan mikroorganizmalarin proteolitik
aktiviteleri sonucunda, proteinler daha kicik
polipeptitlere, peptitlere ve serbest aminoasitlere
yikilirlar ~ (Adeyemo ve  Onilude, 2013).
Aminoasitlerin  biyoyararliliginin = ve  protein
bilesimindeki oraninin, toplam miktarlarindan ¢ok
daha 6nemli oldugu bilinmektedir. Bazt
fermantasyonlarda, serbest esansiyel aminoasitle-
rin miktarinin artt gérilmistir (Ciesarova vd.,
2017). Misit  hamurunun 4¢ gin dogal
fermantasyona  ugratddigt  bir  calismada,
ortamdaki lizin ve metyonin miktarinda 6nemli
Olcide artis oldugu rapor edilmistir. Bu iki
aminoasidin tahillarda siurlt diizeyde oldugu
bilindiginden, fermantasyon sirasinda gerceklesen
transaminasyon gibi bir mekanizma ile bu artisin
gerceklesmis olabilecegi ifade edilmistir (Chavan
vd., 1989). Yulaf, piring, millet, misir ve bugdayin
altisar glin dogal fermantasyonlart sonucunda, bu
tahillardaki lizin miktarlarinin  6nemli  Slgide
artugl gorilmistir. Bir diger calismada, misir ve
sorgum  hamurunun fermente edilmesiyle,
metyonin ve triptofan miktarlarinda artis oldugu
bildirilmistir (Chavan vd., 1989).

Fermantasyon uygulamasinin, gidalarin sindirimi
tzerine de bircok etkisi bulunmaktadir. Ornegin
kalin bagirsakta mikrobiyel fermantasyon sonucu

sinditilemeyen  poli- ve  oligo-sakkaritlerin
miktarinda  azalma  meydana  gelmektedir.
Fermantasyonun nisasta sindirilebilirligi {izerine
de olumlu etkileri bulunmaktadir. Baskin

mikrofloranin enzimatik 6zelliklerine bagli olarak,
nisastadaki baglarin parcalanarak, amiloz ve
amilopektinin  maltoz ve glukoza donigimii
gerceklestiginden, nisasta sindirilebilirliginde artig
gorilmektedir (Kohajdova ve Karovicova, 2007).
Fermantasyon isleminin baslarinda, mikrobiyel o-
ve B-amilaz enzimlerinin aktivitesi sonucu nisasta
miktarinda azalma goriliir. Tleriki asamalarda (12
saat sonra), pH’nin diismesine baglt olarak, a- ve
B-amilaz enzimlerinin faaliyetleri durmakta ve
nisasta degradasyonu sona ermektedir. Toplam
seker miktart da fermantasyonun ilk 3- 6 saatinde
dusmektedir. Cozunir seker miktarinda artis
gorilmesi beklenirken, seker miktarinin diigmesi,
sekerin mikrobiyel aktivite icin gerekli karbon
kaynagi olmasindan kaynaklanmaktadir (Chavan
vd., 1989). Ham lif miktarinin da kuru maddede
fermantasyon boyunca arttgr ifade edilmistir.
Mikroorganizma faaliyeti sonucu, hiicre duvari ve
depo polisakkaritleri modifikasyona ugratilmakta
ve besinsel liflerin ¢ozuntrliklerinde  kismi
duistsler gorilmektedir (Martidn-Cabrejas vd.,
2004; Chavan vd., 1989).

Teknolojik isleme yontemlerinden laktik asit
fermantasyonunun, baklagillerin  hem hicre
duvart hem de depo polisakkaritlerinin yapisinda
degisiklik meydana getirebilecegi belirtilmistir.
Bunun da mikroorganizma faaliyetleri sonucu
doku bitinligintin etkilenmesi veya protein-
karbonhidrat butinliginin bozulmast ve boylece
besinsel liflerin  ¢6zintrliginin azalmast ile
gerceklestigi bildirilmistir (Martidn-Cabrejas vd.,
2004).

Tahil ve bakliyat taneleri ve bunlart iceren gidalar,
o6nemli miktarda enetji, protein ve cesitli mikro
besin  maddelerini  saglamalar1  acisindan
beslenmemizin vazgecilmez bir parcast olmasina
ragmen, disik c¢ozuntrlige ve sinirh dizeyde
sindirilebilirlige ~ sahip  baz1  antinutrisyonel
bilesenleri de icermekteditler Pordevic vd.,
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2010). Tahilarin fermantasyonu, genel olarak tahil
tanelerinin antinutrisyonel madde icerigini (fitat,
tannin) O6nemli miktarda dastirmesi agisindan da
6nemli bir teknolojik islemdir (Pranoto vd., 2013).
pH 6’da bir magnezyum tuzu olan fitat (mineral
baglamis fitik asit), pH 5in altina dustiginde
mikrobiyal fitaz enzimi ile parcalanmaktadir
(Chavan vd., 1989). Dolaysiyla fermantasyon
kosullari, tahillarda demir, ¢inko, magnezyum ve
proteinler gibi ¢ok degerli katyonlar ile kompleks
formda bulunan fitatn (Gupta vd., 2013),
enzimatik degradasyonunu saglayacak optimum
pH kosullarint  saglayabilmektedir. Tahildaki
baskin mikrofloranin biylik bir ¢ogunlugunun
sahip oldugu fitaz enzimi aktivitesi sonucu, fitik
asit iceriginde belirli bir lctide diigiis olmaktadir.
Yapilan bir calismada, laktik asit bakterilerinin
fermantasyonu sonucunda fitat iceriginin énemli
miktarda dustigi, diger yandan laktik asit
bakterilerinin fitat degradasyonunda direk olarak
rol  almadifi, endojen fitaz  enziminin
aktivasyonunu  saglayarak ortam  kogullarint
olusturdugu ifade edilmistir (Reale vd., 2007).
Fitaz enzimi, fitatt defosforize ederek, fitatin
serbest inorganik fosfata ve inositol fosfat
esterlerine doniigimiing saglamaktadir
(Mukhametzyanova vd., 2012). Bu déniisimiin,
¢ozinlr demir, ¢inko ve kalsiyum miktarinda
artirict etki olusturdugu bildirilmistir. Tannin
seviyesindeki  dugstisin  de, demir minerali
absorpsiyonunda 6nemli diizeyde artis sagladig
rapor edilmistir (Kohajdova ve Karovicova,
2007).

BIYOAKTIF BILESENLER UZERINE
FERMANTASYONUN ETKISI
Biyoaktif/biyolojik  olarak  aktif  bilesikler;
gidalarda dogal olarak bulunan veya islenme
sirasinda aciga c¢tkan, diyetle alinmalart elzem
olmayan, biyolojik aktiviteleri sayesinde cesitli
kronik  hastaliklarin  ve  kanser tiplerinin
onlenmesinde etkileri olan, gidalardaki baslica
besin 6gelerinin disindaki ikincil metabolitlerdir
(Hayes ve Garcia-Vaquero, 2016).

Tahil ve bakliyat taneleri ile tam tahilli gidalar,
diyet lifleri, fenolik bilesikler, vitaminler ve mikro-
elementler gibi kendilerine has ¢ok sayida
biyoaktif bileseni iceren, 6nemli besinlerdir

(Barttomiej vd., 2011). Bunun yaninda, yiiksek
miktardaki tahil biyoaktif bileseni, tanede ilgili
matrise baglt halde bulundugundan,
biyoyarayishilign  distktir (Gani vd., 2012).
Fermantasyon uygulamast siiresince meydana
gelen biyokimyasal degisikliklerin, tahil biyoaktif
bilesenlerinin de biyoaktivitesine ve
sindirilebilirligine etki ettigi yapilan calismalarla
gosterilmistir (Wang vd., 2014b).

Fenolik Asit Igerigi Uzerine Fermantasyonun
Etkisi

Tahillarda serbest ve bagl formda bulunan
fenolik asitler, genel olarak perikarp tabakasinin
dis kisminda bulunmaktadir (Wang vd., 2014a).
Tahil tanelerinde baskin olan p-koumarik asit,
ferulik asit, sinapik asit ve vanillik asit gibi fenolik
asitler (Guo ve Beta, 2013), gecis metallerini
selatlamakta ve ayrica silflir iceren amino asitler
(sistein ve metyonin) hicre icinde sentezlenen
baslica antioksidan olan glutationun sentezine
katkida bulunurken, belirli genleri aktive edebilme
veya baskiayabilme 6zelliklerine — sahiptitler
(Masisi vd., 2016). Tahil tanelerinin fenolik asit
icerigi, meyve ve sebzeler ile kiyaslandiginda daha
yiksek konsantrasyonlardadir. Ancak, meyve ve
sebzelerdeki fenolik asitler, serbest formda veya
ince bagirsaklarda kolayca hidrolize edilebilen
cesitli seker molekulleri, kuinik, tartarik ve malik
asitler ile konjuge halde bulunurken (Hole vd.,
2012), tahidlarda genel olarak ester baglar ile
arabinoksilan zincirlerine veya eter baglar ile
ligninlere bagli halde bulunduklarindan, sindirim
enzimleri tarafindan hidrolize edilemedikleri
(Pallin, 2015), kolona ulastiklarinda mikrobiyal
esterazlar, ksilanazlar gibi enzimlere maruz
kaldiklart bildirilmistir (Hole vd., 2012).

Fenolik asitler, antiviral, antibakteriyal ve glcli
antioksidan 6zellige sahiptir (Hole vd., 2012).
Tahil tanelerinin fenolik bilesik icerigi, 6glitme,
ekstriizyon, ¢cimlendirme ve eksi maya uygulamast
gibi cesitli isleme teknolojileri uygulandiginda
onemli derecede degisiklik gbstermektedir.
Fermantasyon uygulamasi slresince, esterazlar,
ksilanazlar ve fenoloksidazlar gibi endojen ve
bakteriyal enzimlerin etkisiyle tahil bilesenleri
modifikasyona ugramaktadir (Hole vd., 2012).
Proses boyunca ¢ézintrligi artan arabinoksilan-
larin  enzim  aktivitesi ile  degradasyonu
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saglanmakta (Katina vd., 2012) ve bdylece
yapilarinda, biyoaktivitelerinde ve biyoyararlilikla-
rinda degisimlerin gérildigh ifade edilmektedir
(Hole vd., 2012). Fermantasyon uygulamasinin,
fenolik asitlerin miktarina ve biyoyaraysliligina
etkisinin incelendigi ve Anson vd. (2009)
tarafindan yapilan bir calismada, kepeksiz bugday
unlu ekmek, tam bugday unlu ekmek ve fermente
kepek ilaveli tam bugday unlu ekmek 6rneklerinin
fenolik asit icerikleri incelenmistir. Fermantasyon
etkisiyle fenolik asit iceriginin arttift, serbest ve
toplam fenolik asit miktarinin fermente kepek
ilaveli tam bugday ekmeginde en yliksek degerde
oldugu bulunmustur. Fenolik asitlerin
biyoerisilebilirliginin belirlenmesi ve metabolik
sinditimlerinin incelenmesi icin 7z vitro kolon
modeli kullanilmis, fenolik bilesiklerin farkl
diizeyde hidroksilasyonu sonucu agiga ¢ikan
kolon sonu metabolitlerinin miktarinda artis
gozlemlenmistir.  Buna gbére fermantasyon
uygulamastyla fenolik asitlerin biyoerisimlerinin
arttul, etkili bir sekilde metabolize edildikleri
bildirilmistir (Anson vd., 2009).

Dogal olarak ayrilmis cavdar kepegi ve kabuk
soyma makinesi ile ayrilmus cavdar kepeginin
fenolik asit i¢erigi karsilastirildiginda, dogal olarak
ayrilmis cavdar kepeginin ferulik asit iceriginde,
fermantasyon  sonunda daha  fazla artis
gorilmistir. Bunun, dogal olarak ayrilmus
kepekte, baslangic fenolik iceriginin daha yitksek
olmasindan ve daha yliksek diizeyde olan endojen
ve mikrobiyal orjinli enzim aktivitesinden
kaynaklandigi  bildirilmistir. ~ Yiksek  enzim
aktivitesine sahip, dogal olarak ayrilmis kepeklerin
fermantasyonu sonucunda, hiicre duvarinin etkin
bir sekilde yikiminin saglanmasiyla, fenolik
asitlerin saliniminin daha ylksek seviyeye ciktigt
belirtilmistir (Katina vd., 2007).

Fermantasyon kosullarinin serbest ferulik asit
icerigine etkisi incelendiginde ise, en yiksek
ferulik asit iceriginin, tam c¢avdar unundaki
sinnamoil esterazlarin optimum ¢alisma pH’sina
(pH 7) yakin olan, pH 6-6.5te ortaya c¢iktig,
dustik pH degerlerinde (3.9-4.1) serbest ferulik
asit iceriginin ise en duslik seviyede oldugu tespit
edilmistir. Kabuk soyma islemi ile ayrilmus
kepekte, amilaz, proteaz ve ksilanaz gibi enzim

aktivitelerinde ~ distis meydana  gelmistir.
Dolayistyla, ferulik asit icerigi tizerine fermantas-
yonun etkisinin, endojen enzimlerin aktivasyo-

nuna bagli olarak degistigi rapor edilmistir (Katina
vd., 2007).

Flavonoid Igerigi Uzerine Fermantasyonun
Etkisi

Flavonoidler, meyve, sebze, ¢ay, sarap ve kakao
gibi gidalarda yaygin olarak bulunan, sart renkli
olmalar1 sebebiyle latince ‘sart’ anlamina gelen
‘flavus’ s6zctglinden tiretilmis (Keservani ve
Sharma, 2014), giicli antioksidan ve selatlama
6zelligine sahip bitkisel polifenolik bilesiklerdir ve
P vitamini olarak da kabul edilitler (Kumar ve
Pandey, 2013). Genel yapilari, difenilpropan
iskeletine (C¢CsCs) sahiptir. Genellikle oksijen ile
halka yapmus ti¢ karbonlu képri iki fenil grubunu
birbirine baglar. Flavonoidler; flavon’lar ve
flavonol’ler, flavanonlar, katesinler ve l6koantosi-
yanidinler, antosiyanidinler, proantosiyanidinler
olmak tizere 5 alt gruba ayrlirlar, bunlarin
kimyasal ~ yapt farkliliklari  ortadaki  piran
halkasindan kaynaklanmaktadir (Batra ve Sharma,
2013; Sommano, 2014). Bitkilerde fotosentezle
meydana gelirler, bitkilerin yasamsal faaliyetleri
icin kullandiklart karbonhidrat, aminoasitler gibi
birincil metabolitlerden ac¢iga c¢tkan ikincil
metabolitlerdir (Weston ve Mathesius, 2013).

Flavonoidlerin, antioksidan, anti-karsinojenik,
anti-alerjik, gastrointestinal sistemi koruyucu
etkilerinin oldugu belirtilmistir (Kozlowska ve
Szostak-Wegierek, 2014). In wvivo ve in vitro
sistemlerde yapilan calismalarla yiiksek antioksi-
dan kapasiteleri oldugu kamtlanmis (Khlestkina,
2013) ve cesitli epidemiyolojik calismalarla
kardiyovaskiiler hastaliklari, cesitli kanser tiplerini
ve yasa bagli olarak gelisen hastaliklar1 engelleyici
etkilerinin oldugu saptanmustir (Liu vd., 2013).

Tahillarda flavonoid icerigi bakimindan ilk sirada
yer alan sorgum tizerinde yapilan bir ¢alismada,
farkli laktik asit bakterilerinin kombinasyonu ile
sorgum bazli eksi hamutlar hazirlanmis  ve
fermantasyonun fenolik asit ve flavonoid
icerigindeki etkisi incelenmistir. Fermantasyon
boyunca, laktik asit bakterilerinin glukozidaz,
fenolik asit rediiktaz ve fenolik asit dekarboksilaz
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aktivitesi sonucu, fenolik asitlerin, fenolik asit
esterlerinin ~ ve  flavonoid  glukozidlerinin
metabolize edildigi, b&ylece ¢6ziinmez, hiicre
duvarina baglt halde bulunan flavonoidlerin
saliniminin saglandigt belirlenmistir. Laktik asit
fermantasyonu uygulanmis hamurlardaki polife-
nol igeriginin, fermantasyon uygulanmayan
orneklere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Svensson vd., 2010).

Soya (Glycine max) izoflavonoidlerinin igerigi ve
miktarina, fermantasyonun etkisinin incelendigi
bir baska calismada, tam soya ununda (WSF) ve
Aspergillus oryzae inokile edilmis fermente tam
soya unundaki (24 ve 48 saat, FAWSF-24h, 48h)
izoflavonoid konsantrasyonlart karsilastirilmus,
toplam izoflavonoid konsantrasyonunun
459.19£1.80 png/g’dan, 676.54%0.78 pg/g’a
(FAWSF-24h) yukseldigi saptanmustir. Bununla
bitlikte, glikozit formundaki soya izoflavonoidleri,
asit veya alkali kosullarda veya 3-glikozidaz enzimi
etkisiyle aglikon formuna déniismiglerdir (Da
Silva vd., 2011). Izoflavonoid aglikonlarinin,
kardiyovaskiller ~ ve  kronik  hastaliklarin
onlenmesinde etkili olduklari bilinmektedit ve
viicutta emilimleri daha kolaydir. Aspergillus oryzae
tarafindan saglanan $-glikozidaz enzimi aktivitesi
sonucu, fermantasyon uygulamasi Oncesinde
%2.67 olan izoflavon aglikonlarnin orani,
FAWSF-48h orneginde %75.51%  yiikselmistir
(Da Silva vd., 2011).

Folat/Folik Asit Igerigi Uzerine
Fermantasyonun Etkisi

Folat terimi, B grubu vitaminlerinden folik
asitlerin gesitli formlarinin genel ismi olarak
kullanilir.  Folatlar, amino  asitlerin  ve
niikleotitlerin  biyosentezinde yer alir, bir¢ok
enzimatik reaksiyon i¢in kofaktér gorevi goriir.
Onerilen giinliik folat alimi yetiskenler icin 300 pg
iken, hamileler icin 400 pg’dir. Tahillar, 6zellikle
tam  tahillar, beslenmemizde temel folat
kaynagidirlar (Kariluoto vd., 2005). Cimlendirme,
malta isleme, fermantasyon gibi prosesler
uygulanarak gidalarin folat igeriklerinde artis
saglandigi yapilan calismalarda kanitlanmistr
(Kariluoto vd., 2005). Bugday kepegi, folat icerigi
bakimindan oldukea zengin bir kaynakur, bugday
ununa kiyasla iki kat daha fazla folat icermektedir.

Bugday unlari genel olarak 27-66 pg folat/100 g
bugday unu araliginda folat igerirken, %020
oraninda fermente bugday kepegi ilavesi ile bu
miktar 72-97.8 ug/100 g’a yukselmistir (Katina
vd., 2012).

Yapilan ¢alismalarda, maya kaynakli fermantasyon
ile folat iceriginin etkili bir sekilde artisinin
saglandigt ve S. cerevisiae faaliyetinin diger maya
tirlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Normal  bir  bugday ekmegi  ile
karsilastirildiginda, maya kaynakli fermente kepek
ilave edilmis ekmeklerdeki folat iceriginin %32-62
oraninda daha yiksek oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada, en yitksek
folat igeriginin dogal laktik asit bakterisi ve diger
dogal olarak bulunan bakterilerin bulundugu
orneklerde tespit edildigi, bu bakterilerin folat

unu

sentezinde destekleyici rolinin  bulundugu
bildirilmistir (Katina vd., 2012). Kariluoto vd.
(2006)nin  yapugi  bir  ¢alismada, farkh

mikroorganizma kiiltiirleri ile trettikleri ¢avdar
ckmeklerindeki folat icerigine fermantasyonun
etkisini incelemislerdir. Bu ¢alisma icin, mayali
ekmek (Saccharomyces cerevisiae), maya ve laktik asit
bakterisi karigtmi ile hazirlanmis eksi mayalt
ekmek  (Saccharomyces  cerevisiae,  Lactobacillus
plantarum, Candida milleri) ve laktik asit bakterisi ile
hazirlanmis  eksi mayalt ekmek (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis) kullandmistir. Farkli
fermantasyon uygulamalariyla tretilen ekmekler-
deki folat icerigi incelendiginde, en disik deger
yalnizca laktik asit bakterisi kullanilarak dretilen
eksi mayali ekmekte saptanmis, fermantasyon
boyunca folatlarin biytlik dlcide mayalar tarafin-
dan sentezlendigi bulunmustur. Ekmek mayasi ile
uretilen ekmek ile maya ve laktik asit bakterisi
karisimi  ile hazirlanmis  eksi mayali ekmek
karsilastirldiginda, mayalar tarafindan sentezle-
nen folat miktarinda azalma gOralmistir
(Kariluoto vd., 2005). Laktik asit bakterilerinin,
bilesikleri metabolize ederek organik asit tretmek
i¢in mayalar ile rekabet halinde oldugu (Gerez vd.,
2013), dolayistyla maya gelisimini inhibe edici etki
olusturdugu bildirilmistir (Kariluoto vd., 2005).
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Lignan Igerigi Uzerine Fermantasyonun
Etkisi

Lignanlar, genel olarak glikozidik baglar ile
karbonhidratlara baglt halde bulunan, fitodstrojen
grubuna ait bitkisel kaynakli difenolik bilesiklerdir
(Bartkiene vd., 2015). Molekiler yapiart ve
molekil agirliklari, steroidler ile benzer oldugun-
dan, hormonal sistemi diizenleyici 6nemli besinsel
bilesikler olarak tanimlanabilir (Sommano, 2014).

Yapilan caligmalar, lignanca zengin gidalar ile
beslenmenin, hormonlarla iliskili kanser ve kalp
hastaliklarini ve osteoporezi Onleyici etkilerinin
oldugunu géstermistir (Durazzo vd., 2013; Sarwar
vd., 2013). Temel kaynaklari, yagli tohumlar, tam
tahillar, baklagiller ve 6zellikle kirmizi meyveler
olmak tizere cesitli meyve ve sebzelerdir (Durazzo
vd., 2013).

Arpa kepegi, ogitilmis acit bakla tohumu ve
bezelye lifi 6rneklerine, farkls laktik asit bakterileri
(Pediococens acidilactici, Lactobacillus sakei, Pediococcns
pentosacer)) ile optimum ¢alisma sicakliklarinda
(strasiyla 32, 30, 35°C), 48 saat kat hal
fermantasyonu uygulanmistir. Farklt laktik asit
bakterileri ile uygulanan her fermantasyon
kosulunda, tim Orneklerdeki lignan igeriginde
artts gozlenirken, en fazla artis gorillen arpa
kepegi 6rneginde, fermantasyon 6ncesinde lighan
icerigi 291.2%£7.2 ug/100 g iken, Pediococcus
acidilactici  bakterisinin - uygulandigi  kosullarda
451.0£9.1 pug/100 g’a yikselmistir (Bartkiene vd.,
2015).

Lignanlar  kolondaki  bakteriler  tarafindan
karbonhidratlardan ayrilarak, intestinal
absorpsiyonu daha kolay olan ve enterolignan
olarak bilinen enterodiol (ENL) ve enterolak-
tonlara (END) dontstirtlirler (Bartkiene vd.,
2012). Laktik asit bakterilerinin faaliyetiyle de
lignanlarin ~ enterolignanlara  doéntstimiinin
gercekleserek, sindirilebilitliklerinde artis
saglandig1 belirlenmistir (Bartkiene vd., 2015).

Gama-Aminobutirik Asit (GABA) Igerigi
tizerine Fermantasyonun Etkisi

Gama-aminobutirik asit (GABA), yaygin olarak
bakterilerde, bitkilerde ve omurgalilarda dort
karbonlu serbest amino asit formunda bulunan,

bakterilerde ve bitkilerde Krebs dongisiinde
metabolik roli olan, omurgalilarda ise sinirsel
iletimde rol alan biyolojik olarak aktif bir bilesiktir
(Diana vd., 2014; Dhakal vd., 2012). Aym
zamanda tansiyonu distirme, idrar séktirme gibi
o6nemli fizyolojik etkileri olan gama-aminobutirik
asit, Ozellikle laktik asit bakterileri olmak Uzere
mikroorganizma faaliyetiyle de Uretilebilmektedir
(Bhanwar vd., 2013). Ayrica GABA, pankreastan
instilin salgilanmasint uyarict sekretagog olmasi
sebebiyle, etkili bir sekilde diyabetik hastaliklari
Onleyici  Ozellige sahiptir. Gama-aminobutirik
asitce zengin gidalarin biyiik ¢ogunlugunu, tahil
bazl gidalar olusturmaktadir (Diana vd., 2014).

Yapilan  bir  calismada, yiksek glutamat
dekarboksilaz aktiviteye sahip mikroorganizmalar
ile ozellikle glutamik asitce (L-Glu) zengin
gidalarin  fermantasyonu sonucunda GABA
iceriginin artti1 belitlenmistir (Nagaoka, 2005).
Coda vd. (2010), cesitli tahil unlari ve farkls laktik
asit bakterileri ile hazirladiklari eksi hamurlarda,
GABA ve serbest asit icerigindeki
degisimleri incelemislerdir. Kdltir agilamast
yaptlmadan asitlendirme islemi ile hazirladiklar
kontrol ~grubuna gbre, farkli laktik asit
bakterilerinin  astlandi®i  hamurlardaki = serbest
amino asit iceriklerinde %28-76 arasinda artis
gbzlemlemislerdir. Kontrol 6rneklerinde GABA
icerikleri 7+2 - 78+13 mg/kg arasinda degisirken,
fermantasyon uygulanan Grneklerde bu degerin
30+13-103119  mg/kg arasinda  degistigi
belirtilmistir (Coda vd., 2010). Mikroorganizma
faaliyeti sonucu GABA tretimi, ortamun pH’sina
(Bhanwar vd., 2013), glutamik asit veya glutamik
asit tuzlarinin varhgna ve disaridan eklenen
karbon ve azot kaynaklarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Diana vd., 2014).

amino

SONUC

Fermente tahil ve bakliyat iiriinlerinde kullanilan
hammadde, islem parametreleri ve son Uriiniin
duyusal Ozellikleri diinyanin cesitli bolgelerinde
kiltiirden kiltire olduk¢a degisiklik gdstermek-
tedir. Bu ftrtinlerde uygulanan fermantasyon
isleminin, hem triiniin besinsel kalitesini artirdig
hem de uriinde ¢esitli biyoaktif bilesiklerin
olusumuna sebep oldugu ortaya konmustur. Son
yillarda, tlketicilerin  fonksiyonel — gidalara
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egiliminin arttig1 bildirilmektedir (Hassani vd.,
2016). Geleneksel olarak gidalarin korunmast
amaciyla yapilan bircok fermantasyon isleminin
ginimiizde artik gidanin biyokimyasal ve besinsel
Ozelliklerini gelistirmeye yonelik gerceklestirildigi
rapor edilmistir (Ojha ve Tiwari, 2016). Tahil ve
bakliyatlara uygulanan fermantasyon isleminin,
biyoaktif  bilesiklerce  zenginlestirilmis  yeni
fonksiyonel gidalarin Uretimi icin iyi bir alternatif
olacagi ifade edilmektedir.
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ABSTRACT

Encapsulation of spinach zinc-chlorophyll (Zn-chlorophyll) derivatives in whey protein matrix by
emulsion/cold-set gelation seems to be a promising alternative method for handling stabilized green natural
colorant. The main important parameter was the pH of the emulsion system that caused precipitation of the
whey protein. The shape of the beads containing 1 and 5% Zn-chlorophyll derivatives were spherical, while
beads containing 10% Zn-chlorophyll derivatives production resulted in precipitation of whey protein due
to isoelectric point (pI= 4.9). Encapsulation efficiency was determined for different loads of active material,
whereas, the highest value was obtained for 1% Zn-chlorophyll derivatives containing beads. Beads with 5%
Zn-chlorophyll derivatives showed the best stability for color values (L*¥=31.25 * 0.06, a*= -2.91 * 0.11,
and b*= 25.85 % 0.08), and a 74% protection of the total chlorophyll content was maintained at the end of
3 months of storage at 4 °C.

Keywords: zinc chlorophyll detivatives, whey protein, emulsion/cold-set gelation, and bead

CINKO-KLOROFIL TUREVLERININ PEYNIR ALTI SUYU PROTEINI ILE
EMULSIYON/SOGUK JELLESME YONTEMI ILE ENKAPSULASYONU

oz

Ispanakta bulunan ¢inko-klorofil (Zn-klorofil) tirevlerinin peynir alti suyu protein kullanilarak
emilsiyon/soguk-tip jellesme yontemi ile enkapsilasyonu, karatlt yapida dogal yesil renklendirici
eldesinde umut verici alternatif bir yontem olarak gérilmektedir. Emulsiyon sisteminde, peynir alti
suyu proteininin ¢6kelmesi nedeniyle en 6nemli parametre pH olarak belirlenmistir. %1 ve 5 oraninda
Zn-Klorofil tirevleri iceren tanecikler kiiresel bir yapiya sahipken, %10 oraninda Zn-klorofil tiirevleri
iceren taneciklerin dretimi peynir altt suyu proteinlerinin izoelektrik noktaya (pI= 4.9) ulasmasi
nedeniyle ¢ékelme ile sonuglanmistir. Enkapsitilasyon verimliligi aktif maddenin farkl yikleri igin
hesaplanmis, en ylksek deger %1 oraninda Zn-klorofil tiirevleri iceren tanecikler ile elde edilmistir.
4 °C’de 3 aylik depolama stiresi sonunda en iyi renk stabilitesi (L*=31.25 & 0.06, a*= -2.91 £ 0.11 ve
b*= 25.85 * 0.08) ve %74 oraninda korunan toplam klorofil icerigi degetlerine %5 oraninda Zn-
klorofil tlirevleri iceren tanecikler ile ulasilmistir.

Anahtar kelimeler: ¢inko klorofil tiirevleri, peynir altt suyu proteini, emiilsiyon/soguk-tip jellesme
ve tanecik
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INTRODUCTION

Development of food colorants from natural
sources has an increasing interest to synthetic
dyes due to legislative action and consumer
concern (Giusti, 1996). Even though, the Food
and Drug Administration have approved artificial
colors using by food companies, consumer
advocacy groups such as the Center for Science in
the Public Interest have argued that they could be
harmful to a person’s health, leading to
hyperactivity, allergic reactions, and other
llnesses. Additionally, a marketing research firm
Nielsen showed that according to global
respondents, the absence of artificial colors (42%)
and flavors (41%) is important to their food
purchase decisions (Nielsen, 2016).

Chlorophylls as lipophilic compounds are
synthesized and accumulated in specialized
organelles including chloroplasts and

chromoplasts and they are responsible for green
color of vegetables and mostly unripe fruits
(Britton and Hornero-Méndez, 1997). Biological
importance of chlorophyll pigment stem from its
antioxidant and  antimutagenic  activities,
modulation of xenobiotic metabolising enzyme
activity, and induction of apoptotic events in
cancer cell lines, prevention of cancer and other
degenerative diseases (Dashwood, 1997; Ferruzzi
and Blakeslee, 2007). Chlorophyll is a stable
pigment in nature, however when it is extracted
from plant tissues, it could degrade due to heat,
light, oxygen, acid, and enzymes (Koca et al,
2007). After its degradation, bright green colored
natural chlorophyll transform into chlorophyll
derivatives such as pheophytin, pyropheophytin,
pheophorbide, pyropheophorbide and
chlorophyllide (Rodriguez-Amaya, 2016). To
preserve the green chlorophyll, replacing the
Mg*+ ion in the porphyrin ring of chlorophyll
pigment with Cu** or Zn** salts produces a
regreening effect. These metallo-chlorophyll
complexes are more stable and more resistant to
acid and heat (Leunda et al., 2000). In addition,
these alternative metallo-chlorophyll complexes
have greater antioxidant properties than their
natural form (Mg**-chlorophyll) (Tonucci and
Von Elbe, 1992). Ozkan and Bilek (2015)
reported that the formation of Zn-chlorophyll

derivatives from spinach leaf was performed by
the reaction of fresh leaves with 300 ppm ZnCl,
at pH 7, followed by a heating process at 110 °C
for 15 min. Zinc-pheophytin was also identified
in the stabilized chlorophyll. For increasing the
efficiency of the extraction, an enzyme-assisted
release of zinc-chlorophyll detivatives from the
spinach pulp was applied, and Pectinex Ultra SP-
L (Novozymes, Denmark) was used as the
enzyme to increase the extraction efficiency.
Pretreatment of the pulp with enzyme and
extraction in ethanol resulted in a 39% increase in
the Zn—chlorophyll derivative yield (Ozkan and
Bilek, 2015). There are a limited number of
researches about chlorophyll as a natural food
colorant. One of the technology for production
of colorant as solid form is microencapsulation.
This technology is used for the protection,
stabilization, and the slow release of the active
materials in the microbead system (Ozkan and
Bilek, 2014). However, in aqueous environments,
water-soluble microparticles generally disintegrate
and lose their stabilizing effect for the
encapsulated compounds. Thus, water-insoluble
encapsulation systems appear promising because
of their structure and core material-stabilizing
function after immersion in water (Betz and
Kulozik, 2011).

In recent years, microencapsulating properties of
whey proteins have been investigated and
reported (Rosenberg, 1997). Whey protein
concentrates and isolates exhibit high nutritional
value, good emulsification, gelation, and film-
forming properties (Lee and Rosenberg, 2000;
Lefevre and Subirade, 2000; Leung et al., 2005).
Besides, whey proteins have the ability to form
heat-induced gel matrixes, capable of holding
large amounts of water and entrapping active
agents for delivery (Oztop et al., 2012). Whey
protein gels are usually formed by either heat set
or cold set mechanisms (Nicolai et al, 2011;
Banerjee and Bhattacharya, 2012). Heat set
gelation is a one-step process that involves
heating a solution of globular proteins above their
thermal denaturation temperature (Nicolai et al.,
2011). Cold-set gelation method is a two step
process that involves the denaturatson of whey
protein isolate (WPI) solution at a concentration
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below the critical concentration for gelation,
followed by the gelation of the denatured protein
solution at ambient temperature by either
changing the pH of the solution (Britten and
Giroux, 2001), or the saline conditions (Barbut
and Foegeding, 1993). Microencapsulation by
means of the emulsion/cold-set gelation method
comprises the generation of the whey protein-
zinc  chlorophyll  derivatives  containing
extract/sun flower oil emulsion and the cold-set
gelation of this emulsion to acquire the dispersed

beads.

The objective of the present study was to evaluate
the ability of the newly developed whey protein
based microencapsulation system to preserve the
stability of the encapsulated zinc-chlorophyll
extract with desirable characteristics. The usage of
water insoluble protein based encapsulation
systems for Zn-chlorophyll compounds and
process related factors during bead production
were investigated. In order to optimize the
encapsulation process, different loads of active
material was used. The encapsulation systems
were examined and compared to choose the best
process conditions with respect to entrapment
efficiency and color and chlorophyll stability over
storage period.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Spinach leaves were purchased from the local
markets in Izmir, Turkey between October and
November, 2013. The Pectinex Ultra SP-L
enzyme (containing polygalacturonase,
hemicellulase, cellulase, protease, and amylase)
was obtained from Novozymes (Novozymes,
Denmark). It is a brown liquid manufactured
trom Aspergillus acnleatns, and manufactured to an
activity specification of 3800 PGNU/mL. The
whey protein isolate was obtained from Davisco
Foods International Inc. (North America). All
reagents used for the analyses were of analytical
grade.

Methods

Formation of Zn-chlorophyll derivates

The formation of metallochlorophyll complexes
in spinach leaf extract was performed according

to Ozkan and Bilek (2015) as follows: The fresh
spinach leaves were washed, chopped into small
pieces, and homogenized with a Waring blender
(Waring Commercial, Torrington, CT) for 1
minute at the highest speed. The ratio of spinach
leaves to water was 1:4. For the formation of the
Zn—chlorophyll derivatives, the spinach pulp
containing 300 ppm ZnCl, at a pH 7 was
thermally processed at 110 °C for 15 min in a
autoclave. Finally, enzyme-assisted extraction by
Pectinex Ultra SP-L was carried out to thermally
processed spinach pulp to obtain Zn-chlorophyll
derivatives. Optimum enzyme-assisted extraction
condition was determined as 8% (v/v) Pectinex
Ultra SP-L., 30 min reaction time and 45 °C
incubation temperature. Additionally, the pH of
the Zn-chlorophyll containing spinach pulp was
adjusted to 5 by addition a 1 N citric acid solution
for the maximum enzyme activity. Extraction was
performed under constant stirring conditions at
120 rpm in a Gerhard thermoshake shaker (C.
Gerhardt GmbH & Co. KG Konigswinter,
Germany) continuously. After the enzymatic
pretreatments, solvent extraction of total
chlorophyll from spinach pulp was performed.
Based on preliminary studies, the solvent
extractions were carried out using an
ethanol/pulp ratio (2.5:1, v/v), at 60 °C extraction
temperature for 45 min extraction duration, and
stirring at 120 rpm in a Gerhard Thermoshake
shaker. The obtained Zn-chlorophyll derivatives
in liquid form were concentrated to 30° Brix by
using rotary evaporator (Heidolph, Germany) to
use for the emulsion/cold-set gelation
microencapsulation process.

Emulsion preparation

A WPI solution (8% w/v of protein content) was
prepared and stirred with a magnetic agitator for
1 h at room temperature (25 £ 1 °C), then the
solution was left overnight at 4°C to ensure full
hydration of the proteins. The final pH of the
solution was 6.8 without any adjustments. The
following day, this WPI solution was denaturated
at 80 °C for 30 min in a temperature-controlled
water-bath (Buchi 461 CH-9230, Switzerland) and
simultaneously mixed at 900 rpm with a IKA
stirring device (RW 20 D, IKA-Werke GmbH &
CO. KG, Staufen, Germany). After heat
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treatment, the denatured WPI solution was
cooled rapidly in an ice bath to 25 °C and was kept

at this temperature before further use (Egan etal.,
2014).

Oil-in-water emulsion (O/W) consisting of the
denatured 8% (w/v) WPI solution as an aqueous
phase; 1, 5, and 10% (v/v) of Zn-chlorophyll
extract, and 20% (v/v) sunflower oil as an oil
phase were prepared according to the
emulsification ~ procedure  adapted  from
Rosenberg and Lee, (1993). Briefly, the emulsion
was prepared using an Ultra-Turrax homogenizer
(Ultra-Turrax T25 basic IKA-WERKE) operated
at 15500 rpm for 1 min. The O/W emulsions
prepared as described above were used for the
production of beads by cold-set gelation method.

8%0 whey protein

<l

g
Denaturation
80 2C/ 30 min
Sun flower oil ~ Z0-chlorophyll
extract
Humogenlzahu-n

15500 rpm/ 30 sn

Homogenization
15500 rpm/ 30 sn

O/W emulsion

Preparation of beads

The preparation of beads was adapted from
Wichchukit et al.,, (2013). The O/W emulsion
containing the Zn-chlorophyll was dropped into
200 ml of mildly agitated 3% (w/v) calcium
chloride (CaCly) solution using a 5 ml syringe with
221 G (0.8 x 38 mm) needle. Tween 80 was added
to the CaCl, at a final concentration of 1% (w/v)
to obtain spherical beads and decrease the
interfacial tension. The beads remained in the
CaCl; solution for 1 hour to allow for sufficient
gel matrix formation. Then, the beads were
washed with 0.02% (w/v) sodium azide
containing deionized water to remove the excess
CaCl,. Before storage, they were dried for 12 h in
a vacuum oven at 35 °C.

Washi
D”""“'g 0.029% NaNs
cooo0 —
Vacuum drying
600 35°C/11h
000
3% CaCl
196 Tween 80

Figure 1. Bead production from stabilized spinach chlorophyll in whey protein by emulsion/external
cold-set gelation

Determination of chlorophyll content by
spectrophotometric method

To measure the chlorophyll content, 20 ml of
80% acetone was added to 1 g of each of the
chlorophyll loaded beads and mixed with a
homogenizer (Ultra-Turrax T25 basic IKA-
WERKE) for 1 min at 15,500 tpm, then
centrifuged at 8000 rpm for 5 min at 4 °C, and
then filtered through Whatman No.1 filter papers.

The volume was adjusted to 25 ml and the
absorbance values were measured at 663 and 645
nm by spectrophotometer (UV-Visible VARIAN
Cary 50) (Vernon, 1960).

Color measurement

A Hunterlab Colorflex CFLX 45-2, VA
colorimeter was used to determine the CIE L*, a*,
and b* values in which L* is the lightness of the
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color (100= white and 0= black), a* value (+a*=
red and -a*= green), and the b* value (+b*=
yellow and -b*= blue).

Total dry matter content
The dry matter content (%) of the beads was
determined according to Young et al., (1993)
using a vacuum oven (Nive EV 018, Turkey) to
dry the samples to a temperature of 65 °C at
517.17 mmHg of pressure.

Encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency (EE) was calculated
as the ratio between the initial mass of Zn-
chlorophyll to be encapsulated and its mass in the
final product (Shu et al., 2000).

Scanning electron microscopy (SEM)

The outer structural features of the dry beads
were monitored by SEM. The beads were washed
four times in absolute ethanol and then dried for
12 h in a vacuum oven at 55 °C. The procedure
was carried out using the scanning electron
microscope (Tescan) operated at 20 kV
(Rosenberg and Young, 1993).

Zinc content

Zinc content of the beads was determined by
AOAC (2005) 999.10 using inductively coupled
plasma—optical emission spectrometry (ICP-
OES) method (Porrarud and Pranee, 2010).

Protein content

The total protein content of the samples was
determined by means of the Dumas method using
the nitrogen gas analyser system FP-528 (LECO,
Moenchengladbach, Germany). The whey protein
concentration was calculated from total nitrogen
content using a factor of 6.38 (Betz and Kulozik,
2011).

Storage stability of beads

The storage stability of the WPI based zinc-
chlorophyll loaded beads was performed at +4 °C
in a glass jar for 3 months. The beads were
assessed in terms of color (-a*, greenness) and
spectrophotometric total chlorophyll contents at
30 day intervals. The aim of the storage was to
investigate the effect of time on the physical and

chemical properties of the zinc-chlorophyll under
constant storage conditions.

RESULTS AND DISCUSSION

Generation of zinc-chlorophyll extract-loaded
cold-set gelled beads

The zinc-chlorophyll loaded WPI based spherical
beads, 1-2 mm in diameter, were generated by
changing the zinc-chlorophyll concentration as 1,
5, and 10% (v/v) in order to investigate the
influence of the amount of the active material on
the EE. It was found that the EE was influenced
by the concentration of the zinc-chlorophyll
When  the zinc-chlorophyll — concentration
increased from 1% to 5% and then 10%, the EE
was found as 65.89, 47.05, and 39.82%,
respectively. Addition of 1% zinc-chlorophyll
extract was found to be the optimal choice in
terms of EE for the emulsion/cold-set gelation
method. This situation was effected from several
factors  including  polymer  hydrophilicity,
porosity, crosslinking as well as, interaction
between polymer and extract components
(Tritkovic et al., 2014). Moreover, a SEM analysis
was conducted to obtain information about the
surface morphology and shape of whey protein
beads as well as to confirm the influence of the
content of active material. Visual observations
showed that stable beads were obtained with 1%
and 5% active material concentration (Fig 2). The
pH value of the whey protein-Zn-
chlorophyll/sunflower oil emulsion decreased
with the addition of increasing amount of Zn-
chlorophyll extract at pH 5. Hence, the zeta-
potential of the WPI-zinc chlorophyll derivatives
with a 10% chlorophyll content was approaching
around zero. Due to reaching of the whey
proteins isoelectric point (pl near 4.9) by addition
of 10% chlorophyll extract, precipitation of the
whey protein occurred where the stable emulsion
matrix could not maintained.

These results are in agreement with earlier studies
of the pH stability of oil-in-water emulsions
which were prepared with WPI (Chanamai and
McClements 2002; Charoen et al, 2010).
According to Charoen et al. (2010), extensive
aggregation at pH 5 and a large increase in mean
diameter around the pI (4 < pH < 6) occurred in
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the WPI-stabilized emulsion. It was also observed
that creaming stability was fluctuating at pH
values around their pl (Charoen et al., 2010). The
unstability of the WPI-stabilized emulsions
around their pI may be due to poor electrostatic
repulsion between the oil droplets that results
with the flocculation of oil droplets (McClements
2005). At relatively high H* concentrations (pH
<< pl), the amino groups are positively charged
(-NHs%) and the carboxyl groups are neutral (-
COOH), so the net protein charge is positive. At

BT 3
SEMHV20.00kV | wWD:26.72mm |

VEGAITESCAN = SEMHV:20.00KV |  WD:25.73 mm

SEM MAG: 100x | Det: SE 1200 pm SEMMAG: 100x | Dot: SE

@)

relatively low H* concentrations (pH >> pl), the
carboxyl groups are negatively charged (-COO")
and the amino groups are neutral (-NH>), so the
net protein charge is negative. At the pl, net
charge of the protein approach to zero due to
balance in positively and negatively charged
groups. Therefore, around the pl, aggregation of
the droplets occures because of decreasing
stability to aggregation and increasing van der
Waals forces (Charoen et al., 2010).

VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.00 kV WD: 30.52 mm
SEM MAG: 100 X Det: SE 200 ym

©

Figure 2. The morphology of the WPI based beads as observed with SEM with different chlorophyll
contents 1% (a), 5% (b), 10% (c)

Qian et al. (2012) investigated the pH effect on
the physical and chemical stability of 3-carotene
enriched nanoemulsions. According to the
results, B-lactoglobulin-coated lipid droplets were
unstable to aggregation at pH values close to the
pl of the protein (pH 4 and 5). A large increase
in mean particle size and phase separation due to
droplet creaming was observed from the
nanoemulsions stored at pH 4 and 5 (Qian et al,,
2012).

Effect of storage on bead stability

Color values of beads

According to the results, the -a* wvalue
representing green color was found to be 0.62 £
0.06, -2.91 £0.11,and -2.07 £ 0.02 for 1, 5, and
10% zinc chlorophyll derivatives containing
beads, respectively (Table 1). The results also
showed that the —a" value of the 1% zinc
chlorophyll  derivatives  containing  beads
decreased significantly (P<0.05) during the 3

months of storage. This result may be attributed
to the loss of zinc-chlorophyll as a consequence
of diffusion through the large specific area of the
whey protein particles. On the other hand, there
was no significant difference (P>0.05) on the
color change of the 5% zinc-chlorophyll
containing beads during the storage period.
Moreovert, there was a slight decrease in the 10%
zinc—chlorophyll containing sample.

Total chlorophyll content of the beads

Table 2 shows the change of total chlorophyll
contents of beads. According to the results, the
total chlorophyll contents of the 1, 5, and 10%
Zn-chlorophyll  containing beads decreased
significantly (P<0.05) during the 3 months of
storage at 4 °C. Higher losses (55% reduction) for
1% Zn-chlorophyll derivatives containing beads
may be due to the high diffusion rate of Zn-
chlorophyll throughout the large specific area of
the whey protein particles.
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Table 1. Change in the a* values of the beads during the 3 months at 4°C

Zn-chlorophyll

concentration 0. month 1. month 2. month 3. month
%)
1 0.62 = 0.062 0.89 £ 0.04b 1.37+0.03¢ 1.70+0.064
5 -2.91 £ 0.11a -2.98 £ 0.11a -3.05% 0.11a -2.75%0.032
10 -2.07%0.02a -1.57£0.02ab -1.59%0.15b -1.82%0.07b

Means in the same row identified by the same letter are not significantly different.

Table 2. Change in the total chlorophyll content of the beads during the 3 months of storage at 4°C

Zn-chlorophyll

. 0. month 1. month 2. month 3. month
concentration (%)
1 1.83%0.072 1.34£0.192> 1.31£0.242b 0.8310.70p
5 6.5410.27» 5.33+0.452b 5.281+0.42ab 4.84+0.13b
10 11.071£0.082 10.91£0.292 8.5710.18p 8.4710.42b

Means in the same row identified by the same letter are not significantly different.

Storage stability of Zn-chlorophyll derivative
containing WPI based beads was shown in Fig 3.
Regression equation of /z (pigment retention %o)
against storage time expressed the linear relation
with negative slope when plotted on a natural
logarithmic scale. Decrease of the Zn-chlorophyll
derivative content can be concluded as first-order
kinetics with rate constant (&) of 23%x10-3, 0.9X10-

3 and 1.045%103/day for the 1, 5 and 10% Zn-
chlorophyll ~ derivatives  containing  beads,
respectively. From this experiment results, it was
clear that 5% Zn-chlorophyll was the appropriate
concentration in which the most of the Zn-
chlorophyll derivatives was retained with the
lowest rate constant.

> ‘ y=-0,1045x+4,6273
R?=0,8396; k=0,1045
4,5 \
<
5 at—u .
frer)
@
£ 35 y=-0,0912x+4,0358
': RZ=0.853'k=00912 —o—l%Zn—chlorOphyll
c 3 r r r
& 4 5% Zn-chlorophyll
20
825 10% Zn-chlorophyll
=
> |y=-0,2395x+2,8053
R?=0,9014;k=0,2395
1,5
0 1 2 3 4
storage time {month)

Figure 3. Degradation of Zn-chlorophyll derivatives in WBI beads with (a) 1% Zn-chlorophyll,

(®) 5% Zn-chlorophyll, (c) 10% Zn-chlorophyll content
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Similar rate constants for determining decay of
Zn-chlorophyll derivatives was supported with
another study. Porrarud and Pranee (2010)
investigated the influence of different wall
materials including gum arabic, maltodextrin and
osa-modified starch (contains both hydrophobic
and hydrophilic groups) on stabilities of
encapsulated Zn-chlorophyll containing powder.
The osa-modified starch as a wall material
provided a longer shelf life (k= 1.5X10- /day)
compared to the gum arabic (k= 2.1x10-3 /day)
and the maltodextrin (k= 1.8X10-3 /day) powders
(Porrarud and Pranee, 2010).

Zinc content of the beads

The zinc content of the samples did not change
during the storage period. The average zinc
contents of the beads during storage were found
to be 55, 232, and 383 mg/kg for 1, 5, and 10%
Zn-chlorophyll derivatives loads, respectively.
The FDA limit for the concentration of Zn?* in
the food product cannot exceed 75 ppm
(LaBorde and Von Elbe, 1994). Hence, the
concentrations of the Zn?* of the bead samples
are acceptable for the given limits when they are
added to the food products for different
concentrations. Similatly, Porrarud and Pranee
(2010) reported that the zinc content of the zinc-
chlorophyll powders produced by different wall
material types such as gum arabic, maltodextrin,
and osa-modified starch were found to be 14.45,
13.79, and 13.12 mg/kg, respectively which were
also found in the range of acceptable values
(Porrarud and Pranee, 2010).

Protein content of the beads

The initial protein concentration of WPI based
beads (8% w/v) increased after drying due to
removal of the moisture from bead structure. The
protein content of the samples did not change
during the storage period. The average % protein
contents of the beads during storage were found
to be 30.06, 31.94 and 30.81% for 1, 5, and 10%
Zn-chlorophyll derivatives loads, respectively.
Emulsion/cold-set gelation methods seems to be
a promising encapsulation method on account of
high protein recovery and protein protection.
Egan etal., (2012) investigated the immobilization
of a lipid phase within whey protein microgels

prepared by emulsification/cold-set whey protein
gelation method. There was very little loss of
protein phases from microgels after removal from
the CaCly solution. Hence, this method can be
approved as an efficient immobilization of active
material within the whey protein matrix with very
high level of protein recovery in the range of
95.95-100% (Egan et al., 2012).

CONCLUSION

The whey protein based beads were used for
entrapment of zinc-chlorophyll extract using
emulsion/cold-set gelation aiming to improve the
functionality and stability of the bioactive
materials. It was found that the concentration of
zinc-chlorophyll affected the bead formation in
both shape occurrence and stability. Stable beads
were obtained with 1% and 5% active matetial
concentration, whereas 10% zinc-chlorophyll
containing beads were prone to precipitation due
to reaching the pH values of whey proteins to the
pl. The encapsulation efficiency was found to be
the highest as 65.83 for 1% zinc-chlorophyll
loaded beads. On the other hand, beads obtained
with 5% zinc- chlorophyll loading showed the
best results in terms of color and total chlorophyll
content during the 3 months of storage. The
results of this study showed that zinc-chlorophyll
derivatives could be successfully entrapped in
whey protein matrix. These beads have a potential
for usage as food colorants and food additives
incorporated into dietary supplements, functional
food, and pharmaceuticals.
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