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Editorden,

Merhaba,

Dergimizin 4. (Temmuz-Agustos) sayisint Temmuz 2015 sonunda bastik ve 3. say1 ile birlikte gonderiyoruz.
Biiyiik olasilikla 5. sayry1 (Eyltil-Ekim) en ge¢ Agustos 2015 ortasinda ve 6. sayiyr (Kasim-Aralik) en gec
Eylil 2015 ortasinda elektronik ortamda sayfa numaralart verilmis sekilde yayimlariz. Aslinda 4 makale
ile ilgili islemler strtiyor. Hepsi hakem asamasindan olumlu sekilde gecti ve yazarlarda redaksiyonel
diizeltmeler icin bekliyor. Bir diger deyisle, 5. ve 6. sayilar elektronik ortamda ¢ok daha énce yayimlanabilir.
Bu ifade, bu tarihten sonra gelecek tiim makalelerin en erken 2016 yilinda basilacagi anlamindadir.
Nitekim bu tarihte, yazarda baski éncesi son kontrol icin bekleyen bir makale icin "2016 yili 41. cilt 1.
sayida basilacak" seklinde kiinye verdik. Yine bu tarihte, islemleri devam eden diger 7 makale icin
hakem ve yazar islemleri tamamlaninca, "2016 yili 41. ciltte basilacak" seklinde kiinye verecegiz.

Dergimiz ile ilgili bazi bilgiler vermek isterim. 4. sayinin basilmasi ile birlikte, 2014 yilindan kalan
sadece 1 makalemiz var ve o da 2015 yili 5. sayida basilacak. Boylece, elimizde 2014 yilinda gelmis ve
basim icin bekleyen herhangi bir makale bulunmamaktadir ve 5. ve 6. sayilarda 2015 yilinda gelmis
makaleler olacaktir. Bu sayimizda basilmis olan 8 makalenin 6 adedi 2014 yili, 2 adedi ise 2015 yilinda
gelmis olan makalelerdir. 2015 yilinda gelen 2 makalenin Ingilizce arastirma oldugu aciktir. Baski
oncelik siralamasinin Ingilizce arastirma, Tiirkce arastirma ve Tiirkce derleme seklinde oldugu defalarca
tekrarlandi.

Gidada bilgi kirliligine karst olusturdugumuz facebook sayfasina www.gidadernegi.org sayfasinin en
altindan erisilebilir.

Onceki sayida 2016 Edirne Ulusal ve 2018 Kapadokya Uluslararasi kongrelerimiz icin yapilan duyurulari
yeni gelismeler ile tekrarliyorum. Trakya Universitesi Gida Miihendisligi Boéliimii ile ortaklasa yapacagimiz
Tiirkiye 12. Ulusal Gida Kongresinin tarihi kesinlesti: 05-07 Ekim 2016. 04 Ekim 2016 tarihinde tam giin
olarak ktictik bir katilim tcreti ile Gida Mikrobiyolojisi ve paralel olarak Bitkisel Yag Analizleri kurslar
olacak. Kongre carsamba sabahi baslayacak, cuma 6gle saatinde bitecek. Cuma ¢gleden sonra Edirne
sehir turu var. Cumartesi gini ise gunubirlik Balkan turu olacak. Devaminda alternatif olarak
Cumartesi-Pazar Balkan turu da var. Kongre web sayfasi 2015 Haziran tarihinde kullanima agilacak:
www.gidakongresi2016.org

Devaminda, Kapadokya’'da yapmay1 planladigimiz 3. Uluslararast Gida Teknolojisi Kongresi icin 2018
yili sonbaharini kursun kalemden biraz daha silinmez bir kalem ile ajandaniza kaydedin.
Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman



A Message from the Editor-in-Chief

Hello,

We published the 4" issue (July-August) of our journal at the end of July 2015 and we are sending it
along with the 3% issue. We will most likely print the 5" issue (September-October) at the latest in
August 2015 and the 6" issue (November-December) at the latest in the midst of September 2015 in
electronic form, with the given page numbers. The regarding processes of 4 articles have actually been
in progress. All of these articles had been accepted during the review process and are waiting for the
editorial corrections in the author. In other words; the 5" and the 6" issues can be printed in electronic
form earlier than the printed form. This statement means all of the forthcoming articles can be published
in early in the year 2016. Indeed, at this time, we gave a publishing tag as "will be published at the 1*
issue in volume 41 in the year 2016" to an article which is waiting for the final check at its author. Yet
on this day, we will give a publishing tag as "will be published in volume 41 in the year 2016" to other
7 articles when their reviewers and authors complete the regarding processes.

I would like to give you some information about our journal. With the publishing of the 4" issue, we
have only 1 remaining article waiting for publishing and it will be published at the 5" issue of the journal
in 2015. Thus, we have no article submitted in 2014 waiting for publish and there will be articles
submitted in the year 2015 at both the 4™ and the 5" issues of the journal. The 6 of 8 articles published
in this issue were submitted in 2014 while the rest 2 were submitted in 2015. It is clear that 2 articles
submitted in 2015 are research articles in English. The main priority in publishing articles is repeated
several times as: firstly research article in English, then research article in Turkish, and the latest is the
review article in Turkish.

You can accses the facebook page which we created against the information pollution on food, from
the bottom of the page of the link www.gidadernegi.org.

I would like to repeat the announcements, mentioned in previous issue, of the 12" National Food
Congress in Edirne in 2016 and 3™ International Congress in Cappadocia in 2018, with the newest
information. The date of the 12" National Food Congress, which will be organized collectively by the
Trakya University Department of Food Engineering, announced as on 05-07" October 2016. On 04"
October, there will be whole day food microbiology and vegetable oil analysis courses in parallel
sections with a little attendance fee. The congress will begin on Wednesday morning and end at noon
on Friday. Edirne city tour will be organized after Friday afternoon and, there will be the daily Balkans
tour on Saturday. The congress web site will be open in October 2015. www.gidakongresi2016.org

Subsequently, please save to your agenda of the 3 International Congress in Cappadocia in 2018

autumn with a pen that is a little more indelible than a pencil.

Best Regards,
Prof. A. Kadir Halkman
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Abstract

Two variety candidate bread wheat, ESOGUZF-1 and ESOGUZF-2 which were improved from the crosses
between widely grown winter cultivars Bezostaja 1, Dagdas 94 and Kinaci 97 were planted together
with the parents in Randomised Complete Blocks Design to compare for hardness (HD), protein content
(PO), sedimentation value (SV), gluten content (G) and gluten index (GD and study on correlation
between hardness and the others. Values obtained from analysis of the traits were indicated that both
lines are suitable for quality bread making. The genotypic and phenotypic variances and the heritability
estimates were present high values for investigated traits. Significant and positive correlations were
determined between hardness and gluten and gluten index in lines. Considering the interest of industry,
farmers and breeders who evaluating the quality of wheat for several uses, this study present lines can
be use for those purposes.

Keywords: Wheat, quality, hardness, variation, correlation

EKMEKLIK BUGDAYDA SERTLIK ILE KALITE OZELLIKLERI
ARASINDAKI ILISKILERIN ARASTIRILMASI

Ozet

Uc ekmeklik bugday cesidinin (Bezostaja 1, Dagdas 94 ve Kinact 97) melezlenmesi ile gelistirilen
ESOGUZF-1 ve ESOGUZEF-2 cesit adaylar tesadif bloklart deneme desenine gore ekilmistir. Adaylarin
sertlik ile protein icerigi, sedimantasyon degeri, gluten icerigi ve gluten indeksi arasindaki korelasyonu
incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore her iki ¢esit adayinin kaliteli ekmek yapimina uygun oldugu
belirtilmistir. Elde edilen sonuclara gore genotipik varyans, fenotipik varyansin onemli, kalitim derecesi
ise yiksek oldugu tespit edilmistir. Cesit adaylarinin sertlik ile gluten ve gluten indeksi ¢zellikleri
arasindaki korelasyonun ¢nemli ve olumlu ¢ikmustir. Denemede kullanilan ¢esitlerin adaylariin kalite
ozellikleri incelendiginde cesit adaylarinin 1slah programlarina dahil edilmesi ve treticilere kullanima
sunulmasi tavsiye edilmektedir. Elde edilen sonuclara gore bugday kalitesi dikkate alindiginda her iki
cesit adayinin da treticiler, sanayiciler ve 1slahcilar icin kullanimi uygun gorilmustiir.

Anahtar kelimeler: Bugday, kalite, sertlik, varyasyon, korelasyon

* This article is a part of master thesis of Zekiye Budak Basciftci / Bu makale Zekiye Budak Basciftci'nin YUksek Lisans
Tezinin bir bolimuadur

** Corresponding author / Yazismalardan sorumlu yazar

@ zbudak@ogu.edu.tr, © (+90) 222 239 3750/4854, (+90) ) 222 324 2990
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INTRODUCTION

Wheat has always been a significant crop in
Turkey due to its importance in Turkish diet and
agricultural economy. It is widely utilize as bread,
bulgur, biscuits, cuscus and macaroni (1).

Population increases in Turkey, same as worldwide
in general, demands parallel increase in food
production, particularly of wheat. The sectors
involved in the production, trading and
industrialization of wheat (Triticum aestivum L.)
are interested in several aspects of its quality.
The need of quality wheat grain that fulfills the
requirements of the consumers increases the
demands of breeding programs which can obtain
improved cultivars with better grain quality
associated with higher yield. Many quality traits
although affected by environmental factors, are
under genetic control, which allows manipulation
and selection by the breeders (2).

Grain hardness is one of the most important
determinants of wheat quality (3, 4) because of it
influences on the end-use quality and also yield.
Hard or medium hard grain is preferred for
manufacture of leavened and flat breads because
the levels of damaged starch produced from these
wheat classes are appropriate to achieve to high
dough water absorption desired by the baker.
Their strong flour doughs are also more suitable for
mechanized production of leavened breads (5, 6).

On the other hand grain protein content and
protein quality are two other major contributors
to nutritional quality and plays a decisive role in
baking performance of wheat flour (7). Although
it is influenced by climate and cultural practices
(8-10), genes for high grain protein effectively
increase the wheat grain protein content in many
different environments (11- 13). Heritability
estimates for protein content has ranged from 15
to 83 % (14, 15).

Protein quality, mainly gluten is responsible for
most of viscoelastic properties of wheat flour
doughs and gluten viscoelasticity is commonly
known as flour or dough strength (16). One another
indicator for protein quality is sedimentation value
and the Zeleny sedimentation test can be used to
obtain estimation of gluten strength (17).

The objective of this study was to investigate main
grain quality characters of two hard grain bread

wheats in comparison with the parents and to
determine if any correlations exist between
hardness and other quality traits.

MATERIALS and METHODS

Materials used in this study were two winter type
variety candidates (ESOGUZF-1 and ESOGUZF-2)
and its parents (Bezostaja-1, Dagdas 94 and
Kinact 97) which are widely grown wheat cultivars
in Turkey. Bezotaja-1 and Dagdas-94 are possess
hard grains with high protein content while
Kinact 97 has semi-hard grains, rather less protein
but higher yielding potential. ESOGUZF-1 was
improved from the crosses of Kmacit 97 and
Bezostaja-1 while ESOGUZF-2 was improved
from the crosses of Kinact 97 and Dagdas 94.

The field experiment was conducted using these
candidates and the parents together in 2005-2006
growing season at research fields of Agricultural
Faculty of Eskisehir Osmangazi University,
Eskisehir, Turkey, in randomized complete
blocks design with four replications. Growing
techniques such as fertilizing, weed control ext.
were done as regular bases and sprinkler irrigation
was applied during stem elongation and heading
stages. Hardness (HD) and protein content (PC)
of grains were determined as dry weight basis by
near-infrared reflectance spectroscopy, using
Inframatic 8600 (Perten Instruments, Sweden).
The value of hardness required to be in between
40-56. Between 49-56 as medium hard, generally
preferred for better bread making quality. Protein
content over than %12 is acceptable for good
bread making quality. Sedimentation values (SV)
were determined by the Zeleny Sedimentation
Test according to ICC Standards 116 (18).
Sedimentation values evaluated as > 15 ml weak,
16-24 ml medium, 25-36 ml strong and over 306<
very strong gluten (19). The parameters of wet
gluten (G) and gluten index (GD) were determined
by ICC standards 137 (20), 155 (21) and 158 (22)
using a Glutomatic 2200 instrument (Perten Co.,
Huddinge, Sweden) on white flour milled on a
Brabender Quadromat Junior. 27 g and above
accepted as high and less than 20 g as low in
gluten. The gluten index was determined using a
Centrifuge 2015, according to ICC Standard
Method No. 151 (23), and 90 % accepted as high
while less than 50 % as low in gluten index (24).



RESULTS and DISCUSSION

There were significant differences among the
candidates and the parents for investigated
characters that indicate a considerable range of
genetic variability (Table 1). ESOGUZEF-1 has given
high values for all traits desirable to make good
bread. In comparison with parents it was better
for hardness; protein content, sedimentation
value and gluten content than the female parent
Kinact 97. It was only higher for gluten index
than male parent Bezostaja-1 while lower for
other characteristics.

ESOGUZF-2 was superior to both parents for
hardness, protein content and gluten content but
inferior to female parent Kimacit 97 for gluten index
and to male parent Dagdas 94 for sedimentation
value and gluten index. It also had better values
for protein content and gluten content than
Bezostaja-1.

ESOGUZF-1 and ESOGUZF-2 are good flour
yielder due to their endosperm virtuousness as
reported by Dobraszczyk (1994) (25) and Haddad
et al. (1999) (26). Both are suitable to easy mill
since they give readier separation of bran from
endosperm after conditioning and the liberated
flour are more mobile and easier to shift.

Hardness determined from ESOGUZF-1 was
acceptable for good bread making while value of
ESOGUZF-2 was slightly over than required
level. Under same conditions grain hardness of
Bezostaja -1 also exceeds the upper limits.

Protein contents obtained from both lines were
quite high and over desired level for good
quality bread making.

The highest gluten content was determined in
ESOGUZF-2 as 42.45 g which mean a good

technological quality of flour and dough.
Graybosch et al. (1996) (27) were reported that
the bread making quality of flour is influenced
both by protein content and protein type.

Although hardness in ESOGUZF-1 was correlated
positively with all other characters but correlation
with gluten content was significant and positive.
In ESOGUZF-2 same as ESOGUZF-1 hardness
was showed positive correlation with all other
characters. However it was only correlated
significantly with gluten index.

Sedimentation values were varied in candidates
and the parents that ranged from 36 ml (Kinac
97) to 50.75 (Dagdas 94). Values obtained from
the candidates were high that indicate high
quality of proteins and good bread-making quality.
It is well-known that sedimentation value and
gluten content are important quality traits because
of their positive correlations with other bread
making quality parameters of wheat (28, 29).

Heritability in broad sense was estimated 85 %
for hardness and 99 % for gluten content.
Genotypic and phenotypic variance were close
to each other for protein content, gluten content,
gluten index and sedimentation value. Phenotypic
variances for hardness were higher than genotypic
variance. As Bushuk (1998) (11) pointed out, this
result also might be come into being due to
environmental conditions.

High heritability of sedimentation value and gluten
index coupled with considerable genetic advance
in these crosses has indicate that additive gene
effects exist for these traits in the lines (Table 2).
Results obtained in this study indicated that
selection based on these traits could be effective
in improving quality.

Table 1: Values of quality parameters and analysis of variance for two improved lines and the parents.

Protein Content (PC) Hardness Sedimentation Gluten Gluten Index

(%) (HD) Value (SV) Content (G) (GI)
ESOGUZF-1 14.00 55.50 46.00 35.38 92.50
ESOGUZF-2 15.00 57.50 37.25 42.45 77.25
KNC 13.33 51.75 36.00 28.53 97.50
BEZ 14.83 58.25 50.00 39.60 88.25
DD$S 14.58 51.75 50.75 33.35 97.25
Replications 0.00 0.32 0.13 0.19 2.05
Treatments 1.87 38.17 195.13 117.75 279.18
Crosses 2.00 8.00 153.13 100.11 465.13
Parents 2.58 56.33 276.08 123.33 111.08
P.vs. C. 0.32 32.03 75.21 124.24 429.41
Error 0.02 0.27 2.84 0.92 1.11
LSD %5 0.21 0.08 2.60 1.48 1.62
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Table 2: Genetic parameters for the quality characters in the lines and parents

Genotypic Variance Phenotypic Variance Heritability Genetic Advance
PC 0.50 0.51 0.98 9.92
G 0.25 0.25 0.99 2.64
Gl 114.42 121.88 0.94 25.15
sV 38.00 39.13 0.97 30.07
HD 1.92 2.25 0.85 4.66

Table 3: Phenotypic correlation between hardness and the
quality characters in the lines

Correlation Hardness
ESOGUZF-1 ESOGUZF-2
PC 0.82 0.91
G 1* 0,92
Gl 0.58 0.98*
SV 0.58 0.77
ESOGUZF-1(KNC XBEZ)

- 358 -

; 356

N 354 1

O 352

& 35 y =0,45x + 10,4
S 348 | R =1

O 348

53 54 55 56 57
Hardness
ESOGUZF-2(KNC XDDb)
82

s 80 -

T

£ 78

c

% 76 | s Y=25x-665

o R = 0,9542

72
55 56 57 58 59 60
Hardness

Figure 1: Relationship between gluten content, gluten index
and hardness respectively for ESOGUZF-1, ESOGUZF-2

Correlations was ranged from 0,58 to 1 in the
ESOGUZF-1 and ESOGUZF-2 for all characters.
Highest and significant correlation was obtained
between hardness and gluten content in
ESOGUZF-1. Gluten index was significantly
correlated with hardness in ESOGUZF-2 (Table
3). According to regression analysis, variations in
quality parameters accounted to ESOGUZF-1 and
ESOGUZF-2 were 100% and 95% respectively
(Figure 1.

CONCLUSION

Many quality traits although affected by
environmental factors are under genetic control,
which allows manipulation and selection by
breeders (5).

The values obtained for all studied characters
were indicated that ESOGUZF-1 and ESOGUZF-2
were suitable for production of leavened and
streamed breads and hamburger, hotdog buns.
Considering the interest for industry, farmers and
breeders who evaluating the quality of wheat for
several uses, this study present lines with a good
technological quality of the grain.
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Abstract

Three myrtus fruit samples collected from different regions of Marmaris were dried, grinded and
extracted with n-hexane, CH,Cl, and MeOH respectively. The extracts of Myrtus communis L. were
screened in vitro for their antimicrobial activities using disc diffusion method against four test bacteria.
The antimicrobial test results showed that the inhibition zones have been measured between 7 to 16 mm.
S. aureus was the most sensitive one to all concentrations of all M. communis L. samples. P. aeruginosa
was the most resistant one to all concentrations of M. communis L. sample from Yesil Belde. The
antioxidant activity of MeOH extracts has also been determined by DPPH assay. This is the first report
of comparative antimicrobial and antioxidant study for M. communis L. samples collected from different
regions from Marmaris/ Mugla/ Turkey.

Keywords: M. communis L., disc diffusion method, pathogen bacteria, DPPH method, Marmaris

MARMARISTE YABANI OLARAK YETIiSEN
MYRTUS COMMUNIS L.“NIN ANTiBAKTERIYEL
VE ANTIOKSIDAN AKTIVITESI

Ozet

Marmaris'in ti¢ farkli bolgesinden toplanan Myrtus (Mersin agact) meyveleri kurutulmus, ogtitilmus ve
sirastyla, n-heksan, CH,CI, ve MeOH ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen kurutulmus, ekstraktlar dort
farkls test bakterisine karst disk difiizyon yontemi kullanilarak in vitro olarak taranmustir. Antimikrobiyel
test sonuclart inhibisyon zonlarinin 7-16 mm ¢apinda oluklarini gostermistir. S. aureus, M. communis L.
orneklerinin tim konsantrasyonlarina karst en duyarli olan bakteri iken, P. aeruginosa ise Yesil
Belde’den toplanan M. communis L. Orneklerinin biitiin konsantrasyonlarina karsi en direncli bakteri
tard olarak belirlenmistir. MeOH ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, DPPH metodu kullanilarak
Olctilmustir. Bu ¢alismada, ilk kez Marmaris'in farkli bolgelerinden toplanan M. communis L. 6rneklerinin
karsilastirmali olarak antimikrobiyel ve antioksidan aktiviteleri saptanmistir.

Anahtar kelimeler: M. communis L., disk diffizyon metodu, patojen bakteri, DPPH metodu, Marmaris
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INTRODUCTION

Myrtaceae (Myrtus communis L.) is an evergreen
shrub growing spontaneously throughout the
Mediterranean area. It is a typical annual shrub
of the Mediterranean countries including Turkey,
Greece, Italy, Algeria, Tunisia, and Morocco. In
Turkey, myrtle plants are found within the natural
pine forests and riversides in the Mediterranean
region, particularly in the Taurus Mountains, 500
to 600 m above sea level (1).

In folk medicine, a decoction of leaves and fruits
or infusion of myrtle are used for stomachic,
hypoglycemic, cough and oral diseases, antimicrobic,
for constipation, appetizing, antihaemorrhagic
and externally for wound healing (2, 3). In Turkish
folk medicine, the leaves and fruits have been
used as an antiseptic and for healing wounds as
well as in the treatment of urinary diseases (4).
Different parts of the plant find various uses in
the food industry, such as for flavoring meat and
sauces, and in the cosmetic industry (5).

Over the past few years, liqueurs prepared from
the berries of myrtle have become popular, (6)
while its leaves have been used as a hop substitute
in beer and as a cosmetic ingredient in products
against hair dandruff (7).

Until now, the majority of studies on myrtle have
focused on its volatile fraction (5, 8-18) and of
phenolic compounds in leaves and berries (19-27).
The leaves contain tannins, flavonoids such as
quercetin, catechin and myricetin derivatives and
volatile oils (4, 28). The fruits of this plant are
mostly composed of volatile oils, tannins, sugars,
flavonoids and organic acids such as citric and
malic acids (4, 21).

The volatile oil in leaves of M. communis L.
growing in Turkey contains 1,8-cineole, linalool,
myrtenyl acetate and myrtenol as major
components (3). In addition, Mansouri et al. (28)
reported that a crude methanol extract of
M. commumnis L. leaves had potent antibacterial
activity against 10 microorganisms, including 6
Gram positive and 4 Gram negative bacteria. A
few researches have undertaken the antioxidant
activity of myrtle leaf essential oil (28) and
extract (30-33).

The main objectives of this study were to investigate
the antimicrobial activity of the extracts obtained
from Myrtus communis L. berries by disc diffusion

method against some pathogen bacteria.

As far as our literature survey could ascertain,
our study is different from the previous reports
on this plant in terms of plant material collected
from different region to evaluate regional variety
and the extracts obtained by using different
solvents.

MATERIAL AND METHODS

Collection of plant material

M. communis L. berries were collected from
Bozburun, Cetibeli and Yesil Belde; Marmaris,
Turkey.

Extraction of M. communis L. berries

The dried and grinded berries (25 g of samples)
were extracted with n-Hexane (500ml), CH,CI,
(500ml) and MeOH (500ml) using soxlet apparatus
respectively. The extracts of berries were evaporated
to dryness in vacuum at 50 oC. The yields (%, w/w

dry plant material) of dry extracts are presented
in Table 1.

Table 1: The yields of the crude dry extracts

Locality Extract yield (%, w/w)

n-Hexane CH,Cl, MeCOH
Bozburun 1.51 0.71 77.93
Cetibeli 2.24 1.47 73.67
Yesil Belde 2.01 0.68 91.88
Antimicrobial assay

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa
were used as test bacteria. Bacteria inoculates
were prepared by growing cells in Nutrient broth
(Merck) for 24 h at 37 °C (34). These cells
suspensions were diluted with peptone water to
provide initial cell counts of about 10°- 10° cfu/ml.
The extracts (all extracts were filter-sterilized using
a 0.45 pm membrane filter) were prepared at 1%;
2.5%; 5% and 10% concentrations in correspond
solvent. 17 ml sterile Mueller—Hinton agar at 45 °C
and poured into Petri dishes (9 cm in diameter).
Then the agars were allowed to solidify at 4 °C
for 1 h. Test bacteria were spread on Muller
Hinton Agar. Sterile paper disk of 6 mm diameter
were impregnated with this solutions (30 pD)
(35). These impregnated disks were applied on
solid agar medium in Petri dishes. The treated
Petri dishes were left 10-15 minutes at room



temperature and then incubated 37+ 0.1 °C for
24-48 hours. After the incubation period inhibition
zones were measured in millimeters. These
experiments were carried out in duplicate (30).

Antioxidant activity
DPPH assays/TLC autographic assay

After developing and drying the TLC plates
(samples ranging from 0.1 to 100pg) were sprayed
with 0.2% (2mg/mD of DPPH solution in methanol.
The plates were examined half an hour after
spraying. Active compounds appeared as yellow
spots against a purple background. (37-41).
Antioxitant capacity

One ml of 500 pM (0.2 mg/ml DPPH in methanol
was mixed with equal volumes of test compounds
at various concentrations, mixed well and kept in
the dark for 30 min. The absorbance at 517 nm
was monitored in the presence of different
concentrations of the samples. Blank experiment
was also carried out, with just solvent and DPPH

(i.e., 2 ml of 500 pM in methanol), to determine
the absorbance of DPPH before interacting with
the compounds. The amount of sample in pg/ml
at which the absorbance at 517 nm decreases to
half its initial value was used as the IC;, value of
the MeOH extracts (30, 42, 43).

The samples were done in triplicate and the me-
an value of three was recorded.

RESULTS AND DISCUSSION

The antibacterial activities of M. communis L
extracts at different concentrations in vitro test
against different pathogenic bacteria were shown
in Table 2, 3 and 4.

The inhibition zones were varied related to different
concentrations of M. communis L extracts. Our
results have shown remarkable antimicrobial
activity for the n-hexane extract of M. communis L
(especially BH and CH) against all microorganisms
tested with inhibition zones.

Table 2: The antimicrobial activity (diameters of growth inhibition zones) of the crude extracts of three M. communis L. samples from

Bozburun

Extracts
Microorganisms n-Hexane (BH) CH,Cl, (BC) MeOH (BM)

10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1%
S. aureus 14 14 14 12 14 12 12 12 12 11 7 7
P. aeruginosa 12 10 8 8 - - - - - - - -
E. coli 10 8 7 7 7 - - - 8 8 8 8
K. pneumonia 12 - - - - - 10 8 - - - -

Table 3: The antimicrobial activity (diameters of growth inhibition zones) of the crude extracts of three M. communis L. samples from

Cetibeli

Extracts
Microorganisms n-Hexane (CH) CH,CI, (CC) MeOH (CM)

10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1%
S. aureus 14 14 14 12 12 - - - 10 8 7 -
P. aeruginosa 12 10 8 8 - - - - - - - —
E. coli 10 8 7 7 7 - - - - - — -

K. pneumonia 12 - - — _

Table 4: The antimicrobial activity (diameters of growth inhibition zones) of the crude extracts of three M.communis L. samples from

Yesil Belde

Extracts
Microorganisms n-Hexane (YH) CH,CI, (YC) MeOH (YM)

10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1% 10% 5% 2.5% 1%
S. aureus 10 10 10 8 16 16 14 14 10 8 - -
P. aeruginosa - - - - - - - _ — _ _ _
E. coli 7 - - - 7 - - - - - - _
K. pneumonia 15 14 14 12 - - - - - - - _
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The inhibition zones of M. communis L. collected
from Bozburun and Cetibeli have shown a
similarity. The diameters of growth inhibition
zones ranged from 7 to 16 mm, with the highest
inhibition zone values observed against the
medically important pathogens S. aureus (16
mm), K. pneumoniae (15 mm) and P. aeruginosa
(12 mm) at 10% concentrations. Though,
dichloromethane extracts (YC) were found to
have strong activity against S. aureus (16 mm) at
10% concentrations, dichloromethane extracts
(CO) were exhibited moderate activity against
S. aureus (12 mm) and E. coli (7 mm) at 10%
concentrations. Except for S. aureus, the MeOH
extract of M. communis L. collected from Cetibeli,
showed no antimicrobial activity against the other
microorganisms.

In the case of the MeOH extract of M. communis
L. from Bozburun, the diameters of growth
inhibition zones ranged from 7 to 12 mm, with
the highest inhibition zone values observed
against the medically important pathogens S. aureus
(12 mm at 10% concentrations) and E. coli (8 mm
for all concentrations). As can be seen in Table 4
all extracts from Yesil Belde did not exhibit
antimicrobial activity against P. aeruginosa.
According to the results of this study, S. aureus
(ranged from 14 to 16 mm) was the most sensitive
one to all concentrations for YC and BC. All
extracts of M. communis L. samples from Yesil
Belde showed no activity against P. aeruginosa
at all concentrations.

As a result of the present study, all samples from
different regions, showed significant activity against
S. aureus, weak activity against P. aeruginosa.
The least active region against E. coli was Yesil
Belde.

The free radical scavenging activity of the
methanolic extracts of Myrtus communis L.
tested were determined through the DPPH method
and results are presented in Table 5. DPPH is a
useful reagent for investigating the free radical
scavenging activities of compounds. In the

DPPH test, the extracts were able to reduce the
stable radical DPPH to the yellow coloured
diphenylpicrylhydrazine. The method is based
on the reduction of an alcoholic DPPH solution in
the presence of a hydrogen donating antioxidant
due to the formation of the non-radical form
DPPH- H by the reaction (44).

The methanolic extracts of Myrtus berries collected
from Bozburun and Cetibeli (IC;,=1.22 mg/ml)
showed slightly lower scavenging ability on
DPPH radicals than the methanolic extract of Yesil
Belde Myrtus berries ( 1C5,= 1.24). However,
when compared to quercetin (IC5,= 0.007), all
the tested extracts showed significantly lower
antioxidant activity.

Gortzi et all.(8, 45), has also studied the methanolic
extract of M. communis leaves for its antimicrobial
activity, they have found 14 mm diameter against
S. aureus (14 mm) and 12 mm diameter against
P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli. We found
also same result for n-hexane extracts of M.
communis L. berries from Bozburun and Cetibeli.

Cherrat et all. (9), have reported that S. aureus
(24.2 mm) and Escherichia coli (7.4-10.8 mm) for
essential oil of M. communis L. leaves whereas
our n-hexane extracts have less active against S.
aureus (8-14 mm) and they have similar activity
for Escherichia coli (7-10 mm).

Messaoud et all (46) have studied antioxidant
activity of mature dark blue and white berries
from two Tunisian Myrtus communis. They obtained
their essential oil and they made GC and GC/MS
analyses. The total phenol, flavonoid, and flavonol
contents and the concentration of the eight
anthocyanins, identified by HPLC analysis, were
significantly higher in the dark blue fruits. All
extracts showed a substantial antioxidant activity,
assessed by the free radical scavenging activity
and the ferric reducing power, with the dark
blue fruit extracts being more effective which we
reported our methanol extract of M. communis
L. berries exhibited strong DPPH scavenging
activity, with IC50 values of 1.22 mg/mL.

Table 5: The antioxidant activity (mg/ml) of the MeOH extracts of three M.communis L. samples from different regions

Extracts MeOH Control
Plant Samples Bozburun (BM) Cetibeli (CM) Yesil Belde (YM) Quercetin
ICsq (mg/ml) 1.22 1.24 0.007




As for as our literature survey, we could reach a
report that showed that the IC, values of the
methanol extract of myrtle fruit, sampled from
Tunisia, was 2.1 mg/ml, (46) which supported
our results.

Previous studies on the antibacterial and antioxidant
activity of M. communis L. involved its’ leaves,
berries, seeds, essential oil, flower. However, it is
difficult to compare the results of different studies
on M. communis L. Because our samples have
been collected from Marmaris-Mugla.

We hope that our results will provide a starting
point for the investigations to exploit new natu-
ral food additive and ingredient substances pre-
sent in the extracts of the plant studied.

REFERENCES

1. Davis PH. 1982. Flora of Turkey and the East
Aegean Islands. Vol. 4. Edinburgh: University
Press.

2. Baytop T. 1984. Plant remedies in Turkey.
Istanbul University (in Turkish): Press No:3255,
Faculty of Medicine;. p. 444.

3. Ozek T, Demirci B, Baser KH. 2000. Chemical
composition of Turkish myrtle oil. J Essential Oil
Res. 12, 541-544.

4. Baytop, T. 1999. Therapy with medicinal
Plants in Turkey (Past and Present). Nobel Tip
Kitapevleri Press, Istanbul.

5. Chalchat JC, Garry RF, Michet A. 1998. Essential
oils of Myrtle (Myrtus communis L.) of the
Miterranean littoral. J Essential Oil Res. 10, 613-617.

6. Nuvoli F. 2004. Il Mirto della Sardegna; Zonza
Editore: Cagliari, Italy; pp 7-22. Also St. John’s
wort (Hypericum perforatum L.), another plant
containing antibacterial phloroglucinols, has been
used as a hop substitute for the production of
beer (see: Buhner, S. H. 1998 Sacred and Herbal
Healing Beers; Brewer Publications: Boulder,
CO)).

7. Puybaret C, David B, Charveron M, Mamatas S.
1990. FR 98-11619 19980917, Chem Abstr. 112,
195-230.

8. Aleksic V, Knezevic P. 2014.Antimicrobial and
antioxidative activity of extracts and essential oils

of Myrtus communis L. Microbiol Res. 169(4):
240-54.

9. Cherrat L, Espina L, Bakkali M, Garc a-Gonzalo
D, Pagin R, Laglaoui A. 2014. Chemical composition
and antioxidant properties of Laurus nobilis L.
and Myrtus communis L. essential oils from
Morocco and evaluation of their antimicrobial
activity acting alone or in combined processes
for food preservation. J Sci Food Agric. 94(6):
1197-1204

10. Weyerstahl P, Marschall H, Rustaiyan A. 1994.
Constituents of the essential oil of Myrtus
communis L. from Iran. Flavour Fragr]. 9, 333-337.

11. Pirisino G, Mulé A, Moretti MDL, Satta M.
1996. Yield and chemical composition

of essential oil from self-sown Myrtus commumnis
L. from Cuglieri (Sardinia). Riv. Ital. EPPOS 7,
159-169.

12. Bradesi P, Tomi F, Casanova J, Costa ],
Bernardini AF. 1997. Chemical composition of
myrtle leaf essential oil from Corsica (France).
J Essential Oil Res. 9, 283—288.

13. Koukos PK, Papadopoulou KI, Papagiannopoulos
AD, Patiaka D. 2001. Chemicals from Greek
forestry biomass: constituents of leaf oil of Myrtus
communis L. grown in Greece. J Essential Oil
Res. 13, 245-2406.

14. Jerkovic I, Radonic A, Borcic 1. 2002. Comparative
study of leaf, fruit and flower essential oils from
Croatian Myrtus communis L. during a one-year
vegetative cycle. J Essential Oil Res. 14, 266-270.

15. Tuberoso CIG, Barra A, Angioni A, Sarritzu E,
Pirisi FM. 2006. Chemical composition of volatiles
in Sardinian myrtle (Myrtus communis L.)
alcoholic extracts and essential oils. J Agric Food
Chem. 54, 1420-1426.

16. Lawrence BM. 2007. Progress in essential oils.
Perfume and Flavor. 32, 54-62.

17. Aidi Wannes W, Mhamdi B, Marzouk, B.
2007. Essential oil composition of two Myrtus
communis L. varieties grown in North Tunisia.
Ital ] Biochem. 56, 180—-186.

18. Aidi Wannes W, Mhamdi B, Sriti J, Ben Jemia
M, Ouchikh O, Hamdaoui G, Kchouk ME,
Marzouk B. 2010. Antioxidant activities of the
essential oils and methanol extracts from myrtle
(Myrtus commumnis var. italica L.) leaf, stem and
flower. Food Chem Toxicol. 48(5):1362-70.

197



198

F. Keven-Karademir, S. Avunduk

19. Martin T, Villaescusa L, De Sotto M, Lucia A,
Diaz AM. 1990. Determination of anthocyanic
pigments in Myrtus communis berries. Fitoterapia.
61, 85.

20.Martin T, Villaescusa L, Diaz AM, Ollivier E,
Delmas F. 1997. Screening for antiparasitic activity
of Myrtus communis. Fitoterapia. 68, 276-277.

21. Martin T, Rubio B, Villaescua L, Fernandez L,
Diaz AM. 1999. Polyphenolic compounds from
pericarps of Myrtus communis. Pharml Biol. 37,
28-31.

22. Rosa A, Deiana M, Casu V, Corona G, Appendino
G, Bianchi F, Ballero M, Dessi M A. 2003.
Antioxidant activity of oligomeric acylphloroglucinols
from Myrtus communis L. Free Radic Res. 37,
1013-1019.

23. Mulas M, Spano D, Biscaro S, Parpinello L.
2000. Parametri di qualita dei frutti di mirto (Myrtus
communis L.) destinati all'industria dei liquori.
Ind Delle Bevande. 29, 494-498.

24. Montoro P, Tuberoso CIG, Perrone A, Piacente
S, Cabras P, Pizza C. 2006. Characterisation by
liquid chromatography electrospray tandem
mass spectrometry of anthocyanins in extracts of
Myrtus commumnis L. berries used for the preparation
of myrtle liqueur. J Chromatogr A. 1112, 232-240.

25. Montoro P, Tuberoso CIG, Piacente S, Perrone
A, De Feo V, Cabras P, Pizza C. 2006. Stability
and antioxidant activity of polyphenols in
extracts of Myrtus commumnis L. berries used for
the preparation of myrtle liqueur. J Pharm
Biomed Anal. 41, 1614-1619.

26. Tuberoso CIG, Melis M, Angioni A, Pala M,
Cabras P. 2007. Myrtle hydroalcoholic extracts
obtained from different selections of Myrtus
communis L. Food Chem. 101, 806-811.

27. Alipour G, Dashti S, Hosseinzadeh H. 2014.
Review of pharmacological effects of Myrtus
communis L. and its active constituents. Phytother
Res. 28(8):1125-36.

28. Mansouri S, Foroumadi A, Ghaneie T, Najar
AG. 2001. Antibacterial activity of the crude
extracts and fractionated constituents of Myrtus
commumnis. Pharm Biol. 39, 399-401.

29. Yadegarinia D, Gachkar L, Rezaei MB, Taghizadeh
M, Alipoor-Astaneh S, Rasooli 1. 2006. Biochemical
activities of Iranian Mentha piperita L. and Myrtus
communis L. essential oils. Phytochemistry. 67,
1249-1255.

30. Hayder N, Abdelwahed A, Kilani S, Ben Ammar
R, Mahmoud A, Ghedira K, Chekir-Ghedira L.
2004. Anti-genotoxic and free radical scavenging
activities of extracts from (Tunisian) Myrtus
communis. Mut Res. 564, 89-95.

31. Sacchetti G, Muzzoli M, Statti GA, Conforti F,
Bianchi A, Agrimonti C, Ballero M, Poli F. 2007.
Intra-specific biodiversity of Italian myrtle
(Myrtus communis) through chemical markers
profile and biological activities of leaf methanolic
extracts. Nat Prod Res. 21 (2), 167-179.

32. Gardeli C, Papageorgiou V, Mallouchos A,
Theodosis K, Komaitis M. 2008. Essential oil
composition of Pistacia lentiscus L. and Myrtus
communis L. evaluation of antioxidant capacity of
methanolic extracts. Food Chem. 107, 1120-1130.

33. Amensour M, Sendra E, Abrini J, Bouhdid S,
Pérez-Alvarez JA, Fernandez-L pez J. 2009. Total
phenolic content and antioxidant activity of myrtle
(Myrtus communis) extracts. Nat Prod Com. 4

(6), 819-824.

34. Halkman AK (ed). 2005. Merck Gida
Mikrobiyolojisi Uygulamalari. Basak Matbaacilik.
Ankara, Turkiye, 358 p.

35. Kim J, Marshall M R, Wei C. 1995. Antibacterial
activity of some essential oil components against
five foodborne pathogens. J Agric Food Chem.
43, 2839-2845.

36. Bradshaw LJ. 1992. Laboratory Microbiology.
Fourth Edition. Printed in USA. p. 435.

37. Chacha M, Gojase-Moletta G, Majinda RRT. 2005.
Antimicrobial and radical scavenging flavonoids
from the stem wood of Erythrina latissima.
Phytochem. 66, 99-104.

38. Cuendet, M, Hostettmann K, Potterat O. 1997.
Iridoid Glucosides with Free Radical Scavenging
Properties from Fagraea blumei. Helvetica
Chimica Acta. 80, 1144-1152.

39. Cuendet M, Potterat O, Salvi A, Testa B,
Hostettmann K. 2000. A stilbene and
dihydrochalcones with radical scavenging
activities from Loiseleuria procumbens. Phytochem.
54, 871-874.

40. Takao T, Kitatani F, Wanatabe N, Yagi A,
Sakata K. 1994. A Simple Screening Method for
Antioxidants and Isolation of Several Antioxidants
Produced by Marine Bacteria from Fish and
Shellfish. Biosci Biotechnol Biochem. 58, 1780-1783.



41. Torres R, Faini F, Modak B, Urbina F, Labbe
C, Guerrero J. 2006. Antioxidant activity of
coumarins and flavonols from the resinous
exudate of Haplopappus multifolius. Phytochem.
67, 984-987.

42. Erasto P, Bojase-Moleta G, Majinda RRT.
2004. Antimicrobial and antioxidant flavonoids
from the root wood of Bolusanthus speciosus.
Phytochem. 65, 875-880.

43. Naik GH, Priyadarsini KI, Satav JG, Banavali-
kar MM, Sohoni DP, Biyani MK, Mohan H. 2003.
Comparative antioxidant activity of individual
herbal components used in Ayurvedic medicine.
Phytochem. 63, 97-104.

44. Shon MY, Kim TH, Sung NJ. 2003. Antioxidants
and free radical scavenging activity of Phellinus
baumii (Phellinus of Hymenochaetaceae) extracts.
Food Chem. 82, 593-597.

45. Gortzi O, Lalas S, Chinou I, Tsaknis J. 2008.
Reevaluation of bioactivity and antioxidant
activity of Myrtus communis extract before and
after encapsulation in liposomes. Eur. Food Res
Technol. 226:583-590.

46. Messaoud C, Boussaid M. 2011. Myrtus
communis Berry Color Morphs: A Comparative
Analysis of Essential Oils, Fatty Acids, Phenolic
Compounds, and Antioxidant Activities. Chem. &
Biodivers. 8,300-310

199



GIDA

Yazim Kurallari

GIDA (2009) 34 (1): 55-58

www.gidadernegi.org/ Gida Dergisi / Yayin kurallari

Makale Gonderimi ve Telif Hakki Devir Formu

GIDA (2009) 34 (1): 65

www.gidadernegi.org/ Gida Dergisi / Makale Gonderimi ve Telif Hakki Devir Formu

Son Kontrol Listesi
GIDA (2009) 34 (1): 66

www.gidadernegi.org/ Gida Dergisi / Son Kontrol Listesi

adreslerinden erisilebilir. Yazarlar, makale géndermeden 6nce yazim kurallarini tam

olarak okumali ve makalelerini burada verilen kurallara gére hazirlamalidirlar.

200




GIDA (2015) 40 (4): 201-208 Arastirma/Research
doi: 10.15237/gida.GD14066

EKZOPOLISAKKARIT URETEN VE URETMEYEN KULTUR
KULLANIMININ TULUM PEYNIRLERININ SERBEST YAG ASIDi
KOMPOZiSYONU UZERINE ETKILERi
C. Aylin Oluk®*, Mehmet Giiven?

'T.C.Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligt, Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstittisi, Adana
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii, Adana

Gelis tarihi / Received: 21.11.2014
Duzeltilerek Gelis tarihi / Received in revised form:03.04.2015
Kabul tarihi / Accepted: 01.05.2015

Ozet

Bu calismada, ekzopolisakkarit tireten (EPS +) ile ekzopolisakkarit tiretmeyen (EPS -) yarum yagl ve
EPS () tam yagli Tulum peynirleri 90 giin siireyle olgunlastirilmis ve depolama stiresince serbest yag
asidi kompozisyonu incelenmistir. incelenen 10 adet serbest yag asidi arasinda palmitik, oleik ve miristik
asitler baskin serbest yag asitleri olarak belirlenmistir. Tam yagli ve EPS (-) kultur ile Gretilen tulum
peynirinin en ylksek serbest yag asidi icerigine sahip oldugu belirlenirken, yarim yagli EPS (+) ve
starter kiltiir kombinasyonunda L. helveticus olan tulum peyniri en distik serbest yag asidi icerigi degeri
gOstermistir. EPS (+) kultiir kullanimi peynirlerin serbest yag asidi kompozisyonunu etkilememistir.
Depolama stiresine bagli olarak peynirlerin serbest yag asidi miktart artmustir.

Anahtar kelimeler: Tulum Peyniri, ekzopolisakkarit, serbest yag asidi, gaz kromatografisi, depolama.

EFFECTS OF USE OF EXOPOLYSACCARIDE PRODUCING
AND NON PRODUCING CULTURE ON FREE FATTY ACID
COMPOSITION OF TULUM CHEESE

Abstract

In this study, low fat Tulum cheeses made by EPS (+) and non EPS (-) and full-fat Tulum cheeses
produced by EPS () cultures were ripened for 90 days and free fatty acid composition was analysed
during ripening. Palmitic, oleic and myristic acids were the predominant free fatty acids in the 10 free
fatty acid investigaded. While full-fat Tulum cheese produced by non-EPS culture had the highest free
fatty acid level, low fat Tulum cheeses produced by EPS (+) which contained L. helveticus in starter
culture combination showed lowest free fatty acid value. Use of exopolysaccaride producing cultures
did not influence free fatty acid composition. The amount of free fatty acid increased during storage..

Keywords: Tulum cheese, exopolysaccaride, free fatty acid, gas chromotography, storage.
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GIRIS

Kaliteli bir peynir uretimi icin starter kulttr
kullanimimin ¢ok 6nemli oldugu uzun zamandir
vurgulanmaktadir. 19. ylzyilin  sonlarinda
kullanilmaya baslanan starter kiltiirler, peynirlerde
asit gelisimini standardize ederek kalitenin
iyilestirilmesini saglamistir (1). Starter kultiir ilave
edilen peynirlerde; laktoz, proteinler ve siit yaginin
starter enzimlerinin etkisi ile daha hizli ve ytiksek
oranda parcalanmasi nedeniyle, peynirin olgunlasma
stiresinde bir kisalma olmakta veya peynirde
istenilen  diizeyde olgunluga daha hizli
erisilebilmektedir (2).

Gerek formunu korumak isteyen, gerekse
kalp-damar rahatsizliklarindan kaginan tiiketicilerin
gidalarla alinan hayvansal yag miktarini azaltma
egilimi gostermeleri, az yagli ya da light olarak
uretilen siit UrlGinlerinin sayisinda giderek artis
olmasini saglamistir. (3). Saglik bilincine sahip
bu tiketiciler, besinlerle alinan yag oranin
azaltmaya yonelirken ayni zamanda tekstiir ve
tat-aroma bakimindan da yiksek nitelikli Griin
istemektedir, ¢linkli damak zevki hala bir Giriniin
tercih edilmesinde ana unsur olma 6zelligini
korumaktadir (4).

Laktik asit bakterileri stit tGriinlerinde arzulanan
tekstlir ve stabilitenin saglanmasinda bitkisel ve
hayvansal kaynakli hidrokolloid katki maddelerine
alternatif olarak ekzopolisakkarit kulanimi
onerilebilmektedir (5). Bu polimerler, GRAS
(Generally Regarded as Safe)’a sahip laktik asit
bakterileri tarafindan hiicre icinde tretildikleri icin
dogal biyokalinlastiricilar olarak dustintilmektedir.
Su baglama yetenegi, proteinler ile etkilesim ve
stit serum fazi viskozitesini arttirmak gibi etkileri
olmaktadir. Tad1 olmayan Laktik asit bakterilerinin
(LAB) durettigi EPS'ler uygulanarak {retilen
fermente bir tGrtin, cok daha viskoz hale gelip,
agizda kalma ve damak ile temas stiresi ve tat
algist artmaktadir. Bununla birlikte tek tip
EPS'in Uretimi tim yap1 Ozellikleri icin yeterli
olmayabilecegi icin bir ya da daha fazla starter
kultir tarafindan cesitli EPS'lerin Uretilmesi
gerekebilir. Boylece bir son urtinin yapisini
kesin olarak belirlemek ve bir tilkeden digerine
degisebilen musteri tercihlerini karsilamak
mumkiin olacaktir. Ancak farkli LAB'den elde
edilen polisakkaritlerin kompozisyonlarinda,
fonksiyonlarinda, molekiil yapilarinda, kararliliklarinda
ve proteinlerle etkilesim yeteneklerinde buytik
farkliliklar gosterdikleri icin elde edilen EPS

konsantrasyonlari ve viskozite arasinda net bir
iliski tanimlanamamustir (6). Yapilan arastirmalar
bazi EPS’lerin, kolon kanserinin dnlenmesinde
epitel hiicrelerine enerji saglayan, kisa zincirli
yag asitlerini artirarak bagirsak mikroflorasini
degistirdigini ortaya koymuslardir (7,8).

Bu calismada yer alan Streptococcus thermophilus
ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
yogurt, Isvicre tipi ve Italyan peyirlerinin
tretiminde diger starterler ile birlikte kullanilan
termofilik starterlerdendir.(9) Bazi Lactobacillus
belveticus suslarinin EPS Uretmeleri ve bu yolla
uriintin su tutma 6zelligini arttirmalari sebebiyle
Mozarella peyniri Uretiminde  kullanildig:
bilinmektedir (10). Sitrat: fermente eden Lactococcus
lactis subsp. cremoris biovardiacetylactis diger
starterler ile birlikte sizme peynir, Quark gibi taze
peynirlerin tretiminde kullanidmaktadirlar.(11)

Tulum peynirine has hafif keskin ve ransit
aromanin temel kaynaginin, lipoliz sonucu
olusan kisa zincirli yag asitlerinin (C2-C10) oldugu
ifade edilmistir (12). Distik molekul agirlikl yag
asitlerinin olgunlastirilarak tiiketilen farkli peynir
cesitlerinde oldugu gibi, Tulum peynirinde de diger
aroma bilesenleriyle dengeli bicimde bulunmasi
gerekmektedir (13).Farkli tip peynirlerin serbest
yag asidi kompozisyonlarinin kullanilan stitin
bilesimine, kaynagina, uygulanan peynir yapim
teknolojisine ve olgunlasma siiresince lipolitik
aktivitenin  derecesine bagli oldugu ifade
edilmektedir (14).

Son yillarda az yagl trlinlere olan talebin artmasi,
buna karsin yag icerigindeki azalmaya bagli olarak
arzu edilen tat ve yapiya sahip peynir Uretiminin
kisitlayict faktorlerden olmasi Ureticileri ¢oziim
arayislari icerisine itmistir. Yapilan bircok calisma
isleme tekniklerindeki modifikasyonlar tizerinedir
ki bunlarin disinda starter kilttir secimi onerilen
yontemlerden biridir. Bu bilgilerin 1s18inda planlanan
calismada, ekzopolisakkarit tireten laktik asit
bakterileri iceren starter kultir kullanilarak yag
icerigi azaltilan Tulum peynirinin istenen kalite
ozelliklerine uygun olarak tretilmesi ve fonksiyonel
ozelliklerinin  iyilestirilmesinin  arastirilmasi
amaclanmustir.

Calismada, 68 °C'de 10 dakika pastorize edilen
inek sutiine ekzopolisakkarit tireten kuiltirler ilave
edilerek tretilen peynirler, tuluma basilarak 90
gln streyle olgunlastirilmustir. Tulum peynirlerinin
serbest yag asidi kompozisyonu ozellikleri ve
olgunlastirma stiresindeki degisimleri incelenmistir.



MATERYAL VE METOT
Materyal

Peynir Uretimi Cay Ciftlik Hayvancilik isletmesinden
saglanan sabah sagimi ¢ig inek sttleri kullaniarak,
Cay Ciftlik peynir tretim bolimiinde yapilmistir.
Pihtilastirict enzim olarak Peyma Hansen San.
A.S. firmasmnin trettigi ticari adi "Mandira Ozel"
olan 1/16000 kuvvetinde %100 dana sirdeninden
elde edilen stvi peynir mayasi kullanilmistir. Peynir
kultirt olarak Danisco (Kopenhag) firmasinin
urettigi starter kulttirler kullandmustir. B 6rneginin
starter kiltlir kombinasyonu icin Streptococcus
thermophilus/ Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ile Lactobacillus helveticus 1:1 oraninda
bulunduracak sekilde hazirlanmistir. Dondurarak
kurutulmus starter kiltiirler %1 oraninda enzim
ilavesinden once stite ilave edilip yaklasik 30 dakika
boyunca 6n aktivasyonu saglanmistir. K1 ve K2
peynirleri EPS tretmeyen kiiltiirle (Streptococcus.
thermophilus + Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) (FRC 60), A (Lactococcus lactis subsp lactis
+ Lactococcus lactis subsp. cremoris + Lactococcus
lactis subsp. cremoris biovardiacetylactis)
(CHN22) ve B peynirleri (Streptococcus.
thermophilus + Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus + L. bhelveticus) (YFL901 + LH-B0O1)
EPS {treten kulturle tretilmistir. SOLVAY marka
Kalsiyum kloriir, hazirlanan %25’lik ¢ozeltiden 20
g CaCl, / 100 L siit hesabr ile peynir stitiine ilave
edilmistir. Peynirlerin tuzlanmasinda Tuz Tebligine
uygun iri salamura tuzu, piyasada bulunan
firmalardan temin edilmistir. Ambalajlamada
kullanilan tulumlar Tulum Peyniri Standardi’'nda
(15)  belirtildigi  sekilde peynirin  6zelligini
bozmayan ve peyniri etkilemeyen ve peynirden
etkilenmeyen, antraksli bir hayvana ait olmayan
~ 2 kg tulum peyniri alabilecek hacimde olacak
sekilde Eregli’deki dericilerden temin edilmistir.
Peynirler basilmadan 6nce kil kecisinden elde
edilen deri tulumlar i¢ ytzeyde bulunan et
artiklarindan temizlenerek yikanmis, kuru tuzla
ovulmus ve kurutulmustur.

Metot

Tulum Peynir Uretimi

Peynir iiretimi, Cay Ciftlik Urlnleri {iretim
tesislerinde gerceklestirilmistir. Tulum peynirlerinin
uretiminde, 1s1l islem, starter kiltiir ve CaCl, ilavesi

disinda miimkiin oldugunca geleneksel yontemdeki
uygulamalar dikkate alinmistr. Uretimde

kullanilan inek sitleri, separatdrden gecirilerek
temizlendikten sonra 55°C’de yag standardizasyonu
yapilmistir. Separatdrden gecirilirken siit %3 ve
%1.5 yagli olmak tizere iki kisma ayrilmistir.
Farkli yagl olan stitler ayri ayr1 68°C’de 10 dakika
pastorize edilerek mayalama sicakligina
(38°C+1°C) kadar sogutulmustur. Tam yagli st
ayrt, %1.5 yagli olan stitler 3 esit kisma ayrilarak
buharla sterilize edilen mayalama teknelerine
alinmistir. Tam yagl kontrol grubu olan stite EPS
(-) (K1) ilave edilmistir. %1.5 yagli olan siitiin bir
kismina EPS () (K2), A ve B kodlu diger kisimlara
EPS (+) kiltirler ilave edilmistir. Starter kuiltiirlerin
hepsi %1 oraninda ilave edilmistir. Ardindan stitlere
9%0.02 oraninda CaCl, eklenmis ve yaklasik 30
dakika pH 6.30’a gelinceye kadar beklenmis ve
sonra 1/16000 kuvvetindeki peynir mayasindan
60 dakikada pihtilasma saglanacak bicimde ilave
edilmistir. Mayalama tamamlandiktan sonra olusan
pthtt buharla sterilize edilen pthti kesme bicaklari
ile 1 cm? boyutunda kesilerek bir stire dinlenmeye
brrakilmistir. Kesilen pihtt dnce cendere bezinde
1.5-2 saat stireyle baskida birakilmis daha sonra
geleneksel yontemde de kullandan tilbent
bezinden dikilmis torbalara aktarilarak 1 gliin
uretim yeri icerisinde stiztilmeye birakilmistir.
Peynirler tartildiktan sonra tekrar dezenfekte edilen
tanklara bosaltilarak mercimek buyukligiinde
parcalar olusacak bicimde elle ufalanmis ve ince
kaya tuzu ile %2 oraninda tuzlanmistir. Tuzun
peynir kitlesinde homojen dagiliminin saglanmasi
amactyla yaklasik 6 saat siireyle belli araliklarda
karistirilmistir. Bu asamadan sonra peynirler 20
kg. civari peynir alabilen bez torbalara basilarak
1 gtin daha dinlendirilmistir. Dinlenme stresi
sonunda peynirler deri kiliflara doldurularak
6+1°C’de 90 giin stireyle depolamaya birakilmustir.
Olgunlasmanin 1. ve 90. glnlerinde analizler
yapilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirmali
olarak degerlendirilmistir. Peynir Uretimleri Ui¢
tekerrtirli olarak yurttilmustir.

Tulum Peynirlerin Analizleri

Peynir 6rneklerinde yag asitlerinin ekstraksiyonu,
Nunez ve ark., (16)'nin kullandigi metot modifiye
edilerek yapilmistir. Mikserden gecirilerek
homojenize edilen 100 g peynir tizerine bir miktar
dietileter ilave edilerek bir havanda iyice ezilmis,
Bu islem bir ka¢ kez tekrar edildikten sonra
dietileter-yag karisimi  filtreden  gecirilerek
sizilmustir. Daha sonra bu karisim rotary
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evaporatore (40-45°C) baglanarak eter ucurulmus
ve balon icerisinde kalan yagdan ependorf tiiptintin
icine 2.1 mL ornekten alinmis Gizerine 0.5 mL
KOH ve 10 mL hekzan ilave edilmistir. 15 dakika
4000 rpm santrifyj edilmis ve Ust fazdan 1 mL
amber viallere alinmustir.

Yag asitlerinin ayrilmasit sicaklik programli GC
Clarus 500 (Agilent 7890, USA) gaz kromatografisi
cihazi kullanilarak yapilmustir. Yag asitleri FAME
(Supelco)ya ait standartlarla ¢ikis zamanlart
karsilastirilarak belirlenmistir.  Analizde, alev
iyonizasyon detektorti (FID: Flame Ion Dedector),
tastyict olarak Helyum gazi, yanici olarak Hidrojen
gazi, fused silika kapiler SGE (30 m ~0.32 mm, i.d.
~0.25 pm, BP20 0.25 UM, USA kolon kullandmustir.
1 pL o6rnek ornek 140 °C’de enjekte edilerek
5 dk. bekletilmis, daha sonra her 1 dakikada bir
sicaklik 4 °C yukseltilmistir. Sicaklik 220 °C’ye
ulasincaya kadar 15 dk. beklenmis ve sonuclar
mg/100g olarak verilmistir.

istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Tesadif Parselleri Deneme
Planina gore yapilmis ve SPSS 16.0 paket programi
kullanilmustir. Serbest yag asitlerinin istatistiksel
degerlendirilmesinde sonuclar, Microsoft Excel
programina girilmis ve ¢oklu degisken istatiksel
analizleri, NTSYS(Numerical Taxonomy and
Multivariarte Analysis System Version 2.1) adli
paket program kullanilarak yapilmistir (17).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tulum Peynirlerin Toplam Serbest Yag Asidi
Kompozisyonu

Sut yagi lipaz enziminin etkinligi ile yag asidi ve
gliserole parcalanirken, laktik asit bakterilerinin
lipaz aktivitesi tiir ve cinslere gore farklilik gosterir.
Lipolitik aktivite sonucu olusan serbest yag
asitleri, karakteristik peynir aromasini olusturmaya
yardimci olurlar ve peynirin olgunlasmasinda tat
ve tekstir olusumunda etkilidirler (18). Serbest
yag asitleri alkol, ester, aldehit, keton ve laktonlar
gibi diger aroma bilesenlerinin olusumuna da
oncilik ederler (19-21).

Peynirde lipoliz sonucu olusan kisa zincirli yag
asitlerinin (C2-C10), Tulum peynirine has hafif
keskin ve ransit aromanin olusumunun temel
kaynagi oldugu ifade edilmistir (22). Disuk
molekil agirlikli yag asitlerinin olgunlastirilarak

tuketilen farkli peynir cesitlerinde oldugu gibi,
Tulum peynirinde de diger aroma bilesenleriyle
dengeli bicimde bulunmas: gerekmektedir
(13). Farkli tip peynirlerin serbest yag asidi
kompozisyonlarinin kullanilan siitin bilesimine,
kaynagma, uygulanan peynir yapim teknolojisine
ve olgunlasma siresince lipolitik aktivitenin
derecesine bagli oldugu ifade edilmektedir (14).

Bu arastirmada belirlenen 10 adet serbest yag
asidinin 6zellikleri tizerine farkl: starter kiltir
uygulamasi ve olgunlasma stiresinin etkilerine ait
sonuglar kisa zincirli yag asitlerinden uzun zincirli
yag asitlerine dogru siralama icinde asagida
verilmistir. EPS(-) ve EPS(+) kultir kullanilarak
tretilen Tulum peynirlerinin serbest yag asidi
miktarlarinin 1. ve 90. gtindeki degerleri Cizelge
1’de verilmistir.

Biitirik Asit (C4) Degeri

Tum peynirlerde olgunlasma siiresince butirik
asit oranlarinda yikselis oldugu gortilmiis ve bu
artts P<0.01 diizeyinde oOnemli bulunmustur.
Peynirlerin butirik asit iceriklerine bakildiginda
en yuksek deger K1 peynirinde, en distk deger
ise B peynirinde saptanmustir. Tulum peynirlerinin
butirik asit icerikleri tizerine slitiin yag oraninin
ve kullanilan starter ktltirin 6nemli dizeyde etkili
oldugu belirlenmistir (£<0.01). Benzer sonuclar
yapilan calismalarda da bildirilmistir (23).

Kaproik Asit (C6) Degeri

Kaproik asit degerlerine bakildiginda olgunlasmanin
1. glintinde en yiksek degeri K1 peyniri alirken
A peyniri ve B peyniri birbirine yakin degerler
almistir (P>0.01). Olgunlasmanin 90. glintinde
K1 peynirinde saptanan deger 26.05 mg/100g
olurken, K2 peynirindeki deger 20.78 mg/100g,
A peynirinde 8.35 mg/100g ve B peynirinde
1.109 mg/100g olarak belirlenmistir. Kaproik asit
icerikleri bakimindan olgunlasmanin basinda A
ve B peynirleri birbirine yakin degerler almuis,
olgunlasma siiresince tim peynirlerin kaproik asit
degerleri artmis ve farklilasmistir (P<0.05).
Bulgular, literatiirde belirlenen degerler ile
uyumludur (20, 23-25).

Kaprilik Asit (C8) Degeri

Olgunlasmanin 1. giint K1 ve K2 peynirlerinin
kaprilik asit miktarlari birbirine yakin degerler almis

ve diger peynirlerden 6nemli diizeyde yliksek
bulunmustur (P<0.01). Olgunlasma stresince
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Cizelge 1. EPS ve EPS* Kiltir Kullanilarak Uretilen Tulum Peynirlerinin Olgunlasma Siiresince Saptanan Serbest Yag Asidi

Miktarlart mg/100 g

Table 1.Concentrations (mg/100 g) of free fatty acids in Tulum cheeses produced with (LF-EPS1, LF-EPS2) or without (FFC, LFC)

exopolysaccaride producing cultures

Olgunlasma Periyodu (giin)

Olgunlasma Periyodu (giin)

Ripening Period (day) Ripening Period (day)
Peynirler ~ Serbest yag asidi 1 90 Serbest yag asidi 1 90
(Cheeses)  (Free fatty acid) (Free fatty acid)
K1 C4 (Butirik Asit) 18.80+0.04" 40.88+0.26" C6 (Kaproik asit) 8.63+0.19% 26.05+0.61*
K2 14.05+0.05% 29.04+0.93" 4.01+0.02* 20.78+0.51%
A 8.24+0.50 18.86+0.06% 1.32+0.20%® 8.35+£0.03%
B 4.62+0.05™ 9.02+0.06" 1.11£0.05* 2.64+0.01™
K1 C8 (Kaprilik Asit) 3.87+0.14% 10.79£0.31% C10 (Kaprik Asit) 8.73+0.16" 16.95+0.52"
K2 3.61+0.18" 9.63+0.04* 4.90+0.03* 14.60+0.52"
A 2.24+0.38" 4.06+0.02% 4.12+0.64% 7.94+0.16%
B 1.81+0.11% 3.02£0.10™ 3.09+0.12% 6.28+0.26™
K1 C12 (Laurik Asit) 10.00+0.51% 16.05+0.15* C14 (Miristik asit) 14.86+0.37% 36.78+0.04™
K2 8.78+0.04" 16.35£0.15" 14.60£0.51% 31.27+0.04*
A 4.47+0.44%> 8.50+0.06 10.81£0.31% 25.23+0.01%
B 4.81+0.01* 9.98+0.03* 9.08+0.04% 26.64+0.48%
K1 C16 (Palmitik Asit) ~ 40.75+0.37" 79.21£0.09* C18 (Stearik Asit) 9.12+0.10% 20.59+0.54*
K2 36.33+£0.17% 70.86+0.27% 9.08+0.07* 19.59+0.53"%
A 34.05£0.41%® 60.03+0.08% 8.02+0.11% 16.02+0.08%
B 30.95+0.21% 51.01+0.14" 7.31£0.17% 18.19£0.04%
K1 C18:1 (Oleik asit) 32.71+0.53* 81.94+0.81"  C18:2 (Linolenik asit)  4.21+0.013" 4.32+0.10"
K2 28.02+0.11% 72.03+1.17% 3.96+0.016" 4.08+0.02"
A 29.1541.01% 61.394£0.16% 3.39+0.04% 3.54+0.02%
B 24.95+0.19%® 50.22+0.91% 4.1740.014" 4.18+0.02"*

Peynirler arasinda farkh biyik harfle (situnlarda) ve olgunlasma asamalarindaki (satirlarda)farkli kiiciik harfler ile gdsterilen 6rnekler

arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

The differences between samples indicated by higher-case letters(columns) and differences in ripening stages by higher-case letters

(rows) are important at the 0.05 level

peynirlerin kaprilik asit miktarlart artmis ve en
yiksek degere 10.79 mg/100g ile K1 peyniri sahip
olmustur. Yapilan varyans analizi sonucunda bu
artisin dnemli dizeyde oldugu belirlenmistir
(P<0.01). Depolama suresince kaprilik asit
oranlarinin arttigi bircok arastirmaci tarafindan
belirtilmistir (20, 24, 25).

Kaprik Asit (C10) Degeri

Olgunlasmanin 1. gintiinde K1 peynirinin kaprik
asit miktarinin diger peynirlere oranla yiiksek
oldugu ve bu durumun olgunlasma stiresince devam
ettigi gortlmustir (£<0.01). Tulum peynirlerinin
olgunlasmalarinin 1. ve 90. glinleri arasinda kaprik
asit icerikleri arasindaki farkin ¢nemli diizeyde
oldugu saptanmistir (P<0.05). Tulum peynirinin
hafif keskin ve ransit karakterli en 6nemli ve
karakteristik aromasinin kaprilik ve kaprik asitlerin
sorumlu olabilecegi cesitli arastirmacilar tarafindan
belirtilmistir (13, 22). Peynirler arasindaki
farkliliklarin - 6nemini belirlemek icin yapilan
varyans analizinde peynirlerin P<0.01 diizeyinde
farkli oldugu saptanmustir

Laurik Asit (C12) Degeri

Olgunlasmanin basinda K1 ve K2 peynirlerinin
diger peynirlerden daha ylksek laurik asit
degerine sahip oldugu gorilmustir (P<0.01).
Tespit edilen degerler, bazt arastirmacilardan
yiiksek (26), bazilarindan disiik (27), bazt degerler
ile paralellik gostermektedir (23). Yapilan varyans
analizi sonucunda peynirlerde bu degerin
olgunlasma stiresince 6nemli dizeyde arttigi,
EPS(+) peynirlerin laurik asit miktarlarinin
olgunlasma stiresince diger peynirlerden énemli
diizeyde dustk oldugu bulunmustur (£<0.01).
Miristik Asit (C14) Degeri

Olgunlasmanin 90. giiniinde tiim peynirlerde bu
degerler artmis (P<0.01), en yiiksek miktar K1
peynirinde 36.78 mg/100g olarak saptanmistir.
Olgunlasmanin basinda K1 ve K2 peynirleri benzer
miristik asit degerleri gosterirken, olgunlasmanin
90. gini B peynirinin miristik asit miktart A
peynirinden daha fazla artmistir (P<0.01).
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Palmitik Asit (C16) Degeri

Olgunlasma siiresince tim peynirlerin palmitik
asit miktarlari artmistir (P<0.05). EPS(+) ve EPS (-)
kiltir kullanim: Tulum peynirlerinin  palmitik
asit iceriklerini 6nemli diizeyde etkilemistir
(P<0.01).Uzun zincirli yag asitlerinin peynirde
tespit edilen yiiksek miktarlarina ragmen, peynir
aromasi tzerinde 6nemli bir etkilerinin olmadig:
bildirilmektedir (28). Yapilan bir arastirmada,

mikrobiyel lipaz ilave edilmeyen kontrol
orneginde en yiksek serbest yag asidi palmitik
asit olarak belirlenmistir (23).

Stearik Asit (C18) Degeri

Varyans analizi sonuclarina gore, peynirlerin
stearik asit miktarlarinin olgunlasma stresince
onemli diizeyde arttig1, EPS (+) peynirlerin bu
degerlerinin diger peynirlerden 6nemli dizeyde
distik oldugu bulunmustur (£<0.01). Calismanin
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Sekil 1. Tulum Peynirlerinin serbest yag asitlerinin dendogram ve PCA grafigi
Figure 1. Dendogram an PCA graphic of free fatty acid of Tulum Cheeses



her iki olgunlasma doneminde tespit edilen
stearik asit degerlerinin, tretilen Kefalograviera
peynirinin stearik asit degerlerinden yuiksek (20,
25), Cheddar peynirinin degerlerinden disik
(27), Tulum peyniri degerleri (23) ile benzer
sonuglar gosterdigi belirlenmistir

Oleik Asit (C18:1) Degeri

Tum peynir O6rneklerinde serbest yag asitleri
icinde en yiiksek degere sahip olmustur. Yapilan
calismada, serbest yag asitlerinden uzun zincirli
olanlarinin baskin oldugunu, bunlarin icinden en
ylkseginin palmitik asit oldugunu bunlart oleik
ve miristik asitlerin takip ettigini bildirilmistir
(23). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda EPS
(+) kiltirle tretilen A ve B peynirlerinin oleik asit
degerlerinin her iki donemde de diger peynirlerden
onemli diizeyde farkl oldugu bulunmustur (£<0.01).
Linoleik Asit (C18:2) Degeri

Olgunlasmanin 1. giintinde B peyniri ile K1 peyniri
birbirine yakin degerler almis ve en yiksek
linoleik asit degeri 4.21 mg/100g ile K1 peynirinde
saptanmistir. Olgunlasma stiresince linoleik asit
miktarlart artmis ancak bu artis yapilan varyans
analizinde Onemli bulunmamistir (£>0.05).
Peynirlerde saptanan linoleik asit miktarlarinin
Feta peynirindeki belirlenen degerden ylksek
(29), teleme peynirde belirlenen degerden dustik
(28) oldugu gortilmuistir.

Yapilan c¢cok degiskenli istatistiksel analize
gore peynirlerin serbest yag asitlerinin kiime
dendrogramlart ¢ikarilmustir (Sekil 1). Olgunlasmanin
ilk donemlerinde tim peynirler ayni kiimede yer
alirken, olgunlasmanin sonunda K1 ve K2 birbirine
yakin, A ve B peynirleri ise farkli kiimelerde yer
almistir. Kiimelerde yer alan K2 ve B peynirleri
olgunlasmanin sonunda ayni kiimede yer
almuslardir. Dendrogramda yukaridan asagi dogru
gidildikce olgunlasmanin arttigi goézlenmistir.
EPS(+) peynirlerin olgunlasmanin basinda ve
sonunda aynt grupta yer aldigi, EPS(-) peynirlerden
B peynirinin tim depolama boyunca digerlerinden
distik ve farkli serbest yag asidi degerine sahip
oldugu gorilmustur.

Sonuc¢

Toplam serbest yag asitleri incelendiginde,
olgunlasmanin tim donemlerinde en distk icerige
az yagl kilturt ile Giretilmis B peynirinde oldugu
gorilmus, bunu A peyniri izlemistir. Tam yagli ve
yarim yaglh kontrol kiiltiirti ile tGretilmis K1 ve K2
peynirleri sirastyla en ylksek serbest yag asitlik

degerini gostermislerdir. Tulum peynirlerinin toplam
serbest yag asitleri miktarlari tim peynirlerde
olgunlasma siiresince artmis ve bu artisin 6nemli
diizeyde oldugu goralmustir (£<0.01). Calismada
belirlenen 10 serbest yag asidi icinde palmitik,
oleik ve miristik asitlerin baskin olan serbest yag
asitleri oldugu belirlenmistir. Tim peynirler icinde
K1 peyniri serbest yag asidi icerigi bakimindan en
yiiksek degere sahip peynir olmus, ekzopolisakkarit
treten kultir kullaniminin  serbest yag asidi
kompozisyonuna bir etkisi olmadig: gorilmustiir.
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Ozet

Saglik tizerine olumlu etkilerinden dolay1 nar ve nar Griinlerinin tiiketimi ginden gline artmakta ve 6énem kazanmaktadir.
Bu calismada, Hicaz narindan maserasyon yontemi ile elde edilen nar likorlerinin oda sicakliginda (+25 °C) ve
buzdolabt sicakliginda (+4 °C) depolanmasinin fenolik icerik ve antioksidan aktiviteye olan etkisi incelenmistir.
Toplam fenol miktarinin belirlenmesinde Folin—Ciocalteau metodu, antioksidan aktivite belitlenmesinde ise troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) ve 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) yontemleri kullanilmustir. Fenolik icerigin
belirlenmesinde yiiksek performanslt stvi kromatografisi (HPLC) kullanilmustir. Calismada 9 farkls fenolik asit
miktarinin depolama kosullarina bagli degisimi belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore oda sicakliginda depolanan
nar likorlerinin toplam fenol ve antioksidan aktivitesinde yaklasik %15 artis gozlenirken, buzdolab: kosullarinda
depolanan likorlerde her iki degerde de ortalama %20 azalma gortlmiustiir. Buna ek olarak kabuk ve cekirdek
ilavesinin incelenen 6zelliklerde istatistiksel olarak ¢nemli bir artisa sebep oldugu; buna ragmen aroma arttirict
olarak eklenen maddelerin bu 6zelliklerde arttirict yada azaltici etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Likorlere ait
fenolik dagilim incelendiginde ise buzdolabinda depolanan orneklerin fenolik madde miktarlarinda azalma
gortlmustir. Oda kosullarinda depolanan 6rneklerde ise gallik asit, protokatesik asit, p-kumarik asit ve kuarsetin
miktarlarinda artma, diger fenolik madde miktarlarinda azalma gorilmustiir.

Anahtar kelimeler: Hicaz nari, nar likort, fenolik bilesikler, antioksidan kapasite

THE IMPACT OF STORAGE CONDITIONS ON THE PHENOLIC CONTENT
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF POMEGRANATE LIQUORS

PRODUCED BY MACERATION METHOD FROM HiCAZ POMEGRANATE

Abstract

Day by day the consumption of pomegranate and pomegranate products are increasing and gaining more importance
due to its positive effects on health. In this study, the impact of storage at room temperature (+25 °C) and fridge
temperature (+4 °C) on phenolic content and antioxidant activity of pomegranate liquors produced by maceration
method from Hicaz pomegranate was examined. The total phenolic amount was evaluated by Folin — Ciocalteau
method and the determination of antioxidant activity; trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)
and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) methods were used. The phenolic content was evaluated by high
performance liquid chromatography (HPLO). In this study, 9 different phenolic acid amount differences, depending on
the storage conditions, was determined. According to the results obtained; it was observed that total phenol and
antioxidant activity of the liquors stored at room temperature increased about %15. However, both observed
variables at the ones stored at fridge conditions decreased almost %20. In addition to these results; adding peelings
and seeds to the liquors made a statistically important increase at observed variables; nevertheless adding aromatic
drogs didn’t make any statistically important difference at phenolic content or antioxidant capacity. Examining the
phenolic profiles of the liquors; it was seen that the individual phenolic amounts stored at refrigerator conditions
decreased. On the other hand, the samples stored at room temperature showed that the levels of gallic
acid, protocatechuic acid, p - coumaric acid and quercetin increased but the others decreased.

Keywords: Hicaz pomegranate, pomegranate liqueur, phenolic compounds, antioxidant capacity
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GIRIS

Kiilttir tarihi M.O. 3000 yilina kadar dayanan en
eski meyve tlirlerinden olan nar (Punica granatum);
Punicaceae familyasindan ¢ok yillik bir bitki
olup genellikle tropik ve subtropik bolgelerde
yetismektedir (1). Ulkemizde Akdeniz, Ege ve
Glineydogu Anadolu en fazla nar treten bolgeler
olmak tizere ¢ok soguk yoreler disinda hemen
her bolgede yetistirilebilen narin {iretimi ve tiketimi
giderek artmaktadir (2). 1990’1l yillarda nar tiretimi
~50bin ton civarinda iken bu deger 2011 yilinda
~217bin ton, 2012 yilinda ~315 bin ton ve 2013
yilinda ise ~383bin tona ulasmustir (3). Koyu kirmizt
rengi, mayhos tadi, islemeye uygunlugu, ytiksek
verim, nakliye ve depolamaya uygunluk gibi
avantajlari nedeniyle son yillardaki bu artista
"Hicaznar" ¢esidinin pay1 buylik olmustur (4).
Turk Gida Kodeksi distile alkollt ickiler tebligine
gore "meyve likori; Meyvelerin tarimsal kokenli
etil alkolde ve/veya tarimsal kokenli distilatta
ve/veya teblig kapsaminda yer alan distilat ickilerinde
maserasyonu ile elde elden distile alkollt ickidir".
Ayni teblige gore Uretilen likore disaridan aroma
verici maddeler eklenerek aromada artis
saglanabilmektedir (5). Gida sanayisinde narin
islenebilen kismi, yani daneleri, meyvenin
%>52’sini olusturmakta ve bu danelerin de; %78’
meyve eti, %22’si ise cekirdekten olusmaktadir (6).

Nar taze meyve olarak tiiketilebildigi gibi meyve
suyu, meyve konsantresi, nar eksisi, recel, sarap
gibi cesitli trtinlere islenerek de tiiketilebilmektedir
(7, 8. Narin hangi sekilde islenecegine karar vermek
icin pH, asitlik, suda ¢6zinir kuru madde gibi
bilesim 6zelliklerinin yani sira fenolik ve antosiyanin
bilesimi gibi parametreler nem kazanmaktadir (9).

Tarih boyunca pek cok farkli meyvelerden ve
bitkilerden likor tiretimi yapilmistir. Likor tiretimi
sirasinda meyveler bitlin olarak veya meyve sirast
olarak kullanilabildigi gibi, meyve kabuklari ya
da meyve esanslart olarak da kullanilmaktadir.
Diinyada pek cok farkli cesitte likor tretilmesine
ragmen nar likori yakin zamanda uretilmeye
baslanmis bir likordir ve tlkemiz icin hentiz
calistimamis yeni bir Grtindiir. 2009 yilinda Sadeghi
vd. nar cekirdeklerinin hidroalkolik ekstraktlarimnin
antioksidan kapasitesini 6l¢miis ve Galego vd.
2013 yilinda nar meyve ekstraktlart ile likdrlerinin
polifenol ve ucucu bilesenlerinin profillerini
belirlemislerdir (10, 11). Bu iki calisma disinda
nar likord tzerine yapilmis akademik calisma
yok denecek kadar azdir.

Yiiksek antioksidan kapasitesi ve fenolik iceriginden
dolay1 viicuttaki serbest radikallerin dokulardaki
zararini ortadan kaldirma ve bundan dolay: kanser,
kalp ve damar hastaliklart gibi bircok hastaligin

olusma riskini azaltict rol oynamasi gibi saglik
tzerine bircok olumlu etkisi bulunan narin
poptilaritesi giderek artmaktadir (12, 13). Son
zamanlarda yapilan calismalardan nar suyunun
yuksek miktarda antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Nar meyvesinin ytiksek antioksidan
kapasitesi ve zengin fenolik icerigini dolayisiyla
saglik Uzerine olan olumlu etkilerini; nar
meyvesinden meyve suyuna ve hatta nar likort
gibi nardan tretilen diger trinlere de aktarilabildigi
dastintilmektedir.

Bu calismada amag yeni trlin olarak uretilen nar
likoriiniin nar meyvesi kadar ytiksek antioksidan
ozellik gosterip gostermediginin belirlenmesiyle
birlikte tretim cesidinin ve depolama kosullarinin
nar likorlerinin antioksidan kapasitesine ve fenolik
icerigine etkisini belirlemektir. Ayrica bu c¢alisma
ile nar likdriine ait toplam fenol ve antioksidan
kapasitesi hakkinda yararlanilabilecek bir akademik
kaynak olusturmak amaclanmustir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Calismada, Antalya’dan temin edilen 2012 yilt
Hicaz narlari kullanilmustir.

Calismada kullanilan tim kimyasal malzemeler
saftir. Gallik asit, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), Folin-Ciocalteu reaktifi ve 2,2-azino- bis
(3-etilbenzotiazoline-6-silfonik asit) diamonyum
tuzu (ABTS) ve TroloxTM (6-hidroksil-2,5,7,
8-tetrametilchroman-2- karboksilik asit) ve diger
kimyasal malzemeler Sigma-Aldrich Kimyasallarindan
(Amerika) ve Merck Kimyasallarindan (Almanya)
temin edilmistir.

Metot

Likorler kullanilan narlarin kabuklu, kabuksuz;
cekirdekli, cekirdeksiz sikilmalarina ve tarcin,
karanfil gibi aroma arttirict drog maddelerin eklenip
eklenmemesine gore smiflandirilmustir. Likorlerin
tretilmesi asamasinda temin edilen narlardan
curik ve hasarli olanlar ayiklandiktan sonra
narlar yikanmis ve 25 kg'lik gruplara ayrilmustir.
Gruplardan 1 tanesi otomatik presler ile sadece
ikiye ayrilarak sikilirken (kabuklu likor 6rnekleri),
diger gruplardakiler tanelenmistir (kabuksuz likor
ornekleri). Tanelenen gruplardan bir tanesi
otomatik preste sikilirken (kabuksuz ve cekirdekli
ornekler) digeri ise elde sikilmis ve posa kismi
hemen ayrdmistir (kabuksuz ve cekirdeksiz
ornekler). Elde edilen nar sulari bekletilmeden
alkol oranlari ayarlanmis ve 2-3 ay dinlendirmeye
brrakilmistir. Ayrica aromatizasyon ve buke verme
islemleri icin %96lik etil alkol icerisinde vanilya,
tarcin, karanfil gibi droglar da maserasyona



birakilmistir. Dinlendirme islemi sonunda nar
likorlerinin aktarma islemleri yapilarak likorler
stiziilmus ve tortu ayrilmustir. Hazirlanan likorlerin
seker miktarlart ayarlanmis ve aroma kazandirmast
icin bir kismina hazirlanan droglar eklenmistir
(droglu ornekler). Likorler en son jelatin ile
durultma vyapilarak 6 ay sire ile eskitilmis
ve siselenmistir.

Hazirlanan likorler 1 yil siire ile buzdolab1 ve oda
sicakliginda depolanmistir. Buzdolabi sicakligt
olarak +4 °C ve oda sicakligi olarak +25 °C secilmistir.

Makale icerisinde bulunan tablolarda hazirlanan
likor orneklerinden 1: Kabuklu, cekirdekli ve
droglu 6rnek; 2: Kabuksuz, cekirdeksiz ve drogsuz
ornek; 3: Kabuksuz, cekirdeksiz ve droglu drnek;
4: Kabuksuz, cekirdekli ve drogsuz ornek; 5:
Kabuksuz, cekirdekli ve droglu o6rnek; 6:
kabuklu, cekirdekli ve drogsuz 6rnek seklinde
numaralandirilarak bahsedilmistir.

Orneklere Yapilan Genel Analizler

Orneklere pH, genel asitlik, suda ¢dziinen kuru
madde, yogunluk, toplam seker tayini, toplam
fenol tayini, antioksidan aktivite tayini yapilmustir.
Toplam Fenol Tayini

Toplam fenol miktarinin belirlenmesinde
Slinkard ve Singleton tarafindan gelistirilen Folin
— Ciocalteau metodu ile toplam fenol tayin
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (14).
Analiz i¢in 20 pL 6rnek 1,58 mL saf su ile seyreltilmis
ve 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek 1- 5
dakika beklenmistir. Siire sonunda 300 pL %20lik
sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek karistirilmis
ve 25 °C sicaklikta ve karanlik ortamda 90
dakika bekletilmistir. Orneklerin absorbansi
spektrofotometrede saf suya karst 765 nm dalga
boyunda okunmustur. Hesaplama 6 farkls
konsantrasyonda gallik asit cozeltileri kullanilarak
hazirlanan gallik asit standart egrisi kullanilmustir.
Sonuclar ise litrede mg gallik asit esdeger (mg
GAE/L) olarak verilmistir.

Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Antioksidan kapasite belirlenmesi, fenolik
bilesenlerin serbest radikalleri 6nleme yetenegini
Olcebilen DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
kullandarak yapilmustir. Analiz Brand — Williams
vd. tarafindan gelistirilen metodun 0,1 mL 6rnege
1,9 mL 0,1 mM metanolik DPPH c¢ozeltisi eklenerek
30 dakika karanlikta bekletilmesi seklinde
dizenlenmesi ile yapimustir (15). 517 nm dalga
boyunda metanolden olusan kore karst absorbans
degerleri kaydedilmistir. Sonuclar antioksidan
aktivite (% inhibisyon) ve antioksidan kapasite
ise litrede mM Troloks esdeger ( mM / L Troloks
Esdegeri) seklinde verilmistir.

Fenolik icerigin Belirlenmesi

Fenolik icerigin belirlenmesinde Ozkan ve Goktiirk
Baydar'in fenolik bilesikleri belirlemek icin
gelistirdigi metod diizenlenerek kullanilmistir
(16). Yapilan diizenlemelere gore Mobil faz; A ¢ozeltisi
olarak %100 metanol kullanilirken B ¢ozeltisi
olarak %2 asetik asit ¢cozeltisi kullanilmistir. 1
mL/dakika akis hizinda gradient akis kullanilmuis
olup gradient program asagida Cizelge 1'de
verilmistir. Analizler 6éncesinde nar suyu ve nar
likor ornekleri 0,45 pm’lik filtrelerden gegirilerek
stiziilmus ve dogrudan Shimadzu LC-20 AT model
(Shimadzu, Kyoto, Japan) SPD —M 10 A VP DAD
dedektorltt HPLC cihazina enjekte edilmistir.
Analizde ODS -4 kolon kullanilmis ve 50 pL érnek
enjekte edilmistir. Fenolik maddeler 260, 280,
320, 360 nm dalga boyunda incelenmistir.

Fenol bilesiklerinin tanimlanmast, saf maddelerin
alikonma zamanlart ve spektrumlarindan ve
literattir verilerinden yapilmustir.

Hesaplama: her bir fenolik madde icin 5 farkli
konsantrasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak
HPLC cihazina enjeksiyon yapilmis ve her bir fenolik
madde icin kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Dogrusal kalibrasyon grafiklerinden elde edilen
dogru denklemleri kullanilarak fenolik maddelerin
miktarlari belirlenmistir.

istatistik Analizi

Tum sonuclar ortalama + standart sapma seklinde
verilmistir. Istatistik analizlerde tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan coklu karsilastirma
yontemi SPSS programi (Windows version 13.0,
SPSS Inc. Chiago, IL) kullanilarak yapilmustir.
Bulgular ve Tartisma

Hazirlanan orneklerin alkol miktart % 302 (V/V)
ayarlanmustir. Likorlerin genel bilesimine ait
sonuclar Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 1. Fenolik maddelerin ayriimasinda zamana karsi mobil
faz kompozisyonu (16)*

Table 1. Mobile phase composition with time for the removal
of phenolic substances (16)*

Zaman (dakika) Metanol (% 100) %2 Asetik asit
Time (Minute) Coziclu A Goziclu B
Methanol (%100) %2 Acetic Acid
Solvent A Solvent B
0.00 0 100
3.00 5 95
18.00 20 80
25.00 20 80
30.00 25 75
35.00 30 70
40.00 40 60
55.00 50 50
65.00 60 40
68.00 0 100

*Tarafimizdan modifiye edilmistir. Has been modified by us
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Nar likori tzerine daha 6nce yapilmis calismalarda
likorlere ait genel ozellikler incelenmedigi icin
calismadan elde edilen veriler diger arastirmacilarin
nar sulart ile yaptiklart ¢calismalardaki veriler ile
karsilastirilmastir.

Calismada likorlerin toplam kuru madde miktarlar
ve yogunluklari sirastyla % 20.362-22.458 ve
1.041-1.058 arasinda degistigi belirlenmistir.
Poyrazoglu vd. nar suyu Uzerine yaptiklar
calismalarinda 6rneklerine ait toplam kuru madde
miktarlarini % 16-19 arasinda bulmustur (13).
Calismamizda belirledigimiz degerler Poyrazoglu
vd. calismalarindan elde ettikleri degerlerden da-
ha yiiksektir. Bunun nedeni nar likorinitin seker
iceriginin nar suyundan daha fazla olmasidur.

Likorlerin pH degerleri 3.55-3.77 araliginda; asitlik
degerleri ise 7.68-9.93g/L araliginda bulunmustur.
Fischer-Zorn ve Ara nar suyu tizerine yaptiklar
calismada pH degerini 2.7- 3.9, titrasyon asitligini
ise 1.9-45.0 araliginda; Savran pH degerini 3.3-3.9,
titrasyon asitligini ise 4.6-17.3 araliginda; Artik
vd. pH degerini 3.1-4.0, titrasyon asitligini ise
3.2-11.8 araliginda; Unal vd. pH degerini 2.4-4.4,
titrasyon asitligini ise 2.2- 55.2 araliginda bulmustur
(17-20). Yapilan calismalar nar suyu tizerine olsa
da turetilen nar likorintin pH ve asitlik degerleri
alkoliin dustirici etkisine ragmen yapilan
calismalardaki verilerle uyum icerisindedir.
Hazirlanan nar likorlerinde toplam indirgen seker
miktart 144 — 165 mg/ L arasinda degismektedir.
Wasila vd. yaptiklart calismalarinda nar sularinda
indirgen seker miktarlarini 200.4 — 277.4 g/L
araliginda belirlemistir (21). Savran ise yapmis
oldugu tez calismasinda; nar suyu orneklerinde;
ortalama toplam indirgen seker miktarini
148.8g/L olarak bulunmustur (18). Gabbasova ve
Abdurazakova ise nar sirasinda toplam indirgen
seker miktarnin %15.2 -20.5 arasinda degistigini
bildirmistir (22). Likdor tzerine yaptigimiz
calismada elde ettigimiz veriler calismalarla
paralellik gostermektedir.

Cizelge 3’de antioksidan aktivite incelendiginde
baslangic degerleri %28.40-69.89, oda sicakliginda

Cizelge 2. Nar likérlerinin genel bilegimi
Table 2. The general composition of pomegranate liqueurs

depolama sonucunda %35.65-77.06; buzdolabt
sicakliginda depolama sonucunda %23.88-61.87
degerleri araliginda degismektedir. Orneklerde
kabuk- cekirdek ve drog etkisi incelendiginde
likorlere drog katilmasinin kabuksuz sikilmis
orneklerde istatistiksel olarak bir fark yaratmadig:
ancak diger orneklerde farkin 6nemli oldugu;
kabuk veya cekirdek katilmasinin ise antioksidan
ozelliklere istatistiksel olarak onemli bir etkisinin
oldugu belirlenmistir (£<0.05 ).

Likorlerin hazirlanmasinda kullanilan kabuksuz
stkilmis nar sirast %87 ve kabuklu sikilmis nar sirast
%94 antioksidan aktiviteye sahipken, siralardan
nar likori tretiminde bu aktivite prosese bagli
olarak kabuklu siradan retilen likorlerde %62-69
degerlerine, kabuksuz siradan tretilen likorlerde
ise %28-37 arasinda degerlere dismustir. Bu
degerlerdeki azalma istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (£<0.05).

Depolamanin likorlerin antioksidan aktivitesine
olan etkisi incelendiginde; oda sicakligi (+25 °C)
kosullarinda depolanan likorlerin antioksidan
aktivitesinde %10-26 araliginda artis goriiliirken,
buz dolabi (+4 °C) kosullarinda depolanan likorlerin
antioksidan aktivitesinde %8- 27 arasinda degisen
oranlarda azalma gorilmustir. Bu oranlarda
gorilen artis ve azalislar istatistiksel olarak 6nem
tasimaktadir (£<0.05).

Cizelge 4’de toplam fenol miktart baslangicta
830.8- 1429.3 (mg/L, GAE); oda sicakliginda
depolama sonucunda 1029.1-1559.2 (mg/L, GAE);
buz dolab1 sicakliginda depolama sonucunda
729.7-1273.6 (mg/L, GAE) degerleri arasinda
degismektedir. Orneklerde kabuk- cekirdek ve
drog etkisi incelendiginde likorlere drog katilmast
kabuksuz nar sirasindan elde edilen likorlerde
istatistiksel olarak bir fark yaratmadigi ancak
diger oOrneklerde fark vyarattigi; kabuk veya
cekirdek katilmasinin ise toplam fenol miktarina
istatistiksel olarak 6onemli bir etkisinin oldugu
belirlenmistir (£<0.05 ).

Likorlerin hazirlanmasinda kullanilan kabuksuz
stkilmis nar sirast 1629.4 (mg/L, GAE) ve kabuklu

Ornek Toplam kuru madde (%) pH Titrasyon asitligi Yogunluk (g/L) indirgen seker (g/L)
Sample Total dry matter (%) pH (g Tartarik asit/ 100 mL)  Density (g/L) Reduced sugar (g/L)
Titratable acidity
(9 Tartaric acid/100 mL)

1 22.458+0.833 3.675+0.035 0.9921+0.03 1.058+0.031 162.00+0.026

2 20.362+0.356 3.57510.021 0.9930+0.04 1.041+0.053 158.50+0.017

3 21.768+0.293 3.555+0.035 0.9286+0.04 1.044+0.079 144.75+0.048

4 22.132+0.927 3.715+0.021 0.9286+0.05 1.054+0.031 165.00+0.024

5 20.873+0.206 3.775+0.007 0.7684+0.01 1.056+0.049 156.50+0.077

6 21.631+0.277 3.555+0.007 0.9606+0.01 1.057+0.054 159.00+0.065




Gizelge 3. Nar likdrlerinin antioksidan aktivite ve antioksidan kapasite degerleri
Table 3. Antioxidant activity and antioxidant capacity of pomegranate liqueurs

Omek BAA* OSAA* BSAA* BAK* OSAK* BSAK*
Sample (% inhibisyon) (% Inhibisyon) (% inhibisyon) ~ (mM/L Troloks Esdegeri) (mM/L Troloks Esdegeri) (mM/L Troloks Esdegeri)
IAA** RTAA** FTAA*™ IAC* RTAC* FTAC**
(%lInhibition) (%lInhibition) (%lInhibition)  (mM/L Trolox equivalent) (mM/L Trolox equivalent) (mM/L Trolox equivalent)
1 62.594+0.53* 71.9740.33% 48.788+0.17% 0.294£0.02% 0.346£0.07% 0.217£0.08"
2 37.906+0.32* 41.956+0.24% 35.283+0.54% 0.157+0.02> 0.179£0.01% 0.142+0.01%
3 37.560+0.57* 42.521+0.44% 34.794+0.12% 0.155+0.03> 0.182+0.02% 0.139+0.067
4 28.602+0.30" 36.007+0.69% 24.126+0.53% 0.105£0.01™ 0.146+0.02% 0.080+0.02%
5 29.283+0.23" 35.654+0.43% 23.881+0.92% 0.109£0.05™ 0.147£0.02% 0.079£0.057
6 69.879+0.37* 77.064+0.21% 61.874+0.18% 0.334+0.014™ 0.374+0.01% 0.290+0.01%

“BAA: Baslangigta Antioksidan Aktivite, OSAA: Oda Sicakli§inda Antioksidan aktivite, BSAA: Buzdolabi Sicakliginda Antioksidan Aktivite, BAK:
Baglangicta Antioksidan Kapasite, OSAK: Oda Sicakliginda Antioksidan Kapasite, BSAK: Buzdolabi Sicakliginda Antioksidan Kapasite. A-F: Ayni
satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05) a—d: Ayni stitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark nemlidir
(P<0.05) (n=3)

** IAA: Initially Antioxidant Activity, RTAA: Room Temperature Antioxidant activity, RTAA: Fridge Temperature Antioxidant Activity, IAC: Initially
Antioxidant Capacity, RTAC: Room Temperature Antioxidant Capacity, RTAC: Fridge Temperature Antioxidant Capacity. A-F: The difference
between the averages in the same row indicated with different letters are significantly important (P<0.05) a—d: The difference between the averages

in the same column indicated with different letters are significantly important (P<0.05) (n=3)

sikilmug nar sirast 1983.8+10.13 (mg/L, GAE) toplam
fenol icermektedir. Tablo 3’de verilen toplam
fenol miktart degerleri incelendiginde likorler
uretildikten sonraki toplam fenol degerleri
kabuklu siradan tretilen likorlerde 1359.7-1429.3
(mg/L, GAE) degerlerine, kabuksuz siradan tretilen
likorlerde ise 852.3-1036.3 (mg/L, GAE) arasinda
degerlere diismustir. Bu degerlerdeki azalma
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (7<0.05).

Depolamanin likorlerin toplam fenol icerigine
olan etkisi incelendiginde; oda sicakligi (+25 °C)
kosullarinda depolanan likorlerin toplam fenolik
madde icerikleri % 8-26 araliginda artig goriiliirken,
buz dolabi (+4 °C) kosullarinda depolanan likorlerin
antioksidan aktivitesinde % 7-17 arasinda degisen
oranlarda azalma gorilmustir. Bu oranlarda
gorllen artis ve azaliglar istatistiksel olarak énem
tasimaktadir (P<0.05).

Cizelge 4. Nar likérlerinin toplam fenol degerleri
Table 4. Total phenol values of pomegranate liqueurs

Uzuner yaptigi calismasinda nar sularinin +4 °C’de
150 giin depolamast sonucunda toplam fenol
degerlerinde %2.2-5.3 ve antioksidan aktivite
degerlerinde %12.2-13.7 azalma gozlemlemistir
(23). Nar likorleri ile yaptigimiz calismada
buzdolabi kosullarinda saklanan 6rneklerden elde
edilen sonuglar ile Uzuner’in ¢alismasindan elde
ettigi veriler uyum gostermektedir.

Ozgen vd., nar sularinda yaptiklar: calismada nar
sularinin toplam fenol degerlerini 1245-2076
mg/L, GAE araliginda; antioksidan kapasitelerini
ise 4.38-7.70 mmol TE /L araliginda belirlemistir
(24). Calismada hazirlanan likorlerin toplam fenol
miktart nar suyunda yapilan calismadan elde edilen
sonuclardan bir miktar daha dustiktir. Bunun
nedeni ise likor Gretimi sirasinda eklenen yiiksek
miktardaki alkoliin fenolik maddelerde meydana
getirdigi parcalanmalardir.

Ornek BTF* OSTF** BSTF**
Sample ITP** RTTP** FTTP*

(mg/L, GAE ) (mg/L, GAE ) (mg/L, GAE )

1 1359.7414.28" 1476.3+18.92% 1165.248.49%

2 997.8+9.74% 1186.945.16% 876.3+24.35%

3 1036.3+17.67* 1228.5424.63* 951.8+14.92%

4 830.8£16.97% 1053.4+12.62% 708.1+6.58%

5 852.3+23.13 1029.1+22.27% 729.7+8.24%

6 1429.3+3.53" 1559.2+19.45% 1273.6+12.06%

**BTF: Baslangicta toplam fenol, OSTF: Oda sicakliginda toplam fenol, BSTF: Buzdolabi sicakliginda toplam fenol A-B: Ayni satirda
degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05) a—d: Ayni stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki
fark énemlidir (P<0.05) (n=3)

**ITP: Initially Total Phenol, RTTP: Room Temperature Total Phenol, FTTP: Fridge Temperature Total Phenol, A-B: The difference
between the averages in the same line indicated with different letters are significantly important (P<0.05) a—d: The difference
between the averages in the same column indicated with different letters are significantly important (P<0.05) (n=3)
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Yapilan calismada oda sicakliginda depolama
sonucunda toplam fenol miktarlarinda ve antioksidan
aktivitede artis gozlenmistir. Bunun nedeni olarak
nar meyvesinin Ozellikle kabuk ve cekirdek
kisimlarinda yaklasik %28-30 oraninda tanen
icermesi ve bu tanenleri gallotanenler, ellajitanenler,
punicalagin ve punicalin gibi gallagil tanenlerden
hidrolize olabilen tanenler olusturmasidir (2, 25-27).
Hidrolize olabilen tanenlere ek olarak nar yiiksek
oranda antosiyan bilesikleri ve flavonoidleri de

icermektedir (28). Antosiyaninlerin stabilitelerini
depolama sicakligi etkilemekte ve parcalanma
hizlart sicaklik arttikca artmaktadir (29, 30).
Antosiyaninleri olusturan antosiyanidinlerin;
yapilarinda bulunan fenolik maddelere parcalanmalart
ve hidrolize olabilen tanenlerin parcalanma
urunleri olarak ortaya c¢ikan fenolik bilesikler
nedeniyle toplam fenol miktarinda, antioksidan
aktivite ve antioksidan kapasitede artisa neden
olmaktadir (31).

Gizelge 5. Nar likdrlerinin fenolik madde dagilimi (mg / L) ve depolama kosullarina bagl degisimi
Table 5. Individual phenolic contents in pomegranate liqueurs (mg /L) and their changes depend on storage conditions

Ornek Depolama kosullari Gallik asit (+) —katesin Vanilik asit (-)- epikatesin Protokatesik asit
Sample Storage conditions Gallic acid (+) -catechin Vanillic acid (-)-epicatechin  Protocatechuic acid
Baslangi¢ Beginning 13.31+0.21™ 5.44+0.16% 11.7441.04% 13.53+0.28" 11.28+0.28™
Oda Room 24.3041.02* 4.63+0.11® 6.31+0.45% 12.63+0.11% 12.27+0.62%
Buzdolabi Fridge 8.74+0.27" 3.35+0.22™ 7.97+0.21% 11.76£0.35% 10.28+0.47%
Baglangi¢ Beginning 7.75+0.15° 2.11£0.04% 9.200.36™ 8.91+0.37% 8.62+0.17%
Oda Room 15.15+1.08% 2.07+0.04™ 6.47+0.27% 7.02+0.09" 10.91£0.35™
Buzdolabi Fridge 6.97+0.18" 1.87£0.03% 7.68+0.31% 6.500.07° 7.02+0.28%
Baslangi¢ Beginning 7.01£0.27% 2.53£0.36% 9.82+0.68 9.11+0.49% 8.57+0.69™
Oda Room 13.29+0.09" 2.47+0.17% 6.71+0.18% 7.02+0.64™ 10.65+0.97%
Buzdolabi Fridge 6.66+0.11% 2.29+0.19™ 7.43+0.17® 6.47+0.25° 6.9410.79%
Baglangi¢ Beginning 10.35+0.17* 2.34+0.19% 6.27+0.38% 9.95+0.11% 4.08+0.14"
Oda Room 19.31+0.85% 1.62£0.23% 4.73+0.18° 8.67+0.41™ 5.941+0.21"
Buzdolabi Fridge 7.86£0.15 1.3740.26% 5.29+0.33" 7.99+0.34% 4.41+0.12°
Baslangi¢ Beginning 9,62+0.21° 2.37+0.33% 6.36+0.36% 11.63£0.23% 3.96+0.17"
Oda Room 17.13+0.55™ 1.74£0.187 5.29+0.17" 9.34+0.37® 5.56+0.50"
Buzdolabi Fridge 7.71+0.47% 1.33£0.16% 5.49+0.10" 8.32+0.29" 4.19+0.19°
Baslangi¢ Beginning 11.4741.15% 6.05£0.38* 10.28+0.41% 13.4520.39* 13.33£0.84®
Oda Room 21.31+1.91% 447017 6.17+0.34% 11.94£0.64® 14.93+0.98*
Buzdolabi Fridge 7.48+0.53 3.58+0.52™ 7.04+0.327 9.97+0.62™ 12.17+0.97%
Cizelge 5 devam Table 5 continued
Omek Depolama kosullari Kafeik asit p-Kumarik asit Ferulik asit Kuarsetin
Sample  Storage conditions Caffeic acid p- Coumaric acid Ferulic acid Quercetin
Baslangi¢ Beginning 1.53£0.11% 0.93+0.27% 0.98+0.15* 0.82+0.06%
Oda Room 1.37+0.217% 1.15£0.56™ 0.81£0.24® 1.20£0.07%
Buzdolabi Fridge 1.3840.08™ 0.7610.09 0.81£0.13% 0.91+0.10™
Baslangi¢ Beginning 1.21£0.09% 1.06£0.38% 0.34+0.06% 0.38+0.04*
Oda Room 1.150.12% 1.25£0.43% 0.31£0.05" 0.97+0.03%
Buzdolabi Fridge 0.95£0.09% 0.84£0.07* 0.26+0.04* 0.79£0.04"
Baslangi¢ Beginning 1.30£0.08™ 0.91+0.16% 0.36+0.07 0.25+0.05"
Oda Room 1.21£0.09% 1.20£0.17% 0.31£0.04" 0.74+0.04"
Buzdolabi Fridge 1.01£0.10* 0.76+0.09° 0.27+0.06” 0.63+0.03”
Baslangi¢ Beginning 0.94+0.08" 0.91+0.13% 0.27+0.07" 0.10+0.06*
Oda Room 0.83£0.07" 1.27+0.51* 0.25£0.08 0.37+0.02
Buzdolabi Fridge 0.750.06" 0.88+0.07™ 0.16£0.07" 0.2410.03"
Baslangi¢ Beginning 1.07+0.19® 0.86+0.08" 0.29+0.09° 0.10£0.02
Oda Room 0.96+0.08 1.19£0.17% 0.25+0.08“ 0.34+0.05"
Buzdolabi Fridge 0.85£0.12" 0.73£0.06" 0.19£0.03" 0.22+0.04"
Baslangi¢ Beginning 1.68£0.42" 0.99+0.08® 0.92+0.20* 1.06+0.08™
Oda Room 1.3740.35% 1.24£0.14% 0.79£0.13™ 1.3210.1%
Buzdolabi Fridge 1.49£0.36® 0.74+0.09% 0.72+0.09® 1.25+0.09%

A-O: Ayni situnda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).

a—c : Ayni drnekte ayni stitunda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

(n=3) A-O: The difference between the averages in the same column indicated with different letters are significantly important (P<0.05). a-c: The
difference between the averages in the same sample and same column indicated with different letters are significantly important (P<0.05). (n=3)



Calismada kullanilan likorlere ait fenolik dagilim
ve fenolik maddelerin konsantrasyon degerleri
ortalama ve standart sapmalart ile cizelge 5’de
verilmistir. Likor érneklerinde fenolik madde
miktarlarmin cesitlere baglt degisimi (+) — katesin,
(-)- epikatesin gibi bazi fenolik maddeler hari¢
istatistiksel olarak ®nem tasimaktadir (P<0.05).
Depolama kosullarinin fenolik dagilima etkisi
istatistik olarak 6nemli dizeyde bulunmustur
(P<0.05).

Calismada hazirlanan likorlerde hidroksibenzoik
asitlerden gallik asit, vanilik asit, protokatesik asit;
hidroksisinamik asitlerden p-kumaric asit, kafeik
ve ferulik asit; katesinler grubundan (+) — katesin,
(-)- epikatesin; flavanollerden kuarsetin miktarlart
belirlenmistir. Calismada 6rnekler HPLC cihazina
enjekte edilmeden oOnce herhangi bir hidroliz
islemine maruz birakilmadig: icin belirlenen dagilim
fenolik maddelerin serbest formlaridir. Gallik asit,
Vanilik asit, Protokatesik asit ve (-)- epikatesin
hari¢ fenolik bilesenler likdrlerde minodr diizeyde
bulunmaktadir. Daha 6nceden nar likorlerinde
fenolik dagilim belirlenmesine yonelik herhangi
bir calisma bulunmadigi icin kiyaslama islemi nar
suyu ornekleri ile yapilmistir.

Hmid ve arkadaslari Morocco’'da yetisen nar
cesitlerinde gallik asit miktarini 12.24-88.51
mg/L, (+)— katesin miktarint 1.31-6.84 mg/L,
(-)- epikatesin miktarini 1.14-13.88 mg/L, kafeik asit
miktarint 0.16-1.64 mg/L, p-kumarik asit miktarini
0.78-5.88 mg/L, ferulik asit miktarint 0.41-4.78
mg/L ve kuarsetin miktarini ise 0.60-5.06 mg/L
araliklarinda belirlemistir (32). Kelebek ve Canbas
ise nar sirasinda ortalama gallik asit miktarint
13.95 mg/mL, protokatesik asit miktarini 4.98
mg/mL, kafeik asit 6.39 mg/mL, vanilik asit 2.33
mg/mL diizeyinde belirlemistir (33). Poyrazoglu
vd. Turkiye'de yetistirilen nar cesitlerinde fenolik
dagilimi gallik asit 0.03-30.86 g/L, protokatesik asit
0.12-2.09 g/L, (+) — katesin 0.13-8.44 g/L, kafeik
asit 0.10-2.89 g/L, p-kumarik asit 0.02-0.21 g/L,
ferulik asit 0.01-0.06 g/L ve kuarsetin miktarini
ise 0.23-5.30 g/L araliklarinda belirlemistir (13).

Nar likorleri ile yapilan ¢alismada bulunan degerler
genel olarak yukarida bahsedilen calismalarda
elde edilen verilerle uyum gostermektedir. Ancak
kullanilan nar cesitlerinin farkliligi ve tretilen
trtinde alkol bulunmast nedeniyle diger calismalarda
belirlenen araligin bir miktar altinda olmalart da
dogal ve beklenen bir sonugctur. Depolama stiresi
sonunda buzdolabinda depolanan nar likort
orneklerinde fenolik maddelerin miktarlarinda
azalma gortulmustir. Buzdolabi kosullarinin aksine
oda kosullarinda depolanan 6rneklerde ise gallik
asit, protokatesik asit, p-kumarik asit ve kuarsetin
miktarlarinda artma, diger fenolik madde
miktarlarinda azalma goralmuistur.

SONUC

Calismada kabuklu ve kabuksuz nar sirasindan
farklt sekilde tiretilen nar likorlerinin 1 yil stire ile
oda kosullarinda ve buzdolabi kosullarinda
depolanmasi sonucunda antioksidan aktiviteleri,
toplam fenol miktarlari ve fenolik dagilimlarinda
olan degismeler incelenmistir. Likor tretiminde
drog kullaniminin incelenen 6zelliklere istatistiksel
olarak 6nemli bir etkisi olmadig: ancak kabuk ve
cekirdek gibi fenolik acidan zengin kisimlarin
tretime katilmasinin 6nemli etkide bulundugu
belirlenmistir. Depolama kosullarinin likorlerin
incelenen 6zellikleri tizerinde istatistiksel olarak
onemli bir etkisi oldugu da saptanmustir. Calismada
nar likorlerinin de nar meyvesi veya nar suyu
kadar zengin fenolik ve antioksidan 6zellik tasidigi
gOzlenmistir.

Depolama stiresi boyunca nar likorlerinin fenolik
madde miktarlarinda meydana gelen degisim,
fenolik maddelerin; hidrolizasyon, kondensasyon
gibi nedenlerle yapilarinin  degismesinden
kaynaklanmis olabilmektedir (34, 35). Yapilan
calismada +25 °C oda kosullarinda depolama
sonucunda toplam fenol miktarinda, antioksidan
aktivite ve antioksidan kapasitede gozlenen artisin
yukarida aciklanan antosiyaninlerin, tanenlerin
ve flavonoidlerin sicaklik etkisi nedeniyle
parcalanmast oldugu distintlmektedir.
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Ozet

Bu arastirmada, tam yagh keci stitintin pastorize edilip dondurulmasi esnasinda ve dondurulan sttlerin
12 aylik depolama stiresi boyunca stitte meydana gelen degismelerin belirlenmesine calisilmistir. Bu
amacla, tam yagl keci siitii 6rnekleri stiztildiikten sonra 65 °C'de 30 dakika pastorize edilerek farkls
hacimdeki ambalajlara aktarilmus ve iki farkli sicaklik derecesinde (-15 ve -35 °C) dondurulmustur.
Dondurulan stitler yine iki farkli depolama sicakliginda (-18 ile -28 °C) bir yil stire depolanmuslardir.
Depolama stiresince keci stitlerinin toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi, koliform bakteri sayist, pH,
titrasyon asitligi, viskozite, sedimantasyon, asitlik derecesi, oksidasyon, renk ve duyusal ozellikleri
incelenmistir. Arastirmadan elde edilen sonuclarina gore; keci stitti 6rneklerinde koliform bakteri sayisinda
azalma belirlenirken toplam mezofilik aerobik bakteri sayisinda degisim gdzlenmemistir. Titrasyon asitligi
miktarlarinda 6nemli degisme olmamus; pH, sedimentasyon, oksidasyon ve ADV degerlerinde 6nemli
artislar saptanmistir. Dondurma ve depolama esnasinda renk degerlerinde azalmalar tespit edilmistir.
Keci sttlerinin koku, renk ve gortiints degerleri depolama boyunca degismemis, ikinci aydan sonra viz-
kozite degerlerinde artisla (p<0.05) hafif partikiillii yapt belirlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde
proje ciktilari, pastorize keci stitiinti dondurarak saklamak suretiyle, kalitesinde hissedilir bir degisim
olmadan raf dmriintin uzatilabilecegini de gostermistir.

Anahtar kelimeler: Keci stitli, pastorize kegi stitli, dondurulmus pastorize kegi stiti

THE CHANGES IN PASTEURIZED GOAT MILK

DURING FREEZING AND THE FROZEN STORAGE
Abstract

In this research, it was aimed to determine some properties of the pasteurized whole fat goat milk after
freezing and the frozen storage for twelve months. For this purpose, the goat milk samples were filtered
and pasteurized at 65 °C for 30 min, and transferred into two different packages, then frozen at -15 and
-35 °C. The packages were stored at -18 and -28°C for one year. During storage period goat milk samples
were investigated in terms of their microbiological (total aerobic mesophilic bacteria and coliform
bacteria), chemical and biochemical properties (pH, titration acidity %, viscosity, sedimentation, acid
degree value, oxidation and colour) and sensory characteristics. According to the results obtained, while
the effect of storage time on the counts of coliform bacteria were found to be significant, there were no
difference at total aerobic mesophilic bacteria count. At the same time, colour values were observed to
be significantly reduced during freezing and storage period. During the storage time; odour, colour
and appeareance of goat milk samples were not changed, after the second month, the mild particle
structure was determined with increasing in viscosity values (P <0.05). An overall evaluation the obtained
results showed that the freezing and keeping in the frozen storage of pasteurized goat prolonged the
shelf life of pasteurized milk without any important change in the quality.

Keywords: Goat milk, pasteurized goat milk, pasteurised-frozen goat milk
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GIRIS

Keci sltl, anne stitine benzerliginden dolay:
bebeklerin beslenmesinde o6nemli bir yer
tutmaktadir. Keci stittindeki proteinleri inek stitu
proteinleri ile daha az alerjik 6zelliklere sahiptir.
Bundan dolay: 6zellikle inek stitiine alerjisi olan
cocuklara, ¢olyak hastalarina ve mide bagirsak
sistemi rahatsizligi olan kisilere terapotik etkilerinin
yani sira; gelismekte olan tlkelerde aclik ve
malnutrisyon durumunda denge saglamak icin
keci sttt kullanilmaktadir (1-4).

Ancak keci stttinlin Giretim miktart mevsime bagli
olarak degismektedir. Yaz ve ilkbahar aylarinda
uretim en ylksek seviyelere ulasirken, sonbahar
ve kis mevsimlerinde tretim dismekte, hatta
stfirlanmaktadir (5). Stt tretiminin yiksek oldugu
donemlerde keci stutiiniin dondurarak muhafaza
edilmesi, daha sonraki kitlik mevsiminde tretimin
dengelenmesinde bir firsat olarak karsimiza
cikmaktadir.

inek ve koyun siitiiniin dondurarak muhafaza
calismalarina siklikla rastlanmaktadir. Calismalar,
ikinci Diinya Savast yillarinda gemi hastanelerdeki
hastalara taze stit saglamak amaciyla baslatilmustir.
1930-1950’li yillarda stitiin dondurarak muhafazast
uzerine yogun calismalarin  oldugu goze
carpmaktadir. Bu tarihten 2000°li yillara kadar
calismalara ara verilmisse de konu 6nemini halen
korumaktadir. Yapilan calismalarda, 6zellikle
koyun sitiinde dondurma isleminin peynirin
ozelliklerine etkisi arastirilmustir (6-10).

Stutiin dondurulmasi tizerine yapilan calismalar
once fiziksel ve kimyasal yapida olusabilecek
degisimler Gizerine odaklanilmis, daha sonra
belirlenen problemlerin giderilmesi ve stabilitenin
saglanmasi konusunda c¢alismalar devam etmistir.
Tam yagli siitiin veya konsantre sttiin dondurulmast
ve depolanmast sonucunda, siitiin kurumadde,
yag, protein ve laktoz miktarinda herhangi bir
degisim goriilmedigi rapor edilmistir (6, 7, 11).
Ancak siitin dondurulmasi ile kati bilesenlerin
ambalajin alt kisminda toplanma egilimi gosterdigi
belirlenmistir (6). Yapilan ¢alismalara gore siitiin
dondurulmasi siit yagin emilsiyon durumunu,
laktozun kristalizasyonunu, viskozitede artist,
protein destabilizasyonunu, tat-aroma 6zelliklerini
ve mikrobiyolojik durumu gibi pek cok 6zelligi
etkilemistir (12-14). Inek stitii ve koyun siitiinde
yapilan calismalar; sttliin ¢ aylik stire boyunca
dondurarak depolanmasinin kabul edilebilir
seviyede degisimle sonuclandigini ortaya
koymustur (6, 7). Bu nedenle calismada ana amag
keci sttt Uretiminin disik oldugu veya kitlik

doneminde kullanilmak tzere, keci siitiinliin
dondurulmasinin  sitte meydana getirdigi
degisimleri belirlemek, dondurulmus keci stitiintin
depolama suresini belirlemek ve bu sitin
coziindurtlerek direk i¢cme siiti  olarak
kullanilabilirligini ortaya koymaktir.

Calisma dizayn edilirken gida endustrisinde yaygin
olarak kullanilan dondurma sicaklik dereceleri
ve ambalaj boyutlart goz 6ntinde tutulmustur.
Calismada denenen parametreler icinde pastorize
keci sttt icin en uygun dondurma sicakligi,
depolama sicakligt ve ambalaj hacmi belirlenmeye
calisilmistir. Ayrica tim parametrelerin stitte
meydana getirdigi degisimler ortaya konmustur.

MATERYAL ve YONTEM

Hammadde st olarak, Bolu’da yerel bir stit
isletmesinden saglanan Saanen irki tam yagli keci
sttt kullanilmustir. Kegi stittiniin kuru madde orani
% 13.46+0.152, protein degeri % 3.47+0.223, yag
orant % 4.58+0.106, laktoz orani % 4.66+0.002, kil
orant % 0.71x0.039, pH degeri 6.57+0.035 ve titrasyon
asitligi  laktik asit cinsinden 9% 0.19+0.013
bulunmustur. iki tekrarli olarak planlanan calismada,
keci siitli siizme ve pastorizasyon (65°C’de 30dk)
islemlerinden sonra sogutulmus (4°C), yarim ve
bir litrelik HDPE siselere doldurulmustur. Siseler
iki gruba ayrilmus, yarist hava sirkiilasyonlu odada
-35 °C'de, diger yarisi -15 °C'de durgun ortamda
dondurulmustur. Dondurulmus kegi sttt 6rnekleri;
iki ayri depolama sicakliginda ( -18 ve -28 °C) 12
ay stre ile depolanmustir. Depolama stirecinin 0, 3,
6, 9 ve 12. aylarinda 6rnekler 40°C su banyosunda
cozundurilerek analiz edilmistir.

Kimyasal Analizler: Keci st 6rneklerinde pH
(pH-meterinolab, pH 720, Germany), viskozite
(+4°C) (AND viscometer SV-10, Japan), yag (Gerber
yontemi), titrasyon asitligi, toplam kurumadde,
kiil, toplam azot (15), laktoz (16), peroksit degeri
(IDF,1974), sedimantasyon (17) ve asitlik derecesi
degeri (ADV) (18) belirlenmistir. Mikrobiyolojik
Analizler: Keci siitii 6rneklerinin toplam mezofilik
aerobik bakteri ve koliform bakteri sayilart yayma
plak yontemiyle (19) yapilmistir. Duyusal
Analizler: Keci sttt Orneklerinin duyusal
degerlendirmeleri keci stitii tiketen deneyimli 12
panelist tarafindan yapilmistir. Ornekler Metin (20)'in
siralama testine uygun olarak degerlendirilmistir.
Kategori 6lcegi tat, koku, goriiniim, renk ve
tekstiirel ozellikleri iceren 4 puanlt siralama Slgegi
kullanilmistir. Elde edilen verilerin ortalamalari
alinarak genel kabul edilebilirlik degerleri
belirlenmistir. istatistiksel Analizler: Betimsel



ve karsilastirmali veri analizleri icin SPSS paket
software program kullanilmistir. Coklu ve ikili
karsilastirmalarda  ANOVA ve bagimsiz t testi
kullanilmuistir (21).

BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan kaynak taramasindan; stitiin dondurulmast
ile kimyasal bilesiminde 6¢nemli bir degisme
meydana gelmediginden (6, 7, 11, 22) dondurma
ve depolama islemleri boyunca siitiin bilesimdeki
degisim takip edilmemistir.

Pastorize ve dondurulmus keci sttinin bazi
ozellikleri Tablo 1'de gorulmektedir. Keci stiti
orneklerinde incelenen parametrelere dondurma
isleminin 6onemli bir etkisi gortilmemistir
(p>0.05). Doan ve Warren (23) yaptiklar calismada
Olctilebilir miktarda protein sedimentasyonu
belirleyememis, Babcock ve ark. (8, 9) ise 17.5 °C'de
dondurulan stitlerde protein sedimentasyonunda
hafif bir degisim belirlemisler ve yavas dondurma
isleminin kazein sisteminde kademeli presipitasyona
neden oldugu gozlemlenmistir (23-25). Donma
sturecinde laktoz, a-monohidrat baglariyla sivi
fazdaki suyu kendine baglamaya calisir ve sonucta
laktoz kristalizasyonu meydana gelir. Donma
boyunca sivi fazdaki suyun azalmas: ve laktoz
kristalizasyonunun artmasi viskozitede artisa
neden olmaktadir. Ayni zamanda sivi fazdaki
suyun azalmasi kalsiyum konsantrasyonunun
artmasina ve dolaylt olarak da kazein misellerinin
destabilizasyonuna yol ac¢maktadir. Donma
esnasinda stit kalsiyumca doygunluga ulasir ve
bu durumda kalsiyum iyonlari ile dihidrojen fosfat
iyonlari, hidrojen ve kalsiyum fosfatt olusturarak
cokme egilimi gosterirler. Hidrojen iyonlarinin
olusumu da pH degerinde azalma egilimi gosterir
(26). Laktoz kristalizasyonundan dolay1 viskozitede

Gizelge 1. Pastorize ve dondurulmus kegi sitiiniin bazi dzellikleri
Table 1. Some properties of pasteurized and frozen goat milk

artis gortlirken, distk sicaklikta hizli dondurma
isleminde viskozite degerlerinin daha dustk
oldugu gorilmustiir. Bell (26) dondurma sicakligt
arttikca viskozite degerinde de artis oldugunu
rapor etmistir.

Titrasyon Asitligi ve pH Degerlerinde Degismeler
Depolama boyunca yapilan analizler sonucu;
pastorize keci sutt orneklerinde titrasyon asitligi
(% laktik asit cinsinden) degerlerine, farkli ambalaj
buytkligti ve dondurma/depolama sicaklik
parametrelerinin 6nemli bir etkisi gorilmemistir
(P>0.05) (Tablo 3). Benzer sonuglar inek stitinde
Babcock ve ark., (9) ile Katsiari ve ark (12)
tarafindan rapor edilmistir. Yine ambalaj boyutu
ve uygulanan sicakliklarin pH degerine bir etkisi
saptanmamis (2>0.05) (Tablo 2), ancak depolamanin
tclinct ayina kadar pH degerlerinde azalma
daha sonra artis belirlenmistir (£<0.05). Sutin
dondurulmasi ve depolanmas: esnasinda pH
degerlerindeki bu degisimin buyik oranda
icerdigi kalsiyum fosfat, disodyum fosfat ve sodyum
karbonatin ¢okmesinden kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir. Suyun donmasi esnasinda ¢oziinir
tuzlarin ¢cokmesi ile pH diserken, ayni tuzlar daha
ileriki donemde pH'nin yikselmesine katkida
bulunmaktadir (27).

Viskozite Degerlerinde Degismeler
Calismada keci suti orneklerinde; viskozite
degerleri ytiksek sicaklikta (-15 °C) dondurulmus
sttlerde daha yuksek, dustik sicaklikta (-35°C)
dondurulmus stitlerde daha diistik bulunmustur
(Tablo 4). Yapilan istatistiksel degerlendirmede
keci sutlerinin viskozite degerleri Utzerine
dondurma sicakliginin ve depolama siiresinin etkisi
onemli bulunmustur (£<0.05). Benzer sonuclar
konsantre dondurulmus inek sttiinde tespit
edilmistir (24).Stut donduruldugunda sivi faz

Ozellik

Dondurulmus siit / Frozen Milk

Properties Pastorize Sit ~ -15°C 1/2 litre -35°1/2 litre -15 °C litre -35°C 1 litre
Pasteurized Milk  -15 °C 1/2 liter -35 °1/2 liter -15°C 1 liter -35°C 1 liter
pH/pH 6.64+0.028 6.65£0.021 6.63+0.028 6.64+0.028 6.63£0.035
Asitlik (%)/Acidity (%) 0.15+0.014 0.14+0.002 0.15+0.021 0.15+0.021 0.15+0.014
Viskozite (mPa s)/Viskosity (mPa s) 2.77£0.337 3.17£0.057 2.87+0.304 3.19+0.156 3.10£0.424
Sedimantasyon (g Kuru Madde /40 ml siit) 0.04£0.002 0.04£0.019 0.06+0.007 0.05£0.013 0.05£0.018
Sedimetation (g Dry Matter/40 mL milk)
ADV (meq KOH/100 g yag)/ 0.45+0.224 0.43£0.192 0.46+0.165 0.35£0.037 0.49£0.082
ADV (meq KOH/100 g fat)
Peroksit degeri (meqO,/kg yag) 0.04£0.002 0.04£0.038 0.05£0.004 0.03+0.007 0.07+0.004
Peoxide value(meqO.,/kg fat)
L 94.40+0.381 93.75+0.279 94.06+0.078 93.85£0.414  94.04+0.134
a* -3.13+0.049 -3.21+0.011 -3.160.081 -3.2240.025 -3.1410.039
b* 11.20£0.434 11.0940.502 11.20+0.095 11.4610.021 11.4040.216
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Gizelge 2. Dondurulmus pastdrize kegi sttlerinin depolama boyunca pH degisimleri
Table 2. pH changes of frozen goat milks during storage

pH Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)
A B C 0 1 2 3 6 9 12
12L 15 18  6.65£0.021** 6.58+0.078"  6.61+0.120* 6.53£0.071*  6.66+0.007*  6.62+0.028"* 6.68+0.014*
28 6.65+0.021%  6.56+0.042° 6.61+0.028*%°  6.47+0.035° 6.54+0.007*°® 6.67+0.021® 6.71+0.007*
35 18 6.64+0.028*  6.51+0.007®  6.56+0.028*® 6.50£0.071*® 6.57+£0.014*®  6.60£0.021*® 6.67+0.021*
28 6.64+0.028*  6.55£0.021*  6.61+0.049* 6.48+0.071* 6.54£0.057*  6.64+0.064* 6.65+0.085*
1L 15 18 6.63£0.028*  6.53+0.028*  6.53+0.071* 6.52£0.092* 6.56+0.000*  6.62+0.035* 6.64+0.035*
28 6.6310.028"  6.54£0.007*®  6.51+0.057* 6.47£0.021*® 6.53£0.021*®  6.58+0.021*® 6.63+£0.021*
35 18 6.63+0.035*  6.50+0.014*  6.50+0.014* 6.46+0.042*  6.55+0.141*  6.60+0.078* 6.69+0.007*
28 6.63+0.035* 6.53+0.014%¢  6.47+0.042%¢ 6.45+0.028° 6.47+0.071*° 6.51£0.021a**° 6.60+0.049*°

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, biyik harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

Cizelge 3. Dondurulmus pastérize kegi sitlerinin depolama boyunca titrasyon asitligi degisimleri (% laktik asit)
Table 3. Titration acidtity changes of frozen goat milks during storage(% lactic acid)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)

A B C 0 1 2 3 6 9 12
2L 15 18 0.14£0.000*  0.16£0.014*  0.16+0.035* 0.15£0.028*  0.14+0.007*  0.16+0.000* 0.16+0.014*
28 0.14£0.000*  0.17£0.021*  0.16+0.021* 0.16+0.021*  0.16+0.007*  0.17+0.028*  0.17£0.021*
35 18 0.15+0.021**  0.15£0.014*  0.17+0.021* 0.16+0.028* 0.15+0.014*  0.16x0.014* 0.15+£0.000*
28 0.15£0.021*  0.16£0.021**  0.17+0.035* 0.14£0.028* 0.16x0.014*  0.16+0.007* 0.16+0.007*
1L 15 18 0.15£0.021*  0.17£0.021*  0.15+0.014* 0.15£0.014* 0.15+0.000*  0.17£0.028* 0.16%0.028*
28 0.15x0.021*  0.16£0.021*  0.16+0.021* 0.16+0.021*  0.17+0.007*  0.17+0.042* 0.18+0.021*
35 18 0.15+0.014*  0.16£0.021*  0.16x0.021* 0.15+0.028* 0.16+0.014*  0.19+0.007* 0.17+0.028*
28 0.15£0.014*  0.16+0.028*  0.15+0.021* 0.15£0.021*  0.16x0.028*  0.17+0.028* 0.18+0.035*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiigiik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, blyik harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

uzaklasirken olusan laktoz kristalleri viskoziteyi
artirmaktadir. Zamanla denge noktasina gelmekte
ve bu strecte viskozite degerlerinde hafif azalma
gozlenmektedir. Depolama sicakligina bagl olarak
olusan buz ve laktoz kristalleri buytidiikce viskozite
artmaktadir (20).

Sedimantasyon Degerlerinde Degismeler

Pastorize keci sttt Orneklerine ait sedimantasyon
(¢cokme) degerleri Tablo 5'de bir araya getirilmistir.
Analiz edilen 6rneklerin sedimantasyon degerlerinde
depolama boyunca artis belirlenmistir (£<0.05).
Keci stitlerinin sedimantasyon degerlerine literatlirde
rastlanmazken, calismadan elde edilen degerler
dondurulmus koyun siti icin rapor edilen
degerlere benzerlik gostermektedir (12, 17).

Normal sartlar altinda stitlerde sedimantasyon
degerinin "1 g kuru agirlik /40 ml siit" degerini
gecmemesi gerektigi ifade edilmektedir (12, 17).
Depolama boyunca keci stitlerinde sedimantasyon
degerlerinde artis 6nemli (P£<0.05) gortilse de, bu
degerler tortulasma olusturacak kadar yiiksek
degildir. Calismada ele alinan depolama stiresi
boyunca tortulasma bakimindan elde edilen

degerler Grinln fiziksel niteligini bozacak dizeyin
cok altindadir. Calismamizda elde edilen bulgular,
koyun sttiintin dondurulmast ile bulunan sonuglarla
(12, 17) benzerlik gostermektedir.

ADV (Asitlik Derecesi Degeri) ve Oksidasyon
Degerlerinde Degismeler

Sit yaginin enzim etkisiyle parcalanmasi sonucu
sutlerde serbest yag asitleri miktart artmakta ve
stitlerde tat ve aroma kusurlarina neden olmaktadir.
Calismada depolama stiresinin 3. ayina kadar
ADV degerlerinde artis bu stireden sonra daha
stabil oldugu gozlenmistir (Tablo 6). Yapilan
istatistiksel degerlendirmede, ADV tizerine depolama
stiresinin P<0.05 diizeyinde etkili oldugu goriilmustur.
Genel olarak ADV degerlerinde meydana gelen
degisim degerlendirildiginde, lipaz enzimi
aktivitesinin dusiik derecelerde de aktif oldugudur.
Bu durum Antifantakis ve ark., (17), Wendorf ve
Rauschenberger (29) ve Katsiari ve ark (12)
tarafindan da vurgulanmistir. Siitin dogal lipazi
pastorizasyon esnasinda denatiire olsa bile,
lipoproteinlipaz ancak HTST sartlarinda inaktif
olmaktadir (29).



Cizelge 4. Dondurulmus pastorize kegi sitlerinin depolama boyunca viskozite de@erlerindeki degisimler (mPa.s)
Table 4. Viscosity changes of frozen goat milks during storage (mPa.s)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)
A B C 0 1 2 3 6 9 12

12L 15 18 3.17£0.057*  2.81£0.035*  2.94+0.198* 3.00£0.262* 3.22+0.007*  3.37+£0.198* 3.55+0.318**
28 3.17£0.057*° 2.51:0.092*° 2.66+0.028*°  3.01£0.205** 2.87+0.085**° 3.03+0.099*° 3.35+0.240*

35 18  3.19x0.156™° 2.33£0.156™" 2.29+0.049"  3.07+0.346*° 3.1710.445"°  3.50£0.021*® 3.49+0.141*®

28  3.19£0.156*® 2.71+0.134**° 2.59+0.311**  3.11£0.361*° 3.14£0.403*®*  3.68+0.226® 3.66+0.014*°

1L 15 18 2.87£0.304*  2.32+0.141**  2.46+0.085* 3.13£0.438* 3.02+0.785*  3.25+0.573* 3.59+0.134**
28 2.87£0.304*° 2.16+0.304™* 2.38+0.141*°  3.16£0.424*° 3.2620.417*° 3.33£0.431® 3.54+0.240*°

35 18  3.10+0.424*° 2.02+0.262* 2.41+0.354*°  2.77+0.092**° 2.77+0.156*°° 3.71£0.120°° 4.18+0.078"

28 3.10+0.424*%° 2.10+0.240** 2.32+0.290*°  2.58+0.184*° 2.63+0.035*® 3.30£0.339"*° 3.89+0.092*°

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, blylk harfler
yatayda depolama boyunca degisimi gdstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

Gizelge 5. Dondurulmus pastdrize kegi sitlerinin depolama boyunca sedimantasyon degerlerindeki degisimler (g kurumadde/40 mL siit)
Table 5.Changes in sedimetation values of frozen goat milks during storage(gDM/40mL Milk)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)

A B C 0 1 2 3 6 9 12
2L 15 18 0.05£0.021*  0.05+0.014*  0.05+0.014*  0.05+0.014* 0.05£0.014*  0.06+0.021** 0.06+0.014*
28 0.05+0.021*  0.05£0.021*  0.06£0.021*  0.06+0.021* 0.07+0.021**  0.06+0.028* 0.07+0.021**
35 18 0.05+£0.014*  0.06+0.000*® 0.07+0.007*°  0.07+0.000*° 0.08+0.007**  0.08+0.007*** 0.09+0.007*
28 0.05£0.014*  0.06+0.007*  0.06+0.007*  0.06+0.000* 0.06+0.007*  0.06+0.000* 0.07+0.007*
1L 15 18 0.06+£0.007*  0.07+0.014* 0.08+0.007**A  0.08+0.007*  0.08+0.007*  0.09+0.007*  0.09+0.007*
28 0.06£0.007*  0.07£0.014*  0.07£0.014*  0.08+0.014* 0.09+0.007*  0.09+0.007**  0.10+0.007*
3% 18 0.06+0.021**  0.08+0.014*  0.08£0.014*  0.09+0.014* 0.09+0.007*  0.09+0.000* 0.09+0.014*

28 0.06+£0.021*  0.07£0.014*  0.07+0.014* 0.08+£0.014* 0.08+0.014*  0.09£0.007*  0.09+0.007*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, biyik harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

ADV degerindeki artis tim Ornekler dikkate etkisi énemli (P<0.05) bulunmustur. Calismadan

alindiginda minimum 0.03 ve maksimum 0.09
peroksit s.meqO,/kg yag seklinde gerceklesmistir
(Tablo 7). Ayrica yarim litrelik ambalajlarda
oksidasyonun daha diistik oldugu gorilmistir
ve tim Orneklerde depolama boyunca artis
belirlenmistir.  Nitekim yapilan istatistiksel
degerlendirmede keci stitlerinin peroksit degerleri
tzerine dondurma sicakligi ve depolama siiresinin

elde edilen benzer bulgular, Antifantakis ve ark
(17) tarafindan koyun siitlerinde tespit edilmis ve
bunun dondurma hizindan kaynaklanabilecegi
vurgulanmustir.

Mikrobiyolojik Ozelliklerde Degismeler

Keci stitii 6rneklerinin uygulanan islemler sonucu
toplam mezofilik aerobik bakteri ve koliform

Cizelge 6. Dondurulmus pastérize kegi sitlerinin depolama boyunca ADV degerlerindeki degisimeler (meq KOH/100 g yag)
Table 6. Changes in ADV values of frozen goat milks during storage (meq KOH/100 g fat)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)

A B C 0 1 2 3 6 9 12
12L 15 18 0.44+0.091**  0.52+0.148*° 0.78+0.042*%°  0.84+0.064*° 0.93%0.049*°  0.95+0.049° 0.95+0.035%
28 0.14+0.091*  0.50£0.049*  0.75:0.297* 0.71x0.071**  0.70£0.071*  0.75+0.021**  0.82+0.007"
35 18 0.35£0.035*  0.34+0.028* 0.65x0.191*°  0.86+0.085* 0.86+0.014*°  0.89+0.021*° 0.96+0.007*
28 0.35£0.035*  0.30£0.007*  0.82+0.064* 0.85£0.184*° 0.82+0.085*°  0.90+0.035"° 0.95+0.014*
1L 15 18 0.46+0.170*  0.56+0.156®° 0.81+0.085"*  0.95+0.057**° 0.97+0.071*°  0.97+0.021*° 1.02+0.007*°
28 0.46+0.170*  0.47£0.127*  0.68+0.262* 0.90£0.106* 0.91£0.120**  0.94+0.042**  0.99+0.007*
35 18  0.50+0.078*° 0.36+0.049" 0.81£0.198*°  0.92+0.042*° 0.86+0.014*°  0.88+0.042*° 0.94+0.007*
28 0.50+£0.078*  0.40+0.099*  0.89+0.071® 0.83£0.021*°  0.84%0.014*®  0.91+0.057*° 0.96+0.042*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kuiglk harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, biyik harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.
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Cizelge 7. Dondurulmus pastérize kegi sitlerinin depolama boyunca oksidasyon degerlerindeki degismeler Peroksit degeri (meqO,/kg yag)
Table 7. Changes in peroxide values of frozen goat milks during storage (meqO./kg fat)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)
A B C 0 1 2 3 6 9 12

12L 15 18  0.04+0.000** 0.04+0.000*  0.05+0.000*  0.06+0.000* 0.08+0.000**  0.09:£0.000* 0.13+0.007*
28  0.04+0.000™* 0.04+0.000"® 0.05+0.000*°  0.06+0.000** 0.08+0.000*°° 0.10+0.000** 0.13+0.007*

35 18 0.03£0.007*  0.04£0.007*  0.05£0.007*°  0.06+0.007** 0.07+0.000*° 0.09£0.000**° 0.11+0.007®

28 0.03£0.007*  0.04£0.007*  0.05+0.007*°  0.06+0.007*° 0.08+0.007** 0.09£0.014°° 0.11+0.014®

1L 15 18  0.06+0.007** 0.06+0.007** 0.07+0.007**  0.08+0.007**° 0.09+0.007**¢ 0.11£0.007*% 0.12+0.007®
28  0.06+0.007* 0.06+0.007** 0.07+0.007**  0.08+0.007*** 0.10+0.007***° 0.12+0.007*%° 0.13+0.007*

35 18 0.07£0.007**  0.07£0.007**  0.08+0.007"°  0.09+0.007***° 0.10+£0.014**® 0.12+0.007*® 0.13£0.007*°

28 0.07£0.007**  0.07£0.007**  0.08+0.007**  0.09+0.007*** 0.11+0.007*°  0.12+0.000°° 0.14£0.007%°

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, blylk harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the

Cizelge 8. Dondurulmus pastdrize kegi sitlerinin depolama boyunca toplam bakteri sayilarindaki degismeler (log kob/mL)
Table 8. Changes in total bacteria counts of frozen goat milks during storage (log cfu/mL)

Depolama Siresi (Ay) / Storage Time (Month)
A B C 0 1 2 3 6 9 12

12L 15 18 5.22+0.481*  4.99+0.361*  4.82+0.290* 4.73+0.170* 4.71x0.163*  4.28+0.240* 4.23+0.325*
28 5.22+0.481*  5.00£0.495*  4.86+0.488* 4.62+0.184* 4.58+0.240*  4.49+0.318* 4.51+0.233*

35 18 5.55+0.078*  4.86+0.566*  4.78+0.608* 4.60+0.424* 4.21+0.559*  4.21£0.502* 4.15+0.523*

28 5.55+0.078*  4.96x0.311*  4.92+0.332* 4.81+0.375" 4.69+0.325"  4.52+0.269* 4.41:0.212*

1L 15 18 5.36+0.495*  5.08+0.368*  5.03+0.396* 4.60+0.099* 4.61+0.092*  4.27+0.000* 4.27+0.035*
28 5.36£0.495"  4.92+0.438*  4.89+0.738* 4.83+0.431* 4.77+0.813*  4.69+0.799" 4.56+0.686*

35 18 463+0.219*  4.83+0.785*  4.77+0.806* 4.7520.771*  4.56+0.725*  4.28+0.785*  4.09+0.431*

28 4.63+0.219*  4.90+0.679*  4.88+0.679* 4.82+0.658* 4.53+0.608*  4.19+0.219* 4.19+0.219*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, blytk harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A.package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

bakteri sayilart Tablo 8 ve Tablo 9’da bir araya
getirilmistir. Keci siitii 6rneklerinde ambalaj ve
sicaklik parametrelerinin mikrobiyel yik tizerine
onemli bir etkisi gorilmemekle beraber depolama
boyunca mikroorganizma sayilarinda azalmalar
gozlenmistir. Bu azalmalar toplam mezofilik
aerobik bakteri sayisinda 6nemli goriilmezken

(P>0.05) koliform bakteri sayisint etkiledigi
belirlenmistir (7<0.05). Benzer sonugclar Antifantakis
ve ark (17) ile Katsiari ve ark (12) tarafindan da
rapor edilmistir.

Dondurma isleminin hizi, depolama sicakligi ve
suresi mikroorganizma sayilarini etkilemektedir.
Hizli dondurma islemi ile olusan buz kristallerinin

Cizelge 9. Dondurulmus pastdrize kegi sitlerinin depolama boyunca koliform bakteri sayilarindaki degismeler (log kob/mL)
Table 9. Changes in coliform bacteria counts of frozen goat milks during storage (log cfu/mL)

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)

A B C 0 1 2 3 6 9 12
12L 15 18 3.72+0.438*  3.02+0.247*° 2.82+0.000*°  2.80+0.014*° 1.96+1.018”° 1.89+0.919*° 1.35+0.276"°
28 3.72+0.438*  3.18+0.021*° 3.02+0.064*°  2.99+0.042*° 3.00£0.219"® 2.54+0.057*° 2.33+0.304®
35 18 3.19+0.827*  2.74+0.834*  2.48+0.488* 2.79£0.014*  1.84+0.841**  1.45+0.007* 1.24+0.339*
28 3.19+0.827*  2.93+£0.078*  2.90+0.071* 2.81+0.064* 3.04+0.375*  2.53+0.311*  2.380.092*
1L 15 18 2.87+0.544*  2.88+0.156*  2.68+0.014* 2.68+0.007* 2.51+0.445*  2.57+0.318* 2.60+0.134*
28 2.87+0.544*  3.19£0.071*  2.94+0.007* 2.85+0.057* 2.74+0.417*  2.62+0.382* 2.51+0.247*
35 18 3.25+0.233* 2.74+0.361° 2.61£0.297*°  2.58+0.283*° 2.41+0.255"°  2.23+0.226" 2.16+0.198"°
28 3.25+0.233*  2.67£0.396*  2.68+0.460* 2.58+0.339" 2.69+0.396*  2.49+0.163* 2.46x0.120*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglk harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, biylk harfler
yatayda depolama boyunca degisimi gdstermektedir./ A;package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.
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Gizelge 10. Dondurulmus pastdrize kegi sitlerinin depolama boyunca renk L (agiklik/ koyuluk) de@erlerindeki degismeler
Tablo 10. Changes in L values (lightness/darkness) of frozen goat milks during storage

Depolama Siiresi (Ay) / Storage Time (Month)

A B C 0 1 2 3 6 9 12
12L 15 18  93.76+0.276* 93.73+0.014* 93.61+0.226*  93.59+0.042* 93.62+0.049* 93.53+0.297* 90.20+0.078*
28  93.76+0.276* 93.79+0.191* 93.71x0.587**  93.35+0.262** 93.81+0.085" 94.03+0.191** 89.69+0.014*
35 18  93.85+0.410* 93.80+0.219* 93.52+0.346* 93.15+0.636* 93.49+0.389* 93.97+0.156* 90.29+0.467*
28  93.85+0.410* 93.67+0.233* 93.90+0.332**  93.55+0.141** 93.52+0.000* 94.07+0.354** 90.14+0.827*
1L 15 18  94.06+0.078" 94.05:+0.163* 93.42+0.311*  93.75£0.035* 93.76+0.028* 94.00+0.106* 90.22+0.233*
28  94.06£0.078* 94.01x0.007* 93.53+0.269*  93.63+0.311** 93.95+0.113* 94.20+0.064* 90.35+0.177°®
35 18  94.04+0.134* 93.97+0.240* 93.79:0.127*  93.48+0.346* 93.45+0.156* 93.84+0.884* 90.37+0.693*
28 94.04+0.134* 93.96+0.375* 93.80+0.198*  93.68+0.007** 93.72+0.064* 94.23+0.219** 90.71+0.693*

A:ambalaj boyutu; B: dondurma sic.°C; C:depolama sic. °C; *: kiiglik harfler dikeyde farkli sicaklik dereceleri arasi farklari, blylk harfler
yatayda depolama boyunca degisimi géstermektedir./ A:package size; B:frozen temp. °C; C:storage temp. °C; *: small letters indicate the
difference between temperatures in vertical, capital letters indicate the difference during storage in a horizontal.

kictk olmast mikroorganizmalar Gizerinde daha
az oldiricu etki yaparken, yavas dondurma ile
daha buylk buz kristalleri olusmakta ve boylece
letal etki artmaktadir. Bununla beraber dondurma
sicakligmin yiiksek oldugu durumda yavas donma,
dustik sicakliklarda ise hizli donma olay1r meydana
gelmektedir. Ayrica dondurma islemi sonrasi
depolama boyunca mikrobiyel yik takip edildiginde
olen mikroorganizma sayist baslangicta ylksek
oldugu zaman ilerledikce azaldigi ve hatta sabit
hale geldigi gorilmektedir (29).
Depolama Boyunca Renk ve Duyusal
Ozelliklerinde Degismeler

Keci stitlintin rengi icerdigi A vitamininden dolayi
daha beyazdir ve L degerleri ortalama 94 civarinda
bulunmustur. L degeri incelenen keci stti
orneklerinde depolamanin sonuna dogru disus
egilimi gostermistir (2<0.05) (Tablo 10). Bu azalma
depolama stresinin etkisi ile yag emiilsiyonundaki
dagimalar ve protein yapisinda meydana gelen
degismelerden kaynaklanabilir (14, 31). Keci
stitlerinin tad: dondurma ve dondurarak depolama

Genel Kabul edilebilirlik/General acceptability
(12L) (-15 )(-18 C)

(L) (-35 )(-28 C)p= 5 (120) (-15 )(-28 ©)

(IL) (:35 )(-18 C) ) (112L) (-35 )(-18 ©)

(IL) (-15 )(-28 C JnLy (35 28 ©

(IL) (-15 )(-18 ©)
s | ay/ month 2.ay/ month
9.ay/ month 12.ay/ month

. ().ay/ month
6.ay/ month

e 3 ay/ month

Sekil 1. Dondurulmus pastérize kegi sitlerinin depolama
boyunca duyusal genel kabul edilebilirlik 6zelliklerdeki
degisimler

Figure 1. Changes in sensory general acceptibility of frozen
goat milks during storage

isleminden etkilenmemistir. Koku degerlerinde
de dondurarak saklamanin olumsuz bir etkisine
rastlanmamustir. Benzer sekilde renk ve gorlinis
puanlart  olumlu  bulunmustur.  Duyusal
degerlendirmeler neticesinde elde edilen yapi
puanlarina bakiddiginda; -15 °C dondurulan stitler,
-35 °C’'de dondurulanlara kiyasla daha diistik degerler
almistir (P<0.05). Yarim litrelik ambalajlarda
dondurularak saklanan sttler yapi bakimindan
daha ytksek (2<0.05) puanlar almustir.

SONUC

Sonug olarak, keci sltiinlin pastorize edildikten
sonra dondurulmasi ve donmus halde saklanmasi
keci sttinde, kisa sireli depolamada, onemli
degismeler meydana getirmemistir. Yapilan
analizler keci siitinun pastorize edildikten sonra
rahatlikla dondurulabilecegini ve 9 aya kadar
donmus halde saklanabilecegini ortaya koymustur.
Pastorize keci siitiniin dondurulmasi ve dondurarak
saklanmas ile stttin mikrobiyolojik yiikiinde
azalmalara yol acmasi gida giivenligi bakimindan
onemli bir sonug olarak algilanmustir. Elde edilen
sonuclar, kec¢i sitinin pastdrize edilerek
dondurulmasini ve donmus halde saklanarak
piyasaya sunulmasini mimkuin kilmaktadir. Proje
ciktilar, pastorize keci sttiinii dondurarak saklamak
suretiyle, kalitesinde hissedilir bir degisim olmadan
raf dmriniin uzatilabilecegini de gostermistir.

TESEKKUR

Bu calismanin; T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji
Bakanligi Sanayi Arastirma ve Gelistirme Genel
Mudurligi ile Bolu Kalite Yem Sanayi A.S. (BOLU)
firmas: tarafindan SAN-TEZ Sanayi Tezleri
Programi (Proje no: 00348.STZ.2009-1) kapsaminda
desteklenmesi ve ayrica Bilim, Sanayi ve Teknoloji
Bakanliginca 6dile layik goriilmesi dolayisiyla
tesekkiir ederiz.
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Ozet

Guvenli gida modern toplum icin vazgecilemez bir gerekliliktir. Diinya genelinde otoriteler gida
glivenliginin saglanmasi icin kisitlamalar getirmekte ve yeni diizenlemeler yapmaktadirlar. S6z konusu
kisitlamalar ve diizenlemelere ek olarak, artan toplumsal kaygilar nedeniyle stirecin stirekli takip edilmesi
ve Uretici ve tiiketicinin korunmast amactyla hizli ve dogru bir sekilde sonu¢ alinmast gerekmektedir.
Bu nedenlerden dolayi, yenilik¢i hizli analiz yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Hizli analiz yontemleri
icerisinde ileri teknolojilere dayali disiplinler arasi calismalarin sonucunda ortaya ¢ikan biyosensorler
onemli bir role sahiptir. Bu derleme kapsaminda, gida giivenligi ve kalite kontrolti amaciyla kullanilan
biyosensor uygulamalarina yer verilmekte, biyosensorlerin sahip olduklari avantajlar ve dezavantajlar
ortaya konularak s¢z konusu sistemlerin gelecegi incelenmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyosensorler, gida gtivenligi, kalite kontrol

BIOSENSORS FOR FOOD SAFETY AND QUALITY CONTROL

Abstract

Safe food is the indispensable necessity of modern society. All over the world, authorities impose
restrictions and make new legal arrangements for making sure that food sold to customers is safe. Due
to the extensive public concernments and legal restrictions, it is essential to continuously track the food
manufacture and processing, and to get fast and reliable results in order to protect both the consumer
and the manufacturer. For these reasons, rapid test methods are considered as a requirement. Among
the rapid test methods, biosensors, developed by interdisciplinary studies that rely on advanced
technologies, play an important role. Within the context of this review paper, biosensor applications
for food safety and food quality are explored; the advantages and disadvantages of biosensors and
their future are discussed.

Keywords: Biosensors, food safety, quality control

*Yazigmalardan sorumlu yazar / Corresponding author,
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GIRIS

Gilvenli gida, besin 6geleri bakimindan degerini
kaybetmemis ayni zamanda fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik yasal diizenlemelere uygun,
nitelikli ve tiketildiginde tlketiciye zarar vermeyen
gidadir. Bu noktada, kimyasal ve mikrobiyolojik
acidan giivenilir olma durumu son yillarda daha
fazla bnem kazanmis ve gida glivenligi konusunda
tespit, degerlendirme ve analiz yontemlerini ilgi
cekici hale getirmistir.

Gida giivenligi, tarladan sofraya kadar alinan
tutarl dnlemleri ve yeterli izlemeyi gerektiren bir
strectir. Bu slre¢ hammadde temini, gidanin
islenmesi, nihai rin elde edilmesi, depolama
gibi basamaklardan olusmaktadir. Bu siirecin her
bir basamaginda gida giivenligini ve kalitesini
belirleyen parametrelerin belirlenmesi icin bircok
analizin yapimasina, yatirim ve isletme maliyeti
oldukca ylksek laboratuarlara dolayisiyla da bu
analizleri gerceklestirecek deneyimli personele
ihtiyac duyulmaktadir. Bunlara ek olarak, kisa
stirede distik maliyetli ve giivenilir sonuglarin elde
edilmesi bir zorunluluk haline gelmeye baslamistir.
Son yillarda, gida giivenligi ve kalitesi ile ilgili
yasal dizenlemelerin getirdigi kisitlamalar ve
artan giincel kaygilar bu alanda yenilik¢i ve ileri
teknolojilere dayali disiplinler aras: calismalarin
sonucunda ortaya ¢tkan basta biyosensorler olmak
tzere hizli analiz yontemlerinin popiler olmasina
olanak tanimaktadir.

Biyosensor sistemlerinin retim yontemlerini,
cesitlerini ve avantajlarini ortaya koyan arastirmalar
ve degerlendirmeler, bilimsel literatiirde oldukca
fazla olmasina ragmen gida gtivenligi ve kalite
kontrolii acisindan biyosensor uygulamalarinin
incelendigi ve avantajlarinin yani sira dezavantajlarnin
da incelendigi calismalara pek rastlanmamaktadir.
Bu calisma kapsaminda, gida giivenligi ve kalite
kontrolii acisindan biyosensor uygulamalarinin
incelenmesi, avantaj ve dezavantajlarinin
tartisilmast hedeflenmistir. Bunlara ek olarak,
gida analizlerinde konvansiyonel yontemlerin ne
kadar oOnemli oldugu g6z ardi edilmeden,
biyosensorlerin gelecegi ve gida bilimi ve teknolojisi
uzmanlarinin bu alana saglayacag: katkilarin
Onemi vurgulanmaya calisilmistir.

BIYOSENSORLER

Gida analizleri; konvansiyonel olarak kromatografik
ve spektroskopik yontemleri kapsayan enstriimental

analizleri ve mikrobiyolojik analizlerde kullanilan
kultirel sayim yontemlerini icermektedir. Bu
yontemler, giivenilir ve oldukca hassas olmalarma
ragmen yuksek yatirim ve isletme maliyetine sahip
olmakla birlikte, belirli bir uzmanlik gerektiren,
zaman alici yontemlerdir (1). Gelismis arastirma
ve kalite kontrol laboratuarlar ytksek maliyetli
yatirimlarin yapilmast ile yukarida sayilan imkinlara
erisimde sikint1 yasamazken, endiistriyel uygulamalar
s6z konusu oldugunda cihaz ve uzman icin yatirrm
yapilmasi her zaman muimkiin olmamaktadir.
Diger bir deyisle, endustride kullanilacak analiz
yontemlerinin kisisel beceri gerektirmeyen ve
tasinabilir cihazlarla kisa stirede yapilabilmesi
istenmektedir. Ayni zamanda, kiicik ve orta
oleekli isletmeler gbz 6nlinde bulunduruldugunda
analiz yatirim ve isletme maliyetleri olduk¢a
onemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Isletmelerin bu 6zel durumlart ve giinimiz
kosullari; hizli, giivenilir, erisilebilir, dustk
maliyetli, uzmanlik gerektirmeyen analiz
yontemlerinin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir (1-3).
Bu nedenle, konvansiyonel analiz yontemlerinin
tamamlayicisi ve bazen de alternatifi olacak hizli
ve yenilik¢i analiz yontemlerinin gelistirilmesi/
iyilestirilmesi bir zorunluluk haline gelmistir.

S6z konusu hizli ve yenilik¢i analiz yontemleri,
niikleik asit ve protein tabanli yontemler olarak iki
ana baslik altinda incelenebilmektedir. Niuikleik
asit tabanli yontemler; polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) ve izotermal
amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal
Amplification, LAMP) stratejilerine dayanmaktadir.
Protein tabanli yontemler ise ELISA (Enzyme
Linked Immunoassay) ve ELISA yonteminin bir
tirevi olan yanal akis (Lateral Flow) sistemlerini
kapsamaktadir. Yukarida s6zi edilen yontemler
kullanilarak gelistirilmis olan biyosensor ve
biyoanaliz sistemleri, minyatir laboratuarlar
(Lab-on-a-chip, LOC) ve mikro bitiinctl analiz
sistemleri (Micro Total Analysis Systems, pTAS)
ise hizli ve yenilik¢i analiz sistemleri olarak
adlandirilabilmektedir. Bu sistemler, liretim ve
olctim sistematigi acisindan bakildiginda tamamu
biyosensor ve biyoanaliz yontemleri baslig: altinda
incelenebilmekte ve prensip olarak birbirilerinden
farkli olmadiklart gorilmektedir. Bu noktada,
biyosensor ve biyoanaliz kavramlarinin detaylt
olarak incelenmesi, s6z konusu yontemlerin ¢alisma
prensipleri hakkinda yeterli bilgiyi verecektir.
Yontemler arasindaki farkliliklar  olcim



yonteminden daha ziyade mimari yapilart ve
uretim teknolojilerinden kaynaklanmaktadir.

Biyoanaliz; hedef molekuliin analizinde biyolojik
etkilesimlerin veya biyokimyasal stireclerin rol
aldig1, hedef veya taniyict molekiilden en az
birinin biyolojik bir molekiil oldugu ve gortntiileme
sistemleri de dihil olmak tlizere genis bir yelpazede
incelenebilecek olciim ve analiz yontemleri icin
kullanilan genel bir kavram olarak karsimiza
cikmaktadir. Biyosensor ise herhangi bir biyoanaliz
yonteminin bir ara yliz araciligt ile fizikokimyasal
bir donusturiiciiye entegre edilmis ve cogunlukla
kompakt bir mimariye sahip analitik cihaz olarak
tanimlanmaktadir (4).

Biyosensor; tantyict katman ve donustiiriicti olarak
adlandirilan iki ana kisimdan meydana gelmektedir
(Sekil 1). Taniyici katman antikor, aptamer, tek
sarmal ntikleotid dizisi, protein, enzim veya
karbonhidrat gibi herhangi bir biyomolekiiliin bu
katmana tutuklanmast ile elde edilmekte ve hedef
analitin bu katman ile etkilesimi sonucunda olusan
sinyalin bir dontstiirict ile hedef analit derisimi
ile orantili olarak sinyal uretilmektedir (5).
Farkli 0Ozelliklerde doéntstiriict  sistemlerinin
kullanilabilmesine karsin, pratikte siklikla kullanilan
donustirictler elektrokimyasal ve optik sinyal
isleme sistemleridir.

Hizli analiz yontemleri ve elbette biyosensorlerin
gelisimi medikal tant alanindaki calismalar ile
baglamis ve bu alandaki glicli gereksinimleri hizli
bir sekilde karsilayabilmek amaciyla 6énemli bir
gelisim gostererek pratikte kullanilabilir cihazlar
uretilmistir. Gelistirilen bu yontemlerin medikal

taniya paralel olarak cevre, tarim ve gida endustrisi
gibi sektorlere uyarlanmast ile genis bir kullanim
alani ve pazar ortaya ¢ikmustir (6). Bu yontemlerin
gida glivenligi ve kalitesi amaciyla kullandabilirligi,
gida endustrisi ve toplum sagligi acisindan
onemli avantajlar yaratmaktadir. Diger taraftan,
gida matrisinin  karmasik olmasi, gidalarin
fizikokimyasal 6zelliklerinden kaynaklanan cesitli
dezavantajlari da beraberinde getirmektedir. S6z
konusu dezavantajlara ragmen biyosensorlerin
gida glvenligi ve kalite kontrolii alanindaki
uygulamalart asagidaki gibidir.

e Kimyasal bulasanlar; pestisit  kalintilar,
berbisitler, veteriner ilac kalintilar, cevresel
bulasaniar (7-23),

e Mikrobiyolojik bulasanlar (24-30),
e Allerjenler (3, 30-32),

e Dogal toksinler; mikotoksinler, deniz tiriinleri
toksinleri, patojen toksinleri (30, 33-47)

e Proses kontaminantlart; polisiklik aromatik
bidrokarbonlar (PAH), biyojen aminler (48, 49),

¢ Gida bileseni analizi (50, 51),
e Proses kalite ve kontrolii (52-56).

Bu uygulamalar detayli olarak ele alindiginda
cesitli tantyicilarin kullanilabildigi ve ol¢timlerin
dogrudan veya dolayli olmak tzere iki farkli
sekilde yapilabildigi gorilmektedir. Kimyasal
bulasanlarin tayininde genellikle tantyict tabakada
kullanilan enzimlerin veya mikroorganizmalarin
inhibisyonu goézlemlenerek dolayli oOlctiimler
gerceklestirilmektedir. Ornek olarak; pestisitler
asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu icin

Enzim
Muolekiler Baskal
Antikor
Niikleik Asit
Lektin
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O ../
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Sekil 1 Biyosensor yapisi ve bilesenlerinin sematik gésterimi
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kullanilan kimyasallar olduklarindan, pestisit
analizi icin tasarlanan biyosensorlerin 6l¢cim
yontemi yine ayni mekanizma kullanilarak
tasarlanmaktadir. Taniyici tabakada kullanilan
asetilkolin esteraz enzimi, pestisit varliginda inhibe
olacagindan, enzim aktivitesindeki azalma pestisit
derisiminin nicel olarak belirlenmesine olanak
tantmaktadir (7).

Mikrobiyolojik bulasanlar, allerjenler ve toksinlerin
tayininde ise hedef analite 6zgt antikor veya
aptamerin taniyict olarak kullanilmasi soz
konusudur. Yiizey plazmon rezonans, kiitle-hassas
ve empedans sistemleri ile dogrudan Sl¢ciim yapmak
mumkiin olurken; elektrokimyasal (amperometrik,
voltametrik) ve optik sistemlerde taniyici tabakada
kullanilan antikor veya aptamere ek olarak enzim
veya floresans boya isaretli ikincil antikorun/
aptamerin  kullanilmasi ile dolayli 6l¢cim
gerceklestirilmektedir. Dogrudan 6lctim sistemlerinde
hedef analitin antikora baglanmasi ile donusttrici
tzerinde hedef analit derisimiyle dogru orantili
bir cevap elde edilmektedir. ikincil antikor
veya aptamerin kullanildigi durumda ise; bu
biyomolekdllerin miktart hedef analit derisimi ile
dogru orantili oldugundan, ikincil antikor/aptamer
tzerindeki isarete ait 6zglin sinyalin 6l¢ilmesi ile
nicel analiz mumkin olmaktadir. Dogrudan
olcim yontemleri, ikincil antikor/aptamer
gerektirmediginden distik maliyetli, basit analiz
sistemlerinin gelistirilmesine olanak tanimmaktadir.
Dogrudan oOlcim yontemine Ornek olarak;
Dudak ve Boyac tarafindan gelistirilen Stafilokokal
enterotoksin B (SEB) tayin sistemini incelemek
mumkindir. S6z konusu calisma kapsaminda
SEB’e 0zgli peptid dizilimi SEB antikoruna alternatif
olarak kullandmis ve yodntemin alt tayin sinirt
20 pg/ml SEB olarak rapor edilmistir (42). Boylece
SEB tayininde hizli, basit ve diistik maliyetli bir
analiz sistemi ortaya konulmustur. Dolayli 6l¢tim
yontemi icin Laschi ve ark. (2006) tarafindan
gelistirilen ve Listeria monocytogenese ait gen
dizilimi tayininin hedeflendigi calisma 6rnek
olarak gosterilebilinir (44). Bu calismada, taniyict
tabakada kullanilan tek sarmal oligontikleotide
ek olarak ikincil bir oligontkleotid dizilimi
kullanidarak 6l¢ciim gerceklestirilmistir.

Bunlara ek olarak, bilesen analizlerinin pek cogu
optik veya elektrokimyasal Olctime dayali katalitik
yontemlerle gerceklestirilebilmektedir. Her bir
bilesene 6zgi enzimatik reaksiyon kullanilarak

bilesenlerin nicel analizlerinin yapilmast mimkiin
olabilmektedir. Bunun en bilinen 6rnegi, glukoz
oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon sonucunda
olusan hidrojen peroksit miktarmnimn elektrokimyasal
olarak ol¢ildugi glukoz biyosensorudir (4).
Enzimatik biyosensorler cogunlukla yukarida
deginilen yontemleri esas alsa da, proteaz enzimi
aktivitesinin Ol¢ilmesi amaciyla 6zglin tasarimlarin
ortaya konulmast da mimkiin olabilmektedir.
Bas ve Boyaci tarafindan gelistirilen yontemde,
tantyict katman jelatin filminden olusmakta ve bu
film elektrokimyasal isaretin elektrot yiizeyine
difizyonunu bloke etmektedir. Boylece, proteolitik
aktivite sonucunda hidrolize ugrayan jelatin filminin
gecirgenligi ve dolayisiyla da elektrokimyasal
isaretin diftizyonu artmakta ve proteaz enzimi
nicel olarak tayin edilebilmektedir (53).

BIiYOSENSORLERIN
DEZAVANTAJLARI

Konvansiyonel yontemler olarak adlandirilabilecek
olan kromatografik, spektroskopik ve kltiirel
mikrobiyolojik analizlerden farkli olarak cagimizin
gereksinimleri dogrultusunda diisik yatirim
maliyetine sahip, uzmanlik gerektirmeyen, hizl
ve tasmabilir analiz yontemlerine olan ihtiyacta artis
gozlemlenmektedir. Kromatografik, spektroskopik
ve bunlarin kombinasyonu ile olusan sistemler
(LC-MS-MS, GC-MS gibi), son derece hassas
sistemler olmalarina karsin yiiksek yatirim ve
analiz maliyetine sahip olmalari bu yontemlerin
yaygin kullanimini kisitlamaktadir. Bunun yani
sira, bu yontem ve cihazlarin verimli bir sekilde
kullanilabilmesi icin konusunda uzman, nitelikli
personele ihtiyac duyulmaktadir. Bu noktada,
DNA, aptamer ve immunoafinite tabanlt (6r: ELISA)
hizli analiz yontemleri ve biyosensor sistemleri/
yontemleri konvansiyonel gida analiz yontemlerinin
potansiyel alternatifi olarak karsimiza ¢itkmaktadir.

AVANTAJLARI VE

ELISA ve yanal akis kitleri gibi hizlt test/analiz
yontemleri yaygin olarak kullaniliyor olsa da
otomasyona uygulanabilirliklerinde kismen basari
saglanmasi, kisisel beceri gerektirmeleri, zaman
alict olmalart ve coklu analizlerde yiksek
maliyetli olmalari, adi gecen yontemlerin énemli
dezavantajlaridir. Diger taraftan biyosensorler,
gelistirilme felsefelerinin bir parcasi olarak basit,
kullanict dostu, hizli (kisa cevap stiresi), gercek
zamanli, otomasyona uygun, minyatiirize edilebilir
ve dolayisiyla tasinabilir olma gibi oldukca



onemli 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zelliklere ek
olarak, biyosensorler calisma prensiplerinin
geregi olarak hedef molekiiliin analizinde biyolojik
etkilesimlerin kullanilmasindan dolay: seciciligi
(specificity) ve dogrulugu (accuracy) yuksek olan
sistemlerdir.

Nanoteknolojik gelismelere paralel olarak,
nanoyapilarin entegrasyonu ve mikroakiskan
teknolojilerinin ~ biyosensor  sistemlerinde
kullanilmasi ile minyatiirize edilebilen ve boylece
tasinabilir hale getirilebilen biyosensor sistemleri,
dusik gtc tuketimi gerceklestirdikleri icin
herhangi bir yerde kullanilabilmeleri miimkiin
oldugundan hizli ve gercek zamanli analize olanak
tanimaktadirlar (29, 30). Boylece laboratuardan
bagimsiz olarak analiz yapilabilmesi, ginimtz
uretim ve denetim suireclerinin gerceklestirilmesi
asamasinda onemli kolayliklar saglamaktadir.
Minyatir ve tasinabilir hale getirilme potansiyeli
bir diger 6nemli avantaj daha sunmaktadir. K¢tk
hacimlerde analiz gerceklestirilmesi ile daha az
ornek ve reaktife ihtiya¢c duyulmakta ve boylece
analiz maliyeti onemli 6l¢iide azaltilmaktadir.
Gerek tretim maliyetlerinin diisiik olmasi gerekse
de ornek ve reaktif kullaniminin azaltilmasryla
ekonomik fayda saglanmasi ac¢isindan biyosensorleri
onemli kilmaktadir. S6z konusu ekonomik fayda,
erisimin ve talebin artmasint saglamakta ve pahali
analitik cihazlara erisimi olmayan kisi, kurum ve
kuruluslar, 6zellikle de gelismekte olan tlkeler
icin 6nem tasimaktadir. Son olarak, kullanim
kolayligi veya otomasyona uyarlanabilirlikleri
uzman personel gereksinimini azaltarak isletme
ve analiz maliyetini distirmektedir.

Biyosensorler, sozii edilen 6nemli avantajlarinin
yant sira onemli dezavantajlara da sahiptirler.
Biyosensorler, bazi analizlerde LC ve/veya LC-MS
gibi yontemlerin sahip oldugu tayin alt siniri
degerlerini simdilik saglayamamaktadirlar. Buna
ek olarak, gida matrisinin karmasik yapist ve
tekstiirel ozellikler nedeniyle analiz performansinda
disiis gozlemlenebilmektedir. Gida matrisinin
karmasik yapisinin neden oldugu dezavantajli
durumun sadece saha analizleri acisindan 6nemli
oldugu ancak yerlesik laboratuarlar acisindan
bakildiginda parcalayici, santriftij vb. pahali
olmayan temel ekipmanlarin varliginda bunun
bir dezavantaj olarak kabul edilmemesi gerektiginin
de vurgulanmasi gerekmektedir.

BIYOSENSORLERIN GELECEGI

Biyosensorlerin kullanimina olan talebin artmasinda
szl edilen avantajlarina ek olarak bircok faktor
etkilidir. Regtilasyondaki gelismeler dolayisiyla
tedarik zincirindeki profesyonellerin rekabet
kosullarini iyilestirmek istemesi, yeni nesil
saglik-bilingli tiketici kitlesinin gida gtivenligine
olan ilgisi vb. bu faktorler arasinda sayilabilir.
Distik isletme ve yatirim maliyetine sahip olmasi
uygun fiyatl analiz cihazlarinin ticari kullanimina
olanak tanimaktadir. Cihazlara erisiminin kolay
olmast ve kullaniminin belirli bir uzmanlik
gerektirmemesi yeni nesil bilingli tiiketiciye kisisel
gida gtivenligi denetimine imkan saglamaktadir.
Bu noktada tipk: kisisel saglik gereksinimleri
dogrultusunda uretilmis ve kisa stirede talebin
artmasiyla yaygin kullanilmaya baslanmis ve suan
siradan cihazlar haline gelen biyosensorlerin atast
olan kisisel glukoz metre gibi gida gtivenligi icin
kullanabilecek biyosensorlerin - de  giderek
artmakta olan saglik-bilingli tiiketici kitlesinin
ihtiyaclart dogrultusunda sekillenmesi kacinilmaz
gorulmektedir.

Bunlara ek olarak, halen klinik tani ve teshis
amaciyla gelistirilmekte olan, her gecen giin daha
da yayginlasan mikroakiskan teknolojileri temelli
minyatiir laboratuarlar ve mikro biitiincil analiz
sistemlerinin gida analizlerine uyarlanmasiyla ve
bu alanda daha fazla calisma gerceklestirilmesiyle
biyosensorlerin gida analizi uygulamalarinin
onem kazanacagi distintlmektedir. Mikro akiskan
teknolojisi temelli bu sistemler ile minyatlrize
analiz platformlarinin ortaya konulmasi, s6z
konusu sistemlerin herhangi bir giic kaynagina
veya bilgisayara gereksinim duymadan akilli
telefonlar ve/veya tabletlere entegre edilebilmesi
ile de yerinde hizli ve givenilir analizlerin
gerceklestirilmesinin gida givenligi ve kalite kontrolt
acgisindan fayda saglayacagi ongorilmektedir.
Transparency Market Research tarafindan
yayinlanan biyosensorler ve bu pazarin gelisimi
ile ilgili raporda, 2011 yilinda 9.9 milyar USD
olan pazarm, yillik ortalama % 9.6 biiylime hizt
ile 2018 il itibari ile 18.9 milyar USD olacagi
tahmin edilmektedir (6).

Sonuc olarak, biyosensorlerin sahip olduklari
avantajlar ve pazar raporlarinda vurgulandig: gibi
yiksek ticari potansiyele sahip olmalarina ek
olarak, gida bilimi ve teknolojisi konularinda
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arastirma ve gelistirme faaliyetinde bulunan bilim
insanlarinin biyosensorlere gosterecekleri ilginin
artmast ile yeni teknolojilerin ortaya konacagt ve
bu konuda kayda deger gelismelerin saglanacagi
dustinilmektedir.

SONUC

Otomasyona uyarlanabilirlik, hizli analiz stresi
ve tasinabilirlik gibi 6zelliklere sahip olan ve
uzmanlik gerektirmeyen biyosensorlerin, emek
yogun ve zaman alici gida analiz yontemlerine
onemli bir alternatif oldugu goz ardi edilemeyecek
bir gercektir. Ancak, stvi kromatografisi ve kiitle
spektroskopisi gibi enstriimental yontemlerin sahip
olduklart dusik alt tayin siniri degerlerini
saglayamamalart nedeniyle, alternatif degil
bunlarin bir tamamlayicisi olarak distuntlmesi
gerekmektedir. Biyosensorler  konusundaki
calismalarin pek cogunun klinik tani ve teshise
yonelik oldugu ve gida bilimi ve teknolojisi
uzmanlarinin bu alana saglayacaklart katkinin
artmast ile s6z konusu dezavantajlarin asilmasinin
mumkin olacagt ve biyosensorlerin gida
analizlerinde gosterdikleri performansin artacagi
disuntlmektedir.
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Ozet

Hyaluronik asit (HA) B-1,3 ve B-1,4 glikozidik bagt ile baglanmis D-glukuronik asit ve N-asetilglukozamin
birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan bir polimerdir. Yiiksek viskoelastisite, nem tutma kapasitesi ve
biyouyumluluk 6zelliklerine sahip olmasindan dolay: gida, tip, kozmetik ve nutrasotik alanlarinda
kullanilmaktadir. Geleneksel olarak horoz ibiginden ekstraksiyonla tretilmektedir. Ancak 1980lerden
sonra streptokok suslar kullanilarak fermantasyonla tiretimine baslanmis ve glinimiizde de rekombinant
sistemlerle ylksek molekuler agiliga sahip HA tretimi denenmektedir. HA'nin son zamanlarda gida
takviyesi olarak kullanimi oldukca dikkat cekmektedir. Bu calismada HA, HA Uretim yontemleri ve
fermantasyon teknolojisi ile HA tretiminde karsilasilan genel problemler ile ilgili bilgilere yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Hyaluronik asit (HA), fermantasyon teknolojisi, streptokok suslari.

HYALURONIC ACID and PRODUCTION BY FERMENTATION

Abstract

Hyaluronic acid (HA) is a polymer composed of units of N-acetyl glucosamine and D-glucuronic acid
linked by B-1,3 and B-1,4 glycosidic bond. Due to the fact that it has desirable viscoelasticity, moisture
capacity, and biocompatibility, HA is used for several applications in food, medicine, cosmetics, and
nutraceuticals. HA is traditionally extracted from rooster combs, but since 1980s it has been produced
by fermentation with streptococcal strains, and recombinant systems have been also tried to produced
HA with high molecular weight lately. It has been recently gained attention for food supplement. The
main purpose of this study is to present a review about HA, application fields, HA production systems,
and problems of HA fermentation.

Keywords: Hyaluronic acid (HA), fermentation technology, streptococcal strains.
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Fermantasyonla katma degeri ytksek trtinlerin
saf kimyasallar ve karmasik saflastirma teknikleri
ile tretimi uzun yillardir gerceklestirilmektedir.
Bu urlnler arasinda enzimler, organik asitler,
biyoetanol, vitamin, antibiyotik ve antikor gibi
bircok trtint saymak mimkiindir. Bu trlinlerden
bazilar1 yuksek oranlarda retilebilirken
(biyoetanol) bazilarinin tretim miktart litrede mg
(antikor) seviyelerinde kalmaktadir.

Hyaluronik asit (HA), B-1,3 ve B-1,4 glikozidik
bagi ile baglanmis D-glukuronik asit ve
N-asetilglukozamin  disakkarit birimlerinin
tekrarlanmasiyla olusan ve molekiler agiligi 10-10°
Da arasinda degisiklik gosteren bir polimerdir (1, 2).
HA karakteristik yapisal 6zellikleri sayesinde
eklendigi soliisyonlara yiiksek viskoelastikiyet ve
su tutma kapasitesi saglamaktadir (3, 4). Bu
ozellikleri nedeniyle kozmetik Urtnlerin
tretiminde (5), yara icin ilaclarin iretiminde (6),
doku rejenerasyonunda ve tedavisinde (7-9),
ilaclarin hedef dokuya ulastirilmasinda (10-13),
hedef kimyasalin kontrolli olarak saliniminda
(14, 15), gz damlasi ilaclarinda (16), kalca veya
diz implantlarinda (17), ortopedik protezlerde
(18), deri dokusunun rekonstriiksiyonunda (19),
yumusak dokularin tedavisinde (20), hedef timoriin
MR gortintillemesinde (21), periradikiiler cerrahi
sonrast periapikal dokunun iyilestirilmesinde
(22) ve mikro cerrahi islemlerinde (23) kullanim
alanina sahiptir.

HA, yaralarin veya yara izlerinin iyilesmesini
hiicre dist matriks rejenerasyonu, epitel doku
rejenerasyonu, keratinosit transferi, epidermal
rejenerasyonu gibi etkilerle saglamaktadir. Goz
cerrahisinde ise kuru goz tedavisinde HA jeli,
uygulanacak olan antibiyotik i¢cin hem iyi bir tastyict
olmakta hem de ortama iyi adapte oldugundan ve
zor ayrddigindan ilacin etki siiresini uzatmaktadir.
[laglarin veriminin arttirilmasinda da tastyict olarak
HA iceren sistemler kullanilmakta ve hedefe ulasim
kolaylastirilmaktadir. Ayrica habis tiimorinde,
akciger patolojisi calismalarinda, eklem patolojisi
calismalarinda, estetik cerrahisinde (gdgus cerrahisi,
deri dolgu maddeleri ve deri genclestirmede) de
yaygin olarak kullanilmaktadir (24).

Fonksiyonel gidalar alisilagelmis gida formlarint
ifade eden, vicudumuzun genel ihtiyaclarint
karsilamanin yani sira fizyolojik ve metabolik

fonksiyonlar tizerinde de ilave faydalar saglayan
saghigimizi olumlu yonde etkileyen gidalar veya
gida bilesenleridir (25). Nutrasotikler ise agizdan
alinmak tizere kati, sivi, kapsil, yumusak jel vb.
haldeki vitamin, mineral, aminoasit, enzimler ve
metabolitleri gibi Grtinleri icermekte olup trtinlerin
kronik bir hastaliga karsi koruyucu veya fizyolojik
yarar gosterdigi kanitlanmis ancak ila¢ olarak
kabul edilmeyen urtnlerdir (26). Nutrasotik
olarak kullanilan Griinler yag asitleri, karotenoidler,
antioksidan vitaminler, fenolik bilesikler,
terpenoitler, steroitler, indoller, organik asitler,
lifler vb. olup bunlarin insan sagligina yararh
etkilerini gosteren bilimsel ¢alismalar mevcuttur
(26).  Ornegin  antioksidanlar; lipitlerin
peroksidasyonunda veya proteinlerin ¢apraz
baglanmasinda rol alarak doku hasarinin olusmasini
onleyebilirler (25). Antioksidan 6zellikleri ve
zengin antioksidan icerigi bakimindan yesil cay
oldukca degerli bir Girtin olup ylzyulardir yararl
etkilerinden oturt kullandmaktadir. Bunun yani
sira domateste bulunan likopenin ise kanser
Onleyici etki gosterdigi epidemiyolojik ¢alismalarla
gosterilmistir (25). Tim bu bilesenlerin yani sira
dogal olarak insan vicudunda yer alan ve
yaslandik¢a vicuttaki miktart azalan HA’nin farkl
donemlerde uygun dozlarda aliminin viicutta
onarict etki gostererek fiziksel hareket kabiliyetini
gelistirecegi bildirilmektedir (27) (Cizelge 1).

Kullanim alaninin genisligi ve 6nemi ile paralel
olarak ihtiya¢ duyulan miktart da her gecen giin
artmakta olan HA, dinyada yaklasik olarak 1
milyar dolarlik bir pazar hacmine sahiptir (28).
Ulkemizde de HA, tablet, kapsiil vb. triinler
seklinde takviye trin tedarikcileri tarafindan
pazarlanmaktadir.

Hyaluronik Asit Uretim Yoéntemleri

Olduke¢a genis kullanim alanina ve ekonomik
oneme sahip olan HA ilk zamanlarda
horozibiginden pahali yontemlerle
saflastirilmaktayken HA’nin fermantasyonla
uretilebilecegi ortaya konulunca endistriyel
olgekte {iretim bu teknige kaymustr (29). Uretim
tekniginin fermantasyona kaymasindaki temel
faktorler tretim yonteminin standardize edilebilir
olusu ve hedeflenen molekdler agirliga sahip istenilen
miktarda HA'nin yil boyunca turetilebiliyor olusudur.
Son zamanlarda yapilan arastirmalarda yumurta
kabugundan da HA ekstraksiyonunun mimkiin
oldugu ortaya konmustur (30).



Cizelge 1. HA'nin gida takviyesi olarak kullanimi ve saglik tizerine etki sekli (27)

ID Gida veya Gida Bileseni Saglik ilikisi Etki sekli
1572 Hyaluronik asit Eklem sagligi Hyaluronik asit (Schiff® Move Free®) yaglamaya
yardimci olur ve eklemleri destekler.
Kullanim sekli: Her bir alim en az 3 mg yiksek molekiler agirliga sahip (>700 kDa) HA icermeli.
1731 Hyaluronik asit/Sodyum hyaluronat Eklem sagligi Eklem hareketliligi ve yaglamaya katkida bulunur.
Kullanim sekli: 3-5 hafta siresince haftada bir defa 20 mg.
1932  Sodyum hyaluronat Eklem saglig ile ilgili Eklem hareketliligine katki saglar.
Kullanim sekli:
> @Gunluk 25-50 mg arasinda kullaniimali.
> 2-3 ay slresince giinde 2 defa 50 mg sodyum hyaluronat kullanilmali ve yilda iki kez tekrarlanmali.
3132  Hyaluronik asit Eklem hareketliligin Eklem hareketliligin devaminin

devamina yardim etme

saglanmasina yardim eder.
Eklemlerin saglikli kalmasina yardim eder.

Kullanim sekli: Glinde 100 mg.

Fermantasyonla HA uretiminde ana uretici
mikroorganizma olarak  Streptococcus sp.
kullanilmakta ve uretilen trtintin fermantasyon
ortamindan saflastirilmasi sirasinda proteinlerin
olusturmus oldugu giiclikler en buytik dezavantaj
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1). Safsizlik unsuru
proteinlerin ortamdan uzaklastirmasi, maliyeti
artirdigindan yeni tretim stratejileri ile bu sorunu
onlemek icin ¢alismalar yapilmaktadir. Bu amacla
kullanilan yontem rekombinant hiicre teknolojisi
olup farkli suslar; E. coli (31), Pichia pastoris
(32), B. subtilis (33), S. thermophilus YIT 2084
(34, 35), Lactococcus lactis (36) gelistirilmistir.
Yeni suslarla gerceklestirilen denemelerde HA
uretimi gerceklestirilebilmesine karsin HA tiretim
miktarlar veya molekiiler agirlig1 istenilen dizeylerde
olmamustir. Bu nedenle yeni rekombinant suglarin
gelistirilmesi veya farkli fermantasyon stratejileri
ile safsizliklarin en aza indirgenmesi Uizerine
calismalar devam etmektedir. Bu ¢alismalarin yan
sira Novozymes firmast rekombinant Bacillus
subtilis ile endustriyel boyutta ylksek saflikta HA
uretimi yapmaktadir (37). 1 g saf HA'nin 2-5 dolar
arasinda satisa sunuldugu (kozmetik amach
kullanim i¢in) ve 1 kg HA’nin en az 2000 dolar
ettigi goz dniine alindiginda ne kadar degerli bir
urtin oldugu ve kullanim alanlarinin genisligi
nedeniyle ihtiya¢ duyulan miktarin her gecen yil
artaca@t apacik gorulmektedir.

Fermantasyonla Hyaluronik Asit Uretiminde
Ana Uretici Olan Streptococcus sp. Kullanimi

Daha 6nce de bahsedildigi tizere HA tretiminde
ana uretici mikroorganizma grubu Streptococcus
sp. olup calismalarin buyik c¢ogunlugu bu
grup ile gerceklestirilmistir. Bu kisimda ilgili

mikroorganizma ile gerceklestirilen denemeler
ve yontemler hakkinda bilgiler verilecektir.

Farkli karistiricilar kullanilarak olusturulan iki tip
fermentorde karistirma hizinin HA Gretim miktart
ve molekiiler agirligi tizerine etkisinin arastirildi-
g1 bir calismada Streptococcus zooepidemicus
kullanilmis ve her iki tip fermentorde de HA'nin
molekiler agirligi 4.3x10° Da olarak bulunmustur
(29). Bir baska calismada ise Streptococcus
zooepidemicus (ATCC 39920) ile HA Uretiminde
karistirma ve ¢oziinmis oksijen konsantrasyonunun
etkisini arastirmuslardir (38). Denemeler sonucunda
¢ozlinmis oksijen konsantrasyonu icin kritik
degerin %5 oldugu ve karistirmanin oksijenin
absorbsiyonunu arttirdigi ancak HA tretimine bir
etkisinin olmadigit gorilmustir. Cozinmus
oksijen konsantrasyonunun = Streptococcus
zooepidemicus (WSH-24) ile HA tretimine etkisinin
incelendigi bir calismada da farkls stratejilerle
¢ozinmuis oksijen miktarinin kontroliiniin HA
tretim miktarini etkiledigi tespit edilmistir (39). HA
fermantasyonunda n-dodekan ve n-hekzadekanin
oksijen vektori (oksijen tastyicist olarak gorev
yapan ve oksijene yiiksek afinite gdsteren organik
faz) olarak kullaniminin arastirildigi bir calismada,
oksijen vektort ilavesinin HA Gretim miktarini ve
molekuler agirhigini artirdigt belirlenmistir. Calisma
sonucunda maksimum HA konsantrasyonu 4.25 g
HA/L ve molekdler agirhgi 1.54x107 Da olarak %0.5
(v/v) hekzadekan ilavesi ile gerceklesmistir (40).

Streptococcus zooepidemicus (ATCC 39920) ile
gerceklestirilen bir baska calismada tekrarli-kesikli
fermantasyonla HA tretimi amaclanmustir. Kesikli
kultirde 0.24 g HA/L/sa olan hacimsel tretim
orant degeri tekrarli-kesikli fermantasyonla 0.59 g
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HA/L/sa degerine yikseltilmistir (41). Streptococcus
zooepidemicus (WSH-24) ile HA tretiminde ise
hyaluronidaz enzimi ilavesinin kesikli kulttiirde
uretime etkisi arastirtlmistir. Bu amacla farkl
konsantrasyonlarda hyaluronidaz ilavesi yapilmis
ve 0.15 g/L enzim ilavesinin HA Uretimini 5.0
g/L’den 6.0 g/L'ye yiikselttigi, daha ylksek
oranlarda enzim ilavesinin HA uretimine bir
etkisinin olmadigt gorilmustir (42). Ayni
mikroorganizma ile gerceklestirilen iki asamali
fermantasyon stratejisinde de oncelikle yari-siirekli
fermantasyon ile hiicre gelisimi saglanmis ardindan
sakaroz icerigi 15 g/L'ye ayarlanarak kesikli
fermantasyon baslatilmistir. Deneme sonucunda
yalnizca kesikli fermantasyonla 5.0 g/L HA
tretilmigken iki asamali fermantasyon yontemiyle
Uretim miktari 6.6 g/L’ye yukseltilmistir (43).

Patil vd. (44), farkli besiyeri bilesimlerinde
Streptococcus zooepidemicus (MTCC 3523) gelisimi
ve HA Uretimini incelemisler ve en yiiksek HA
uretimine (0.798 g HA/L); %4.05 glukoz, %5.12
soya peptonu, %0.075 MgSO,.7H,0 ve %0.25
K,HPO, iceren besiyerinde ulasmislardir. Zhang
vd. (45), yapmis olduklari calismada S. zooepide-
micus (NJUSTO1) icin optimum besiyeri icerigini
%5 nisasta, %0.3 glukoz, %0.5 pepton, %0.15
MgSO, ve %2 K,HPO, olarak belirlemisler ve
calkalamali inktibatorde gerceklestirilen ¢alismada
6.7 g/L HA uretmislerdir. Farkli bir calismada
ise Streptococcus zooepidemicus (WSH-24)
mikroorganizmasinin alkali pH’da stres altinda
HA tretim potansiyeli incelenmis ve alkali streste
HA miktar1 1.5 g/L artis gostererek 6.5 g/L olarak
gerceklesmistir (46). Besiyeri icerigi optimizasyonu
tzerine bir diger calismada ise Streptococcus sp.
ID9102 icin optimum besin bilesimi %4 glukoz,
9%0.75 maya ekstrakti, %1 kazein-pepton, %0.25
K,HPO,, %0.05 MgCl,, %0.5 NaCl, 9%0.04
glutamin, %0.06 glutamat ve %0.02 okzalik asit
olarak bulunmustur (47).

Besiyeri karbon/azot (K/A) oraninin HA Uretimine
etkisinin arastirildigi bir ¢calismada ise kesikli
fermantasyonda en uygun K/A oraninin 2:1 oldugu
ve fermantasyon veriminin arttirilmast icin
mikroorganizmanin duragan faza gecmeden kultiir
yenilemenin avantaj sagladig: belirtilmistir (48).
Ayrica baslangi¢ glukoz konsantrasyonunun erlen
calismalarinda HA {retimi Uzerine etkisinin
olmadigi ancak reaktor calismalart goz 6niine
alindiginda ise baslangic glukoz konsantrasyonunun

onemli oldugu belirtilmistir (49). Tim bu besiyeri
optimizasyonu calismalarinin yant sira metal
iyonlarmin da HA tretimini ve molekuler agirligini
etkiledigi ve ozellikle Na* iyonunun fermantasyonun
basindan itibaren ortamda bulunmasinin molekiiler
agurhigm artmasina katki sagladigr belirlenmistir (50).

Farkl: zirai kaynaklardan; soya proteini konsantresi
hidrolizati, peyniraltt suyu proteini konsantrati ve
kaju elma suyu kullanilarak Streptococcus
zooepidemicus ile HA fermantasyonlar:
gerceklestirilmis ve kaju elma suyunda 0.89 g/L HA
tretimi saglanmistir. Bu deger sentetik ortamda
gerceklestirilen kontrol ¢alismasinda elde edilen
deger (0.86 g/L) ile aymidir. Ancak zirai kaynaklarla
tretilen HA molekiiler aguligr 10*-10" Da arasinda
degisirken sentetik ortamda tretilen HA’nin
molekiler agirligi 107 Da olarak bulunmustur (51).

Fermantasyonla Hyaluronik Asit Uretiminde
Rekombinant Mikroorganizma Kullanimi
HA uretiminde ana uretici mikroorganizmanin
kullanildigi fermantasyonlarda karsilasilan temel
problemlerden birincisi ortamda istenmeyen
safsizliklarin - (proteinlerin) bulunmast ve bu
durumun saflastirma maliyetlerini artirmasidir.
Ayrica yiiksek miktarda ve hedeflenen molekiiler
agirliga sahip HA tretimi de buytk 6nem arz
etmektedir. Tim bu sorunlarin Ustesinden
gelmek icin arastirmacilar yeni rekombinant
suslar  gelistirirek HA Uretim denemeleri
gerceklestirmislerdir.

Rekombinant hiicre teknolojisi ile gelistirilen E.
coli ile gerceklestirilen denemelerde molektiler
agirligr 3.5x10° ile 1.9x10° Da arasinda degisen HA
tretimi saglanmis ancak tiretim miktarlart 1 g/L'nin
cok cok altinda gerceklesmistir (31). Bacillus
subtilisin  HA Uretiminde kullaniabilirliginin
tespiti amaciyla yapilan bir calismada da HA
tretimi gelistirilen suslarla basarili bir sekilde
gerceklestirilmis, TPG223 susunun 6.8 g HA/L
(4.5x10° Da) ve PG6181 susunun 2.4 g HA/L
(13x10° Da) trettigi belirlenmistir (33). Lactococcuis
lactis ile yapilan gen transferi calismalarinda ise
gelistirilen rekombinant sus ile 0.65 g/L HA tiretimi
saglanabilmistir (36). S. thermophilus (YIT 2084)
ile gerceklestirilen calismada ise en yiksek HA
tretim degeri 208 mg/L olarak optimum sartlarda
gerceklestirilen deneme sonucunda elde edilmistir
(34). Benzer bir calismada ise dogal uretici olan
S. thermophilus (YIT 2084) rekombine edilerek
olusturulan sus ile yapilan denemeler sonucunda



Uretim miktar1 yabani susa gore 6 kat artmis ve
1.2 g/L HA olarak gerceklesmistir (35).

Bir diger rekombinant hiicre Pichia pastoris ile
yluksek molekiler agirliga sahip HA Uretimi
hedeflenmis, diisiik sicaklikta (26 °C) gerceklestirilen
fermantasyonlar sonucunda 2.5x10° Da buytkltgiinde
HA tretilmis ancak Uretim miktar: 0.8-1.7 g/L
seviyelerinde kalmistir (32). S. zooepidemicus ve
rekombinant L. lactis ile gerceklestirilen
denemelerde UDP-GlcUA/UDP-GIcNAc hicre ici
akis oraninin HA molekiler agirligi tzerine
direkt etkili oldugu bulunmustur (52).

Tum bu rekombinant hiicrelerle gerceklestirilen
calismalar incelendiginde su ana kadar gelistirilen
suslarin Uretim miktarlart ve tUretkenlik degeri
acisindan yeterli seviyelere ulasamadigt goriilmektedir.
Bu nedenle de ana tretici mikroorganizma olan
Streptococcus zooepidemicus ile yeni fermantasyon
stratejileri denenerek yapilan calismalara ara
vermeden devam edilmektedir.

Hyaluronik Asit Uretiminde Farkli Fermantasyon
Stratejileri ve Hyaluronik Asidin Saflastirilmasi
HA tretiminde karsilasilan sorunlarin tstesinden
gelmek, yiikksek miktarda ve molekiler agirlikta
HA tretimi saglamak amaciyla farkli yontem ve
stratejiler denenmistir.

Daha onceki bolimlerde ac¢iklandigr tizere HA
uretiminin artirilmast icin kesikli, yari-kesikli ve
diger fermantasyon stratejileri denenmis, elde
edilen sonuclar dogrultusunda yeni stratejiler
olusturularak uretimin artirilmast ve HA’nin
molekiiler agirhiginin standardize edilmesi tizerine
calismalar yapilmistir. Bunlarin yani sira yalnizca HA
molekdler agirligini arttirmak tGzere glikolitik prosesin
zayiflatilmasinin (53), UDP-N-asetilglukozamin
konsantrasyonunun (54) ve fermantasyon sartlarmnin
optimize edilmesinin (havalandirma, pH, sicaklik
vs.) (55) olumlu sonuclar gosterdigi belirtilmistir.
Bunlarin yani sira halen yeni Uretim stratejileri
olusturularak denemeler yapilmakta, HA tretim
miktarinin artirilmasina ve molekiiler agirliginin
standardize edilmesine calisiimaktadir.

Yiksek miktarda ve standart ozelliklerde triin
uretimi 6nemli olmakla birlikte elde edilen tGrliniin
en yiksek saflikta fermantasyon ortamindan alinmast
da kritik 6neme sahiptir. HA'nin fermantasyon
ortamindan saflastirmak amaciyla ise ultrafiltrasyon
ve mikrofiltrasyon yontemlerinin kombinasyonunun
hizli ve kararli oldugu belirlenmis ve uygun
kombinasyonla %89 verim saglanmistir (56). HA

saflastirmak amacryla kriyojel icerisine hapsedilmis
glukuronik asit polimerlerinin kullanildigt bir
arastirmada olusturulan yapinin balik géziinden
ve fermantasyon sivisindan HA’'nin saflastirilmasina
olanak sagladigi ortaya konmustur (57).

Fermantasyonla Hyaluronik Asit Uretiminde
Karsilasilan Genel Sorunlar

Rekombinant hiicre teknolojisinin HA tretimi
amaciyla kullanilabildigi ancak HA tretim miktarinin
ve molekiler agirliginin oldukc¢a duistk dizeylerde
kaldigi daha o6nceki calismalar incelendiginde
gorlilmektedir. Bu nedenle arastirmacilar ana
mikroorganizma olan ve yiiksek molekiiler agirligina
sahip HA Uretimine imkan saglayan Streptococcus
zooepidemicus ile HA tretim miktarini arttirmayt
ve farkli tekniklerle %100’e en yakin saflikta HA elde
etmeyi amaclamislardir. Ancak yapilan calismalar
sonucunda en ylksek %89 saflikta HA elde
edilebilmis ve HA tretim degeri ancak 6-7 g/L
(MA: 3.2x10° Da) diizeylerine ulasabilmistir (29).
Hyaluronik asidin fermantasyonla tretiminde
karsilasilan sorunlart 6zetlemek gerekirse (1):
-Fermantasyon sivisinda 4-5 g/L HA seviyesine
ulasildiginda viskozite degerlerinin 400-500 mPas
degerlerine ulasmasi karistirmanin etkinligini ve
oksijen transfer oranini azaltmaktadir.

-HA sentezi ile hiicre gelisimi paralellik
gostermekle birlikte UDP-N-asetil-glukozamin ve
UDP-glukuronik asit onctl bilesenlerini kullanma
acgisindan bir yaris s6z konusudur.

-HA dretimi sirasinda en 6nemli yan urtin olan
laktik asidin, fermantasyon ortaminda birikmesi
hticre gelisimini kisitladigindan HA tretimi olumsuz
etkilenmektedir.

-Streptococcus zooepidemicus haricinde secilen
mikroorganizmalarla gerceklestirilen Gretimlerde
distik molekiiler agirliga sahip HA elde edilmesi.

-Streptococcus zooepidemicus haricinde secilen
mikroorganizmalarla gerceklestirilen Gretimlerde
diistik miktarlarda HA tretiminin saglanmas.

-Rekombinant hticre teknolojisi ile gelistirilen hiicrelerle
yapilan denemelerde HA tretim miktarlarinin
2 g/L’'nin oldukc¢a altinda gerceklesmesi ve HA
molekiler agirliginin istenilen diizeyde olmamasi.

-HA asit tretimini engelleyen anahtar mekanizmalarin
halen ac¢iklanamamis olmast.

-Tek dize (uniform) molekiiler agirliga sahip HA
Uretiminin tam olarak saglanamanus olmast.
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Sonug

HA, pazar hacmi 1 milyar dolarin tizerinde olan
bir trtin olup bu derece kullanim potansiyeline
sahip bir triiniin ekstraksiyon metotlart yerine
fermantasyonla tretilebilir olusu maliyetlerin
azaltilmasi ve tretim miktarlarinin arttirilmasi
yoninden oldukc¢a avantajhidir. Son zamanlarda
gerceklesen calismalarin biyik cogunlugu da
fermantasyonla HA tretiminde karsilasilan temel
sorunlarin istesinden gelmek icin gerceklestirilmekte
olup burada en temel sorunlar istenilen molekiiler
agirhigina sahip HA'nin istenilen oranda ve
tekdiize olarak tretiminin surekli/stabil olarak
saglanamamasidir. Bundan sonraki calismalarda
tzerinde durulacak en temel sorunlar bunlar olup
ana uretici mikroorganizmaya yeni fermantasyon
tekniklerinin kombinasyonu uygulanarak veya
yeni denenecek rekombinant sistemlerle stabil ve
strekli olarak HA tretiminin saglanmasinin yolu
arastirillacaktir. Gida takviyesi olarak kullanilan
HA, tip ve biyomedikal alanlarinda da yaygin
kullanim alanina sahiptir. Elde edilecek sonuclar
dahilinde tretim miktar1 artan ve maliyetleri
disen urtinln kullanim alaninin da her gecen
gln artacagina siiphe yoktur.
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Ozet

Baharat yogun olarak tiiketilen dogal gida katk:t maddeleridir. Ancak baharatin mikrobiyel yiikleri veya
mikotoksin icerigi yasal sinirlarin tizerinde olabildiginden tiketimi sakincali hale gelebilmektedir. Bu
durumda ihracatt yapilan tirtinler diger tilkelerce de kabul edilmemekte ve ekonomik kayiplar artmaktadir.
Bu nedenle baharatin mikrobiyel ytkiint azaltmada farkl: isleme yontemleri denenerek bu sorunlar
giderilmeye calisilmaktadir. Geleneksel buhar sterilizasyonuna alternatif olarak kullanilan isinlama,
elektriksel 1sitma, ozonlama, soguk plazma ve yiiksek basing yontemleri cesitli baharatla yapilan calismalara
konu olmus ve bazi uygulamalarin sonrasinda mikroorganizmalar Gizerinde etkili sonuclar alinmistir.
Degisik konsantrasyon ve dozlarda uygulanan s6z konusu yontemler mikroorganizma yikini azaltmus,
ancak baharatin besinsel ve duyusal 6zelliklerinde bir takim degisikliklere neden olmustur. Bu nedenle
baharatin mikrobiyel ytikiinti azaltmada kullanilacak, maliyet acisindan uygun, duyusal 6zellikler tizerinde
en az degisiklige neden olacak yontemlerin gelistirilmesi tizerinde calismalar devam etmektedir. Bu
makalede yeni yontemlerin baharatin mikrobiyel ytkt tizerine etkileri derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Baharat, mikrobiyel yik, yeni teknolojiler

APPLICATION OF NEW TECHNOLOGIES FOR
DECONTAMINATION OF SPICES

Abstract

Spices are natural food additives with high consumption. However, the microbial load or mycotoxin
content of spices could be above the permitted limits and sometimes consumption of them becomes
unsafe. In this case, exports of these products are not also accepted by other countries and this increase
economic losses. Therefore, these problems are tried to overcome by using different processing methods.
Irradiation, electrical heating, ozone, high pressure and cold plasma methods as alternative methods
to steam sterilization have been the subject of studies with various spices. Effective inactivation of
microorganisms was reported in some methods. However, application of some of these methods at
high concentration or dosages causes decrease in the nutritional and sensory quality of spices. Therefore,
the studies continue to develop methods those are cost- effective, causing least change on organoleptic
characteristics and effective in inactivation of microorganisms. In this review, effects of these methods
on spices’s microbial loads were summarized.

Keywords: Spice, microbial load, novel technologies
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GIRIS

Genellikle bitki yapraklari, cicekleri, tohumlarindan
olusan baharat, belirli koku ve lezzetleri olan,
istah acmak, sindirimi kolaylastirmak, sifa
bulmak ve koruyucu amaclarla kullanilan gida
katki maddeleridir. Baharat ve aromatik bitkiler
ulkelerin ekonomi ve kiltirlerinin gelismesini
etkilemis ve savaslara sebep olmustur. Baharata
13. yuizyilda altin kadar kiymet verilmis, para
olarak kullandmustir. Ayrica baharat, tlkeleri yeni
ticaret yollart arastirmaya itmis ve yeni kitalarin
kesfedilmesini saglamistir (1).

Baharat sozciginin ingilizcesi olan "spices"
kelimesinin, Latincede "species" yani "diinya
meyveleri" anlamina gelen kelimeden turedigi
bildirilmistir. Turkcede ise anlamini "baharli
bitkiler" den aldig: bildirilmektedir (1).

Baharat hem tulkemizde hem de dinyada
tiiketimi fazla olan dogal gida katki maddeleridir.
Ancak mikrobiyel ytikleri ve icerdikleri mikotoksinler
nedeni ile gida gtvenligi acisindan riskli tGrtinlerdir.
Uretim sekillerine gore kok, yaprak veya bitkinin
farkli bolgelerinden elde edilmelerine bagli
olarak degisik mikrobiyel floraya ve ytike sahiptir.
Gida tretiminde hammaddenin ve Kkatki
maddelerinin mikrobiyel ylikiiniin son Uriine
yanstyor olmasi, baharatin mikrobiyel kalitesinin
onemini arttirmistir.

Baharat, su aktivitesi disik oldugundan cabuk
bozulan gidalar degildir ancak su aktivitesi
yiksek olan gidalarla karistirildiginda mikrobiyel
risk de artmaktadir (2). Baharat kaynakli besin
zehirlenmelerinin artmasiyla calismalar baharatin
mikrobiyel ylki ve dekontaminasyonu tizerinde
yogunlasmistir (3-5). Bu derlemede baharatin
mikrobiyel ytikleri hakkinda yapilan calismalar
incelenmis ve baharatin mikrobiyel yukint
azaltmada uygulanan yontemlerden bahsedilmistir.

BAHARATIN MIKROBIYEL YUKU UZERINE
YAPILAN CALISMALAR

Ulkemizde ve farkli tilkelerde satisa sunulan
baharatin mikrobiyolojik kalitesi Gizerine ¢alismalar
yapimustir. Tekirdag ilinde yapilan bir calismada
cesitli baharatin toplam mezofilik aerobik sayismnin
10%-10* KOB/g, koliform sayisinin 0-10* KOB/g,
kif ve maya sayisinin 10-10° KOB/g ve sporlu
bakteri sayisinin 10* ile 10° KOB/g araliginda

degistigi belirlenmistir (6). Ozkizilcik ve ark. (7)

[zmir'de satisa sunulan kekik, kimyon ve benzeri
baharatta toplam mezofilik aerobik sayisinin 10?
ile 10° KOB/g araliginda oldugunu bildirmislerdir (7).

Diger tlkelere baktigimizda ise Hindistan’daki
cesitli baharatta toplam mezofilik aerobik sayisinin
4 ile 9 log KOB/g araliginda oldugu gorilmektedir.
Ayrica orneklerin cogunda Bacillus cereus pozitif,
olarak belirlenmistir (8, 9). Mandell (10),
Bahreyn’de satilan cesitli baharati incelemis ve
kiif-maya yuktnin 258-1462 KOB/g araliginda
degistigini belirtmistir.

Misir’da yapilan bir calismada ise baharatin toplam
mezofilik aerobik sayisi 10~10° KOB/g, koliform
bakteri 10'-10° KOB/g diizeyinde godzlenmistir
(1D). Ingiltere’de 2965 baharat 6rnegi incelenmis
ve Orneklerde B. cereus 1.0x10°-2,3 x107 KOB/g.
C. perfringens > 10° KOB/g, E. coli 2.4 x10°-1.0x10"
KOB/g olarak belirlenmistir (12). Tahran'da ise
baharat orneklerinin toplam mezofilik aerobik
sayisinin 107 ile 10° KOB/g, kiif sayisinin 107 ile
10° KOB/g araliginda degistigi bildirilmistir (13).
Calismalarda da gortildigi gibi baharatin mikrobiyel
yiki genis bir aralikta degismektedir. Bunda
baharat tipinin, yetistirme ve tretim kosullarindaki
hijyen sartlarinin etkisi buytktur.

BAHARATIN MIiKROBIYEL YUKUNUN
AZALTILMASINA YONELIK CALISMALAR

Gida Urlnlerinde mevcut olan mikroorganizmalarin
kontrolti icin ge¢cmisten gliniimtize kadar cesitli
yontemler kullanilmistir. Bu yontemler arasinda
en cok tercih edilen buhar sterilizasyonunun,
baharatin mikrobiyel ytikunt 2-5 log KOB/g
diizeyinde azalttigt gdzlenmistir (14-18). Ancak,
buhar ve 1s1 uygulamasi baharatin goérinimu ve
aromasi tzerinde olumsuz etki yapmakta ve kuf
bulasma riskini arttirmaktadir (3). Diger yandan
etilen oksit uygulamasi, baharatta kalinti biraktig
icin yerini yeni yontemlere birakmaktadir (1). Bu
nedenle arastirmacilar gelisen teknoloji ile birlikte,
baharatin mikrobiyel yikiini azaltmada farkl
yontemler denemeye baslamistir. Denenen yeni
teknolojiler arasinda 1sinlama, elektriksel 1sitma
yontemleri, ozonlama, soguk plazma ve yiiksek
basin¢ yontemleri yer almis ve yapilan bazi
uygulamalarin sonrasinda mikroorganizmalar
tzerinde etkili sonuclar alinmistir. S6z konusu
yontemlerin baharatta uygulanmasina iliskin
calismalar sirastyla aciklanmistir.



Gama 151n uygulamalari

Gama sinlart mikroorganizmalarda DNA hasarma yol
acarak inaktivasyon saglar. Baharatin isinlanmasinda
mikrobiyel ytikl elimine edecek maksimum seviye
uygulanirken 1sinlamanin olumsuz etkilerini en
aza indirecek seviyede uygulama yapilmaya
calisiimaktadir. Ctinkii 1sinlama sonucunda serbest
radikaller, radyolitik trtinler ve bazi istenmeyen
bilesiklerin olusabildigi bildirilmistir. Bunun yani sira
tarcin ve karabiber gibi bazi ¢esitlerin aroma verici
bilesenlerinde azalma meydana gelebilmektedir
(3). Diger yandan yapilan bazi c¢alismalarda
baharatin lezzet ve aromasinin 1sinlama sonrasinda
onemli dizeyde etkilenmedigi, indirgen seker
miktarinda hafif artis oldugu belirtilmistir (1).

Gidalarda uygulanan isinlama dozlarina bakildiginda
10 kGy gama radyasyonun baharatta ticari steriliteyi
saglamada yeterli oldugu gortilmustir. Baharatin
islendigi ortamlarin hijyenik olmast durumunda ise
7 kGy’lik dozunda yeterli oldugu belirtilmistir (13).

Szabad ve Kiss’in, 7979, kirmizi biberlerde
yaptiklari calismada 5 kGy radyasyon dozu
uygulanarak mezofilik aerobik bakteri sayisinda
2.5 log KOB/g azalma gozlenmistir. 11 kGy’e
kadar yapilan uygulamalarda ise koliform grubu
bakteriye rastlanmadigt bildirilmistir (1). Diger
bir ¢alismada ise baharata uygulanan 4-10 kGy
dozda 1sinlama sonucunda, karabiber, beyaz
biber, zerdecal ve feslegende koliform grubu
bakterilerin tamamen yok edildigi belirlenmistir.
10 kGy dozdaki 1sinlama sonucunda spor olusturan
bakteri sayis1 10° KOB/g'in altina, 12-15 kGy
dozda ise toplam aerobik bakteri sayist kabul
edilebilir seviyeye cekilebilmistir (19).

Waje ve ark. (16), isinlama (10 kGy) uyguladiklar:
karabiber orneklerini 4 ve 20 °C’ de 6 ay
depolamuglardir. Arastirmacilar, 4 °C'deki depolanan
orneklerde toplam aerobik bakteri sayisinda 4 log
KOB/g, koliform sayisinda 5 log KOB/g, kiif ve maya
sayisinda 3 log KOB/g azalma belirlermislerdir.
20 °C’deki 6rneklerde ise toplam aerobik bakteri
sayisinda 3 log KOB/g, koliform sayisinda 2 log
KOB/g, kiif ve maya sayisinda 1 log KOB/g azalma
oldugunu gozlemlemislerdir.

Yapilan diger bir calismada Sadecka (17), karabiber
orneklerine gama 1s1n1 (5 kGy, 10 kGy ve 30 kGy)
uygulamistir. Uygulama sonrasinda tim dozlarda
toplam canli sayisinda 6 log KOB/g, koliform
sayisinda ve kif -maya sayisinda 1 log KOB/g
azalma gozlemlemistir.

Mikrobiyel yukteki azalmanin yansira ugucu
bilesenlerde de azalma oldugu gorilmustiir. Tar¢in
ornekleriyle yapilan bir ¢alismada 0, 5, 10, 15, 20 ve
25 kGy 1sin uygulanmistir. Uygulama sonrasinda
orneklerdeki ucucu bilesiklerde yaklasik % 56 —
% 89.5 diizeyinde 6nemli bir azalma meydana
geldigi belirlenmistir (20).

Mikrodalga Isin ve Radyo Frekansi Uygulamalari

Gidalarin 6zellikle su molekiillerinin hareketine
neden olan mikrodalga isinlari, 1st cesidi degil, bir
enerji bicimidir. Molekillerin hareketi sonucunda
olusan surtinmenin etkisiyle 1s1 aciga cikar.
Mikrodalga isinlari gida endustrisinde 915 — 2450
MHz frekans araliginda kullanilmaktadir (21).
Radyo frekans isitma ise belirli frekanslardaki
elektromanyetik dalgalardan faydalanarak, 1sinin
gida icerisinde olusturuldugu, mikroorganizmalari
sicaklik prensibine dayanarak inhibe eden, 13.56
— 27.12 ve 40.68 MHz frekanslarda uygulanan
teknolojidir (22).

Kim ve ark.(23), Salmonella Typhimurium
ve Escherichia coli O157:H7 inokiile ettikleri
karabiber ve kirmizibiber 6rneklerine 27.12 MHz
radyo frekans 1sitma uygulamislardir. Mikrobiyel
yukiin karabiber 6rneklerinde 50 s stirede 2.80 —
4.29 log KOB/g, kirmizibiber 6rneklerinde ise 40 s
strede 3.38 — 5.0 log KOB/g diizeyinde azaldigini
bildirmislerdir.

Yerel marketlerden temin edilen cesitli baharata
ev tipi mikrodalga prosesi uygulanmistir. 16 adet
ornekte yapilan calismada baslangi¢c ortalama yuki
aerobik mezofil bakteri sayist 1.18x10°-5.1x10°
KOB/g, mezofil sporlu bakteri sayst 1.2x10* — 1.2x10"
KOB/g, kiif ve maya sayist ise 1.0'x10° — 2.2x10°
KOB/g olarak belirlenmistir. Uygulama sonrasinda
kif ve maya sayisinda 1- 3 log KOB/g arasinda,
aerobik mezofil bakteri sayisinda 1-5 log KOB/g
arasinda dusis olurken, spor olusturan bakteri
sayisinda 1-2 log KOB/g azalma olmustur (24).

Jeong ve Kang (25) farkli nem seviyelerine sahip
kirmiz1 ve karabiberlere E. coli O157H7 ve S.
Typhimurium inokule ettikten sonra 27.12 MHz
duzeyinde radyo frekans isitma uygulamislardir.
Mikroorganizmalarin 7 log KOB/g diizeyinde inhibe
oldugunu ve nem miktarlart arttik¢ca inhibisyonun
daha kisa stirede saglandigini belirtmislerdir.

Kizil6tesi (infrared) Isin Uygulamalari

Kizilotesi 1smnlart, dalga boyu mikrodalga 1simlardan
daha kisa (750 nm ile 1 mikrometre) olan
elektromanyetik 1sinlardir. Kizilotesi radyasyonun
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en cok hasar verdigi yapinin proteinler oldugu,
onlart sirastyla RNA, hiicre duvart ve DNA takip
ettigi gdzlenmektedir (26).

Kirmizibiberlere 5 kW/m? orta dalga kizilotesi ve
11 kW/m? kisa dalga kizil6tesi sinlant uygulandiktan
sonra farkli su aktivitelerindeki 6rneklerin mikrobiyel
yukiindeki degisime bakilmistir. B. cereus spor
sayisinda 0.96 su aktivitesinde 5 kW/m? orta dalga
kizilotesi uygulama sonrasinda 5 log KOB/g azalma
gerceklesmis, 11 kW/m? kisa dalga kizilotesi 1sin
uygulamasi sonrasinda ise 6 log KOB/g azalma
saptannmustir (27).

Karabiber tanelerinde yapilan calismada uzun
dalga kizilotesi 1sin uygulamasinin mikrobiyel
yiike etkisi arasturilmistir. Orneklerin toplam
mezofilik aerobik bakteri sayisinin 300°C’de 4.7
dakika uygulama sonrasinda, 350°C’de ise 3.5
dakika uygulama sonrasinda 4 log KOB/g diizeyinde
azaldigini belirlemislerdir (28).

Diger bir calismada ise 7 log spor/g B. cereus ile
inokdle edilen kirmizibiberlere kisa dalga kizilotesi
1sin uygulandiktan sonra 0.76 ve 0.84 su aktivitesinde
7°C’de depolanmistir. Depolamanin 4 aylik test
periyodu sonunda ise B. cereus seviyesinin 2-3 log
spor/g araliginda seyrettigi belirlenmistir (29).
Kekik yapraklarina (aw: 0.88) uygulanan kisa
dalga kizilotesi isinlarinin B. cereus sporlarini 5.6
log KOB/g diizeyinde azalttigt bildirilmistir (30).
Ozon Uygulamalari

Ozon atmosferde dogal halde bulunan bir maddedir.
Ozon uygulamalarinin gida endustrisindeki
kullanim avantajlart disiik konsantrasyonda etkili
olmasi, temas stresi ve yarilanma Omrinin
nispeten kisaligi, keskin kokusu nedeniyle cabuk
fark edilebilmesi, cabuk parcalandigindan
cevreye zararsiz olmasi, kanserojen veya mutajen
olmamasidir. Molekul halindeki ozon veya ozonun
ayrisan hidroksil radikal gibi Urlinleri kalinti
birakmadan mikroorganizmalari hizli bir sekilde
inaktive edebilmektedir. Gida endustrisinde
uygulanabilirligi acisindan bircok avantaji vardir
fakat ytuksek dozda ozon kullanimi gidalarin
kalite parametrelerinde istenmeyen sonuclara
neden olabilmektedir (31).

Zhao ve Cranston 7999’un tane karabiber
orneklerine 6.7 mg/l ozonu 6 saat gaz seklinde
uyguladiktan sonra Orneklerde toplam canli
sayisinda 6 log KOB/g azalma saptadiklart
bildirilmistir. Diger bir calismada ise E. coli

B. cereus ve B. cereus sporlart inokile edilen
kirmizibiberler 20 °C ve % 70 nemde ozon gazi
ile muamele edilmistir. Orneklere 1.0 ppm ozon
gaz1 360 dakika stire ile uygulandiginda B. cereus
ve E. coli sayist 1.5 ve 2 log KOB/g azalirken,
7.0 mg/l ozon gazi 360 dakika uygulandiginda
ise B. cereus sporlarinda 1.5 log KOB/g azalma
tespit edilmistir (32).

Asill ve arkadaslart (33), kekik, nane, kedi otu,
sater otu gibi tibbi bitkilere farkli konsantrasyon
ve siirede ozon gazi uygulamuslardir. Bu calisma
sonucunda ozon gazi uygulama slresi ve
konsantrasyonu arttikca mikroorganizma sayilarinda
daha fazla diisiis oldugu saptanmistir. Ayrica
ozon gazinin kif ve mayalar tizerinde diger
mikroorganizma gruplari gore daha etkili oldugu
goralmustir.

Yapilan diger bir calismada ise kurutulmus keklik
otuna 2.8 ve 5.3 mg/l ozon gazi 30, 60, 90 ve 120
dakika uygulanmistir. 120 dakika 2,8 mg/l ozon
gazi uygulamasi aerobik toplam canli sayisinda
2.7 log KOB/g, kiif ve maya sayisinda ise 1.8 log
KOB/g azalma saglamistir. 90 dakika 5.3 mg/g
ozon gazi uygulamast ise aerobik toplam canli
sayisini 3.2 log KOB/g diisiirmiistiir. Orneklere
5.8 log KOB/g diizeyinde Salmonella inokiile
edilmis, 2.8 mg/l ve 5.3 mg/l ozon gazinin 120
dakika boyunca uygulanmasinin Salmonella
sayisinda sirastyla 2.8 ve 3.7 log KOB/g azalma
sagladig: tespit edilmistir (34). Bununla birlikte
0-20 mg/I duzeyindeki ozon gazinin dogrudan veya
suya verilerek 5-00 dakika boyunca uygulanmasinin
mikrobiyel yiikte belirgin bir azalma saglamadigimni
belirten ¢calismalar da bulunmaktadir (35, 36).

Soguk Plazma Uygulamalari

Plazma, maddenin uyarilmis atom ve molekiiller,
iyonize gazlar, serbest radikaller gibi kimyasal
bilesikler ve elektronlardan tamamini ya da bir
kismint iceren yiksek enerji verilmis dordiinct
halidir. Atom ve molekdllerin elektriksel yapisini
yeniden dizenlemek ve uyarilmis tirler ve
iyonlar tretmek icin bir gaza enerji uygulanarak
olusturulmaktadir. Ortam sicakliginda ya da
oldurici  dozun  alundaki  sicakliklarda
mikroorganizmalarin atomik olarak asinmasi ve
genetik materyalinin yikimryla mikroorganizmalar
yok edebilmektedir (37).

Karabiberlerle yapilan bir calismada sterilizasyon
icin mikrodalga ile olusturulan plazmanin etkinligi
arastirllmistir. 10° ve 107 spor/g seviyesinde



B. subtilis sporlari iceren karabiberlere dustik
basinglt hava plazmasi uygulanmistir. Uygulama
sonucunda sporlarin DNA’sinin yikima ugradigi ve
mikrobiyel yukiin sifirlandigi saptanmustir (38).

Diger bir calismada Aspergillus flavus ve B. cereus
sporlart ile inoktle edilmis kirmizibiber tozu
orneklerine mikrodalga destekli soguk plazma
(CPT) uygulamast yapilmistir. CPT uygulamasi 900
W, 667 Pa azot ile birlikte 20 dakika yapildiginda
A. flavus sporlarinda 2.5+0.3 log spor/g, toplam
aerobik bakteri sayisinda 1 log KOB/g azalma
saglamistir. Kirmizt biber tozu inoktle edildikten
sonra 900 W’da helyum—oksijen gaz karisimi ve
90 °C’de 30 dakika sicaklik uygulamasi ile soguk
plazma uygulandiginda 3.4 + 0.7 log spor/g inhibe
edilmistir (39).

Sun ve ark.(40), Salmonella spp. inokule etikleri
tane karabiberlere atmosferik basin¢ plazma
(APP) uygulamuglardir. Arastirmacilar, Salmonella
sayisindaki azalmanin islem stiresine bagli oldugunu,
60-80 s uygulama sonunda 4.5-5.5 log KOB/g
azalma oldugunu bildirmislerdir.

Yiiksek Basin¢ Uygulamalari

Yiksek basing, gidanin raf dmrint arttirmak icin
yapitlan kati ve sivi gidalara ambalajli ya
da ambalajsiz  olarak 100-1000 MPa basing
uygulanmasidir.  Bu  oranlardaki  basing
mikroorganizmalarin hiicre zarina zarar verir,
devaminda protein ve enzim denatiirasyonu ile
mikroorganizmalart inaktive eder (41).

Karabiberlerin mikrobiyel ytikiini azaltmak icin
karabiberlere farkli sicakliklarda (60-80-
100-140°C), 30 dakika 1000 MPa basing
uygulanmistir. Tim uygulamalar sonucunda
vejetatif mikroorganizmalarin tamami inaktive
edilmistir. 1000 MPa basin¢ uygulamasinda 60
°C’de kuf sporlarinin % 84.3’G olduralmiusttr.
Bakteri sporlarmin ise 1000 MPa 140°C’de % 99.9'u
inaktive edilmistir (42).

Darbeli Isik Uygulamalari

Darbeli  1sik, ultraviyole 1sininca  zengin,
genis spektrumlu kisa darbeleri kullanarak
mikroorganizmalari olduren, ylzey
dezenfeksiyonunu saglayan bir yontemdir (41).

Yapilan bir calismada Saccharomyces cerevisiae
inokiile edilen bugday unu ve karabiber 6rneklerine
58 J/cm? darbeli 1sik uygulamasi yapilmis ve
orneklerdeki mikrobiyel yikte 1 log KOB/g azalma
oldugu belirtilmistir (43).

Nicorescu ve ark. (44), B. subtilis ile inokiile
ettikleri kimyon, karabiber ve kirmizibiber
orneklerine, 3000 V’da 1 Hz’'lik 10 darbeli 1s1k
uygulamuslardir. Karabiber ve kimyon orneklerinde
0.8 log KOB/g azalma olurken, kirmizibiber
orneklerinde 1 log KOB/g azalma tespit etmislerdir.

Darbeli Elektrik Alan Uygulamalari

Vurgulu elektrik alan, 2 —-300 ms gibi kisa
sturelerde ve ytiksek elektriksel alan ile yapilan
bir uygulamadir. Uygulama iki elektrot arasina
konulan gidaya 20 — 80 kV/cm? arasi yliksek
voltaj verilerek yapilmaktadir. Uygulama
mikroorganizmalarin ~ hiicre = membraninin
gecirgenligini arttirarak koruyucu 06zelligini
yitirmesine sebep olur (45).

Keith ve ark. (46), darbeli elektrik alanin sogan
tozu, dereotu ve feslegen 6rneklerindeki mikrobiyel
yik tzerine etkinligini arastirmislardir. Sogan
tozu Orneklerinde 25 kV/cm, 5 us, 200 ms siire,
dereotu Orneklerinde 12 kV/cm, 10 ps, 320 ms
sure, feslegen orneklerinde ise 10 kV/cm, 5 ps,
320 ms stre uygulandiginda toplam aerobik canlt
sayilarinda yaklasik 1 log KOB/g azalma oldugunu
bildirmislerdir.

Kombine Yontemler

Yapilan arastirmalar mikrobiyel yuku ytksek
olan baharata uygulanan yontemlerin tek basina
yeterli olmadigini gostermistir. Bu nedenle farkls
yontemlerin birlikte kullanimi tizerine arastirmalar
yapilmustir.

Kurutulmus kirmizibiberler buhar ile 1sil islem
gordikten sonra 10 kGy gama i1sinina maruz
birakimistir. Bu islemler sonucunda baslangi¢
yuki 10° KOB/g olan mikroorganizma sayisinda
1-2 log KOB/g azalma saptanmustir. Isinlanmis
orneklerde kapsantin  miktarinda azalma
gozlenmistir. Bunun disinda bilesenlerinde bir
degisiklik gozlenmemistir (47).

Kimyon tohumlarina uzun dalga kizilotesi (Far
Infrared — FIR) ve ultraviyole (UVC) isinlart iki
farkli sekilde uygulanmis ve toplam mezofilik
aerobik canli sayisina etkisi incelenmistir. 200°C
5.5 dakika, 250°C 4.5 dakika ve 300°C’de 3 dakika
FIR uygulamasi sonrasinda sirastyla 2 log KOB/g,
3 log KOB/g ve 2 log KOB/g azalma oldugu
saptanmugtir. 200°C 5.5 dakika, 250°C 4.5 dakika ve
300°C’de 3 dakika FIR, ardindan UVC uygulamasi
sonrasinda ise sirastyla ilave 1 log KOB/g azalma
oldugu belirlenmistir (48).
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Cesitli baharata gama 1sin1 ve etilen oksit
kombinasyonu uygulanmis ve ¢rneklerin toplam
bakteri sayisindaki degisim gozlenmistir. Ortalama
baslangic yukt 4.0x10° KOB/g olan karabiber
orneklerinde 16 kGy 1sinlama sonrasinda 6 log
KOB/g ve baslangi¢c yuktu ortalama 9.9x10°
KOB/g olan kirmizibiberlerde ise 10 kGy 1sinlama
sonucunda 6 log KOB/g azalma tespit edilmistir (49).

Kirkin ve ark. (50), gama sin1 (7 kGy, 12 kGy ve
17 kGy) uygulayip ve modifiye atmosferle (%100
N2) paketledikleri kekik, biberiye, karabiber ve
kimyon 6rneklerinin toplam canli, kif ve maya
icerigi tzerine etkinligini incelemislerdir. Toplam
canli sayisit baslangic yiki 4.5-5.5 log KOB/g
olan kekik, biberiye ve kimyon 6rneklerine 7 kGy
ve uzerindeki dozlar uygulandiginda mikrobiyel
yuk tespit edilemeyecek miktarlara diismustir.
Baslangic ytuki 7 log KOB/g olan karabiber
orneginde ise 7 kGy dozdaki 1sin uygulama
sonrasinda toplam canli sayisinda 3.3-3.8 log
KOB/g azalma tespit edilmis, 12 kGy ve Uzeri
gama 1sin1 uygulanan tim 6rneklerde mikrobiyel
yuk saptanamamustir.

Cheon ve ark. (51) orta dereceli 1s1 uygulamast
(65 °C) ve UVC (20.4k]/m?) uygulamasini kombine
ederek 10 dk stre ile E. coli O157:H7 ve §.
Typhimurium inokule ettikleri kirmizibiberlere
uygulamislar ve bu mikroorganizmalarin sayilarinda
strastyla 2.88 ve 3.06 log KOB/g azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Ha ve Kang
(52) toz kirmizibibere inokule ettikleri E. coli
O157:H7 ve . Typhimurium uzerine yakin
kizilotesi ve UV uygulamalarint kombine ederek
uyguladiklarinda sirasiyla 2.78 ve 3.34 log KOB/g
azalma sagladiklarini belirtmislerdir.

SONUC ve ONERILER

Geleneksel yontemlerin mikrobiyel yuku
azaltmadaki rolt etkin olmakla birlikte, 1sisal isleme
dayal1 sterilizasyon baharatin organoleptik
ozelliklerinde istenemeyen degisimlere neden
olabilmektedir. Diger taraftan alternatif yontemler
gerek tek basina gerek kombine sekilde
uygulandiginda ayni etki saglanabilmekte ve
kalite ozellikleri daha iyi korunabilmektedir. Bu
yontemler kullanildiginda hammadde kaybi
azalacagindan Uretimde verimliligin artacag:
distintilmektedir. Uzun vadede diistntildigiinde,
hammadde kaybi minimum olacagindan karlilik
artacak ve bu yontemlerin ilk kurulum maliyetini
karsilayacaktir.

Yeni yontemlerin cesitli kombinasyonlarinin
denenmesine iliskin arastirmalar devam etmektedir.
Boylelikle sanayiye yeni yontemler adapte edilerek
kalitesi yliksek son trtinler elde edilebilir.
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