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Editordentl Edi-

Akademik Gida dergisinin 15. yayin yilinin iclincii sayisinda sizlerle birlikteyiz. Bu sayimizda 9
arastirma ve 5 derleme calismasi olmak tizere toplam 14 makale yer almaktadir.

TUBITAK-ULAKBIM'in Haziran ayinda tarafimiza génderdigi bir yazida, yazar adindan yapilan
yayin/atif taramalarinda isim benzerlikleri, soyadi degisikligi, Tirkce harf iceren isimler, farkli
yazimlar, kurum degisiklikleri gibi durumlarin sorun olusturabildigi ve bu nedenle
arastirmacilarin tanimlayici kimlik/numara (ID) edinmelerinin énemli oldugu vurgulanmistir.
ULAKBIM TR Dizin sistemlerinde tanimlayici ID bilgilerine yer vereceginden ve
standardizasyonun saglanabilmesi ve YOK ile birlikte yiiriitiilecek ortak calismalarda ORCID®
kullanilacagr icin, TR Dizin'de yer alan veya yer almak lzere basvuran dergilerin, yazarlardan
ORCID® bilgilerini talep etmeleri ve dergide/makalelerde bu bilgiye yer vermeleri tavsiye
edilmistir. ORCID®, Open Researcher ve Contributor ID'nin kisaltmasidir. ORCID®, Uluslararasi
Standart Ad Tanimlayici (ISNI) olarak da bilinen I1SO Standardi (ISO 27729) ile uyumlu 16 haneli
numaral bir URI'dir. ORCID® numarasi olmayan arastiricilar http://orcid.org adresinden bireysel
ORCID® numarasi igin Ucretsiz kayit olusturabilmektedir. Dergimizde makale yazarlarinin
ORCID® numaralarinin verilmesi uygulamasi 2017 yili ikinci sayimizda baslamistir. Dergimize
yeni makale gonderecek olan arastirmacilarin makalelerine tiim yazarlarin ORCID® numaralarini
eklemeleri gerekmektedir. Tum yazarlarin ORCID® numara bilgisi saglanmayan makaleler
dergimizde yayimlanmayacaktir.

Bu yil ve 6niimuzdeki yillarda daha fazla ulusal ve uluslararasi veri tabani ve indekste
dizinlenmek ve derginin uluslararasi dizeyde taninirhdini arttirmak icin calismalarimizi
stirdurlyoruz. Dergimizin kalitesini ve uluslararasi alanda sayginligini arttirabilmemiz icin etki
faktorinin yukseltilmesi baslica hedeflerimiz arasindadir. Bu nedenle siz degerli bilim
insanlarindan gerek dergimize ve gerekse diger ulusal ve uluslararasi dergilere génderdiginiz
makalelerde Akademik Gida dergisinde yayimlanan makalelere mimkiin oldugunca atif
yapmanizi tekrar rica ediyoruz.

Katkilarinizla dergimizin daha iyi noktalara gelecegine ylrekten inaniyoruz. Ayrica, dergimizde
arastirma makalelerinin ve ingilizce olarak yazilan makalelerin degerlendirme ve yayinlanma
strelerinin diger makalelere kiyasla oldukca kisa oldugunu yazarlarimiza tekrar hatirlatmak
istiyoruz.

Bu sayinin olusmasinda katkida bulunan; calismalarini yayimlanmak tizere dergimize génderen
yazarlara ve bu calismalari titizlikle degerlendiren yayin kurulu Gyelerimiz ve hakemlerimize
tesekkdirlerimizi sunuyoruz.

Saygilarimizla.

Prof. Dr. Oguz Giirsoy
Editor

Prof. Dr. Ozer Kinik

Prof. Dr. Ramazan Gokce
Prof. Dr. Yusuf Yilmaz
Yardimci Editorler
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Modified Low Glycemic Index Ingredients in Noodle Processing:
Rheology and Microstructural Characteristics
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ABSTRACT

Low glycemic index ingredients are now getting attention due to their effect on human nutrition and health.
Modification of these ingredients further enhances the beneficial properties of food products. Objective of the study
was to modify some of the low Gl ingredients such as rajma, guar, guar seed and oats with different chemical
treatments. These chemical treatments were earlier used for the modification of starches. Studies on the modification
of complex foods having both starch and proteins were scanty. These modification techniques yielded some
ingredients which had improved rheological behavior and also enhanced product quality parameters. Modification of
ingredients has become a new innovation in food technology, with ease of preparation and utilization. These
ingredients can be used in a variety of foods from bakery to pasta products. These are having worthy nutritive
principles which are beneficial for several health related issues. Further study is needed to understand the molecular
changes during modification.

Keywords: Modified low glycemic index ingredients, Chemical modification, Succinic anhydride, Rheology, Scanning
electron microscope

Eriste Uretiminde Modifiye Diisiik Glisemikjndeksli Bilesenlerin Kullanimi: Reoloji ve
Mikroyapi Ozellikleri

6z

Dusiik glisemik indekse sahip gida bilesenleri insan beslenmesi ve sagligi tGzerindeki etkileri nedeniyle son yillarda
dikkat cekmektedir. Bu bilesenlerin modifikasyonu, Grtinun yararl dzelliklerini daha da iyilestirmektedir. Bu ¢alismanin
amaci, rajma, guar, guar tohumu ve yulaf gibi bazi disik glisemik indekse sahip bilesenlerin farkli kimyasal islemlerle
modifikasyonudur. Bu kimyasal islemler daha 6nce nisastalarin modifikasyonu igin kullaniimigtir. Nisasta ve protein
iceren kompleks gidalarin modifikasyonu Uzerine calismalar oldukga yetersizdir. Bazi bilesenlere uygulanan
modifikasyon teknikleri, reolojik davraniglari iyilestirdigi gibi Grlin kalite parametrelerini de gelistirmistir. Gida
bilesenlerinin modifikasyonu, hazirlanma ve kullanma kolaylidi ile gida teknolojisinde bir yenilik haline gelmistir. S6z
konusu bilesenler firincilik Griinlerinden makarna Grlnlerine kadar birgok gidada kullanilabilir. Bunlar saglik ile ilgili
birgok konuda faydali olan degerli besleyici 6zelliklere sahipler. Bilesenlerin modifikasyonu sirasinda ortaya gikan
molekuler degisiklikleri anlamak i¢in daha fazla calismanin yapilmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Modifiye duslk glisemik indeksli bilesenler, Kimyasal modifikasyon, Siksinik anhidrit, Reoloji,
Taramali elektron mikroskobu
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INTRODUCTION

Glucose is one of the major energy sources for human
body. Glucose is used by brain, muscle and other
organs as a fuel to perform their regular action.
Glycemic index of glucose is set at 100 and all other
food groups are compared to this and classified as low
medium and high glycemic index (Gl) foods. Foods
having Gl of less than 55, 55-69 and more than 70 are
known as low, medium and high Gl respectively. Low Gl
foods affect blood glucose and also insulin sensitivity,
with slow digestion and absorption properties. Low Gl
foods are boon for the diabetics, as this assists in
maintaining their blood glucose levels for a normal living
[1]. Low Gl ingredients occur in all food groups, in
pulses pea, lentil, rajma, chickpea. In vegetables all high
fiber vegetables, among which cluster bean (guar)
stands first. Green leafy vegetables are also known to
be low Gl [2]. Some earlier studies reported tubers also
show low Gl after consumption [3].

Modification of low Gl ingredients helps in improving the
physico-chemical and organoleptic characteristics of the
products. With modification there was improvement in
texture and sensory characteristics of the noodles [4].
Plenty of studies emphasized on the influence of
modified starches on the product quality features.
Modified starches have shown positive effect in product
structure, flavour and also nutritional aspects [5]. To
improve the nutritional properties of the products
different modification techniques like chemical and
enzyme methods were used. Some of the earlier study
reported the modification of a complex matrix (cereal
flours), which consists of starch and proteins [6].

Even though there are enormous sources of low Gl
ingredients there lays a lacuna in utilizing these food
groups in routine life. Some of the ingredients are not
consumed by majority of the population. So, a carrier is
needed to ensure the delivery of these beneficial
ingredients for the people in need. In this background,
noodle is selected as carrier because of its increasing
popularity among all the age groups and also for its
ease of preparation. Objective of the present study is to
modify different low glycemic index ingredients and
looking at the aspects of its effect on rheological and
microstructural characteristics. It was also planned to
use the modified ingredients in noodle processing and
observing the effect on its product quality parameters.

MATERIALS and METHODS
Procurement and Processing of Raw Materials

Main raw material for noodle processing is T. durum
semolina. Same was purchased from local market. Low
Gl ingredients such as rajma bean (Phaseolus vulgaris
L.), oats flour (Avena sativa) and guar (Cyamopsis
tetragonoloba) were also obtained from local market.
Other raw material guar seed was gifted by Lotus
Gums& Chemicals (Rajasthan, India). The procured
materials (rajma and guar seeds) were cleaned and
ground in chakki flour mill to required particle size and
stored until further use. Guar was blanched according to
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method described by Ranganna [7] and dried in cabinet
air drier, until completely dried. Dried guar pods were
then powdered and stored. Selection of low Gl
ingredients was based on the preliminary optimization
studies, in which Gl of the ingredients were analyzed
and formulations were optimized accordingly. Enzymes
like pepsin, invertase, amyloglucosidase and pancreatic
a-amylase were procured from Sigma Chemicals, USA.
All other chemicals used for modification were of
analytical grade unless and otherwise mentioned.

Optimization Studies

Initially noodles were formulated using different low Gl
ingredients such as rajma flour (GI-32), oats flour (Gl-
52), guar flour (GI-32) and guar seed flour (Gl-41) with
base material T.durum (Gl-75). These low Gl ingredients
were blended with T.durum flour at different proportions.
Blends were subjected to rheological characterization.
Noodles were prepared with the blends utilizing the
method of Bharath Kumar and Prabhasankar [8].
Prepared noodles were analyzed for its physico-
chemical, sensory and in vitro digestibility properties.
Results of the above products were analyzed and an
optimized formulation was finalized for further
modification to improve product quality characteristics.
On basis of this, 20% rajma flour, 30% oats flour, 10%
guar powder and 7.5% guar seed powder was taken for
the modification study.

Rheological Characteristics of Modified Flour
Blends

Rheological study of the unmodified and modified
optimized blends were carried out using Farinograph
(AACC, 54-21) reports water absorption, dough
development time and dough stability which plays a vital
role in product quality. Amylograph (AACC, 22-10.01) to
understand the pasting properties and amylase enzyme
activity of the modified flour blends. Alveograph (AACC,
54-30A) to recognize the visco-elastic properties of the
dough. Rheological properties were determined
according to the standard AACC methods [9].
and Noodle

Modification of

Formulation

Ingredients

Optimized levels of the low Gl ingredients were set and
taken for modification. Modification was carried out by
altering pH to alkaline condition using sodium
bicarbonate, esterification with succinic anhydride,
octenylsuccinic anhydride and treating with potassium
permanganate solution. Modification procedure was
adopted by Bharath Kumar and Prabhasankar [6] with
some variations. In brief; optimized blends were brought
to respective alkaline pH while mixing in the Spar mixer
with the addition of sodium bicarbonate, while dough
was checked frequently for the pH with dough pH
analyzer. For esterification [6,10] octenylsuccinic
anhydride (3.0% of the weight of starch in the sample)
and succinic anhydride (4% starch basis) were added,
by maintaining the pH of the dough at 8.5. Another
modification using potassium permanganate solution
was also carried out by adopting the method used by
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Takizawa [11], with some minor modification for this
0.01% of potassium permanganate was used in acidic
condition during dough forming. Use of all the chemicals
for modification is according to Food and Drug
Administration  (FDA) regulations. Noodles were
formulated according to the method followed by Bharath
Kumar and Prabhasankar [8]. Modified dough was
rested for 5-10 min and later it was sheeted and cut into
noodles using lab scale noodle making machine
(Imperia Restaurant, Italy). Then noodles were dried at
50°-55°C for 2 h in a cabinet tray drier. The dried
noodles were cooled and packed until further utilization
in poly propylene packages.

Chemical Composition

Noodles were analysed for protein and dietary fiber
according to the AOAC methods [12]. Micro-Kjeldahl
method was used to determine nitrogen contents
noodles [13]. In order to calculate protein content from
nitrogen determination a conversion factor 5.7 was used
for control noodles and a contribution of nitrogen from
non-wheat ingredients was calculated using factor of
6.25. All the values were reported on dry basis.

Cooking Quality of Noodles

Prepared noodles both unmodified and modified were
subjected for cooking quality evaluation adopting the
method from AACC (66-50) [9]. Noodles were cut to
5cm approximately by length. Weighed amount of
sample (25g) was put in 250mL of boiling water and
examined the time until noodles were completely
cooked. Gruel was drained and collected for the solid

Percentage starch gelatinization (%) = 41 %100

Instrumental Colour Measurement of Noodles

Cooked noodles were analysed for it colour attribute
using Lab scan-XE (Reston, USA) equipped with a D65
illuminant with a 2° view angle and slit width of 2 mm.
The 10g samples were placed in a quartz container
provided with the equipment and placed on the silt
opening. Surface colour of the noodles was measured.
Measurement was carried out in triplicates and average
value of the same was reported. The parameters L*, a*
and b*, indicating lightness (L=100) /darkness (L=0)
dimensions, redness (+ve) to greenness (-ve) and
yellowness (+ve) to blueness (-ve) of the samples
respectively were recorded for the samples [16].

Instrumental Firmness of Noodles

Firmness of unmodified and modified noodles was
measured using Texture analyzer model TA-XDi (Stable
Micro Systems, UK) equipped with Warner Bratzler
Blade for shear. Analysis was carried out with the
procedure followed as Bharath Kumar and
Prabhasankar [15]. The data thus obtained were
analyzed statistically.
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leach out analysis. Cooked samples were analyzed for
its texture, colour and sensory properties.

Sensory Analysis using Quantitative Descriptive
Analysis (QDA)

Prepared products were evaluated for their quality
characteristics and for its acceptance. Panelists who
regularly participate in evaluating the noodles were
selected (Male and Female; 10-15). QDA method to
analyze the products was used for the study. This
methodology was developed by Stone and Sidel [14].
Method for the sensory evaluation was followed
according to Bharath Kumar and Prabhasankar [8].
Later obtained results were correlated and graphically
represented as sensory profiles.

Percentage of Starch Gelatinization

Percentage starch gelatinization was estimated using
the method of Bharath Kumar and Prabhasankar [15]. In
brief, cooked noodles were freeze dried and
approximately 2g of the powdered samples was taken in
100mL of distilled water and mixed for 2min using
magnetic  stirrer at room temperature (27°C).
Suspension was centrifuged at 15009 for about 10min. 1
mL of supernatant was mixed with 1mL of iodine
solution (4% potassium iodide and 1% resublimed
iodine). This solution mixture was made upto 10mL with
distilled water and absorbance was read at 600nm
immediately (As). TmL iodine solution made upto 10mL
was served as a blank (Az). Absorbance was taken in
triplicates. Percentage starch gelatinization was
calculated using the equation-1;

(1)

Az
Microstructural characterization

Cooked and freeze dried fresh and dried noodle
samples were scanned under scanning electron
microscope according to the method described in
Prabhasankar [17]. The samples were mounted on the
specimen holder and sputter-coated with gold. Then,
each sample was transferred to electron microscope
(LEO 435 VP, USA) and observed for microstructural
characteristics.

Statistical Analysis of Data

The mean scores (n=4) of individual attributes of all the
tests were calculated. Duncan’s new multiple range test
[18] was applied to the data to find the significance
difference between mean values of the samples.
RESULTS and DISCUSSION

Rheological Properties

Unmodified and modified flour blends were subjected to

different rheological analysis using amylograph,
farinograph and alveograph. Results of the same are
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given in Table 1 and Fig.1, Fig.2. Amylograph analysis
(Table 1) indicated that peak viscosity increased and
also decreased with the modification of ingredients. This
indicates the action of chemicals in both improving and
inhibiting the pasting properties of the flour blends.
Increase in peak viscosity may be due to inhibition of the
amylase enzyme activity in the samples with the
modification. Amylograph expresses the pasting
characteristics and also amylase enzyme activity of the
samples. It is clearly seen that with the increase in pH
for rajma blends, swelling of the starch granules
reduced with delay in the start of gelatinization time and
temperature, which was 68.7°C (10.25min) for
unmodified and increased to 80.7°C (12.17) for modified
blends. Also there was a significant increase in the peak
viscosity from 390 to 434BU, this is mainly because of
the inhibited enzyme activity in the blend. Hot paste and
cold paste viscosity indicates the pasting behavior,
which was changed after modification. In case of
potassium permanganate treated blends there was a
reduction in stability of the paste compared to
unmodified blends, indicated by the reduced hot paste
viscosity from 379 to 292BU. The instability may be
because of the oxidation of the starch and other protein
molecules in the blends. The initiation of gelatinization
also delayed compared to unmodified samples, as the
oxidation of starch reduces the swelling power of starch
molecules [19,20].Even though CBSP has the highest

Table 1. Amylograph analysis results

peak viscosity among all the samples, its stability was
quite low. Hot paste viscosity reduced from 542 to
418BU, cold paste viscosity also followed the same
trend with reduction from 884 to 621BU. Hot paste and
cold paste viscosity of the unmodified blends was the
highest among all the samples. This is due to its
galactomannan content in guar seeds, which has high
viscosity compared to any other ingredients [21].
Modified samples of CBP with OCT showed delayed
gelatinization time from 9.80min (64.5°C) to 11.25min
(78.4°C) with increase in gelatinization temperature.
Also with modification there was a drastic reduction in
peak viscosity from 392 to 285BU. Hot paste viscosity
(292BU) and cold paste viscosity (411BU) was the
lowest for this modified sample among all the samples.
This may be correlated with the results of earlier study
where jack beans starch was modified and observed
changes in the peak viscosity [22]. Sample (oats)
modified using SUCC showed higher initial gelatinization
temperature from 63.5°C to 68.3°C. Also peak viscosity
increased from 467 to 484BU and the paste was
relatively stable compared to other pastes [23]. Stability
of the paste is due to the high soluble fiber content in
the sample. Cold paste viscosity reduced from 741 to
694BU, which shows the degradation of starch
molecules after modification. Results were in line with
earlier study where on modification with SUCC, the
starch was reasonably stable [24].

Beginning of gelatinization

Samples

Peak viscosity

Hot paste viscosity  Cold paste viscosity

Time (min) Temperature (°C) (BU) (BU) (BU)
RF 10.25°+1.01 68.7°°+0.2 390°+10 381°+11 7639421
RF 9.0 12.17°¢1.11 80.7¢+0.5 4348 464120 542°+11
CBSP 9.64°1£0.69 63.2240.9 498°+11 5429+14 884%14
CBSP KMnOa4 10.41°+1.01 69.1°¢0.4 45149 418°t15 621°¢19
CBP 9.80°+0.98 64.5°+0.1 392°+7 379°+14 689°+17
CBP OCT 11.25°+1.25 78.49+0.7 285°+6 2922+19 4112415
OATS 9.712+1.21 63.52+0.5 46719 451422 741915
OATS SUCC 10.24°+1 11 68.3°°40.4 484°+11 444°+14 694°+11

Values are mean+SD, n=4, Means in the same column with different letters differ significantly (p<0.05), RF - 20% rajma flour with T.
durum in noodles; RF 9.0 — RF modified with pH9.0; CBSP — 7.5% guar seed powder with T. durum in noodles; CBSP KMnOs —
CBSP treated with potassium permanganate; CBP — 10% dried guar powder with T. durum in noodles; CBP OCT — CBP treated
with octenyl succinic anhydride, OATS — 30% oats with T. durum in noodles; OATS SUCC — OATS treated with succinic anhydride.

Farinograph results (Fig. 2) showed that with
modification there was an increase in the water
absorption except in case of RF and its modified
variants. Increase in water absorption from 68% to 73%
was the highest in case of oats sample and reduction of
water absorption from 64.9% to 60.4% was the lowest.
Increase in the water absorption is mainly because of
the dilution of gluten, which is one of the key factors to
determine the water absorption and also water holding
capacity of the dough. As the starch and also gluten
component in the flour is modified with chemicals,
dough development time significantly increased
reaching close to 20 min, which is the maximum time for
the test. Results of the study mimic the earlier study
where addition of different edible fiber to the flour blend
increased the water absorption and dough development
time [25]. With the modification there exists a
competition between starch and protein for water. Due
to this dough will lose the property to hold water and
lose its stability. Stability of modified flour differed
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significantly from the unmodified flour samples.With the
highest variation in CBP samples, where stability
increased from 2.9 to 10.5, which was due to increase in
insoluble fiber content in the CBP sample.Stability of the
dough is mainly dependent on the gluten content in the
dough. But here with the modification of RF with pH 9.0
increased the stability of the dough, which is because of
the interference caused by the alkaline agent to the
degradation of gluten [26]. It can be seen that with the
modification of flours, time of breakdown for the dough
increased significantly, this may be because of the
modification which makes the dough to form gluten in
the slower rate compared to the unmodified flour blends.
Results can be comparable with the earlier study where
addition of some hydrocolloids delayed the formation of
gluten in the flour [27].
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Figure 1. Farinograph characteristics of modified and unmodified flour blends (Sample name abbreviations are as per
Table 1; WA-water absorption, DDT-dough development time, ST-stability, TB-time to breakdown)

Results of the alveograph (Fig. 3) revealed that with the
modification ‘P’ value increased significantly which can
be correlated with the results of farinograph, where
stability of the dough increased with modification in flour
blends. This may be because of the more pressure
required for the dough to make it swell. But on the other
hand index of swelling ‘G’ was reduced in the modified
flour blends, this may be due to under-formation and
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also breakdown of gluten in the dough with the
modification. Also during modification using pH 9.0,
there forms a polymeric complex in the sample, which is
hard to break. So the instrument is blowing air to break
the structure with increasing the maximum over-
pressure (P). Deformation energy of the dough ‘W’
increased significantly, this is due to the deformation of
starch and proteins in the dough during modification.
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Higher P and W value indicates the strength of the
dough. Among all the samples, oats flour modified with
succinic anhydride showed higher ‘P’ value, indicating
its strong fiber network, especially of soluble dietary

fiber. Upon esterification with succinic anhydride and
octenyl succinic anhydride, a strong network was formed
which has resisted the pressure applied.

1;8 | Unmodified BRF
100 - @GSP
80 - nGP
60 - =20F
40 A — ==
20 - — =
0 B — ! = T
Maximum Avg. abscissa at Index of swelling- Deformation Curve
overpressure-P  rupture-L (mm) G (ml) energy of dough- configuration
(mm) W ratio-P/L
Il . Modified BRF 9.0
100 - — aGSP PM
80 - — - =GP OCT
60 - % = 80F SUC
40 - = =
20 - = =
0 - = =B =—
Maximum Avg. abscissa at Index of swelling-  Deformation Curve
overpressure-P  rupture-L (mm) G (ml) energy of dough-  configuration
(mm) w ratio-P/L

Figure 2. Alveograph characteristics of modified and unmodified blends (Sample name

abbreviations are as per Table 1)

In a study Wang [25] observed that decrease in dough
height expressed a decrease in extensibility and
increased resistance to measurement. According to Van
Vliet [28], a too high resistance can cause a limited and
slow expansion, which can be suitable for the
preparation of extrude products. Where, retention of gas
cells and maximum expansion of the dough is not
necessary. With SUCC modification for oats sample
there was highest P value among all the samples, may
be due to high content of both soluble and insoluble
fibers contributes to the increase in maximum over-
pressure. Results can be correlated with the earlier
study of Dapcevic Hadnadev [24].

Chemical Composition

Chemical composition of modified and unmodified
samples (Table 2) did not show any significant
difference in terms of proteins. With highest protein
content of 14% in RF incorporated samples and lowest
in CBP containing samples (10.5%). Highest protein
content in RF samples is due to the addition of pulse
samples, usually pulses are rich source of proteins [29].
Lowest was seen on CBP samples, as this is a
vegetable and having very less amount of proteins.
Other samples like CBSP and oats also showed protein
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content of around 13.9% and 11.2% respectively. Upon
modification of samples there was no significant
difference regarding protein content. Due to modification
there were changes in dietary fiber content, which is
evident by rheological analysis. Samples with RF
showed reduced insoluble and enhanced soluble fiber
content after modification (from 12.8% to 10.5% / from
1.5% to 2.1%). This may be due to action of alkali on
fiber content of the noodles [30, 31]. There was some
degradation of soluble dietary fiber in case of CBSP
samples due to action of alkali. As CBSP is rich in
soluble dietary fiber (galactomannans) action of alkali
has reduced the soluble dietary fiber content in the
sample from 4% to 2.5%. This may be due to
entanglement of the fibers during modification and later
on drying the properties of the fiber are reducing [32].
Apart from these two samples from CBP and oats did
not show any significant difference in dietary fiber
content. This shows oxidation of samples using
potassium permanganate did not have any effect on the
dietary fiber content of the samples. All the samples
were having higher soluble dietary fiber content before
and after modification. So, these samples will be
beneficial for the people with different life style disorders
[33].
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Figure 3. Sensory profile of unmodified and modified noodle samples (Sample name abbreviations are as per Table 1)

Table 2. Chemical composition and product characteristics as influenced by modification of ingredients

Parameter RF RF 9.0 CBP CBP KMnO4 CBSP CBSP OCT OATS OATS SUCC
Cooked weight (g) 53.8°+0.8 42.0°+1.0  48.4°+15 42.8°+£1.8 57.9°+1.5 50.0°°+0.9 54.5°+1 1 50.8%°+0.4
Solid leach out (%) 5.0°+0.7 4.1°+0.1 6.9°40.5 6.1°40.0 3.2°204 4.9°10.2 5.5°+0.0 5.6°+0.0
Firmness (N) 2.14°+041  2.85°+0.42 2.43"+0.40 1.892£0.12  3.11%40.31  2.54°+020  2.99°+0.11 2.11°+0.09
L* 53.1°+1.1 55.2°+2.1 41.9°+1.5 38.4%+1.1 56.2°+1.5 58.5"+1.8 63.141.5 60.1¢1.1
Colour a* 5.7°+0.9 6.1°40.5 1.87°+£0.1 6.2°40.2 2.5°0.7 3.1%°10.9 3.5%10.2 3.8"+0.8
b* 12.5%1.1 12.67+1.5  22.9%11 18.3°+0.8 18.4°+1.1 17.4°41.2 17.7°40.9 15.4°£1.8
Protein (%) 14.1°+0.0 14.2°+0.0 10.5%+0.2 10.4°£0.5 13.9°+0.0 13.5"+0.7 11.2°4£0.9 11.5%40.0
Distary fiber Insoluble (%) 12.8°+0.8 10.5°+0.5 11.5°+0.8 10.2°+0.5 9.2+0.2 9.5%0.7 10.1°40.7 11.0°+0.2
Soluble (%) 1.5°£0.3 2.1°+0.1 2.7°+0.1 3.0¢0.8 4.040.1 2.5°+0.4 3.8°+0.5 3.2°40.1
Percent gelatinization (%) 31°+1.2 20°+0.5 32°+0.9 21°£0.1 39°40.8 32°+0.1 499:0.4 459+0.2

Values are meanSD, n=4, * Freeze dried, Mans in the same row with different letters differ significantly (p<0.05), Sample name abbreviations are as per Table 1.

Cooking Quality of Noodles

Cooking quality of noodles plays a vital role in deciding
the product quality characteristics. Results of the
cooking quality are depicted in Table 2. Results
revealed that with modification there was decrease in
the cooked weight for all the samples, with highest
reduction in case of RF incorporated noodles, this can
be supported with the farinograph results, with reduced
water absorption. Cooked weight reduced from 53.8g to
42g in RF samples. Least reduction is seen in oats and
its modified variants (54.5¢g to 50.8g), this may be due to
its difference in the dietary fiber content of the samples.
Chemical modification also had an effect on solid leach
out. Results revealed that with modification there was

reduction in solid leach out of RF and CBP samples.
Reduction was from 5% to 4.1% (RF) and from 6.9% to
6.1% (CBP). This may be due to formation of strong
network due to alkali treatment, which is evident from
SEM results. Whereas, in case of CBSP and oats
samples there was a slight increase was observed.
Reduction of solid loss is due to less absorption of water
during cooking and also reduced cooking time
compared to unmodified samples [34]. Increase in solid
loss is attributed to increase in the dietary fiber content
in the samples. As the dietary fiber content increases, it
disrupts the starch-protein matrix and starch is tending
to leach out more. Results can be correlated with the
earlier study where, with increase in the pea fiber in the
pasta increased the solid loss in the samples [35].
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Instrumental Colour Measurement of Noodles

Colour analysis (Table 2) of the sample revealed that
with modification there was some notable changes in
the samples. Lightness value (L*) showed significant
decrease in case of potassium permanganate treated
sample with 41.9 for unmodified to 38.4 for modified.
This is due to oxidation reaction, which made to change
the colour of the samples. Increased L* value was seen
in pH modified samples, as alkali reaction reduced the
pigments of RF and lightened the samples. Regarding
a* (redness/greenness), there was a significant change
in CBP sample treated with potassium permanganate,
which darkened the colour of the noodles. a* value
elevated from 1.87 to 6.2. Apart from this all other
samples did not show any difference in a* value. Now to
explain b* value (yellowness/blueness), again for CBP
sample it was reduced after modification, indicating the
reaction of permanganate on the sample. All other
samples remained with slight change in the value.

Instrumental Firmness of Noodles

Noodles with good acceptance and palatability should
have appealing texture and mouthfeel. Cooking
procedure, cooking time and modification techniques
also have effect on noodle firmness [36]. Results of the
noodle firmness analysis were represented in Table 2.
Noodles are analyzed mainly for their firmness property.
Firmness of the noodles significantly reduced except in
case of RF, where it was increased from 2.1N to 2.8N.
Results showed that dietary fiber from the modified RF
increased the firmness, which may be due to compact
structure formation due to alkali treatment. Compact
structure is contributed from protein and dietary fiber
present in it. This is evident form the SEM analysis.
Maximum reduction of firmness was seen in CBP and its
modified variants, with 2.4N for unmodified and 1.9N for
modified samples.

Sensory Analysis

For a product to be acceptable it should have appealing
colour, flavour, texture and mainly taste. These
parameters decide the quality of a product [37]. Sensory
profile of unmodified and modified noodle samples was
graphically represented as Fig. 3. Unmodified samples
used for the study were optimized earlier to assess its
quality parameter. These samples were further modified
to improve the product quality and study the influence of
modification on it. Upon modification major attributes
required to judge the noodle quality remained
unchanged. Surface colour of the modified samples
slightly differed from the unmodified samples. Strands
were distinct even after modification. Firmness score of
the noodle strands increased in RF samples from 8.5 to
9.2, which can be correlated with the firmness analysis.
As a desirable attribute chewiness did not change
significantly still after modification. Overall quality score
of the samples were above 7.5, so all the samples were
acceptable. Highest overall quality score was obtained
by RF (11.9) and lowest was CBP OCT (8.0) on a 15cm
sensory scale.
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Percentage of Starch Gelatinization

In cereal based foods like pasta and noodles, starch
gelatinization plays a vital role for the depiction of
product quality. As the product to be cooked under high
heat condition (boiling), it should be keep in mind that
product should not lose lit structure during cooking. So,
here gelatinization is crucial stage during cooking. Over
and under gelatinized starches in products have some
adverse effect during digestion of the food matrix. In this
study it can be seen that with modification percentage of
starch gelatinization reduced significantly among all the
samples, with maximum reduction in case of RF and
CBP treated with pH 3.0 and potassium permanganate
respectively. Reduction of gelatinization is a positive
sign for its slow releasing property of starch during
digestion and absorption. Percentage gelatinization
reduced from 31 to 20 (RF) and 32 to 21 (CBP), while
for T. durum noodles it will be around 60%. So,
reduction of percentage gelatinization has shown
reducing starch digestibility [15]. In case of CBSP and
oats treated with OCT and SUCC respectively, showed
reduction to some extent from 39 to 32 (CBSP) and 49
to 45 (oats). Less reduction in gelatinization percentage
is mainly due to its high dietary fiber content in the
samples. Also in case of CBSP increased protein
content can be seen, which also a reason to reduce the
gelatinization. Negative effect of proteins on
gelatinization was observed in previous study where
sorghum was used as a protein source [38].

Microstructural Characterization

Microstructural analysis has to be carried out to
understand the internal changes of the particles due to
modification. Correlation of these results with other
product quality characteristics gives firm knowledge
about what is happing during modification. For example;
this can be correlated with water absorption, firmness,
starch digestibility and so on. Results of microstructural
studies (Fig.4) indicated that with modification of RF
using increased pH, there was a formation of
polymerized structure. This explains the reduction of
water absorption in farinograph analysis. Also reduced
swelling of starches can be seen the modified sample.
In case of CBSP unmodified sample fiber matrix can be
clearly seen, but with oxidation with potassium
permanganate, disruption of the same can be seen.
Starch granules and galactomannans from the guar
were oxidized and less exposed in the matrix. In case of
CBP, fiber matrix can be clearly visible with thread like
structure in the unmodified sample. But in modified
sample these type of structure is missing due to
modification with OCT. As OCT act as emulsifier, a
compact structure is seen in the modified samples. In
case of oats, modification has disrupted the matrix. In
unmodified samples starch granules were exposed and
the same is absent in modified samples. These results
can be correlated with the results of rheological data.
Higher peak viscosity was observed in CBSP sample,
here it can be seen that sample is having higher amount
of starch granules embedded in protein matrix from both
wheat and guar. Stability of modified CBP sample
reduction in amylograph also explained here with
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disruption of matrix, which losses holding capability.
These fiber matrix aid in slow release of glucose during
digestion and absorption, this is markedly reported by
IVSD results. Also reduction in percentage gelatinization
after modification in all the samples is also explained

Unmodified noodle sample
7 e i V

OATS
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well from the microstructural results. Results are
comparable to earlier study where pea flour
incorporated noodles made the structure firm, due to its
fiber content [8].

Mofied noodle samles

’; i 7\, ; 3 "'; _
OATS SUCC
Fig. 4 Microstructural characterization of modified and unmodified ingredients in noodles (Sample name abbreviations

are as per Table 1; SPM-starch protein matrix, MS-modified starches, MN-modified network, DFN-dietary fiber
network)
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CONCLUSION

Starch plays a vital role in deciding the end product
quality. Also along with starch protein and other
constituents also helps to improve the quality
parameters. Present study aims to understand the
relation and influence of chemically modified low Gl
ingredients on the rheological and microstructural
properties on noodle dough. It is observed that upon
modification several changes in their structural and
functional properties have occurred. There was some
changes in amylograph pasting characteristics,
farinograph water absorption and alveograph maximum
overpressure. These results were strongly evident by
the microstructural representation. Also product quality
like solid leach out, colour, texture (firmness) also
showed some positive changes during analysis of
modified samples, compared to their unmodified
samples. After modification RF sample increased
firmness and also soluble dietary fiber content. Colour of
the potassium permanganate treated samples varied
significantly due to its oxidative effect. Solid leach out of
the modified and unmodified samples were within the
acceptable level (<8%). So, these modified samples can
be used in different product formulations to aid the
people in need.
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ABSTRACT

A top-spray fluidized bed coating method aiming at improving health benefits of white rice using Bauhinia strychnifolia
Craib. (BSC) solution, containing bioactive compounds was optimized in this study. The BSC solution was mixed with
maltodextrin as a coating solution, and dextrose equivalent (DE) of maltodextrin was varied (DE10 and DE20). Both
milled and instant rice were coated by using the top-spray fluidized bed coater with an optimal coating condition.
Chlorophyll a and b and total phenolic content (TPC), as well as antioxidant activities (DPPH and FRAP assays) of
BSC coated rice samples before and after cooking were analyzed. In addition, textural properties of both BSC coated
milled and instant rice were evaluated. Results showed higher chlorophyll a and b as well as total phenolic contents in
coated milled rice compared with coated instant rice. However, percent loss of these compounds for instant rice was
lower after cooking. DPPH and FRAP values showed improvement of antioxidant activity after cooking for both coated
milled and instant rice. Results suggested that factors influencing BSC coating included the coating and sample
preparation methods as well as the nature of sample. Moreover, the appropriate coating method was to coat instant
rice with DE10 maltodextrin as a carrier in coating material to obtain the minimal loss of bioactive compounds and
maximum antioxidant activities, while the coated rice maintained good textural qualities compared with those of the
conventionally cooked rice.

Keywords: Dextrose equivalent, Fluidization, Spray granulation, DPPH, FRAP

Bauhinia strychnifolia Craib. Cozeltisi ile Kaplanmis Pirincin Optimize Edilmis Ust Sprey
Akigkan Yatak Kaplama Yéntemi

6z

Biyoaktif bilesenler iceren Bauhinia strychnifolia Craib. (BSC) ¢0zeltisi kullanarak beyaz pirincin saghga olan
faydalarini arttirma amaciyla bir Gst sprey akiskan yatak kaplama yéntemi optimize edilmigtir. BSC ¢bzeltisi kaplama
¢Ozeltisi olarak dekstroz esdegeri (DE) farkli (DE10 ve DE20) maltodekstrin ile karistinimistir. Ogiitiimis ve instant
piring, optimum spreyleme kosuluyla Ust sprey akiskan yatakl kaplayici kullanilarak kaplanmistir. BSC kapli piring
numunelerinin pisirme 6ncesi ve sonrasinda klorofil a, klorofil b, toplam fenolik igerigi (TPC) yani sira antioksidan
aktiviteleri (DPPH ve FRAP testleri) de analiz edilmigtir. Ayrica, hem BSC kaph 6gutilmis hem de instant pirincin
tekstlrel 6zellikleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, kaplanmis instant piring ile karsilastirildiginda, kaplanmis
6gutllmus pirincin, daha yiksek toplam fenolik icerigi ve klorofil a ve b icerdigini géstermistir. Bununla birlikte, instant
piring numunesi igin bu bilesiklerin yizde kaybinin pisirmeden sonra disik oldugu gériimustir. DPPH ve FRAP
degerleri, hem kaplanmis 6gutulmis hem de instant piring i¢in pisirmeden sonra antioksidan aktivitesinin iyilestigini
g6stermistir. Bulgularimiz, BSC kaplamay: etkileyen faktorlerin sadece kaplama yéntemi degil ayni zamanda numune
hazirlama ve numunenin dogasi oldugunu disindirmektedir. Ayrica, kaplanmis piring, konvansiyonel olarak pisirilmis
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pirincinkine kiyasla iyi tekstirel niteliklerini korumustur. En uygun kaplama ydntemi, biyolojik olarak az miktarda
biyoaktif bilesik kaybi ve maksimum antioksidan aktivite elde edilen kaplama materyalinde bir tasiyici olarak DE10

maltodekstrin ile kaplanan instant pirincte elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dekstroz esdegeri, Akiskanlastirma, Piskirtme granilasyonu, DPPH, FRAP

INTRODUCTION

White rice or milled rice has been preferred by
consumers due to its flavor and texture even though
brown rice has been alternatively consumed as a result
that it contains higher nutritional value and
phytochemicals content [1]. Up to date, many attempts
have been made to improve health benefits of white rice
by adding natural extract containing bioactive
compounds [1, 2].

Bauhinia strychnifolia Craib. (BSC) is one of many
phytochemical plants which contain  bioactive
compounds, including chlorophylls and phenolic
compound. It is the green leafy plant (Leguminosae-
Caesalpiniaceae spicies) mainly containing chlorophylls.
As medicinal plants, BSC’s green leaves with the
obovate shape are commonly as a tonic and
detoxification products [3]. In addition, their leaves and
stems have been used to alleviate alcoholic toxication,
fever, cancer and allergy in Thai traditional medicine [3,
4, 5]. However, when applying these compounds in food
processes, heat degradation has to be taken into
account as a result that chlorophylls are susceptible to
pH, light, oxygen, enzymatic activities, and especially
heat [6]. Therefore, the appropriate processes should be
considerably chosen.

Among rotating drum, rotating pan, mixer and fluidized
bed, the latter associated with coating spray has been
used as the value-added means for grains [1, 2, 7] due
to its high reproducibility and coating uniformity [2, 8]. As
a unique operation in which coating and drying
processes take place simultaneously in only one
equipment, fluidized bed coating has been successfully
used in order to improve health promoting properties in
white rice, as reported by Palamanit et al. [2] and
Duangkhamchan and Siriamornpun [1]. In addition,
functional properties of other grain products have been
promoted by means of fluidized bed coating process; for
instance, Solis-Morales et al. [9] applied a top-spray
fluidised bed reactor to increase sweetness of puffed
wheat with sweet chocolate, and Duangkhamchan and
Inchuen [7] enhanced the antioxidant properties of
puffed pounded-unripe rice by spraying marigold extract
in the fluidized bed coating equipment.

Therefore, in this work, we improved the health
promoting properties of milled rice by means of a top-
spray fluidized bed coating process along with BSC
coating solution. However, milled rice coated with the
extract still needs to be cooked prior to consuming which
could affect the bioactive compounds. In addition to
investigation of applying the fluidized bed coating
process to promote health benefits in milled rice, in this
work, we also studied the effects of cooking processes,
including instant rice cooking, on bioactive compounds
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and antioxidant properties as well as textural properties
of cooked coated rice. Moreover, due to chemical-
structure change of maltodextrin with different dextrose
equivalents (DEs), influence of coating solution with
varied DEs of maltodextrin was also investigated. We
expect to obtain an appropriate coating and cooking
process for preserving not only bioactive compounds but
also textural properties of rice coated with BSC.

MATERIALS and METHODS
Materials
Rice Samples

Milled rice (Chainat variety: CNTBR82075-43-2-1) was
purchased from the local market in Maha Sarakham
province, Thailand. Comparing with Khao Dawk Mali
105 (KDML 105), it is not preferred by consumers due to
its texture and aroma. It was therefore chosen as a
sample to be value-added in this work. Prior to each
experiment, initial moisture content of the rice sample
was measured regarding the standard procedure for
grain moisture content analysis [10].

Bauhinia strychnifolia Craib. (BSC) Solution

BSC leaves obtained from Maha Sarakham province,
Thailand were firstly sorted by selecting only the green
ones with the size of 3-7 cm wide and 6-12 cm long and
cleaned with tap water. The BSC leaves were added
into distilled water with a ratio of 1:2 (w/v), then blended
with speed of 10,000 revolutions per minute for 2-3 min.
The resultant mixture was filtered using cotton cloth to
provide the solution. In order to minimize degradation of
chlorophylls, the BSC solution was stored in a dark
container under 4-5°C until used.

Coating Solution

The prepared BSC solution was mixed with maltodextrin
with different values of dextrose equivalent (DE10 and
DE20) in order to study its effect on encapsulability of
bioactive compounds. The resultant concentration of
coating solution was kept constant as 10°Brix. The
coating solution was stored in a dark container under
cold condition, 4+1°C, until used.

Preparation of Instant Rice

Instant rice was prepared by using the microwave-hot air
drying method. The cooked milled rice sample was dried
under air temperature of 80°C combined with 300-W
microwave and air velocity of 1+0.05 m/s until its
moisture content reached approximately 10% (wet
basis). Air temperature and velocity were measured by a
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hot-wire anemometer (Testo, testo425). Domestic
microwave oven (Samsung, ME711K/XST) was
connected to the hot-air supply system of the top-spray
fluidized bed coating unit when producing instant rice.
Details of instant rice preparation were referred to Jiao
et al. (2014). The instant rice was kept in an aluminum-
foil bag under cold storage (4+1°C) until used. In the
final stage of investigation, bioactive compounds
including chlorophyll a, b and total phenolic content and
antioxidant activities as well as textural qualities of
coated rice cooked by different methods were
evaluated. Therefore, the rehydration condition of
coated instant rice was first optimized by means of
response surface method (RSM). The details regarding
the RSM were described in section 2.7.

: Pressure
Tw o-fluid Gauqge
Nozzle ‘gx

Solution
m

Electric heater —

Coating Procedure

Rice samples including milled rice and instant rice were
subjected to coating process using a top-spray fluidized
bed coating reactor, as shown in Fig. 1. Five hundred
grams of rice sample was coated with BSC coating
solution under optimal coating condition reported in our
previous study [1]. Briefly, an inlet temperature, spraying
time, feed rate and fluidization air velocity were 50°C, 15
min, 10 mL/min and 4.7 m/s, respectively. The BSC
coated rice sample was sealed in a laminated bag and
stored under 4+1°C until analysis. Each experiment was
carried out in triplicate.

Air pressure regulator

Air pressure

Inverter

™_Coating solution

~.Blower

Figure 1. Schematic diagram of the top-spray fluidized bed coating unit [1].

Texture Analysis

The textural properties of cooked rice (milled rice) and
rehydrated rice (instant rice) were determined by using a
texture analyzer (Stable Micro System, TA-XT2i, Surrey,
UK) with a rice extrusion rig. Twenty three grams of
cooked rice was immediately placed in the rig’s testing
cell. It was pushed down by a plunger of similar cross-
section to the cell, compressing the sample and
extruding it at test and post-test speed of 1.6 and 10
mm/s, respectively, through holes in the base extrusion
plate. A force time curve was obtained from the test and
the measurements of hardness and stickiness were
computed using the Texture Expert software supplied
with the instrument.

Bioactive Compounds Analysis
Chlorophyll Analysis

In this work, total chlorophyll a and b, mostly found in
green leafy plants such as BSC [11] were chosen for
analysis. As modified from Chen and Pei [12], the BSC
coated samples were extracted with 80% acetone. The
mixture was then centrifuged at 8000 g for 15 min and
filtered through Whatman paper no.1. Chlorophyll a and
b were measured wusing a double beam
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spectrophotometer (UV-160 A, Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) associated with absorbance at 663 nm
and 645 nm, respectively. The following correlations
were used to calculate the content of chlorophyll a (chl-
a) and chlorophyll b (chl-b).

Chl-a= 12.72A563 - 2.59A645
Chl-b = 22.9A¢45 — 4.67 Asss

(1)
()

Total Phenolic Content

Total phenolic content (TPC) in the BSC coated rice
samples was determined using the Folin-Ciocalteu
reagent as following the methods of Zhou and Yu [13],
and Kubola and Siriamornpun [14]. Briefly, Folin-
Ciocalteu reagent was first diluted 10-fold with distilled
water, and 2.25 mL of this was subsequently mixed with
30 pL of the sample extract. After leaving under room
condition for 5 min, the resultant mixture was added by
2.25 mL of sodium carbonate solution with concentration
of 60 g/mL, and then was stabilized at room temperature
for 90 min. The total phenolic content was eventually
determined using the absorbance of the sample mixture
at 725 nm associated with the standard curve obtained
from gallic acid. Therefore, the total phenolic content
was reported as milligram gallic acid equivalents per
gram dry matter (mg GAE/g DM).
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Antioxidant Activity Analysis

We selected two different methods for determining the
antioxidant activites on basis of their chemical
mechanism. The first DPPH radical scavenging assay,
which is routinely practiced for assessment of free
radical scavenging potential of an antioxidant molecule,
measures the antioxidant content of plant tissues in
different solvent systems including ethanol, aqueous
acetone, methanol, aqueous alcohol, and benzene [15].
On the other hand, FRAP assay measures the reducing
potential of an antioxidant reducing with a ferric
tripyridyltriazine (Fe3*-TPTZ) complex and producing a
colored ferrous tripyridyltriazine (Fe®*-TPTZ) [16].
Generally, the reducing properties are associated with
the presence of compounds which exert their action by
breaking the free radical chain by donating a hydrogen
atom [17].

DPPH Radical Scavenging Activity

As described in Braca et al. [18], the antioxidant activity
of the BSC coated rice samples, the scavenging activity
was determined based on the stable 1,1-diphenyl-2-
picrylnydrazy (DPPH) free radical. Briefly, the sample
extract (0.1 mL) was added to 3 mL of a 0.004% MeOH
solution of DPPH, and subsequently its absorbance was
measured at 517 nm by a spectrometer. The inhibition
activity was calculated as [(Ao — Ac)/Ao] x 100, where Aq
and A. is absorbance without and with extract,
respectively. The antioxidant activity measured by this
method was presented in mg Trolox/100 g dry matter.

Y=a,+ Zaixl. + Z:ail.xi2 + Z Zaijxl.xj
i=1 i i=l j=i+l

In equation (3), the coefficients a, is the constant; a; and

ai are the linear and quadratic effects, respectively,

while the interaction effect between them is denoted by

a;. X (n = 2) is the actual value of the i'" factor.

The estimated response obtained from equation (3) was
subsequently transformed into a scale free value (di)
called desirability ranging from 0 to 1 of which 0
represents one or more responses are being outside
their acceptable limits and 1 indicates the ideal case.
Various desirability functions di(Yi) can be used
depending on a particular response which can be

Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) Assay

The FRAP assay adapted from Moyer et al. [19] was
used to determine the antioxidant activity of the BSC
coated rice samples. Briefly, the FRAP reagent was
freshly prepared by mixing 100 mL of acetate buffer
(300 mM, pH 3.6), 10 mL TPTZ solution (10 mM TPTZ
in 40 mM/HCI), 10 mL FeCl3-6H-0 (20 nM) in a ratio of
10:1:1 and 12 mL distilled water, at 37°C. The FRAP
reagent (1.8 mL) was then added into 180 pl Milli-Q
water and 60 pL of the sample extract, followed by
standard or blank. After incubation at 37°C for 4 min, an
absorbance of the resultant mixture was subsequently
measured at 593 nm by a spectrometer associated with
the FRAP working solution as a blank. The antioxidant
activity of sample was determined against a standard
curve of ferrous sulphate (FeSO.s7H.O) with
concentrations ranging from 0 to 3 nM in Milli-Q water or
methanol with 0.1% (v/v) HCI. The antioxidant activity
measured by FRAP assay was reported in mg Fe?+/100
g dry matter.

Response Surface Method and Desirability
Approach

Response surface method has been widely used to
determine the appropriate process condition for
multivariate problems. In this work, RSM and desirability
approach were employed for two circumstances —
determinations of optimal rehydration condition and
coating process. In this work, a second-order polynomial
equation was applied to describe the effects of factors
on responses, expressed as follows [20].

3)

maximized or minimized or assigned to a target value.
The individual desirabilities were subsequently
combined using the geometric mean providing the
overall desirability, D [21].

D=(d,(¥,)d, (¥, )..d,(v,))"* )

Where k denotes the number of responses.
If a response was assigned to a target value, the
individual desirability function was

0 if Y,(x)<L,
di(Yi): Y(l) ;J t
(X—B if T <Y(x)<U,
0 if Y,(x)> U,

where L;, Ui and T; are the lower, upper and target value,
respectively.
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If a response value was minimum, the di(Y;) function
was expressed as
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If a particular response was maximized, the individual
desirability function was

The exponents s and t in equations (5-7) determine how
important it is to hit the target value. Details concerning
the desirability approach have been described in
Derringer and Suich [21].

In order to optimize a rehydration condition for coated
instant rice, a full factorial experimental design was
employed with two factors including a ratio of rice to
water (1:1.5 and 1.2) and microwave heating time (1
and 2 min). A microwave power was kept constant as
800 W. Hardness and stickiness of rehydrated sample
were used as responses in order to provide the
consistency with the factors.

Finally, suitable coating process with respect to
bioactive compounds and their antioxidant activities as
well as textural qualities was examined by means of
desirability approach associated with RSM as
aforementioned. The particular responses were first
estimated and subsequently transformed into an
individual desirability function. Four categories of
coating process were coded as A denoting a type of rice
sample (-1 for milled rice and 1 for instant rice) and B
representing a level of DE (-1 for DE10 and 1 for DE20).
The overall desirability for each coded coating process
was determined based on the criteria of minimized
%loss of chlorophylls and TPC, maximized antioxidant
activities for both assays (DPPH and FRAP), and
targeted textural qualities (hardness and stickiness). The

2T <Y (x)< U,
T, -U,

| L <Y (x)<T
T -L,

if Y,(x)<T,

if Y, (x)> U,

if Y, (x)< L,

if Y,(x)>T,

coating process with highest overall desirability was
considered the appropriate one.

RESULTS and DISCUSSION

Our study had applied various fluidized bed coating
methods, including coating milled and instant rice with
BSC solution with variation of dextrose equivalent of
maltodextrin, in order to improve health promoting
properties. The experiments were divided into two steps.
Firstly, the optimal rehydration condition of instant rice
was determined by means of response surface method
associated with the targeted textural properties as
desirability criteria. Subsequently, bioactive compounds,
including chlorophyll a and b and total phenolic content,
and their antioxidant activities measured by DPPH and
FRAP assays of coated rice prepared by different
methods were both qualitatively and quantitatively
compared.

Optimization of Rehydration Condition of Instant
Rice Coated with BSC Extract

The ratio of rice to water (RW) and microwave heating
time (HT) were varied, while the microwave power was
kept constant at 800W. The rehydration condition was
optimized associated with the desirability criteria of the
targeted hardness and stickiness of conventionally
cooked rice, as a control sample. Table 1 shows the
hardness and stickiness of rehydrated rice compared
with those of the control sample.

Table 1. Textural qualities of rehydrated coated instant rice and control rice

Rehydration condition

Hardness (N)

Stickiness (N)

RW HT (min) DE10 DE20 DE10 DE20
1:15 1 120.78+20.98° 112.53+18.67° 13.08+2.48° 16.0815.848
1:15 2 197.91430.89%  185.67+14.93*  35.05%3.45° 30.62+2.074

1:2 1 80.72+16.40° 74.47+8.31° 12.1943.36° 11.154.138

1:2 2 84.90+15.18°  80.10+13.81°° 13.37+2.23° 12.74+4.338

Control 157.40+4.31°8 5.83+1.17°C

Different superscripts with small letters in the same column denote significant difference at p<0.05 for DE10.
Different superscripts with capital letters in the same column denote significant difference at p<0.05 for DE20.

Table 1 shows the comparison of textural qualities of
rehydrated coated instant rice and control rice at various
rehydration conditions and different types of

226

maltodextrin (DE) as a carrier in coating solution. From
this table, hardness and stickiness of rehydrated coated
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instant rice
conditions.

changed with different rehydration

Taking the hardness value of rehydrated instant rice into
consideration, it can be observed from Table 1 that at
the RW of 1:1.5, HT resulted in higher hardness, while it
did not change with heating time when using the same
ratio of 1:2 for both DEs. In addition, the influence of RW
was also found from Table 1. At the same HT, the
hardness of rehydrated sample was dramatically
decreased with increasing amount of water. When
compared to that of the control sample, most rehydrated
instant rice tended to have softer texture.

In addition to the hardness value, stickiness at variations
of RW and HT was also investigated, as shown in Table

1. At all rehydration conditions, the rehydrated instant
rice was stickier than that of the control rice cooked by a
conventional cooking method. The stickiness values of
rehydrated instant rice were in a range of about -11 and
-35 N, while the control sample had lower value (~6 N).
Except at the RW of 1:1.5 and the HT of 2 min, the
stickiness values of rehydrated was not changed with
varied rehydration conditions. It can be also observed
from Table 1 that the dextrose equivalent value of
maltodextrin used as a carrier in coating solution did not
affect the texture of rehydrated instant rice.

Furthermore, the correlations of hardness and stickiness
as a function of RW and HT were obtained by means of
RSM, as expressed below.

For DE10;
Hardness = -55.02 + 65.78(RW) + 295.98(HT) - 145.9(RW)(HT); R>=0.88 (8)
Stickiness = 68.59 — 39.8(RW) — 84.34(HT) + 41.58(RW)(HT); R?=0.94 (9)
For DE20;

Hardness = -48.96 + 58.9(RW) + 275.67(HT) — 135.02(RW)(HT); R2=0.93
Stickiness = 22.52 — 16.04(RW) — 53.39(HT) + 25.9(RW)(HT);R?=0.83

It can be observed from equations (8-11) that the
second-order terms were omitted due to their
insignificance. Both hardness and stickiness for both
DEs correlated well with RW and HT as high
determination coefficient (R2>0.8). However,
determination of an appropriate rehydration condition for
coated instant rice was dependent on both RW and HT.
The simultaneous optimization of hardness and
stickiness values was therefore investigated by defining

=D Desirability
Prediction 0.789 2 o
es,rab,my .
200 c
0.679 0
X1=A:RW
X2 =B: HT

B: HT

1.50 1.63 175 1.88 2.00

A:RW

(a)

(10)
(11)

a 2-dimension global desirability plot, as shown in Fig. 2.
Based on the targeted values regarding the hardness
and stickiness values of the control sample, the highest
desirability values were 0.79 and 0.86 for coating
solution using DE10- and DE20-maltodextrin,
respectively, which corresponded to the RW of 1:1.6
and HT of 2 min. Consequently, this rehydration
condition was used for the next step.

Prediction 0.856

B: HT

1.50 1.63 175 188 2.00

A:RW

(o)

Figure 2. Desirability of rehydration condition of instant rice coated by BSC solution:
(a) DE10 and (b) DE20
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Optimization of Coating Method
Textural Properties of the BSC Coated Rice

Table 2 shows the variations of hardness and stickiness
values affected by the BSC extract coating process.
Regarding the hardness value, the highest one can be
found when the rice sample was conventionally cooked
using a domestic rice cooker, as the control sample,
while the lowest hardness value was obtained from the
fluidized-bed coating method for milled rice with the use
of the DE10 maltodextrin as a carrier in coating solution.
Using the same process of coating milled rice, it can be
observed that DE value affected the hardness of cooked
rice; the higher DE, the harder texture. Dextrose
equivalent is a measure of amount of reducing sugar.
Higher DE means higher amount of reducing sugar

Table 2. Textural qualities of cooked

processes

(monosaccharide), which is any sugar that is capable of
acting as a reducing agent because it has a free
aldehyde group or a free ketone group [22]. Therefore, it
could be explained that when using maltodextrin with
higher DE, monosaccharide reducing sugar could
diffuse into the molecule of the rice grains by replacing
water molecule, hence increasing total solid of the
grains. Unlikely, the hardness of cooked rice was not
affected by the DE value when coating the instant rice.
Crystalline structure which is responsible for water
barrier on its surface could be possible explanation of
this result. The formation of amylose-lipid complexes (V-
type crystalline structure) occurred during heat-moisture
treatment in instant rice process [23, 24]. This pattern of
crystalline was detected either because more complexes
were formed during heating or crystalline regions had
increased in size after gelatinization [25].

rice coated with BSC using different

Coating process

Hardness (N) Stickiness (N)

Coating milled rice (DE10)
Coating milled rice (DE20)
Coating instant rice (DE10)
Coating instant rice (DE20)
Control

83.16+2.39° 5.40£0.86°
136.8946.05P 12.81£2.54°
131.5349.76° 20.19+3.392
127.4345.24° 19.51£3.082
157.40+4.31° 5.83+1.17°

Different superscripts in the same column denote significant difference at p<0.05.

When stickiness of cooked rice was concerned, it can be
found from Table 2 that it changed with different coating
methods, ranging from 5.40 to 20.19 N. The highest
value was obtained from the coated instant rice for both
DEs, while the lowest one was found when milled rice
was coated with BSC and DE10 maltodextrin which was
consistent with that of the control sample.

Hardness = 119.75 + 9.73A + 12.41B -14.46AB
Stickiness = -14.48 — 5.37A — 1.68B + 2.02AB

Where A and B denote type of rice sample (-1 for milled
rice and 1 for instant rice) and DE level (-1 for DE10 and
1 for DE20), respectively. Again, the second-order terms
were not found in equations (12-13) indicating that the
first-order function was sufficient to describe the relation
between the coating method and the textural properties
of cooked coated samples.

Chlorophyll Contents

In addition to the texture of cooked rice coated with BSC
solution by various methods, we also aimed at
investigating the stability of chlorophyll a and b as
presented in term of % loss after cooking process, as
shown in Tables 3 and 4, respectively.

In Table 3, chlorophyll a content was varied depending
on coating conditions with a range of 19.92-42.67 and
9.51-13.36 ug/g dry matter for the BSC coated rice
before and after cooking, respectively. From this table,
cooking process obviously affected the chlorophyll a as
presented in term of %loss for all cases. In comparison
to the BSC coated instant rice, the coated milled rice

It can be seen from Table 2 that different coating
methods affected both hardness and stickiness of
cooked coated rice. Therefore, the correlations of these
responses as a function of coating method were
determined in order to optimize the overall desirability
based on all responses in the final step. The correlations
between hardness and stickiness as a function of
coating method are expressed as,

;R2=0.94 (12)

;R2=0.88 (13)

had higher %loss of chlorophyll a (67-68%). This could
be due to longer cooking time (~18 min) needed for
coated milled rice, resulting in higher loss of heat-
sensitive compounds. Chlorophyll a content of coated
milled rice samples was higher than that of coated
instant ones. This could be due to the microstructural
change on instant rice surface (amylose-lipid complex)
[24], where the coating droplets could not easily
deposited onto its surface. In a production process of
instant rice, the fully or partially gelatinized grains are
dried to specific moisture content, and subsequently
rehydrated with optimal condition before consuming
[26], leading to higher V-type crystallinity in comparison
with milled rice grains [23, 25]. However, chlorophyll a
retention after cooking/rehydration could be more
concerned in order to examine the suitable way of
promoting health benefits to milled rice. In Table 3,
chlorophyll a content for all cases was not significantly
different, except for instant rice coated with BSC and
DE10 maltodextrin, which was the lowest value. Less
number of ramifications with the hydrophilic groups in
lower DE maltodextrin resulting in less hydrolysis and
water adsorption [27] could be possible explanation.
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Table 3. Chlorophyll a content of the rice samples coated with BSC extract by different methods.

Sample Chlorophyll a (ug/g dry matter) Yloss
Before cooking After cooking Chlorophyll a
Coated milled rice (DE10) 42.67+2.352 13.36+1.19°2 68.60+3.80?
Coated milled rice (DE20) 37.59+1.85° 12.43+1.382 67.01+2.122
Coated instant rice (DE10) 19.92+1.514 9.51+0.69° 51.95+6.44°
Coated instant rice (DE20) 24.37+0.59° 12.24+0.842 49.75+3.69°

Different superscripts in the same column denote significan

Similar trend to chlorophyll a was observed for
chlorophyll b, as shown in Table 4. Chlorophyll b
contents were in a range of 4.60-23.15 and 3.32-10.51
pg/g dry matter for the BSC coated rice samples before
and after cooking, respectively. Stability of chlorophyll b
was also determined in term of %loss after cooking.
Table 4 shows that the BSC coated milled rice lost more
chlorophyll b (higher %loss of approximately 52-57%),
while the coated instant samples did only 29%loss. As
described earlier, more chlorophyll b degraded with
longer cooking time for coated milled rice. Noticeably,
higher amount of chlorophyll b was found in the BSC
coated milled rice before cooking, as also observed
previously for chlorophyll a. This could be also explained
by higher V-type crystallinity of the instant rice surface
compared to milled rice [24]. In addition, DE of
maltodextrin did not affect chlorophyll b of the BSC
coated milled rice, while the higher amount was found
with higher DE for the coated instant sample, meaning
better enhancement of encapsulability.

Antioxidant Properties

In addition to chlorophyll contents, we investigated the
effects of coating methods on total phenolic content

t difference at p<0.05.

together with its antioxidant activities, as shown Tables
5 and 6, respectively.

TPC of BSC milled rice were higher than coated instant
rice in all samples, as seen in Table 5. Most of TPC are
soluble in water. It could be more uptaken into milled
rice more easily than did instant rice in which crystalline
structure barrier. Possible explanation could be similar
to that described for chlorophylls analysis.

After cooking, TPC was decreased up to = 50% for
milled rice, while a slightly less decrease was found in
coated instant rice. For all coated samples, they were
subjected to heat during conventional cooking in a
domestic cooker and rehydration process associated
with microwave heating for the BSC coated milled rice
and BSC coated instant one, respectively. The former
cooking process led to a higher degradation of phenolic
because they are highly thermo-sensitive [28], hence
higher loss percentage of TPC.

Table 4 Chlorophyll b content of the rice samples coated with BSC extract by different methods.

Sample Chlorophyll b (ug/g dry matter) Y%loss
Before cooking After cooking Chlorophyll b
Coated milled rice (DE10) 23.1512.672 9.78+1.522 57.6015.812
Coated milled rice (DE20) 22.08+1.352 10.51+0.722 52.18+5.582
Coated instant rice (DE10) 4.60+1.10° 3.32+1.26° 29.02+11.60°
Coated instant rice (DE20) 7.19+1.13° 5.01+0.79° 29.71+11.23°

Different superscripts in the same column denote significant difference at p<0.05.

By means of RSM, correlations of %loss of chlorophyll a
and b as a function of fluidized-bed coating method are
expressed as,

%loss of chlorophyll a = 59.33 — 8.48A — 0.95B — 0.1
%loss of chlorophyll b=42.13 -12.76A—-1.18B + 1.

5AB  ;R®=0.86
53AB ;R?=0.75

Table 5. Total phenolic content (mg Gallic acid equivalent/100 g dry matter) of cooked rice coated

with BSC solution by different methods.

Total phenolic

(mg gallic acid equivalent/100 g dry

Sample matter) Yloss
Before cooking After cooking

Coated milled rice (DE10) 67.27+£3.892 36.52+1.272 45.67+1.26°

Coated milled rice (DE20) 69.92+2.582 33.51£2.012 52.10+1.112

Coated instant rice (DE10) 14.60+0.32° 7.91+0.21¢ 45.82+0.25°

Coated instant rice (DE20) 16.15+0.38° 10.84+0.55P 32.91+1.83°

Different superscripts in the same column denote significant difference at p<0.05.
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Table 6. Antioxidant activity (DPPH and FRAP) of cooked rice coated with BSC solution by different methods.

DPPH FRAP

Sample (mg Trolox/100 g dry matter) (mg Fe®*/100 g dry matter)
Before cooking Atter Before After

cooking cooking cooking

Coated milled rice (DE10)
Coated milled rice (DE20)
Coated instant rice (DE10)

150.45+1.27°8
189.2248.17%8
116.27+8.38%

199.114£16.23%
218.02+15.13%A

59.19+4.99%A
53.61+£2.273A
57.13+1.30%

38.74+0.798
44.75+1.36%

116.48+9.50°* 23.25+0.65%

Coated instant rice (DE20) 135.22+9.00°* 138.86+7.66"* 25.02+0.39°8 29.46+0.88"*
Different small letter superscripts in the same column denote significant difference at p<0.05.

Different capital superscripts in the same row denote significant difference at p<0.05.

For our present study, we found that FRAP values were improvement of antioxidant properties [29]. Food

significantly increased after cooking in all samples
studied (p<0.05), as shown in Table 6. However, DPPH
values were significantly increased after cooking for
coated milled rice but not for coated instant ones. The
reason to explain this phenomenon is that thermal
process may enhance the antioxidant activity by
activating some bioactive compounds. Mostly, heat
highly causes degradation of bioactive compounds such
as phenolics, flavonoids and anthocyanins [28].
However, many studies have revealed that it could
cause not only losses, but also no change or even

%loss of TPC =44.13 —4.76A — 1.62B — 4.84AB
DPPH = 168.28 — 40.28A + 10.49B + 1.03AB

FRAP = 49.85 — 6.55A — 8.31B — 5.52AB

Overall Desirability

Finally, all estimated responses (equations 12-18) were
transferred into individual desirability function, and the
overall desirability value was determined based on the
minimized %loss of chlorophylls and TPC, maximized

processing can improve the properties of native
antioxidants or induce the formation of new compounds
with antioxidant properties so the overall antioxidant
activity increases [30] in some products such as in dried
mulberry leaves using far infrared drying [31]. Our
findings were in agreement with those described above.

The %loss of TPC and antioxidant activities for both
assays (DPPH and FRAP) correlated well with high R?
(>0.8), as expressed below.

; R?=0.98
; R?=0.94
; R2=0.96

antioxidant activities for both assays (DPPH and FRAP),
and targeted textural qualities (hardness and stickiness).
The overall desirabilities for all coating methods and
their corresponding values of each response are
presented in Table 7.

Table 7. Overall desirabilities of all fluidized-bed coating method

Coded coating meth

od

Desirability

A B

()

1 -
-1 1
1 1
-1 -1

0.405
0.363
0.348
0.267

It can be concluded from Table 7 that the coded coating
method of A(1) and B(-1), corresponding to the method
of coating instant rice with the use of DE10 maltodextrin
as a carrier in coating material was an appropriate
method based on highest overall desirability (0.405).
Therefore, we recommend this coating method to obtain
the minimal loss of chlorophyll contents, total phenolic
and antioxidant activities, while the coated rice
maintains good textural qualities compared with those of
the conventionally cooked rice.

CONCLUSIONS

Our study has revealed that BSC coated milled and
instant rice enhanced health promoting properties by
adding chlorophyll contents (a and b), total phenolic
content and antioxidant activities. Coating effectiveness
involved not only coating parameters (e.g. spray time,
inlet temperature and solution feed rate), but also
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properties of coating solution and nature of core
materials. For instance, the DE value resulted in
chlorophylls attachment onto the core materials. In
addition, the higher V-type crystallinity in instant rice
caused lower chlorophylls and phenolic encapsulability.
Our findings have provided valuable information for
selecting appropriate coating process in terms of natural
bioactives and antioxidant properties.
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ABSTRACT

Many different wastewater and by-products derived from industrial activities potentially support microalgal growth by
providing a cost-effective and sustainable solutions. In this present study, it was aimed to biologically utilize cheese
whey (CW) and corn steep liquor (CSL) for microalgal biomass and lipid production by using these wastes in culture
media for heterotrophic microalga Crypthecodinium cohnii cultivation. To determine nutrient requirements for C. cohnii
growing in a medium prepared with CSL and in CW, statistical screening tools were used. CSL significantly enhanced
microalgal growth and it could be an alternative to yeast extract as the primary nutrient source. As for CW, it served
as a good culture medium for C. cohnii with the supplement of some of nutrients and eliminated the need for fresh
water. Thus, a new culture medium was developed by combining undiluted CW and CSL and optimized for the growth
of C. cohnii. Lastly, in a scale-up attempt by using this new medium, microalgal production was performed in a 3 L
stirred tank bioreactor. C. cohnii yielded relatively high biomass productivity (2.28 g/L.d) and lipid content (28.7% dry
weight) in the optimized medium. Although C. cohnii was known for its ability to accumulate high amounts of
docosahexaenoic acid (DHA), it transformed its fatty acid composition to an increased proportion of saturated and
monounsaturated fatty acids (C16:0-C18:1) that comprise ~70% of total fatty acids (TFA) when it was cultivated in CW
mainly supplemented with CSL. Thus, C. cohnii seemed to be more feasible for biodiesel production than any other
purposes when it was cultivated in this new medium.

Keywords: Crypthecodinium cohnii, Corn steep ligour, Cheese whey, Optimization, Lipid

Peyniralti Suyu ve Misir Islatma Surubunun Heterotrofik Mikroalg Crypthecodinium cohniiile
Biyokiitle ve Yag Uretimi Amaciyla Biyolojik Olarak Degerlendirilmesi

6z

Endistriyel faaliyetlerden elde edilen birgok farkli atik su ve yan driinler maliyet-etkin ve sGrdirilebilir mikroalg
kiltivasyonu igin potansiyel kaynaklardir. Mevcut galismada, heterotrofik mikroalg Crypthecodinium cohnii
kiltivasyonu igin kiltlr besiyerinde peynir alti suyu (CW) ve misir islatma surubu (CSL) kullanilarak, bu atiklarin
mikroalgal biyokUtle ve yag Uretimi amaciyla biyolojik olarak degderlendiriimesi hedeflenmistir. Organizmanin, her iki
ortamdaki (CW ve CSL) besin ihtiyaglarini belilemek amaciyla istatistiksel tarama metodlari kullaniimistir. CSL’nin C.
cohnii biyokitle gelisimini olumlu yénde destekledigi ve organizmanin kiltir ortaminda kullanilan maya ekstraktinin
alternatifi olarak kullanilabilecedi belirlenmistir. Peyniralti suyunun ise, organizma igin gerekli mineraller agisindan
6nemli bir kaynak oldugu ve CW’in dogrudan kullanimiyla kiltlr ortamindaki su ihtiyacini karsilama avantajina sahip
oldugu sonucuna variimigtir. Bu sekilde C. cohnii kiltiivasyonunda kullanilacak yeni
klltdr ortami seyreltimemis CW ve CSL’nin birlikte kullanimi ile gelistiriimistir ve optimizasyonu yapilmistir. Son
olarak, yapilan dlcek biyutme calismalarinda yeni kiltir ortami kullanilarak 3 L’lik karigtirmali tank biyoreaktérde
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Uretimler gergeklestiriimistir. Optimizasyonu yapilan kiltir ortaminda kismen yiksek biyokutle verimliligi (2.28
g/L.gin) ve yad orani (% 28.7 kuru agirlik) saglanmistir. C. cohnii biyokitlede son derece yiksek oranlarda
dokozahekzanoik asit (DHA) Ureticisi bir tir olarak bilinmesine ragmen, CSL ile zenginlestiriimis CW ortaminda
biyokitlesindeki yag asidi kompozisyonunu degistirerek, daha ¢ok tekli doymus ve tekli doymamis yag asitlerince
(C16:0-C18:1) zengin bir yag profiline (toplam yag asidi kompozisyonunun ~70%’i) sahip oldugu saptanmistir. Buna
gbre, endustriyel atiklarin degerlendirildigi bu kultiir ortaminda yetistirilen C. cohniinin biyodizel Gretimi icin uygun bir

kaynak olabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Crypthecodinium cohnii, Misir 1slatma surubu, Peynir alti suyu, Optimizasyon, Yag

INTRODUCTION

The heterotrophic marine microalga Crypthecodinium
cohnii is particularly known for its ability to accumulate
lipid (20-50% of cell dry weight) with high amounts of
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6) which is very
important for nutritional and pharmaceutical applications
[1]. Researchers have been ftrying to produce
sustainable and low-cost microalgal biomass and lipid
production which have been currently used as an dietary
supplement in food and beverages, health foods, animal
feeds and maricultural products [1-2]. In addition to
these application areas for microalgal lipid, extracellular
polysaccharides (EPSs) that form the basis for a wide
range of applications in food, pharmaceuticals,
petroleum and other industries could be produced by C.
cohnii and might attract a commercial interest in the
future for microbial EPSs production by algae [3].

A wide variety of by-products and raw materials such as
cheese whey, corn steep liquor, olive-mill waste water
and carob pulp syrup from the food and/or agriculture
industries have been employed for microbial cultivation
due to their considerable availability and low cost [4-6].
Annual world cheese-whey (CW) production is
continuously increasing and new bioproducts are being
sought through biotechnology in order to get full use of
the produced cheese whey [7, 8]. Corn steep liqour
(CSL) has also been used as an inexpensive source of
essential microbial nutrients for a variety of purposes [9,
10]. Even though there exist a number of technological
developments and bioproducts in the transformation of
CW or CSL to other useful products [7, 10], utilization of
these by-products to cultivate heterotrophic microalgae
offers a new application area.

The first step in the optimization of growth medium is
screening of the important factors affecting the
production [11]. Taguchi orthogonal array design and
Placket-Burmann (PB) are widely used statistical
techniques in industrial process design, principally in the
developmental trials [12, 13]. The basic principle of
these methods serve as screening filters which examine
the effects of many process variables and identify
factors which have major effects on process parameters
with a few experiments [11]. Screening experiments are
followed by response surface methodology to optimize
the culture medium composition factors which have a
major effect on biomass productivity [11, 14]. Response
surface methodology is an approach that combines
various statistical and mathematical techniques, and is
useful for developing, improving and optimizing a
process [11, 15]. There are many applications of
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response surface methodology related to optimization of
the composition of the growth media for microalgal
growth [15-17].

In the present study, it was aimed to biologically utilize
cheese whey (CW) and corn steep liquor (CSL) for
microalgal biomass and lipid production by using said
wastes in culture medium for heterotrophic microalga
Crypthecodinium cohnii cultivation. Firstly, CSL and CW
were separately used as cultivation medium for growing
C. cohnii. Statistical experimental tools were used to
screen the important medium components which have a
significant effect on the biomass productivity by C.
cohnii in medium containing CW and CSL, separately.
Once the significant factors were revealed in screening
experiments, a response surface approach had been
used for optimization of predetermined medium
components in the alternative cultivation medium of C.
cohnii. Total lipid content and DHA production by C.
cohnii in the recently formulated medium were also
compared with previous results.

MATERIAL and METHODS
Microalgae and Culture Conditions

Crypthecodinium cohnii CCMP 316 obtained from the
Culture Collection of Marine Phytoplankton (CCMP,
USA) culture was maintained in modified ATCC 30772
cultivation medium. The modified ATCC 30772 medium
contained, per liter: 1 g of yeast extract (Merck), 25 g of
sea salt, 0.01 g FeCls.6H.O, 0.15 g Na. B-
Glycerophosphate, 0.05 g (NH4)2.SOs, 1.5 g Tris
(Tris(hydroxymethyl)amino methane) buffer (Sigma),
0.01 g K:HPO., 30 mg EDTA, 1.5 mg FeCl;.6H.O, 30
mg HsBOgs, 4.5 mg MnCl..4H-20, 0.3 mg ZnCl, 0.15 mg
CoCl.6HO, 0.003 mg biotin, 1 mg thiamine and 9 g
glucose as a carbon source. Glucose was separately
sterilized in a different bottle in an autoclave at 121 °C
for 20 min and aseptically added (9 g/L) into the
medium. The inoculum was prepared by growing the
microalga in a 250 mL Erlenmeyer flask containing 75
mL of the modified ATCC 30772 medium incubated at
24°C for 72 h with orbital shaking at 130 rpm. The
inoculum size was 10% of the total liquid volume in
flasks. The inoculated flasks were then incubated at
24°C in a rotary shaker and agitated at 130 rpm in the
dark condition. During the experiments, the initial pH of
the growth medium was adjusted to 6.5+0.1.
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Characterization of Cheese Whey and Corn Steep
Liquor (CSL)

Fresh raw cheese whey was obtained from Pinar Inc., a
large dairy factory in Izmir, Turkey. It had a pH of 4.7,
chemical oxygen demand (COD) of 86.3 g/L, total
sugars (as lactose) of 42.6 g/L, suspended solids of 6.9
g/L, and a total nitrogen of 0.2 g/L [7]. Corn steep ligour
was obtained from Cargill (Bursa, Turkey) and its pH
was 4.5. CSL generally contains water (~50%), nitrogen
(3-4.5%), reducing sugars (~10%), minerals and
vitamins [9]. Cheese whey and CSL were both kept at -
20 °C until used.

Lipid Analysis, Methyl Ester Preparation and
Analysis

The culture samples taken from the shake flasks were
harvested by centrifugation at 1500 g for 5 min and
washed at least twice with demineralised water. They
were stored at —20°C until lyophilization. Lyophilization
was performed in a freeze dryer (Christ, Alpha 1-2 LD
plus, Germany) in accordance with the previously
disclosed procedure [16]. The dried biomass obtained
after freeze-drying was stored in air-tight containers at
-20°C.

Oil was extracted from lyophilized algal biomass by a
modified method of Bligh and Dyer [18]. Freeze-dried
cells (100 mg or more) were weighed accurately into a
15 mL centrifuge tube. For extraction, 3 mL chloroform,
methanol (2:1) containing 1.0 mg/mL nonadecanoic acid
(19:0) and 0.5 mg/mL butylated hydroxytoluene (BHT)
were used and the tube was shaken gently overnight at
room temperature. After centrifugation at 1500 g for 5
min, the supernatant containing the extracted oil was
stored at 4°C until being analysed. The extract was
evaporated in a water bath (30°C) using a rotary
evaporator (Stuart, RE300, UK) to remove solvents. The
final lipid amount was determined gravimetrically [1].

Fatty acids were analyzed by gas chromatography (GC)
after direct transmethylation with hydrochloric acid in

methanol by small modifications by Christie [19]. The
fatty acid methyl esters (FAMEs) were extracted with
hexane and analyzed by Agilent 7890 gas
chromatography equipped with a flame-ionization
detector and a Supelco sp-2380 A capillary column
(60m x 250pum x 0,2um) with helium as a carrier gas
according to a previously described procedure [16].

Experimental Design and Data Analysis

Fractional factorial designs like Taguchi and PB design
are widely used statistical techniques for screening and
optimization of medium components at shake-flask level
[17, 20]. Since the present study was mainly aimed at
screening of the important medium components with
respect to their main effects, not the interaction effects
between various medium constituents, PB and Taguchi
designs were selected [12, 14]. Taguchi’'s method was
applied to determine the medium components which
significantly influence the biomass productivity of C.
cohnii growing in medium containing CSL, while PB
design was used to determine influence of medium
components in CW medium. According to Taguchi’s
orthogonal array seven medium components in eight
experiments were used to evaluate their influence on
biomass productivity by C. cohnii. Experiments were
performed according to an experimental plan given in
Table 1 for medium containing CSL. A 12 run PB design
was used to identify medium components having
significant effects on biomass productivity in CW
medium (Table 2). The low level (-1) and high level (+1)
of each factor are listed in Table 2.

The data apart from optimization experiments were
analyzed for one-way analysis of variance (ANOVA) and
then Tukey’s post hoc test was used for multiple
comparisons with SPSS statistical software (SPSS for
Windows ver.18.0). All statistics were based on a
confidence level of 95%, so p<0.05 was considered to
denote a statistically significant difference, and p<0.01
was also used to show the power of the significance.

Table 1. Taguchi design of variables (in actual levels) with the biomass productivity as a response in
medium made with corn steep ligour (CSL, 10 g/100mL).

Variables” Response
Run A B C D E F G Biomass Productivity

(g/L) (g/L) (g/L) (mL/L) (mL/L) (g/L) (g/L) (g/L.d)
1 0.01 1 0.01 0.1 3 0.05 0.15 0.86
2 0.001 1 0.15 0.1 0.3 0.05 1.5 0.79
3 0.001 1 0.15 1 3 0.005 0.15 1.06
4 0.01 0.1 0.15 1 0.3 0.05 0.15 0.94
5 0.001 0.1 0.01 0.1 0.3 0.005 0.15 1.25
6 0.01 1 0.01 1 0.3 0.005 1.5 0.82
7 0.01 0.1 0.15 0.1 3 0.005 1.5 0.94
8 0.001 0.1 0.01 1 3 0.05 1.5 0.80

*Seven variables to be screened in Taguchi design (A-G)-i.e., dipotassium hydrogenphosphate, glutamic acid,
sodium glycerophosphate, vitamin solution, metal solution, ammonium sulphate, tris buffer.
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Table 2. Plackett-Burman design of variables (in actual levels) with the biomass productivity of C. cohnii as a

response growing in cheese whey (CW).

Variables* Response
Biomass
Run A B C D E F G H | J K Productivity
(g/L.d)
1 0.01 1 1.5 0.1 03 0005 15 0.001 0.15 28.0 0.00 0.95
2 0.001 1 1.5 0.1 3 0.05 1.5 0.001 0.00 0.00 10.0 1.28
3 0.001 1 1.5 1 0.3 0.005 0.15 0.01 0.00 28.0 10.0 1.33
4 0.01 1 0.1 0.1 03 005 0.15 0.01 0.5 0.00 10.0 0.06
5 0.01 0.1 0.1 0.1 3 0005 15 0.01 0.00 28.0 10.0 1.08
6 0.001 0.1 0.1 0.1 0.3 0.005 0.15 0.001 0.00 0.00 0.00 0.25
7 0.01 0.1 1.5 1 0.3 0.05 1.5 0.01 0.00 0.00 0.00 0.87
8 0.001 1 0.1 1 3 0005 15 0.01 0.15 0.00 0.00 0.77
9 0.01 0.1 1.5 1 3 0.005 0.15 0.001 0.15 0.00 10.0 0.12
10 0.001 0.1 1.5 0.1 3 0.05 0.15 0.01 0.15 28.0 0.00 0.62
11 0.01 1 0.1 1 3 0.05 0.15 0.001 0.00 28.0 0.00 0.39
12 0.001 01 0. 1 0.3 0.05 1.5 0.001 0.15 280 10.0 1.04

*Eleven variables to be screened in Plackett-Burman design (A-K)-i.e., dipotassium hydrogenphosphate, glutamic acid,
yeast extract, vitamin solution, metal solution, ammonium sulphate, tris buffer, Iron(lll) chloride hexahydride, sodium(ll) B-

glycerophosphate, sea salt, glucose.

Table 3. Experimental range and levels of the independent variables (sea salt, tris buffer, corn steep liquor
(CSL)) and central composite design plan in actual value and observed response (biomass productivity,

g/L.d).
Actual Levels of Coded Factors
Variables Symbol Coded -1.682 -1 0 +1 +1.682
Sea salt (g/L) X1 2.52 9.0 18.50 28.0 34.48
Tris buffer (g/L) X2 0.22 0.8 1.65 25 3.08
CSL (g /100 mL) X3 0.1 3.0 7.25 11.50 14.40
Runs X1 X2 X3 Biomass Productivity (g/L.d)

1 0 0 -1.682 1.29

2 0 0 0 1.39

3 0 0 0 1.46

4 -1 1 -1 0.75

5 0 0 1.682 1.69

6 1 -1 1 1.51

7 -1 -1 -1 0.68

8 1.682 0 0 1.45

9 0 0 0 1.39

10 1 1 1 1.97

11 0 0 0 1.59

12 0 0 0 1.54

13 0 0 0 1.41

14 0 -1.682 0 1.25

15 1 1 -1 1.77

16 -1.682 0 0 1.01

17 -1 1 1 1.86

18 1 -1 -1 1.55

19 0 1.682 0 1.50

20 -1 -1 1 1.56

RESULTS and DISCUSSION

Screening of Important Nutrient Components on
Biomass Productivity of C. cohnii in the Medium
Containing CSL

According to the preliminary tests, the concentration of
10 g CSL in 100 mL medium was chosen as the
optimum CSL concentration in C. cohnii medium for the
screening experiments with CSL. The importance of the
seven components, namely, dipotassium

hydrogenphoshate (K:HPO,), glutamic acid, sodium
glycerophosphate, vitamin and metal solution,
ammonium sulphate ((NH).SQO,4) and tris buffer in a
medium supplemented with sea salt (25 g/L) and
glucose (9 g/L) was investigated by Taguchi design
(Table 1). The biomass productivity by C. cohnii in the
medium containing CSL (Table 1) were higher at the
end of the screening experiments for all runs when
compared to results obtained by using only CSL in sea
water as a growth medium (data not shown). Based on
the statistical analysis, dipotassium hydrogenphoshate
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(KaHPOQOy4), glutamic acid, vitamin and metal solution,
ammonium sulphate ((NH4).SO4) and tris buffer were
identified as the factors having significant effect on the
biomass productivity by C. cohnii in the medium
containing CSL (Table 4). All these factors caused a
negative effect on biomass productivity. Thus, their
lower concentrations could be used for further
optimization process. Corn steep liquor was considered
as a very suitable nutritious substrate in industrial
fermentations since it typically contains many nitrogen
compounds, vitamins, amino acids and mineral matters

which are easily assimilated into normal cell metabolism
[9]. In this study, the incorporation of CSL at a
concentration of 10 g¢/100mL to the fermentation
medium  resulted in  eliminaton of  sodium
glycerophosphate from the medium and also reduced
the levels of other components (K:HPO4, vitamin
solution, metal solution, glutamic acid, (NH4).SO. and
tris buffer) for biomass productivity of C. cohnii. Our
results clearly showed that CSL could be beneficial for
the cultivation of C. cohnii.

Table 4. Statistical analysis of medium components on the biomass productivity of C. cohnii growing: (A) in medium
made with corn steep liqour (CSL, 10 g/100 mL) from the results of Taguchi design (B) in cheese whey (CW) from the

results of Plackett—Burman design*

Biomass Productivity (g/L.d)

Biomass Productivity (g/L.d)

Source MS Fovalue P>F Source MS  Fvalue P>F
Model 0,029 9370.56 0.0276 Model 213 49.93 0.0042
K2HPO4 0.014 4643.45 0.0093 K2HPOs 0.28 51.75 0.0055
Glutamic acid 0.019 6222.43 0.0081 Glutamic acid 0.057 10.62 0.0472
Metal solution ~ 2.358E-003 767.15 0.0230 Yeast extract 0.21 38.91 0.0083
Vitamin solution ~ 6.694E-003 2178.30 0.0136 Tf"fl b(lIJIf)fef 0.88  164.09 0.0010
(NH4)2S04 0.057 18550.90 0.0047 a 0.23 42.05 0.0074
Tris buffer 0.073 23861.16 0.0041  B-glycerophosphate
SS OF Sea salt 0.36 66.5 0.0039
Residual 3.073E-006 1 R 1.0000 Glucose 0.094  17.63 0.0247
Cor. Total 0.17 7  Ad. R 0.9999 , SS DF
Residual 0.016 3 R 0.9925
Cor. Total 2.15 11 Adi. B2 0.9727
A B

SS, sum of squares; DF, degrees of freedom; MS, mean square

Screening of Important Nutrient Components on
Biomass Productivity by C. cohniiin CW Medium

According to the preliminary tests, higher biomass
productivity and total lipid content by C. cohnii were
obtained by using CW without any dilution. Plackett—
Burman design was preferred as a screening
experiment for growth of C. cohniiin CW medium. Table
4 represents the PB experimental design for 12 trials
with two levels of concentrations for each components
and corresponds to the biomass productivity of C.
cohnii. Based on the statistical analysis, there were no
need for using vitamin and metal solution, (NH4)2SO4
and Iron(lll)chloride hexahydride (FeCls.6H0) in terms
of biomass productivity by C. cohnii in CW medium
(p>0.05). Factors having the significant effect on the
biomass productivity by C. cohnii growing in CW
medium were identified as K.HPO4, glutamic acid, yeast
extract, tris buffer, sodium glycerophosphate, sea salt
and glucose (Table 4). Dipotassium hydrogenphosphate
and sodium glycerophosphate had a negative effect on
biomass productivity. On the other hand, tris buffer, sea
salt, glucose, yeast extract, glutamic acid had a positive
effect on biomass productivity. The results indicated that
CW serves as a better culture medium with
supplementation of some of ingredients found in defined
medium. In addition to that, there was no need to
freshwater for culturing C. cohniiin CW medium.
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Optimization of Selected Medium Components
Using Response Surface Methodology

It has been reported that C. cohnii requires complex
nutrients for cell growth [21]. In this current study, these
requirements were identified for both CW and CSL
containing medium through the screening experiments
(Table 4). In CSL containing medium, KzHPO,, glutamic
acid, vitamin and metal solution, (NH,).SO, and tris
buffer had negative effect on the growth of C. cohnii. In
CW medium, tris buffer, sea salt, glucose, yeast extract,
glutamic acid had positive effects for the growth of C.
cohnii (Table 4). The supplementation of nitrogen
source was necessary for C. cohnii in CW medium. So,
effects of both the yeast extract and the glutamic acid
were positive for the cell growth. Glucose was used as
the main carbon source by C. cohnii for both media.
The concentration of non-significant and medium
components that had negative effect for both CW and
CSL containing medium were set to their lowest levels
for the new medium formulation. It was concluded that,
nitrogen requirement of cells could be met by using CSL
in CW medium. Therefore, CSL, sea salt and tris buffer
were taken as variables through the central composite
design (CCD) for the investigation of their optimum
levels on growth of C. cohniiin CW medium. In the CCD
experimental model, sea salt (9-28 g/L), tris buffer (0.80-
2.5 g/L) and CSL (3.0-11.5 g/100 mL) were taken as
input variables. According to the implemented design,
twenty combinations were performed (Table 3). The
values of biomass productivity (g/L.d) which is the
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response of the system obtained in different
experimental conditions are also given in Table 3. The
first order polynomial equation (expressed in terms of

Y =1.43+0.20X +0.11X2+0.21X5+0.038 X1X2-0.23X1X3+0,058 X2Xs3

where Y was the predicted response, i.e. the biomass
productivity (g/L.d), and X, Xz, and Xs were the coded
values of the test variables, sea salt (g/L), tris buffer
(g/L) and CSL concentrations (g/100 mL), respectively.
As shown in Table 3, the biomass productivity was
significantly improved with the optimized medium in
comparison to that obtained with the medium containing
CSL (Table 1) and CW medium (Table 2). The statistical
analysis of the model was accomplished in the form of
variance analysis (ANOVA) (Table 5). The model F-
value of 13.96 indicated that the model was significant
(p<0.01). The statistical analysis indicated that sea salt
and CSL had a mutual effect on biomass productivity
while tris buffer was fixed at its intermediate level
(p<0.01). The 3-dimensional contour plot was given to
illustrate the relationship between the response
(biomass productivity) and the variables (sea salt and
CSL) (Fig. 1). As shown in Fig. 1, there were two
optimum regions for the biomass productivity by C.
cohnii in CW medium containing CSL as the main
nitrogen source. One of these optimum areas occurred
in the region where the sea salt concentration was high
and the concentration of CSL was low. The other one
occurred in the region where the concentration of CSL
was high and the sea salt concentration was low. Marine
unicellular algae are generally considered to be tolerant
and adaptable to a wide salinity range and several
studies have been reported about the effect of salinity
on cell growth of the marine dinoflagellate C. cohnii[21,
22]. In this study, sea salt concentrations were
investigated in the range of 9-28 ¢g/L. The biomass
productivity increased with increasing salinity which had
been reported before [22]. The results obtained in the
current study revealed that the sea salt concentration of
9 g/L was also sufficient for C. cohnii CCMP316 to
achieve the similar biomass productivity with the sea
salt concentration of 28 g/L (Fig. 1). The sea salt
concentration of 9 g/L was lower than the optimum value
reported before for C. cohnii CCMP 316 [6]. For large
scale cultivations, the sea salt concentration should
preferably be as low as possible in order to prevent
corrosion problems during the sterilization [23]. A
decrease of the biomass productivity at extremely low
concentrations of sea salt (comparing run 16 and runs at
center points) could also be seen from the Table 3. The
stimulation of growth with an increasing salinity to a
certain degree was in agreement with the previous data
[22]. In most of the cultivation media for C. cohnii, yeast
extract is the generally used nitrogen source [6, 21, 22].
In a study where diluted carob pulp syrup was used as
an alternative low-cost carbon source together with 5
g/L of yeast extract as a nitrogen source yielded lower
biomass productivity values (0.096 g/L.d) when
compared to the current study [6]. In this study, it has
been demonstrated that CSL significantly enhances the
growth of C. cohnii and it may be an alternative to yeast
extract as the primary medium component.

238

coded values) fitted to the experimental CCD data for
predicting the biomass productivity was given in the
following equation:

(Ea. 3)

It has been reported that the optimum pH for growth of
C. cohnii is 6.5-6.6 [6,21-24]. After pH 7.0, cell growth
starts to slow down [24]. So, the tris was used for
buffering the pH. The statistical analysis indicated that
tris buffer had a positive effect on the biomass
productivity of C. cohnii (Table 5). Such a positive effect
of buffer on cell growth could be due to the its effect by
keeping cells in logarithmic phase of growth to a higher
cell density [21-23].

Total lipid content of C. cohnii cultivated in different
conditions varied between 20-33% (w/w) of cell dry
weight. The lipid production of C. cohnii CCMP 316 in
optimized CW medium containing CSL was obviously
superior to that achieved with the other C. cohnii strains
using medium containing glucose (9 g/L) and yeast
extract (0-10 g/L) as principal carbon and nitrogen
sources [22]. In addition to that, the lipid production by
C. cohnii CCMP316 in the alternative medium was
superior than the 4 strains of C. cohnii tested in pH-
auxostat cultures [25]. The influence of sea salt and
yeast extract concentrations on lipid accumulation by C.
cohnii ATCC 30772 had been studied in shake-flask
culture [22, 23]. In this study, it was determined that the
center point of the experimental design (Table 3) in
which the concentration of CSL was 7.25 g/100mL, the
concentration of tris buffer was 1.65 g/L and the
concentration of sea salt was 18.5 g/L was good for lipid
production. The seawater salinity was slightly above the
average seawater salinity (15 g/L) and it was sufficient
to get an appropriate lipid content (average 27% of cell
dry weight). This seawater salinity requirement for the
lipid production by C. cohnii was in agreement with the
previous data [22].

The major fatty acids found in C. cohnii were C12:0;
C14:0, C16:0, C18:0, C18:1 and C22:6 [6, 21, 24]. In
this study, the percentage of C12:0, C14:0, C16:0,
C18:0 and C18:1 were within the ranges of 2.0-3.4%,
12.0-16.8%, 24-38.7%, 11.2-14.4% and 20-26%
respectively. C22:6 (DHA) percentage of all 20 runs
ranged from 8.5 to 17% of the total fatty acids (TFA).
Regarding to fatty acid composition of C. cohnii, the
extraordinary amount of DHA (approx. 50% of fatty
acids in a vigorously-aerated culture) has been the
characteristic for that microalgae [22-24]. In this work,
DHA percentage of TFA was lower than the above
mentioned studies. Saturated fatty acids C18:0 (11.2-
14.4%), C16:0 (24-38.7%), C14:0 (12.0-16.8%) and the
monounsaturated fatty acid C18:1 (20-26%) were
abundant in C. cohnii grown in CW medium containing
CSL. An increased synthesis of saturated fatty acids
such as C14:0 (29.98%) and C16:0 (32.05%) and a
decreased DHA proportion (16,79%) were observed
previously when the cultivation temperature was higher
[26]. Fatty acid composition of algal cells may also be
influenced by the medium composition as the organism
usually modifies its biochemical composition in response
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to the compositional change [6, 25]. It has been stated
that the fatty acid production by C. cohnii was regulated
by three seperate systems, namely by, (1) the
biosynthesis of saturated fatty acids, (2) the conversion
of saturated fatty acids to monounsaturated fatty acids
and (3) the de novo synthesis of DHA with desaturases
[24]. According to the fatty acid biosynthesis pathways,
the introduction of double bond is an oxidative process
requiring molecular oxygen [24]. It is known that oxygen
solubility is decreased by the ions and sugars normally
added to the fermentation media [27]. The effect on
oxygen solubility of ionic and non-ionic solutes such as
molasses, corn steep ligour and protein agents has

been reported in several publications [24, 27]. Also, in
fermentation processes with non-filamentous
microorganisms, the rises in the viscosity of the growth
medium are due to the production of extracellular
polysaccharides [3]. Thus, a smaller amount of
intracellular molecular oxygen was available at high
ionic and non-ionic solutes present in CW medium
containing CSL. Therefore, it couldn’t allow the oxygen-
dependent enzymes to catalyze the fatty acid

desaturation and made such changes in fatty acid
composition.

Table 5. ANOVA for the response surface optimization of medium composition for the biomass
productivity (g/L.d) of C. cohniigrowing in cheese whey (CW) mainly supplemented with corn step

ligour (CSL).
Source SS DF MS F-value P>F
Model 1.74 6 0.29 13.96 <0.0001
Sea salt 0.53 1 0.53 25.66 0.0002
Tris buffer 0.16 1 0.16 7.69 0.0158
CSL 0.59 1 0.59 28.25 0.0001
Sea salt*tris buffer 0.012 1 0.012 0.56 0.4672
Sea salt*CSL 0.42 1 0.42 20.31 0.0006
Tris buffer*CSL 0.027 1 0.027 1.30 0.2741
Residual 0.27 13 0.021

Lack of fit 0.23 8 0.029 4.11 0.0680
Pure error 0.036 5 7.107E-003

Cor Total 2.01 19

Std. Dev. 0.14 R-Squared 0.8657

Mean 1.43 Adj R-Squared 0.8037

C.V.% 10.06 Pred R-Squared 0,5938

Press 0.81 Adeq Precision 12.033

SS, Sum of squares; DF, degrees of freedom; MS, mean square.

g
3

Biomass productivity (g/L.d)

Figure 1. Contour plot of the influence of corn steep liqour (CSL) and sea salt concentrations on the biomass
productivity (g/L.d) by C. cohniiin cheese whey (CW) medium containing CSL.

Validation of the Optimized Condition

On the basis of medium optimization, the model
predicted that the maximum biomass productivity by C.
cohnii was 1.80-1.81 g/L.d, when the CSL concentration
was 11.5 g/L and that of tris buffer was 2.5 g/L when the
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sea salt concentration was minimized (9 ¢/L) and
maximized (28 g/L). To verify the predicted results,
validation experiments was performed in triplicate tests.
Under both optimized conditions, the observed
experimental biomass productivity was 1.86+0.06,
suggesting that experimental and predicted values of
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biomass prodcutivity by C. cohnii were
agreement.

in good

CONCLUSION

The marine heterotrophic microalga C. cohnii was able
to grow in cheese whey medium supplemented with
corn steep ligour and yielded high biomass productivity
and lipid content. In order to develop algal oil production
in a cost effective way, researchers should focus on the
volumetric productivity. The productivity can be
increased by increasing the final algal biomass
concentration and the lipid content of the biomass. In
the case of C. cohnii, heterotrophic growth on the
alternative  medium revealed that these two
improvements were possible in CW medium containing
CSL. Firstly, it was concluded that C. cohnii cells had
high biomass productivity values (up to 1.97 g/L.d) from
shake flask cultivations. Secondly, C. cohnii cells could
contain a lipid content of at least 20% of cell dry weight.
Although, it accumulated low percentages of DHA in
total fatty acids composition, it still had a higher DHA
percentage when compared to other w-3 fatty acid
producer microalgal strains [28, 29]. EPSs are by-
products of DHA production process with C. cohnii
which was reported by de Swaaf et al [3]. Therefore, the
growing C. cohnii in that alternative medium might
attract a commercial interest with regarding EPSs
production. Also, the use of CW in the culture medium of
C. cohnii eliminated the need for using fresh water. It
could be the main motivation for production of C. cohnii
by using CW. Moreover, the use of CW and CSL as
feedstock of high value fermentation products may be a
useful way of disposing of these by products, thus
reducing the industrial residues and contributing to the
environmental protection. To the best of our knowledge,
this is the first report describing utilization of these by-
products by C. cohnii.
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ABSTRACT

The effect of pulsed light treatment on the inactivation of Salmonella Enteritidis PT 30 on almonds was determined
based on voltage, distance between sample and lamp and treatment time. Almonds were spot-inoculated with 20 pyL
of Salmonella Enteritidis PT 30 culture and then dried for 24 h at an ambient temperature. Alimonds were treated with
pulsed light at 3000, 3400 and 3800V at distances of 14.1 or 19.1 cm for 20 or 60 s. Pulsed light treatments reduced
Salmonella populations by 0.44 to 4.14 log CFU/almond. Almonds treated with 3800V at 14.1 cm distance for 60 s
resulted in a reduction by 4.14 log CFU/almond in Salmonella counts on TSAYE and 4.09 log CFU/almond on XLD
agar. After pulsed light exposure, almond surface temperature increased from 25 to 35-50°C depending on treatment
conditions. Results indicated that pulsed light had a potential to be used in the microbial inactivation of Salmonella in
almonds and other low moisture foods.

Keywords: Salmonella, Aimonds, Microbial inactivation, Surface temperature, Pulsed light

Atimli Isik Uygulamasi ile Bademde Salmonella Enteritidis inaktivasyonu
0z

Atimli 1s1k uygulamasinin badem yiizeyindeki Salmonella Enteritidis PT 30 inaktivasyonuna etkileri farkli voltaj,
numune ile lamba mesafesi ve islem slresi bakimindan degerlendirilmistir. Bademlerin ylzeyine 20 yL Salmonella
Enteritidis PT 30 kaltiri ekimi yapilip, sonra 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ekim yapilmis
bademlere, (¢ degisik voltajda (3000, 3400 ve 3800V); iki farkli numune ile lamba mesafesinde (14.1 ve 19.1 cm) 20
ya da 60 s slresince atimli i1sik uygulanmistir. Badem ylzeyindeki Salmonella populasyonu 0.44 ile 4.14 log
CFU/badem oraninda azalmistir. Proses faktérlerinden 3800 V, 14.1 cm ve 60 s ile atimli 1sik uygulamasi Salmonella
miktarint TSAYE'de 4.14 log, XLD agarda ise 4.09 log CFU/badem azaltmistir. Atimli isik yéntemi, uygulanan proses
faktorlerine bagli olarak, badem ylzeyindeki sicakligi 25’den 35-50°C’ye kadar yikseltmistir. Bu galismaya gére atimli
1sik teknolojisi badem gibi nem orani disik olan gidalarin Salmonella mikrobiyal inaktivasyonda uygulanabilecegi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, Badem, Mikrobiyal inaktivasyon, Yizey sicakhgi, Atiml isik

INTRODUCTION long time [17, 20, 21]. Besides the low moisture
environment conditions, Salmonella can also adapt to
Low moisture foods are considered to be safe; however, varied pH (3.8 and 9.5) and temperatures (2-54°C).

researches indicate that pathogens, including Many seeds and nuts including sesame seeds,
Salmonella, can survive in low moisture environment for coconuts, macadamia nuts, pistachios, peanuts, and
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almonds have been recalled in recent years due to
contamination with pathogenic microorganisms [7].
Almonds, in particular, were associated with two
recorded outbreaks of salmonellosis [2, 19], which led to
the establishment of U.S. regulations that require
treatment achieving a minimum 4-log reduction in
Salmonella for California-grown almonds [10]. There are
several treatments that can be used to meet the
minimum reduction requirement including blanching
[14], oil roasting [8], and propylene oxide fumigation [5,
6]. However, blanching and oil roasting technologies
may lead to undesirable loss of nutritional and physical
quality and propylene oxide fumigation was found less
attractive treatment for pathogen reduction due to its
toxicity.

Pulsed light, a U.S. FDA (U.S. Food and Drug
Administration) approved novel technology that rapidly
inactivates bacteria, mold, yeasts, spores, and viruses
on food surfaces, food contact surfaces, and packaging
materials, may be a good alternative to conventional
thermal or chemical decontamination processes [31]. It
targets DNA of the microorganisms, inactivates DNA
repair system thereby irreparable damage and then
death occurs. This technology also utilizes intense,
short-duration pulses of broad-spectrum light ranging
from UV to infrared (100 to 1100 nm); UV light (100—400
nm), visible light (400—700 nm), and near-infrared light
(700-1100 nm), which cause germicidal effects due to
photochemical, photothermal and photophysical
exposure [9, 4].

There have been several studies regarding with the
microbial decontamination of foods by using pulsed light
technology. It has been used in disinfection of fresh
produce, meat and fish, beverages, and some other
foods [24, 33]. In fresh produce, pulsed light applied to
raspberries and strawberries [1], avocados [28],
watermelon [29], mangoes [3], green onions [32], and
apple [18]. Studies indicated that 1 to 3 log reduction is
achievable in fresh-cut products in terms of microbial
safety risks and quality. Maximum inactivation with
pulsed light was about 1 to 2.5 log reduction in meat and
fish products because intense treatments may lead to
quality changes as in raw salmon [26], chicken
frankfurter [22], and beef and tuna carpaccio [15].
Pulsed light was effective in microbial disinfection of
highly transparent fluids compared to turbid fluids;
however combined treatments such as ultrasound [11]
and thermosonication [25] increased microbial
inactivation.

The objective of this study was to investigate the
effectiveness of pulsed light technology on inactivation
of Salmonella Enteritidis PT 30 inoculated on the
surfaces of almonds. Treatment parameters such as
distance from the lamp, treatment time, and voltage
were investigated. The almond surface temperature
resulting from pulsed light treatments was also
evaluated.
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MATERIALS AND METHODS
Stock Culture Preparation

The almond outbreak isolate of Salmonella enterica
Serovar Enteritidis phage type 30 (PT 30) was obtained
from the culture collection of Dr. Linda Harris at the
University of California, Davis and stored among the
culture collection at the Institute for Food Safety and
Health (Bedford Park, IL). A cryobead of the culture was
removed from storage at -80°C, quickly thawed,
transferred to 10 mL tryptic soy broth (TSB) (Becton,
Dickson and Co., Franklin Lakes, NJ), mixed thoroughly
with a vortex (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), and then
incubated at 37°C for 18 to 24 hr. After incubation, one
sterile disposable loop-full of inoculum was plated on a
tryptic soy agar supplemented with yeast extract
(TSAYE, Becton, Dickson and Co.) and stored at 4°C.
This pure culture of Salmonella Enteritidis PT 30 was
used for the preparation of working cultures, which were
utilized in subsequent experiments.

Inoculum Preparation

An isolated colony was transferred from the previously
described working culture to TSB and incubated at 37°C
for 24 h. Then, 100 pL of culture was spread evenly over
the surface of TSAYE plates (n=3) with an L-shaped
spreader which were then incubated at 37°C for 24 h.
Cells were harvested by adding 1 mL of phosphate
buffered saline (PBS, 98.8 g in 1 L water) to the plate
and then an L-shaped spreader was used to gently
scrape the agar surface. The resultant suspension was
removed with a sterile pipette and deposited in a sterile
50-mL conical tube (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ)
along with cell suspensions from the other plates. The
pooled culture was enumerated by serial dilution in
buffered peptone water (BPW) followed by spread-
plating on TSAYE and incubation at 37°C for 24 h.

Almond Inoculation

Almonds (Sincerely Nuts, Brooklyn, NY) were stored at
ambient temperature and humidity until treatment.
Twenty microliters of pooled inoculum was spot-
inoculated onto each of the almonds at the approximate
geometric center of one side of the sample. A total of 50
almonds were inoculated per experiment, two of which
were used as untreated controls. Spot-inoculated
almonds were allowed to dry in a petri dish for 24 h at
ambient temperature (23+2°C).

Treatment of Aimonds

Almonds were treated with Steripulse XL-3000 pulsed
light system (Xenon Corporation, Wilmington, MA). The
system operated at 3 pulses/s, produced polychromatic
radiation in the wavelength range of 100 to 1100 nm and
generated 1.27 J/cm? per pulse at 3800 V based on the
manufacturer’s specifications. One almond per trial was
placed in a sample holder located at the axial and
longitudinal center of lamp and affixed to a movable
shelf. Alimonds were treated at three different voltages
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(3000, 3400 and 3800 V) and two different distances
(14.1 and 19.1 cm) as measured from sample to quartz
window for two different treatment times (20 and 60 s) to
determine inactivation of Salmonella Enteritidis PT 30.
Each treatment condition was replicated 5 times.

In separate trials aimed at measuring almond heating
during pulsed light treatment, a K-type thermocouple
(Model HH306, Omega Engineering Inc., Stamford, CT)
was inserted into a 0.41 mm diameter drilled hole from
the underside of the almond until it was 0.5 mm below
the top surface. Thermocouple equipped almonds were
treated at 3 different voltages (3000, 3400 and 3800 V)
and distances (14.1, 16.6 and 19.1 cm) for 6 different
treatments times (0, 20, 30, 40, 50 and 60 s). Each
treatment was replicated 3 times.

Microbial Enumeration

After pulsed light treatment, each treated almond was
placed in sterile 50-mL conical tube to which 10 mL of
BPW was added and then the tube was vortexed for 1
min. The resultant suspension was serially diluted in
BPW and spread-plated in duplicate on TSAYE and
xylose lysine deoxycholate (XLD, Becton, Dickson and
Co.) agar plates which were then incubated at 37°C for
24 h prior to enumeration.

Statistical Analysis

The experimental design was a completely randomized,
3-way factorial (3 x 2 x 2) design with five replications.
Microbial data were analyzed by analysis of variance
(ANOVA) using JMP software (JMP version 9.0; Cary,
NC, USA). Tukey’s multiple comparison at 95% level
was performed to determine significant differences
between treatments.

RESULTS and DISCUSSION

Effect of Pulsed Light Treatment on Microbial
Inactivation

Initial populations of spot-inoculated almonds were
6.9610.37 log CFU/almond and 6.66+0.49 log
CFU/almond as enumerated on TSAYE and XLD agars,
respectively. As shown in Table 1, pulsed light
treatments reduced Salmonella populations on almonds
by 0.44+0.44 to 4.14+1.45 log CFU/almond when plated
on TSAYE. Results were comparable using XLD agar
indicating that cells exposed to pulsed light were
inactivated rather than injured. Thus, reductions
reported hereafter refer to those determined with
TSAYE. As expected, treatment at the highest voltage
(3800 V), closest distance (14.1 cm) and longest time
(60 s) resulted in the greatest reductions of Salmonella
(4.14£1.45 log CFU/almond). However, treatment time
had a significant effect (p<0.05) on inactivation levels
achieved as a 2.79%0.75 log CFU/almond reduction was
observed with 20 s treatment at the same voltage (3800
V) and distance (14.1 cm). Greater variability in log
reduction was seen as treatment time increased. These
results are consistent with the findings of other studies.
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After pulsed light treatment of inoculated raspberries at
distance of 5 cm to quartz window, 1.1 and 4.3 log
Salmonella reduction was determined at 5 and 60 s of
treatment times, respectively [1]. In addition, similar
results were obtained in inactivation of Salmonella and
E. coli on blueberry surface by using pulsed light
technology [35]. Researchers found that higher
frequency (100Hz) did not affect the microbial
inactivation when compared to lower frequencies (1.8 or
3 Hz) [34]. However, reducing voltage from 3800 V to
3400 and 3000 V resulted in significantly less microbial
inactivation (p < 0.05). At a lamp distance of 14.1 cm
and treatment time of 20 s, voltages of 3800, 3400, and
3000 V reduced Salmonella by 2.79, 1.29, and 0.89 log
CFU/almond, respectively. Statistical analysis confirmed
that voltage, distance and treatment time were factors
significantly affecting Salmonella inactivation, and that
there were interaction effects between these treatment
parameters.

Sample position and orientation to the lamp and the
distance between the sample and the lamp are
important parameters for microbial inactivation by pulsed
light. Others have shown that the greater the distance
between the sample and the lamp, the lower the lethality
[16, 30]. Results obtained in this study are consistent
with these findings as Salmonella was reduced by 4.14
log CFU/almond at 14.1 cm and 3.01 log CFU/almond at
19.1 cm for treatments at 3800 V for 60 s. Similar results
were obtained in treatments at 3400 and 3000 V and 60
s treatment time. Since only one almond was treated at
a time, additional consideration will have to be given in
order to scale-up the technology as efficacy is expected
to be lower due to lamp position and orientation if a
cluster of almonds were to be placed very close to the
lamp [13]. There were no visually observable changes in
almond quality for samples treated for up to 60 s.

Effect of Pulsed Light Treatment on Surface
Temperature

In pulsed light treatments, when the light intensity is high
or treatment duration is long, the product surface
temperature may increase and ultimately lead to product
burning. There have been several studies that indicate
surface temperature of food product increases when
exposed to pulsed light treatment [16, 12, 26]. As seen
in Figures 1,2 and 3 after pulsed light exposure,
temperature at 1 mm below the almond surface
increased from 25 up to 50°C depending on the
treatment conditions of voltage, distance and time. At
14.1 cm, the highest temperatures (48 to 50°C) after 60
s treatment were obtained in samples regardless of
system input voltage. At each distance, temperature
increased significantly with treatment time. Similar
results obtained in decontamination of Listeria
monocytogenes on inoculated unpackaged and
packaged chicken frankfurters by using pulsed light
system. The temperature difference between the treated
and untreated (initial) unpackaged samples varied
between 2.4 and 46.5°C depending on treatment
conditions [22]. At 3800 and 3400 V, little difference in
almond temperatures were observed at 16.6 and 19.1
cm; however, at lower voltage (3000 V) there existed
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greater differentiation between temperature with respect salmon fillets within 60 s of pulsed light treatment; 100,
to distance. None of the temperatures reached just 86, 76°C at 3, 5, and 8 cm distances to quartz window,
below the almond surface with up to 60 s treatment respectively, indicating that surface temperature may
were high enough to contribute thermal inactivation of vary based on food type as well [26].

Salmonella [27, 23]. Nevertheless, in other study,

temperature increased to higher levels on skin sides of

Table 1. Log reductions of Salmonella Enteritidis PT 30 on almonds after pulsed light

treatment.
Pulse Light Treatment Conditions® Salmonella Reduction log (CFU/almond)?
Voltage (V)  Distance (cm)  Time (s) TSAYE XLD
14.1 20 2.79+0.758 3.01+0.8448
3800 ’ 60 4.14+1.45% 4.09+1.48%
19.1 20 0.84+0.75¢P 0.93+0.93°
) 60 3.01+1.198 3.02+1.56%8
14.1 20 1.29+0.46°P 1.60+1.05B°P
. AB A
3400 60 3.54+1.18 5 3.87+1 .48D
19.1 20 0.44+0.44 0.44+0.17
) 60 1.52+0.74¢ 1.75+0.598¢P
14.1 20 0.89+0.47¢P 0.83+0.34°
3000 60 2.86+0.67°8 2.66+1.38A8C
19.1 20 0.50+0.39° 0.38+0.32°
60 1.46+0.65° 1.32+0.43°

@ Values in the same column followed by different letters are significantly different (p<0.05).
Experiment was replicated five times. ® Initial populations of spot-inoculated almonds are
6.96+0.37 log CFU/g and 6.66+0.49 log CFU/g on TSAYE and XLD agars, respectively.
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Figure 1. Change in surface temperature of almonds during pulsed light treatment with 3800 V.
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Figure 2. Change in surface temperature of almonds during pulsed light treatment with 3400 V
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Figure 3. Change in surface temperature of almonds during pulsed light treatment with 3000 V.

CONCLUSION

The highest voltage, the shortest distance and the
longest treatment time increased the inactivation of
Salmonella Enteritidis PT 30 on the surface of almonds.
The maximum microbial inactivation was observed in
almond treated with 3800 V, 14.1 cm distance, 60 s and
the surface temperature reached to 48°C. There were
no visually observable changes in almonds for samples
treated for up to 60 s. Results of this study indicate that
pulsed light technology is a promising technology for
microbial inactivation of Salmonella Enteritidis PT 30 on
almonds. However, further studies are needed to
determine the effectiveness of pulsed light on other low
moisture food products including, nuts, peanuts, and
sesame seeds. In addition, scaling-up pulsed light
system with a proper design of lamp position and an
orientation should be evaluated; thereby cluster of food
pieces might be treated homogeneously by using this
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technology instead of treating one spot on the surface of
the food product.

ACKNOWLEDGEMENTS

Special thanks to Kathiravan Krishnamurthy at the
Institute for Food Safety and Health, lllinois Institute of
Technology and Nathan M. Anderson at the US Food
and Drug Administration (FDA) for their assistance in the
laboratory and the use of pulsed light equipment.

REFERENCES

[1] Bialka, K.L., Demirci, A., 2008. Efficacy of pulsed
UV-light for the decontamination of Escherichia coli
0157:H7 and Salmonella spp. on raspberries and
strawberries. Journal of Food Science 73: M201-

M207.



(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

(1]

(12]

(13]

M.E. Oner Akademik Gida 15(3) (2017) 242-248

Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)., 2004. Outbreak of Salmonella serotype
Enteritidis  infections  associated  with  raw
almonds—United States and Canada, 2003—2004.
Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR)
53(22): 484-487. Available at:
http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm5
322a8.htm (Accessed October 2015).

Charles, F., Vidal, V., Olive, F., Filgueiras, H.,
Sallanon, H., 2013. Pulsed light treatment as new
method to maintain physical and nutritional quality
of fresh-cut mangoes. Innovations in Food Science
and Emerging Technologies 18: 190—195.

Condon, S., Alvarez, I., Gayan, E., 2014. Pulsed
UV Light in Encyclopedia of Food Microbiology 3:
974-981.

Danlyuk, M.D., Harris, L.J., Schaffner, D.W., 2006.
Monte Carlo simulations assessing the risk of
Salmonellosis from consumption of almonds.
Journal of Food Protection 69(7): 1594-1599.
Danyluk, M.D., Uesugi, A.R., Harris, L.J., 2005.
Survival of Salmonella Enteritidis PT 30 on
inoculated almonds after commercial fumigation
with propylene oxide. Journal of Food Protection
68: 1613-1622.

Danlyuk, M.D., Abd, S.J., Jones, T.M., Schlitt-
Dittrich, F., Jacobs, M., Harris, L.J., 2007.
Prevalence and amounts of Salmonella found on
raw California almonds. Journal of Food Protection
70(4): 820-827.

Du, W.X., Abd, S.J., McCarthy, K.L., Harris, L.J.,
2010. Reduction of Salmonella on inoculated
almonds exposed to hot oil. Journal of Food
Protection 73: 1238—-1246.

Elmnasser, N., Guillou, S., Leroi, F., Orange, N.,
Bakhrouf, A., Federighi, M., 2007. Pulsed-light
system as a novel food decontamination
technology: a review. Canadian Journal of
Microbiology 53(7): 813-21.

Federal Register. 2007. Almonds grown in
California; outgoing quality control requirements.
Federal Register, 72, 15021-15036 Available at:
http://www.gpo.gov/fdsys/granule/FR-2007-03-
30/07-1557 (Accessed October 2015).

Ferrario, M., Guerrero, S., 2016. Effect of a
continuous flow-through pulsed light system
combined with ultrasound on microbial survivability,
color and sensory shelf life of apple juice.
Innovations in Food Science and Emerging
Technologies 34: 214-224.

Fine, F., Gervais, P., 2004. Efficiency of pulsed UV
light for microbial decontamination of food
powders. Journal of Food Protection 67: 787-792.
Gomez-Lopez, V.M., Devlieghere, F., Bonduelle,
V., Debevere, J., 2005. Factors affecting the
inactivation of micro-organisms by intense light

247

(14]

(15]

[16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

pulses. Journal of Applied Microbiology 99(3): 460-
70.

Harris, L.J., Uesugi, A.R., Abd, S.J., McCarthy,
K.L., 2012. Survival of Salmonella Enteritidis PT 30
on inoculated almond kernels in hot water
treatments. Food Research International 45: 1093-
1098

Hierro, E., Ganan, M., Barroso, E., Fernandez, M.,
2012. Pulsed light treatment for the inactivation of
selected pathogens and the shelf-life extension of
beef and tuna carpaccio. International Journal of
Food Microbiology 158: 42—48.

Hillegas, S.L., Demirci, A., 2003. Inactivation of
Clostridium sporogenes in clover honey by pulsed
UV-light treatment.  Agricultural  Engineering
International: The CIGR (Commission
Internationale du Génie Rural) Journal of Scientific
Research and Development 7: FP03-009.
Hiramatsu, R., Matsumoto, M., Sakae, K,
Miyazaki, Y., 2005. Ability of Shiga toxin-producing
Escherichia coli and Salmonella spp. to survive in a
desiccation model system and in dry foods. Applied
and Environmental Microbiology 71(11): 6657-63.
Ignat, A., Manzocco, L., Maifreni, M., Bartolomeoli,
I, Nicoli, M.C., 2014. Surface decontamination of
fresh-cut apple by pulsed light: effects on structure,
colour and sensory properties. Postharvest Biology
and Technology 91: 122-127.

Isaacs, S., Aramini, J., Ciebin, B., Farrar, J.A.,
Ahmed, R., Middleton, D., Chandran, A.U., Harris,
L.J., Howes, M., Chan, E., Pichette, A.S.,
Campbell, K., Gupta, A., Lior, L.Y., Pearce, M,
Clark, C., Rodgers, F., Jamieson, F., Brophy, I.,
Ellis, A., 2005. An international outbreak of
salmonellosis associated with raw almonds
contaminated with a rare phage type of Salmonella
Enteritidis. Journal of Food Protection 68:191-198.
Janning, B., in’'t Veld, P.H., Notermans, S., Kramer,
J., 1994. Resistance of bacterial strains to dry
conditions: use of anhydrous silica gel in a
desiccation model system. Journal of Applied
Bacteriology 77: 319-324.

Juven, B.J., Cox, N.A., Bailey, J.S., Thomson, J.E.,
Charles, O.W., Shutze, J.V., 1984. Survival of
Salmonella in dry food and feed. Journal of Food
Protection 47: 445-448.

Keklik, N.M., Demirci, A., Puri, V.M., 2009.
Inactivation of Listeria monocytogenes on
unpackaged and vacuum packaged chicken
frankfurters using pulsed UV-light. Journal of Food
Science 74: M431-M439.

Keller, S., Grasso, E., Halik, L., Fleischman, G.,
Chirtel, S., Grove, S., 2012. Effect of growth on the
thermal resistance and survival of Salmonella
Tennessee and Oranienburg in peanut butter,



(24]

(25]

(26]

(27]

(28]

(29]

M.E. Oner Akademik Gida 15(3) (2017) 242-248

measured by a new thin-layer thermal death time
device. Journal of Food Protection 75: 1125-1130.
Kramer, B., Wunderlich, J., Muranyi, P., 2016.
Recent findings in pulsed light disinfection. Journal
of Applied Microbiology 122: 830-856.

Munoz, A., Palgan, |, Noci, F., Morgan, D.J.,
Cronin, D.A., Whyte, P., Lyng, J.G., 2011.
Combinations of high intensity light pulses and
thermosonication for the inactivation of Escherichia
coli in orange juice. Food Microbiology 28: 1200—
1204.

Ozer, N.P., Demirci, A. 2006. Inactivation of
Escherichia  coli  O157:H7 and Listeria
monocytogenes inoculated on raw salmon fillets by
pulsed UV-light treatment. International Journal of
Food Science and Technology 40: 1-7.

Podolak, R., Enache, E., Stone, W., Black, D.G.,
Elliott, P.H., 2010. Sources and risk factors for
contamination, survival, persistence, and heat
resistance of Salmonella in low-moisture foods.
Journal of Food Protection 73: 1919—-1936.
Ramos-Villarroel, A.Y., Martin-Belloso, O., Soliva-
Fortuny, R., 2011. Bacterial inactivation and quality
changes in fresh-cut avocado treated with intense
light pulses. European Food Research and
Technology 233: 395—402.

Ramos-Villarroel, A.Y., Aron-Maftei, N., Martin-
Belloso, O., Soliva-Fortuny, R., 2012. Influence of
spectral distribution on bacterial inactivation and
quality changes of fresh-cut watermelon treated

(30]

[31]

(32]

(33]

(34]

(35]

with intense light pulses. Postharvest Biology and
Technology 69: 32—39.

Sharma, R.R., Demirci, A., 2003. Inactivation of
Escherichia coli O157:H7 on inoculated alfaalfa
seeds with pulsed ultra violet light and response
surface modelling. Journal of Food Science
68:1448-1453.

U.S. Food and Drug Administration (FDA), 1996.
Pulsed light for the food treatment. 21 CFR 179.41.
Available at:
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/
cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=179.41 (Accessed
October 2015).

Xu, W., Chen, H., Huang, Y., Wu, C., 2013.
Decontamination of Escherichia coli O157: H7 on
green onions using pulsed light (PL) and PL-
surfactant-sanitizer combinations. Infernational
Journal of Food Microbiology 166: 102—108.

Pala, C.U., Toklucu, A.K., 2010. Ultraviyole isin
(UV) teknolojisinin meyve sularina uygulanmasi.
Akademik Gida 8(1): 17-22.

Harguindeguy, M., 2016. Efficacy of pulsed light
technology for the inactivation of Salmonella
Enteritidis PT 30 on almond kernel surface. MSc
Thesis, lllinois Institute of Technology, Chicago IL,
USA.

Bialka, K.L., Demirci, A., 2007. Decontamination of
Escherichia Coli O157:H7 and Salmonella Enterica
on blueberries using ozone and pulsed UV-light.
Journal of Food Science 72(9): M391-M396.

248



SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
http.//www.academicfoodjournal.com

Akademik Gida 15(3) (2017) 249-255, DOI: 10.24323/akademik-gida.345258

Arastirma Makalesi / Research Paper

Isil islem Gérmiis icme Siitlerinde (Pastérize, UHT ve Laktozsuz UHT Siit)
Hidroksimetilfurfural Iceriginin Belirlenmesi
Muige Urgu "2/, Turkuaz Ecem Saatli “=', Aylin Turk "=, Nurcan Koca =
Ege Universitesi, Miihendislik Fakltesi, Gida Miihendisligi Bslim(i, Bornova, izmir
Gelis Tarihi (Received): 02.06.2017, Kabul Tarihi (Accepted): 27.09.2017

= Yazismalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): nurcan.koca@ege.edu.tr (N. Koca)
® 02323113029 = 02323427592

6z

Isil islem uygulamasi sirasinda gergeklesen Maillard reaksiyonlari (enzimatik olmayan esmerlesme) Uriin kalitesi
acisindan énemlidir. Bu reaksiyonun ara Grlnlerinden biri olan hidroksimetilfurfural (HMF), Uretim ve depolama
asamasinda 6zellikle sicakliga bagl olarak degisim gdstermektedir. Bu arastirmada, piyasadaki farkli yag oranlarina
sahip pastérize ve UHT sitlerin toplam HMF miktarlari belirlenmis ve ayrica laktozun hidrolize edilmesinin HMF degeri
Uzerine etkisi saptanmistir. Bunun yani sira, sitlerin bilesim ve renk degerleri de tespit edilmistir. Toplam HMF
degerleri, pastérize st érneklerinde 1.15-4.78 umol/L, UHT slt érneklerinde 2.16-12.74 umol/L, laktozsuz UHT st
Orneklerinde ise 27.35-35.73 umol/L araliginda tespit edilmistir. Her ne kadar is1 artisi ile HMF degerlerinde artis tespit
edilse de, bu degerler HMF igeren bir¢cok gidaya gére oldukca diisiik bulunmustur. UHT sitlerin yag iceriginin artmasi
ile HMF degerlerinde disik seviyelerde artis gézlenmesine karsin, en yiksek degerler laktozun hidrolize edildigi
laktozsuz UHT siitlerde elde edilmistir. Ayrica, laktozsuz UHT sitlerin kirmizilik degeri daha ylUksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: icme siitii, Hidroksimetilfurfural, Isil islem

Determination of Hydroxymethylfurfural Content of Heat-Treated Milk (Pasteurized, UHT and
Lactose-Hydrolised UHT Milk)

ABSTRACT

Maillard reaction (non-enzymatic browning) formed during heat treatment is an important for the quality of foods.
Hydroxymethylfurfural (HMF) is an intermediate compound of this reaction and can be changed with temperature
during production and storage in dairy products. In this study, the HMF levels of pasteurized and UHT milks with
different fat contents were determined. In addition to the effect of hydrolisation of lactose on HMF contents, the
composition and colour values of milk samples were also determined. Total HMF values varied from 1.15 to 4.78
pmol/L in pasteurized milk, 2.16 to 12.74 uymol/L in UHT milk and 27.35 to 35.73 umol/L in lactose hydrolised milk.
Although increase in heat intensity resulted in an increase in HMF values, levels were still lower than those in other
food products. HMF values of UHT milk slightly increased with an increase in milk fat. The highest level was obtained
in lactose hydrolised UHT milk. Moreover, the redness values of lactose hydrolised UHT milks were high.

Keywords: Milk, Hydroxymethylfurfural, Heat treatment

GIRIS tutulmaktadir. Nitekim Tiirk Gida Kodeksi, Cig Siit ve Isil

islem Gérmis icme Siitleri Tebligine gore i1sil islem
icme siitleri, ¢ig sitlerin mikrobiyolojik agidan guvenilir gérmis icme sltl; pastdrizasyon, UHT veya
hale getirilmesi amaciyla 1sil islem uygulamalarina tabi
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sterilizasyon iglemlerinden biriyle 1sil islem gdérerek
tUketiciye sunulan sit olarak tanimlanmaktadir [1].

Isil islem uygulamalari sutin yapisinda kimyasal ve
biyokimyasal reaksiyonlara neden olarak 6&zellikle
protein, karbonhidrat ve vitaminler basta olmak Uzere
bilesiminde birtakim farkliliklarin ~ olusmasina yol
acmakla birlikte besinsel kalite ile duyusal &zellikleri
degistirebilmektedir [2; 3]. Isil islem uygulamalan ile
ortaya ¢ikan reaksiyonlarin basinda proteinlerin serbest
amino gruplan ile indirgen sekerlerin serbest aldehit
gruplan arasinda gergeklesen enzimatik olmayan
Maillard reaksiyonu gelmektedir [4; 5; 6]. Maillard
reaksiyonu mekanizmasi oldukga kompleks olmakla
birlikte temel olarak baslangig, ileri ve son asamadan
olusmaktadir [7]. Sidtte Maillard  reaksiyonunun
baslangig asamasinda, indirgen seker olan laktoz ile
lisin arasinda kondensasyon reaksiyonuyla Schiff bazi
olusmakta ve daha sonra Amadori yeniden
dizenlenmesi ile Amadori 0rini olarak bilinen
laktulosillisin ortaya ¢ikmaktadir [6]. Tepkimenin ileri
asamasinda, olusan Amadori Grlninin pargalanmasi ile
furfural veya hidroksimetilfurfural (HMF), fizyon Grlnleri
(asetol, diasetil, pirGvaldehit vb.), rediktonlar,
dehidroredUktonlar, aldehitler, aldoller ve N icermeyen
polimerler esterler gibi birgok bilesik pH'ya bagl olarak
olusmaktadir. Reaksiyonun son asamasinda ise, ortaya
¢tkan bu bilesiklerin kahverengi azotlu polimerler ve ko-
polimerlere (melanoidinlere) dénistim
gerceklesmektedir [8]. Reaksiyon sonucunda reaksiyona
katilan yarayish lisin miktarinda azalma, protein
polimerizasyonu, lezzet bilesenleri ve mutajenik,
antioksidatif ve antikarsinojenik bilesenler olugsmaktadir.

Reaksiyonun derecesi ise isil iglem indikatorleriyle
belirlenebilmektedir; bu amagla reaksiyonun ilk
asamasinda ortaya cikabilen furosin ve

karboksimetillisin, laktozun izomerizasyonuyla olusan
laktuloz ve ileri asamada olusabilen hidroksimetilfurfural
1sil iglem indikatorleri olarak kullanilabilmektedir [6].
Reaksiyon sonucunda olusan Urlnlerin hem cesitliligi
hem de karmasik yapiya sahip olmasi bu konu Uzerine
yapilan ¢caligsmalarin artmasina yol agmistir [6, 8, 9].

Isil islem uygulanan sltlerde Maillard reaksiyonu
sonucunda ortaya ¢ikan ara UrGinlerden biri olan HMF,
sutlere uygulanan 1sil islem siddetinin ve Kkalitenin
belirlenmesinde kullaniimaktadir [6, 10]. HMF miktari;
s(te uygulanan sil islemin yodunluguna, sUtin
bilesimine ve depolama kosullarina bagh olarak
degisebilmektedir. Nitekim Morales ve ark. [11]
tarafindan, 1sil igslem yogunlugunun artmasiyla birlikte
HMF degerlerinin ylkseldigi tespit edilmistir. HMF
degerleri, duslikten ylksege dogru pastérizasyon, direkt
UHT islemi, indirekt UHT islemi ve klasik sterilizasyon
islemi uygulanan sitler olarak siralanmistir. Benzer
sekilde, Akalin ve Gon¢ [12] tarafindan vyapilan
calismada indirekt UHT islemine tabi tutulan sutlerde
HMF orani direkt UHT islemi uygulanan sitlere gére
daha ylksek bulunmustur. HMF tayininde, basit ve
distk maliyetli olmasi sebebiyle siklikla kolorimetrik
yontem kullaniimaktadir. Ancak, kromatografik (RP-
HPLC) yéntemin daha kesin sonug verdigi belirtiimistir.
Morales ve ark. [13], siite uygulanan isil igslemle olusan
HMF miktarini kromatografik ve kolorimetrik ydntemler

250

ile Olgerek ydontem kiyaslamasi yapmislardir. Galisma
sonucunda, kolorimetrik yéntem ile elde edilen HMF
degerlerinin, kromatografik ydnteme kiyasla daha
yiksek oldugu belirlenmigtir. Bu fark, kolorimetrik
yontemde TBA'nin HMF yani sira, ézellikle aldehitlerle
de reaktivite g&sterebilmesine baglanmistir. Buna
karsin, iki yéntemde de Ornekler arasindaki artis ve
azalis egilimleri benzer bulunmustur. Ayrica, pastérize
ve UHT siltlerde metotlar arasindaki fark daha az
bulunmus ve sisede sterilizasyonda yani daha uzun
sireli  ylksek sl islemde farkin belirginlestigi
vurgulanmistir.

Sitte Maillard reaksiyonunu, 1sil islem derecesinin yani
sira reaksiyona giren seker kompozisyonu da
etkilemektedir. Monosakkaritler ve indirgen disakkaritler

reaksiyona girmekle birlikte, monosakkaritlerin
disakkaritlere kiyasla daha hizli reaksiyona girdigi
bildirilmistir [14, 15]. Laktozsuz sitlerde laktozun

enzimatik hidrolize ugrayarak glikoz ve galaktoza
déntsmesi, aminlerle (proteine bagl lisin ve diger NH-
uclar) daha yiksek reaktivite géstermesine yol agarak
Maillard reaksiyonu icin daha uygun bir ortam
olusturmaktadir [16, 17]. Ayrica, laktozsuz sitlere ilave
edilen laktaz enziminin de proteolitik aktiviteler gibi
istenmeyen uc aktiviteler ile serbest aminoasit
miktarinda artisa neden olarak reaksiyonu etkiledigi
bildirilmistir [16]. Literatlrde 1sil islem gérmus sitlerin
HMF oranlarina dair kisith sayida ¢alisma bulunmakla
birlikte, laktozsuz sutlerin HMF dedgerlerine iligkin bir
calismaya rastlaniimamistir. Ancak, laktozun
hidrolizasyonuyla ortaya ¢ikan indirgen sekerlerin
Maillard reaksiyonunu hizlandirdigi, diger 1sil islem
indikatérleri  olan laktuloz ve furosin  miktarlari
belirlenerek ortaya konulmustur [16, 18-20].

Isil islem sonucunda ortaya ¢ikan Urlnlere sit yaginin
etkisi ise birgok arastirmaci tarafindan calisiimasina
ragmen netlik kazanmamistir. Claeys ve ark. [21] ve
Berg [22] tarafindan, sit yaginin isil islem uygulamasi
sonucunda ortaya ¢ikan (rOnler CUzerine etkisinin
olmadigr belirtiimistir. Buna karsin, Pellegrino [23]
tarafindan, isil islem sirasinda sit yaginin isi transferini
azaltarak bilesenler (zerinde koruyucu etki yarattigi
ifade edilmistir. Diger taraftan, ylksek 1sil islem
sirasinda olusan lipid degradasyon drUnlerinin Maillard
reaksiyonuna katkida bulunabilecegi de belirtiimistir [24-
26].

Ulkemizde 1sil islem gérmiis icme siitll Gretimi artmakta
ve her vyl sektére yeni firmalar katilmaktadir. Bu
nedenle, bu caligsmada, lUlkemizde satisa sunulan isil
islem gdérmis sutlerin son yillardaki durumunu ortaya
koymak amaciyla farkl firmalar tarafindan satisa
sunulan pastorize ve UHT sdtlerin toplam HMF degerleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, piyasada UHT sutler farkh
yag oranlarinda ve laktozsuz formda (laktoz hidrolize)
bulunmaktadir. Dolayisiyla, ¢alisma igerisinde yag
oraninin ve laktozun hidrolize edilmesinin, UHT sitlin
HMF degeri lizerine etkisi de arastiriimistir.
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MATERYAL ve METOT
Materyal

Calismada izmirde bulunan bilylk marketlerden
saglanan, farkli firmalara ait inek sitl kullanilarak
Uretilmis icme sUtleri kullanilmigtir. Bu kapsamda, 6 adet
pastérize sut érnegi (1 adet tam yagli, 5 adet yagl) ve
29 adet UHT sut 6rnegi (14 adet yagh, 11 adet yarim
yagl, 4 adet yagdsiz) ve 2 adet laktozsuz UHT sit érnegi
(yarim yagl) satin alinmigtir. St érnekleri 2016 yilinin
Nisan ayinda biylk marketlerden birbirine yakin
tarihlerde Uretilmis olmasina dikkat edilerek her marka
icin 2 6rnek olacak sekilde toplanmistir. UHT siitlerin
yaklasik depolama sirecinin (oda sicaklidi) birinci
ayinda, pastdrize sitlerin ise depolamanin (buzdolabi
kosullari) birinci gliniinde olmasina dikkat edilmistir.
Ornekler analizler stiresince 4°C’de saklanmistir.

Metot
Kimyasal Analizler

Sut 6rneklerinin kurumadde ve kil oranlari gravimetrik
yontemle, yag orani Gerber yontemiyle, protein miktari
Kjeldahl yontemiyle, asitlik dederi % laktik asit cinsiden
titrasyon ydéntemiyle TS 1018’e gére belirlenmistir [27].
Karbonhidrat miktari hesaplama ydntemiyle tespit
edilmistir. pH degeri pH metre (pH 320, WTW, 82362

Weilheim, Almanya) ile, vyogunluk degeri ise
laktodansimetre kullanilarak saptanmistir.

Toplam HMF Analizi

Sut orneklerinin  toplam HMF miktari, Keeney ve

Bassette [28] tarafindan tanimlanan spektrofotometrik
yontemle belirlenmistir. Siit érnekleri galkalanip homojen
hale getirildikten sonra 10 mL alinarak (zerine 5 mL
oksalik asit (0.3N) ilave edilmistir. Hazirlanan &érnekler
vorteks ile karigtirildiktan sonra bir saat sire ile su
banyosunda (WNB 14, Memmert, Schwabach, Almanya)
bekletilmistir. Su banyosundan alinan &rnekler oda
sicakligina gelene kadar sogutulduktan sonra 5 mL
%40’lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ilave edilmis ve
Whatman No.42 filtre kagidi kullanilarak sGzilmustir.
Filtrattan 4 mL alinarak Uzerine 1 mL 0.05 M
tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan
ornekler 40°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildikten
sonra 443 nm’de (As43) absorbanslar spektrofotometre
(Varian, Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophotometer,
Palo Alto, CA) ile olgllmustir. HMF degerleri asagidaki
esitlik (1) ile hesaplanmis ve sonuglar umol/L olarak
ifade edilmistir:

HMF degderi (umol/L) = (As4s-0.055) x 87.5 (1)
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Renk Degerlerinin Belirlenmesi

Sit orneklerinin renk 8lgim( Hunter renk 6lglim cihazi
(CFLX 45-2 Model Colorimeter, HunterLab, Reston, VA)
ile gergeklestiriimistir. Her bir 6rnek 6lgimden 6nce
homojen bir sekilde karistirildiktan sonra L (parlaklik), a
(yesillik/kirmizilik), ve b (mavilik/sarilik) degerleri
belirlenmistir. Analizler sonucunda elde edilen renk
degerlerinden renk degisimi (AE, referans olarak 1
numarall pastérize tam yagl sut érnegi kullaniimistir),
kroma ve esmerlesme indeksi (Bl) degerleri asagidaki
esitlikler (2), (3) ve (4) ile hesaplanmistir [29].

AE = \[(Lo = L)% + (ag — @)? + (by — b)? (2)
Kroma = vaZ + b% (3)
Bl = 100*[%—0-31] (4)

0.17

istatistiksel Degerlendirme

incelenen 6rneklerin istatistiksel degerlendirmesi igin
SPSS istatistik paket programi (SPSS ver. 20, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) kullanilmigtir. Ornekler
arasindaki farkliliklarin énemi tek yoénli varyans analizi
ile saptanmig, %95 glven araligina gbre Ornekler
Duncan testi ile gruplanmistir. Orneklerin HMF miktarlari
ile pH ve renk degerleri arasindaki iligkiyi saptamak
amaciyla Pearson korelasyon testi uygulanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
icme Siitii Orneklerinin Kimyasal Bilegimi

incelenen toplam 37 adet pastdérize ve UHT sit
Orneklerinin bilesimleri, titrasyon asitlikleri ile yogunluk
degerleri Tablo 1'de verilmistir. Orneklerin kurumadde
icerikleri  %8.98-12.21, protein icerikleri %2.8-3.0
aralhiginda degismektedir. Yapilan ¢alismada st
Orneklerinin laktik asit cinsinden titrasyon asitliginin
%0.125-0.152, pH degerinin 6.56-6.73 ve yogunluk
degerinin  1.031-1.034 g/mL arahginda degistigi
saptanmigtir. Tirk Gida Kodeksi Cig Sit ve Isil islem
Goérmus Igme Sitleri Tebliginde [1] pastérize ve UHT
sUtlerin bilesimlerine ydnelik yag oranlari diginda bir
deger veriimemekle birlikte kullanilacak ¢i§ inek sGtiiniin
icermesi gereken protein miktarinin en az %2.8 ile
yogunluk degerinin  1.028 g¢/mL olmasi gerektigi
belirtiimistir. Bu durumda &érneklerin protein ve yogunluk
degerlerinin uygun oldugu saptanmistir. Ayni tebligde en
az %3.5 yag igceren igme sitleri tam yagh, %3.0 yag
icerenler yagl, %1.5 yag icerenler yarim yagh ve
%0.15’ten az yag igerenler ise yagsiz sinifina dahil
edilmistir. Degerler incelendiginde sit érneklerinin yag
iceriklerinin de yasal sinirlara uygun oldugu tespit
edilmistir.
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Tablo 1. Pastérize ve UHT st érneklerinin bilesimi (ortalama + standart sapma)

Numune Yag (%) KM (%) Protein (%) Kul (%) Karbonhidrat (%) Asitlik! (%) pH Yogdunluk (g/mL)
P-TY (n=2) 3.6£0.1*  12.21+0.022 2.9£0.07 0.65£0.05° 5.13+0.002® 0.152+0.003%  6.70+0.012 1.032+0.000°
P-Y (n=10) 3.1£0.1%  11.17£0.20° 2.8£0.12 0.68+0.03 4.70+0.21¢ 0.133+0.008>  6.73+0.04° 1.030+0.001¢
UHT-Y (n=28) 3.1£0.1®  11.21+0.38° 2.8+0.22 0.68+0.03 4.62+0.30° 0.126+0.007°  6.63+0.06° 1.031+0.001¢
UHT-YY (n=22) 1.6+0.1° 9.97+0.29° 3.0£0.32 0.69+0.04° 4.77+0.22¢ 0.125+0.005° 6.67+0.06%" 1.032+0.002°
UHT-YS (n=8) <0.1¢ 8.98+0.35¢ 2.920.12 0.74£0.012 5.29£0.392 0.131+0.005%  6.62+0.03% 1.034+0.0012
L-UHT-YY (n=4) 1.5£0.0°  9.95+0.31°¢ 2.810.17 0.67+0.01%c 4.94+0.18b 0.130+0.005%  6.56+0.01¢ 1.033+0.001%

P-TY: Pastorize-Tam Yadh, P-Y: Pastorize-Yagh, UHT-Y: UHT-Yagh, UHT-YY: UHT-Yarim Yagh, UHT-YS: UHT-Yagsiz, L-UHT-YY: Laktozsuz UHT-Yarm Yagh,

" Laktik asit cinsinden. Kigtk harfler her bir sutundaki farki ggstermektedir (P<0.

icme Siiti Orneklerinin Hidroksimetilfurfural

icerikleri

Piyasada yer alan farkh markalara ait pastérize ve UHT
sut &rneklerinin HMF miktarlari Tablo 2 ve Sekil 1'de
verilmigtir. HMF degerleri pastorize sit 6rneklerinde
1.15-4.78 umol/L, UHT st 6rneklerinde 2.16-12.74
pmol/L, laktozsuz sit 6rneklerinde ise 27.35-35.73
pmol/L araliginda tespit edilmistir. UHT s(tlerde
pastérize sitlere kiyasla daha yiiksek degerlerin elde
edilmesi 1sil igslem yogdunlugunun artmasi ile HMF
degderinin arttigini géstermistir. Benzer sekilde, Morales
ve ark. [11]; HMF degerlerinin pastorize sltlerde 2.49
pmol/L, UHT siitlerde 5.6 (direkt) ve 8.7 (indirekt)
umol/L, sise sterilizasyonu uygulanmis sterilize sttlerde
ise 22 pumol/L oldugunu tespit etmigler ve isil islem
yogunlugunun HMF degerleri lizerinde énemli bir etkisi
oldugunu vurgulamislardir. Ayrica 1sil islemin etkileri
laktuloz miktariyla da belirlenmis ve pastérize sitlerde
miktar tespiti yapilamazken, direkt ve indirekt UHT
islemlerinde sirasiyla 12.0 ve 250 mg/L, sterilize
s(tlerde ise 1120 mg/L laktuloz saptamislardir. Pereda
ve ark. [30] tarafindan, site uygulanan isil islem
yogunlugunun furosin ve laktuloz Uzerindeki etkileri
incelenmis ve pastdrize siltlerde en dislk, sisede
sterilize edilmis sitlerde ise en yiliksek degerler elde
edilmistir. Ayrica, site uygulanan sicakhgin artmasiyla
birlikte maillard reaksiyonuna katilan yarayigh lisin
miktarinin azaldigi da saptanmistir [13]. Buna karsin,
sutlere uygulanan sl islemlerde tespit edilen bu
seviyelerin saglk riskine ve mutajenik bir etkiye sebep
oldugu gértlmemistir [31].

Maillard reaksiyonu her ne kadar isil islem ile hizlansa
da depolama sirasinda da reaksiyon devam ederek
HMF miktari etkilenmektedir. Richards ve ark. [32]
tarafindan 3 ve 9 ay boyunca depolanan UHT sitlerde
toplam HMF degerinin 6.21 degerinden 11.40 pmol/L
degerlerine ylUkseldigi saptanmistir. Ancak, calisma
kapsaminda benzer (Oretim tarihlerindeki  sitler
kullanilarak depolama siireci g6z ardi edilmistir.

Yag miktarlar ile HMF degerleri arasindaki iliski sadece
UHT st érneklerinde ele alinmistir. Pastérize sitlerde
tam yagh o©rnek sayisinin az olmasi sebebiyle bu
anlamda degerlendiriimemistir. UHT sltlerin ortalama
HMF degerleri incelendiginde yag icerigindeki artis ile
birlikte, HMF degerlerinin arttigi, ancak bu artisin

05).
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istatistiksel anlamda dnemli olmadig tespit edilmistir. Bu
durum ayni UHT ekipmaninin kullanildigi, yagsiz, yarim
yagh ve yagh érneklerin bulundugu markalar (Marka 1, 3
ve 11) Uzerinden de degerlendirilmistir (Tablo 2). Ayni
ekipmanda Uretilen yagsiz ve yarim yagh UHT satlerin
HMF degerleri benzer bulunurken, yagh UHT sitlerin
HMF degerleri daha ylksek bulunmustur (P<0.05).
Yarim yagh ile yagh UHT 6rneklerine sahip markalarda
da yagh UHT sdtlerin HMF degerleri ise daha yiksek
bulunmustur. Yag oraninin Maillard reaksiyonu Grlnleri
Uzerine etkisinin incelendigi calismalarda farklh goérigler
elde edilmistir. de Koning ve ark. [33] tarafindan Maillard
reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan Urlinlerden biri olan
laktuloz miktarinin yag orani yiksek sitlerde daha fazla
oldugu vurgulanmistir. Morales ve Jiménez-Pérez [4],
UHT ve sterilize sitlerde yag miktari ile toplam HMF
degerlerinin negatif korelasyon gdsterdigi, ancak Claeys
ve ark [21], yag oranindaki artisin HMF ve laktuloz
degerlerini etkilemedigi, furosin degerlerini ise arttirdig
sonucuna ulasmiglardir. Calismalarda HMF degerleri
toplam ve serbest HMF olarak verilebilmektedir. Toplam
ve serbest HMF farkl yollardan olugsmaktadir; serbest
HMF Amadori 0riin0 yani laktulosillisinin pargalanmasi
ile olusurken, toplam HMF asit katalizle hem Amadori
Grininden hem de laktozun ve dider Maillard ara
UrGinlerinden olusabilmektedir [4; 34]. Kromatografik
yOntem ile belirlenen toplam ve serbest HMF degerleri
Gzerine yagin etkisi, sut ve laktoz/kazeinat model
sistemlerinde karsilastiriimis ve toplam HMF miktarinda
disis goralirken, yagdaki artis serbest HMF olusumunu
sitte tesvik etmistir. Ancak laktoz/kazeinat model
sisteminde herhangi bir etki saptanmamistir [4].
Yaptigimiz g¢alismada, kolorimetrik ydntem ile HMF
tayini yapiimistir. Bu yéntemde yaglardan gelebilecek
bilesenler ile de TBA'nin reaksiyona girmesinin, yagh
6rneklerde HMF degerinde artisa sebep olabilecegi
disUndimistdr. Buna karsin, Claeys ve ark. [21]
yaptiklari ¢alismada, sitin yag iceriginin HMF degeri
Uzerine etkisinin olmadigini kolorimetrik yontemle HMF
tayini kullanarak belirlemiglerdir. Ydntemin yanisira,
Maillard reaksiyonunun lipid degredasyon Urlnleri ile de
iliskili oldugu bilinmektedir. Lipid degredasyonu ve
oksidasyonu sonucunda ortaya cikan karbonil igeren
parcalanma Grinleri ile amino gruplari reaksiyona
girerek Maillard reaksiyonunun bir pargasi olmaktadir
[24-26]. Dolayisiyla, yuksek sicakliklarda arttigi bilinen
yad oksidasyonunun Maillard reaksiyonu Grlnleri
Gzerinde etkisinin olabilecedi de disindlmustir.
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Tablo 2. Farkli markalara ait icme st érneklerinin toplam HMF degerleri (ortalama + standart sapma)

Toplam HMF degerleri (umol/L)

Markalar Pastorize Pastorize UHT UHT UHT UHT
Tam Yagh Yagh Yagl Yarim Yagh Yagsiz Laktozsuz
1 - - 4.90+0.27"A 3.44+0.20® 3.52+0.18%8 35.73+2.352
2 - 1.48+0.13° 6.99+0.70° - . 27.35+0.21°
3 - 1.15+0.04°  8.10+0.30%*  7.81+0.03°*8  7.49+0.113"8 -
4 4.03+0.16 - 5.72+0.109 3.80+0.19"® ; -
5 - - 5.92+0.159 4.89+0.21°8 -
6 - 4.3040.922  8.77+0.45%A  5.29+0.149%8 - -
7 - - 12.74+0.63%* 5.72+0.44% - -
8 - - 9.55+0.20*  5.91+0.46%8 - -
9 - - 6.01+0.289%* 3.71+0.06™® - -
10 - - 9.04+0.23%A - 6.39+0.6128 -
11 - 1.34+0.11° 4.91+0.14"A 2.50+0.30%8 2.16+0.37¢8 -
12 - - 7.46 +0.13°f - - -
13 - - 9.71+0.19°* 8.89+0.18%* - -
14 - - 7.09 +0.06f - - -
15 - - - 6.52+0.16° - -
16 - 4.78+0.422 - - - -
n n=2 n=10 n=28 n=22 n=8 n=4
Ortalama+SD  4.03+0.16° 2.61+1.71€ 7.64+2.198 5.32+1.948C 4.89+2.478C  31.54+5.93

n= Analiz edilen 6rnek sayisi, SD: Standart sapma, Kigik harfler her bir siitundaki farki gdstermektedir (P<0.05). Biylk
harfler ayni satirdaki UHT sdtlerin (yagl, yarim yaglh ve yagsiz UHT) arasindaki farki géstermektedir (P<0.05).
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Sekil 1. igme siitii 6rneklerinin HMF degerleri

Orneklerin HMF degderlerindeki degisimler Sekil 1’de
daha belirgin gérilmektedir. Ozellikle laktozsuz sitlerde
HMF’nin artisi dikkati ¢gekmektedir. Laktozsuz sitlerde
laktozun enzimatik hidrolize ugrayarak daha ylksek
reaktiviteye sahip olan glikoz ve galaktoza déniismesi,
lisinlerle daha hizli reaksiyona girmesine yol agmaktadir
ve bu durumda HMF olusumu hizlanmaktadir. Benzer
sekilde, sitlerde laktoz hidrolizasyonunun furosin
miktarini attirdigi ve Maillard reaksiyonuna uygun bir
ortam olusturdugu bildiriimistir [16, 18-20].

Maillard reaksiyonu olusumunun 1sil iglem ve laktoz
hidrolizasyonuna bagl olarak degisimi yanisira farkli
pH’larin da etkisi oldugu bilinmektedir. En uygun pH
araliginin 8-10 oldugu belirtiimistir. Bu aralik, sit ve
arinlerinin pH degerlerinden daha yiksek olsa da, sut
drGnlerinde de pH degisimlerin reaksiyonu etkiledigi
vurgulanmistir [6]. Buna karsin, analize alinan sit
orneklerinin pH degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi
sebebiyle HMF degerlerinde elde edilen farkhliklarin pH
ile iligkili olmadigi disUnUlmUstar.
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icme Siitii Orneklerinin Renk Degerleri

icme siitii érneklerinin L, a, b, Kroma, Bl ve AE degerleri
Tablo 3'de gbsteriimisti. Orneklerin L degerlerinin
pastérize ve yagli UHT sitlerde en yiksek, yagsiz UHT
sutlerde ise en dislk degerlerde oldugu tespit edilmistir.
Degerlere bakildidinda, sitlerin parlaklik degerlerinde
yag igeriginin belirleyici 6neme sahip oldugu gorilmus,
Ozellikle UHT sitlerde yagd igeridinin artmasiyla L
degderlerinin arttigi belirlenmistir (P<0.05). Laktozsuz
UHT sutlerde a degerinin énemli dl¢lide yiksek oldugu
belirlenmistir. Nitekim analizler sirasinda da diger st
Ornekleriyle kiyaslandiginda bu &rneklerde kirmizi
rengin daha belirgin oldugu dikkati gekmistir. Sttlerin b
degerleri incelendiginde, en disik degderin yagh
s(tlerde, en yiksek degerlerin ise yarim yagh ve yagsiz
UHT sitlerde oldugu tespit edilmistir.

Orneklerin  renk 6zelliklerinin  ve bu  &zelliklerdeki
degisimin daha net tespit edilebilmesi igin kroma
degerlerine bakilmigtir. Degerler incelendiginde, renk
farkliliklarinin en ¢ok UHT yarim yagli sGtlerde, en az ise
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pastérize tam yagl sitler ile yagh UHT ve laktozsuz
UHT sutlerde oldugu saptanmistir. Kroma degerlerindeki
bu degisimin b degerlerine benzer bir egilim gdsterdigi
goralmastar.

Sadece bir markaya ait 6rnek grubu oldudu igin
pastérize tam yagl st kontrol kabul edilerek drneklerin

AE degerleri hesaplanmig, en disik AE degerlerinin
yagl pastérize ve yagh UHT sitlerde, en ylksek AE
degerlerinin  ise yagsiz UHT sltlerde oldugu
belirlenmistir. Calismada da laktozsuz siit 6rneklerinde
hafif kirmizihk algilanirken, yagsiz oérneklerde yesillik
algilanmistir. Nitekim, AE degeri 3'ten blyik oldugunda
gbzle rahatlikla ayirt edilebildigi belirtilmistir [35].

Tablo 3. Pastérize ve UHT sit érneklerinin renk ézellikleri (ortalama + standart sapma)

Numune L degeri a degeri b degeri Kroma Bl AE
P-TY (n=2) 95.33+£0.032  -0.77+0.02° 9.38+0.01° 9.42+0.01¢ 9.51+0.02° -

P-Y (n=10) 95.45+0.182 -0.97+0.21° 10.34+0.49% 10.38+0.48% 10.43+0.65"° 1.030.46°
UHT-Y (n=28) 94.9810.692 -0.49+0.60° 9.73+0.77% 9.76+0.76% 10.17+1.18%° 1.19+0.54°
UHT-YY (n=22) 93.78+1.00° -0.23+0.872° 11.07+0.502 11.11+0.482 12.10+1.212 2.57+0.97°
UHT-YS (n=8) 91.98+0.48° -2.08+1.16° 10.69+0.332 10.94+0.18% 10.37+1.32%° 3.98+0.592
L-UHT-YY (n=4) 92.82+1.39° 0.62+1.222 9.91+0.19" 9.99+0.11¢%4 11.5340.93%°  2.99+1.70°

P-TY: Pastorize-Tam Yagh, P-Y: Pastorize-Yagh, UHT-Y: UHT-Yagl, UHT-YY: UHT-Yarim Yagdh, UHT-YS: UHT-Yagsiz,
L-UHT-YY: Laktozsuz UHT-Yarim Yagli. KucUk harfler her bir situndaki farki géstermektedir (P<0.05).

Pastérize ve UHT sitlerin renk degerleri ile HMF
arasindaki iliskinin ortaya konulmasi amaciyla Pearson
korelasyon testi uygulanmistir. Testin sonuglarina gore
hem pastérize hem UHT sit drneklerinde parlaklik
degerlerinin - HMF  ile  korelasyon  g&stermedigi
saptanmistir (P>0.05). Ancak &rneklerin a degerleri
HMF miktari ile pozitif korelasyon géstermistir (P<0.05).
Buna karsin, UHT slt érneklerinde dzellikle b degeri ile
HMF degerleri arasinda iliski saptanmamistir. Ayrica
esmerlesme indeks degerleri ile HMF degerleri arasinda
da belirgin bir iligki ortaya konulamamistir. Benzer
sekilde, model s(t sistemlerinde yapilan ¢alismada
esmerlesme indeksi degeri ile Maillard reaksiyon
Urinleri ile iligki tespit edilememis ve s6z konusu iligkinin
olabilmesi igin farkin gézle rahatlikla goérilebilir olmasi
gerektigi  belirtiimistir  [36]. Dolayisiyla, piyasadaki
laktozsuz hari¢ diger sitlere uygulanan isil islemlerin
g06zle gorilir bir renk degisimine neden olacak diizeyde
Maillard reaksiyonuna sebep olmadigini sdylemek
mUmkinddr. Maillard reaksiyonu sonucunda ortaya
¢tkan dénemli renk degisimlerinin Ozellikle reaksiyonun
son asamasinda, dider basamaklarda ortaya ¢ikan
reaktif bilesenlerden olusan kahverengi bilesiklerden
yani melanoidinlerden kaynaklandigi belirtilmistir [6].

SONUG

Bu calismada marketlerde satisa sunulan UHT ve
pastoérize sutlerin HMF degerleri ile bilesimleri ve renk
Ozellikleri ortaya konulmustur. Isil islem yogunlugunun
artmasi ile HMF degerlerinin arttigi, pastérize sutlerde
disik degerler elde edildigi gérulmastir. HMF degerleri
acisindan en dikkat ¢ekici olan érnek grubu laktozsuz
UHT sitlerdir. Laktozsuz sitlerde laktozun daha yiksek
reaktiviteye sahip olan glikoz ve galaktoza ddnlismesi
HMF degerlerinde 6nemli bir artisa neden olmustur.
Ornekler renk 6zellikleri agisindan degerlendirildiginde,
HMF degeri ile kirmizilik degerleri arasinda pozitif bir
iligki oldugu, 6zellikle laktozsuz siit 6rneklerinde kirmizi
rengin daha belirgin oldugu goérilmuistir. Orneklerde
esmerlesme indeksi ile HMF dederi arasinda ise bir iligki
saptanmamistir. Her ne kadar sitlere uygulanan sl
islemin ve laktozun hidrolizasyonunun HMF degerlerini
arttirdigr goérulse de, st ve st Urlnleri birgcok gidaya
kiyasla oldukga diisik HMF degerlerine sahiptir.
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Bu calismada ayran (retiminde kullanilan ¢ig sUtiin kurumadde standardizasyonunda farkli oranlarda (su yerine
seyreltme sivisinin %25, 50, 75 ve 100’G kadar) peynir alti suyu (PAS) kullanilarak Uretilen ayranlarin nitelikleri
incelenmistir. Ayran Uretiminde su yerine, ¢ogunlukla atik olarak goérilen PAS kullanilarak ayranin besleyici 6zelligini
artirmak ve PAS’a kullanim alani yaratmak bu ¢alismanin esas amacidir. Ayran érneklerinde depolamanin 1., 7. ve
15. glnlerinde serum ayrilmasi (%), titrasyon asitligi (°SH), pH-degeri, gérinir viskozite (cP), kurumadde (%), yag
icerigi (%) ve duyusal dzellikleri belirlenmistir. Belirtilen 6zellikler agisindan %25, 50 ve 75 oraninda PAS ilave edilmis
Orneklerin kontrol 6rnegine benzer sonuglar verdigi gértimastir. Ayrica duyusal dederlendirme sonuglarina gére bu
Orneklerin begenilirligi kontrol érnegine gére daha yilksek bulunmustur. %100 oraninda PAS ilave edilmis érnek ise
incelenen 6zellikler agisindan kabul edilemez nitelikte bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ayran, Peynir alti suyu, Duyusal degerlendirme

Some Properties of Ayran Samples Produced with Different Ratios of Whey
ABSTRACT

In this study, some properties of ayran diluted with whey at different ratios (25, 50, 75 and 100% of diluent) were
determined. The main objective was to increase nutritional quality of ayran by using whey instead of water and to
create a new area of utilization for whey, which is generally regarded as a waste product. The serum separation (%),
titratable acidity (°SH), pH value, viscosity (cP), total solid (%), fat content (%) and sensory properties of ayran
samples were determined on the 15!, 7" and 15™ days of storage. Results revealed that samples diluted with whey at
ratios of 25, 50 and 75% were comparable to control sample. Furthermore, according to sensory evaluation results
these samples diluted with whey were more acceptable than the control sample. The sample diluted with whey at a
ratio of 100% was unacceptable in terms of properties analyzed.

Keywords: Ayran, Whey, Sensory evaluation

GIRiS yodurt, yodurt icecedi, sivi yodurt gibi farkl sekilde
) adlandirilmakta ve literatirde de ayran yerine bu
Ayran, Fermente Sit Urlnleri Tebligine [1] gore, isimlerin kullanildigi gérilebilmektedir [2].

yogurda su katilarak veya kurumaddesi ayarlanan siite

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii Tiirkiye istatistik Kurumu’nun [3] 2015 yili verilerine gére
subsp. bulgaricusun kiltirleri katilarak hazirlanan yaklasik 4 milyon ton olan sut uUrunleri Gretiminin
fermente sUt Grinddir. Ayran bazi Ulkelerde igilebilir yaklasik 627 bin tonunu ayran Uretimi olusturmaktadir.
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Bu verilere gére ayran Uretimi; icme sitl, yodurt ve
peynir Uretiminden sonra 4. sirada yer almaktadir.

Yaz aylarinda daha fazla tlketilen ayran, yogurt gibi
beslenme degeri ylksek fermente bir sut Urinadir [4].
Ayrica, laktik asit bakterilerinin faaliyetinden dolayi
yogurdun sindirilebilirliginin siite gbre daha kolay
oldugu, kalsiyum ve fosfordan yararlanmayi arttirdigi,
daha ylksek oranda vitamin icerdigi bilinmektedir [4-7].
Ayranin yogurdun tim besleyici unsurlarini katilan su
miktarina bagh olarak degisik oranlarda icermesinden
dolayi bahsedilen bu yararlar ayran icin de gegerlidir [8].

Yukarida da belirtildigi gibi ayran  yodurdun
sulandiriimasi ya da belirli oranlarda sulandirilan sitiin
fermente edilmesi ile dretiimektedir. Yalniz, s(tln
sulandiriimasi  yénteminin daha iyi sonuglar verdigi
belirtiimektedir [9]. Bu nedenle bu ¢alismada sitin
sulandiriimasi yéntemiyle ayran Gretimi tercih edilmis ve
su yerine PAS kullanimi Gzerinde durulmustur.

Bilindigi gibi, peynir Uretiminde pihtidan ayrilan sivi PAS
olarak adlandiriimaktadir [10]. Bir stt yan 0rinu olan
PAS, baslica laktoz olmak (izere, serum proteinleri,
mineral madde ve az miktarda yag igermektedir [11, 12].
Ulkemizde peynir Uretimi sonucu yaklasik 2 milyon
ton/yill PAS yan (riin olarak agiga ¢ikmaktadir [13]. Bu
yan 0rindn bir kismi lor peyniri yapiminda, bir kismi
PAS tozu Uretiminde kullanilirken, énemli bir bélimi de
degerlendiriimeden kanalizasyona birakilmaktadir. Bu
nedenle bu yan Urinin en iyi sekilde degerlendirilmesi,
ekonomik kayiplarin énlenmesi, ¢evrenin korunmasi ve
katma deger kazanilmasi bakimlarindan énemlidir. Bu
calismada da, PAS igin yeni bir kullanim alani
olusturulmasi, PAS'In  zengin besin iceriginden
yararlaniimasi ve ayran Uretim maliyetinin disiriimesi
amaciyla  slOtiin  seyreltiimesinde  kullanilabilirligi
arastiriimistir.

MATERYAL ve YONTEM

Calismada, Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Egitim,
Aragtirma ve Uygulama Isletmesi'nden temin edilen ¢ig
inek sutl, yogurt kiltiri (CHR- HANSEN DVS YO-FLEX
YC Xig) ve igsletmedeki Beyaz Peynir lretiminden elde
edilen PAS kullaniimistir.

Ayran Uretiminde hammadde olarak kullanilacak ¢ig sit,
yag igerigi yaklasik %1.5 olacak sekilde standardize
edildikten sonra 5 kisima (her biri 3 L) ayrimigtir.
Bunlarin toplam protein icerikleri de farkli sekillerde
seyreltme yapilarak ~%2 olacak sekilde ayarlanmistir.
Birinci kismin toplam protein icerigi icme suyu ile ~%2’e
ayarlanirken (A 6rnegi), ikinci, Gg¢lnci, dérdinci ve
besinci kisimlar igin site ilave edilecek seyreltme
sivisinin sirasiyla %25'i (B), %50’si (C), %75'i (D) ve
%100’U (E) PAS olacak sekilde bir ayarlama yapilmistir.
Buradaki hesaplamalar, toplam &rnek miktari her bir
Ornek icin 4.5 L olacak sekilde yapilmistir. Daha sonra
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orneklerin tamamina 95°C’de 5 dakika 1sil iglem
uygulanmustir. inkiibasyon sicakligina (43°C) sodutulan
Orneklere %2 oraninda starter kiltir ilave edilmis ve
érnekler 43°C’de inkiibasyona birakilmistir. Orneklerin
inkGbasyonu, asitlik yaklagkk 4.3 pH degerine
ulagildiginda,  inkibasyon  sureleri  kaydedilerek
sonlandirnimistir.  Kanigtirlarak 10-15°C’ye  sogutulan
ornekler, %0.5 oraninda tuz ilave edildikten sonra
paketlenerek  +4°C’de  depolanmistir.  Orneklerin
analizleri 1., 7. ve 15. glnlerde gerceklestirilmistir.

Ayran 6rneklerinin ve PAS'in titrasyon asitligi deg@erleri
[14], toplam kurumadde degerleri (Gravimetrik yontem
ile), yag icerikleri (Gerber yontemi) ve toplam azot
degerleri [15] belirlenmigtir. Orneklerin  pH-degerleri
birlesik elektrotlu dijital pH-metre (Mettler Toledo MP
225) ile, gérunur viskozite degerleri ise HAAKE VT 181/
VTR 24 viskozimetresi ile MV Il bashgi kullanilarak
Olclimistlr. Viskozite olgimleri 4°C  sicaklikta, 1
ayarinda yapilmis, goérinlr viskozite degerleri elde
edilen olgimler asagidaki formilde yerine konularak
hesaplanmistir.

Gorindr Viskozite (cP) = Okunan o6lgim degeri x
Okumanin yapildigr ayar x 100 (Baslk sabiti)

Orneklerin ayrica serum ayrilmasi degerleri [16]e gbre
belirlenmis, duyusal analizler ise 7 yari egitimli panelistin
katihmiyla tiketim sicakliginda (+4°C) sunulan érnekler
icin puanlama testi kullanilarak yapilimistir [17].

Arastirma 2 tekrarli olarak yUritGlmUstar. Sonuglarin
istatistiki degerlendirmesi tekrarlanan 6lcimlU varyans
analizi ile gerceklestirilmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Ayran Uretiminde hammadde olarak kullanilan ¢ig sitiin
Ozellikleri standart sapmalariyla birlikte Tablo 1°de
verilmistir. Tablo 1 incelendiginde, ayran Uretiminde
hammadde olarak kullanilan ¢ig sutin yag, toplam
kurumadde, protein ve titrasyon asitligi degerlerinin,
2000/6 numaral Tirk Gida Kodeksi “Cig Sut ve lsil
islem Gormiis icme Sitleri Tebligi’ne uygun oldugu
gorilmektedir [18].

Ayran Uretiminde kullanilan PAS’in &zellikleri standart
sapmalariyla birlikte Tablo 2'de verilmistir. Arastirmada
seyreltme sivisina farkli oranlarda ilave edilen PAS’In
Tablo 2'de belittilen nitelikleri, yapilan ¢esitli
arastirmalarda belirlenen PAS bilesimlerine yakin
degerler gdstermektedir [12, 19]. Yalniz, PAS'In yag
orani, onceki calismalarda [12, 19] belirtilen yag
oranlarina gére biraz yuksek bulunmustur. Bu durumu,
ylksek yag oranina sahip sitten peynir yapimina ve
pihtt  kesim biy0kligla gibi Gretim parametrelerine
baglamak mumkiindur [20].
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Tablo 1. Hammadde ¢ig sitiin bazi nitelikleri (n=2)

Tablo 2. Peynir alti suyunun bazi nitelikleri (n=2)

Nitelikler Degerler Nitelikler Degerler
pH degeri 6.72+0.04 pH degeri 6.05+£0.10
Titrasyon Asitlidi (°SH) 8.02+0.15 Titrasyon asitligi (°SH) 5.26+0.12
Yag icerigi (%) 3.55+0.05 Yag icerigi (%) 1.25+0.05
Protein icerigi (%) 3.24+0.12 Protein icerigdi (%) 0.52+0.15
Toplam kurumadde icerigi (%) 12.98+0.12 Toplam kurumadde icerigi (%) 7.13+0.08

Tablo 3. Ayran érneklerinin bazi nitelikleri (n=2)

Ornek  Yag (%) Kurumadde (%)  Protein icerigi (%) inkiibasyon Siiresi (dk.)
A 1.48+0.11 8.12+0.03° 2.01+0.01 275.0+14.1¢
B 1.45+0.07 8.50+0.05¢ 2.01+0.03 252.5+3.5¢
C 1.43+0.04 9.11+0.06° 2.03+0.03 247.5+3.5¢
D 1.60+0.18 9.38+0.10% 2.04+0.01 322.5+10.68
E 1.65+0.04 9.49+0.06" 2.05+0.02 385.0+7.17

A: Kontrol (PAS icermeyen 6rnek), B: Seyreltme sivisinin %25'i oraninda PAS ilave edilen 6rnek,
C: Seyreltme sivisinin %50’si oraninda PAS ilave edilen 6rnek, D: Seyreltme sivisinin %75'i oraninda
PAS ilave edilen 6rnek, E: Seyreltme sivisinin %100’0 oraninda PAS ilave edilen 6rnek. Ayni
sutundaki farkli Ustel harfler 6rnekler arasindaki farklihgin 6nemli oldugunu ifade etmektedir (P<0.01).

Tirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'ne [1]
gbre, ayranin toplam protein oraninin en az %2 olmasi
gerekirken, yag ve kurumadde yoéninden uyulmasi
gereken bir deger bulunmamaktadir. Tablo 3
incelendiginde tim Grneklerin protein oranlari yéninden
teblige uygun oldugu goérilmektedir. Orneklerin yag
oranlan arasindaki fark, yag standardizasyonuna bagh
olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.01). Orneklerin
toplam kurumadde igerikleri arasindaki fark ise énemli
bulunmustur. Seyreltme sivisinda kullanilan PAS
oranlan artttkga ayran  orneklerinin  kurumadde
iceriklerinde de artis gérilmUstdr (Tablo 3) (P<0.01). Bu
durum, PAS’in sudan farkli olarak yliksek oranda laktoz,
mineral madde ve serum proteini igcermesinden
kaynaklanmaktadir [12].

Ayran drneklerinin, depolamanin 1., 7. ve 15. glnlerinde
belirlenen pH ve titrasyon asitligi (°SH) degerleri Tablo
4’te verilmistir. Tablo 4'te goérildiga gibi pH degerleri
acisindan 6rnekler arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur

(P<0.01). Fermente st Uriinlerinde laktik asit
bakterilerinin  faaliyetine bagh olarak depolama
siresince  pH degerinde  dismeler  goérildigl

bilinmektedir. Bu calismada da depolama siresince
O6rneklerin ~ tamaminin  pH  degerlerinde  dusuUs
g6zlenmigstir. Titrasyon asitligi degerleri agisindan
Ornekler ve depolama gunleri arasindaki interaksiyon
6nemli bulunmustur (P<0.01). Depolama suresince her
Ornek igin titrasyon asitligi degeri artmistir. Uretimde
kullanilan laktik asit bakterileri ve bunlarin Urettigi
enzimlerin aktivitelerine bagli olarak fermente sit
UrOnlerinin asitliginin depolama suresi boyunca arttigi
bircok calismada belirtiimistir [21- 24]. Tablo 4'te de
g6rilduga gibi E 6rnegine ait asitlik degerleri (pH ve
°SH) diger ©6rneklerinkinden distktlr. Bunun s(tln
seyreltiimesinde sadece PAS kullaniimasindan ileri
geldigi soylenebilir. Glnkl yiksek laktoz orani su
aktivitesini  etkilemekte, bu da starter Kkiltirin
g¢alismasini yavaslatmaktadir. Tablo 3’te gortldigi gibi
E 6rneginde inklbasyon siiresinin uzamasinda da bu
faktdr etkili olmustur. Orneklerin inkiibasyon sireleri
incelendiginde, kontrol 6rnegi ile B ve C &rnekleri
arasinda fark bulunmamistir (P>0.01). Ancak yiksek
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oranda PAS kullaniminin ayran érneklerinin inklibasyon
sUresini uzattigr gérilmuastar.

Ayran 6rneklerinin serum ayriimasi ve goérinir viskozite
degerleri Tablo 5’te verilmistir. PAS ilavesiz olan A
6rneginin serum ayriimasi degeri ile PAS ilaveli B, C ve

D orneklerinin serum ayrilmasi degerleri arasinda,
depolamanin 1 ve 7. gunlerinde fark &nemsiz
bulunurken (P>0.05), depolamanin 15. glninde A

orneginin B, C ve D &rneklerinden daha ylksek serum
ayriimasi degeri gosterdigi ve bunun 6nemli oldudu
(P<0.05) belirlenmistir. Bilindigi gibi ayran stabilitesinde
seyreltme orani arttikga, baska bir deyisle toplam
kurumadde icerigi azaldik¢a viskozite dlismekte ve
serum ayrilimasi artmaktadir [4]. Ayrica serum proteini
oraninin artmasi ve kazein-serum proteini interaksiyonu
sUt OrOnlerinde su tutma kapasitesini artirmaktadir [4,
25, 26]. Dolayisiyla, belirli oranda PAS igeren érneklerin
(B, C ve D) serum ayrilmasi degerlerinin kontrol
Orneginkinden daha dlsik olmasi, yukarda belirtilen
nedenlerden ileri gelmis olabilir. Ayran Uretiminde sutliin
seyreltiimesi amaciyla %100 oraninda PAS kullanilan E
6rneginin  serum  ayrilmasi  degerlerinin  diger
Orneklerden oldukga yiUksek oldugu goériimistir. Bu
Ornekte laktoz oraninin yiksek olmasi su aktivitesini
etkileyerek starter kiltirin g¢alismasini olumsuz ydnde
etkilemekte ve asitlik gelisimi engellenmektedir (Tablo
4). Bunun yani sira starter kualtdrin olusturdugu
polisakkaritler de serum ayriimasinin engellenmesinde
ve viskozite artisinda etkili olmaktadir. Polisakkarit
olusumunun da yetersiz olmasi, E 6érnegindeki durumun
ortaya gikmasindaki 6nemli etkenlerdendir.

Tablo 5 incelendiginde, A érneginin en ylksek gérinir
viskozite degerine sahip oldugu ve kullanilan PAS
miktarinin artmasi ile &rneklerin gorinlr viskozite
degerlerinin  giderek azaldigr goérilmektedir. Ayrica
burada da viskozitede starter Kkdiltlrin olusturdugu
polisakkarit dlzeyinin en 6énemli parametre oldugunu
belitmek  gerekir. Depolamanin  sonunda  b0tiin
Orneklerin goérundr viskozite degerleri depolamanin 1.
glnindeki degerlerden daha disik bulunmustur. Bu
durumun, depolama siresince titrasyon asitligi
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degerlerinin artmasi sonucunda, &érneklerin su tutma

kapasitesinin gerilemesinden ileri geldigi sdylenebilir [4].

Tablo 4. Ayran &érneklerinin pH ve titrasyon asitligi degerleri (n=2)

pH Degeri Titrasyon Asitligi (°SH)
1. Gln 7. Gln 15. Giin 1. Gin 7. Gln 15. Gin
A 4.41£0.04% 4.3610.08> 4.30+0.06° 22.24+0.21°¢  23.44+0.218°>  24.84+0.08°
B 4.4240.04® 4.37+0.03° 4.33+0.02° 25.53+0.21"°  26.63+0.08**  27.10+0.1182
C 4.47+0.02*8  4.41+0.01°  4.36+0.02° 24.52+0.05%°  26.82+0.49%°  28.50+0.19"2
D 4.48+0.04® 4.40+0.03° 4.37+0.06° 24.14+0.16%°  26.50+0.11%2  27.48+0.21°
E  4.59+0.06® 4.51+0.04° 4.46+0.01°  17.2940.26°°  18.12+0.08°®  19.64+0.11Pa

A: Kontrol (PAS igermeyen 0&rnek), B: Seyreltme sivisinin %25’i oraninda PAS ilave edilen &rnek,
C: Seyreltme sivisinin %50’si oraninda PAS ilave edilen 6rnek, D: Seyreltme sivisinin %75'’i oraninda PAS
ilave edilen 6rnek, E: Seyreltme sivisinin %1000 oraninda PAS ilave edilen érnek. Ayni situndaki farkli Gstel
buylk harfler 6rnekler arasindaki farkliligin énemli oldugunu ifade etmektedir (P<0.01). Ayni satirdaki farkli
Ustel kiigik harfler depolama glinleri arasindaki farklihgin énemli oldugunu ifade etmektedir (P<0.01).

Tablo 5. Ayran érneklerinin serum ayrilmasi ve gérin(r viskozite degerleri (n=2)

Serum Ayrilmasi (mL/100mL)

Gorinir Viskozite (cP)

1. Gln 7. Gln 15. Gln 1. Giln 7. Gln 15. Gin
A 36.0+2.83¢ 47.0+4.24BC 50.5+4.9582 3975+106.142 3100+141.4%° 3275+176.8%°
B 34.0+2.83% 39.5+3.54C2 42.5+2.12C2 3350+141.482 2450+282.88° 2600+282.8B°
C 36.0+1.41¢ 43.5+0.71¢2 45.0+1.41C2 3250+70.75 2275+35.45¢ 2900+70.7A8°
D 37.5+0.71% 44.0+1.41C® 46.0+2.83C2 2950+35.4582 2150+141.48¢ 2575+106.1B°
E 71.5+3.5470 75.0+5.66%2 76.0+5.66%2 1450+141.4¢ 1025+176.8%° 1175+176.8C2b

A: Kontrol (PAS icermeyen 6rnek), B: Seyreltme sivisinin %25’i oraninda PAS ilave edilen érnek, C: Seyreltme
sivisinin %50’si oraninda PAS ilave edilen érnek, D: Seyreltme sivisinin %75'i oraninda PAS ilave edilen érnek, E:
Seyreltme sivisinin %100’G oraninda PAS ilave edilen érnek. Ayni situndaki farkh Ustel buylk harfler érnekler
arasindaki farkliligin énemli oldugunu ifade etmektedir (P<0.05). Ayni satirdaki farkh Ustel kigik harfler depolama
gunleri arasindaki farkliigin 6nemli oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).

Serum ayriimasi ve gorinlr viskozite &zellikleri
acisindan ornekler incelendiginde, PAS kullanimi ile
laktoz ve serum proteini igeriginin B, C ve D

Orneklerinde oldugu gibi belirli bir miktara kadar
artirilmasinin ayranin karakteristik 6zelliklerini
bozmadigi gorilmistir. Ancak, PAS ilaveli ayran

Uretiminde, ¢ig sitin kurumadde standardizasyonunun
yapilmasinda kullanilan seyreltme sivisinin tamaminin

PAS olmasi durumunda (E 06rnegi), ayranin yapisal
Ozelliklerinin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Ayrica
yukaridaki degerlendirmelerde de goérilecedi gibi, elde
edilen serum ayriimasi degerleriyle goérinur viskozite
degerleri birbirine paralel sonuglar vermistir.

Ayran orneklerine ait 7 panelist ile gerceklestirilen
duyusal degerlendirme sonuglari Tablo 6°'da verilmistir.

Tablo 6. Ayran &érneklerinin duyusal degerlendirme sonuglari (n=2x7)

Gorunus

Yapli

Lezzet

1. Gln 7. Gln 15. Gln 1. Gan

7. Gln

15. Gun 1. Gln 7. Gln 15. Gin

4.00+0.55%
3.86+1.10%
4.14+0.86%
3.73x0.514
1.86+0.86°

4.21+0.804
4140774
4.29+0.994
4.06+0.86*
2.64+1.028

4.21+0.974
3.79+1.024
4.1440.95*
3.7410.84*
3.14+1.018

4.00+0.68*
3.77+1.074
4.07+1.004
3.57+0.76*
1.9310.628

mooOmw>

3.93+0.92%
3.86+1.10%
4.5+0.76"

3.69+0.474
2.86+1.058

4.36+0.744
3.93+0.73*
4.57+0.65*
3.84+1.03%
2.64+1.048

4.07+0.834
4.07+1.074
4.07+1.074
3.93+1.00%
2.86+1.098

4.07+1.004
3.79+0.89*
4.00+0.68*
3.71x0.90*
1.79+0.708

4.21+0.804
4.00+0.68*
4.29+0.734
3.90+0.76*
2.43+1.028

A: Kontrol (PAS icermeyen 6rnek), B: Seyreltme sivisinin %25’i oraninda PAS ilave edilen 6rnek, C: Seyreltme sivisinin %50’si
oraninda PAS ilave edilen érnek, D: Seyreltme sivisinin %75’i oraninda PAS ilave edilen érnek, E: Seyreltme sivisinin %100°0
oraninda PAS ilave edilen 6rnek. Ayni sttundaki farkli biyik harfler érnekler arasindaki farkliigin 6nemli oldugunu ifade

etmektedir (P<0.05)

incelenen gérinis, yapi ve lezzet 6zellikleri agisindan,
depolamanin 1., 7. ve 15. ginleri igin A, B, C ve D
Ornekleri arasindaki fark dnemli bulunmamigstir (P>0.05).
E 6rnegi ise, bahsedilen bitlin ézellikler agisindan diger
Orneklere gbre daha dislk puanlar almistir. E érneginin,
g6rinis ve yapi 6zellikleri agisindan ¢ok diisik puanlar
almis olmasini, serum ayrilmasi degerinin oldukga
yUksek ve gorinir viskozite degerinin de cok disik
olmasi ile iliskilendirmek muimkinddr. Depolamanin,
Orneklerin tamami icin duyusal 6zellikler Gzerine dnemli
bir etkisinin olmadigi gérilmdistir (P>0.05). E érneginin
depolamanin tim gunlerinde kabul edilemez nitelikte
bulunmus olmasi, PAS laveli ayran Uretiminde

seyreltme sivisinin tamaminin PAS olmasi durumunda
ardndn tuketilebilir nitelikte olamayacagini
gbstermektedir.

SONUC

Bu calismada, llkemizde tiketimi en yaygin fermente
sUt Ortnlerinden biri olan ayran dretiminde, ¢ig satin
kurumadde standardizasyonunda kullanilan seyreltme
sivisinda belirli oranlarda PAS kullanim olanaklari
arastinlmistir. Calisma sonuglarina goére, seyreltme
sivisinin %25, 50 ve 75’i PAS olan 6rneklerin, incelenen
bitlin  &zellikler acisindan kabul edilebilir niteliklere
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sahip oldugu gérilmistir. Ozellikle C 6rneginin lezzet
6zelligi acisindan PAS ilavesiz drnek dahil diger tim
Orneklerden daha ¢ok begenildigi panelistler tarafindan
belirtiimistir. E 6rneginin ise, incelenen bitin dzellikler
yoninden kabul edilemez nitelikte oldugu goralmustar.
PAS ilaveli 6rnekler, PAS'in yiksek oranda mineral
madde icermesinden dolayi panelistler tarafindan daha
tuzlu algilanmigtir. Dolayisiyla konu (izerinde g¢alismalar
yapilarak, ylksek oranda tiketimi saglik agisindan risk

taslyan

tuzun ayran UOretiminde kullanim oraninin

disUrilmesinin olanaklari aragtirilabilir.
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Baharatlik kirmizibiberlerde (n=50) suda ve yagda ¢dzlinen sentetik boyalarin miktarlari HPLC (ylksek basingli sivi
kromotografisi) ile belirlenmistir. Dékme ve ambalajli pul kirmizibiber érnekleri pazar ve marketlerden temin edilmistir.
Kinolin sarisi, Sunset Yellow FCF, Azorubin, Amarant, Eritrosin, Allura Red AC, Patent Blue V, indigotin, Brillant Blue
FCF, Sudan lll ve Sudan para red B hicbir érnekte tespit edilebilir dizeyde bulunmamistir. Sudan | 0.81-996.77 mg/kg
arahginda, Sudan Il iki 6rnekte 1.88 ile 4.62 mg/kg seviyesinde, Sudan para red 0.89-21.33 mg/kg araliginda, Sudan
IV sadece bir 6rnekte 8.34 mg/kg miktarinda biberlere katildigi bulunmustur. D6kme kirmizibiber érneklerinin %4’linde
Tartrazin, %24’inde Ponceau 4R bulunmus, ambalajli Urlinlerde %4 oraninda Ponceau 4R tespit edilmistir. Dokme
kirmizibiber érneklerinin %20’sinde Sudan |, %4’'iinde Sudan |l ve %12’sinde Sudan para red belirlenirken, ambalajh
kirmizibiber érneklerinin %12’sinde Sudan |, %4’Unde Sudan Il, %4’inde Sudan IV ve %12’sinde Sudan para red
varligi tespit edilmistir. Baharatlik kirmizibiberin rengini iyilestirmek igin sentetik boya maddeleri kullaniimaktadir.
Fakat suda ve yagda ¢dziinen sentetik boyalar kanserojen ve teratojenler olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle,
sadece Turkiye degil, ayni zamanda AB, bu renk maddelerin gida katki maddesi olarak kirmizibiberde kullaniimasina
izin vermemektedir. Sonu¢ olarak, yasal kurumlar tarafindan tiiketicinin saghdinin korunmasi igin kirmizibiberde
sentetik boyalarin tespiti igin diizenli bir tarama programi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Kirmizibiber, Suda ¢dziinen sentetik boyalar, Yagda ¢dziinen sentetik boyalar

Presence of Synthetic Dyes in Red Peppers Sold in Bulk and Packages
ABSTRACT

The presence and concentration of water- and oil-soluble synthetic dyes in spice red pepper in red pepper were
determined. Packaged and bulk red peppers were obtained from bazaar and market. Quinoline yellow, Sunset Yellow
FCF, Azorubine of Amarante, Erythrosine, Allura Red AC, Patent Blue V, Indigotina, Brilliant Blue FCF Sudan IIl and
Sudan para red B were not detected in any sample at detectable level. It was found that Sudan Il were present in the
range of 0.81 to 996.77 mg/kg, Sudan Il at a level of 1.88 and 4.62 mg / kg in two samples, Sudan red para in the
range of 0.89 to 21.33 mg/kg and Sudan IV in the range of 8 to 34 mg/kg in just a sample among red peppers.
Whereas Tartrazine and Ponceau 4R were detected in 4% and 24% of bulk red pepper samples, only Ponceau 4R
was found in the packaged red pepper samples at the ratio of 4%. The presence of Sudan | was detected in 20% of
the bulk red peppers, Sudan Il in 4% and Sudan para red in 12%. For packaged red pepper samples, Sudan | was
detected in 12%, Sudan Il in 4%, Sudan IV in 4% and Sudan para red in 12%. Synthetic dyes are usually used in
order to intensify the colour of spice red pepper. However, water- and oil- soluble synthetic are considered to be
carcinogens and teratogens. Therefore, Turkey and the EU do not permit the use of these colours as food additives.
As a result, a regular screening program for the determination of synthetic dyes in red pepper is required in order to
ensure consumers' health by legal organizations.

Keywords: HPLC, Red pepper, Synthetic dyes, Water-soluble, Qil-soluble
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GiRiS

Gida dUretimi ve 0rin gelistrme alanlarinda yapilan
c¢alismalar dikkate alindiginda, gidalara kendine 6zgl
renkler veren renk pigmentleri; gida isleme prosesleri,
depolama ve satis gibi ¢esitli asamalarda 1si, i1sik (UV-
radyasyon), pH, oksidasyon, su aktivitesi ve metal gibi
fiziksel ve kimyasal sartlara bagl olarak renk solmasi
veya renk kaybina ugramaktadirlar. Ancak bu durumu
tolere etmek igin gida Ureticileri, gida isleme sirasinda
ortaya ¢ikan renk farkhiliklarini  ve  kayiplarini
karsilayarak gidanin homojen renk dagilimini korumak
icin gida boyalarini Grinlerinde kullanabildikleri gibi,
Urinun renk tek dizeligini saglama, yeni ve degisik bir
renk olusturarak gérinimi daha cgekici hale getirmek
amaciyla da kullanmaktadirlar [1].

Gidalarda gida boyalarinin kullaniimasi tarih dncesi
zamanlara kadar uzanmaktadir. Tarih  6ncesi
dénemlerde sadece bitki ve hayvanlardan elde edilen
dogal boya maddeleri kullaniimistir [2]. M.O. 1500 yillar
Oncesinde Misir da seker (Ureticilerinin - gidalarin
gérinimund iyilestirmek icin gidalara dogal 6zitler ve
sarap eklemesiyle basladigi disiinilmektedir [3]. ik
sentetik boya ise 1856 yilinda Ingiliz bilim adami Sir
Elvin Perkin tarafindan sentezlenmistir ve 19. yuzyilin
sonlarina dogru on bin yeni sentetik boyar madde
gelistirilmis ve Uretilmigtir [4].

JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives -
Gida Katki Maddeleri Ortak Uzmanlar Komitesi)
dinyada her cesit katki maddesi Uzerinde ydrQtllen
¢alismalari  periyodik  toplantilarda ele  alarak
dederlendirmektedir. Bu calismalarin  sonuglarina
dayanarak FD&C boyalari igin ADI (Acceptable Daily
Intakes - Onerilen Ginliik Tiketim Miktarl) degerlerini
belirlemekte ve gerekli goérdikleri durumlarda gerekli
degisiklikleri yapmaktadir [5-6-7].

Gida Uretiminde renklendirici olarak kullanilan bircok
sentetik boyanin kullanildigr bazi gidalar: sekerlemeler,
dondurma, icecekler, salata soslari, konserve, sakizlar,
sosis, regel, unlu gidalar, balik, hazir ¢orbalar, alkolsiiz
mesrubatlar, ketcap, yogdurt, seker ve biskvidir [8].

Dogal boyalar hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde
edilirler. Gidalarda dogal olarak bulunan bu boyalar,
farkli kimyasal yapilara sahip olduklan igin bazilari suda
¢6zlnlrken bazilari da suda ¢oéziinmezler. Dogal
boyalarin gidalarda kullanimlari cesitli problemlere yol
acmasina ve 1sl, sicaklik, pH gibi etkilere Kkarsi
kararliliklarinin diisiik olmasina ragmen, bu boyalarin
yapilan arastirmalarda saglik Uzerine yaptiklari olumlu
etkiler nedeniyle son yillarda kullanimlari artmistir [9].
Yapay boyalar ise kimyasal yapilar itibariyle dogada
bulunmayan, kimyasal sentez vyoluyla elde edilen
boyalardir. Fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan yapay
boyalar gida sanayinde daha cok tercih edilmektedir.
Yapay boyalar, suda ve yagda kolayca ¢dzindrler [10].
Yapay boyalarin insan saghigi Gzerinde olumsuz etkileri
vardir. Ornegin sentetik (yapay) boya grubunda olan azo
boyalar, viicuda alinmasi durumunda aromatik aminlere
parcalanmakta; bu da yetiskinlerde bas agrisina neden
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olurken gocuklarda dikkat daginikhdi ve hiperaktiviteye
neden olmaktadir [11]. Bu sebeple gidalarda kullanilan
sentetik boyalarin igeriginin ve miktarinin  kontrol
edilmesi gerekmektedir. Avrupa Komisyonu tarafindan
gidalara ilave edilebilecek ve maksimum kullanim
miktarlari olan boyalar belirtiimistir. Bu sentetik gida
boyalari su sekildedir: Tartrazin, Kinolin Sarisi, Sunset
Yellow FCF, Karmin, Amarant, Ponceau 4R, Eritrosin,
Allura Red, Patent Blue V, Brilliant Blue FCF. Avrupa
komisyonu tarafindan izin verilen bu sentetik gida
boyalarinin gidalarda kullanim miktarlari, insan saghgi
Gzerindeki potansiyel tehlikelerden dolayi siki bir sekilde
denetlenmektedir. Sudan I-lI-1lI-IV, Sudan Red B ve
Sudan Para Red kirmizi boyalarin gida maddelerinde
kullaniimasi yasaktir [12-13].

Kirmizibiberin  ticari  degerini  belirleyen  6nemli
kriterlerden biri renktir. TUketici hemen her gida Griini
gibi kirmizibiberinde fiziksel gériinlis ve rengine bakar.
Tuketici agisindan bakildiginda, kirmizibiberlerin rengi
satin alma ve tercih edilme bakimindan en dikkat ¢ekici
Ozelligidir. Suda ve yagda ¢6zlinen sentetik boyalar
dislk kaliteli kirmizibiberleri daha Gstin gdstermek,
isleme ve depolama sirasinda kaybolan dogal rengi
yeniden kazandirmak, zayif olan rengi kuvvetlendirmek,
gergekte renksiz olan besine renk vermek, dislk kaliteyi
gizleyerek tiketici begenisi kazanmak ve tilketiciyi
aldatici 6zellikler kazandirmak amaciyla kirmizibiberlere
uygulanan tagsis yéntemlerinin en basinda gelmektedir.

Bu calismada, piyasada satisa sunulan kirmizibiberlere
renk vermek i¢cin katlan suda ¢ozinen sentetik
boyalardan; Tartrazin, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow
FCF, Azorubin, Amarant, Ponceau 4R, Eritrosin, Allura
Red AC, Patent Blue V, indigotin, Brilliant Blue FCF ve
yagda ¢dzinen sentetik boyalardan; Sudan I, Sudan I,
Sudan lll, Sudan 1V, Sudan para red ve Sudan red B
sentetik boyalarin varliklari ve miktarlari arastiriimigtir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

25 adet dékme (agikta satilan) kirmizi pul biber (500 g)
ve 25 adet kirmizi pul biber 500 g orijinal ambalajinda
olmak Uzere toplam 50 adet kirmizibiber Ankara ili halk
pazarlari ve marketlerinden 2015 yili Haziran ayi
icerisinde satin alinmistir. Acgikta satilan
kirmizibiberlerde, kirmizibiberi tanitan ambalaj, paket,
dokUman, bildirim, etiket gibi hicbir yazi, bilgi, ticari
marka, marka adi, resimli unsur veya isaret
bulunmamaktadir. Ambalajli kirmizibiberlerde ise Uretim
bilgileri  mevcuttur.  Ornekler  numaralandirilarak
kodlanmistir. Dékme &rnekler 1-25, ambalajli érnekler
ise 26-50 arasinda numaralandiriimigtir.

Boya Standart Cozeltileri (Sunset Yellow FCF, Tartrazin,
Kinolin Sarisi, Amarant, Ponceau 4R, Allura Red AC,
Azorubin, Eritrosin, Brillant Blue FCF, indigotin, Patent
Blue V, Sudan; I, I, Ill, IV, Para red, Red B) ve diger
kimyasallar (amonyak, metanol, susuz sodyum silfat,
asetonitril, aseton, potasyum fosfat, tetrabitil amonyum
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bromid) Merck (istanbul, Tirkiye) firmasindan satin
alinmistir.

Metot
Suda Coéziinen Sentetik Boya Tayini
Ornek Hazirlama ve Ekstraksiyon islemi

50 mL’lik falkon tlipline 5 g numune tartilmis, Gzerine 10
mL 1hk su ve 10 mL amonyak-metanol (v:v; 5:95)
¢cOzeltisi ilave edilerek, 2 dk 4000 rpm’de ve 10 dk
santrifij edilmigtir. Ekstrakt baska bir falkon tlplne
aktarilarak 50°C’lik su banyosu ve azot atmosferi altinda
icerisinde bulunan amonyak-metanol muhtevasi ugana
kadar bekletilmistir. Coézelti 50 mL’lik balon jojeye
aktarilarak ultra saf su ile hacme tamamlanmigtir. 10 mL
goOzelti sartlandirimis C18 Sep-Pak (Waters Corp.)
kartustan gegcirilmistir. Kartustaki boya maddesi 2 mL
metanol (HPLC saflikta) ile 15 mLlik falkon tlp0l
icerisine alinmig ve 2 mL ultira saflikta su Uzerine
eklenmistir. 50°C’deki su banyosu ve azot atmosferi
altinda metanol uzaklastinimistir. 10°'mL lik balon joje
icerisine aktarilan o6rnek ultra saf su ile hacme
tamamlanmistir. Kartustan boyayr gegirdikten sonra
Ornek ¢ozeltiden (0.1 g/mL) 1 mL alinarak ultra saf suyla

Tablo 1. Gradient Akis Programi

hacmi 20 mL’ye tamamlanmasi ile de seyreltme faktori
(SF) 20’ye ayarlanmigtir. Ornek enjeksiyonundan 6nce
tim ¢Ozeltiler 0.45 pm’lik tek kullanimhk siringa
filtresinden gecirilmistir C18 kartusun sartlandiriimasi
icin 5 mL metanol ve 5 mL TBA-Il ¢dzeltisi her biri 1
damla/s olacak sekilde kartustan gegirilmistir. 1-2 defa
hava gecirilerek kartustan fazlahklar alinarak, TBA
Buffer-Il ¢dzeltisi 1 hacim TBA buffer-l ve 3 hacim ultra
saf su olacak sekilde hazirlanmistir. HPLC cihazinda
kalibrasyon grafiklerinin (pik alani-konsantrasyon grafigi)
olusturulmasinda 0.25, 0.50, 1, 2.5, 5, 10 ve 20 mg/L
konsantrasyonlarinda c¢alisilan suda ¢dziinen sentetik
boyalarin standartlari kullanilmistir [14].

HPLC Caligma Sartlan

NKLM-130 metodu esas alinarak, intersil ODS 3V 4-
5um 4.6x250 mm (GL sciences Inc./Japan) kolonlu ve
DAD Dedektérli HPLC (Shimadzu LC 20A) cihazi 1.2
mL/dakika akis hizina, 40°C kolon sicakliyina
sartlandiriimigtir [14]. Tasiyici A fazi (10 mM Disodyum
hidrojen fosfat pH: 7.0) ve B fazi (metanol, HPLC
saflikta) izokrotik olarak pompalanmistir. 20 pl érnek
enjekte edilmistir. Gradient akis programi asagida Tablo
1°de verilmigtir.

Zaman (dakika)

Taslyici faz A (%)

Tasiyicl Faz B (%)

0.01 95 5
4.00 70 30
10.00 60 40
15.00 60 40
20.00 60 40
37.00 5 95
39.00 5 95
40.00 95 5
45.00 Stop Stop

istatiksel Analiz

Kalibrasyon c¢ozeltileri ile cizilen kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak bulunan boyalarin miktarlari, seyreltme
faktorl ile carpilarak numunedeki boya miktari mg/kg
olarak bulunmustur. Metodun analitik verileri Tablo 2’'de
gosterilmistir.  Tayin  simint (TS), k&r 6rneklerinin
analizlenerek analitik geri zemin cevabinin élgilmesi ve
bu degderin standart sapmanin faktérle carpiimasi
sonucu elde edilmistir.

Yagda Co6ziinen Sentetik Boya Tayini

Ornek Hazirlama ve Ekstraksiyon iglemi

5 g kirmizi pul biber numunesi 50 ml'lik falkona
aktarilmis ve Uzerine 10 g susuz sodyum silfat ve 15
mL  asetonitrii  eklenmistir.  Vorteks  yardimiyla
karistinimis ve daha sonra 3000 rpm’de 2 dakika
santrifljlenmistir. Cozelti alinmis ve kalan 6rnege 3 kez
tekrar islem yapilmistir. 45 mLl'lik ¢bzeltiden 10 mL
alinmis ve Uzerine 10 mL su eklenmigstir. C18 500 mg
(CNW) kartustan gegirilerek temizleme yapilmistir. 45
mL 80:20 asetonitril/aseton karisimi ile geri alinmistir.
45 mL ¢dzelti azot gazi altinda kuruluga kadar ugurma
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islemi yapilmis ve 1 mL asetonitril ilave edilerek
seyretme faktdri 0.9’a ayarlanmistir. Hazirlanan 6érnek
0.45 um’lik gbzenekli siringa filtresinden gegirilerek
analize alinmistir. 0.25, 0.50, 1, 2.50, 5, 10, 25, 50 ve
100 mg/L konsantrasyonlarinda boyar maddelerin
standart cozeltileri hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri
olusturulmustur [15].

HPLC Caligma Sartlan

intersil ODS 3V 4- 5um 4.6x250 mm (GL sciences
Inc./Japan) kolonlu ve DAD Dedektérli HPLC
(Shimadzu LC 20A) cihazi 1 mL/dk Akis Hizina, 30°C
Kolon Sicakhgina sartlandiriimigtir. Tasiyici izokrotik A
fazi; 0.34 g KH2PO4 ile 1.01 g Tetrabtii Amonyum
Bromid tartiimis ve 1000 mL’lik balon jojeye konularak
su ile 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Tasiyici
izokrotik B fazi; metanoldur (HPLC derecesinde). 20 pl
hacminde  drnek  enjekte  edilmistir. Deneyin
tamamlanmasinin ardindan kolon, asetonitril:su (%50-
%50) karigimi ile yaklasik 10 dk. Yikanmistir. Gradient
akis programi analiz siresi boyunca %95 B %5 A'dir
[15].
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Kalibrasyon c¢ozeltileri ile cizilen kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak Sudan Boyasi miktari, mg/kg cinsinden

seyreltme faktorli (SF:9) ile carpilarak hesaplanmistir.
Metodun analitik verileri Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 2. Suda C6zunen Sentetik Boyalarin HPLC Verileri

Sentetik Boya TS D G B A Kalibrasyon fonksiyonu
Tartrazin 3.36 0.25-20 91 0.08 426 y = 49622x + 1567.2 r2 = 0.9999
Kinolin Sarisi 4.61 0.25-20 91 0.07 414 y = 43336x + 1881.7 r2 = 0.9999
Sunset Yellow FCF~ 4.39 0.25-20 94 0.06 483 y = 49732x + 3661.9 r2 = 0.9999
Azorubin 5.04 0.25-20 84 0.11 522 y = 43336x + 1881.7 r2 = 0.9999
Amarant 5.02 0.25-20 91 0.07 524 y = 46892x -2797.5 r2 = 0.9999
Ponceau 4R 5.27 0.25-20 93 0.07 510 y = 55359x + 802.98 12 = 1
Eritrosin 4.77 0.25-20 86 0.12 531 y = 122967x -1011.3 r2 = 0.99999
Allura Red AC 3.67 0.25-20 94 0.07 510 y = 63443x + 6471.3 r2 = 0.9998
Patent Blue V 5.77 0.25-20 90 0.09 643 y = 208295x -70607 r2 = 0.9954
indigotin 3.58 0.25-20 90 0.07 643 y = 141594x -9841.8 r2 = 0.9992
Brillant Blue FCF 3.42 0.20-16 85 0.10 643 y = 145994x -8595.8 r2 = 0.9995

TS: Tayin alt siniri; D: Dogrusallik (mg/kg); G: Geri Kazanim (%); B: Belirsizlik (mg/kg); A: Dalga Boyu (nm)

Tablo 3. Yagda G6zlinen Sentetik Boyalarin HPLC Verileri

Sentetik Boya TS D G B A Kalibrasyon fonksiyonu
Sudan Red B 1.12 0.25-100 93 0.10 511 y = 77066x + 1424.1 r2 = 0.9997
Para Red 0.74 0.25-100 92 0.14 481 y = 102046x — 3220.5 r2 = 0.9996
Sudan | 0.53 0.25-100 95 0.11 482 y = 26757x — 634.01 r2 = 0.9975
Sudan Il 0.86 0.25-100 89 0.13 498 y = 26757x — 424.01 r2 = 0.9921
Sudan IlI 1.03 0.25-100 90 0.14 510 y = 26451x —621.01 r2 = 0.9983
Sudan IV 1.33 0.25-100 96 0.10 515 y =24511x—4511.01 r2 = 0.9981

TS: Tayin alt sinir; D: Dogrusallik (mg/kg); G: Geri Kazanim (%); B: Belirsizlik (mg/kg); A: Dalga Boyu (nm)

istatistiksel Analizler

Ornek ortalamalarinin arasinda istatistiksel farklliklarin
belirlenmesinde tek yoénli varyans analizi yapilmistir.

Farkliliklarin ~ hangi  érnekler arasinda oldugunu
belirlemek igin  Duncan g¢oklu karsilagtirma testi
kullaniimigtir.  Istatistiksel ~ farkliliklar %5  6énem

seviyesine goére belirlenmistir. Analizler 3 tekrarli olarak
yUrGtilmostlr.  Veriler SPSS  Statistics 23 paket
programi (IBM, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Suda Coziinen Sentetik Boyalar

Dékme ve ambalajli kirmizibiberlerin suda ¢&zinen
sentetik boya maddesi miktarlar Tablo 4'de verilmistir. 5
dokme ornekte suda ¢6zlnen sentetik boyalardan
sadece Ponceau 4R tespit edilirken 1 érnekte Ponceau
4R ve Tartrazin bir arada tespit edilmigtir. 19 &rnekte
tespit edilebilir dizeyde suda ¢6zlnen sentetik boya
bulunmamistir. 16 nolu érnekte suda ¢dziinen sentetik
boyalardan tartrazin 4.66 mg/kg olarak tespit edilmistir.
4, 8, 9, 10, 16 ve 21 nolu 6rneklerde Ponceau 4R
miktarlar sirasiyla 103.18, 61.39, 28.43, 110.62, 7.59 ve
21.61 mg/kg olarak bulunmustur.

Ambalajli kirmizibiber 6rneklerinden 1 6rnekte suda
¢6zlnen sentetik boyalardan Ponceau 4R tespit
edilirken 24 o&rnekte tespit edilebilir dizeyde suda
¢6zinen sentetik boyaya rastlaniimamistir. 37 nolu
Ornekte Ponceau 4R 15.59 mg/kg miktarda tespit
edilmistir.

istatistiksel olarak; suda ¢dziinen sentetik boyalardan
Tartrazin sadece 1 6rnekte 4.66 mg/kg miktarda tespit
edildiginden, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow, Azorubin,
Amarant, Eritrosin, Allura Red, Patent Blue, indigotin,
Brillant Blue higbir 6rnekte tespit edilebilir dizeyde
bulunmadigindan  istatistik olarak  degerlendirme
yapllmamistir. Ponceau 4R igin istatistik degerlendirme
yapilmis ve érnekler arasindaki fark dnemli bulunmustur
(P<0.001).

Suda ¢b6ziinen sentetik boyali kirmizibiber &rneklerinin
yUzdeleri kiyaslandiginda, farkli 50 érnekte aranan suda
¢bziinen renklendiricilerden Kinolin Sarisi, Sunset
Yellow, Azorubin, Amarant, Eritrosin, Allura Red, Patent
Blue, Iindigotin, Brillant Blue tespit edilebilir diizeyde
bulunmamistir. Dékme  kirmizibiber  &rneklerinin
%4’inde Tartrazin ve %24’Unde de Ponceau 4R tespit
edilmistir.  Ambalajli  kirmizibiber ~ érneklerinin  ise
%4’Unde Ponceau 4R tespit edilmistir (Sekil 1).

Kirmizibiberlerle ilgili literatirde suda ¢6ziinen sentetik
boya calismalarina rastlanilmamistir. Bu ¢alismada
arastinlan suda ¢dzinen sentetik boyalardan Tartrazin
ve Ponceau 4R hari¢ diger boyalarla ayni sonuglar
Yentlr ve ark. [16] alkolsliz igeceklerde tespit etmis, iki
calismada da Tirk Gida Kodeksinde belirtilen yasal
limitlere uygun sonuglar bulunmustur. Garcia ve
Gandara [17] ise farkh olarak 9 adet alkolsiiz aromal
icecekde Tartrazin ve Ponceau 4R de dahil olmak
Uzere, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow FCF ve Azorubin
sentetik gida boyasi miktarlarini Tirk Gida Kodeksinde
belirtilen yasal limitlere degilde 1994 Avrupa Birligi
Direktiflerinde belirtilen limitlere uygun bulmustur.
Ayrica bu calismadan farkli olarak Erdogan [2] yaptigi
calismada alkolsiiz aromali iceceklerin %55’de sentetik
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gida boyasina rastlamisken Giler [18] yaptigi
galismada, 96 adet icecek tozunun tamaminda (%100)
Turk Gida Kodeksinde belirtilen degerin Uzerine gida
boyasi oldugunu tespit etmistir. Sekerlemelerde yapilan
¢alismalardan Ding ve Aricr’nin [19] yaptiklar gcalismada
elde edilen suda cdzinen sentetik boya sonuglari,
kirmizibiberlerde yapilan bu ¢alisma sonuglari ile
Tartrazin ve Ponceau 4R harig benzerlik gdstermekte ve

yasal limitlere uygun sonuglar elde edilmektedir. Fakat
Glerin [18] yaptigi calismada, bu galisma ve Ding ve
Aricr’'nin [19] yaptiklar ¢alismadan farkli olarak 140 adet
sekerlemenin 135 adedinde (%96.40) Tirk Gida
Kodeksinde belirtilen degderin Uzerinde gida boyasi
oldugunu tespit etmistir.

Tablo 4. Kirmizibiberlerde tespit edilen suda ¢6zlnen
sentetik boya miktarlari (ortalama + standart sapma mg/kg)

Ornek Tartrazin Ponceau 4R
4 <TS 103.18+0.37
8 <TS 61.39+1.99
9 <TS 28.43+2.32
10 <TS 110.62+0.92
16 4.6610.13 7.59+1.38
21 <TS 21.61+3.46
37 <TS 15.59+0.26
<TS: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir.
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Sekil 1. Suda ¢dziinen sentetik boyal kirmizibiber érneklerinin ylizdeleri

Yentir ve ark. [16] recel, meyveli yogurt ve meyve suyu
Orneklerinde bu ¢alismada kirmizibiberlerde elde edilen
suda c¢oziinen sentetik boya sonuglari (Tartrazin ve
Ponceau 4R sonuglari harig) ile benzer sonuglari elde
etmis ve suda ¢ozlnen sentetik boya varligina
rastlanmamistir. Yenilebilir buzlarda Ding ve Aricr’nin
[19] vyaptiklari g¢alismada suda ¢ézinen sentetik
boyalardan Tartrazin miktari ile bu g¢alismada elde
edilen tartrazin miktari sonuglarinda birer érnek yasal
limitlerin (zerinde bulunarak benzer sonuglar elde
edilmistir. Fakat Ding ve Aric'nin [19] vyaptiklari
galismada bu oran %11.10 ile bu calismadan farkli
olmustur. Alkolsliz aromali iceceklerde yasal limitin
Uzerinde olan Ponceau 4R %3.69 tespit edilerek bu
¢alismadan farkli bir sonug elde edilmistir [19]. Erdogan
[2] ise alkolstiz aromali iceceklerden 11 adet 6rnekte,
suda ¢6ziinen sentetik boyalardan Ponceau 4R ve
Azorubin’i bir arada belirlemistir. Bu calismada da 1
Ornekte Tartrazin ve Ponceau 4R bir arada tespit
edilmistir.
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Yagda Céziinen Sentetik Boyalar

Kirmizibiber 6rneklerinde bulunan yagda ¢6zlinen
sentetik boya maddelerin miktarlan  Tablo 5'da
gosterilmistir. Dokme kirmizibiber érnekler arasinda 5
Ornekte yagda c¢oziinen sentetik boyalardan Sudan | 7,
12, 17, 18 ve 24 nolu 6rneklerde sirasiyla 5.18, 0.81,
7.16, 50.20 ve 996.77 mg/kg miktarda tespit edilmistir.
20 o6rnekte tespit edilebilir dizeyde Sudan |
bulunmamistir. 25 érnekten 1 6rnekte yagda ¢dzinen
sentetik boyalardan Sudan 1l 18 nolu &rnekte 4.62
mg/kg miktarda tespit edilmistir. 24 O6rnekte tespit
edilebilir dizeyde Sudan II'ye rastlaniimamistir. 25
O6rnekten 3 dérnekte yagda ¢dziinen sentetik boyalardan
Sudan Para Red 7. 17 ve 18 nolu 6rneklerde sirasiyla
7.62, 8.05 ve 2.13 mg/kg miktarda tespit edilmistir. 22
Ornekte tespit edilebilir dizeyde Sudan para red
bulunmamistir. 25 6érnegin tamaminda tespit edilebilir
dlizeyde Sudan Ill; Sudan IV ve Sudan red B'ye
rastlaniimamistir.
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Tablo 5 Kirmizibiberlerde tespit edilen yagda ¢6zlinen sentetik boya miktarlari (ortalama +

standart sapma mg/kg)

Ornek Sudan | Sudan Il Sudan IV Sudan para red
7 5.18+0.16 <TS <TS 7.62+0.022
12 0.81+0.05 <TS <TS <TS
17 7.160.91 <TS <TS 8.05%1.23
18 50.20+0.95 4.62+1.38 <TS 2.1310.04
24 996.77+0.81 <TS <TS <TS
28 1.23+0.08 1.86+0.11 <TS <TS
33 <TS <TS <TS 0.89+0.06
35 <TS <TS <TS 2.23010.09
36 1.151£0.55 <TS 8.34+0.93 13.31+0.46
41 0.911£0.04 <TS <TS <TS

<TS: Tespit edilebilir dlizeyde bulunamamistir.

Ambalajli  kirmizibiber 6rnekleri igerisinde 3 0&rnekte
yagda ¢dzlinen sentetik boyalardan Sudan 1; 28, 36 ve
41 nolu érneklerde sirasiyla 1.23, 1.15 ve 0.91 mg/kg
miktarda tespit edilmistir. 22 &6rnekte tespit edilebilir
dizeyde Sudan | bulunmamigtir. 1 &rnekte yagda
¢6ziinen sentetik boyalardan Sudan Il 28 nolu &érnekte
1.88 mg/kg miktarda tespit edilmistir. 24 6rnekte tespit
edilebilir dizeyde Sudan II'ye rastlaniimamigtir. 25
ornekten 1 6rnekte yagda ¢éziinen sentetik boyalardan
Sudan IV 36 nolu érnekte 8.34 mg/kg miktarda tespit
edilmistir. 24 drnekte tespit edilebilir dizeyde Sudan IV
bulunmamistir. 3 &rnekte yagda c¢ozinen sentetik
boyalardan Sudan Para Red 33, 35 ve 36 nolu
orneklerde sirasiyla 0.89, 2.23 ve 13.31 mg/kg miktarda
tespit edilmistir. 22 6rnekte tespit edilebilir dizeyde
Sudan Para Red bulunmamistir. 25 érnedin tamaminda
tespit edilebilir diizeyde Sudan Il ve Sudan red B'ye
rastlaniimamistir.

Kirmizibiberlerdeki Sudan | miktarlari arasindaki farklar
P<0.001 dizeyinde énemli bulunmustur. 12, 41, 36, 28
nolu o&rnekler arasinda Sudan | boya miktarlarn
bakimindan fark bulunmamistir. 7, 17, 18 ve 24 nolu
ornekler arasinda ise istatiksel olarak énemli farkliliklar
oldugu belirlenmigtir. Sudan para red degerleri ise 4
farkll grup olusmustur. 9 ve 35 nolu 6rneklerde Sudan
para red boya miktarlarn 2. grupta ve ayni ¢cikmistir. 17
ve 18 nolu 6rneklerde Sudan para red boya miktarlari 3.

grupta ve ayni bulunmustur. En ¢ok Sudan para red
boyasi ihtiva eden 36 nolu érnek olmustur.

Farkli 50 adet kirmizibiber 6rneginde aranan yagda
¢b6zinen sentetik renklendiriciden Sudan Il ve Sudan

red B  hichir o&rnekte tespit edilebilir dizeyde
bulunmazken, dokme kirmizibiber orneklerinin
%?20’sinde Sudan |, %4’lnde Sudan IlI, %12’sinde

Sudan para red tespit edilmigtir. Ambalajli kirmizibiber
orneklerinin %12’sinde Sudan |, %4’inde Sudan |lI,
%4’Unde Sudan 1V, %12’sinde Sudan para red tespit
edilmigtir (Sekil 2). Fakat Kilinger [20] ise yaptidi
¢alismada bu galismadan farkli olarak kirmizi pul biber
Orneklerinde Sudan (I-IV) boyalarina rastlamamistir.
Zhang ve ark. [21] yaptiklari ¢calismada bir adet toz biber
orneginde Sudan Ill boyasini 6.79 ug/kg ve Sudan Il
boyasini 8.30 pg/kg olarak tespit etmislerdir. Ertas ve
ark. [22] 80 adet kirmizibiber 6rnedinde sadece bir
tanesinde Sudan IV tespit ederken Sudan Il boyasi
bulunmamistir. Mustafa ve ark. [23] toz biber
orneklerinde Sudan | boyasina rastlamiglardir. Botek ve
ark. [24] tatli biber, kori, ve aci biber 6rneklerinde Sudan
Para red miktarini 35-40 mg/kg tespit etmistir. Sudan
para red boyasina rastlanilma orani %15 olurken
yapilan bu ¢alismada bu oran %12 olmustur. Sun ve
ark. [25] bu calismadan farkli olarak kirmizibiber gibi
gida Urtinlerinde Sudan (I-1V), Sudan Red B ve Sudan
Para Red varliina rastlamamiglardir.
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Sekil 2. Yagda ¢6zlinen sentetik boyali kirmizibiber érneklerinin yiizdeleri
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TESEKKUR

Bu calisma, Kahramanmaras Sitcti imam Universitesi
BAP Mudurliga “Kirmizibiberlerde Suda ve Yagda
Go6zlinen Sentetik Boyalarin Varh@inin Arastiriimasi”

bashkli projesi (2014/4-7 YLS) tarafindan
desteklenmistir.

SONUC

Calismada iki farkh tarzda satisa  sunulan

kirmizibiberlerde suda ¢6zlnen sentetik boyalardan
Ponceau 4R ve Tartrazine, yagda c¢dzliinen sentetik
boyalardan Sudan I, Sudan Il ve Sudan para red varligi
arastiriimistir.

Suda ¢6zlinen sentetik boyalardan Ponceau 4R’nin
ambalajl érneklere kiyasla dokme &rneklerde daha fazla
oldugu gorilmUstar. Tartrazine, toplam 50 Ornekten
yalnizca dékme biberlerin bir tanesinde tespit edilmistir.
Yagda ¢oziinen sentetik boyalarda ise Sudan | dékme
kirmizibiberlerin -~ %20°’sinde ve ambalajli olanlarin
%12’sinde tespit edilmistir. Sudan Il ve Sudan IV boyar
maddesi sadece 1 drnekte (ambalajl) tespit edilebilir
diizeyde bulunmustur. Suda ¢oziinen sentetik boya
iceren kirmizibiber érneklerinin hicbirinde tespit edilebilir
dizeyde yagda c¢ozinen sentetik boya varligina
rastlaniimamistir. Ayni sekilde yagda ¢6zlinen sentetik
boya iceren kirmizibiber drneklerinin higbirinde de suda
¢ézinen sentetik boya varligi tespit edilmemigtir.
Arastirma sonuglarina gore acikta satilan
kirmizibiberlerdeki  sentetik renk maddesi ilavesi
ambalajli Uriinlere gére daha yiksek cikmistir. Tirk
Gida Kodeksi Baharat Tebligi kapsaminda yer alan
UrlGinlerden kirmizibiberlere Tirk Gida Kodeksi Gida
Katki Maddeleri Yénetmeliginde yer alan hukimlere
gbre boyar madde kullaniimamasi gerekmektedir [26].
Kirmizibiberlerin ticari degerini dustirmemek, tiketicilere
saglikli Grin ulastirmak, tagsis ve taklidi énlemek icin
ambalajl (paketli) kirmizibiber Uretimi yayginlastiriimal,
Urin etiket bilgileri olmayan acikta kirmizibiber satisi
siki  denetlenmeli ve tlketiciler acgikta satilan ve
markasiz olan 0rGnleri almama ve tiketmeme
konusunda bilinglendiriimelidir.
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Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), insanlar ve hayvanlar igin son derece toksik 6zellikte ve kanserojendir. Bu
baglamda givenli gida Uretimi agisindan, Gretimi yapilan ticari nar soslarinda bu bilesiklerin olusumu ve dlzeyleri
6nemli bir konudur. Bu ¢alismada Turkiye’'de satisa sunulan sekiz farkh nar sosu kullaniimistir. Yiksek performansli
sivi kromatografi-UV detektdr (HPLC-UV) ile on U¢ tane PAH analizi yapilmistir. Sekiz farkl nar sosu érnegi igin basit,
hassas ve maliyeti dusik bir kati faz ekstraksiyonu (SPE) teknigi kullanilarak, PAH’larin 6n derigtirilmesi
gergeklestirilmistir. Nar sosu numunelerinin optimum SPE kosullarinda elde edilen ekstraktlari, daha sonra ters fazli
HPLC-UV dedektori ile analiz edilmistir. Veriler degerlendirildiginde, toplam PAH miktarlarinin 1.5 mg/L ile 16.6 mg/L

arasinda degistigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, Nar, Nar soslari

Chromatographic Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Pomegranate Sauces
ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are highly toxic and carcinogenic to humans and animals. In terms of safe
food production, the formation and levels of these compounds in commercial pomegranate sauces are important. This
study was carried out on eight different pomegranate sauces sold in Turkey. Thirteen PAH analyzes were performed
with high performance liquid chromatography-UV detector (HPLC-UV). Pre-concentration of PAHs was performed by
a simple, precise and low cost solid phase extraction (SPE) technique for eight different pomegranate sauces
samples. Extracts of pomegranate sauce samples obtained under optimum SPE conditions were then analyzed by
reversed-phase HPLC-UV detector. Results indicated that the total amounts of PAHs varied from 1.5 mg/L to 16.6
mg/L.

Keywords: HPLC, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Pomegranate, Pomegranate sauces

GiRi$ kismi  O6nemli mineraller yaninda asitler, sekerler,

vitaminler, polisakkaritler ve polifenoller igerir [2-4]. Nar
Nar (Punica granatum, Punicaceae), insan sagligi suyu, polifenolikler, taninler ve antosiyaninler nedeniyle
Gzerindeki gok faydall etkileri nedeniyle bayik ilgi géren, yOksek anti-oksidatif 6zellikler sunar [5]. Meyve taze

fonksiyonel bir besin olup, bilinen en eski yenilebilir olarak veya meyve suyu, surup (grenadin), recel, sos ve
meyvelerdendir ve birgok Ulkede ise halk hekimliginde sarap haline getirilerek tiketilebilir. Nar sosu
yaygin olarak kullaniimaktadir [1]. Meyvenin yenilebilir sektdriinde, uygun sos bilesimi ile yiksek sos veren nar
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tdrlerinin ~ kullanilabilirligi  6énemlidir.  Son  yillarda
popllerlik kazanan nar ve nar drinleri, Bakteriyel
enfeksiyon, mantar enfeksiyonu, immino modilasyon,
gida zehirlenmesi, ateroskleroz/arteryoskleroz, paraziter
enfeksiyon ve periodontal hastalik iceren bircok
potansiyel kullanim alani igin incelenmistir. Nar
konsantresi soslari genellikle salatalar i¢in ve Tlrkiye'de
birgok yemek icin kullaniimaktadir [2]. Blyik 6lgekli
Uretime sahip firmalar tarafindan saglansa da, bdlgelere
gbre degisen geleneksel yéntemlerle kiglk 6lgeklerde
de Uretilmektedir.

PAH'lar su igerisinde dlsik ¢6zintrlige sahiptir ancak
yiksek oranda lipofilik &zelligi gbstermektedirler.
Ozellikle kdmir ve ham petroliin islenmesi, dogal gazin
yanmasl, ¢O6p yakma, motorlu tasitlardan, tGtin
kullanma ve pisirme gibi endistriyel ve diger insan
faaliyetleri sirasinda organik materyallerin  eksik
yanmasl ve ayrica karbonizasyon gibi dogal islemler ile
esasen pirolitik sireglerin bir sonucu olarak olusurlar.
Buna ek olarak, PAHlar pisirme, koruma ve
depolamanin moduna bagh olarak ¢ok cesitli et, balik,
sebze ve meyvelerde bulunurlar. Dogada 100'den fazla
PAH bulunmustur; Bununla birlikte, Birlesik Devletler
Gevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan bunlarin
olusumu ve kanserojenligi g6z 6nine alindiginda
oncelikli kirletici olarak sadece 16 tanesi belirlenmistir
[6-8]. Bunlarin en taninmiglari benzo[a]piren (BaP)'dir.
DNA gibi hicre makromolekdllerine kovalent olarak
baglanan kimyasal olarak reaktif ara maddelere
biyotransformasyon yoluyla mutajenik ve kanserojenik
aktivitelerini uygularlar. Hayvanlardaki bireysel PAH
metabolitlerinin  timére 6zdesligi Uzerine yogun ve
sistematik calismalar incelendiginde, diol epoksitlerinin
alternatif bdlgesi PAH'larin mutasyona ugramis ve
karsinojenik turleri olduklari sonucuna varilmigtir. Fakat
sadece bunlardan ibaret degildir [9-12]. Bu diol
epoksitler, epoksit halkasinin  ac¢iimasiyla, DNA
bazlarina ve proteinlerde kovalent olarak nikleofilik
alanlara baglanan alkilleyici maddeler olan elektrofilik
karbonium iyonlarina kolaylikla dénustirildr. Buna ek
olarak bircok PAH, deney hayvanlarinda timér
olusturabilir. BaP ve baska PAH cesitleri agdiz yoluyla
cesitli kemirgen hayvan dokularina uygulandiginda,
karin, karaciger, akcigerler ve meme bezleri gibi
vicudun gesitli bélgelerinde timérler Gretmistir [13-14].
Toprak, gida, hava ve su gibi matrislerdeki PAH'larin
belirlenmesi igin ekstraksiyon iglemi ile temizlenmesi
gerekmektedir.

Numune olarak sulu érnekleri almak i¢in Gevre kontrol
sistemlerine katilan birgok laboratuvar, rutin bir numune
hazirlama araci olarak, kati faz ekstraksiyonunu (SPE)
kullanir. SPE, 10 ng/L'den 10 pg/L'yve kadar olan
konsantrasyon dizeyinde birgok bilesik igin yiksek
zenginlestirme orani ve iyi geri kazanim saglayan iyi bir
laboratuvar ydéntemi haline gelmistir. Silika iceren SPE
kartuglan kromatografi kolonlari yerine basariyla
kullaniimisgtir. Bu teknik istenen ayirimi gergeklestirmek
icin kullanilabilen cok cesitli ekstrasyon kosullarindan
dolay! potansiyel olarak mikemmel bir segicilige sahiptir

[14]. Bu teknik, istenilen ayrimi elde etmek igin
kullanilabilen ¢ok ¢esitli ekstraksiyon kosullarindan
dolayr potansiyel olarak mikemmel bir segicilige
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sahiptir. Sivi fazdan matrisleri, PAH'lari zenginlestirmek
ve temizlemek igin Octadecyl (C18) silika bagh SPE
kartuslar kullanilmistir [15-16]. PAH'lari ayirmak ve
tayin etmek igin en sk kullanilan kromatografik
yontemler gaz kromatografisi [17] ve ylksek
performansl sivi kromatografisidir [18].

Bu calismada PAH grubundan segilen bilesiklerle nar
soslarinin kontaminasyonunun degerlendiriimesi
amagclanmistir. Orneklerden elde edilen numunelerde 13
farkli PAH'In analizi yapiimistir. Bu PAH’lar; antrasen,
benzo(a)antrasen, benzo(a)fluoren, benzo(b)fluoren,
benzo(e)piren, Benzo(g,h,i)-perilen, krizen, dibenzo (a,c)
antrasen, dibenzo (a,h) antrasen, fliioranten, fllioren,
fenantren ve piren’'dir. Nar sosu &rneklerinde Uretim

prosesine bagllh olarak PAH olusum seviyeleri
incelenmistir.
DENEYSEL CALISMA

Reaktifler ve Kullanilan Cozeltiler

Asetonitril, metanol, diklorometan ve hekzan Merck
(Darmstadt,Almanya) firmasindan temin edilmistir ve
tim0 HPLC safliktadir. Seyreltme islemi igin ultra saf su

(Human  Corporation Zeneer Power | S-UV)
kullaniimigtir.
Kullanilan PAH'lar (antrasen (A), benzo(a)antrasen

(BaA), benzo(a)fluoren (BaF), benzo(b)fluoren (BbF),
benzo(e)piren (BeP), Benzo(g,h,i)-perilen (BghiP),
krizen (CHR), dibenzo (a,c) antrasen (DBacA), dibenzo
(a,h) antrasen (DBahA), flioranten (FL), flioren (F),
fenantren (Pa) ve piren (P)) Sigma firmasi (Missouri,
ABD) tarafindan temin edilmistir. Kullanilan diger tim
kimyasallar analitik saflikta ve Merck firmasi (Darmstadt,
Almanya) tarafindan temin edilmistir. C-18 SPE
kartuslar (500 mg/unit) Whatman (Clifton, New Jersey,
USA) tarafindan temin edilmistir.

Calisma Ornekleri

PAH analizi yapilmak igin Tirkiye’de marketlerde
bulunan ticari nar soslarindan satin alinmigtir. Farkh
markalarda sekiz nar sosu 6rnegi laboratuvarda cam
elyaf filtreden gecirilmistir. Daha sonra érnekler +4°C’de
saklanmak (zere koyu kahverengi cam siselere
aktariimistir.

Kati Faz Ekstraksiyon (SPE) Prosediirii

SPE yo6nteminin performansi, nar soslari 6rneklerine
uygulanmadan &énce standart PAH’lar ile test edilmisgtir.
Bunun icin, 13 PAH'In her birinde 10 pg/L'lik bir model
¢bzeltiden 500 mL kullaniimigtir. Bilinen ve bilinmeyen
PAH o&rneklerini derigtirmek icin bir C-18 SPE kartus
kullanildi. Numune, 5 mL 1:1 (h/h) su-metanol ile
yikanan ve vakumla tamamen kurutulan 500 mg/unit
C-18 SPE kartustan gecirildi. Daha sonra kartusun
vakum altinda tamamen kurudugundan emin olunduktan
sonra PAH'lar 5 mL heksan ile elue edilmistir. Toplanan
eluent azot atmosferinde konsantre edilmis ve elde
edilen tortu 1mL asetonitril ile ¢bziilerek HPLC'ye 20 pL
enjekte edilmistir.
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HPLC Analizi

Her bir PAH’In kalitatif ve kantitatif tayinleri icin ters faz
HPLC Thermo Separation Products (TSP), Spectra
serisi P200 pompa, UV 150 dedektdr ve TSP Chromjet
Integrator (Spectra-Physics Analytical, Fremont, CA,
USA) sistemi kullaniimistir. Analizde PAH'larin kolonda
ayrilmalarinda, ters faz (Reverse Phase; RP) Supelcosil
™ s(itun LC-18 kolonu kullaniimistir. (4,6 mm x 250 mm,
Supelco, Bellefonte, PA).

istatistiksel Analiz

Ornekler 3 tekrar halinde calisiimis ve sonuglarin
standart sapmalari Microsoft Excel Spreadsheet
programinda hesaplanmigtir.

SONUC ve TARTISMA
Ekstraksiyon Prosediiriiniin Optimizasyonu

Secilmis PAH’lar icin gergek ©6rnek analizine
gecilmeden once HPLC-DAD sisteminde ayriima
sartlar incelenmigtir. Daha sonra belirlenen ayirma
sartlarinda model c¢ozelti kullanilarak, 13 PAH’in
ekstraksiyon sartlari arastiriimis ve gergek nar sosu
Orneklerine uygulanmistir. Ayrica optimize edilen
ekstraksiyon ydntemine ait analitik parametrelerde
incelenmisgtir.

HPLC Calisma Sartlar

PAHlarin HPLC de ayrilmasi igin izokrotik elusyon
sartlarinda, hareketli faz olarak asetonitril:su (70:30,
V:V) kullaniimistir. Analiz, akis hizi 0.5 mL /dakika, DAD
detektdr de Olcimler 254 nm’de ve kolon firin sicakhgi
25°C'ye optimize edildi. PAH larin ayrilmasinda kolon
olarak C18 kolonu tercih edilmistir. Sekil 1’de, 10 pg/L
derisimdeki 13PAH standart karisimina ait kromatogram
verilmistir. Kromatogram incelendiginde tim analitler igin
ayiricihk  (Rs) degerlerinin 1.3 den buyldk oldugu
goralmastar.

Pa

BaA

Tom

BbF

F1

<

a2m

Asgy (MAT)

10m

DBacA
DBahaA

|

o

T T

] ksl

tR minute

Sekil 1. 10 pg/L standart 13 PAH karisiminin HPLC-
DAD kromatogrami

Standart karisimin 20 pL’sini on kez enjekte edilerek
sistemin tekrarlanabilirligi test edildi. Bagil standart
sapma % 0.9-3.3 araligindadir.
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Ekstraksiyon Sartlarinin Optimizasyonu

Cogu calismada PAH'larin  sulu  ortamlardan
ayriimalarinda  SPE  teknigi  kullaniimaktadir  [17].
Ozellikle SPE kartus olarak C18 ya da yagl matriksler
icin Silica tipi kartuslar kullaniimaktadir. Bu c¢alisma
icinde, nar sosu 6rneklerinde PAH'lari zenginlestirmede,
6rnek matriksi yag icerigi ¢ok distk oldugu igin Silica
kati faz kartus yerine C18 kati faz kartusu kullanmaya
karar verildi. Numuneden PAHlarin ekstraksiyonunda
organik ¢6zicU tirG kritik bir parametredir. Eger organik
¢6zlcinln polaritesi gok disikse, agir PAH'lari ¢ézmek
icin yeterli olmayabilir, fakat ¢ok ylksek olmasinda, ¢ok
disik atilma hacmi olacagindan SPE kartusu lzerinde
kalmayacaktir. Cesitli ¢dzlcllerle (asetonitril, metanol,
aseton ve hekzan) calisildi. En iyi geri kazanim hekzan
ile gerceklestirildi. Dustk molekul agirhkh PAH'lar,
buharlasma basamag! sirasinda buharlagsma basincinin
dismesi nedeniyle en yiiksek geri kazanimlar hekzan ile
elde edildi. Agir PAH'larin polaritesi diisik oldugundan
apolar ¢ozicdilerle birbirinden daha kolay ayrir. PAH'lar
icin ekstraksiyon geri kazanim sirasi incelendiginde
ellsyon cozeltisi siralamasi
hekzan>asetonitril>metanol>aseton seklinde olmustur.
Bu sonuglar degerlendirildiginde, hekzan en iyi elisyon
¢Ozeltisi olarak segildi ve tim PAH'lar icin geri kazanim
ylzdeleri %94'Un (zerinde ve % bagil standart sapma
(BSS) degerleri <7.6 olarak hesaplandi. Literatirde
yapilan diger bir calismada da, C18 SPE kartuslari
kulanilarak yapilan PAH ekstraksiyonu igin ellisyon
¢Ozeltisi olarak hekzanin kullanildigr gérilmustar [6].

Miktarlar bilinen 13 PAH maddesi kullanilarak optimum
SPE kosulu belirlendi. Bu deney igin, sulu ¢ozeltide 13
PAH'In her birinden 10 pg/L igeren 500 mL'lik bir ¢bzelti
kullanildi. incelenen 13 PAH'In kantitatif geri kazanimi
(%90-104) saglandi. Daha ugucu olan ve bu nedenle
buharlastirma adimi sirasinda kismen kaybolan disik
molekdl agirikli PAH'lar (F, Pa, A, Fl) hari¢c ortalama
geri kazanimlarda iyi sonuglar elde edildi. Sonuglar, ayni
sartlarda yapilan alti deneyin ortalamasidir ve bagil
standart sapmalar %2-8 araligindadir. (Tablo 1).

Yontemin Analitik Degerlendirmesi

Analitik degerlendirme igin 6ncelikle kalibrasyon egrileri
incelenmistir. Kalibrasyon dogrulari i¢in  kullanilan
standartlar ekstraksiyon ¢o6zeltileri dikkate alinarak
hazirlanmistir. Ekstraksiyon coOzeltileri, analit
icermediginden emin olunan &rneklere uygulanan
ekstraksiyon sonucu elde edilmistir. Bu c¢dzeltilere
degisen derisimlerde PAH ilavesi yapilarak kalibrasyon
dogrulari toretilmistir (Tablo 2). Kalibrasyon egrileri,
HPLC cihazinin kendi yazihm programiyla
olusturulmustur. Yéntemin analitler icin gdzlenebilme
sinirlarinin (LOD) belirlenmesi igin, ¢alisilan optimum
sartlarda analit igermeyen 10 tane kér ¢dzelti hazirlandi
ve bu cbzeltilerden 20 pL alinarak HPLC’ye enjekte
edildi. Analitlerin alikonma zamanindaki piklerin pik alan
degerleri ve standart sapmalari hesaplandi. Ortalama
pik alan degeri, standart sapmasinin 3 kati ile carpilarak
elde edilen pik alan degeri kalibrasyon dogrusunda
yerine konarak g6zlenebilme sinirlari belirlendi (S/N=3).
Tayin sinirn ise (LOQ) ise ortalama pik alan degeri,
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standart sapmasinin 10 kati alinarak Kkalibrasyon
denkleminde yerine koyulup hesaplanmistir. Bu
calismalar sonunda elde edilen sonuglar Tablo 2.de
verilmistir.

Tablo 1. Model ¢ozelti icindeki 13PAH icin geri
kazanim ve standart sapma degerleri

PAH Geri Kazanim (%)  Standart Sapma
F 90 4
Pa 89 5
A 92 7
FL 91 5
P 99 3
BaF 97 4
BbF 96 5
BaA 104 4
CHR 102 3
BeP 99 8
DBacA 100 6
DBahA 98 3
BghiP 96 6

antrasen (A), benzo(a)antrasen (BaA), benzo(a)fluoren
(BaF), benzo(b)fluoren (BbF), benzo(e)piren (BeP),
Benzo(g,h,i)-perilen (BghiP), krizen (CHR), dibenzo (a,c)
antrasen (DBacA), dibenzo (a,h) antrasen (DBahA),
flioranten (FL), flioren (F), fenantren (Pa) ve piren (P)

Tablo 3. Gergek nar sosu dmeklerindeki PAH igerikleri*

Tablo 2. Yontemin analitik verileri

PAH Derisim r2 LOD LOQ
arahgi (S/N=3) (S/N=10)
(ug/L) (Wgl)  (ug/L)
F 0.2-10 0.963 0.01 0.33
Pa 0.5-10 0.994 0.03 0.10
A 0.2-10 0.998 0.02 0.06
FL 0.2-10 0.995 0.01 0.33
P 0.2-10 0.978 0.01 0.33
BaF 0.5-10 0.988 0.03 0.10
BbF 0.5-10 0.976 0.04 0.13
BaA 0.2-10 0.997 0.01 0.33
CHR 1-10 0.995 0.06 0.20
BeP 0.5-10 0.995 0.03 0.10
DBacA 2-10 0.992 0.15 0.50
DBahA 2.5-10 0.987 0.17 0.57
BghiP 1-10 0.996 0.09 0.30
antrasen (A), benzo(a)antrasen (BaA), benzo(a)fluoren
(BaF), benzo(b)fluoren (BbF), benzo(e)piren (BeP),

Benzo(g,h,i)-perilen (BghiP), krizen (CHR), dibenzo (a,c)
antrasen (DBacA), dibenzo (a,h) antrasen (DBahA),
flioranten (FL), fluoren (F), fenantren (Pa) ve piren (P)

Yéntemin Nar Soslarina Uygulanmasi

Calismada ticari olan ve marketlerden temin edilmis
sekiz adet farkli markalarda nar sosu o&rnekleri ele
alinmistir. Elde edilen sonuglar icin bagdil standart
sapma degerleri % 14'ten diisiik bulunmustur. incelenen
nar sosu Orneklerinde tespit edilen PAH dlzeyleri, 6, 7
ve 8 no’lu numunelerde diger 6rneklemlerden daha
yiksek bulundu (Tablo 3). Tablo 3 incelendiginde
orneklerin hemen hemen tamaminda, F, Pa, A, Fl, Ch,
BeP ve DB(c,c)A PAH’larinin varligini rastlanirken bir
kisminda ise P, BaF, BbF, BaA, DB(a,h) ve BghiP
PAH’larinin varhdi tespit edilmigtir.

PAH derisimi (uglL, X 39 ), (n=3)

Omek  F Pa A FL P BaF BbF BaA CHR BeP  DBacA  DBahA  BghiP Tgi'am
T 035:000 021005 <LOD 042:002 <OD  <LOD  <lOD  <lOD  <LOD 024z002 035:004 <LOD  <OD 157
2 032:002 0245001 022:0.02 034:0.02 043:0.03 031:003 084:0.06 043:0.02 021:003 053:003 035003 <OD  <lOD 422
3 053:003 022:002 034:004 <OD  <LOD  <LOD  <lOD 022:0.02 024:004 073:007 <LOD  <LOD  <lOD 228
4 024:002 053:008 0.71:0.07 207:010 111:020 043:003 <LOD  <LOD  0.55:0.05 042:0.05 0.33:0.06 025:0.03 0.34:0.03 6.98
5 054:003 045:0.02 062:0.06 041:0.06 053:005 034:0.03 0.85:009 <LOD 0326005 384:050 2.10:070 <LOD  <OD  10.10
6 024:004 125:006 204:0.07 2541020 <LOD 4231014 <lOD  <LOD  <LOD 044:0.05 225:0.06 062:0.05 074:007 1435
7 074:005 143:010 125:0.05 352:028 221:0.30 2341010 345:032 122:007 104:006 <LOD  <lOD  <lOD  <lOD 1720
8 054:005 095:0.08 062:0.04 <LOD 3.71:026 173:0.32 <lOD  <LOD  1.42:0.03 213:0.27 2.05:0.02 1.13:0.04 <LOD  14.28

*: antrasen (A), benzo(a)antrasen (BaA), benzo(a)fluoren (BaF), benzo(b)fluoren (BbF), benzo(e)piren (BeP), Benzo(g,h,i)-perilen (BghiP), krizen (CHR), dibenzo (a,c) antrasen (DBacA), dibenzo (a,h)

antrasen (DBahA), fliioranten (FL), filioren (F), fenantren (Pa) ve piren (P)

Birinci nar sosu 6rneginde toplam alti farkh PAH
g6zlenmis, 0.42 pg/L maksimum konsantrasyonunda Fl
tespit edilmigtir. Bu_alti PAH’In toplam konsantrasyonu
1.57 pg/L dir. Ornekler arasindaki korelasyonlar
degerlendirildiginde; F, Pa, A, FL, CHR ve DB(a,c)A
PAH'lar disik dlizeyde de olsa tim sos drneklerinde
g6rilmustar. Bununla birlikte, BbF sadece 6rnek 2, 5 ve
7'de bulunmustur. BaA ise 2, 3 ve 7 nolu 6rneklerde
tespit edilmistir. Ayrica, DB(a,h)A ve Bghi yalnizca 6rnek
4, 6 ve 8de bulunmustur. Ornekler 5, 6, 7 ve 8'in
disinda, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) degerlendirmesine goére [19], nar
sosu, yUksek konsantrasyonlarda PAH igeren baslica
gidalar arasinda bulunmamaktadir. BaA, CHR ve BbF
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bakimindan incelendiginde, tim nar sosu o&rneklerinin
Avrupa Birliginin 4 PAH igin belirlemis oldugu kalinti
dizeyleri  bakimindan  kabul edilebilir  oldugu
goralmustir. Bazi (lkelerde, 6zellikle Avrupa'da nar
sosu tiketimi oldukg¢a fazladir. Bununla birlikte bu
galismada goruldigu gibi nar soslari PAH icerebilir. Nar
sosu tlketimi fazla oldugunda gunlik PAH alimi
artmaktadir. Sonug olarak, nar soslarinin pazara arzinda
glvenli gida tiketimi baglaminda incelenmesi gereken
6nemli bir konu oldugu anlagiimaktadir. Ayrica,
galismada O6nerilen yéntem, nar soslarindaki PAH'larin
kantitatif geri kazanimlarla hizh ve dogru bir sekilde
tespit edilebilece@ini gdstermistir. BUtin bunlarin
yaninda, PAH bakimindan kirli oldugu belirlenen nar
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soslarl insan sagligi iginde risk tasimaktadir. Bu agidan,
nar soslarinin Uretiminde yanma iglemine tabi tutulmasi,
nar soslarindaki PAH varliginin da bir géstergesidir.
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Bu calismada kabak cekirdegi icin Uretilen kabaktan elde edilen tozdan kek uretimi amaglanmistir. Kek Uretiminde
kabak tozu %15, 30 ve 45 oranlarinda bugday unu ile yer degistirme yontemiyle kek hamuruna ilave edilmistir. Kek
hamuruna ilave edilen kabak tozu hamurda yiksek oranda viskozite artigsina neden olurken, kekte ise pH degerinde
azalma gdzlenmistir. Keklerin renk degerleri incelendiginde ise standart kek formuline gére, keklere katilan kabak
tozu orani arttinldiginda L* degerlerinde azalma yani daha koyu bir Grlin elde edildidi belirlenmistir. Fakat a* ve b*
degerlerinde artma oldugu gézlenmigtir. Tekstlr degerlerinde ise kuvvet, sertlik, yapiskanlik, esneklik, gignenebilirlik
ve elastikiyette azalma gézlenmistir. Duyusal analiz sonuglarina gore ise en ylksek puan %30 kabak tozu ilaveli kek
oldugu belirlenmistir. Bitin bu bilgiler sonucunda kabak tozu ilavesinin kek endUstrisi igin 6nem arz ettigi
disinutlmektedir ve bundan sonra yapilacak ¢alismalara isik tutmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kabak tozu, Kek, Tekstir, Duyusal, Renk

Potential Use of Pumpkin (Cucurbita pepo L.) Powder in Cake Production and its Effect on
Cake Quality Parameters

ABSTRACT

In this study, potential use of pumpkins, which are byproducts of pumpkins grown for their seeds only, was
determined in cake production. Pumpkin powder was added into cake dough by means of displacement with wheat
flour at rates of 15, 30 and 45%. While an increase in viscosity of cake dough was observed due to the use of
pumpkin powder, a decrease in pH value of cake was determined. In terms of color values of cakes, L* values
decreased by an increase in the rates of pumpkin powder, meaning that darker product was obtained in comparison
to the control cake formula. On the other hand, a* and b* color values increased by an increase in the rates of
pumpkin powder. Texture values for fracture force, hardness, adhesiveness, springiness, chewiness and resilience
decreased. Results of sensory analysis indicated the highest score was the cake prepared with 30% pumpkin powder.
In conclusion, the incorporation of pumpkin powder into cake formulation may be important for the cake industry, and
results of this present study may be valuable for future studies.

Keywords: Pumpkin powder, Cake, Texture, Sensory, Color

GIRiS sehirlesme olgusu, ulasim imkanlarinin gelismesi ve

yeni tekniklerin uygulanmasi ile artmaktadir. Kek pek
Yumusak bugday Urlinlerinden olan kek, dretimi ve cok Ulkede uretilen besleyici degeri yuksek, tiketimi
tiketimi, gelir dagihimi aligkanlklar, nifus artisi kolay, g6z ve damak zevkine hitap edebilen gesitlilikte,
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farkh formilasyonlarda ve sekillerde Uretilen hazir bir
gida OrGnddir. Kek Orlnleri ¢ok gesitli  formlarda
bulunabilen ve unlu mamuller endistrisinin en énemli
Urinlerindendir. EnduUstrideki kek cesitlerinin ve kek
formdillerinin ¢oklugu nedeniyle kekin tanimini yapmak
olduk¢a zordur. Bununla birlikte, cok genel bir ifadeyle
kek; un, seker, yagd, yumurta, kabartma tozu, su (bazen

stt) ve tatlandirici kullanarak hazirlanan hamurun
pisirimesiyle elde edilen unlu mamul olarak
tanimlanabilir [1]. Gekirdekleri ¢ikarildiktan sonra

hayvan yemi veya glibre olarak degerlendirilen kabaklar
ekonomik bir deger igcermemektedir. Gida sanayinde
kullanim alani bulunmayan kabak ¢ekirdedi elde etmek
Uzere (retilen kabak (Cucurbita pepo L.) bitkisi
kullanilarak Uretilen bir gida maddesi ya da katkisi
bulunmamaktadir.

Bu calismada cekirdekleri ayrildiktan sonra atik olarak
degerlendirilen kabak bitkisinden kabak tozu elde
edilmistir. Elde edilen bu tozun ticari olarak Uretilen kek
formilasyonuna farkli oranlarda ilave edilmistir. Béylece
kabak bitkisinden ve kabagin beslenme agisindan
iceriginden faydalanilmistir. Kek dretiminde kullanilan
kabak tozunun kek hamuru, kek teksturi ve Kalite
Ozellikleri Gzerine etkileri incelenmistir.

MATERYAL ve METOT
Kabak Tozu Uretimi

Nevsehir bolgesindeki Ureticiden temin edilen %91+1.2
(yas agirhk) kabaklar nem kaybetmemesi igin
laboratuvara getirilince zaman kaybetmeden
pargalayicida (Beko Robokit 2154, Tirkiye) parcalanip
%10 nem seviyesinin altina kadar hava sirkllasyonlu
kurutucuda (Termal, Tulrkiye) yaklasik 8 saat slrede
60°C’de kurutulmustur ve kabak tozu Uretimi igin
laboratuvar tipi degirmende (lka MF10, Almanya)
6gutilmustir. Elde edilen tozlar hava gegirmez
ambalajlarda kek Uretimi amaciyla derin dondurucuda
(NGve FR490, Turkiye) -40°C’de depolanmistir.

Kabak Tozunda Yapilan Analizler

Kabaktan elde edilen tozda yag miktari Soxhlet ile
AOCS Am 2-93’e, nem miktari ICC Standart Metot No:
110/1 [2]'e, kil miktar1 ICC Standart Metot No: 104/1
[2]'e, protein miktari AACC Standart Metot No: 46-12
[3]'e gbre belirlenmistir.

Lif Tayini

Tayin igin 3 gram numune kabak tozu tartilmis, lzerine
50 mL %5’lik sulfirik asit ilave edilerek hacim 150 mL
saf su ile tamamlanmistir. Kanigim 30 dakika
kaynatilmistir. Kaynama sirasinda su eksildikge hacim
200 mlLye saf su ile tamamlanmigtir. Kaynama
sirasinda karigim cam cubukla kangtiriimistir. Daha
sonra Macherey-Nagel No:840W filire kagidindan
suzUlmUstir. Asit reaksiyonu tamamen kayboluncaya
(mavi turnusol kagidi siziintiye degdirildiginde renk
mavi kaldiginda ) kadar sicak saf su ile ykama
yapilmigtir. Filire ka&gdidi lzerinde kalan kalinti filtre
kagidi capindaki bir saat cami (zerinden piset ile
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yikamak suretiyle behere tekrar aktariimistir. Uzerine bu
kez 50 mL %5’lik NaOH ve 150 mL saf su ilave edilerek
30 dakika kaynatiimistir. Kaynatma bitiminde yikama ve
stizmeden sonra kalan kalinti tekrar behere aktariimis,
oradan da 110°C’de kurutulmus, agirhgr hassas terazi
ile belirlenen yukarida verilen filire k&gidi (zerine
aktariimistir. Once saf su ile sonra 3 defa %95 etil alkol
ve eterle yikanmis ve filire kagidi ile birlikte bir kroze
icinde 110°C’de etlivde kurutulmustur. Tamamen
kuruduktan sonra desikatérde sogutularak hassas
terazide tartiimigtir.

Yag, Nem, Protein Miktari, Su Aktivitesi ve Kiil
Analizleri

Kabak tozunun yag igerigi yag miktari Soxhlet ile AOCS
Am 2-93’e gbre, nem iceriklerinin belirlenmesinde ICC
Standart metot No 110/1 [2]. Orneklerde protein miktari
AACC Standart Metot No: 46-12 [3]'e gbre yapilmistir.
Orneklerin su aktivitesi Novasina (isvicre) su aktivitesi
6lcim cihazi ile yapiimistir. Kil tayini AACC 08.01 [4]
metoduna goére yapiimistir.

Kek Uretimi

Kek Uretimi igin uluslararasi standart formilasyon ve
yontem olan AACC No:10.90.01 [4] yOntemi izlenmistir.
Yoénteme goére hazirlanan kek hamurlari 190°C’de 30
dakika tek kullanimlik kek kaliplarinda tezgah Ust0 ticari
bir firrnda (Korkmaz, Fornella XL60 Inox A497, Tlrkiye)
pisirilmistir. Bir pisirme isleminde 4 adet kek pisirilmigtir.
Standart yonteme goére Uretilen kekler kontrol grubu
olarak degerlendiriimistir. Bu ydntemde kullanilan
bugday unu miktar1 agirhkga %15, 30 ve 45 oraninda
kabak tozu ile yer degistiriimistir. Diger islemler
uluslararasi ydntemde oldugu gibi devam etmistir.

Hamurda Yapilan Analizler

Kek hamurunun viskozitesi kontrol grubunda ve
belirlenen oranlarda kabak tozu ilave edilmis olarak
hazirlanan hamurlarda LV-04 (64) ug ile 10 devir/dakika
hizda oda sicakhginda (25°C) belirlenmigstir (Brookfield
Viscometer-DV2T Extra, ABD).

Kekte Yapilan Analizler
pH ve Hacim Analizi

Kek o&rneklerinde pH analizi igcin 130°C'de 55 dakika
kurutulmus keklerden 10 g alinmistir 90 mL distile su ile
10 dakika laboratuvar tipi pargalayicida ylksek devirde
(WiseTis HG15A, Kore) homojenize hale getirilmistir ve
bu sire sonunda pH metre (Phenomenal VWR,
Almanya) kullanilarak pH belirlenmistir. Keklerde pisirme
isleminden 2 saat sonra oda sicakhiginda sogutulup
kolza tohumu kullanilarak yer degistirme metodu ile
pismis kek numunelerinin hacimleri belirlenmistir.

Renk Analizi

Pismis kek orneklerinin 2 saat oda sicakhdinda
sogutulmasinin ardindan ylizeyden ve yatay orta nokta
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kesiminden elde edilen ylzeyden farkli noktalardan renk
OlcimU yapilmistir (Konica Minolta CR400, Japonya).
Renk oélciimleri CIE (L*, a*, b*) renk sistemi ile ifade
edilmistir. Renk &6lcimi oda sartlarinda bes paralel ve
her érnek icin U¢ bdlgede yapilmistir ve bu degerlerin
ortalamasi o érnegin rengini ifade etmisgtir.

Tekstiir

Kek orneklerinde pisirme igleminin ardindan 2 saat
sonra TPA (Texture Profile Analysis) yapilmistir (TA-XT
Plus Texture Analyzer, ingiltere). Analizde SMS P/35
silindirik aparat kullaniimistir ve test konfiglirasyonu 6n
test hizi 1 mm/s, test hizi 2 mm/s, test sonrasi hiz 1
mm/s, gerilme (strain) %40, zaman 5 s, trigger glicli 5 g
olarak ayarlanmistir.  Tekstlr analizinde sertlik
(hardness), yapiskanlik (adhesiveness, cohesiveness,
gumminess), esneklik (springiness), cignenebilirlik
(chewiness), elastikiyet (resilience) degeri 6lgliImustlr.
Kek numuneleri 38 x 38 x 21 mm (genislik x derinlik x
yUkseklik) boyutlarinda kesilerek tekstir analizi
gergeklestirilmistir.

Duyusal Degerlendirme

Orneklerin duyusal analizleri egitimsiz (test &ncesi

bilgilendirme  yapilmig) 9  panelist tarafindan
gergeklestirilmistir [5]. Panelistler 20-50 yas grubundan
secilmistir.  Tanimlama  testlerinde  oldugu  gibi
referanslar,  kalibrasyon gibi  uygulamalar yer

almamaktadir. Tiketici begenisini ifade edecek sekilde
skala hazirlanmistir. Ornekler 9-nokta hedonik test (9-
nokta hedonik test, asiri begenmedim:1, asir begendim:
9) gbre kabul edilebilirlik testine tabi olmustur. 9-nokta
hedonik test ydontemi diger tim ydntemler igerisinde
Urin kabul edilebilirligi ve gériinisunl degerlendirmesi
nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Analizler floresan isik
(gin 15181) altinda kontrolli oda sicakhginda ayr
masalarda gergeklestirilmistir. Tim panelistlere su ve
kraker (tuzsuz) verilmistir.

istatistiksel Degerlendirme

Kontrol gruplarinda dretim ¢ tekerrUrli ve analizler Ug
paralel olarak yapilmistir, ortalama degerler verilmistir.
Istatistiksel farklari belirlemek igin varyans analizi
(ANOVA, Minitab Ver.17) kullaniimigtir. Grup igi
degerlendirmeler SPSS (Ver.15) ile yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Hammaddede Yapilan Analizler

Bu projede Nevsehir bdlgesinden temin edilen ve atik
olarak gérilen kabak cekirdegi Uretiminde kullanilan
kabak (Cucurbita pepo L.) bitkisinden &ncelikle
kurutularak kabak tozu elde edilmigtir. Elde edilen kabak
tozunda yapilan lif, nem ve su aktivitesi degerleri Tablo
1’de gdsterilmistir. Bu incelemeler sonunda yag miktari,
meyve ve sebzelerde beklenilen diizeyde bulunmustur.
Literatlr galismalarinda meyve ve sebzelerin yag orani
%0.1-0.3 arasinda oldugu belirlenmistir [6]. Keke ilave
edilen kabak tozunda yapilan yag analizi sonucunda yag
miktarinin fazla cikmasi kabak bitkisinin ¢esidinden ve
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kuruyemis olarak tiketilen kabak cekirdegi Uretiminde
kullanilan kabak oldugundan ileri geldigi disinuimastQr.
Ponka ve ark. [7] ve Fennema ve ark. [8] yaptiklar
calismalara gére 5 farkh kabak c¢esidinin analizleri
sonucunda kil miktarini 0.3£0.7 ile 1.3+0.5 (g/100 g yas
agirlik) olarak belirlenmistir. Literatlr galismalarindaki
degerden yiksek ¢cikmasi kabak bitkisinden elde edilen
unun daha fazla mineral madde igerigine sahip
oldugunu disundirmektedir. Ekinci'ye [9] gdre protein
miktari 100 gram yas agdirlikta 1.4 g protein olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada protein miktarinin literatlre
kiyasla daha yiksek oldugu bulunmustur ve buda kek
Uretimi agisindan avantaj olarak gérilmustir. Uretilen
kabak tozu ilaveli kekler daha ylksek protein oranina
sahip olmaktadir buda yeni bir Uriin olarak pazarlanmasi
acisinda 6nem tasimaktadir. Kabak tozunun ginlik
diyet lifi agisindan zengin oldugu yapilan Pratt ve ark.
[10] yaptigi galismalarda da belirtilmistir.

Tablo 1. Kabak tozunun yaklasik bilesimi
ve su aktivitesi

Parametre Deger

Kiil (%) 4.747+0.055
Lif (%) 13.393+0.426
Yag (%) 0.54310.042
Nem (%) 4.14310.764
Protein (%) 8.500+0.070
Su Aktivitesi 0.23240.120

Kek Hamurunda Yapilan Analizier

Yapilan calismada kabak tozu ilavesi orani arttikga
viskozitenin arttigi belirlenmistir (Tablo 2). Bunun
sebebinin ise kabak tozunun lif i¢eriginden dolayl kek
hamurunda kivami arttirict bir etki yaratmis oldugu
disintlmektedir. Ertas ve Coklar'in [11] yaptiklan bir
calismada farkh pekmez ilavesi ile elde edilen kek
hamurlarinin viskoziteleri élgiimis ve andiz pekmezinde
Olgim  yapilan bitin  devirlerde kek hamuru
viskozitesinde artis g6zlenmistir ve kabak tozunun
yarattigi etkiye benzer sonuglar elde edilmistir. Kek
Uretiminde yani bir bakis agisi kazandirmasi agisindan
bu calismalar 6nem arz etmektedir.

Kekin Fiziksel ve Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kabak tozundan yapilan keklerin pH ve hacim degerleri
Tablo 2’de verilmistir. Analiz sonuglari incelendiginde
keklere ilave edilen kabak tozu orani arttikga kekin
pH’sinda disme oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin
ise kabak tozunun pH’sinin disik olmasindan
kaynaklandigi belirlenmistir. Baik ve ark. [12] yaptiklari
galismada 6.78-8.55 arasinda pH degerleri elde
ederken, Masoodi ve ark. [13] 6.82-7.19 arasinda
bulmuslardir. Farkl oranlarda kabak tozu ilave edilen
keklerde hacim analizi yapiimistir. Bu ¢alismada keklere
ilave edilen farkh oranlarda kabak tozunun orani arttikca
hacimdeki degisiklik Tablo 2'de gdsterilmistir. Kek hacmi
Uzerine sadece %15 oraninda kabak tozu ilavesinin
6nemli etki yaptigi gérilmektedir (p<0.05). Hacim
Gzerinde O6nemli bir degisim olmamasi kek dretiminde
kabak tozu kullaniminin gériinidste bir olumsuzluk
yaratmayacagi olarak da yorumlanabilmektedir. Dogan
ve ark. [14] tarafindan vyapilan bir ¢alismada
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ekzopolisakkarit ¢ézeltisi kullanilarak Uretilen keklerin

ekzopolisakkarit ilavesinin kek hacmi tzerine énemli bir

hacimleri 202-242 cm?® arasinda bulmuglardir ve etkisi bulunmadig@ tespit edilmistir.
Tablo 2. Kekte pH, hacim ve kek hamurunda viskozite degerleri
Viskozite (cp) pH Hacim (mL)
%0 kabak tozu (Standart) 3.24+0.05% 7.15£0.14° 57.4£3.12
%15 Kabak tozu 42.31+0.13° 6.61+0.21° 76.0+3.8°
%30 Kabak tozu 130.26+1.01°  6.60+0.18° 60.0+4.7°2
%45 Kabak tozu 167.16+2.60%  6.02+0.173 59.0+4.1°
*:Ayni harfle isaretli olan ortalamalar istatistiki agidan farksizdir (p=0.05)
Renk Analizi %30 ve %45 oranlarinda kabak tozu ilave edilen

Renk, bir gidanin tiiketici agisindan begenilebilirligini
etkileyen 6nemli &zelliklerden biridir. Standart, %15,

Tablo 3. Kek érneklerinde renk degerleri

keklerde kabukta ve i¢ bélgede yapilan renk analizi
degerleri belirlenmis ve sonuglar Tablo 3’te verilmigtir.

Renk élcililen bélge L* a* b*
%0 (Standart kek) Kabuk 43.42+1.06* 15.63+0.17% 26.23+0.882
%15 Kabuk 39.80+0.782 16.27+0.43% 25.39+0.79°2
%30 Kabuk 49.73+5.87° 16.10£0.912  38.94+1.15°
%45 Kabuk 54.07+2.53° 14.74+1.70°  38.44+1.26°
%0 (Standart kek) ic 80.77+1.09¢  2.88+0.02%  18.36+0.77°
%15 ic 71.02+2.53°  -0.27+0.33>  25.90+0.73°
%30 ic 65.53+1.49°  1.36x0.51°  28.77+0.82°
%45 ic 61.45+1.60° 2.77+0.57¢ 31.46+0.68°

*: Ayni harfle isaretli olan ortalamalar istatistiki agidan farksizdir (p=0.05)

Lu ve ark. [15] tarafindan yesil cay tozu ile elde edilmis
kek Uretimi hakkinda yapilan ¢alisma sonucunda benzer
L* 42.98-49.02, daha disik a* 5.60-11.68 ve b* 14.60-
17.62 degerleri elde edilmistir. Gomez ve ark. [16] kek
ile yaptiklari calisma sonucunda daha yiksek L* 49.16-
48.67, benzer a* 14.25-15.00 ve daha dislUk b* 18.23-
19.29 degerleri elde edilmistir. Keke ilave edilen kabak
tozu orani arttikga kabukta olcllen L* degerlerinde
azalma yani daha koyu bir Urin elde edilmistir ve b*
degerinde ise onemli bir artis gbzlenmistir (p<0.05).
Bunun aksine a* degerlerinde ise énemli bir degisiklik
g6zlenememistir (p=0.05). Pongjanta ve ark. [17]
yaptiklari c¢alismada kabak tozu ilavesinin firincilik
Urtinleri Gzerine etkisini incelemigler ve sonugta renk
Uzerine elde ettikleri sonuglarda L* degerinde azalma a*
ve b* degerlerinde artis gdzlemlemislerdir. Elde edilen
renk degerleri yorumlandiginda kabak tozu orani
artmasi kekin parlakhgini azaltmig, kirmizihini ve
sariigini arttirmigtir (Sekil 1 ve 2). Keke katilan kabak
tozu oranin artmasi kekin daha kirmizimsi ve daha
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sarimsi renge sahip olmasina neden olmustur ve bu
durumun sebebi ise kabak tozunun renginin koyu sari
renkte olmasindan kaynaklanmaktadir. Kabak tozu
ilavesi arttikga kekin daha koyu bir hal almasinin sebebi
ise pisirme sirasinda sekerin karamelizasyonundan
kaynaklandigi ayrica aminoasitler ve sekerler arasinda
meydana gelen Maillard reaksiyonlarindan
kaynaklandigi diisiinilmektedir [16, 18, 19]. Bunun yani
sira kekin bugday unu yerine baska bir un ile yapilmasi
kekin bu unun tipi ve rengini almasini saglamaktadir
[20]. Bu galismada kabak tozu renginin de elde edilen
keklerde etkin olmasi beklenilen bir durum olmaktadir.
Bir gidanin rengi tiketici tarafindan tiketiimesi igin
Onemli bir parametredir. Kekte renk olusumu pisirme
isleminin tamamlanmasiyla ortaya cikmaktadir. Genel
olarak UrGinin rengini hamurun pH’si, su igerigi, indirgen
seker ve aminoasit miktari gibi fizikokimyasal 6zellikleri
ve pisirme slresi, pisirme yontemi, firin 6zellikleri,
pisirme sicakhgi, bagil nem gibi islem kosullar da
etkilemektedir.

C
Sekil 1. Kabak tozu ilaveli keklerin kabuk gérintiisii (A: %0 kabak tozu, B: %15 kabak tozu, C: %30 kabak tozu, D:
%45 kabak tozu )



C. Baltacioglu, M. Uyar Akademik Gida 15(3) (2017) 274-280

Sekil 2. Kabak tozu ilaveli keklerin i¢ kesit goriintlisii (A: %0 kabak tozu, B: %15 kabak tozu, C: %30 kabak tozu, D:

%45 kabak tozu)
Tekstiir

Kabak tozu kullanilarak elde edilen keklerde yapilan
tekstir galismalarinda elde edilen sonuglar Tablo 4’te
verilmistir. Bu degerlerde ilave edilen kabak tozu
oranina gére keke uygulanan kuvvet degerlerinin dnemli
bir degisim goésterdigi saptanamamistir (p=0.05). Kabak
tozu ilavesinde en yuksek kuvvet degeri standart kekte
elde edilmistir. Bunun yani sira %45 kabak tozu ilave
edilerek yapilan keklerde ise en disik kuvvet degeri
kaydedilmigtir. Lee ve ark. [21] yaptiklar calismada
kabak tozu ilavesinin eristelerin sertliklerini azalttigini
vurgulamiglardir ve bu calismadaki kek sonuglarina
paralellik gdstermektedir. Yapilan diger calismalarda
Chueamchaitrakun ve ark. [20] piring unu ile elde
ettikleri kek 0.69-1.82 N sertlik degeri gérilurken,
Paraskevopoulou ve ark. [22] yaptiklari galismada
yumurta sarisi konsantresi ile zenginlestiriimis kekte 2.8-
7.8 N, Kim ve ark. [20] pandispanya keki Uzerine
yaptiklari galismada 4.63-6.41 N, Lu ve ark. [15] ise
yesil cay tozu ile zenginlestirilmis kekte 1.73-3.27 N, De
La Hera ve ark. [23] mercimek unu ile elde ettikleri kek
2.38-8.27 N ve sertlik degerleri elde etmislerdir. Bu
c¢alismada literatlirde yapilan galismalardan piring unu
ilaveli ve yesil cay tozu ilaveli keklere yakin &zellikler
elde edilmistir. Farkli kombinasyonlarda kabak tozu
ilavesi ile elde edilen keklerdeki sonuglar
degerlendirildiginde sertlik degerlerinde yaklasik %47’lik
bir azalma oldugu gdzlemlenmistir. Keklerde dlgllen bir

Tablo 4. Kabak tozu ilaveli keklerde yapi (tekstir) dzellikleri

diger tekstlr parametresi olan yapiskanlik degeri bir
malzemeyi kendine vyapistirabilme &zelligini ve gida
yapisinin i¢ direncini gdsteren bir 6zelliktir [15, 23].
Gomez ve ark. [18] nohut unu ile zenginlestiriimis
keklerde 0.47 — 0.76 gxs, Kim ve ark. [20] lif agisindan
zenginlestirilmis kekte 0.61-0.69 gxs, ve Chuang ve
ark. [25] piring unu kullanarak elde ettikleri kekte 0.83—
1.11 gxs yapiskanlik degerleri elde edilmistir. [22]'de
nohut unu ile zenginlestiriimis kek 0.35 — 0.65 gxs
yapiskanlik degerleri elde etmislerdir. Sonuglar
incelendiginde (Tablo 4) yapiskanhk degeri %30 kabak
tozu oranina kadar diisme gdstermis, %45 kabak tozu
ilavesinde ise bir miktar artis gdzlenmistir. Kabak tozu
ilavesinin yapiskanlik Gzerinde 6nemli bir etkisinin
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Esneklik terimi ise Griine
bir kuvvet uygulandiktan sonra eski haline geri
dénebilme yetenegidir [25]. Farkli oranlarda ilave edilen
kabak tozu ile yapilan keklerdeki esneklik degerleri
Tablo 4’de verilmistir. Kekle ilgili yapilan ¢alismalarda
piring unu ile zenginlestiriimis keklerde 1.26-1.98 [25],
mercimek unu ile zenginlestiriimis kekte 0.66-0.91 [27]
ve Al-Muhtaseb ve ark. [28] maderia keki Uzerine
yaptiklari calismada 0.71-0.91 arasi sonuglar elde
edilmistir. Bu calismada kabak tozu ilavesi arttikca
esneklik degerlerinde bir diisls s6z konusu olmustur.
Sadece %40 kabak tozu ilavesi istatiksel agidan fark
yaratmistir (p<0.05). Bunun sebebinin kabak tozunun
viskoziteyi arttirmis ve pisirme islemi sonrasinda keke
sert bir yapi kazandirmis oldugu disinGlmektedir.

Kuvvet (g) Sertlik(g)  Yapiskanlik (gxs) Esneklik Baghhk Sakizimsilik  Cignenebilirilik  Elastikiyet
%0 1792435 18651547 0.53+0.12° 0.97+0.212  0.8640.182 1609+32¢ 1.55440.07¢  0.4310.09°
%15 11954312  1295+48° -0.0340.002 0.89+0.182 0.7310.242 940+31¢ 0.841+0.05¢  0.35+0.087
%30 1127428  1262+60° -1.08+0.18¢ 0.81+0.222 0.6110.142 768+24° 0.625+0.06°  0.26+0.08°
%45 9124342 999+457 -0.0240.002 0.74+0.20° 0.66+0.13? 6541212 0.486+0.04°  0.28+0.07°

*: Ayni harfle isaretli olan ortalamalar istatistiki agidan farksizdir (p=0.05)

Gignenebilirlik kati gidalarin tiketimini kolaylastirmak
icin gidalara uygulanan kuvveti géstermektedir [28]. Bu
calismada kabak tozu ilavesi arttikca cignenebilirlik
degerinde azalma kaydedilmistir ve buda elde dilen
Urinun daha zor ¢ignendigi anlamina gelmektedir.
Benzer sonuglar, piring unu igeren kekte 1.40—2.68 [24]
ve margarin ve ekstra saf zeytinyadi kullanarak elde
ettikleri kekte 1.10-1.60 [23], piring unu ile
zenginlestiriimis kekte 0.52-4.92 [29], kek (zerine
yapilan gesitli calismalarda 2.95-4.34 [16], ve nohut unu
ile zenginlestirilmis kekte 1.96—4.73 [18] degerlerini elde
edilmistir. Kabak tozu ilavesinin kekin cignenebilirlik
degerleri Uzerine etkisinin istatiksel acidan &nemli
oldugu gérilmustir (p<0.05). Kabak tozu kullanilarak
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elde edilen keklerde vyapilan tekstir c¢alismalarinda
keklere uygulanan kuvvet deg@erleri Tablo 4’te verilmistir.
Bu degerlerde ilave edilen kabak tozu oranina gére keke
uygulanan kuvvet degerlerinin  degisim  gdsterip
degerlerin azaldig tespit edilse de bu sonuclar istatiksel
acidan o6nemli olmadigi kaydedilmistir (p=0.05). Bu
degerler 1siginda kabak tozunun keke yumusakhk
kazandirdigi  ve  elastikiyet  6zelligini  arttirdigi
belirlenmistir. Guadarrama-Lezama ve ark. [30] yaptigi
calismada kek formulasyonuna farkli oranlarda ilave
edilen misir nisastasi ilavesi ile kekte sertlik degeri 4893
g'dan 3402 g'a azaldigi go6rGimistir. Bunun nedeni
olarak misir nisastasinin yapisinin bugday ununda
bulunan proteinlerden farkh oldugu ileri
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surllebilmektedir. Jeddou ve ark. [31] yaptidi ¢alismada
patates kabugu ilavesinin kek hamuru lzerindeki etkisi
incelendiginde hamurun elastikiyet degerini azalttigi
goérilmustar. Kabak tozu ilavesinin de kek yapisi
Uzerinde elastikiyeti azalttigr gdzlenmistir  ancak
istatiksel agidan o6nemli bir degisim oldugu ifade
edilememektedir (p=0.05).

Duyusal Analiz

Farkli oranlarda kabak tozu ilavesi ile Uretilen keklere ait
duyusal analiz sonuglari Tablo 5’te verilmigtir. Genel
olarak bir degerlendirime yapilirsa panelistlerin
belirlenen kriterlerine gére degerlendirdiklerinde en
begenilen kekin 8.01 genel kriter puan ortalamasiyla
%30 kabak tozu ilaveli kek beliflenmistir. ikinci olarak ise
7.30 genel puan ortalamasiyla %15 kabak tozu ilaveli
kek oldugu belirlenmistir. 6.64 genel puan ortalamasiyla
en begenilen Ug¢lncl kek ise standart (%0 kabak tozu
ilaveli) kek oldugu sonucuna varilmigtir. En
begenilmeyen  kekin ise genel kek kriterleri

degerlendiriime sonugclari ortalamasina gére 6.04 genel
puan ortalamasi ile %45 kabak tozu ilaveli kek oldugu
belirlenmistir.

SONUC

Bu ¢alismada Nevsehir bélgesinden temin edilen ve atik
olarak goriulen kabaklar kullaniimis ve bu kabaklardan
toz elde edilmistir. Hammadde &zelliklerini incelemek
amaciyla kabak tozunda hammadde analizleri (lif, yag,
nem, protein miktari ve su aktivitesi) yapiimistir. Kabak
tozunun kek formilasyonunda kullanimini incelemek igin
kek hamuruna farklli oranlarda kabak tozu ilavesi
yapllmistir. Yapilan hammadde analizlerinde yag, kil,
protein, lif ve nem degerlerinin literatire gore ylksek
ciktigr  gérulmastir. Keklere farkl oranlarda yer
degistirme metoduna gére ilave edilen kabak tozunun
kekin fiziksel o6zelliklerine etkisi incelenmis ve ilave
edilen kabak tozu orani arttikca kek viskozitesinde bir
artis oldugu belirlenmistir.

Tablo 5. Farkli oranlarda kabak tozu kullaniminin keklerin duyusal ézellikleri Gzerine etkileri

Kabak Tozu Oranlari (%)*

Duyusal Ozellik

0 15 30 45 Ortalama
Kabuk Rengi 8.10+1.022 7.10£0.982 8.60+0.65° 7.20+0.95%  7.75+0.90
ic Renk 6.30+£0.912 8.00+0.95° 8.00+0.58°  6.30+0.84® 7.15+0.82
Gozenek Homojenligi ve Blyukligu 7.90+1.01° 8.00+0.86° 8.50+0.86° 6.00+0.812  7.60+0.88
Koku 7.70+0.95° 7.50+0.87° 7.90+0.74° 5.90+0.942 7.25+0.87
Tat 7.00£0.912 7.80+0.65° 8.40+0.68°  5.80+0.822  7.25+0.76
Yumusaklik 6.20+0.862 7.70+0.47° 8.50+0.69° 6.00+£0.73%  7.10+0.68
Agizdaki Dagilis 5.30+0.842 7.10+0.84° 8.20+0.51° 6.00+£0.75%  6.65+0.73
Agizda Islaklik Hissi 5.80+0.912° 6.50+0.672®  7.50+0.67°  5.40+0.652  6.30+0.72
Agizda Yaglilik Hissi 5.50+0.942 6.00+0.762 6.50+0.57%  5.80+0.69° 5.95+0.74
Ortalama 6.64+0.92 7.30+0.78 8.01+0.66 6.04+0.80

*: Ayni harfe sahip olan degerler istatistiki agidan farksizdir (p=0.05)

Ancak kabak tozu ilavesi arttikga kekin pH degderinde bir
azals oldugu goralmastar. Renk ozellikleri
incelendiginde ise standart kek formUline gére yapilan
keklerle kiyaslandiginda, keklere katilan kabak tozu
orani arttirildiginda L* degerlerinde azalma yani daha
koyu bir Urlin elde edildigi belirlenmigtir. Fakat a* ve b*
degerlerinde artma oldugu gézlenmistir. Kabak tozu
oraninin arttiriimasi kekin parlakliginda azalmaya neden
olurken kirmizihginin ve sariliginin artmasini sagladigi
belirlenmistir. Ayni sekilde kabak tozu orani arttirilarak
yapilan keklerin  hacimlerinde bir artis oldugu
g6zlenmistir. Kek &rneklerinin farkli oranlarda kabak
tozu ilavesi ile zenginlestiriimesinin sonuglari standart
kekle kiyaslandiginda sertlik degerlerinde standart keke
gbre bir azalma, vyapigkanlik degerleri incelendiginde
ise bu degerin %30 kabak tozu oranina kadar disme
gbstermistir. Esneklik degerleri incelendiginde ise kabak
tozu orani arttikga esneklik degerlerinde disme
kaydedilmis ve cignenebilirlik degerlerinde ise azalma
oldugu goézlenmistir. Kuvvet ve elastikiyet degerleri
incelendiginde ise kabak tozu ilavesinin arttiriimasiyla
kuvvet ve elastikiyet degerlerinin distligi belirlenmigtir.
Bitin bu bilgiler 1siginda kabak tozunun saglk
acisindan olumlu etkileri de gbéz 6nine alindiginda
kabak tozu ilaveli keklerin insanlar tarafindan
begenilerek tiketilecegi dUstnllmektedir. Duyusal
analiz sonuglarina gére ise en begenilen kekin %30
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kabak tozu ilaveli kek oldugu belirlenmistir. Biitlin bu
bilgiler sonucunda kabak tozu ilavesinin kek endistrisi
icin dnem arz ettigi disundlmektedir ve bundan sonra
yapilacak ¢alismalara i1sik tutmasi beklenmektedir.
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6z

Probiyotik bir Griinden beklenen faydalarin saglanabilmesi igin Grinln raf émri sonuna kadar en az 108-10° kob/g
dizeyinde canl probiyotik mikroorganizma bulundurmasi gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalari olumsuz
kosullara karsi korumak amaciyla ¢ok sayida ydntem gelistirilmistir. Konu ile ilgili yapilan calismalar, probiyotik
mikroorganizmalarin canliigini korumada en etkili ydntemlerden birinin mikrokapsulasyon oldugunu gdstermektedir.
Bununla birlikte, mikrokapsilasyon islemi sirasinda probiyotik mikroorganizmalar ylksek sicaklik, dehidrasyon,
yUksek osmolarite gibi olumsuz kosullara maruz kalabilmektedir. Elektrohidrodinamik atomizasyon yani elektroegirme
ve elektroplskirtme ydntemleri kullanilarak s6z konusu olumsuz kosullarin Ustesinden gelinebilmektedir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda; yiksek voltaj altinda kapsuller (elektropiskirtme) veya lifler (elektroegirme)
Uretilmesini saglayan elektrohidrodinamik atomizasyon tekniginin, probiyotik mikroorganizmalarin canlliklarinin
korunmasi agisindan diger mikrokapsilasyon ydntemlerine alternatif olabilecedi belirtiimistir. Bu derlemede,
elektrohidrodinamik atomizasyon tekniginin temelleri ve elektropiskurtme yénteminin probiyotik mikroorganizmalarin
mikrokapsilasyonunda kullanim olanaklari ile ilgili bilgi veriimesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Mikrokapstlasyon, Elektroplskirtme

Use of Electrospray Technique in Microencapsulation of Probiotic Microorganisms
ABSTRACT

To provide the expected benefits of probiotic products, a product must contain 108-10° cfu/g of viable probiotic
microorganism until end of the shelf life. Numerous methods have been developed to protect probiotic
microorganisms against adverse conditions. Studies on the issue show that microencapsulation is one of the most
efficient methods for protecting the viability of probiotic microorganisms. However, probiotic microorganisms are
exposed adverse conditions such as high temperature, dehydration, high osmolarity etc. during the
microencapsulation process. These adverse conditions can be overcome in many cases by using
electrohydrodynamic atomization (EHDA), either electrospinning or electrospraying. Recent studies have reported that
the electrohydrodynamic atomization technique, which generates the production of capsules (electrospray) or fibers
(electrospining) under high voltage, can be an alternative to other microencapsulation methods in terms of protecting
the viability of probiotic microorganisms. In this review, it is aimed to give information about the basics of
electrohydrodynamic atomization technique and the possibilities of using electrospray method in microencapsulation
of probiotic microorganisms.

Keywords: Probiotic, Microencapsulation, Electrospray
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GiRiS

Gulnlmdizde tlketicilerin dengeli ve saglikli bir diyetle
beslenebilmek amaciyla guvenilir ve dengeli beslenme
kavramina uygun gidalari tercih etmesi, probiyotikleri
iceren fonksiyonel gida UrlOnlerinin  gelistiriimesine
yonelik ilgiyi arttirmaktadir [1]. Probiyotikler, viicuda
yeterli miktarda alindigi zaman konakgida bagisiklik
sistemini diizenleme, bagirsak hastaliklarini engelleme,
hipertansiyonu daslirme, kanda kolesterol seviyesini
azaltma ve ishali dnleme gibi sagliga yararli etkiler
saglayan canl mikroorganizmalardir [2, 3].
Probiyotiklerin saghga faydah etkilerini gésterebilmeleri
igin Griinlerde en az 108-10° kob/g dlizeyinde bulunmasi
gerektigi belirtiimektedir [4, 5]. Fonksiyonel Urinlerin
Uretimleri ile depolanmalari slresince ve tlketimleri
sirasinda probiyotik mikroorganizmalar; ylUksek sicaklik,
kurutma, dondurma, ylksek basing, zengin besin
maddeleri gereksinimi, rekabet¢i mikroorganizmalar,
sindirim sistemi enzimleri, ylksek asidik ortam, safra
tuzlari gibi canliliklarini olumsuz etkileyen engellerle
karsilasabilmektedir [6, 7]. Probiyotik
mikroorganizmalarin olumsuz kosullara karsi
korunabilmesi i¢in Urlinlerde kullaniimak Uzere yiksek
aside ve safra tuzlarina kargi direncli suslarin secilmesi,
oksijen gegirgenligi olmayan ambalajlarin kullanimi, iki
asamali fermantasyon uygulamasi, gelisim ortamina
peptit ve aminoasit gibi besin maddeleri ile
prebiyotiklerin dahil edilmesi, stres kosullarina karsi
adaptasyon saglanmasi ve mikrokapsulasyon isleminin
uygulanmasi gibi farkli yaklasimlar énerilmektedir [8].

Mikrokapsulasyon, ince film tabakalari veya polimer
kapsuler yardimi ile kiclk kati partiklllerin sivi ya da
gaz damlaciklarinin  tutuklanmasina dayanan ve
kapsullenen materyali olumsuz kosullardan koruyan

fiziksel bir mikropaketleme teknigi olarak
tanimlanmaktadir [9]. Bu teknigin temel prensibi,
probiyotik  mikroorganizmalarin  bir jel icerisinde

hapsedilmesi ve bu jel yapisinin hedef bélge olan ince
bagirsaga ulasincaya kadar bUtinlGginG koruyarak,
probiyotik ~ mikroorganizmalarin  zarar  gérmeden
bagirsakta saliniminin saglanmasi esasina
dayanmaktadir [10]. Probiyotik mikroorganizmalarin
mikrokapsullasyonu ig¢in kullanilan en yaygin teknikler
ekstriizyon, emdlsiyon, puUskilrterek kurutma ve
dondurarak kurutma olarak sayilabilmektedir. ik iki
teknik genellikle polimer capraz baglarla
mikroorganizmalari kapsul i¢inde tutmakta ve kullanilan
polimer c¢dzeltileri gidalarda kalinti birakabilmektedir.
Puskirterek kurutma tekniginde ise uygulama sirasinda
¢ikilan yuksek sicaklik, dehidrasyon ve oksidatif stres,
mikroorganizmalarin canhhgini olumsuz
etkileyebilmektedir. Dondurarak kurutma ise
mikroorganizma canliigi agisindan uygun bir ydntem
olsa da, uygulamanin kesikli ve diger yéntemlere gére
pahali olmasi yaygin kullanimini engellemektedir [11].

Son yillarda probiyotik mikroorganizmalarin ve biyoaktif
gida bilesenlerinin mikrokapsulasyonunda kullaniimaya
baslayan elektropiiskirtme ydntemi diger ydntemlere
gbre bircok avantaja sahiptir.  Elektroplskirtme
ybntemiyle mikrokapsilasyon islemi oda sicakliginda
gergeklestirilebilmekte, uygulama sirasinda suda
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¢b6zlnebilen biyopolimerlerden yararlanilarak organik
cozeltilerin kullanimindan kaginiimakta, islem
degiskenleri ve c¢oézelti dzellikleri degistirilerek ylksek
yUkleme  verimliliginde  mikro-nanokapsuller  elde
edilebilmektedir [12]. Bu derlemede, elektrohidrodinamik
atomizasyon teknidi ve elektroptskirtme yd&nteminin
probiyotik mikroorganizmalarin mikrokapllasyonunda
kullanim olanaklari ile ilgili bilgi verilmeye ¢alisiimistir.

ELEK'_I'B_O!-IiDRODiNAMiK o ATOMIZASYON
TEKNIGININ CALISMA PRENSIBI
ilk olarak Zeleny'nin 1914 yilinda farkli sivilarin

bulundugu kapiler boru ile plaka arasindaki elektriksel
potansiyel farki degistigi zaman sivilarin akis seklinin
degistigini gbdzlemlemesi ile  temelleri atilan
elektrohidrodinamik atomizasyon teknigiyle elektriksel
kuvvetler kullanilarak sivilarin atomizasyonu
saglanmaktadir [13]. Elektrohidrodinamik atomizasyon
sistemi, genel olarak kapiler bir ptskirtiict igne, yiksek
voltaj gi¢ kaynadli ve halka seklinde elektrottan
meydana gelmektedir (Sekil 1 (a)) [14].

Kapiler puskirticlye yiksek voltaj uygulandiginda igne
ucundaki polimer ¢bzelti damlasi elektrostatik kuvvet ile
yUklenmektedir.  Gozelti  sivisinin  deforme  olup
damlamasina, jet Uzerindeki yigin kuvvetleri ile sivi
ylzeyindeki normal ve tegetsel gerilmeler (Fq) neden
olmaktadir. Jet Gizerindeki yigin kuvvetler; elektrik alanin
neden oldugu ve elekirik alan ile orantih olan
elektrodinamik kuvvet (Fe), yer c¢ekimi kuvveti (Fg),
eylemsizlik (atalet) kuvveti (F,) ve hareket eden
damlaciklar igin  Stokes kuvveti olarak bilinen
slriklenme kuvveti (F,) olarak sayilabilmektedir. Jet
ylzeyindeki normal ve tegetsel kuvvetler ise, sivinin
ylzey yik yogunlugundan ve lokal elektrik alandan
kaynaklanan elektrodinamik gerilme tensoér(, sivi fazlari
arasindaki yizeylerin her iki tarafindaki basing farkindan
olusan gerilme tensor(, sivinin dinamik viskozitesi ve
sivinin  eylemsizligi nedeniyle olusan  geriime
tensorleridir (Sekil 1 (b)) [17]. Elektrodinamik kuvvet, sz
konusu diger kuvvetleri yendiginde damlaciklar koniden
kopmaya baslayarak bir jet olusturmaktadir. Bu fenomen
ilk defa 1964 yilinda Sir Ingram Taylor tarafindan
aciklandigi icin bu jet konisine “Taylor konisi” adi
verilmigtir [18]. YUkl olan damlaciklar, karsi tarafta
bulunan elektroda dogru elekiriksel alan boyunca
hareket etmekte ve polimer ¢bzlcinin buharlagsmasi
nedeniyle klgulerek nano ve mikro boyutlarda
pargalanmaktadir. Olusan partikillerin boyutu ve yapisi,
polimer ¢ozeltisinin elektriksel iletkenlidi, ylizey gerilimi,
reolojik ve dielekirik &zellikleriyle birlikte, Gretim
asamasinda uygulanan yiksek voltajdan, plaka
mesafesinden, polimer ¢dzeltisinin  akis hizindan,
ortamin sicakligi ve nemi gibi bircok fakiérden
etkilenmektedir [19]. Elektrohidrodinamik atomizasyon
isleminde uygulanan voltaja ve kullanilan sivinin
Ozelliklerine bagh olarak olugsan partikillerin yapisi
degismektedir [20]. Elektrohidrodinamik atomizasyon
modlari sivinin akis geometrisine bagli olarak damlatma
ve jet olmak Uzere ikiye ayrilimaktadir. Damlatma
sekilleri, damlama, mikrodamlama, cubuk damlama,
¢oklu cubuk damlama ve diizensiz damlama olarak; jet
modu ise konik jet (Taylor konisi), titrek jet, ¢oklu jet ve
dallanmis jet olarak siniflandiriimaktadir (Sekil 2) [21].
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Sekil 1. (a) Elektropuskirtme uygulamasi (Anu Bhushani ve Anandharamakrishnan [15]'den uyarlanmistir), (b)
ElektropUskirtme ydnteminde polimer jeti olusumu (Jaworek ve Krupa [16]'den uyarlanmistir)
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Sekil 2. Farkh voltaj degerlerinde elektrohidrodinamik atomizasyon modlari; a-akis yok, b-damlama modu, c-
mikrodamlama modu, d-dlizensiz jet modu, e-konik jet modu, f-coklu jet modu (Enayati ve ark. [22]'den uyarlanmigtir)

Elektrohidrodinamik  atomizasyon ydntemi polimer
cozeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak
elektroegirme ve elektroplskirtme yéntemi olarak ikiye
ayrilmaktadir.  Elektroegirme  ydnteminde  polimer
¢Ozeltisinin konsantrasyonu ylksek oldugu icin olusan
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jet stabilize olmakta ve uzun lifler meydana gelmektedir.
Elektroplskirtme ydnteminde ise polimer ¢dzeltisinin
konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in Taylor konisi seklinde
olusan jet sonucunda kapsiller olusmaktadir [15].
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Sekil 3. ElektropUskirtme ve elektroegirme ydntemiyle Uretilen mikro/nano kapsiiller (a) ve lifler (b)
(Fotograflar: Ayhan Oral)

ELEKTROPUSKURTME YONTEMI iLE
PROBIYOTIK MiKROORGANIZMALARIN
MiIKROKAPSULASYONU

Probiyotik mikroorganizmalar, raf émri sonuna kadar
drinde canli kalabilmeli ve viicuda alindiktan sonra
gastrointestinal sistemden gegisleri siresince yiksek
asitik ve enzim gibi sindirim salgilarina maruz
kaldiklarinda aktivitelerini koruyarak bagirsak
hicrelerine kolonize olabilmelidir [23]. Son yillarda
yapilan  g¢alismalar  elektroplskirtme  y&nteminin
probiyotik ~ mikroorganizmalarin  canliigini  gerek
depolama slrresince gerekse gastrointestinal sistemden
gegisleri sirasinda koruyabilecegini ortaya koymaktadir
[24].

Elektropiskirtme kosullarinin optimizasyonunun
yapildigi  bir g¢alismada, dondurularak kurutulmus
probiyotik  bakterinin  elektroplskirtme  yéntemiyle

mikrokapsilasyonunu incelemek igin 37°C'de 24 saat
durma evresine kadar gelistirilen Lactobacillus
plantarum CECT 748 T bakterisi 0.1 g/mL maltodekstrin
iceren fosfat tampon tuzu icinde dondurularak
kurutulmustur. Dondurularak kurutulan ve kurutulmayan
L. plantarum CECT 748 T 9-10 log kob/mL diizeyinde
olacak sekilde 0.3 g/mL konsantrasyonunda hazirlanan
peyniraltl suyu konsantresi ile karistirilip, karigsima farkl
oranlarda Fibersol (%0, 10 ve 20) ve Tween 20 (%1, 5
ve 9) eklenerek farkli voltaj kosullarinda (10, 12 ve 14
kV), 0.15 mLl/saat akis hizinda elektropiskirtme
yontemiyle mikrokapsiiller Uretilmigtir. Galismada, farkh

dretim kosullarinda Uretilen, en yiksek bakteri
canlihlgina ve yukleme verimliligine sahip olan
mikrokapsdller segilerek %53 ve %75 bagil nem

kosullarina dayanikliliklari ve simile sindirim sistemi
sivilar icerisindeki salinimlari incelenmigtir. En yiksek
yUkleme verimliligi degerine, %10 oraninda Fibersol ile
%9 oraninda Tween 20 igeren ve 14 kV voltaj
uygulanarak dretilen mikrokapsillerin sahip oldugu
belirlenmistir. L. plantarum CECT 748 T'nin canlihgi
Uzerine elektroplskurtme sirasinda uygulanan voltajin
ve kaplama ¢dzeltisine eklenen Fibersol miktarinin etkisi
olmadig! saptanirken, kaplama ¢ozeltisindeki Tween 20
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miktari arttikga L. plantarum CECT 748 T’nin canlihginin
korundugu tespit edilmistir. Farkli kosullarda Uretilen tim
mikrokapsdiller igin L. plantarum CECT 748 T sayisinin
8.7 ile 9.3 log kob/g arasinda degistigi, elektroplskirtme
uygulamasi sonunda en fazla azalmanin 0.99 log kob/g
oldugu  belirlenmistir. Dondurularak  kurutulmus
mikrokapsile L. plantarum CECT 748 T sayisinin %75
bagil nem altinda bir glin sonunda 1 log kob/g azaldigi
ve bir haftallk depolama periyodu sonunda ortamda
canli hicre kalmadigi saptanmistir. Bagil nemin %53
oldugu kosullar altinda kurutma islemi uygulanmayan
mikrokapsile L. plantarum CECT 748 T'nin sayisinin 45
gln sonunda yaklasik 7.0 log kob/g oldudu tespit
edilmistir. Dondurularak kurutulduktan sonra
mikrokapsillenen L. plantarum CECT 748 T sayisinin
37°C’'de 2 saat siresince simile mide sivina (pepsin
(2000 U/mL), pH 3.0) maruz kaldiktan sonra yaklasik
2.0 log kob/g azaldi§i saptanmistir. Simile bagirsak
sivisina (safra ekstrakti ile pankreatin, pH 7.0) 2 saat
sUiresince maruz birakilan dondurularak kurutulmayan L.
plantarum CECT 748 T igeren mikrokapstillerdeki bakteri
canlihgmin, dondurularak kurutulmus L. plantarum
CECT 748 T iceren mikrokapsillerdekine gére daha
yUksek oldugu tespit edilmistir [25].

Yapilan bir ¢calismada, Bifidobacterium longum subsp.
infantis CECT 4552 maltodekstrin, peyniralti suyu
konsantresi, zein ve polivinilpirolidon ile
elektropUskiirtme yontemi ile kaplanmistir.
Elektroplskirtme uygulamasi igin %20 oraninda
maltodekstrin  ve %20 oraninda peyniraltt suyu
konsantresi iceren ¢ozeltiler ile %12’lik zein ve %10’luk
polivinilpirolidon ¢ézeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan
¢Ozeltilerin viskozitelerinin sirasiyla 2.45, 27.15, 18.77
ve 202.39 cP oldudu belirlenirken, ylzey gerilimi
degerlerinin sirasiyla 25.90, 31.73, 25.50 ve 30.30
mN/m oldugu tespit edilmistir. B. longum subsp. infantis
CECT 4552 bakterisi 48 saat siresince 37°C'de
geligtirildikten sonra 10 log kob/mL olacak sekilde
%10’luk maltodekstrin ¢dzeltisi ile karistirildiktan sonra
kapsulasyon igleminde kullanilmak (zere dondurularak
kurutulmustur. Elektropisklrtme ile mikrokapstlasyon
uygulamasi (¢ asamada gercgeklestirilmistir. Birinci
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asamada, farkh kaplama materyalleri kollektdr Gzerine
elektropiiskirtilmistir. ikinci asamada, dondurularak
kurutulmus toz halindeki B. longum subsp. infantis
CECT 4552 bakterisi kollektdr Gzerindeki alt katman
Uzerine serilmigtir. Uglincl agsamada, tam kapsulasyonu
saglayabilmek igin dondurularak kurutulmus bakteri
Uizerine tekrar farkli kaplama materyalleri
elektropUskirtiimistir. Maltodekstrin ve peyniralti suyu
konsantresi ile elde edilen partikullerin kire seklinde ve
ortalama boyutlarinin sirasiyla 1.95 ve 2.47 um oldugu
saptanirken, polivinilpirolidon ¢dzeltisi ile elde edilen
partikUllerin lif yapisinda ve ortalama boyutlarinin 0.15
pm oldugu belirlenmistir. Viskozite ve ylzey gerilimi
degerlerinin partikillerin yapisinin sekillenmesinde etkin
rol aldig1 degerlendirilmistir. Farkli kaplama materyalleri
ile kaplanmis ve serbest formdaki B. longum subsp.
infantis CECT 4552 bakterisi 23°C’de %23 ve %0 bagil
nem degerleri ile 37°C’de %23 bagil nem degerine sahip
kosullarda depolanmis ve bakteri canlihdi incelenmistir.
Depolama sicakliginin 37°C ve bagil nemin %23 oldugu
ortama maruz birakilan serbest formdaki B. longum
subsp. infantis CECT 4552'in 10 ginin sonunda
canhhgini tamamen kaybettigi saptanirken,
polivinilpirolidon ile kaplanan B. longum subsp. infantis
CECT 4552 sayisinda 10 giiniin sonunda yaklasik 4 log
azalma oldugu belirlenmistir. Depolama sicakhginin
23°C, bagil nemin ise %23 ve %0 oldugu kosullar
altinda serbest formdaki dondurularak kurutulmus B.
longum subsp. infantis CECT 4552'nin canliigini
sirasiyla 600 ve 700 giln suresince korudugu tespit
edilmigtir. Peyniralti suyu konsantresi ile kaplanan B.
longum subsp. infantis CECT 4552 sayisinin 23°C’de
%23 ve %0 bagil nemde 600 giin sonunda sirasiyla
yaklasik 6.0 ve 4.0 log kob/g oldugu belirlenmistir.
Calismada, peyniralti suyu konsantresinin kaplama
materyali olarak kullanildigi mikrokapsdullerin B. longum
subsp. infantis CECT 4552’nin canliligini diger kaplama
materyalleri ile Uretilen mikrokapsullerden daha iyi
korudugu degerlendirilmigtir [26].

Loépez-Rubio ve ark. [27] yaptiklar galismada, fosfat
tampon tuzu ve yagsiz sutle hazirladiklari %30’luk
peyniralti suyu konsantresi gbzeltisine 10'° hicre/mL
dizeyinde olacak sekilde Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12 ekledikien sonra elektroplskirtme
teknigini (0.3 ml/saat akis hizinda, 7 cm Kkollektdr
uzakliginda ve 12-14 kV yiuksek voltaj kosullarinda)
kullanarak  kaplayip,  Urettikleri ~ mikrokapsullerin
morfolojik 6zellikleri ile farkli depolama kosullarinda (4
ve 20°Cde % 0, 11, 53 ve 75 bagl nemde)
mikrokapslle, serbest ve dondurularak kurutulmus B.
animalis Bb 12’nin canlih@ini incelemislerdir. Galismanin
kontrol gruplarini 10'° hiicre/mL diizeyinde B. animalis
Bb 12 iceren PBS (fosfat tampon tuzu) ve yagsiz sit,
%30 oraninda peyniraltt suyu konsantresi ve 10"
hicre/mL diizeyinde B. animalis Bb 12 iceren PBS
(fosfat tampon tuzu) ve yagsiz st c¢ozeltileri ile s6z
konusu ¢bézeltilerin dondurularak kurutulmus formlari
olusturmustur. Peyniralti suyu konsantresinin yagsiz st
ile hazirlanan karnisimi ile kaplanarak elde edilen
mikrokapsullerin boyutlarinin 1 um’den blylk oldugu ve
elektropuskirtme sirasinda iplik yapisinin olusmadigi
saptanmistir. Depolama sicakliginin  20°C  oldugu
kosullarda, yagsiz sltte 62. giinin sonunda, peyniralti
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suyu konsantresi igeren ¢bzeltilerin dondurularak
kurutulmasiyla elde edilen &rneklerde 70. gUnln
sonunda ve elekiropiskirtme ydntemiyle Uretilen
mikrokapstl 6rneklerinde 140. gUnin sonunda B.
animalis Bb 12 tespit edilemezken, 4°C’de depolanan
mikrokapsil 6rneklerinde 140. gUnin sonunda B.
animalis Bb 12 sayisinin  10° hiicre/mL oldugu
belirlenmistir. Yiksek bagdil nem kosullarinda bakteri
canlihginin azaldidi, en yuksek canliigin %11 bagil
nemde depolanan &érneklere ait oldugu tespit edilmigtir.
Dondurularak kurutulmus 6rneklerde %11 bagil nemde
82. glnin sonunda bakterilerinin tamaminin inhibe
oldugu saptanirken, mikrokapsil &rneklerinde B.
animalis Bb 12 sayisinin 120. giinde yaklasik 10°
hiicre/mL oldugu tespit edilmigtir.

Yapilan farkh bir galismada, %4.0’l0k distuk metoksili
sitrik pektin ¢ozeltisi ile desteklenmis %4.0’lUk aljinat
cOzeltisi ile %3.0°lUk aljinat ¢ézeltilerine 11.0 log kob/mL
diizeyde olacak sekilde Lactobacillus plantarum BLO11
eklenmistir. Hazirlanan karnigimlar 2.0 ml/saat akis
hizinda, 24 kV voltaj altinda ve 15 cm uzakliktan
elektroptskirtme cihazi ile 0.5 M CaCl. ¢ozeltisi icine
puskuirtulerek mikrokapsl olusturulmus ve
mikrokapsdller 4°C’de 21 giin siresince depolanmistir.
Mide sivisini simile etmek igin 3.0 g/L pepsin ile %0.5
NaCl iceren ve pH degeri 2.0 olan 1.8 mL ¢dzelti icine
0.4 mL serbest ve mikrokapsll formda L. plantarum
BLO11 konulup 37°C’de 120 dakika suresince inkiibe
edilmistir.  Simlle mide sivisi icinde 120 dakika
sonunda, sadece aljinat ve diisik metoksili sitrik pektin
iceren aljinat ¢ozeltileri kullanilarak mikrokapsullenen L.
plantarum BLO11 sayisinin sirasiyla yaklasik 8.0 ve 7.0
log kob/mL oldugu belirlenirken, serbest formdaki L.
plantarum BLO11 sayisinin yaklasik 4.0 log kob/mL
oldugu saptanmigtir. Bagirsak sivisini simiile etmek igin
1.0 g/L safra tuzu ile %0.5 NaCl iceren ve pH degeri 8.0
olan 1.8 mL ¢bézelti igcine 0.4 mL serbest ve mikrokapsl
formda L. plantarum BLO11 konulup 37°C’de 120 dakika
slresince inklibe edilmistir. Simile bagirsak sivisi iginde
120 dakika sonunda serbest formdaki L. plantarum
BLO11 sayisinin yaklasik 5.0 log azaldigi, sadece aljinat
ve duslk metoksili sitrik pektin igeren aljinat ¢ozeltileri
kullanilarak mikrokapsullenen L. plantarum BLO11
sayisinin sirasiyla yaklasik 1.0 ve 1.5 log azaldigi tespit
edilmistir. Depolamanin 21. gliniinde kaplama ¢6zeltileri
icinde saklanan serbest formdaki L. plantarum BLO11
sayisinin 1 log kob/mL oldugu saptanirken,
mikrokapstle L. plantarum BLO11in  sayisinin ise
yaklasik 9 kob log/mL oldugu belirlenmistir [28].

Coghetto ve ark. [12] yaptiklar diger bir g¢alismada,
%3.0 oraninda sodyum aljinat cdzeltisine 10.5 log
kob/mL duzeyinde Lactobacillus plantarum BLO11
ekleyerek karisimi 2.0 mL/saat akis hizinda, 24 kV voltaj
altinda ve 15 cm uzaklktan elektropiskirtme cihazi ile
0.5 M CaCl, ¢bzeltisi igine puskirtilerek mikrokapsul
olusturulmustur. Elde edilen mikrokapsiller -50°C’'de 24
saat slresince dondurarak kurutucuda kurutulmus ve
25°C’'de 6 ay siresince depolanmistir. Kurtulmus
mikrokapsdller portakal suyuna L. plantarum BLO11
sayisi 10 log kob/200 mL olacak sekilde konulmus ve
0.4 mL portakal suyu 1.8 mL simile mide (3.0 g/L
pepsin ile %0.5 NaCl, pH 2.0) ve bagirsak (1.0 g/L
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pankreatin ile %0.5 NaCl ve pH 8.0) sivilarn ile
karistirilarak 37°C'de 120 dakika stresince inkiibe
edilmistir. Inkilbasyon siiresince simille mide ve
bagirsak sivilarindan her 30 dakikada bir 6rnek alinarak
L. plantarum BLO11 sayisi belirlenmigtir. Galismada
ayrica mikrokapstle L. plantarum BLO11 igeren portakal
suyunda duyusal analiz gergeklestiriimistir. Simile mide
ve bagirsak sivilari igine portakal suyu ile verilen
mikrokapsile L. plantarum BLO11 sayisinin 120 dakika
sonunda sirasiyla 8.3 ve 9.2 log kob/mL oldugu
belirlenmistir. Calismada portakal suyuna ilave edilen
serbest formdaki L. plantarum BLO11’in sim(ile mide ve
bagirsak sivilarindaki canliligi incelenmis ve 120 dakika
sonunda mide ve bagirsak sivilari igindeki L. plantarum
BLO11 sayilari sirasiyla yaklasik olarak 3.0 ve 4.5 log
kob/mL olarak tespit edilmistir. Yapilan duyusal analiz
sonucunda mikrokapstle bakteri iceren portakal suyu ile
icinde bakteri bulunmayan portakal suyu arasinda
gbrinus, renk, koku, tat ve kivam puanlari agisindan
istatistiksel olarak énemli bir farklilik saptanmamistir.
Galisma sonunda elektropliskirtme yontemi ile
mikrokapsllasyon igleminin  probiyotik bakterilerin
canhhgimni simlle gastrointestinal sivilar i¢cinde korudugu
ve mikrokapsullerin Urinin duyusal kalitesi Uzerine
olumsuz etki géstermedigi degerlendirilmistir.

Lactobacillus acidophilus TISTR 1338’in
elektroplskirtme  ybéntemi  kullanilarak  zein-aljinat
¢Ozeltisi ile mikrokapsullendigi bir calismada, farkli voltaj
(4, 6 ve 10 kV) uygulamalarinin mikrokapsdillerin
yapisina ve L. acidophilus TISTR 1338’in canliligina
olan etkisi incelenmistir. Mikrokapsiillerin GUretilmesi igin
20 mL steril %8.0 oraninda gliserol iceren %1.4’luk
aljinat gozeltisi igine 1.0 mL 10° kob/mL diizeyinde L.
acidophilus TISTR 1338 iceren ¢ozeltiden ilave edilerek,
%7.0 oraninda hazirlanan zein ¢ézeltisi icerisine 4, 6 ve
10 kV voltaj altinda 10 mL/saat akis hizinda, 6 cm
uzakliktan puskadrtilmdstiur. Mikrokapsullerin ortalama
biyUkliklerinin 4, 6 ve 10 kV degerleri igin sirasiyla
543+88, 313169 ve 259+62 pm oldugu belirlenmistir.
Uygulanan voltaj degeri ylkseldikge yUkIi molekdller
arasindaki elektriksel itme kuvvetinin artmasi sonucunda
olusan partikillerin daha kiglk oldugu bildirilmistir. L.
acidophilus TISTR 1338 sayisinin 4, 6 ve 10 kV
uygulanarak  Uretilen  mikrokapsilerde  sirasiyla
8.85+0.21, 8.29+0.41 ve 8.311£0.23 log kob/mL oldugu
tespit edilmistir. Calismada ayrica simile mide sivisinda
(pH 1.2) mikrokapslile ve serbest formdaki L.
acidophilus  TISTR 1338in canliigindaki degisim
belirlenmistir. Simiile mide sivisi iginde 37°C’de 2 saat
tutulan serbest formdaki L. acidophilus TISTR 1338’un
sayisinin yaklasik 5.0 log kob/mL azaldigi, 6 ve 10 kV
voltaj altinda Uretilen mikrokapstle L. acidophilus TISTR
1338 sayisinin sirasiyla yaklasik 1.2 ve 1.7 log kob/mL
azaldigi saptanmistir [11].

Elektroplskirtme yontemiyle probiyotik
mikroorganizmalarin ~ mikrokapsulllenmesinde  ajinat
basta olmak Uizere peyniralti suyu konsantresi, zein gibi
protein yapidaki bilesikler; maltodekstrin, pektin gibi
karbonhidrat yapidaki bilesikler ile PVP gibi sentetik
bilesikler  kullanilabilmektedir.  Kullanilan  kaplama
materyallerinin  konsantrasyonlarina, viskozitelerine,
ylzey gerilim ve iletkenlik degerlerine bagl olarak elde
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edilen mikrokapstillerin sekil ve buyuklik gibi fiziksel
Ozelliklerinin yani sira probiyotik mikroorganizmalarin
canliliklarini korumadaki etkinlikleri de degismektedir.

Mikrokapstlasyon sirasinda uygulanan voltaj
degerlerindeki  artis  ile  birlikte elde edilen
mikrokapstillerin boyutlari kUgulmektedir [30].
Calismalar, elektropisklrtme ydntemiyle  Uretilen

mikrokapsdullerin in vitro kosullar altinda simule mide ve
bagirsak sivilarinda probiyotik mikroorganizmalarin
canliliklarini  yeterli dlzeyde koruduklarini  ortaya
koymustur. Depolama sicakligi ile bagil nemdeki artigin
mikrokapsile probiyotik mikroorganizmalarin canliigini
genel olarak olumsuz etkiledigi; ancak ayni depolama
kosullari altinda mikrokapslle probiyotik bakterilerin
canliliklarinin, dondurularak kurutulmus ve serbest
haldeki 6rneklerle karsilastinldiginda daha yiksek
oldugu degerlendirilmistir.

SONUC
Elektroplskirtme  ydntemi ile  mikrokapsullasyon

probiyotik mikroorganizmalarin canhliklarinin korunmasi
icin kullanilabilecek gelismekte olan etkili bir kaplama

teknigidir.  Yapilan  calismalar  elektropUskirtme
yontemiyle  mikrokapsulasyon isleminin  probiyotik
mikroorganizmalarin ~ canliliklarini ~ farkli  depolama

kosullarinda korumada basarili oldugunu gd&stermekle
birlikte, elektropuskirtme yontemiyle Uretilen
mikrokapsule probiyotik mikroorganizmalarin gidalarda
kullanrmina ve depolama siresince gidalardaki
canliliklarinin belirlenmesine yénelik calismalar mevcut
degildir. Konu ile ilgili yapilacak calismalarda, 6zellikle
gida Uretiminde kullanilabilecek ve gidalarin raf
Omurlerinin  sonuna kadar stabilitesini koruyabilecek
mikrokapsullerin  olusturuimasina  odaklaniimalidir.
Bununla birlikte elektropiiskirtme yéntemiyle Uretilecek
mikrokapsdle probiyotik mikroorganizmalarin
stabilitesinin insan gastrointestinal sistemini daha iyi
simUle edebilecek dinamik in vitro sistemlerde ve ayrica
in vivo olarak arastirilmasi gerekmektedir.
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6z

Gida muhafaza yéntemlerinin birlikte kullanilmasi, gida kalitesini ve guvenligini artirmaktadir. Bu nedenle engeller
teknolojisi kapsaminda gesitli dogal koruyucular kullanilarak mikrobiyal risk ortadan kaldiriimaya ¢alisiimaktadir. Nisin
ise Lactococcus lactis suslari tarafindan Uretilen ve gida sistemlerinde kullaniimasina izin verilmis (E234) bir dogal
koruyucudur. Bu antimikrobiyel ajanin gida sistemlerinde etkisinin artirilmasi igin ¢esitli kimyasal katki ve fiziksel
islemlerle birlikte kullaniimasi denenmistir. Bu derleme galismasinda da nisinin sinerjistik antimikrobiyel etkisi (zerinde
durularak, hem gida sistemlerinde gesitli muhafaza ydntemlerinin olumsuz etkilerinin azaltilabildigi hem de nisinin
antimikrobiyel aktivitesinin artirilabildigi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Nisin, Sinerijistik etki, Antimikrobiyel, Engeller teknolojisi

Synergistic Antimicrobial Effect of Nisin
ABSTRACT

Application of food preservation treatments in combinations increases food quality and safety. Therefore, microbial
risks can be prevented by using natural preservatives within the concept of hurdle technology. Nisin is a natural
preservative (E234) permitted in food production and produced by Lactococcus lactis. To increase the effect of this
antimicrobial agent in foods systems, it has been tested in combinations with different chemical additives and physical
treatments. In this review, the synergistic antimicrobial effect of nisin was emphasized and it was shown that the
adverse effects of various preservation methods in food systems can be reduced while the antimicrobial activity of
nisin can be increased.

Keywords: Nisin, Synergistic activity, Antimicrobial, Hurdle technology

GIRIS Engeller teknolojisinde antimikrobiyel etkiye sahip

uygulamalar sirasiyla (sublethal) veyahutta birlikte
Gidalarin, mikrobiyolojik glvenliginin saglanmasinda (sinerjist)  kullaniimaktadir.  Sinerjist  uygulamalar
antimikrobiyel etkili ajanlarin veya fiziksel islemlerin agisindan gidalarda bakteriyosinlerin kullanimi gittikge
birlikte kullaniimasi (Sinerjizm) artan 6nem kazanmis ve artan bir 6nem kazanmaktadir. Izin verilmis tek
son yillarda bu ybénde yapilan uygulamalar engeller  bakteriyosin olan nisinin kullanimini kisitlayan en temel
teknolojisi kavrami kapsaminda degerlendiriimektedir. unsurlardan bazilari bu bakteriyosinin Gram negatif
Bu sayede gida ortaminda gelisimi engellenemeyen bakteriler (izerinde antimikrobiyel etkisinin bulunmamasi
gesitli bozucu ve patojen nitelikli mikroorganizmalarin ve ayrica hassas olan bakterilerin de nisine karsi direng
direnci  zayiflatilarak  o6ldirGlmesi  saglanmaktadir. gbstermeye baslamasidir [1, 2]. Bu anlamda &zellikle
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ginimizde ticari  potansiyeli  bulunan  nisinin
antimikrobiyel etkisinin gelistiriimesi ve nisin kullanim
maliyetinin distrilmesi icin nisinin gesitli antimikrobiyel
ajanlarla veyahutta fiziksel islemlerle birlikte kullanimi
yénlinde galismalara hiz verilmistir [3, 4].

Nisin, tip | lantibiyotik grubuna dahil olan ve laktik asit
bakterileri  (yesi  Lactococcus lactis tarafindan
sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu
bakteriyosin olduk¢a genis bir etki spektrumuna sahip
olmasi nedeniyle gida endistrisinde koruyucu, medikal
alanda ise terapdtik ajan olarak kullaniimaktadir. Nisin
FDA tarafindan GRAS (insan ve hayvan tlketiminde
glvenilir) ajan olarak tanimlanmis ve belgelendirilerek
(E234) kullanimina izin verilmistir. Bu bakteriyosin
glinimizde 50’den fazla Ulkede slt ve sit Grlnleri,
konserve (Urlnler ve hazir corbalar gibi gidalarin
korunmasinda kullaniimaktadir. Ayrica dis macunu ve
sargl bezlerini iceren cesitli saglik Urinlerinde de
kullanimi mevcuttur [5].

Bircok Gram pozitif bakteri nisine karsi duyarldir. Nisinin
Gram pozitif bakterilerin vejetatif formlari yaninda,
Clostridium ve Bacillus sporlarina karsi da etkili oldugu
saptanmistir. Bu karakteristikleri nedeniyle nisin ylksek
sicakliktan etkilenen ya da isil islem uygulanmayan
asidik gidalarda patojen ya da gida bozulmasi etmeni
birgok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit
bakterilerinin kontamine Uyeleri gibi) ve spor formlarinin
(Clostridium ve Bacillus sporlar gibi) inhibisyonu amaci
ile kullaniimaktadir [5, 7]. Ancak nisinin Gram negatif
bakteriler Uzerinde c¢ok disik antimikrobiyel etkisi
bulunmaktadir [8]. Bunun temel nedeni nisinin Gram
pozitif hiicrelerin duvarinda bulunan lipit Il fraksiyonlarina
tutunarak antimikrobiyel etkisini gdstermesidir. Diger
taraftan nisine karsi hassas olan bakteriler zamanla
diren¢ kazanmaktadir.

Son yillarda gesitli gidalarda énem tasiyan patojen veya
bozucu nitelikteki bakterilerin inhibisyonu amaciyla,
nisinin diger ajanlarla veya fiziksel islemlerle birlikte
kullanimi  yénlinde arastirmalar yogunlagsmistir. Bu
arastirmalarda 6zellikle gesitli organik asitler (laktik ve
asetik asit), bitki ekstraktlari (karvakrol, &jenol, timol,
sinnamik asit), selatlayici bilesikler (EDTA) ve sl
islemlerin yaninda ylksek basing ve vurgulu elektriksel
alan uygulamalari denenmistir. Bakterilerin engellenmesi
yoninde olusturulan bu antimikrobiyel sistemlerde temel
hedef hiicrelerin duvar yapisinin zayiflatilarak nisinin
sitoplazmik membrana ulasmasinin saglanmasidir.
Boylece nisinin antimikrobiyel etkisi ve spektrumu
gelistiriimektedir. Ancak bu noktada dikkati geken husus
nisinin sinerjistik etkisi icin birlikte kullanilacak yéntemin
gida ve hedef mikroorganizma tlrline gére segilmesidir.
Bu nedenle kullanilan diger antimikrobiyel engelin nisinin
fonksiyonelligini artirici ydnde olmasi gerekmektedir.

Bu derleme calismasinda buglne kadar yapilmisg, nisinin
sinerjistik etkisi kapsaminda arastirilan, c¢alismalarin
sonuglari  toplanmistir.  Gahsmada nisinin  hangi
kombinasyonlarda yiksek antimikrobiyel etkinlikte sonug
verebildigi ortaya konulmaya calisiimistir. Derlemede
Oncelikle nisinin  antimikrobiyel etki mekanizmasi
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Uzerinde durulmus, takiben nisinin sinerjistik etkisi ile
ilgili uygulamalar tartisiimistir.

NISININ ANTIMIKROBIYEL ETKi MEKANIZMASI

Nisinin antimikrobiyel aktivitesi, hedef hiicre sitoplazmik
membraninda por olusumunu tesvik etmek ve murein
sentezini engellemek suretiyle ortaya ¢cikmaktadir [9, 10].
Ortama nisin ilavesi durumunda hassas hiicrelerde
membran potansiyeli digsmekte ve bu durum proton
motivasyon glclniin kaybi ile sonuglanmaktadir [11, 12].
Nisin varliginda porlarin olusmasiyla hiicreler igin gerekli
olan aminoasitlerin, ATP ve monovalent katyonlarin
kaybr meydana gelmektedir [9]. Sonug¢ olarak hassas
hicredeki tim biyokimyasal reaksiyonlar durmaktadir.

Nisin sitoplazmik membran Uzerinde por olusumunu,
hem mikromolar hem de nanomolar konsantrasyonda
tesvik edebilmektedir. Nisinin membran zerinde por
olusturma mekanizmasinin agiklanmasini saglayan ilk
veriler, bu bakteriyosinin mikromolar konsantrasyonda
kullaniimasiyla elde edilmistir. Yiksek
konsantrasyondaki nisinin ziwitteryonik fosfatilkolin (PC)
yapay membranindan 6-karboksiflorasan bilesiklerinin
difizyonunu indikledigini fakat anyonik karakterli
fosfatilgliserol (PG) membranindan herhangi bir bilesigin
salinimina yol agmadigi belirlenmistir [13]. Bu durum
nisinin zivitteryonik fosfolipit yapilarla etkilesime girdigi
ve por olusumuna neden oldugu seklinde agiklanmistir.
Ancak daha sonra yapilan calismalarda, nisinin yUksek
konsantrasyonda bulunmasi durumunda, sitoplazmik
membranda anyonik fosfolipitlerle de etkilesime girerek
por olusturabildigi saptanmistir [14, 15]. Son olarak nisin
molekilinin hicre yizeylerinde yerlesiminin incelendigi
¢alismada; molekulin her iki ucunun da lipit faz igerisine
girdigini ve membran yilizeyine paralel oldugu
saptanmigtir [16]. Nisin molekilinin  mikromolar
konsatrasyondaki por olusum mekanizmasi, sikistirma
(Wedge) modeli olarak adlandiriimisgtir (Sekil 1.a). Bu
modele goére yuksek konsantrasyondaki nisin, lipit
dinamigini bozmakta ve membrandaki anyonik
fosfolipitleri egerek por olusumuna yol agmaktadir. S6z
konusu porlar, hicrenin membran potansiyelinin ve
proton motivasyon gucinin kaybina neden olmaktadir
[17].

Nisinin nanomolar konsantrasyondaki antimikrobiyel etki
mekanizmasi, hlcre duvari éncl molekdld lipit I'nin
nisinle  olan ligkisinin  anlagilmasi  sonucunda
aydinlatilmistir. S6z konusu iligki ilk defa lipit I
molekulinin birlestirici fonksiyonunun belirlenmesiyle
ortaya ¢ikmistir [18]. Ancak por olusumu igin gerekli nisin
miktarinin lipit Il tarafindan disurildigu ve bunun nisinin
etkinliginde anahtar rol oynadigi deneysel ¢alismalarla
kanitlanmistir [19]. Arastiricilar, lipozom icerisinde bir
molekdl lipit I1'nin bulunmasi durumunda bile, nisinin bu
molekile  yiksek ilgi  gbsterdigini ve  model
membranlarda por olusturarak sizintinin  meydana
gelmesine yol agtigini saptamistir. ileri galigmalarda,
sitoplazmik membranda por olusumu igin &ncelikle
nisinin N- ucundaki ile-1 aminoasidinin, lipit [I'nin fosfat
gruplarina baglandigi, ardindan C- ucunun bu molekiille
iliskilendigi ve son asamada membrana tutundugu
belirlenmistir [20, 23]. (Sekil 1 b ve c¢). Bu bulgulara ilave
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olarak, nisinin tutunmasi igin lipit 1l Gzerinde bir baska
ikincil yapinin oldugu da 6éne sirilmuastir [22] Tim bu
bulgular nisinin sitoplazmik membran ylizeyinde por
olusumuna yol acabilmek icin lipit I'ye gereksinim
duyduguna isaret etmektedir. Nisinin lipit [l ile
etkilesimde bulunarak gésterdigi antimikrobiyel aktivite
sistemi, fici-delme modeli olarak adlandiriimaktadir. Bu
model sisteminde 8 adet nisin molekdlinin ve 4 adet
lipit I’'nin etkinlik gdsterdigi saptanmigstir [20, 24]

Nisin vejetatif bakteri formlarinin yani sira spor gelisimini
de engellemektedir. Nisinin sporlar Gizerindeki inhibisyon
etkisinin, didehidro amino asitlerin membranda bulunan
sulfidril gruplar ile reaksiyona girmesinden
kaynaklandigi goérisu giderek yayginlik kazanmaktadir
[25, 26]. Bu goérisu destekleyen en onemli kanit,
yapisinda dehidroalanin yerine, alanin amino asidi
bulunan mutant nisinin, Bacillus sporlarina karsi daha
disuk inhibisiyon etkinligi gdsterdiginin tespitidir [27].

nisin

ABC DE

\ 7

Lantiyonin kopruleri

Sekil 1. Nisin tarafindan indiklenen membran por modelleri a) Sikistirma modeli; hedef bagimsiz por. Mikromolar
konsantrasyonlarda nisin fosfolipitlerin hidrofilik kisimlari ile etkilesimde bulunmakta ve membran bUtlnligindn
bozulmasina neden olmaktadir. b) Nisin N- ucu araciligiyla fosfatlarin lipit Il kismina baglanmaktadir. c) Nisinin C-
ucu membran boyunca transloke olmakta ve nisin-lipit Il poru olusmaktadir. d) Nisinin fonksiyonel agidan &nemli
kisimlari: N- u¢ koprileri, ABC, C- ug kdpruleri DE ve aralarinda bulunan esnek mentese bdlgesi. e) Nisin-lipit Il
kompleksinin Ustten gérinimi. SM: Sitoplazmik membran, G: N-asetilglukozamin, M: N-asetiimuramik asit [20].
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NISININ SINERJISTIK ANTIMIKROBIYEL ETKISI

Nisinin patojen bakteriler (zerindeki antimikrobiyel
etkisinin  gelistiriimesi amaciyla bu ajaninin  farkli
antimikrobiyel engeller ile kombine edilerek kullaniimasi
yonindeki yaklasimlar son yillarda hizla artmaktadir. Bu
yonde yapilan galismalarda denenen baslica engeller

Sekil 2’de verilmistir. S6z konusu bu engellerin nisin ile
birlikte kullaniimasinda gida cesidi ve hedef mikrobiyal
cesitliligi blylk énem arz etmektedir. Ayrica nisinin
yapisal ve kimyasal 6zellikleri de birlikte kullanilacak
antimikrobiyel engellin se¢iminde dikkate alinmasi
gereken dnemli faktdrlerden birisidir.

Kimyasal veya Dogal
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N
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Sekil 2. Nisinin sinerjistik antimikrobiyel etkisini olusturan engeller [51]

Nisinin Kimyasal ve
Ajanlarla Birlikte Kullanimi

Dogal Antimikrobiyel

Antimikrobiyel etkinin gelistiriimesi amaciyla, nisinle
beraber NaCl kullanimi ilk uygulamalardan birisidir. Bu
yonde yapilan &ncl ¢alismalarda tuzun nisinin
antimikrobiyel aktivitesini artirdidi rapor edilmistir [28].
Ancak daha sonraki calismalarda, tuzun nisinin
konformasyonel yapisi (zerinde ve hedef bakterilerdeki
hicre duvar yapisinda degisiklige neden olmasindan
dolayr antimikrobiyel etkide azalmaya yol agtigi tespit
edilmistir [29].

Nisin kullanimi, gidalarda nitrit kullaniminin azaltiimasi
ydniinde dnemli katki saglamistir. Ozellikle fermente et
drGnlerinde nisinin nitritle birlikte kombine edilmesiyle
botulinum toksin Ureticisi (Clostridium botulinum) ve
diger spor olusturan Clostridium’ larin yaninda L.
monocytogenes’ leri de 6nemli 6lglide engellenmistir
[30]. Son yapilan bir galismada 250 mg/kg nisin (10 000
IU/mL) kullanarak, sucuk &érneklerinde nitrit kullaniminin
%50 azaltabilecegi ve bunun da son (rinde hem
biyojenik amin olusumunun duslriimesinde hem de
mikrobiyolojik  glvenligin ~ saglanmasinda  katkida
bulundugu tespit edilmigtir [31]. Ancak 6zellikle yag
icerigi yuksek olan gidalarda hedef alinan antimikrobiyel
etkinlige ulasabilmek icin birgok galismada oldugu gibi
yUksek oranlarda nisin kullaniimasi gerekmektedir [30,
31]. S6z konusu bu durum nisinin hidrofobik yapisindan
kaynaklanmakta ve bu uygulamalarda nisinin énemli
oranda yag fazinda tutulmasindan dolayl antimikrobiyel
etkinlik diismektedir.

Gida sistemlerinde mikroorganizmalarin inhibisyonu
amaciyla nisinle beraber kullanilan en verimli
koruyuculardan birisi organik asit ve tuzlaridir [32, 33].

Ozellikle nisinin  asidik ortamlarda daha yiiksek
oranlarda ¢o6zinebilmesi, bu ajanin bakteri hicre
duvarina daha fazla nifuz etmesini saglayarak
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antimikrobiyel etkinligi artirmaktadir [34, 35]. Ornegin,
ticari kullanimi bulunan nisin A'nin ¢ézinarligd pH 2'de
57 mg/mL iken, pH 6’da 1.5 mg/mL’ye diismektedir [5,
34]. Cozelti ortaminin alkalilik derecesi arttiginda olusan
bu farklilik, molekll i¢i veya molekuller arasi kimyasal
modifikasyonlar nedeniyle, nisin molekllinde geri
dénlsiimsliz inaktivasyonun meydana gelmesinden
olugsmaktadir [34].

Nisinin asidik kosullardaki yuksek etkinligi bu ajanin
organik asitlerle birlikte kombine edilerek basta nisin
direngli Listeria monocytogenes olmak (zere, Gram
negatif Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella suslar
Uzerinde inhibisyon etkinligini gelistirmek Uzere birgok
calisma yapimigtir. 400 IU/mL nisinin laktik asit ile
birlikte kullaniimasi durumunda L. monocytogenes
sayisinda 6.7 log oraninda dusls tespit edilmistir [36].
Benzer sekilde farkli gida sistemlerinde yapilan
calismalarda nisinin laktik asitin sodyum tuzu ile birlikte
kullanilmasi durumunda Salmonella suslari (izerinde
antimikrobiyal etkiligin énemli derecede gelistirilebildigi
bildirilmistir [37, 39]. Nisinle birlikie asetik asitin
kullanildigi Ricotta tipi peynirlerde 70 giin boyunca
Listeria bulagsmasinin engellendigi tespit edilmigtir. Fitik
asitin nisinle kombine edildigi bir diger calismada ise
lahana ve brokoliye asilanmis L. monocytogenes
sayisinda 2.20 ile 4.35 arasinda degisen logaritmik
azalma belirlenmisgtir [40].

Nisinin Gram negatif bakterilerin inhibisyonu zerindeki
yetersizligi asiimasi istenen énemli konulardan birisidir.
Bu problemin ¢6zim( yéninde nisinle birlikte kullanilan
antimikrobiyel ajanlardan birisi selatlardir. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvar yapisindaki lipopolisakkarit
yapi (LPS) membran proteinlerine lipit A ile ve iki
degerlikli katyonlarin araciigr ile bagdlanmistir. Bu
ajanlar, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki
lipopolisakkarit yapinin stabilitesini saglayan Mg*? ve
Ca*? katyonlarini tutarak, hiicre duvar yapisinin
zayiflamasina ve gecirgenligin artigsina sebep olarak
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nisinin sitoplazmik membrana ulagsmasini
kolaylastirmaktadir [41, 43]. Bu amag¢ dogrultusunda
yaygin kullanimi olan glvenli selatlar; sitrat, fosfat,
hekzametafosfat ve etilendiamintetraasetikasit (EDTA)’
dir. Bu sayilan selatlar arasinda &zellikle EDTA hem
antimikrobiyel aktiviteye sahip olmasi, hem de nisinin
antimikrobiyel etkinligini diger selatlara gére daha fazla
artirmasindan dolayr gida uygulamalarinda siklikla
kullaniimaktadir. EDTA  kullanilarak  yapilan  bu
calismalarda  Ozellikle Salmonella, Escherichia,
Pseudomanas tlrlerinin laboratuvar ve gida ortaminda
inhibisyonu goésterilmistir [44, 46]. E. coli ve P.
aeruginosa suslarinin Salmonella’'ya kiyasla nisin ve
EDTA varliginda daha hassas oldugu belirtilmigtir.
Ayrica gida ortaminda yapilan c¢alismalarda nisin ile
birlikte EDTA kullaniminin besiyeri ortamina gére daha
dlsik diizeyde etkili oldugu ifade edilmektedir. Ornegin
%2 yagh UHT sitte tripton soy besiyerine gbre, S.
enteridis ve P. fluorescens suslarinin séz konusu
antimikrobiyel kombinasyonlara daha fazla direncli
oldugu saptanmistir [47]. Baska bir calismada ise,
EDTA’nin  nisin  uygulamasindan sonra gidaya
katilmasinin, eszamanl kullanima gbére E. coli
NCTC12900 lzerinde daha fazla inhibisyon saglanmistir
[43].

Gida patojenlerinin inhibisyonu amaciyla nisinle birlikte

dogal antimikrobiyel ajanlarin kombine edilerek
kullanilmasi, son yillarda dikkati geken Gnemli
yonelimlerden birisidir [48, 57]. Ozellikle tUketici

tercihlerinin dogal bilesenlerin kullaniimasindan yana
olmasi dogal antimikrobiyel ajanlarin énemini daha fazla
artirmaktadir. Diger taraftan bu ajanlarin kullaniimasi ile
bakteriler Uzerinde letal etkiye ulasabilmek icin ylksek
oranda kullaniimasinin gerekliligi, yUksek
konsantrasyonlarda kullaniimasi durumunda ise gida
aroma ve lezzetinde degisimlere ve kayiplara neden
olmasi, bu ajanlarin nisin gibi diger antimikrobiyel
ajanlarla birlikte sinerjist kullanimi tesvik etmektedir.
Ayrica bitkisel antimikrobiyel ajanlarla nisin direngli
bakterilerin inhibisyonu da saglanmaktadir. Glnki s6z
konusu bu ajanlar bakteriler Uzerindeki antimikrobiyel
etkiligini htcre duvarini bozarak géstermektedir. Nisin
de hicre duvari zarar géren hicrelerin sitoplazmik
membranina ulasarak daha fazla etkili olabilmektedir
[50, 51, 54, 55].

Sinerjistik antimikrobiyel etki amaciyla nisinle birlikte
kullanilan en ©6nemli dogal antimikrobiyel ajanlar;
kekikten ekstrakte edilen karvakrol ve timol, karanfilden
ekstrakte edilen djenol ve targindan ekstrakte edilen
sinnamik asittir. Bunlarin yaninda kekik, giiveyotu,
kimyon, su ladini kozalag gibi bitkilerin 6zit0 de nisinle
birlikte patojen bakterilerin inhibisyonu igin denenmistir
[48, 57]. Nisinin karvakrol, timol ve &jenol ile birlikte B.
cereus ve L. monocytogenes suslar lzerinde sinerjist
antimikrobiyel etki gOsterdigi tespit edilmistir [58, 59].
Baska bir ¢calismada karvakrol, éjenol ve timolln nisinle
birlikte kullaniimasiyla B. subtilis ve L. innocua
suslarinin tamamen inhibe edilebildidi belirlenmigtir [49].
Sit ortamina asilanan L. monocytogenes suslarinda, su
ladini kozalaginin 6zitinlin nisinle birlikte kullaniimasi
durumunda canlihlk tamamen sona erdirilmistir [54].
Benzer sekilde, dogal antimikrobiyel ajanlar nisinle
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birlikte Gram negatif bakterilerin inhibisyonu igin de
denenmistir. Sinnamik asit ile nisinin kombinasyonu ile
yapilan galismada elma suyunda S. typhimurium ve E.
coli O157:H7 suslarinin inhibisyonunu hizlandirmistir
[60]. Ancak Olasupo ve ark. [49] 5 farkli organik bilesigin
(karvakrol, 6jenol, timol, diacetil ve sinnamik asit) E.coli
ve S. typhimurium suslari (zerinde letal etkiye sahip
oldugunu ancak bu organik bilesiklerin nisinle birlikte
kullaniimasi durumunda letal etkinin gelistirilemedigini
belirtmigtir. S. enterica serovar Typhi susu kullanilarak
yapilan bir diger ¢calismada, kekik yaginda bulunan ve
monoterpen yapisinda olan p-cymene ve nisin
kombinasyonun 37°C'de ylksek letal etkili iken ayni
organik bilesiklerin ayri uygulamasinda herhangi bir
inhibisyon tespit edilememistir. Bu calismada p-
cymene’nin bakterilerin hicre duvarina nisinin diflize
olmasini saglayarak antimikrobiyel etkinin artirildig
ifade edilmistir [55].

Bitki &zlerinin ve esansiyel yaglarinin bakteriler
Uzerindeki antimikrobiyel etki mekanizmasi nisinin
inhibisyon  etkisinin  geligtiriimesi  yéninde &nem

tasimaktadir. Her ne kadar bitkisel 6zutlerin ve esansiyel
yadlarinin antimikrobiyel etkisinin mekanizmasi Gizerinde

farkl yaklasimlar bulunsa da, &zellkle bu dogal
antimikrobiyel ajanlarin hidrofobik karakterde
olmalarindan dolayr bakterilerin  hiicre duvarinda

bulunan yag tabakasinin yapisinin bozulmasi ile
gecirgenliginin artirimasi ile iliskili mekanizmalar agirlik
kazanmistir [50, 61]. Dolayisiyla bu dogal antimikrobiyel
ajanlarin uygulamasi ile bakterilerin hlcre duvarinda
meydana gelen yapisal bozulmalar neticesinde nisinin
bakteri htcrelerinin  sitoplazmik zarina ulagmasini
kolaylastirmaktadir. Bu yondeki yaklasimlarda 6zellikle
karvakrol ve timoliin yapisinda yer alan fenolik yapinin
gesitli yerlerinde bulunan hidroksil gruplarinin hiicre
duvari (zerinde etkili olmalarindan dolay! sinerjist
antimikrobiyel etki icin nisinle birlikte kullaniimasi
acisindan 6n plana ¢cikmaktadir [62]

Patojen mikroorganizmalarin engellenmesi amaciyla
nisinle birlikte antimikrobiyel aktiviteye sahip diger
kimyasal bilesenler de kullanilmistir. Ornegin nisin etil
alkolle birlikte kullanildiginda L. monocytogenes
suglarinin canhliklari tamamen durdurulmustur [63].
Diger taraftan icme sitiinde manolaurinin nisinle birlikte
kullaniimasi durumunda L. monocytogenes suslarininn
gelisimi engellenmistir [64] Bunlarin yaninda nisinle
birlikte bakteriyofajlardan saflastirilan endolizin proteini
(LysH5) denenmigtir. Bu ¢alismada endolizin proteini ile
nisin pastdrize sitte birlikte kullanildiginda S. aureus
suslarinda sadece nisinden elde edilen antimikrobiyel
etkinlikten daha fazlasina ulasildigi rapor edilmistir [65].
Nisin ve lizozime karsi ayri ayri direngli oldugu bilinen
Clostridium difficile sporlarl, sb6z konusu bu iki
antimikrobiyal ajan gelisme ortaminda ayni anda
beraber bulunduruldugunda olusan sinerjistik etki ile
inhibisyonda artis saglanmistir [66] Enterococcus
faecalis  suslarina  kargl  e-polilisin ~ ve  nisin
kombinasyonunun  antimikrobiyal  sinerjistik  etkisi
membran  gecirgenlik  analizlerince  dogrulanmis,
calismada e-polilisinin  hicre icinde  gdsterdigi
antimikrobiyal etkinin nisinin hiicre zarina verdigi
tahribatla kolaylastirildidi bildirilmistir [67].
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Nisinin Fiziksel islemlerle Birlikte Kullanimi

Gida sistemlerinde mikrobiyal givenligin saglanmasi
amaci ile ¢oklu antimikrobiyel faktérlerin birlikte
kullanimi veya hicre duvarlarini tahrip edici 1sil islem,
vurgulu elektrik alan veya yiksek hidrostatik basing gibi
fiziksel uygulamalarin antimikrobiyel ajanlarla
kombinasyonu sonucu gelistirilen, prensibinde ortak
hicresel hedefler yer alan engeller teknolojisi hakkinda
yapilan calismalar giderek énem kazanmaktadir [68,
74]. Sadece bir antimikrobiyel etkiye maruz birakilmis
bakteri popUllasyonunda gd&zlemlenebilecek durumlar
siraslyla sOyle Ozetlenebilir: i) uygulanan antimikrobiyel
etkinin derecesi popilasyonda letal etki yaratabilir, ii) ya
da antimikrobiyel ajan yeterli letal doza ulasmadigindan
uygulama sonunda sublethal etki gdzlemlenebilir ki bu
durumda hicreler strese karsi gelistirdikleri adaptasyon
mekanizmalar sayesinde daha direngli hale gelebilirler,
iii) son olarak bakteri populasyonu dogal olarak ya da
sonradan antimikrobiyel ajana diren¢c gdsterebilir.
Engeller teknolojisinde ise kullanilan her stres
faktorinln letal etkisinin olusturdugu sinerjistik artistan
faydalanilir.

Gidalarda raf émrinlin uzatiimasi igin siklikla yapilan
1sil islem uygulamasi ¢ogu gidada besin kayiplan ve
kalite kusurlarina neden olur. Alternatif secenek olan
bakteriyosinlerin kullanimi ise oldukg¢a maliyetlidir. Isil
islem ve nisinin birlikte kullaniimasi halinde hem
hedeflenen letal etki dizeyi yulkseltilebilir hem de
maliyet, besin ve kalite kayiplari 6nlenir. Istakozda L.
monocytogenes  inhibisyonunun  arastinldigi  bir
¢alismada nisin ve 1sil iglem uygulamasinin birlikte
kullaniimasi halinde poptlasyondaki letal etkinin arttigi
bildirilmistir [75]. Nisine direngli L. monocytogenes
suslari ile yapilan bir bagka ¢alismada suslara 55°C isil
islem uygulanmasi halinde nisine karsi duyarliigin
6nemli dlgide arttigi vurgulanmistir [76] Sublethal 1sil
islem uygulamalari Gram negatif bakterileri nisinle
birlikte enterosin, pediosin gibi bircok farkl bakteriyosine
karsi da duyarli hale getirmektedir [77, 80]. Ayrica
yUksek antimikrobiyel etki, bakteriyosin, isil iglem ve
selatlarin kombine uygulamalarindan elde edildigi de
rapor edilmigtir [79, 80, 51] Clostridium sporogenes
sporlarinda sadece nisin uygulamasi ile canlilik
oraninda herhangi bir azalma elde edilemedigi, spor

sublethal

hasar #° ~,

inhibisyonu igin nisin kullaniminin 1sil iglemle birlikte
uygulanmasinin daha etkili oldugu &nerilmistir [81]. Isil
islem, asitlendirme ve nisinin kombine uygulanmasi
sonucu antimikrobiyel sinerjistik etkinin arastirildig bir
diger calismada ise; C. sporogenes sporlarinda D
degerlerinin - édnemli odlgide dusOrildigld ve spor
inaktivasyonun etkin sekilde basarildigi rapor edilmistir
[82]. Sit dOrlnlerinde sorun  olusturan  Bacillus
sporothermodurans  sporlari  1siya  karsi  oldukga
direnclidirler. Yapilan bir calismada B.
sporothermodurans sporlarinin  15-184 [U/mL nisin
konsantrasyonu, 73-106°C 1sil islem kombinasyonu ile
beraber kullanildiginda antimikrobiyel etkinin arttig
bildirilmistir ~ [83].  Salmonella enteridis ve S.
senftenberg'in inhibisyonu igin énce 55°C’de 15 dakika
gibi bir 1sil islem, sonrasinda nisin ve karvakrolun
beraber kullanildigi bir engeller uygulamasinda sonuglar
antimikrobiyel icermeyen kontrol grubuna kiyasla énemli
6lclide inhibisyon derecesini yukselttigini gdéstermistir
[84]. Ayni sinerijistik etki Bacillus cereus sporlarinda etkili
bir sekilde saglanmis, hicrelerin ¢imlenme ve
sporllasyon yetenegdi ciddi oranda zayiflatiimistir [85].
Tum bu O6zetlenen bilgiler 1siginda nisin ile termal
inaktivasyon kinetiginin optimizasyonu
gergeklestirildiginde, ulasilacak etkinin  ylksek
olacagi agiktir.

letal

Vurgulu elektrik alan uygulamasi (PEF) iki elektrotun
arasinda olusturulan yiksek gerilim darbelerinin neden
oldugu termal olmayan alternatif bir mikrobiyal
inaktivasyon yodntemidir [86]. Burada uygulanan ¢ok
yUksek frekansta dogrudan elektrik akim uygulamasi
bakteri hiicre zari gegirgenliginde hasara yol agmakta ve
hicre 6limine neden olmaktadir. PEF ydntemi
volumetrik etkisinden 6tlrl akiskan 6zellikteki gidalarda
gerek vyalniz basina gerek sinerjistik sonu¢ alinan
antimikrobiyel ajan, kimyasallar veya fiziksel diger
islemlerin kombine uygulamalariyla mikrobiyal gtvenlik
amaci ile kullaniimaktadir.  Engeller  teknolojisi
kapsaminda uygulanan PEF’de, hasar almayan bakteri
sporlari  devaminda  uygulanan  bakteriyosinlerin
antimikrobiyel etkisinden kurtulamaz (Sekil 3). Bu
sinerjistik etkinlik PEF’e baglh elekirik alan kuvveti, vurgu
sayisi ve vurgu slresi gibi faktorlerin optimize
edilmesine bagli olarak degisiklik gosterir [87, 89].
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Sekil 3. PEF ydnteminin nisin ile birlikte kullanildiginda mikrobiyal populasyonlar tzerinde olusturdugu sinerjistik
antimikrobiyel etki mekanizmasi [51]
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PEF ybnteminin nisin ile sinerjistik antimikrobiyel
etkisinin esas alindi§i bircok bilimsel c¢alisma bu
yontemin gida muhafazasinda ve biyoglvenliginde
kullaniimasina 1sik tutmaktadir [3, 4, 90-93]. Nisin gibi
antimikrobiyellerin orta derece isil islemlerle birlikte
gerceklestirilen PEF uygulamalarinda 6zellikle meyve
suyu gibi disik asitli gidalarda  gelisebilen
mikroorganizmalarin vejetatif formlari Uzerinde etkili
kontrol saglanabilmektedir [4]. Ayrica nisin ve PEF
kombin uygulamasi, kollajen jel yapilarinda soruna
neden olan Staphylococcus epidermis izerinde yarattigi
sinerjistik  antimikrobiyel etkisinden dolayr doku
muhendisliginde de kullanim alani bulmustur [90] Nisin
ve PEF kombin uygulamasinin sinerjistik etkisi, fosfat
tamponlu ortamda Micrococcus luteus’a, birada Lb.
plantarum’a, yagsiz sitte S. aureus’a ve B. cereus'un
vejetatif hicrelerine de yapilan calismalarla tespit
edilmistir [94, 97].

Birgcok calismada PEF uygulamasina maruz birakilmis
Gram negatif bakteri hicrelerinin nisine kargi duyarl
oldugu gésterilmistir [92, 93, 98, 99]. Portakal suyunda
Salmonella inhibisyonu igin yapilan PEF uygulamasini
takiben meyve suyuna 27.5 IU/mL nisin ve 690 IU/mL
lizozim ilave edilmesi ile olusturulan sinerjistik
antimikrobiyel etki sayesinde hiicre canliliginda 2.75
logaritma azalma elde edilmigtir. Nisin ve lizozimin
beraber kullaniimasi PEF ile hlicre duvari hasar géren
hucreler Uzerinde bakterisidal etkiyi artirmigtir [98].
Benzer bir baska calismada ise targindan ekstrakte
edilmis sinamon ve nisin karigimi PEF ile beraber
uygulandiginda gUgli  patojenitesi bulunan  E.coli
0O157:H7 (zerinde 6-8 logaritma azalma saglamistir
[99]. 1000 IU/mL nisin konsantrasyonu ile 11.25 kv/cm
siddette 3 atim ile gergeklestirilen bir nisin-PEF
uygulamasinda elde edilen 4 logaritma azalmanin
benzerine ulagsmak igin 500 1U/mL nisin konsantrasyonu
kullanildiginda ise ayni siddette 5 atimh PEF yapilmasi
gerekmistir [100]. Goruldugi gibi sinerjistik
antimikrobiyel etkinin elde edilebilmesi igin kullanilan
engellerden birinin  glcl dUslrdldiginde digerinin
dengeli bir sekilde ylkseltimesi ayni efektif sonucu
almayr saglamaktadir. Bir diger ¢alismada ise portakal
suyunda nisin ve PEF’in (40 Kv/cm, 100 mikrosaniye)
sinerjistik antimikrobiyel etkisi E. coli K12, L. innocua ve
Pichia fermentas'da sirasiyla 5.6, 7.9 ve 7.8 logaritma
azalma olarak belirlenmistir [3]. Sonug¢ olarak gida
kaynakli patojenik veya saprofit mikroorganizmalara
karsi PEF uygulamasindan nisin ile olusturdugu olumiu
sinerjistik etkisinden dolayl faydalanilabilinir. Benzer
sinerjistik  antimikrobiyel etki diger bakteriyosin
kombinasyonlari ile de gb6zlenmistir. Fakat burada

6nemli olan husus kullanilacak olan bakteriyosinin
antimikrobiyel  engel  olusturabilmesi  icin  PEF
uygulamasina  karsi  direngli  olabilmesi, PEF

uygulamasindan sonra canl kalan endosporlar izerinde
inhibitif etki gésterebilmesidir.

Mikrobiyal inaktivasyon amaciyla siklikla kullanilan 1sil
islemlerin gidalar Uzerinde meydana getirdidi olumsuz
etkileri azaltmak igin gelistirilen alternatif muhafaza
yéntemlerinden bir digeri de Ylksek Hidrostatik Basing
(HHP) uygulamasidir. HHP uygulamasi, kati ve sivi
gidalarin ambalajli veya ambalajsiz olarak 100-1000
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MPa basinca maruz birakilmasi iglemi olup, bu basincin
mikroorganizmalarin hiicre zarinda goérev bozukluklari
(malfonksiyonlar) membran proteinlerinin
denatlrasyonuna bagli olarak, aminoasit aliminin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Hucre morfolojisi
basing uygulamasiyla degisir ve hiicre bdlinmesi
yavaglar. Hicre icin 6nemli enzimlerin denatlre olmasi
ve ribozomun zarar g6rmesi mikroorganizmanin
inaktivasyonuna neden olmaktadir [101]. Nisinin HHP
uygulamasi ile birlikte gdsterdigi sinerjistik antimikrobiyel
etki ise s6z konusu iki engelin hiicre zarinda meydana
getirdikleri kimulatif hasardan ileri gelmektedir [102,

106]. HHP uygulamasinin antimikrobiyel etkinligi
uygulanan bakteri popllasyonunun &zelliklerine ve
hicrelerin -~ bulunduklari  gelisim  evrelerine  gére

degiskenlik gosterir. Nisin Gram negatif bakteriler
Uzerinde antimikrobiyel etkili olmamasina ragmen, HHP
uygulamasindan sonra ortama eklendiginde Gram
negatif  bakteriler Gzerinde guglu inhibitif  etki
gbstermektedir [107, 110]. Nisin ve pediosin karisiminin
HHP ile kombinasyonlu uygulanmasi sonucu Clostridum
sporlari Uzerinde de inhibitif etkiye ulasiimigtir [111].
HHP uygulamasinin etkinligi ayrica uygulanan gidanin
biyolojik yapisi ile de ilgilidir. Et ve st Grlnleri
kompleks kompozisyonuna sahip olmalari ve nétral
pH’larda bulunmalarindan dolayr HHP uygulamalarina
karsi glgli bariyer 6zelligi goésterirler. Fosfat tamponu
icerisinde bulunan E. coli MG1655 susunda 400 MPa
HHP uygulamasi ile canliik oraninda 7 logaritma
azalma saglanirken; ayni sus ile siit ortaminda 700 MPa
HHP uygulamasi ile sadece 3 logaritma azalma
saglanabilmigtir. St ortamina ilave edilen 400 1U/mL
nisin ve 400 pg/mL lizozimin olusturdugu sinerjistik
antimikrobiyel etki ile inhibisyon orani artmistir [112].
Benzer sekilde siit ortaminda HHP uygulamalarina karsi
direng g0Osteren bakterilerin inaktivasyonunun nisin
ilavesi ile artinldigr baska calismalarla da gdsterilmigtir
[110]. Bu cahsmalarin en ©6nemli bulgusu HHP
uygulamasinin yiksek siddetlerde kullanmak yerine,
nisin gibi sinerjistik etkinin olusturulabildigi alternatif
antimikrobiyellerle  birlikte  kullaniimasidir.  Salatalik
suyunda yapilan bir galismada, 350 MPa 10 dakika HHP
ve 100 IU/mL nisin uygulamasiyla mikroflorada 4.5
logaritma azalma elde edilmistir [102]. Bacillus
subtilis’'un inaktivasyonu igin 100-500 MPa 15 dakika
HHP ve 200 IU/mL nisin ile birlikte kullaniimisg,
hicrelerde meydana gelen ultramakroskopik yapidaki
molekiler degisimler gegirimli elektron mikroskopu
aracihgiyla gb6zlemlenmigtir. Notral pH'da
gerceklestirilen bu ¢calisma ile nisin+HHP uygulamasi B.
subtilis popllasyonu 2.5 logaritma azaltmig, hicrelerin
membran gegirgenligini %60 artirmigtir. Ayrica HHP
uygulamasi hiicre membranindaki fosfolipid molekulleri
jelimsi bir yapiya dénistlirmis, bdylece nisinin hiicre
icerisine girebildigi bildiriimistir [103]. 7 logaritma
dizeyinde L. monocytogenes inokile edilmis
jambonlarda HHP ve nisin uygulamasi ile 3.85 logaritma
azalma kaydedilmis, HHP ve nisinin birlikte
uygulamasinin et Grlnlerinin depolamasinda mikrobiyal
glvenligi destekledigi ifade edilmistir [104]. Salmonella
enteritidis susunun inaktivasyonu, 200 IU/mL nisin ve
200 MPa HHP uygulamalarinin ancak ikisi birden
kullanildiginda basarilabilmistir  [105] Siralanan bu
bilimsel veriler, HHP ile nisinin birlikte kullaniimasi
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durumunda gida sistemlerinde  mikrobiyal  riskin
Onlenmesi agisindan énemli oldugunu ispatlamaktadir.

Bir diger yenilik¢i engel uygulamasi ise; vurgulu (atimh)
1sik uygulamasidir. Bu ydntemde infrared bélgeye yakin
genis spektrumlu dalga boylarr (200 nm? mm)
kullaniimaktadir. Peynir drneklerinde nisin ile vurgulu
1Islk  uygulamalarinin  Pseudomonas  fluorescens,
Escherichia coli and Listeria innocua Uzerindeki
sinerjistik antimikrobiyel etkisi arastinimistir [113].
Arastirmacilar  peynir  6rneklerine  nisin ilavesini
gergeklestirdikten sonra PL uygulamasinin sinerjistik bir
etki yaratmadigini, aksine bakterilerin UV 1siklarini
absorbe etmelerinde zayifladiklarini rapor etmislerdir.
Galismada PL ve bakteriyosin kullanim sirasinin énem

arz ettigi vurgulanmig; L. innocuada 3.73 + 0,96
logartitma azalmaya 9.22 J/cm? siddetinde PL
uygulamasindan sonra yapilan nisin ilavesi ile

ulasiimistir. Ayni 6rneklerde sadece PL uygulamasi
gergeklestirildiginde ulasilan mikrobiyal inaktivasyon
orani 3.01 £ 0.48 logaritma olarak rapor edilmigtir. PL
uygulamasinin  antilisteral  etkinligini artirmak igin
beraberinde nisin kullanildigi bir baska c¢alismada
4°C’de 48 h depolanan sosis érneklerinde toplam 4.03
logaritma azalma gézlemlendigi kaydedilmistir. Nisin ve
PL'in birlikte uygulandigi bu engeller sistemi hazir
gidalarin Uretiminde etkin bir antilisteral adim olarak
Onerilmigtir [114].

SONUG

TUketicilerin koruyucu iceren gidalara kargi hassasiyeti,
gidalarin korunmasinda dogal yollarin kullaniimasini én
plana c¢ikarmigtir. Diger taraftan gidalarda patojen
mikroorganizmalarin engellenmesi de tluketici saghgi
veya gida guvenligi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Nisin,
gida sistemlerinde guvenle koruyucu olarak kullanilan
6nemli alternatif dogal koruyuculardan birisidir. Nisinin
cesitli kimyasal ve fiziksel islemler ile birlikte kullaniimasi
gida sistemlerinde mikrobiyal inhibisyonu
gelistirmektedir. Ozellikle nisinin etkili olmadigi bakteriler
bu sekilde durdurulabilmektedir.

Gidalarin rretiminde uygulanan muhafaza yéntemleri ile
birlikte nisinin kullanilmasi, muhafaza ydntemlerinden
kaynaklanan olumsuzluklarin gideriimesi agisindan da
katki saglamaktadir. Ozellikle gida sisteminde nisinin
kullaniimasi durumunda muhafaza ydnteminin disik
uygulama degerlerinde mikrobiyal inhibisyon
basarilabilmektedir. S6z konusu uygulama ile gidalarda
1sil islem esnasinda karsilasilan sorunlarin da 6nilne
gecilebilmektedir.
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Gida Uretim ve muhafazasinda en eski ve ekonomik yéntemlerden birisi fermantasyon teknolojisidir. Fermente gidalar
saglik lzerine olumlu etkilerinden dolay! diinya ¢apinda yaygin olarak Uretilip tiketilmektedir. Besinsel deger, duyusal
oOzellikler ile sindirilebilirlik agisindan Ustiin dzelliklere sahiptirler. Geleneksel, fermente tahil bazli bir igecek olan boza
dari, misir, piring, bugday gibi tahillardan elde edilmektedir. Boza, karakteristik tatli-eksimsi bir tada, agik sari renge
ve asidik-alkolll bir kokuya sahiptir. Uretiminde kullanilan hammaddeye ve uygulanan fermantasyon yéntemine bagh
olarak bozanin kalite 6zellikleri de farkli olabilmektedir. Tadl, lezzeti ve besinsel dederi nedeni ile bozanin geleneksel
fermente icecekler arasinda énemli bir yeri bulunmaktadir. Ozellikle kis aylarinin igecegi olan boza diinyanin pek gok
Ulkesinde bilinmektedir. Bu derlemede bozanin Uretimi, trin 6zellikleri, muhafazasi ve saglik tzerine etkileri hakkinda
bilgi verilmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Boza, Fermantasyon, Tahil, Saglik

A Traditional Fermented Beverage: Boza
ABSTRACT

Fermentation technology is one of the oldest and most economical methods of food production and preservation.
Fermented foods are widely produced and consumed worldwide because of their beneficial effects on human health.
They have superior properties in terms of nutritional value, sensory properties and digestibility. Boza, a traditional
cereal based fermented beverage, is produced with millet, maize, rice and wheat. It has a characteristic sweet-sour
taste, light yellow color and acidic-alcoholic odor. The quality parameters of boza may vary with the type of raw
materials and fermentation methods used in production. Boza has an important place among traditional fermented
beverages, owing to its taste, flavor and nutritive value. Boza, especially consumed in winter, is known in many
countries around the world. In this study, production methods, product characteristics, storage and health effects of
boza were reviewed.

Keywords: Boza, Fermentation, Cereal, Health

GiRIiS sahip olan tahillar dzellikle lisin gibi bazi esansiyel

aminoasitler agisindan fakirdir. Bu gidalarin besleyici
Bitkisel protein, karbonhidrat, vitamin, mineral ve posa degerini, duyusal 6zelliklerini ve fonksiyonel kal_itesini
kaynagl olarak insan beslenmesinde onemli bir yere artirmak amaciyla uygulanabilecek en basit ve
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ekonomik yollardan biri de fermantasyondur [1, 2].
Tahillar diinyanin pek ¢ok yerinde fermente edilmekte,
fermantasyonda farkli hammaddeler, starter kiltrler ve
fermantasyon kosullari uygulanmaktadir [3]-
Fermantasyonda daha c¢ok laktik asit bakterileri ile
mayalar kullaniimaktadir. Laktik asit bakterileri Urettikleri
gesitli antimikrobiyal bilesikler ile 06zellikle gida
maddelerinin bozulmasina ve gida kaynakli hastaliklara
neden olan bakterilerin gelisimini engellemekte ve
bdylece gidalarin dogal olarak korunmasinda énemli rol
oynamaktadir. Ayrica laktik asit fermantasyonu ile
Uretilmis tahil bazli fermente Urlinlerde cesitli aroma
bilesenleri de Uretilmektedir. Mikrobiyolojik olarak daha
dayanikli bir 0rin elde edilmesinde fermantasyon
sirasinda olusan organik asitler, HO, ve bakteriyosin
gibi metabolitler etkili olmaktadir [3, 4].

Boza kelimesinin esasi Farsga’da “dari” anlamina gelen
“buze” dir [5]. “Boza” ismi yaninda Kafkasya, Balkan
tlkeleri, Tirk Cumhuriyetleri ile Iran, Misir, Arap (lkeleri
ve bazi Afrika kabilelerinde “Buha” ve “Merissa” gibi
isimlerle de bilinmektedir [5, 6]. Fermente tahil bazli bir
icecek olan boza; dari, misir, piring, ¢avdar, yulaf,
bugday gibi tahillarin 6dutiimesi, su ilave edilerek
pisirimesi ve daha sonra seker eklenerek maya ile laktik
asit fermantasyonuna tabi tutulmasi ile Uretiimektedir.
Bozanin kivami koyu olup, agik sari bir renge, tatl-
eksimsi lezzete ve asidik-alkollll bir kokuya sahiptir [7,
8]. Fermantasyon Uriinleri olan laktik asit ve CO. bozaya
lezzet ve ferahlatici 6zellik vermektedir [5, 9]. Kullanilan
tahil cesitleri, oransal farkhlklari ve kontrolsliz
fermantasyon kosullari Uretilen bozanin
kompozisyonunda farkhliklara neden olmaktadir [7, 10].
Boza ile bira, Grin ozellikleri ve hazirlanma sekilleri
bakimindan farkli olmakla birlikte, boza en eski bira
olarak kabul edilmektedir [11]. Bozada alkol
fermantasyonunun yani sira laktik asit fermantasyonun
da gergeklesiyor olmasi ve etil alkol oraninin disuk
olmasi (maksimum %?2) bozayi biradan ayirmaktadir [5].

Orta Asya Tirkleri bozayl ¢ok eski zamanlardan beri
Uretmektedir. Trkler, Orta Asya’dan gog¢ ettikleri farkh
cografyalarda o bdlge halkina bozayr tanitmislar ve
buglnki cografi yayilisint da saglamiglardir [5].
Geleneksel bir Tirk igecegi olan boza, Balkanlar, Kirim,
Kafkasya, Orta Asya ve Misira kadar yaylmis
durumdadir [12, 13]. Ulkemizde ve diger [(lkelerde
Uretilen boza arasindaki farkliliklarin nedeni kullanilan
hammaddeler, Uretim metodu ve alkol igerigidir [14].
Ulkemizde Uretilen bozada alkol oraninin %1 civarinda
oldugu diger Ulkelerde ise bu oranin %1-6 oldugu
bildiriimektedir [5, 9]. Bozanin ilk Ureticileri Turkler
olmasina ragmen Ulkemizde uzun yillar ihmal edilmis
sadece kisin sokak aralarinda satilan ve tiiketilen bir
Uriin olarak taninmistir. Bu da Dogu Avrupa ve Balkan
Ulkelerinin bozayr kendi geleneksel Urinleri arasinda
tanitmalarina olanak saglamistir [15].

Bu derlemede fermente icecek olan bozanin &nemi,
Uretimi, Urln 6zellikleri ve saglik Uzerine olumlu etkileri
hakkinda bilgi veriimesi amaglanmigtir.

301

BOZzA URETIMi

Boza Standardina (TS 9778) gbére boza, "yabanci
maddelerinden temizlenmis dari, piring, bugday, misir
ve benzeri hububatin kirma veya unlarindan biri veya bir
kacina icme suyu katilarak pisirilmesi ve beyaz seker
ilave edilerek teknigine uygun olarak alkol ve laktik asit
fermentasyonlarina tabi tutulmasi ile hazirlanan bir
mamul" olarak tanimlanmaktadir [16]. Ulkemizde boza
Uretiminde battn tahillarin unu ya da irmigi kullaniimakla
birlikte en uygun tat ve lezzeti olan bozanin daridan elde
edildigi belirtiimektedir [14]. Bozanin Urln 6zelliklerini
etkileyen en énemli faktérler Gretiminde kullanilan tahil
ya da tahil cesidi, formilasyondaki miktari,
fermantasyon siresi ve sicakhgidir [10, 13]. Bozada
baslica iki tip fermantasyon gerceklesmektedir. Biri
maya hicrelerinin gergeklestirdigi alkol fermantasyonu
olup Uretilen CO2 gazi ile hacimsel artis g6zlenmektedir.
Digeri ise laktik asit bakterilerinin rol aldigi laktik asit
fermantasyonu olup olusan laktik asit bozanin asidik
karakterini saglamaktadir [14]. Fermantasyon islemi ile
bozada serbest asitlik degeri yUkselmekte, pH degeri
dismekte ve laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen
metabolit Urtnlerle birlikte Grin karakteristik bir lezzet
kazanmaktadir [8, 17]. Fermente edilmeyen bozada pH
degeri 4.1-6.7 araliginda iken fermantasyon ile 4.0 veya
daha da altina dismektedir [5, 9]. Bozanin Uretim
basamaklari Sekil 1’de 6zetlenmistir.

Tamer [18] tarafindan yapilan bir calismada bozaya
cesitli meyvelerin ilavesiyle besince zenginlestiriimesi,
meyve aromalarinin eklenmesiyle duyusal 6zelliklerinin
geligtiriimesi ve pastérizasyon uygulamasiyla da
muhafaza siiresinin artirimasi amaglanmistir. Uretilen
bozalar arasinda karigik meyveli, elmali ve kayisili
bozalar ile kayisi aromal ve elma aromali bozalar en
cok tercih edilenler olmustur [18]. Sade, %3, %6 ve %9
oraninda kegiboynuzu unu ilavesi ile Uretilen bozalarin
cesitli  Ozelliklerinin incelendigi  bir calismada ise,
keciboynuzu unu oraninin artmasinin fermentasyonu
hizlandirdigi, asitlik ve alkol miktarinda da artisa neden
oldugu belirlenmigtir. Ayni ¢alismada, Uretilen boza
Ornekleri arasinda %9 oraninda kec¢iboynuzu unu iceren
boza duyusal agidan en disuk kabul edilebilirligi almistir
[19].

Celik ve ark. [20] tarafindan boza Uretiminde kullanilan
misir, bugday ve pirin¢ unu farkli oranlarda leblebi unu
ile ikame edilerek boza Uretimi gerceklestiriimis ve
leblebi unu ilavesinin bozanin protein ve mineral
miktarini arttirdigi, sadece leblebi unu ile dUretilen
bozaya gdére leblebi unu katkili érneklerin daha ylksek
genel kabul edilebilirlik puani aldigi bildirilmistir. Kontrol
boza ornedi ile karsilastirildiginda farkli oranlarda
leblebi unu iceren &rneklerin daha yiksek alkol, asitlik,
organik asit ve daha duslk sukroz igerigine sahip
oldugu rapor edilmigtir. Leblebi unu ile Uretilen bozanin
¢Olyak hastalar icin alternatif bir 0rGn olabilecegi
belirtilmistir [20].

Coskun ve Gakir [21] tarafindan yapilan bir ¢galismada
ise tarcin, adagayi, limon ve karanfil ilavesinin bozanin
aromasi ve raf émri Gzerine etkisi incelenmis, ham boza
baharatlarla 1 giin fermente edildikten sonra 5 giin
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buzdolabinda muhafaza edilmigtir. Mezofilik aerobik
bakteri sayisinda en ¢ok azalma karanfil katkili bozada;
laktik asit bakteri sayisinda en ¢ok azalma ise adacayi
katkili bozada bunun yanisira maya sayisinda en ¢ok

belirlendigi  bildirilmistir. Duyusal analiz sonuglarina
gore, 4 gin depolama sonunda en yiksek goérinis
puanini ham boza, aroma ve kivam puanini ise targinli
bozanin aldigi belirtilmigtir.

azalma da karanfil, tar¢in ve adagay katkil bozada
Ham maddeler

}

Kaynatma (1-2 saat)

!

Sogutma ve slizme

!

Seker ilavesi (%20 oranina kadar)

}

Fermantasyon (15-25°C, 24 saat)

|

Sogutma (15°C altina)

}

Paketleme ve depolama
Sekil 1. Boza Uretim basamaklari [14]

alkol igerigi ise hacimce %2'yi gegmemelidir. Laktik asit
cinsinden asitlik degeri tath bozada %0.2-0.5 eksi
Boza asitlik degerine goére "tatl boza” ve “eksi boza” bozada ise %0.5-1.0 olmalidir [16]. Literatlrde yapilan
seklinde iki sinifa ayrilmaktadir [16]. Boza Standardi’na calismalarda belirlenen, boza &rneklerinin kimyasal
(TS 9778) gore bozada toplam kuru madde en az %20, bilesimine ait sonuglar Tablo 1’de &zetlenmistir.
sakkaroz cinsinden toplam seker en az % 10 olmal, etil

BOZANIN KiMYASAL KOMPOZISYONU

Tablo 1. Bozanin kimyasal bilegimi

Ornek*  Toplam Kurumadde (%) Protein (%)  Toplam Seker (%) Kl (%) Asitlik** pH Alkol (%) Kaynak
A 18.99-25.70 0.27-0.56 10.64-16.05 0.07-0.17 0.18-0.34 [15]
B 17.26-22.32 - 16.11-22.59 0.02-0.17 0.15-0.50 3.22-3.82 0.03-0.39 [9]

C 15.30-31.10 0.50-0.99 - - - 3.16-4.02 - [22]

D - 1.870-2.755 - - 0.21-0.36 3.94-4.63 - [23]

E - - - - - 3.20-3.50 - [24]

F 5.57-29.82 - - - 0.13-0.47 3.11-4.59 - [6]

G 14.39-24.07 0.46-0.65 6.63-22.62 0.17-0.44 0.25-0.30 3.47-3.95 - [25]

H 23.40 1.38 16.60 0.33 0.92 3.80 0.42 [26]

l 14.49-28.03 0.477-1.012 7.33-21.89 0.057-0.158 0.242-0.448 2.93-3.72 0.138-0.525 [14, 27]

i 27.48-29.17 1.22-2.00 16.16-19.20 0.81-0.93 - - 1428
25.20-27.90 1.14-1.93 17.10-18.15 0.12-0.18 - - (14, 28]

J 24.85 1.06 12.3 0.09 0.5 - - [29]

* A Bursa'daki farkli pastanelerden toplanan 10 boza 6rnegi, B Izmirde farkli satis yerlerinden alinan 9 boza érnedi, C: Turkiye'de gesitli marketlerden saglanan farkli
markalarda 10 boza 6rnegi, D: Eskisehir'de yerel marketlerden saglanan 5 farkh markaya ait boza 6rnegi, E: Bulgaristan’da yerel Ureticilerden saglanan 3 boza érnedi,
F: Trakya'da 9 farkh treticiden sadlanan 27 adet boza 6rnegdi, G: Istanbul’dan 3 farkh Ureticiden temin edilen 3 adet boza drnedi, H: Istanbul’da treticiden temin edilen
boza 6émedi, |: Laboratuvar tretimi boza érnegi, I: Laboratuvar tretimi boza 6regi, J: Laboratuvar uretimi boza 6rnegi, **: % laktik asit

Hancioglu ve Karapinar [17] tarafindan, bozada 24 saat
fermantasyon slresince kimyasal 6zelliklerdeki degisim
izlenmig, fermantasyon sonunda toplam asitligin
%0.02°'den %0.27 e, alkol iceriginin %0.02'den %0.79’a
yUkseldigi; pH degerinin ise 6.13'den 3.48’e distigl

belirlenmistir. Akpinar-Bayizit ve ark. [7] ise yaptiklari

caismada en ylksek toplam asitlik degerini
(%0.61£0.07) bugday bozasinda, en disik toplam
asitlik degerini ise (%0.321£0.04) dari bozasinda

belirlemiglerdir. Ayni ¢alismada 6rneklerin pH degeri
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3.43-3.86 araliginda bulunurken, bugday bozasinin alkol
icerigi (%0.4610.04) daha dislk bulunmustur.

Bozanin kimyasal 6zelliklerinin yani sira saglik Gzerine
etkilerine dair yapilan arastirmalar bozanin fenolik
bilesenler ve antioksidan aktivite acisindan énemli bir
kaynak oldugunu ortaya koymaktadir. Bozanin
hammaddesi olan tam taneli tahillar fenolik maddeler
acisindan oldukga zengindir. Fenolik asitler ve
flavonoidler gibi ¢odu fenolik bilesigin tahillarda
bulundugunu gbsteren ¢ok sayida galisma mevcuttur.
Tahillarda bulunan baslca fenolik asitler; ferulik ve p-
kumarik asit iken baslica flavonoid ise antosiyaninlerdir
[30-33]. Fenolik bilesikler antioksidan &zelliklere sahip
olup kanser ve kalp hastaliklari gibi serbest radikallerin
rol aldigi dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etki
gOstermektedir [30, 34]. Fenolik bilesiklerin tahillarin
antioksidatif potansiyeline, diger bir deyisle saglik
Uzerine olumlu etkilerine katkisi oldugu bilinmektedir
[35, 36]. Berktas [37] tarafindan yapilan g¢alismada,
farkli oranlarda dari, bulgur, beyaz piring, kepekli piring
ve misir kullanilarak boza Uretimi gerceklestiriimis ve bu
hammaddelerin, bozanin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi ile antioksidan aktivitesine olan etkisi
incelenmistir. Boza (retiminde hammadde olarak
bulgurla beraber misir ya da kepekli piring kullaniminin,
bozanin toplam fenolik igerigini ve antioksidan
aktivitesini  ticari boza &érnegine gére artirdigi
belilenmistir. Ozpinar [38] ise kefir ve bozanin
antioksidan aktivitelerini belirledigi arastirmasinda bu
Urinlerin sahip olduklar yiiksek antioksidan kapasite
nedeni ile dodal antioksidan olarak tlketilebileceklerini
bildirmistir. Bosna-Hersek'te bazi geleneksel alkolsiz
iceceklerin antioksidan aktivitesinin arastirildigi baska
bir calismada ise, geleneksel olarak hazirlanan
iceceklerin ticari Gretime gbre daha yiUksek antioksidan
aktivite degerine sahip olduklari belirlenmistir. Ayni
¢alismada arastirilan boza &érneklerinin toplam fenolik
madde igerikleri 273.15-210.59 mg TAE/L iken,
antosiyanidin icerikleri 956.04-1539.83 mg katesin/L
olarak bulunmustur [39].

Bozanin saglk Uzerine etkilerinin arastirildigi bagka bir
¢alismada dejeneratif hastaliklar arasinda oldukca
6nemi olan hipertansiyon ile boza iligkisi incelenmistir.
Hipertansiyon ve buna bagli kalp damar hastaliklarinin
tedavisinde ACE (Anjiyotensin | doénUstlricli enzim)
inhibitdéri  etkisine sahip biyoaktif peptitlerin  &nemi
bilinmektedir. Yapilan galismada, bozanin kan basincini
dizenleyici (ACE inhibitdrli) etkiye sahip peptitler
acisindan iyi bir kaynak oldugu ve bu nedenle gazli
icecekler yerine tiketicilere bozanin énerilmesi gerektigi
bildiriimigtir [40].

BOZANIN MiKROBIYOLOJIK OZELLIKLERI

Bozada, laktik asit bakterilerinden Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Weissella ve mayalardan Candida, Clavispora,
Coniochaeta, Cryptococcus, Cystofilobasidum,
Geotrichum, Issatchenkia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon cinslerine
ait ¢ok sayida alt tir izole edilmistir [3, 10, 17, 24, 41-
48]. Bozada laktik asit bakterilerin sayisinin maya
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sayisindan daha ylUksek oldugu dolayisiyla laktik asit
bakterilerinin  bozada dominant mikroflora oldugu
belirtilmistir [49]. Farkli boza &rneklerinde, bakteri ve
maya populasyonundaki cesitliligin kullanilan
hammadde, Uretim prosesi ve depolama kosullarindan
kaynaklanabilecegi bildiriimektedir [44]. Bazi patojen
mikroorganizmalarin da izole edilebilmesi, ticari boza
Uretiminde = GRAS  statlsinde  starter  kultur
geligtiriimesinin dnemini ortaya koymaktadir [44]. Misir,
piring ve bugday unu kullanilarak Uretilen bozada en
uygun starter kiltir kombinasyonu belirlenmeye
calisiimis ve duyusal o&zellikler agisindan en uygun
kombinasyonun S. cerevisia + L. mesenteroides subsp.
mesenteroides + L. confusus oldugu bildirilmistir [29].
Tornuk ve ark. [50] tarafindan yapilan bir baska
galismada ise boza dUretiminde farkl starter Kkoltir
kombinasyonlar kullaniimis ve ticari boza ve L.
acidophilus + L. casei Shirota kullanilarak fermente
edilen bozanin en yiksek duyusal puani aldigi
belirtiimistir. Tahil bazli igeceklerde starter kiltlr icinde
maya bulunmasinin alkol oranini énemli miktarda
yiksek olmasini sagladigi rapor edilmektedir [51].
Oztirk ve ark. [52] tarafindan yapilan bir g¢alismada,
probiyotik alkolsiiz bozanin Lb. casei Shirota kiltir( ile
Uretilebilecegi, Lb. casei Shirotanin depolama sirasinda
adaptasyonu ve canh kalmasi konusunda bir sorun
olmadigi ve Uretilen bozanin genel kabul edilebilirliginin
ylksek oldugu bildirilmigtir.

laktik asit bakterilerinin
sonucu olusan antimikrobiyal
biri protein yapisinda olan
bakteriyosinlerdir [4, 53]. Bakteriyosinler, bakteriler
tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, protein
dogasinda, antagonistik etkiye sahip bilesiklerdir [54].
Yapilan farkli ¢calismalarda bozadan izole edilen laktik
asit bakterileri icerisinde ylksek oranda bakteriyosin
Ureticisi alt tlrlere rastlanmistir [12, 41, 43, 55-57].
Cesitli  calismalarda laktik asit  bakterilerinden
Leuconostoc  mesenteroides  subsp.  dextranicum
tarafindan Uretilen mesentericin ST99 [58], Leuconostoc
pseudomesenteroides tarafindan Uretilen leoucocin B-
KM432Bz [59], Pediococcus pentosaceus tarafindan
retilen pediocin ST18 [56], L. plantarum tarafindan
Uretilen ST194BZ, ST414BZ ve ST664BZ, Lactobacillus
pentosus tarafindan Uretilen ST712BZ, Lactobacillus
rhamnosus tarafindan Uretilen ST461BZ ve ST462BZ,
Lactobacillus paracasei tarafindan Uretilen ST242BZ ve
ST284BZ [43], L. plantarum tarafindan Uretilen JW3BZ
ve JW6BZ, Lactobacillus fermentum tarafindan Oretilen

Fermantasyon sirasinda
metabolizmasi

maddelerden

JW11BZ ve JW15BZ [57] bakteriyosinleri
tanimlanmigtir.
Bozadan izole edilen laktik asit bakterilerinden

Lactobacillus spp., Lactococcus spp. ile Leuconostoc
spp. cinslerinin alt tirleri 6zellikle Gram-pozitif bakteriler
Uzerine antimikrobiyal aktivite gdstermektedir [3]. Bazi
arastiricilar bozadan izole edilen suslarin Gram-negatif
bakterilere karsi da etkili oldugunu belirtmistir [3, 41,
60]. Kabadjova ve ark. [41] tarafindan yapilan ¢alismada
bozadan izole edilen laktik asit bakterilerinin Listeria
innocua dahil gesitli Gram-pozitif bakterilere ve E. coli
gibi Gram-negatif bakteriler (izerinde antimikrobiyal
etkisinin  oldugu saptanmistir. Bu  bakterilerden
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Lactococcus lactis subsp. lactisin Urettigi antimikrobiyal
bilesik bakteriyosin olarak tanimlanmistir. Koral ve
Tuncer [61] tarafindan bozadan izole edilen L. lactis
subsp. lactis GYL32 susunun nisin Z Urettigi ve bu
susun gida glvenliginin arttilmasi amaci ile starter kultir
olarak kullanilabilecegi belirtiimistir. Ivanova ve ark. [55]
Bulgar bozasindan izole edilen L.lactis subsp. lactis
tarafindan Gretilen bakteriyosin B14* (0 tanimlamigtir. Bu
bakteriyosin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
gelisimini  engellemektedir. Tirk bozalarindan izole
edilen laktik asit bakterilerinin antibakteriyel aktivite
Ozelliklerinin incelendigi bir arastirmada L. lactis subsp.
lactis bakteriyosin Ureticisi olarak belirlenmistir [12, 60].
Kivan¢g ve ark. [45]'nin vyaptiklari calismada boza
Orneklerinden elde edilen izolatlarin gida kaynakh
bakteriyel patojenlere kars! inhibitdr etkisi arastiriimis ve
L. lactis subsp. lactis (2 izolat), Leuconostoc citreum (5
izolat), L. brevis (4 izolat), L. plantarum (24 izolat),
L.paraplantarum (1 izolat), L. graminis (4 izolat), L.
paracasei subsp. paracasei (3 izolat), Enterococcus
faecium (1 izolat), Pediococcus spp. (1 izolat)
antimikrobiyal aktiviteye sahip olarak tanimlanmistir.
Bozanin gesitli mikroorganizmalar Gzerine antimikrobiyal
etkisinin  incelendigi bir baska c¢alismada ise
antimikrobiyal etkinin toplam bakteri > E.coli > L.
monocytogenes >S. pneumonia >B.cereus oldudu
g6zlenmistir [62].

Laktik asit bakterileri, bakteriyosin Gretiminin yani sira
probiyotik olma &zellikleri ile de ilgi cekmektedir.
Geleneksel bozanin igerdidi bazi mikroorganizmalarin
probiyotik etkiye sahip olabilecedi ancak Uretimde belirli
bir starter kuoltdr kullaniimamasi ve kontrolstiz
fermantasyon prosesi nedeniyle bunun kesin olarak
nitelendiriimesinin - mimkin olmadigi belirtiimektedir
[63]. Boza Uretimi icin gelistirilecek starter kiltlrlerde
probiyotik ve antimikrobiyal 6zellik gdsteren suslar
segildiginde UrGnin fonksiyonel 6zelligi de artmis
olacaktir [10]. Todorov ve ark. [64] tarafindan yapilan
calismada bozadan izole edilen L. plantarum, L.
paracasei, L. rhamnosus ve L. pentosus'un probiyotik
Ozellikleri degerlendiriimis ve bozanin fonksiyonel gida
olarak deg@erlendirilebilecegi belirtilmigtir. Arslan ve ark.
[63]'nin cahismasinda ise, probiyotik 6zellidi tescilli
mikroorganizmalarin (Saccharomyces boulardii,
Lactobacillus acidophilus LA-5 ve Bifidobacterium
bifidum BB-12) starter Kkdltir olarak kullaniimasi ile
Uretilen bozanin 6zellikleri incelenmis ve kesin probiyotik
karakterde Uretilen Grin yardimiyla toplum saghginin
gelistiriimesine katkida bulunabilecegi belirtilmistir [63].
Bozanin laktik mikroflorasinin belirlendigi ve laktik
mikrofloranin emdilgatdr, stabilizatdr gibi &zelliklerinin
yani sira prebiyotik, antitimdor, antitlser etkileri de olan
ekzopolisakkaritleri olusturma kapasitesinin incelendigi
bir ¢alismada, Leuconostoc citreum, Lactobacillus
coprophilus ve Leuconostoc mesenteroides/dextranicum
ekzopolisakkaritleri en fazla miktarda Greten tiirler olarak
bildirilmistir [65]. Heperkan ve ark. [25] vyaptiklari
¢alismada Leuconostoc citreum (E55) ve Lactococus
lactis (A47)in en yiksek miktarda ekzopolisakkarit
Ureten suslar olarak belirlendigini rapor etmiglerdir.

Bozanin mikrobiyolojik  6zellikleri  Gzerine yapilan
¢alismalar arasinda bozada mikotoksin ve biyojen amin
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varligini inceleyen arastirmalar da mevcuttur. Uysal ve
ark. [23] tarafindan vyapilan g¢alismada bozada
Aspergillus fumigatus, Acremonium spp., Geotrichum
candidum, G. capitatum, Penicillum chrysogenum ve
Fusarium oxysporum izole edilmistir. Incelenen bes
boza dérneginin ikisinde okratoksin A saptanmistir [23].
Boza; mikrobiyal florasi, pH degeri, Gretimde kullanilan
hammaddeler ve kéti sanitasyon kosullarina bagl
olarak fermentasyon sliresince biyojen amin olusumu
icin uygun kosullara sahiptir [22, 66]. Yegin ve Uren
[22]in cahsmasinda Tirkiye'de cesitli Greticilerden
saglanan bozalarda 11 biyojen amin belirlenirken,
6rneklerin toplam biyojen amin igeriklerinin 25-69 mg/kg
arasinda degistigi; putresin, spermidin ve tiramin’ in tim
boza 6©rneklerinde bulundugu saptanmistir. 21 boza
Orneginde yapilan diger bir calismada ise &rneklerin
biyojen amin igeriginde genis bir c¢esitlilik saptanirken
toplam biyojen amin icerigi 1.67-101.14 mg/kg
araliginda belirlenmistir [66]. Boza tiketiminin saglikli
insanlarda  glvenilir  oldugu ancak  Ozellikle
monoaminooksidaz inhibitdéri ila¢g kullanan hastalarda
saglik problemine yol acabilecegi vurgulanmistir [22,
66].

BOZANIN MUHAFAZASI

Boza hem kis aylarinda hem de igerdigi laktik asitin
serinletici etkisiyle yaz aylarinda tiiketilen geleneksel
fermente bir icecegimizdir. Ancak ylksek sicaklikta
maya ve asetik asit bakterileri hizla ¢cogalarak bozanin
duyusal 6zelliklerinde degisime neden olmaktadir [7,
67]. Bozanin raf omri 15 gin kadar olup
fermantasyonun her asamasinda pH degeri 3.5'in altina
dlsitnceye kadar tUketilebilmektedir [10, 42]. Caputo ve
ark. [46] bozanin +4°C’de depolandiginda raf émrinin 1
ya da 2 hafta arasinda oldugunu, sonrasinda Urln
asitliginin  yUkselerek tuketilemez hale geldigini
belirtmiglerdir. Probiyotik starter kultlir kullanilarak
Uretilen bozanin raf émri ise +4°C’de 12 glin olarak
bildirilmigstir [63].

Kentel [68] tarafindan yapilan ¢alismada bozanin raf
Omriniin pastérizasyon, koruyucu madde kullanimi ve
sogukta muhafaza gibi ydntemlerle  uzatiimasi
amaglanmigtir. Koruyucu madde kullanimi ve sogukta
muhafaza denemelerinde hem yeterince fermente olan,
hem de yeterli oranda fermente edilmemis,
mikroorganizma yUki daha az olan boza kullaniimistir.
Pastorize edilen boza 6rneklerinin (70°C ve 80°C’de 10
dakika) icilebilir 6zelliklerini 1 aydan fazla koruyabildigi
belirtilmistir. Kimyasal koruyucu maddelerin (Na-benzoat
ve K-sorbat) maya gelismesini baskilamada daha etkili
oldugu, bu uygulamanin yeterince fermente edilmemis
bozada 6zellikle 4°C’deki muhafazada basarili oldugu
ve bozanin raf émrinin 12 giine kadar uzatilabildigi
belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada, sogukta bekletmenin
(4°C) yeterince fermente olmamis bozada fermente
olmus bozaya gére daha etkili oldugu ve bozanin 10 glin
muhafaza edilebildigi rapor edilmistir [68].

SONUC
Tahil bazli fermente GrUnlerimiz iginde dnemli bir yeri
olan boza Ustin besinsel &zelliklerinin  yanisira
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probiyotik, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri gibi
saglik Gzerine olumlu etkileri nedeni ile 6zellikle cocuklar
ve gengler olmak Uzere her yastan kisinin rahathkla
tiketebilecedi bir icecektir. Boza Uretimi, (lkemizde
evlerde ya da kuguk 6lgekli isletmelerde yapilmakta olup
endustriyel 0Oretimi heniz yayginlasmamistir. Bozada
proses kosullari standardize edilerek ve sertifikali bir
starter kiltir kullanilarak hem fizikokimyasal hem de

mikrobiyolojik kalite acisindan

standart bir Grln

Uretilmesi saglanmalidir. Dogal, katkisiz ve fonksiyonel
gidalara ilginin ve saglik konusunda kaygilarin arttig
glinimuizde yapilacak reklam ve tanitimlarla boza hak
ettigi konuma ulastiriimahdir.
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“Beyaz peynir’ Turkiye’de tlketilen salamurada olgunlastirilan peynir cesitleri arasinda ilk sirada yer almaktadir.
Beyaz peynirlere retim sirasinda teknoloji geredi peynirde yarar saglayan starter kiltir mikroorganizmalari ilave
edilmektedir. Starter kiltir mikroorganizmalarinin peynirde canliliklarini korumasi ve peynirin yapisal ve duyusal
Ozelliklerine katki saglamasi istenmektedir. Bu bakteriler peynirde proteoliz ve lipoliz reaksiyonlari sonucu Urettikleri
metabolitler ile tat ve aroma olusumunu saglamaktadirlar. Bakterilerin peynir icinde canliliklarini surdirebilmelerini
etkileyen faktérler; peynirin iginde bekletildigi salamuranin tuz konsantrasyonu, peynirin ve salamuranin asitligi,
peynirin kurumaddesi, salamuranin sicakligi vb.’dir. Beyaz peynir igin salamuranin optimum sartlarinin belirlenmesi
hem faydali mikroorganizmalarin canliliklarini sirdirmesi hem de insan saghgina faydalari agisindan énem
tasimaktadir. Bu ¢alismada beyaz peynir ve benzeri salamura peynirlerde salamura tuz konsantrasyonunun starter
bakterilere olan etkileri ile ilgili galismalar derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz peynir, Salamura, Starter kiltir, Laktik asit bakterisi

Effect of Different Salt Concentrations on Starter Culture Viability in White Cheese Brines
ABSTRACT

“Turkish white cheese” is the first among the cheese varieties that have been ripened in Turkey. Starter culture
microorganisms are added to white cheese during production because of their technological benefits. It is desired that
protecting viability of starter bacteria in cheese and bringing positively textural and sensory properties. These bacteria
are responsible for proteolysis and lipolysis reactions in cheese, resulting in metabolites and taste and aroma
formation. Factors affecting the viability of these microorganisms include concentrations of salt in brine solution,
acidities of cheese and brine solution, dry matter content of cheese, temperature of brine solution and etc.
Determination of the optimum conditions for white brine cheese as well as to maintain the viability of both beneficial
microorganisms is important in terms of the benefits to human health. In this study, studies on the effect of brine salt
concentration on starter culture bacteria in white cheese and similar brine cheeses were reviewed.

Keywords: White cheese, Brine, Starter culture, Lactic acid bacteria

GIRiS Turkiye istatistik Kurumu'nun verilerine gére tlkemizde

uretilen peynirlerin %60’InI “beyaz peynir”
Beyaz peynir, Feta, Teleme, Domiati peynirleri Tirkiye, olusturmaktadir. Beyaz peynir ile ayni 6zelliklere sahip
Yunanistan ve Orta Dogu’da yaygin olarak 0retilen, Feta peyniri’'nin 12 kg/kisibasi yil tiketim ortalamasiyla

salamurada depolanarak olgunlastirilan peynir tirleridir.
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tim dinyada en ¢ok tiketilen peynir tiri oldugu ifade
edilmektedir [1-4].

Tuzlama, beyaz peynir Uretiminde énemli proseslerden
biridir ve peynirin karakteristik Ozelliklerini
belirlemektedir. Tuz konsantrasyonu ve peynir kitlesine
dagilimi, peynir kalitesini ve tercih edilebilirligini
etkileyen énemli bir parametredir [5]. Salamuradaki tuz
peynir igin koruyuculuk saglamakta, tat ve aromayi
etkilemekte ve insan metabolizmasi igin gerekli Na*? un
saglanmasi agisindan énem tasimaktadir. Tuz, Grindeki
su aktivitesini kontrol ederek mikrobiyal gelismeye engel
olmasinin yani sira, sutin pH ve kalsiyumu ile birlikte
para-kazein hidrasyonu veya kiimelesmesini
saglayarak, kazeinin su baglama kapasitesini ve elde
edilen peynirin reolojik, tekstirel karakteristiklerini
etkilemektedir. Peynirin yapisinda bulunan tuz ile su

aktivitesi degerleri, starter kulltir bakterileri ve raf
Omrind  kisaltan mikroorganizmalar acgisindan son
derece ligkili ~ parametrelerdir.  Peynirdeki  tuz

konsantrasyonunun Grinin yapisi, pH degeri ve nem
miktarina uygun olmasi &énem tasimaktadir. Tuzun
gidada bulunan su igerisinde ¢éziinmesi ile birlikte su
aktivitesi dismekte ve mikroorganizma inhibisyonu
olusmaktadir. Tuz konsantrasyonu (x; g/kg) ve su
aktivitesi (aw) ile ilgili baglanti denklidi asagidaki sekilde
aciklanmistir:

aw = -0.0007x +1.0042

Denklemde korelasyon katsayisi  (r?)  0.997'dir.
Mikroorganizmalar, peynirin yapisinda bulunan su
icerisinde ¢6zlnen tuz oranina (% Tuz/Nem, %T/N) bagli
olarak gelisebilmekte veya gelismeleri dnlenebilmektedir
[6].

Gidalarda tuz miktarinin optimize edilmesi, gidalarda
fazla tuz kullaniminin tuketicilerin saghigini olumsuz
etkilemesine bagh olarak tuz miktarinin azaltiimasi ile
ilgili galigmalar da glinimizde devam etmektedir [7-10].
Tuz konsantrasyonunun azaltilmasinin  gidalarda
bozulmaya yol agan mikroorganizmalar (zerine olan
etkisinin arastirildigi bir modelleme calismasinda tuz
miktarinda yapilan %3’10k azalma ile
mikroorganizmalarin miktarinda kontrol gruplara gére
istatistiksel olarak 6nemli bir diusme g6zlenmedigi
belirtiimektedir. Ayni calismada irlanda Kalp-Damar
Saghgi Kurulugsunun agikladigi her yil 10000 kisinin kalp
damar saghg: hastaligindan 6lmekte oldugu ve
gidalardaki yiiksek tuz miktarinin disurilmesi gerektigi
ile ilgili aciklamalardan da bahsedilmektedir. Beyaz
peynirlerde genellikle kullanilan  salamuranin  tuz
konsantrasyonunun %10-12 g tuz/L oldugu distnulirse,
100 g peynir tlketen bir kisinin ginlik maksimum Ust
sinir olarak almasi gereken 5-6 g tuz miktarini almis
oldugunu ve bu duruma ¢6zim getiriimesinin saglik
yoninden énem tasidigina dikkat ¢ekilmektedir [11-12].

BEYAZ PEYNIR ve STARTER KULTURLER

Ticari starter kdiltirler 1970'den beri Turkiye'de
kullaniimaktadirlar. Peynirde starter kultir olarak en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalar Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc ve Streptococcus tirleridir.

309

Lactoccus, Streptococcus ve Lactobacillus suslar hizl
asit Uretimi, proteinlerin hidrolizi ve aroma maddelerinin
olusumunda sorumlu mikroorganizmalardir [13].

Tarkiye’de Uretilen “Beyaz Peynir” icin en yaygin
kullanilan starter kaltar mikroorganizmalarinin
asagidakiler oldugu belirtiimektedir [10, 14]:

Le. lactis subsp. cremoris+ Lc. lactis subsp. lactis+
Leu. cremoris

Enterococcus durans 41770+ Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus

Lc. lactis subsp.
plantarum

Lc. lactis subsp.
Lc. lactis subsp.
Lc. lactis subsp.
Lb. sake

Lc. lactis subsp.
plantarum

Lc. lactis subsp.
Lb. helveticus
Lc. lactis subsp. lactis + Lc. lactis subsp. cremoris +
Leu. mesenteroides subsp. cremoris

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus +

Str. thermophilus (1:1)

Lc. lactis subsp. lactis + Lc. lactis subsp. lactis
biovar. diaceytlactis + Lb. casei (1:1:1)

Lc. lactis subsp. lactis S1 + Lb. plantarum L8 + Ent.
durans C20

Lc. lactis subsp. lactis CH + Ent. durans CH + Ent.
faecalis CH + Lb. delbrueckii subsp. lactis CH

Lc. lactis subsp. cremoris + Lc. lactis subsp. lactis
(R707) + Lb. helveticus LH1002 + Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus

LB122

Lc. lactis subsp. cremoris + Lc. lactis subsp. lactis +
Lb. casei

Lc. lactis subsp. lactis + Lc. lactis subsp. cremoris +
Bif. bifidum BB12 + Lb. acidophilus LA5

cremoris + Lb. casei + Lb.
cremoris + Lc. lactis subsp. lactis
lactis + Lb. casei

lactis + Lc. lactis subsp. cremoris +

lactis + Lb. caseive/veya Lb.

lactis + Lc. lactis subsp. cremoris +

BENZERI
KULTUR

TUZUN, BEYAZ PEYNIR
PEYNIRLERDEKI STARTER
BAKTERILERINE ETKILERI

ve

Tuz, peynirde starter ve starter olmayan bakteriler
Uzerine olan etkisi nedeniyle peynirde asit gelisimini ve
olgunlasmayr  etkilemektedir. Tuzun laktik asit
bakterilerinin  faaliyetlerini  engelleyici etki yaptig
arastirmalarda belirtiimektedir. Starter Kkdltlrlerin  tuz
toleransi tlrlerine ve alt tirlerine gére degismektedir.
Peynirde laktik asit bakterilerinin  ylksek tuz
konsantrasyonunda daha hizli azaldigi belirlenmistir [15-
16].

Velazquez-Varela ve ark. [17], Bakirci ve ark. [8]'nin
calismalarinda da peynir kalitesini etkileyen en énemli
faktérlerden birinin peynire tuz gegisi ve meydana
getirdigi etkiler oldugu bildiriimektedir. Feta peynirlerinin
olgunlastinimasi asamasinda depolamada salamuradaki
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tuz miktarinin genellikle 5-7 g/100 g oldudu, bununla
birlikte 10-14 g/100 g tuz oraninin salamuradaki
laktobasillerin ve mayalarin gelisimi igin uygunluk
sagladigi belirtiimektedir. Tuz orani peynirdeki ikincil
mikroflorayi da etkileyen dnemli bir faktérdur.

Starter kiltiir bakterileri igerisinde Lactobacillus tirlerinin
tuza (>%6 tuz/nem) en direncli mikroorganizmalar
olduklari, daha sonra <%3 tuz/nem’e olan direng ile Str.
thermophilus’ un geldigi ifade edilmektedir. Lactococcus
turleri %4.5-5 tuz/nem degerlerine toleransli olup,
glinimizde peynir endUstrisinde starter olarak
Lactococcus spp.’lerin tuza daha direngli olan soylarinin
tercih edildigi bildiriimektedir [18]. Yapilan ¢alismalarda
Lactococcus spp. suslarinin gelisiminin ortamdaki disik
NaCl konsantrasyonlarinda tesvik edilirken, >%5
tuz/nem konsantrasyonlarinda suslar (zerine gugla
inhibisiyon etkiler gdzlendigi, bu durumun
mikroorganizma turlerine gére de degisebildigi, 6rnegdin;
Lc. lactis subsp. lactis suslari %4 tuz/nem
konsantrasyonunda gelisirken, Lc. lactis subsp.
cremoris’ in %2 tuz/nem konsantrasyonunda gelismekte
olup daha yiksek tuz/nem Kkonsantrasyonlarinda
gelisemedigi bildirilmektedir [19]. Rantsiou ve ark.
[20Inin  calismasinda Feta peynirlerinde baskin
mikrofloranin Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. coryniformis,
Lb. fermentum oldugu, peynirlere Uretimde ilave edilen
mezofilik ve termofilik starter kaltlrlerin distik pH ve
yiksek tuz konsantrasyonu ylOzinden etkilenerek
canhhklarini vyitirdikleri belirtiimektedir. Salamuralarda
NaCl yerine KCI kullanilmasinin laktik asit bakterilerine
etkilerinin  arastirldigi  Ayyash ve ark. [21]nin
calismasinda NaCl ve KCI ile farkli oranlarda (3NaCl:
1KCI, 1NaCl:1KCl veya 1NaCl:3KCl) hazirlanan ve %18
NaCl oraninda salamurada bekletilen  Hellim
peynirlerinde laktik asit bakteri sayilari arasinda énemli
bir farkliiga rastlaniimadigi belirtiimektedir.

Teleme peyniri Uretimi sirasinda Lactoccus spp. distk
pH ve yiiksek tuza bagli olarak peynirde sadece 5 glin
canli kalabilmektedirler. Feta peynirinde “yogurt starter

kaltard” “(Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus + Str.
thermophilus (1:1)” kullaniimasi durumunda
olgunlagmanin erken bir asamasinda
mikroorganizmalarin canhhklarini yitirdikleri

g6zlenmektedir. Bu nedenle starter kalturlerin canhihgini
korumasi ve peynirde asitligin  gelisebilmesinin
salamuranin  tuz konsantrasyonuna bagh oldugu
belirtiimektedir. Starter mikroorganizmalarin kaybolmasi
peynirde istenmeyen mikrofloranin gelisimine ve
olgunlagsmanin kontrol edilememesine neden
olmaktadir. Eski salamuralarda toplam canh sayisi ve
toplam laktik asit bakteri sayilarinin 108-10% kob/mL
oldugu ifade edilmektedir. Lb. paracasei subsp.
paracasei hlcre digina salgiladigl peptidaz ve esteraz
aktiviteleri ile Feta peynirinin karakteristik hafif acimsi
aromasini olusturmaktadirlar [22]. Peynir
salamuralarinda tuza direngli olarak canhhgini strdiren
laktik asit bakterileri ve mayalarin peynirin dis yiizeyinde
bir biyofilm tabakasi olusumu ile peynirin ekosistemi
icerisinde gelismelerini sirdlrerek tat ve aromaya katki
sagladiklari belirtiimektedir, bu nedenle son yillarda eski
peynir salamuralarin yeni salamuralara ilave edilerek
kullaniimalari da yayginlasmaktadir [23].
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Salamuradaki tuz oraninin Beyaz peynir salamurasinda
sinme gibi en 6nemli kalite kusurlarina yol agan Lb.
plantarum ve/veya Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum
var. viscosum, Lb. pseudoplantarum tirlerinin
canlihginin  engellenmesi agisindan &énemli oldugu
belirtiimektedir. Bu kusurun engellenmesi igin salamura
tuz konsantrasyonunun 8g /100 g'dan yiksek, pH
degerinin < 4.5 olmasi gerektidi belirtimektedir. Starter
kdltdr  olarak  yogurt  bakterilerinin  kullaniimasi
durumunda 12 g/100 g’in altindaki tuz
konsantrasyonlarinda ve pH degerinin 4.5'un (zerinde
oldugu durumlarda mikroorganizmalarin
ekzopolisakkarit (retimine bagli peynirde siinme
kusurunun meydana gelebilecegi ifade edilmektedir.
Benzer sekilde disik tuz orani ve yetersiz asitlik
gelisimine bagl olarak Lb. brevis, Lb. fermentum ve
Leu. mesenteroides subsp. dextranum peynirde
laktozdan gaz olusturarak erken sisme kusuruna yol
acabilmektedirler [22].

Peynirlerde  biyojen amin olusumunun da tuz
konsantrasyonu ile iligkili oldugu, starter olmayan ve
peynir florasinda bulunan laktobasillerin biyojen amin
olusumunda etkili olduklari tespit edilmigtir. iran tipi
Beyaz Peynirlerle ilgili yapilan bir optimizasyon
g¢alismasinda, biyojen amin olusumunun engellenmesi
icin en uygun kosullarin %13 (w/v) tuz iceren
salamurada 9-14°C’de 43-65 gln slre ile depolama
oldugu tespit edilmistir [24].

Beyaz peynirde bulunan mikrofolora peynir Kkalitesi
yoniinden biylk énem tasimaktadir. Durlu-Ozkaya ve
ark. [25]'nin galismalarinda piyasadan satin alinan
beyaz peynirlerden izole edilen en yaygin tirlerin Lc.
paracasei, Lc. plantarum, Lc. lactis, Ent. faecium, Ent.
durans ve Ent. hirae oldugu, turlerin cogunda proteolitik,
lipolitik aktivite ve ylUksek oranda asitlendirici etki
belirtiimektedir. Benzer sekilde Manolopoulou ve ark.
[26]'nin galismalarinda da kegi ve koyun sitlerinden
retilmis Feta peynirlerinde ortama hakim mikrofloranin
termofilik kok, laktobasiller, mezofilik laktokoklar, Str.
thermophilus, Lb. delbrueckii ve Ent. faecium oldugu
ifade edilmektedir. Ginimize dek yapilan ¢alismalarda
Beyaz Peynir Uretiminde, Lc. lactis subsp. lactis, Lc.
lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, Str. thermophilus, Lb. sake, Lb. casei, Lb.
plantarum, Lb. helveticus bakterilerinden olusan
termofilik ve/veya mezofilik starter kaltdr
kombinasyonlarinin kullanildigi belirtimektedir. Ancak,
s6z konusu bakterilerin tuza direnclerinin diisik olmasi,
alternatiflerinin aranmasini  zorunlu kilmaktadir [5].
Sarantinopoulous ve ark. [27], Feta peynirinde Lc. lactis
ve Lb. bulgaricus kultir kombinasyonunun 1:3 oraninda
kullaniimasinin aromayi arttirdigini, Panagou ve ark.
[28]'1 Lb. plantarum, Ent. faecium ve Ent. durans’ in tuza
olan direngliliklerinden 6tlr( tat ve aroma olusumu igin
bir yan kultlr olarak kullaniimalarinin uygun olacagini
ifade etmektedirler. Ayrica, Balkan ve Feta peynirlerinin
dogal florasinda bulunan Lb. plantarum’ un peynirde
bulunmasinin Urine probiyotik 6zellikler kazandiracagi
da belirtiimektedir [29].

Kayagil ve Candan [13]'nin yaptiklari calismada farkli
kiltGrler ile Uretilen beyaz peynirlerde %15’lik
salamurada +4°C’de depolamanin 2, 15 ve 30. glnler
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icin toplam canli laktik asit bakteri sayilari Lc. lactis
subsp. lactis + Lc. lactis subsp. cremoris igin sirasiyla
5.2x10'°, 2.7x108, 9.9x10” kob/g olarak degisirken, Lc.
lactis subsp. lactis+ Lb. paracasei igin sirasiyla 1.8x107,
4.5x107, 9x10° kob/g, peynirlerde en fazla bulunan Lc.
lactis subsp. lactis + Lb. brevis + Lb. paracaseinin
depolama boyunca sayilarinin 5.4x10°, 3.2x108, 1.1x107
kob/g oldugu ifade edilmektedir.

Litopoulou-Tzanetaki ve Tzanetakis [30]'in calismasinda
4 glnlik taze Feta peynirinde baskin floranin
Leuconostoc spp., Lc. lactis ve Lb. plantarum oldugu,
daha sonraki depolama sirecinde Lb. brevis, Lb.
paracasei subsp. paracasei, Lb. paraplantarum ve Lb.
pentosus bakterilerinin de daha siklikla bulundugu
belirtiimektedir.

Kilig ve ark. [31]'nin calismasinda ticari L. fermentum
AB5-18, AK4-120 ve L. plantarum AB16-65, AC18-82
ilavesiyle (1 mL/100 mL) drettikleri probiyotik &zellikte
Beyaz peynirler 13 g/100 g NaCl iceren salamurada
4°C’ de 120 glin boyunca depolanmisglardir. Baglangicta
peynirlerde bulunan laktik asit bakteri sayilar 2.7x10°
kob/g’dan 120 glin sonunda 7.42x107 kob/g'a
azalmislardir.

Yapilan bir arastirmada yeni Uretilmis Feta peynirlerinde
ilk bes glinde daha ylksek oranda laktokoklarin
bulundugu gdézlenmistir. Feta peynirlerinde 90 gin
depolamanin ardindan izolatlarin %81’i
heterofermantatif fakultatif laktik asit bakterileri, %13.5
obligat heterofermantatif olarak tespit edilmistir. Baskin
florada Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. brevis, Lb.
hilgardii  nin ardindan Lb. plantarum gelmektedir.
Domiati peynirlerinde ise diisik pH degerleri ve yiksek
tuza bagh olarak Lc. lactis subsp. lactis'in 30 gin
icerisinde azalma gbsterdidi, ayrica Lb. casei, Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. fermenti ve Lb. lactis'in bu
peynirde en ¢ok bulunan tirler oldugu, olgunlastiriimis
Hellim peynirinde ise Lb. plantarum, Lb. brevis ve Lb.
pentosus ayrica yeni bir tlr olarak Lb. cypricasei
bulundugu bildiriimektedir [32].

Buriti ve ark. [33]nin calismalarina benzer sekilde
Souza ve Saad [34] teleme tuzlama yapilan Minas taze
peynirinde Lactobacilllus acidophilus ve Streptococcus
thermophilus’'un canhihgimni depolama  boyunca
arastirmis, Lb. acidophilus'un depolama boyunca 6 log
birimin Gzerinde kaldigini, Str. thermophilus igeren
peynirlerde ise asitlik ve proteolizin daha yilksek
oldugunu tespit etmislerdir.

Ozer ve ark. [35] calismalarinda drettikleri Tirk tipi
beyaz peynir Uretiminde starter kiltlr olarak Lc. lactis
subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lb. acidophilus
LA5, B. bifidum BB12 kullanmiglardir. Peynirler 7x7x7
cm?® boyutlarinda kesilerek %12 (w/v)’lik salamurada
+4°C’de 90 giin bekletiimislerdir. Mikroenkapsilasyon
teknigi uygulanarak ilave edilen kiltlrlerin peynirde
uzun sire canh kaldiklari gdzlenmistir.

Sheehan ve ark. [36] Str. thermophilus, Lb. helveticus
ve yan kiltir olarak Propionibacterium freundenrichii
kullanarak Urettikleri peynirleri %23 tuz
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konsantrasyonunda depolamis ve Str. thermophilus'un
sayisinin 35 gine dek hizla azaldigini gdzlemiglerdir.
Lb. helveticus ise 154. gine dek azalma gdstermistir.
Ayrica  kuru ve salamura tuzlamanin  etkisi
incelendiginde kuru tuzlamanin bakterilere dogrudan
etki yaptigr icin laktik asit bakterilerinde ¢ok hizli
azalmalarin meydana geldigi ifade edilmektedir.

Tarakgl ve Tunctlrk’din [37] calismalarinda Lc. /actis, Lc.
cremoris’in yani sira Str. thermophilus, Lb. bulgaricus ve
ayrica Lc. lactis, Lc. cremoris ve Lb. helveticus'un
birlikte kullanildigr kaltirler ile Uretilmis Beyaz peynirler
%14 tuz konsantrasyonundaki salamurada 90 gin
boyunca 7°C'de bekletimis ve beyaz peynirlerin
Ozellikleri incelenmistir. Yapilan arastirma sonucu Beyaz
Peynir Gretiminde her zaman kullanilan starter kiltirlerin
yani sira ilave kOltir kullaniimasinin  peynirde
olgunlasmayi hizlandirdigdi, tat ve aroma gelisimine katki
sagladigi, laktik asit bakterilerine bagh olarak meydana
gelen olumlu 6zellikler ile depolama maliyetlerinin de
disdrilebilecedgi sonuglar ortaya cikmistir. Diger bir
benzer galismada da Hayaloglu [38] farkli starter kiltir
kombinasyonlar kullaniimasiyla Uretilen beyaz peynirleri
%14 tuz (w/v) konsantrasyonlarindaki salamurada
bekletmesinin ardindan 90 glin boyunca 6-8°C'de
depolamis, laktik asit bakterilerinin  olusturdugu
biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda peynirlerin daha
ylksek duyusal puanlar aldigini tespit etmislerdir.

McMahon ve ark. [2]'nin calismasinda Uretilen Feta
peynirleri icin salamuralarin tuz konsantrasyonlari %6.5,
8 ve 9.5 olarak hazirlanmistir. Peynirlerdeki tuz/nem
(T/N) orani > 5.0 g/100 g yUkseldikge laktokok starter
klltdrlerinin azaldidi, sadece tuza direncli olan starter
olmayan laktik asit bakterilerinin  canhhklarini
koruyabildikleri gdzlenmistir. Salamurada %6.5 gibi
dislk tuz konsantrasyonu ve 4.6 g/100 g T/N orani ile
22°C’de depolanan peynirlerde laktik asit bakterilerinin
inhibisyonunun azaldigi ifade edilmektedir.

McMahon ve ark. [39] nin ¢alismasinda tuzlama déncesi
Cheddar peynirindeki laktokok mikroorganizma sayisi
6x108 kob/g iken yliksek 6lglide yapilan tuzlamadan (16-
20 g/kg) 1 gin sonra sayinin 8x107 kob/g diizeyine
azaldigi daha az tuzlama (6.8 g/kg) yapilan peynirlerde
ise 4x108 kob/g oldugu gozlenmistir. Tuzun starter
laktokoklarin  metabolik fonksiyonlarini baskiladiklari
belirtiimektedir. Starter olarak kullanilan Lc. lactis subsp.
cremoris, T/N orani 5.25 oldugunda engellenirken, Lc.
lactis subsp. lactis’in engellenmesinde daha ylUksek tuz
konsantrasyonlarinin  gerektigi  ifade  edilmektedir.
Ortamdaki Na** iyonlarinin %25 azalmasi durumunda
starter olmayan laktik asit bakterilerinin propiyonik asit
sentezini arttirdigi ve depolama sirasinda laktokok
sayisini gegtikleri gézlenmistir.

Le. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris
kullanilmasi ile Uretilen Domiati peynirlerinde %3 tuz
(w/v) konsantrasyonunda depolanmanin ardindan
biyokoruyuculuk etkisi meydana geldidi ve (rlnde
sentezlenen folat miktarinin arttigr gézlenmistir [40].

Sheehan ve ark. [41] %23 tuz konsantrasyonunda 24
saat bekletilerek urettikleri yari-sert tip peynirlerde Str.
thermophilusun 9°C’de depolama sirasinda 56 giin
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sonra %70-90 oraninda canhhgini kaybettigini, Lb.
helveticus'un ise 56 ginde %99 oraninda azaldigini
ifade etmiglerdir.

Peynirlerde kullanilan kultdrlerin tuza olan direngleri
incelendiginde kullanilan kaltarler arasinda
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus,
Lb.delbrueckii subsp. lactis gibi laktik asit bakterileri
Lactococcus tirlerine gére salamuradaki tuz miktarina
daha az tolerans gdstermektedirler [42]. Onemli starter

kilthrlerden biri olan Lb. plantarum halofilik bir
mikroorganizma olmamasina ragmen %20 tuz
konsantrasyonunun  (zerindeki salamurada canli

kalabilmektedir. Bu mikroorganizmadan elde edilen %25
tuza direngli Lp_3562 isimli lipaz enziminin gidalarda
kullanimi ile ilgili galigmalar stirdiriimektedir [43].

Bintsis ve Robinson [44]'un yaptiklar ¢alismada “Feta”
peynirinde kullanilan mezofilik starter kultlrlerin %6-8
gibi tuz konsantrasyonlarina dayaniksiz olduklari ve
peynirde canli kalamadiklari belirtiimektedir. Feta
peynirlerini %6 tuz konsantrasyonundaki salamurada 60
glin boyunca bekletmis, ayrica salamuraya Lb.
paracasei ve Debaroymyces hansenii maya kiltir( ilave
etmiglerdir. Arastirmacilar bu peynirlerde alkol, ester ve
aldehitler gibi tipik Feta peyniri aromasini olusturan
bilesiklerin daha ylUksek oranda sentezlendigini tespit
etmislerdir.

Asteri ve ark. [45]'nin caligmasinda kegi sitlinden
yumusak peynir Uretilerek, 5°C’de 30 giinlik depolama
boyunca 06zellikleri incelenmistir. Calismada Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Str. thermopbhilus, Lb.
paracasei, Enterococcus faecalis kiltUrleri kullaniimistir.
Lb. delbrueckii yiksek oranda asit Greten ayni zamanda
proteolitik 0Ozellikte, Str. thermophilus asitlestirici ve
peptidolitik aktiviteye sahip, Lb. paracasei 6nemli
dlizeyde peptidolitik aktiviteye sahip, E. faecalis ise
lipolitik aktiviteye sahip mikroorganizmalardir. Peynir
telemeleri %1 (w/w) olacak sekilde kuru tuzlanmistir.
Galismada termofilik laktobasillerin sayilarinin 30 gin
sonunda 9.26 log kob/g'dan 8.96 log kob/g’a, mezofilik
laktobasillerin sayilarinin ise 9.26 log kob/g’dan 9.03 log
kob/g'a azaldigi, peynirlerin duyusal &zelliklerinin de
yumusak beyaz peynire benzetilerek ylksek puanlar
aldigi belirtiimektedir.

SONUG

Genel olarak salamurada olgunlastirilan peynir tlrleri ve
Ulkemizde en c¢ok tiketilen peynirlerden beyaz peynire
Uretim sirasinda ilave edilen veya peynirin ikincil
florasinda yer alan faydali mikroorganizmalarinin
canhhgmn sirdirebilmesi salamura tuz konsantrasyonu
ile oldukga ilgilidir. Salamuranin tuz konsantrasyonunun
optimize edilmesi ile hem tiketicilerin saghgr korunmus,
hem de peynirlerin yapisal, mikrobiyal kaliteleri ve
bozulmaya yol agan mikroorganizmalarin engellenmesi
sonucu Uranin raf émrl arttirlmis olacaktir. Gig veya
pastérize sltten Uretilmis peynirlerden Lactobacillus,

Lactococcus, Micrococcus, Pediococcus ve
Enterococcus’lerin  izolasyonu ile  yeni  starter
kombinasyonlarinin secilmesinde tuza olan
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direncgliliklerine bakilarak salamura hazirlanmasinin
6nem tasidigi distnilmektedir.
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Bu derlemede, gida sanayisinde islenen badem, ceviz, kakao, kahve, susam, antepfistigi, yer fistigi, kabak g¢ekirdegi,
kaju, findik, keten tohumu ve kolza gibi yagl tohumlarin yan Grin olarak agiga ¢ikan kabuklarinin kimyasal bilesenleri,
antioksidan aktiviteleri, fenolik bilesenleri, diyet lifi gibi biyoaktif bilesenleri Gzerinde yapilmis cesitli calismalara yer
verilmistir. Son yillarda gidalara fonksiyonel 6zellik kazandirabilecek hammaddeler lzerinde arastirmalar énem
kazanmistir. Yagh tohum kabuklarinin gida artigi olmasi nedeniyle ucuz hammadde olarak temin edilebilmesi
fonksiyonel gida sanayisinin de ilgisini gekmektedir. Yagl tohum kabuklarinin besin degerleri ve biyoaktif icerikleri
konusunda elde edilmis verilerin fonksiyonel gida Ureticileri i¢in kaynak olusturmasina yardimci olmak bu derlemenin
amacini olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yagli tohum kabuklari, Kimyasal bilesenleri, Diyet lifi, Antioksidan aktivite, Fenolik bilesenler

Bioactive Component Potential of Oilseed Hulls and their Use in Food Products
ABSTRACT

In this review, chemical components, antioxidant activity, phenolic constituents and dietary fiber contents of hulls of
oilseeds such as almond, walnut, cocoa, coffee, sesame, pistachio, peanut, pumpkin, cashew, hazelnut, flaxseed and
rapeseed as by-products of food industry were discussed. In recent years, research on the raw materials that can
provide food functional properties has gained importance. The fact that oilseed shells can be supplied as cheap raw
materials attracts the attention of functional food industry. The purpose of this review is to provide a source on
nutritional value and bioactive compounds of hulls of oilseeds to functional food producers.

Keywords: Hulls of oilseeds, Chemical compounds, Dietary fiber, Antioxidant activity, Phenolic compounds

GIRIS artigi olustugu ve bunlarin en bol bulunan, ucuz ve

yenilenebilir kaynaklar oldugu ifade edilmigtir [1].
Yagl tohum denildiginde badem, ceviz, kakao, kahve, 2007/2008 hasat doneminde dinyada yagh tohum
susam, antepfistigl, yer fistigi, kabak cekirdegdi, kaju, Uretimi yaklasik 388 milyon ton iken protein kaynagi
findik, keten ve kolza gibi tohumlar akla gelmektedir. olarak kullanilan yagh tohum kispesi Uretimi de 229
Yagh tohumlar, bitkisel GUriinler icinde ayri bir éneme milyon ton civarinda gergeklesmistir [2]. Tim Kuruyemis
sahiptir ve gida sanayisinde islenmeleri sirasinda agiga Sanayicileri ve Is Adamlari Dernegi'nin Kuruyemis
¢ctkan yan Urdnlerinin - degerlendiriimesine  yonelik Sektéri ve Mevcut Durum Analizi Raporu’'nda (2014)
arastirmalar son zamanlarda hiz kazanmistir. Diinyada Ulkemizde kuruyemis sekt6érinin Uretim kapasitesinin
gida sanayisinde her yil milyarlarca ton tarimsal Urlin yaklasik 3 milyon ton, 2013 vyl toplam i¢c pazar
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blydkliginin 6.8 milyar TL oldugu belirtilmistir.
Kuruyemislerin i¢ pazar buyUklikleri yer fistigi icin 90
bin ton, findik igin 65 bin ton, antepfistidi igin 45 bin ton,
ceviz i¢in 45 bin ton, badem i¢in 35 bin ton, kabak
¢ekirdegi icin 25 bin ton, kaju i¢in 10 bin ton civarinda
hesaplanmistir [3]. Yagh tohumlar i¢inde yer alan soya
fasulyesinin islenmesi sirasinda soya fasulyesinin
kitlece yaklasik %8’i kabuk kismi olarak agida ¢ikmakta
ve ginimuizde bu yan Urlindn bir kismi hayvan yemi
Uretiminde kullaniimakta fakat buylik miktari atiimaktadir
[4]. Elleuch ve ark. [5], susamin helvaya islenmeden
Once kabuk ayirma isleminden gegirildigi sirada susam
kabuklarinin yan @rin olarak ortaya c¢iktigini ve bu
¢iktinin atilmakta oldugunu ya da hayvan yemi olarak
kullaniimakta oldugunu belirtmislerdir. Mandalari ve ark.
[6] bademin endistriyel boyutta islenmesi sirasinda
aciga cikan badem kabugunun, toplam kabuklu badem
agirhginin - %4-8 ini olusturdugunu vurgulamiglardir.
Literatlirdeki baska bir arastirmada da kakao ¢ekirdegi
isleyen fabrikalarin yan Griinl olarak agida ¢ikan kakao
cekirdegi kabugunun cekirdeklerin kavrulma islemi
sonrasinda ag¢iga ciktigi ve miktarinin yuksek oldugu,
her yil tonlarca kakao kabugunun atildigi ifade edilmistir.
Kakao kabuklarinin glbre, paketleme materyali,
teobromin ve kafein Uretiminde ikincil kaynak olarak
kullaniminin ~ yaygin  oldugu belirtilmistir.  Kakao
kabuklarinin yiiksek konsantrasyonda c¢oézindr lif ve
fenolik bilesen igerdigi ve bu gigli kanitlardan dolayi
kakao kabugunun yararli ve kazan¢h bir yan 0rin
olabileceg@i 6ng6rilmustar [7,8]. Yagh tohumlar ve yan
Urinlerinin saglik agisindan etkileriyle ilgili arastirmalar
yagh tohum kabuklarinin insan saghigi ve beslenmesi
acisindan olumlu katkilarinin olabilecegini
gOstermektedir. Yapilan cgalismalarda, kuruyemis gibi
yagh tohumlar ve bunlarin kabuk kisimlarinin
fitokimyasallarca zengin kaynaklar oldugu, antioksidan
aktiviteleri, anti-karsirojenik, antimutajenik etkileri ve
anti-proliferatif potansiyelleri bakimindan birden fazla
fonksiyonel 6zellige sahip olduklari, bu fitokimyasallarin
ve fenoliklerin zararli etkilere sahip olan serbest
radikallere karsi koruyucu oldugu dolayisiyla belirli
kanser tipleri, felg, osteoporoz gibi riskleri azalttigi, ayni
zamanda LDL kolesterol dlzeyini azaltirken HDL
kolesterol seviyesini de arttigi rapor edilmistir [9, 10, 11].
Badem, findik, yer fisti§i, ceviz gibi kuruyemis ile
yapilmis ¢esitli calismalar bunlarin biyoaktif bilesenlerce
zengin oldugunu ve dogal katki maddesi potansiyellerini
ortaya koymustur [1].

YAGLI TOHUM KABUKLARININ BILESiMI

Literatlirdeki yagh tohum kabuklarinin protein, yag,
mineral gibi temel besin degerleri ve kalite 6zellikleri
incelendiginde susam kabugunun protein (%10.2), yag
(%12.2), kil (%23.4) miktarlari yani sira yag asitleri
kompozisyonu belirlenirken en fazla igerdigi yag
asitlerinin oleik (%43), linoleik (%35), palmitik (%11),
stearik (%7) asit oldugu bu asitlerin toplam yag
asitlerinin - %96’sin1  olusturdugunu tespit edilmistir.
Susam kabugunun mineral agisindan kalsiyumu (%10,5)
en ylksek oranda igerdidi ve bu sirayl potasyum,
magnezyum ve fosforun takip ettigi bildiriimektedir [12].
Soya kabuklarinin ham yag (34.4 g / kg), kil (49.9 g /
kg), ham lif 346.1 (g / kg) ve toplam azot (25.3 g/kg)
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miktarlari saptanmistir [4]. Tyug ve ark. [13] da soya
kabuklarinda kil (%4.21), nem (%9.95), karbonhidrat
(%11.5), protein (%4.72), yad (%1.69) miktarlarini
belirlemiglerdir. Yer fistigi kabugunda ham protein,
hemiselliloz miktarlari arastirildiginda ise sonuglar
siraslyla %8.62, %15.4 olarak elde edilmigtir [14].
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada findik kabugunun yag
(%14.5), protein (%8.2), kil (%1.7) miktarlari yag asitleri
kompozisyonu arastirilarak palmitik asit (%6.8), stearik
asit (%1.2), oleik asit (%75.2), linoleik asit (%16.2)
degerleri belirlenmigtir [15]. Findik Gzerine yapilan diger
bir galismada ise findik kabugunun organik madde (%
97.76), ham protein (%9.47), ham selllloz (%13.92)
miktarlar saptanmistir [16]. Arlorio ve ark. [7] kakao
¢ekirdegi kabugunda yag (68.1 g/kg), protein (181.2
g/kg), kdl (81 gkg ), lif (606 g/kg) miktarlarini
belirlemiglerdir. Bagska bir ¢alismada kakao cekirdegi
kabugunun 15.82 g/100 g protein, 7.05 g/100 g kil, 2.04
g/100 g yag, 20.49 ¢/100 g karbonhidrat igerdigini
belirtmislerdir [17]. Literatlirdeki bir calismada kahve
cekirdegi zarinda da protein (%18.6), yag (%2.2),
karbonhidrat (%62.1), indirgen seker (%0.21), nem
(%7.3), kil (%7) degerleri belirlenmigstir [18].

Yagli Tohum Kabuklarinin Diyet Lif icerikleri

Lif tayininde kullanilan gesitli metotlarin lignin, nisasta
icermeyen polisakkaritler, direncli nisasta, inulin,
oligosakkaritler, polidekstroz, direngli maltodekstrinler,
kitin - kitosan, kondrotid sllfat ve karbonhidrat olmayan
bilesenlerin bazilarini ya da bir kismini icerdigi
belirtilmistir [19]. Cesitli yagli tohumlarda toplam diyet lif
miktarlar susam kabudunda %42, soya fasulyesi
kabugunda %66, kakao kabugunda %60.6, kahve
kabugunda %62.4, sicak su ile islem gérmis badem
kabuklarinda %45, findik ici kabugunda %58.3 olarak
tayin edilmistir [5-7, 18, 20, 21]. Sicak su ile islem
gérmis badem kabuklarinda c¢dzinebilir diyet lifin
sadece %3-4 oraninda oldugu geri kalanini ¢éziinmeyen
diyet lifinin olusturdugu ifade edilmistir [6]. Findik igi
kabugunun ¢6zinir diyet lifi %3.33 iken ¢dzlinemeyen
diyet lifi %52.7 degerlerinde belirlenmistir [21]. Soya
kabugunda yapilan diger bir galismada toplam diyet lif
miktari %74.41 olarak bulunmustur [13]. Ozdemir ve ark.
[15] findigin kavrulma islemi sirasinda ortaya g¢ikan
findik i¢ kabugunun kahverengi fonksiyonel katki
maddesi olarak degerlendiriime potansiyelini
arastirmiglar ve findik kabugunun toplam diyet Iif
(%67.7), ¢dzinur diyet lif (%10), ¢dzlinemeyen diyet lif
(%57.7) miktarlarini saptamiglardir. Diyet lifinin gidanin
dokusu Uzerine etkisi ile ilgili yapilmis bir ¢calismada ise
gidalarda sinerezisin engellenmesinde, yiksek oranli
yag ve emdlsiyon igeren gidanin yapisinin degismeden
kalmasinda, dokunun iyilestiriimesinde, gelistirilen gida

formllasyonun su ve vyag tutma kapasitesinin
artirlmasinda, viskozite gibi reolojik 6zelliklerinin
geligtiriimesinde  fonksiyonel  bir  bilesen olarak

kullanilabilecegdi belirtiimektedir [22].

Yagh Tohum Kabuklarinin Fenolik Bilesenleri ve
Antioksidan Aktiviteleri

Yagh tohum kabuklarinin icerdikleri fenolik bilesikler ve
bu bilesenlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ile
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gida sanayisi yan Urin0 olarak ortaya c¢ikan bu
hammaddelerin  gida  formilasyonlarinda  dogal
antioksidan olarak kullanimlari  mimkin olacaktir.
Contini ve ark. [23] oda sicakliginda aseton, etanol ve
metanol ¢bzlcllerinde uzun slre (20 saat, kapal kap,
karanlik) maserasyon islemi uyguladiktan sonra
kavrulmus findik i¢ kabuklarinin toplam fenolik bilesen,
toplam tannin ve antioksidan aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Ekstraktlarin toplam fenolik bilesen
konsantrasyonlari ¢bzgene bagli olarak
degerlendirildiginde en  yiksek degerin  etanol
ekstraktina (502.3 mg gallik asit (GA)/g), ait oldugu
bulunmustur. Ayni arastirmada, toplam tannin miktarinin
etanol ekstraktinda 357.8 mg tannik asit/g oldugu
belirlenmistir. Calismada kavrulmus findik kabugu
ekstraktinin antioksidan aktivitesinin BHA, BHT, Troloks
ve a-tokoferol esdegerindeki standart antioksidanlara
yakin ya da daha ylksek degerde oldugu bulunmustur.
Findik ici kabugunun biyoaktif bilegenlerinin arastinldigi
baska bir calismada toplam fenolik bilesenler 664 mg
katesin/g ekstrakt ve DPPH (ECso) cinsinden antioksidan
aktivitesi 4.34 ug ekstrakt/ml olarak belirlenirken, gallik
asit (6.21 mg/100 g), prosiyanidin B2 (31.5 mg/100 g),
p-hidroksilbenzoik (33.7 mg/100 g), katesin (250 mg/100
0), epikatesin ( 34.2 mg/100 g), kuarsetin (85.9 mg/100
g), kaempferol (35.6 mg/100 g) gibi baslica fenolik
bilesenler de tayin edilmigtir [21]. Ozdemir ve ark. [15]
findik i¢ kabugunda toplam tokoferol miktarini 2.77 ug/g,
(+/-) katesin miktarini 687 pg/g ve toplam antioksidan
kapasiteyi 2.57 mmol Troloks/g olarak belirlemiglerdir.
Bir diger calismada kavrulmus findik ici kabugunun
metanol:HCI (1000:1, v/v) ekstrakilarinda toplam
polifenol igerigi 107 mg GA/g, antioksidan aktivitesi 3.05
mmol Troloks/g olarak, %80 aseton ile hazirlanmig
ekstraktlarinda ise toplam polifenol igerigi 315 mg GA/g,
toplam antioksidan aktivite 5.42 mmol Troloks/g olarak
belirlenmistir [24]. Tas ve Gokmen [25] toplam
antioksidan miktarinin findik i¢ kabugunda findiga goére
100 kat, a-tokoferollin iki kat daha fazla oldugunu findik
ici kabugunun cekirdekle karsilastinldiginda biyoaktif
bilesenlerce  zengin  bir  kaynak  olabilecegini
belirtmiglerdir. Yagl tohumlardan biri olan kakao
cekirdeginin iglenmesi sirasinda aciga c¢ikan kakao
kabugunun toplam fenolik icerigi 18.2 g katesin/kg
olarak belirlenmistir [7]. Kakao cekirdegi kabuklarinin
etanol ve metanol:aseton ¢6zgenleriyle hazirlanmig
ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen icerigi en ylUksek
metanol:aseton ekstraktlarinda 149.63 mg GA/100 g
olarak hesaplanmistir. Ayrica antioksidan aktiviteleri
miktarlari ABTS, DPPH ve FRAP metotlariyla tayin
edilmistir. En yiksek antioksidan aktivite metanol:aseton
ekstraktlarinda  saptanmistir.  Kakao  ¢ekirdeginin
islenmesi sirasinda yan (rln olarak agiga ¢ikan kakao
kabugunun farkedilir miktarda polifenol madde igermesi
nedeniyle gida endistrisi igin kullanigh olabilecegi
sonucuna ulasiimigtir  [17]. Kakao cekirdegi
kabugundan elde edilmis lifce zengin Grinde toplam
fenolik bilesen icerigi (5.78 g GA/100 g ) ve FRAP
(72.32 pmol Troloks/g), TEAC (7.73 umol Troloks/g)
metotlari kullanarak antioksidan kapasiteleri
hesaplanmistir [26]. Azizah ve ark. [27] kakao kabugu
ekstraktinin - antioksidan aktivitesinin ¢bdzgen cesidi,
konsantrasyon orani, sicaklik ve pHya gére degisimini
arastirdiklarinda ekstraktin  konsantrasyonu arttik¢a
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antioksidan aktivitesinin  arttigi, kakao kabugunun
metanol ¢bzgeni iginde antioksidan aktivitesinin en
yUksek degerde oldugu ve bunu kloroform, eter ve
dikloroeter karisimlari ile metanol, kloroform, dikloroetan
karisimlarinin  takip ettigi, ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerinin 50°C’nin altinda, nétral ya da alkali pH’da
degismedigi sonucuna varmiglardir. Ayrica, kakao yan
Urlnlerinin  antioksidan  aktivitesinden  flavonoid
bilesenlerinin  sorumlu olabilecegini ifade etmiglerdir.
Ceviz kabugunun toplam fenolik icerigi ve antioksidan
aktivitesi ile ilgili yapilan bir arastirmada ceviz
kabugunun toplam fenolik madde igerigi, saf su
ekstraktinda 904.7 mg GA/100 g, metanol ekstraktinda
664.3 mg GA/100 g, etanol ekstraktinda 618.4 mg
GA/100 g olarak belirlenmistir [28]. Literatlirdeki baska
bir calisma 06gutllip toz haline getirilmis kaju fistigi
kabugunun etanol ekstrakti veriminin oldukca yiksek
(0,45 g/g toz) oldugunu ve toplam fenolik bilesen
iceriginin 243 mg GA/g oldugunu gbstermistir. Arastirma
sonucunda kaju fistigi kabuklarinin dogal fenolik bilesen
olabilecegi ve kabuktaki potansiyel  biyoaktif
bilesenlerinin variginin gelecekte gida ve farmasotik
endUstrilerinin  ilgisini  ¢cekerek  ekonomik  dogal
antioksidan kaynagi olarak degerlendirilebilecegi ifade
edilmistir [29]. Kabak c¢ekirdegi kabugu ile ilgili bir
arastirmada p-hidroksibenzoik asitin baskin fenolik
bilesen oldugu ve toplam fenolik bilesenlerin %51.4’Gn{
olusturdugu saptanmistir [30]. Monagas ve ark. [31]
potansiyel biyoaktif polifenol kaynagi olarak badem
kabugunu incelediklerinde ise kabuk kisminda
flavanoller ve flavonol glikozitlerin ¢ogunlukla bulunan
fenolik bilesikler oldugunu, toplam fenolik bilesenlerin
%38-57’sini  flavanollerin  ve  %14-35'ini  flavonol
glikozitlerin  olusturdugunu  saptamiglardir.  Oksijen
radikal absorplama kapasitesi degerlerini de 0.398-
0.500 mmol Troloks/g olarak hesaplamislar ve bu yan

arindn insan beslenmesinde antioksidan bilesence
zengin dogal katki maddesi olarak kullanilabilecegi
sonucunu ifade etmislerdir. Badem kabuklarinin

incelendigi baska bir arastirmada da toplam fenolik
bilesenleri 22.8 mg GA/g ve antioksidan kapasitesi 1.07
mmol Troloks/g olarak belirlenmistir [24]. Antepfistig
kabugunun toplam fenolik bilesen miktari ve antioksidan
aktivitesi ile ilgili yapilan bir calismada antepfistigi
kabugunun saf su ile hazirlanmis ekstraktindaki toplam
fenolik bilesenleri 2478.5 mg GA/100 g tespit edilmistir.
Antepfistigi kabugunun antioksidan aktivitesi
belirlenirken antepfistiginin hem su hem de etanolle
hazirlanan ekstraklarinin  siiperoksit anyon radikali
giderme aktivitesi incelenmis ve standart antioksidan
madde olarak kullanilan BHT ile karsilastiriimigtir.
Arastirma sonucunda, antepfistigi kabugunun etanol
ekstraktinin  sUperoksit anyon radikali giderme
aktivitesinin (%57.1) standart antioksidan olan BHT
(%49)'ye alternatif oldugu dolayisiyla antepfistig
kabugunun  dogal antioksidan kaynagr olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir [28]. Antepfistigi
kabuklarinin  fitokimyasal ve  biyoaktif  bilesen
analizlerinin yapildigi bir ¢alismada ise bunlarin blyik
bir kismini anakardik asit (3198 mg/100 g), yag asitleri
(1500 mg/100 g) ve fitosterollerin (192 mg/100 g)
olusturdugu ifade edilmistir [32]. Soya kabuklarinin
toplam fenolik bilesen miktarlari ve antioksidan
kapasitesi ile ilgili yapilmis bir arastirmada, toplam
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fenolik madde icerigi 62.44 mg GA/100 g olarak
belirlenmistir. Antioksidan aktivitesi de TEAC (631.90
pmol Troloks/100 g) ve FRAP (340.2 umol Fe(ll)/100 g )
metotlari ile analiz edilmigtir. Arastirma sonucunda, soya
fasulyesinin islenmesi sirasinda agida ¢ikan soya
kabuklarindan elde edilen soya kabugu tozunun
antioksidan aktivitesinin gida endistri artigi olmasina
ragmen soya s(tl tozunun antioksidan kapasitesiyle
(TEAC metodu: 1009.5 pmol Troloks/100 g, FRAP
metodu: 825.71 umol Fe(l1)/100 g) karsilastirilabilecek
dlizeyde oldugu ayrica soya kabuklarinin dikkate deger
miktarda fenolik madde icerdigi de ifade edilmistir.
Ayrica bu arastirmada, ileride saghga vyararh
nutrasétiklerin -~ gelistiriimesinde  soya  kabuklarinin
kullanim imkanini destekleyen sonuglar elde edildigi
belirtiimistir [13]. Kahve c¢ekirdegi zarinin fonksiyonel
Ozellikleri ile ilgili yapiimis calismalar incelendiginde
kahve cekirdegi islenmesi sirasinda olusan bu yan
Griinin ayni zamanda gida enddstrisinde fonksiyonel
bilesen olarak kullanilabilecegi belirtiimistir [33]. Kahve
kabuklari ile yapilmis bir arastirmada ise fenolik
bilesenler kahve kabugunda %1,2 civarinda tespit
edilmistir [34]. Kahve kabuklarinin toplam fenolik
bilesenleri ve toplam antioksidan aktivitelerinin
belirlendigi bir calismada ise sonugclar sirasiyla 16.1 mg
(+/-) katesin/g ve 138.8 mmol Fe(ll)/kg bulunmustur [35].
Kahve kabuklari ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada
antioksidan aktivitesi 1.92 mmol Troloks/100 g olarak
belirlenmistir [18]. Bir diger ¢alismada ise ABTS (3.75
mmol Troloks/100 g), FRAP (7.40 mmol Troloks/100 g)
ve DPPH ( 1.22 mmol Troloks/100 g ) metotlariyla
antioksidan aktiviteleri belirlenmigtir [34]. Yer fistigi
kabuklarinin toplam fenolik madde miktarinin (91.7 mg
GA/g), DPPH radikal temizleme aktivitesinin (%89.97)
belirlendigi arastirmanin sonucunda, yUksek miktarda
fenolik bilesen igeren ve antioksidan aktivite gésteren bu
kabuklarin, ucuz dogal antioksidan kaynadi ve
fonksiyonel  gidalarda  katki maddesi  olarak
kullanilabilecedi distniimuistir [36]. Liu ve ark. [37]
dlinyada bitkisel yagin en biylk Gglnci kaynagi olan
kolza tohumunun islenmesi sirasinda agiga ¢ikan kolza
tohumu kabuklarinin fenolik bilesenleri ile ilgili cok az
¢alisma oldugunu dile getirerek yagi alinmis kolza
tohumu kabugunun toplam fenolik bilesenlerini (4.47-
7.07 mg sinapik asit/g ), toplam tannin icerigini (0.09-
0.16 mg katesin/g ) hesaplamislardir.

YAGLI TOHUM KABUKLARININ KULLANILDIGI
GIDA FORMULASYONLARI

Yagl tohum kabuklarinin biyoaktif bilesenlerinin ve diyet
lif igeriklerinin kayda deder miktarda olmasi son yillarda
cesitli gida formulasyonlarinda kullaniimasiyla ilgili
g¢alismalara hiz kazandirmistir. Bu konuda vyapilan
¢alismalardan biri kahve c¢ekirdedi kabugunun diyet lif
kaynagi olarak ekmek yapiminda kullaniimasidir. Bu
calismada 6gatiimis kahve cekirdegi kabugunun
partikil boyutunun ekmegin kalite, raf émr0, duyusal ve
gbrinus Ozellikleri ile lif karakteri Uzerinde etkili oldugu
sonucu elde edilmesinin  yani sira tasarlanmis
formilasyon test edilmistir ve memnuniyet verici
sonuglar alinmistir [38]. Susam c¢ekirdegi kabugu ve
hurma posasiyla zenginlestiriimis emdlgatértin diyet lif
kaynagi olarak helva yapiminda kullanildigi bir
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calismada bu bilesenlerin helvaya, ylksek lif icerigi ile
su ve yad tutma potansiyelini arttiracak teknolojik
Ozellikleri  kazandirdigr  belirtilmistir. ~ Fonksiyonel
Ozellikteki susam kabugu ve hurma lifinin polifenol
antioksidanlari icermesi ve laksatif etki olusturmasindan
dolayl beslenme ve saglik agisindan faydali olabilecegi
disinllmastir. Emilgatérle birlikte ilave edilmis lifce
zengin yan Urlnlerin helvanin lezzet ve stabilite,
homojen tekstlr, fizyolojik 6zelliklerini gelistirdigi ve
fenolik antioksidanlarin bulunmasinin da saglik ve
besleyici yararlarinin olacagi sonucuna varilmigtir [39].
Ma ve ark. [40] 6g0tllmUs yer fistigi kabuklarini degisen
konsantrasyonlarda (%1.25, 2.5, 3.75 ve 5) yer fistigi
yagina ilave ederek hem toplam fenolik bilesen miktarini
hem de antioksidan aktiviteyi artirmiglardir. Kontrol
ornegi ile karsilastinldiginda toplam fenolik bilesen
miktarinda sirasiyla %86, 357, 533 ve 714 artis
gbézlenmistir. Toplam proantosiyanidin  miktarindaki
degisimin ise en dislk konsantrasyonda %633 en
yUksek konsantrasyonda %5033 oraninda yikseldigi
saptanmigtir. Antioksidan aktivite degerleri disik ve
yiksek konsantrasyonlu yer fistigi kabugu katkil
yaglarda FRAP metoduna goére %62-829, ORAC
metoduna gére de %53-415 arasinda artis gdstermistir.
Bu calismada yer fistidi kabugunun diyet lifi icerigi de
%55 olarak belirlenmis ve bu Grindn iyi bir diyet lifi ve
bioaktif bilesen kaynagi olarak kullaniimasi énerilmistir.
Yer fistigl kabugu ile zenginlestirilmis yer fistigr yaginin
kalite &zellikleri ve tlUketiciler tarafindan kabul
edilebilirligi ile ilgili yapilan bir arastirmada ise Urin(n
gorinlsinde ve fiziksel 6zelliklerinde ilave edilen yer
fistigi kabugu miktarinin etkili oldugu, duyusal panel
sonucunda kontrol &rnegine gdére kivamin artis
gbsterdigi, surdlebilirligin  ise azaldigi sonucu elde
edilmistir. Ayrica kabuk ilave edilmesinin yaglarin lezzet,
doku ve toplam kabul edilebilirliginden ¢ok goériinls
kabul edilebilirligini azalttigr bulunmustur [41]. %1.30,
1.80 ve 2.50 oranlarinda yer fistigi kabugu katilan
biskivilerle ilgili yapilan bir ¢alismada ¢6zinmeyen lif
miktarinin %52’ye kadar arttigi, %2.5 yer fistigi kabugu
ilavesi ile toplam fenolik bilesen igeriginin yaklasik %30
yUkseldigi, duyusal degerlendirme sonuglarinin kabul
edilebilir oldugu gériimistir [42]. Keten tohumu kabugu
ekstraktl katillarak ekmek (retiminin denendigi bir
g¢alismada kontrol &6rnegine goére 1g keten tohumu
ekstrakt ilave edilmis ekmegin toplam fenolik bilesen
iceriginin %138.3, antioksidan aktivitenin ise DPPH
metoduna gére %90.7, ORAC metoduna gdre %67.43
artis gosterdigi ifade edilmistir. Arastirma sonucunda
keten tohumu kabugu ekstraktinin  potansiyel
fonksiyonel gida bilesen kaynagi olarak kullanilabilecegi
fakat bu konunun hayvan denemeleri ve klinik
calismalarla da desteklenmesi gerektigi vurgulanmigtir
[43]. Ogutilmis keten tohumu kabugunun bugdday
ekmegine %1-5 arasindaki oranlarda islenmesi ile ilgili
bir arastirmada %5 keten tohumu katkill ekmegin kontrol
Ornegine gbre toplam fenolik igeriginin %93, serbest
radikalleri temizleme aktivitesinin %176, indirgeme
glciniin %220 yukseldigi belirtiimistir. Kabuk ilavesinin
ekmegin fiziksel 6zellikleri Uzerindeki etkisi, ekmek
hacminin azalmasi ekmek ici sertligin artmasi olmustur.
Duyusal degerlendirme sonucunda ise ekmegin duyusal
Ozelliklerinin  olumsuz etkilenmesine ragmen tiketici
memnuniyetinin - saglandigi belirtilmistir [44]. Keten
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tohumu kabuklarinin  ekmege islendigi bagka bir
¢alismada ise %15 oraninda zenginlestirme yapiimis
ekmeklerin tat ve kabul edilebilirlik agisindan kabul
edilme seviyesinin altinda oldugu sonucu elde edilmistir
[45]. Kahve cgekirdegi kabugunun biskivide kullanim
imkanlarinin arastinldigi  bir c¢alismada ise dogal
renklendirici ve diyet lif kaynagi olarak kahve kabugunun
kullanilabilecegi ifade edilmistir [46]. Ogitllmis soya
kabugu ile formile edilen tavuk etinin kalite 6zellikleri ve
raf dmr0 ile ilgili yapilmis bir calismada soya kabugunun
iyi bir diyet lif kaynagi olarak tavuk etine fonksiyonel
nitelik kazandirabilecegi, besleyici degeri gelistirdigi,
emdllsiyon stabilitesini sagladigi, doku ve renk
degerlerinin gelistiriimesine yardimci oldugu ve raf
Omrind uzattigi sonuglari elde edilmigstir [47].

SONUG

Badem, ceviz, kakao, kahve, susam, antepfistigi, yer
fistigl, kabak cekirdegi, kaju, findik, keten tohumu ve
kolza gibi gida sanayi artigi olarak agida c¢ikan yagh
tohumlarin kabuklarinin temel besin &geleri, toplam
fenolik bilesenleri, antioksidan aktiviteleri, diyet lif
miktarlari ile ilgili yapilan caligsmalar fonksiyonel Grln
gelistirmede etkili ve ucuz hammadde olarak kullanim
potansiyeline sahip olduklarini géstermektedir. Lifce ve
fenolik maddelerce zengin ve dlsik kalorili gidalarin
Uretiminde, bu tr yan drlnlerden yararlaniimasi
konusunda arastirmalarin surdirilmesi katma degeri
ylksek yeni Grtnlerin gelistirmesine olanak
saglayacaktir.
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Yazar  lsimleri,  Adresleri, iletisim Bilgileri,
Yazismalardan Sorumlu Yazarin E-posta adresi, Oz,
Abstract, Ana Metin (Giris, Materyal ve Metot, Bulgular
ve Tartisma, Sonug), Tesekkir (gerekiyorsa),
Kisaltmalar (gerekiyorsa), Kaynaklar.

6. Oz ve Abstract 250 kelimeyi gegmemeli, galismanin
amacini, metodunu ve dnemli sonuglarini icermelidir.
Oz tek paragraf olarak yazimall ve 6z iginde
kaynaklara atif yapiimamalidir.

7. Galisma igerisinde gegen mikroorganizma isimleri ile
Latince ifade ve isimler italik olarak yazilmah ve
kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallari géz éninde
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8. Tablo bagliklari tablonun Ustline, sekil basliklari ise
seklin altina yazilmali ve numaralandiriimalidir.
Kullanilan tablo ve sekillere metin icinde mutlaka atif
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sekillerin  tekrari olmamaldir. Tablo ve sekillerin
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¢6zUnUrlukte olmasina dikkat edilmelidir. Resimler (ve
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yer almalidir.

9. Metin igerisinde atiflar kdseli parantez igerisinde
rakamlarla yapiimali [1] ve Kaynaklar bdliminde bu
numara sirasiyla detaylari yazilmahdir. Kaynaklarin
numaralandiriimasi MS Word Numaralandirma Kitapligi
kullanilarak yapiimahdir.

10. Kullanilan matematiksel denklemler
numaralandiriimal ve metin icerisinde bu denklemlere
atif yapiimalidir.

11. Kaynaklarin yaziminda asagidaki 6érnek yazim
bicimleri kullaniimali ve makalelerin yayinlandigi dergi
isimleri italik olarak yazilimahdir. Web adreslerine atif
yapllacaginda (mUmkin oldugunca Resmi web
sayfalarina atif yapiimalidir) mutlaka ilgili web adresine
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