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oz

Bu calismada farkli oranlardaki (kontrol, %3 ve %006) limon (Citrus limon) ve act portakal (Citrus aurantinm)
kabuklarindan elde edilen ucucu yaglarin, 4+1°C’de muhafaza edilen gékkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus
mykiss) mikrobiyolojik kalite Ozellikleri (mezofil aerob, psikrofil aerob, maya-kif, Ewferobacteriaceae ve
Escherichia coli) tzerine olan etkileri incelenmistir. Yapilan analizler neticesinde; kullamilan ugucu yag
oranindaki, artis ile birlikte mikrobiyolojik kalitenin olumlu yénde etkilendigi belitlemistir. Ozellikle %6
oraninda kullanilan limon ve act portakal ucucu yaglarinin, gékkusagi alabaliklarinin mikrobiyolojik kalitesini
etkileyerek, toplam mezofil aerob bakteri sayiarina gore, raf émriinG ortalama olarak 6 gin uzattig
gorilmistiir. Limon ve act portakal ugucu yaglarinin etkilerinin benzer oldugu gérilmistiir. Sonug olarak
basit, ucuz ve giivenli bir yéntem olarak limon ve act portakal ugucu yaglarinin, gékkusagt alabaliklarinin
mikrobiyal kalitesini korumaya yardimet olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Alabalik, limon yagy, portakal yagi, mikrobiyolojik kalite

EFFECTS OF LEMON (Citrus Iimon) AND BITTER ORANGE (Citrus aurantium)
ESSENTIAL OILS ON MICROBIOLOGICAL QUALITY OF STORED AT 4+£1°C
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

ABSTRACT

In the study, lemon (Citrus limon) and bitter orange (Citrus anrantium) peel essential oil at different
rates (control, 3% and (%) on microbiological quality properties (mesophilic aerob bacteria,
psycrophylic aerob bacteria, yeasts and molds, Enterobactericeae, Escherichia coli) of stored at 4£1°C
rainbow trouts (Oncorhynchus mykiss) were examined. The analysis results in, it was found that the
microbiological quality of the used essential oil ratio was affected positively. Especially; it has been
determined that the lemon and bitter orange essential oils used at 6%, according to total mesophilic
aerob bacteria, prolong the shelf life of rainbow trout by an average of 6 days. It has been observed
that the effects of lemon and bitter orange essential oils are similar. As a result, it has been determined
that lemon and bitter orange essential oils that simple, cheap and safe method, can be used to extend
the rainbow trout of maintain microbiological quality.

Keywords: Rainbow trout, lemon oil, orange oil, microbiological quality
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E. Ozpolat

GIRIS
Su triinleri insanlar icin ideal bir besin kaynagi
olmalarinin yani sira yapisi itibari ile kolay
bozulabilen gidalardir. Bu sebepten avlandiktan
itibaren hizli bir sekilde tiketilmeli veya uygun
olan bir isleme teknigi ile muhafazaya alinmalidur.
Gidalarin muhafaza siresini uzatmak amact ile
bircok yontem ve katki maddeleri kullanilmak-
tadir. Bu katki maddeleri iginde glvenli,
ckonomik ve kullanisli olmalari munasebetiyle
bitkisel icerikli katki maddelerinin kullanimi
giderek artmaktadir (Varlik vd., 2004; Caklt, 2007;
Coban 2010).

Turunggiller smufina giren limon ve portakal,
tlkemizde Ege, Akdeniz ve kismen de Dogu
Karadeniz bélgelerindeki iklim gartlarinin uygun
oldugu yorelerde yetistirilir. Tyi bir C vitamini
kaynagidir. Genellikle turuncgil meyve suyu
Gretiminin bir yan Griind olarak elde edilen limon
ve portakal gibi yaglarin 6zellikle kimya
endistrisinde (sampuan, sabun, dis macunu) ve
aromaterapi amaglt kullanimi séz konusudur
(Cemeroglu, 2004; Verzera vd., 2004; Turhan vd.,
20006). Narenciye meyvelerinin kabuklari zengin
flavon ve bir¢ok polimetoksilenmis flavonun
zengin  kaynaklanidirlar  ve antioksidant ve
antimutajenik etkileri bulunmaktadir. Yapilan bazi
calismalarda kuaflerin gelisimi tzerine oldukca
etkili olduklari ve gidalarda antimikrobiyal amaclt
kullanilabilecegi vurgulanmistir.  (Dabbah vd.,
1970; Tassou vd., 1995; Cemeroglu, 2004; Verzera
vd., 2004; Fisher ve Phillips, 2006; Turhan vd.,
20006; Aibinu vd., 2007; Teixeira, 2013).

Bu calismada, farkli oranlardaki limon (Citrus
limon) ve ac1 portakal (Citrus aurantium) kabukla-
rindan elde edilen ugucu yaglarin, 4+1 °C’de
muhafaza edilen goékkusagi  alabaliklarinin
(Oncorbynchus myfkiss) bazt mikrobiyolojik kalite
Ozellikleri tizerine olan etkileri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada  kullamilan alabaliklar  (Oncorbynchus
mykiss) ortalama 200%20 gr agirliginda olup,
Elazig ilinde bulunan yoresel balikcilardan taze
olarak temin edilmis ve Firat Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi laboratuvarina soguk muhafaza
kosullart icerisinde getirilerek hemen isleme
alinmustir. Kullantlan limon (Citrus limon) ve act
portakal (Citrus anrantium) (%100) ugucu yaglar

ise ticari olarak faaliyet gdOsteren Dogan
Baharatcilik ve Kimyevi Maddeler Tic. ve San.
A.S. (Istanbul, Ttrkiye)’den temin edilmistir.

Baliklar temizlenip yikandiktan sonra fileto haline
getirilerek 5 gruba boliinmis (kontrol, %3 ve %06
limon yagl, %3 ve %06 act portakal yagi) ve
agirliklart tartilarak agirlik /hacim oranina gore
hesaplanan  ugucu yaglar filetolar Uzerine
uygulanmustir.  Uygulama isleminde; belirlenen
miktarda ki ugucu yaglar balik filetolart Gzerine el
ile masaj yapilarak dagidmistir. Bu islem
esnasitnda herhangi bir kontaminasyona yol
acmamast icin (eldiven kullanimi gibi) hijyen
kosullarina oldukea dikkat edilmistir. Daha sonta
baliklar polietilen plastik tabaklara yerlestirilerek
tzetleri stre¢ film ile kaplanip paketlenmistir.
Paketlenen Ornekler 4+1°C’de  muhafazaya
alinmistir.  Arastirma  U¢  tekerrlirli  olarak
yuritilmis ve hazitlanan deneysel OSrnekler
mubhafazanin 0, 3., 6., 9., 12. ve 15. glnlerinde
analize alinmistir.

Ornekler mikrobiyolojik analizler icin bir parcala-
yiciun (Stomacher 400) 6zel torbasinda 25 g
tartilip, Gizerine steril %0,1’lik peptonlu sudan 225
ml ilave edilerek homojen hale getirilmistir.
Boylece Ornegin - 101 (1/10)lik  dilisyonu
hazirlanmistir. Bu diltisyondan aynt seyrelticiyi
kullanmak suretiyle 6rnegin 10-®ya kadar diger
seyreltileri hazirlanmugtir. Her seyreltisinden 0,1%er
ml kullanilarak ¢ift seri halinde plak dékme
metoduyla ekimleri yapildiktan sonra inkiibasyon
siresi sonunda 30-300 koloni igeren plaklar
degerlendirilmistir. Toplam mezofil aerob bakteri
sayimlart icin Plate Count Agar (PCA) besi yeri
kullamilarak ekimi yapilan plaklar 30°C’de 72 saat
inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
degerlendirildi. Psikrofil aerob bakteri sayimlari
icin gene aynt besi yeri kullanilarak, 7°C’de 10 giin
inkiibe edildi. Ewnferobacteriaceae  sayimilarinda
Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA) besi yeri
kullanilip hazitlanan plaklar 35°C’de 24 saat
inktibsyona birakddi. Maya-kif sayimt icin %
10luk tartarik asit ilave edilerek pH’st 3,5%
distrilmis Potato Dextrose Agar (PDA),
21£1°Cde 5 gun,  Eschrichia coli icin ise
Chromocult TBX Agar kullanilarak 30°C’de 4 saat
canladirma islemi yapilip, daha sonra 44+1°C’de
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24 saat inkibe edilmistir (Oxoid, 1982; Halkman,
2005).

Yapilan bitin analizler neticesinde elde edilen
sonuglar;  SPSS®  12.00 paket programi
kullanilarak, muhafaza stresince gruplar ici ve
gruplar arasi farkliliklari tespit etmek amaciyla tek
yonli varyans analizine tabii tutulmus ve Duncan
karstlastirma testi uygulanmustir (Ozdamar, 2001).

SONUC VE TARTISMA

Bu calismada farkli oranlardaki limon ve act
portakal ugucu yaglarinin (%3 ve %06) gokkusagt
alabaliklarinda ~ 41£1°C’deki  muhafazasinda
mikrobiyolojik  kaliteleri tzerine olan etkileri
arastirilmistir.

Calismada elde edilen toplam mezofilik aerob
bakteri sayilart incelendiginde (Sekil 1a) muhataza
baglangicinda tim gruplarda 2,8-3,2 logio kob/g
(P >0,05) olan degerin muhafaza siiresince tim
gruplarda istatistiki agidan Snem arz edecek
seviyede (P <0,05) ylikselme gosterdigi ve baliklar
icin, tavsiye edilen maksimum limit degerin (6
logio kob/g) ICMEFES, 1992) kontrol grubunda 9.
ginde asildigi, diger deneysel gruplarda ise 15.
ginde bu degere ulasildigr tespit edilmistir.
Gruplar arasinda; limon ve act portakal ucucu
yaglarinin muhafaza siresince genellikle benzer
etkiler (P >0,05) gosterdigi tespit edilitken, %6
oraninda ucucu yag ile hazitlanan deneysel
gruplarda, toplam mezofilik aerob bakteri
yukiiniin %3 lik gruplardan hep daha az yiikselme
gosterdigi ve bu farkin zaman zaman (9. ve 12.
glin) istatistiki acidan 6nemli olurken (P <0,05),
muhafazanin bazt ginlerinde (0., 3., 6. ve 15.
ginler) ise 6nem arz etmeyecek kadar yakin
oldugu gorillmistir (P >0,05). 1lgili literatiirler
incelendiginde bir¢ok bitki ve baharattan elde
edilen ugucu yaglarin toplam mezofilik aerob
bakteriler tzerine olumlu etkilerinin oldugu
vurgulanmistir  (Coban, 2010; Can vd., 2016;
Ozpolat vd., 2017). Tirkiye'de bulunan Citrus
tirlerinin -~ antimikrobiyal ~ ve  antifungal
Ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismada (Kirbaslar
vd,, 2009) gicli antimikrobiyal etkilerinin
oldugunu ve 6zellikle limonun (Citrus limon) bu
etkisinin daha gii¢lii oldugu vurgulanmistir.

Psikrofil mikroorganizmalar soguk ortamlarda
ireyebilme 6zelligine sahip olduklarindan sogukta

mubhafaza edilen gidalar icin olduk¢a 6nemlidirler
(Halkman,  2005).  Calismada  kullanilan
alabaliklarda, c¢alismanin ilk gliniinden itibaren
tim gruplarda muhafaza stiresi ile birlikte
istatistiki acidan Onemli farkhiliklarin  oldugu
gorilmustir (P <0,05). Sekil 1b incelendiginde,
mubhafaza stiresine bagl olarak psikrofil bakteri
sayisindaki  artisin,  kullandan  ugucu  yag
konsantrasyonundaki artiga bagl olarak daha az
oldugu gorilmektedir. Buda; ugucu yag
konsantrasyonundaki artisin  psikrofil bakteri
sayisinin - azalmasinda  etkili oldugu anlamina
gelmektedir. Nitekim bitki ve baharatlardan elde
edilen yaglarin bakteriler tizerine olan etkilerinin,
kullanilan konsantrasyona baglt olarak degistigi
bircok calismada da belirtilmistir (Coban, 2010;
Can vd., 2016; Ozpolat vd., 2017). Limon ve act
portakal ucucu yaglarinin antimikrobiyal etkisinin
oldugu (Kirbaslar vd., 2009; Espina vd., 2011) ve
gidalarda  potansiyel — antimikrobiyal — olarak
kullamilabilecegi (Aibinu vd., 2007; Fisher ve
Phillips,  2008)  ¢esitli  caligmalarda  da
vurgulanmustir.

Enterobakteriler gidalarda genel hijyen indikatéri
olarak bilinmekteditler (Halkman, 2005) ve temiz
sulardan avlanan baliklarin kaslarinda
bulunmamaktadirlar. Balik etleri ilk
avlandiklarinda islem gbrmemis halde iken steril
olarak kabul edilitler ve bu grup bakterilerin
varligt bir fekal kontaminasyonun olabilecegini
isaret etmektedir (Shewan, 1971). Limon ve act
portakal ucucu vyaglarinin  Enterobakteriler
tizerine olan etkileri incelendiginde; tim deneysel
gruplarda muhafaza siresi ile birlikte artis
gosterdigi (P <0,05), fakat ugucu yag uygulanan
gruplarda bu artisin daha az oldugu gorilmistiir
(Sekil 1c). Ugucu yag uygulanan gruplar arasinda
ise Ozellikle %6 oraninda limon yag1 uygulanan
deneysel gruptaki artisin daha az oldugu ve bu
farkin muhafaza siiresi boyunca bazi giinlerde (12.
gun)istatistiki acidan 6nemli oldugu (P <0,05)
gorilmustir. Nitekim; narenciyelerden elde edilen
ucucu yaglarin antimikrobiyal — &zelliklerinin
incelendigi bir c¢alismada (Kirbaslar, 2009)
limondan elde edilen ugucu yaglarin, diger
narenciye meyvelerinden elde edilenlerden daha
fazla antimikrobiyal etkisinin oldugu belirtilmistir.
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Arastirmada tim deneysel gruplarda muhafaza
stresince E. co/i tespit edilmemistir.

Maya ve kifler, baliklarda normal flora icerisinde
bulunmazlar. Bunlar genellikle toprak otjinli olup,
baliklar avlandiklari anda, sudan veya avlanma
sonrast kullamilan alet ve malzemelerden
bulagsmaktadirlar (Shewan, 1971; Goktan, 1990).
Hazirlanan deneysel 6rneklerin maya-kif sayilart
dikkate alindiginda  (Sekil 1d); muhafaza
baslangicinda  1,28-1,75 logio kob/g iken,
muhafaza siiresi boyunca artig gosterdigi (P
<0,05) ve kontrol grubunda muhafaza sonunda
(9. glin) 4,72 logio kob/g degerine ulastigi tespit

edilmistir. Ugucu yag uygulanan gruplarda bu artis
daha az olurken; %06 oraninda limon yag1
uygulanan deneysel grubun muhafazanin son
gintinde (15. giin) diger ugucu yag uygulanan
gruplardan istatistiki agidan Gnemli (P <0,05)
derecede daha az oldugu belitlenmistir. Bu
verilere dayanarak limon ve aci portakalin maya-
kif tzerine antifungal etkisinin oldugunu ve
limon ugucu yaginin act portakaldan daha etkili
oldugunu séylemek miimkiindiir. Kirbaslar vd.,
(2009),  yaptiklart  caligmalarinda Citrus
kabuklarindan elde edilen yaglarin glicli bir
antifungal etkilerinin oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 1. Limon (Citrus limon) ve act portakal (Citrus aurantium) ugucu yaglarinin +4+1°C’de muhafaza
edilen gokkusagi alabaliklarinin (Oncorbynchus mykiss) mikrobiyolojik kalitesi tizerine etkileri.
Figure 1. Effects of lemon (Citrus limon) and bitter orange (Citrus aurantinm) essential oils on microbiological gunality of
stored at +411°C rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)

a: Toplam aerobik mezofil bakteri; b: toplam psikrofil bakteri; c: toplam Ewnterobactericeae; d: toplam maya-kif.
Kontrol: herhangi bir ucucu yag ilavesi olmadan; %3L: %3 limon ugucu yagt ilaveli; %06 L: %6 limon ugucu yagt
ilaveli; %3 P: %3 ac1 portakal yag ilaveli; %6 P: %06 ac1 portakal yagy ilaveli.

a: Total anaerobe bacteria; b: total psychrophile bacteria; ¢: total Enterobactericeae; d: total mold-yeast. Control: without essential oil
3% L: 3% lemon essential oil suplement; 6% L: 6% lemon essential oil supplement; 3% P: 3% bitter orange essential oil supplementy

6% P: 6% bitter orange essential oil supplement.



Limon ve portakal ugucu yaglarinin alabaliklarin mikrobiyolojik kalitesi Gizerine etkileri

Sonug olarak; limon (Citrus limon) ve act portakal
(Citrus anrantium) kabugundan elde edilmis olan
ucucu yaglarin; alabaliklarin muhafaza sitiresince
mikrobiyolojik  kaliteyi korumak amact ile
kullanilabilecek alternatif bir yontem oldugu
belirlenmistir. ~ Ayrica  bu  ucucu  yag
uygulamalarinin ~ tuzlama, paketleme  gibi
yontemler ile kombine edilerek kullanilmast hem
muhafaza suresini daha da arttirabilecek, hem de
alternatif =~ muhafaza  yOntemleri  olarak
kullanilabilecegi diistintilmektedir.
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Bagirsak sistemimizde yer alan yararh mikroorganizmalarin 6énemli 6zelliklerinden birisi gastrointestinal
sistemdeki farkli kosullara karst diren¢ gosterebilmeleridir. Bu kosullar arasinda safra tuzlarina karsi direng
ve disik pH’da gelisim yer almaktadir. Gastrointestinal sistemde canlihiklarint siirdiirebilmek icin yararlt
bakteriler spesifik enzim sentezi veya ckzopolisakkarit tretimi gibi gesitl savunma mekanizmalart
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada cesitli fermente gidalardan ve bitkilerden izole edilmis laktik asit bakterilerinin
safra tuzu direngleri, diisitk pH’da gelisim 6zelliklerinin yant sira, ekzopolisakkarit tiretimleri ve kolesterol
asimilasyon yetenekleri belitlenmistir. Ekzopolisakkarit (EPS) tretimlerinin 11.9 ile 1.1 mg/L arasinda
degistigi belirlenirken toplam kolesterol asimilasyon yiizdeleri % 60.71 ile % 16.71 arasinda degisim
gostermistir. Kolesterol asimilasyon yetenekleri ile EPS tretimleri arasinda bir baglanti bulunamamustir.
Anahtar kelimeler: Kolesterol asimilasyonu, ekzopolisakkarit, distik pH, safra tuzu direnci

DETERMINATION OF EXCOPOLISACCHARIDE PRODUCTION AND
CHOLESTEROL ASSIMILATION ABILITIES OF LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM DIFFERENT SOURCES

ABSTRACT

One of the most important features of the intestinal flora is resistance to many conditions in the
gastrointestinal tract. These include resistance to bile salt and growth at low pH. Bacteria have
developed various defense mechanisms, such as specific enzymes, exopolysaccharide production,
against Gastrointestinal system, In our study, strains of lactic acid bacteria isolated from various
fermented foods and plants and all the strains were determined of their bile salt and low pH
resistance. The strains were also tested for their exopolysaccharide production and total cholesterol
assimilation properties. EPS production was observed at rations between 11.9 to 1.1 mg/L, and total
cholesterol assimilation percentages ranged from 60.71 to 16.71. There was no relevance between
cholesterol assimilation ability and their EPS production.

Keywords: Cholesterol assimilation, exopolysaccharide, low pH, bile salt resistance.
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GIRIS
Kan dolagimindaki ylksek kolesterol miktart
insanlarda kalp-damar sistemi hastaliklart icin risk
faktorii  olusturmaktadir. Kalp-damar sistemi
hastaliklari, kanda asiri kolesterol bulunmasi ile
yakin iliskili olan ve gelismis tlkelerdeki 6lim
sebepleri icerisinde en vyiksek orana sahip
olanlardan birisidir (Ahn vd., 2003; Xie vd., 2011,
Ahire vd., 2012; Castorena-Alba vd., 2017).
Diunya saglik 6rgiti (WHO), 2030 yilina kadar
kardiyovaskiiler hastaliklarin diinyada yaklasik
23.6 milyon insani etkileyen 6nemli bir Slim
nedeni olacagint 6ngérmektedir (Ahire vd., 2012;
Alp ve Ertirkmen, 2017). Yiksek seviyede
toplam kolesterol ve Ozellikle kabul edilir
sturlarin - tizerinde olan  disiik  yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol,
hiperkolesterolemiye neden olmaktadir (Burhan
vd., 2017). Vicudumuzda kolesterol sentez hizi ile
kolesterol atiim hizi farkli olabilmektedir. Bu
nedenle dengenin saglanabilmesi ic¢in baz
duzenleyici mekanizmalar mevcuttur. Kolesterol
viicudumuzdan iki sekilde atilmaktadir. Tlk yol
fecesle atilan safra asitlerine dontsturtlmesi
seklinde olup, ikinci yol ise safra igine salgilanarak
atilabilmesi  i¢in  bagirsaklara  ulastirilmast
seklindedir (Ulukaya, 1997). Bu iki yoldan ikincisi
olan yani, safra icerisine salgilanmast seklinde
gerceklesen yol kolesteroliin, vicuttan atilmast
icin izlenen en 6nemli yoldur. Serbest kolesterol,
sulu cozeltilerde neredeyse hi¢ ¢6ziinmez, fakat
safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipitler
vasitastyla ¢6zunebilir hale gelir (Tok, 2007). Safra
asitleri cok basamaklt bir metabolik yol izleyerek
karaciger tarafindan  sentezlenirler. Olusan
bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan
kolik asit ve kenodeoksikolik asittit. Enterococcus,
Bifidobacterium, Fusobacterinm, Clostridium, Bacteroides
ve Lactobacillus gibi bagirsak bakterileri glisin ve
taurin aminoasitlerini safra tuzlarindan, safra tuzu
hidrolaz (BSH) enzimini kullanarak
ayirabilmektedirler. Bu olaya “dekonjugasyon” adt
verilir (Ulukaya, 1997). Safra asitlerinin deterjan
etkisi, konjuge safra tuzlarina kiyasla daha azdur.
Bu nedenle dekonjuge olmus (serbest) safra
asitleri, kolesteroliin emiliminde, konjuge safra
tuzlar1 kadar etkili degildirler. Bu sebepten dolayt
safra tuzu dekonjugasyonunun, kolesteroliin
¢cozunlrliginid azalttig, dolayistyla bagirsaklardan

emilimini ve ayrica enterohepatik doéngiiyle
karacigere donen safra asidi miktarini azalttig
bundan dolayt da, karacigerdeki safra asidi
tretimini arttirdigt distnilmektedir (Hofmann
vd., 1983; Gilliand vd., 1985; Ulukaya 1997; Ahn
vd., 2003; Tok, 2007; Tok ve Aslim 2010; Anila
vd., 2016). Laktik Asit Bakterilerinin (LAB)
probiyotik 6zellik gosterebilmesi i¢in agiz yoluyla
alindiginda mide asitligi ve safraya karst tolerans,
safra tuzu hidrolaz aktivitesi, bagisiklik sistemi
modulasyonu, patojenler ile rekabet gibi
zelliklere sahip olmast gerekmektedir (Unal ve
Erginkaya, 2010; Oztiirk ve Tiryaki Giindiiz,
2018). Ayrica bazi probiyotik suslarin kandaki
yiksek  kolesterol  seviyesini  digtrebilme
yeteneklerinden dolayt son yillarda bu amagcla
kullanimlart glindeme gelmistir (Pinto vd., 2000;
Tok, 2007; Moal ve Servin, 2014; Iranmanesh vd.,
2014; Ozden Tuncer ve Tuncer, 2014; Arief vd.,
2015; Chang-Qing ve Rong 2015; Syah vd., 2017;
Burhan vd., 2017). Calismalar, plazma kolesterolii
ve disik yogunluklu lipoprotein kolesteroli
dusirmek icin bazt kultirleri iceren siit
Urtinlerinin  tiketiminin  faydali olabilecegini
gbstermistir. Insan, fare, domuz ve sicanlarda
yapilan calismalar sonucu LAB’nin serum
kolesterolini  azaltmada 6nemli bir  etki
gosterebilecegi gorilmiistiir. Ozellikle Lactobacillus
cinsine ait  bazt tirlerin ~ potansiyel
hipokolesterolemik  aktiviteye —sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Bu nedenle probiyotik igeren siit
urinlerinin tiketimi, serum kolesteroli diigtirmek
icin tavsiye edilmektedir (Wang vd., 2014).
Probiyotiklerin  hangi mekanizma ile serum
kolesterol duzeylerini dustirdiigli hentiz tam
olarak aydmnlatlamamustir. Dugtntlen olast
mekanizmalar arasinda  kolesteroliin  bakteri
hticresi tarafindan asimilasyonu, bakteriyel asit
hidrolazlar ile safra asitlerinin dekonjugasyonu,
kolesterolin bakteri duvarina baglanmasi, hepatik
kolesterol ~ sentezinin  inhibisyonu  veya
kolesterolin plazmadan karacigere dogru yoén
degistirmesi vardir (Noh vd., 1997, Kopp-
Hoolihan vd., 2001; Kaur vd., 2002; Gill ve
Guarner, 2004; Coskun, 20006; Belviso vd., 2009;).

MATERYAL VE YONTEM
Calismada  cesitli  fermente gidalardan  ve
bitkilerden izole edilerek 16S tRINA dizi analizi ile



Laktik asit bakterilerinin EPS Uretimi ve kolesterol asimilasyon yetenekleri

tir diizeyinde tanimlamalart yapilmis (GEN Plaza
Biyoteknoloji Merkezi, Ankara) 15 adet laktik asit
bakterisi kullanilmistir (Alp, 2018).

Izolatlarin Safra Tuzu, Diigiikk pH
Dayanimlari

Denemeler MRS (DeMan-Rogosa-Sharpe, Merck,
Almanya) sivi besiyerinde 30°C’de 18 saat
gelistirilen  bakteri  kaltirleri  kullanilarak
yapilmustir. Gelismenin ardindan kiltirler safra
tuzuna karst diren¢ Ozelliginin  belitlenmesi
amaciyla % 1 oraninda safra tuzu iceren Fosfat
Tamponu Cozeltisi (PBS) igerisine % 1 oraninda

Canli kalan hiicre sayist (kob/mlL)

lave edilmistir. 37°C’de yapilan inkiibasyonun
baslangic, 4. ve 24. saatlerinde 6rneklerden alinan
numunelerin sayimlari seri diliisyonlar sonrast
damla kiltir yontemi ile MRS katt besiyerlerine 3
paralel olacak sekilde yapilmustir. 37°C’ de 48 saat
yapilan inktbasyonun ardindan kontrol ve
deneme gruplarindaki koloniler sayilarak degerler
esitlik (1)’e gére hesaplanmustir (Eryilmaz, 2011;
Horackova vd., 2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly
vd., 2011; Xiao vd., 2014; Tokatlh vd., 2015;
Soliman vd., 2015).

Canlilik (%6)=

Kiltirlerin diigitk pH kosullarina dayanimlarinin
belirlenmesi amactyla kullanilan pH derecesi ve
inkiibasyon stresi, besinler insan sindirim
sisteminden gegerken midede kalma siiresi baz
alinarak belirlenmistir. Besinlerin genel olarak
midede kalma siiresi 3 saat olup bu siire igerisinde
midenin pH’st 1 ile 4 arasinda degismektedir
(Vinderola vd., 2000). Bu amagla kultarler, MRS
sivi besiyerinde 30°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra PBS tamponun pH’st 3.0 olacak
sekilde ayarlanmistir. pH’st ayarlanan PBS
tampona aktif kiltirlerden % 1 oraninda
agtlanarak, 37°C’de 3 saat inkibe edilmistir.
Inkiibasyonun baslangic, 1. ve 3. saatlerinde
orneklerden alinan numunelerin sayimlar1 seri
dilisyon sonrast damla kiltiir yontemi ile MRS
katt besiyerlerine 3 paralel olacak sekilde
yapilmustir. 37°C°de 48 saat yapilan inkiibasyonun
ardindan kontrol ve deneme gruplarindaki
koloniler sayilarak degerler esitlik (1)’e gore
hesaplanmistir (Eryilmaz, 2011; Horackova vd.,
2011; Sahadeva vd., 2011; Jamaly vd., 2011;
Soliman vd., 2015).

Izolatlarin Ekzopolisakkarit Uretimleri

Izolatlarin  farkli  karbonhidrat  kaynaklarint
kullanarak ekzopolisakkarit tretimlerinin
belirlenmesi amactyla MRS besiyeri modifiye
edilerek kullanidmistir. Bu amagla hem standart
MRS besiyeri, hem de bilesiminde yer alan glukoz
yerine fruktoz, laktoz ve sitkroz % 2 olacak sekilde
kullanilmistir. Calisma 6ncesinde EPS reticisi
olabilecek suslarin belirlenmesi i¢in kilturler 6nce

Baslangicta inokdle edilen hiicre sayist (kob/mL)

x 100 1)

farkli seketler iceren MRS kati besiyerinde
30°C’de 3 giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun
sonunda mukoz yapida koloni olusturan izolatlar
muhtemel ekzopolisakkarit treticisi  olarak
secilmislerdir. Secilen koloniler ayni seker
bilesiminde hazitlanmis MRS sivi besiyerine
alinarak tekrar 30°C’de 3 giin inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonun sonunda &rnekler 10 dakika
100°C’de kaynatilmis, ardindan 900pL. % 85’lik
TCA ve 900uL 6rnek olacak sekilde darast alinmig
2 mllik santrifiyj tiplerine alinarak 10.000 rpm’de
25 dakika santrifiijlenmigtir. Santrifiij sonras1 iistte
kalan stipernatanttan 500 pL alinmus tGzerine 1500
pL. soguk etanol eklenerek 1 gece -18°C’de
bekletilmistir. Daha sonra tekrar 10.000 rpm’de
25 dakika santrifijlenmislerdir. Santrifiij sonrast
stipernatant dékilmus etanolin uzaklastirilmasi
icin 60°Cde 1 gece bekletilmistir. Kurutulan
tipler strenin sonunda tekrar tartilmig ve
sonuclar mg/L olacak sekilde hesaplanmigtir
(Smitinont, vd., 1999; Feng vd., 2012). Elde edilen
sonuglarin  istatistiksel ~ degerlendirmesinde
Minitab versiyon 16 programi kullanilmistir

Izolatlarin Kolesterol Asimilasyonu

Izolatlarin  kolesterol asimilasyon &zelliklerinin
belirlenmesi amactyla Anandharaj ve Sivasankari
(2014) calismalarinda kullandig1 yontem modifiye
edilmistir. MRS besiyeri % 0.3 safra tuzu (Merck)
ve 110.70 mg/dL kolesterol (Sigma Aldrich)
icerecek sekilde hazirlanmustir. Aktif kiltiirlerden
% 1 oraninda asilama yapildiktan sonra anaerob
ortamda 37°C’de 18 saat inktbe edilmistir.
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Inkiibasyonun  sonunda  izolatlarm MRS
besiyerinde kalan toplam kolesterol miktart
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesinde
Beckman Coulter AU5800 model analizér ile
belitlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Safra Tuzuna Kars1 Gelisim

Calismamizda 15 adet laktik asit baktetisinin % 1
safra tuzuna karst 0., 4 ve 24 saat sonundaki

gelisimleri belirlenmistir. % 1 safra tuzuna kars1 24
saat sonunda izolatlarin hepsi canliliklarini
korumustur. Canlilik yizdeleri % 104.23 ile %
88.73 arasindadir. Cizelge 1’de safra tuzuna karsi
0., 4. ve 24 saat sonundaki gelisen
mikroorganizmalarin logaritmik sonuglari, canliik
oranlart ve izolasyon kaynaklart verilmistir.

Cizelge 1. 1zolatlarin safra tuzunda 0., 4. ve 24. saat inkiibasyon sonundaki canlilik oranlart
Table 1. Viability of isolates at the end of 0,4 and 24 hours of incubation in bile salt solution

Mikroorganizma

0-4. h Canlilik

0-24. h Canlihk

izolasyon kaynagt Mikroorganizma 0.h 4h 2% h Orant (%o) Orani (%)
Isolation sonrce of Microorganism ' ’ ' 04. h Viability 0-24. h Viability
mICT001ganism Ratio (%) Ratio (%)
Tulum Peynii L. casei DA4 750+ 037 733 %059 7.22 % 0.40 97.73 + 3.96 96.26 + 2.53
Tulum Cheese

Bergama Tulumu

Bergama Tulum W, cibaria DA8 798 £040  7.61£0.70 788 £ 044 9536 %502 98.74 + 2.75
Cheese

Tulum Peyniri W, cibaria DA28 7344006 734 %013 7264013 10000+ 1.36  98.91+ 136
Tulum Cheese

;ZZE L. plantarum DA100 705004  693%024 6.81 £ 0.00 98.29 + 1.77 96.59 * 1.00
Beyaz Peynir 4 i i + +
B Chesey L fermentum DA134 849 £0.12 840 %052 840050  98.93 %338 98.93 + 3.38
Ezine Peyniri L. plantaram DA135 7794050  7.33£090 8124047 9409 £804 10423 £295
Ezine Cheese

Tulum Peyniri L. plantarum DA140 7184009  7.18+0.16 7124011 10000+ 145 9916+ 1.30
Tulum Cheese

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarum DA199 8254052  7.82+043 7.88 + 0.43 94.78 + 2.75 95.51 + 2.70
Fermented S ansage

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarnm Da218 769 £061  7.81£0.18 751 £048 10156+ 1.54  97.65 3.08
Fermented Sansage

Fermente Sucuk

Turkish Dry L. plantarum DA225 7854052 770 £ 0.28 7.90 + 0.63 98.08 + 1.93 100.63 + 4.27
Fermented S ansage

(Z)ztf‘“ L. plantarum DA245 8114039  7.89+0.18 7.61 £ 0.20 97.28 + 5.38 93.83 + 1.61
Kara Dut L. plantarum DA255 790+ 053  7.61 %039 7.62 % 0.51 96.32 + 2.50 96.45 + 3.29
Black Mulberry

Biberiye L. coryniformis DA256 7414086  7.52+030 7524030 101484203  101.48 + 2.02
Rosemary

Turung . =

; L. coryniformis DA263 736 £0.09 718+ 0.02 7.22 4 0.03 97.55 + 1.05 98.09 + 1.08

Bitter Orange

Yeni diinya L. lactis DA268 817+0.14  7.52+0.23 7254036 9204+ 1.71 88.73 + 229
Japanese Medlar

Eryilmaz, (2011) calismasinda vajinal ulagmustir. Jamally vd. (2011) calismalarinda Fas’a

sekresyondan izole etmis oldugu laktik asit
bakterilerinin % 0.3 % 0.5 ve % 1 oraninda safra
tuzuna karsi direncliligini tespit etmistir. L. brevis
OZV  susunun 4. saatte 9% 0.3k
konsantrasyonda canlilik oranint % 95.98 olarak
tespit etmistir. Sus, % 0.5 ve % 1lik
konsantrasyonlarda da yine bu rakamlara

Ozgl st trltinlerinden izole ettikleti L. plantarum ,
L. paracasei ve L. brevis suslarinin % 0.2, % 0.3, %
0.5 ve % 1 oraninda safra tuzuna karst 0., ve 24.,
saatlerdeki direngliliklerini tespit etmistir. Izolatlar
% 02 ve % 0.3 safra tuzunda iyi gelisim
gosteritken % 1 safra tuzuna karst canllik
degerleri disik ctkmustir, Izolatlarin % 1 safra


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tulum%20cheese
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tuzuna karst en yuksek canlilik orant % 65.20
olarak  belitlenmistir. ~ Sharma vd. (2016)
geleneksel siit tirtinlerinden elde ettigi laktik asit
bakterilerinin % 0.3, 0.7, 1.0, 1.5 ve % 2 safra
tuzuna karst 24. saat sonundaki direncliliklerini
tespit etmistir. L. case/ suglarinin bu oranlarin
tamaminda yaklasik % 90-95 araliginda canlhihk
gOsterdigini tespit etmislerdir. Wang vd. (2014)
hardaldan izole ettikleri 50 adet laktik asit
bakterisinin % 0.5 ve % 1 safra tuzuna direnclilik
Ozelliklerini incelemislerdir. Mikroorganizmalar-
dan sadece Lactobacillus suslart safra tuzuna
direnclilik  gbsterebilmistir.  Anandharaj ve
Sivasankari  (2014)  yaptiklari  ¢alismada
Lactobacillus ve Weissella suslarinin % 0.3 ve % 0.5
oraninda safra tuzuna karst direncliligini tespit
etmislerdir. % 0.3'lik safra tuzunda Lactobacilius
suslart ortalama % 81 Weissella suslart ise % 84
oraninda canlilik gdstermislerdir. % 0.5’lik safra
tuzunda ise bu oranlar % 30’lara kadar inmistit.

Uraipan ve Hongpattarakere (2015)
calismalarinda  laktik  asit  bakterileri  ve
bifidobakterlerin ~ gida  kaynakhi  patojen

mikroorganizmalara karst antogonistik etkilerini
incelemiglerdir. Bu amacla izolatlarin % 0.3 safra
tuzuna karst direncini incelemislerdir. Suslardan
en iyi canliigt B. longum NIF7TAN2 % 95.80, L.
plantarnm CIF17ANS % 80.03 olarak gbstermistir.
Yapilan calismalarda agirlikh olarak % 0.3 ve %
0.5 oraninda safra tuzu ile ¢alisildigs g6ralmistiir.

Calismamizda ise % 1 oraninda safra tuzu ile
deneme yapilmistir. Calismada mikroorganizma-
larin  viicudumuzda gelisimlerini  destekleyici
herhangi bir ortam olmadan safra tuzlar ile
karsilastiklart disiinilerek zengin besin icerigi ve
tamponlama Ozelligi olan MRS besiyeri yerine
PBS’de yapimis ve bu durum gbz Oniine
alindiginda elde edilen sonuglarin iyi bir canlilik
orant oldugu distinilmustir.

Diisiik pH’da Geligsim

Mide pH’s1 1-4 arasinda degismektedir ve besinler
midede en az 90 dakika kalmaktadir. Bu nedenle
mikroorganizmalarin uygulanan pH ve siireye
dayanip  dayanamadiklarini  belitleyebilmek
amactyla iz vitro tolerans testleri uygulanmaktadir
(Castorena-Alba vd., 2017). Calismamizda da bu
amagla 15 adet laktik asit bakterisinin pH 3.0’de
0., 1. ve 3. saatlerdeki canliik oranlar
belirlenmistir. Asit direnci suslar arasinda farkldik
gOstermis ve 8 adet izolat 3. saatin sonunda
canliligini yitirmistir. Suslar arasinda farkls illerden
alinmis tulum peynirinden izole edilen W. cibaria
DAS8 ve W. cibaria DA28 suslari 3. saatin sonunda
oldukea iyi bir canlilik yiizdesi gstermislerdir. 3.
saatin sonunda canliligint koruyan diger bir grup
ise fermente sucuk izolatlar1 olan L. plantarum
DA199, L. plantarum DA218 ve L. plantarum
DA225dir. Cizelge 2’de Mikroorganizmalarin pH
3.0%¢ karst 0., 1. ve 3. saat sonundaki gelisme
durumlari ve canlilik oranlari verilmistir.

Cizelge 2. Mikroorganizmalarin pH 3.0%e karst canlilik sonuglart
Table 2. The viability results of microorganisms against pH 3.0

Mikroorganizma

0-1.h Canlik (%)  0-3. h Canlilik (%)

Microorganism 0.h 1.h 3.h 0-1. h Viability (%) 0-3. b Viability (%)
L. casei DA4 7.20 £0.26 6.91 £ 0.37 7.13 £0.65 95.97 £ 2.33 99.02 = 4.48
W. cibaria DAS 7.03 £0.49 7.57 £ 0.11 7.50 £ 0.82 107.68 + 1.30 106.68 *+ 6.61
W. cibaria DA28 8.28 + 0.39 791 £0.50  835=£0.51 95.53 + 3.17 100.84 + 3.26
L. plantarum DA100 842+ 0.33 7.49 £0.43 0.00 88.95 + 2.69 0.00

L. fermentum DA134 8.50 + 0.46 573+020  4.55%+0.02 67.41 + 1.57 53.52 + 1.05
L. plantarum DA135 8.13+0.31 7.68 £0.33 0.00 94.46 £ 2.12 0.00

L. plantarum DA140 8.02£0.23 5.06 £ 0.10 0.00 63.92 £ 1.27 0.00

L. plantarum DA199 8.32+0.50 818+ 042  8.04+040 98.31 £ 2.61 96.63 + 2.54
L. plantarum DA218 8.32 +0.22 7.90 + 0.27 6.74 £ 0.23 94.95 + 1.84 81.00 = 1.68
L. plantarum DA225 8.69 + 0.34 7.84 + 0.28 6.54 + 0.21 90.21 + 1.92 7525+ 1.63
L. plantarum DA245 8.59 + 0.27 7.96 £ 0.14 0.00 92.66 + 1.38 0.00

L. plantarum DA255 7.63 £ 0.47 7.60 £ 0.14 0.00 72.08 + 1.38 0.00

L. coryniformis DA256 8.19 £ 0.02 7.04 £ 0.34 0.00 85.95 + 2.18 0.00

L. coryniformis DA263 7.83 £0.16 7.60 £ 0.00 0.00 97.06 £ 1.00 0.00

L. Jactis DA268 8.12 £ 0.18 0.00 0.00 0.00 0.00
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Horackova vd. (2011) calismalarinda farkl
Lactobacillus suslarinin gastrointestinal sistemdeki
canliliklarini belirlemislerdir. Diigik pH’ya karst
dayanim testinde sindirim kosullarini olusturmak
icin pH 2.0°de 0., 2., ve 3. saatlerde canlilik tespiti
yapmuslardir.  Mikroorganizmalar 3. saatin
sonunda ortalama 1-2 logaritma diizeyinde disis
gostermislerdir. Soliman vd. (2015) L. acidophilus,
L. casei ve L. plantarum suslarinin probiyotik olma
Ozelliklerini incelemislerdir. Bu amacla pH 2.0 ve
pH 3.0de canliliklarini = belirlemiglerdir. L.
acidophilus pH 2.0°de canlilik gGsterebilirken diger
iki mikroorganizma bu asit degerinde canlt
kalamamuglardir. Dixit vd. (2013) d¢ farkh L.
acidophilus susunun probiyotik olma 6zelliklerini
incelemislerdir. Bu amacla yaptiklar: diistk asite

diren¢ testinde MRS besiyerinin pH’sin1 2.5%¢
ayarlamis ve 2. ve 4. saatlerdeki canliliklarim
belirlemislerdir. Suslar pH 2.5’de 4 saat sonunda
% 34, % 52 ve % 75 oraninda canlilik
gostermislerdir.

Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkarit tretimini belirlemek amactyla
yapilan analiz sonucunda 15 adet izolattan 9 tanesi
sakkaroz iceren MRS kat1 besiyerinde parlak,
mukoz bir yapt dretmislerdir. Sekil 1°de L.
plantarnm  DA255 ve L. coryniformis DA263

izolatlarinin sakkaroz igeren MRS katt besiyerinde
olusturduklart
gosterilmektedir.

parlak, mukoz

yapt

Sékﬂ 1. L. p/am‘am DA255ve L. coryniformis DA263suslarinin olusturdugu

parlak, mukoz yap1

Figure 1. Glossy, mucons structure of L. plantarum DA255 and L. coryniformis DA263

Izolatlarin direttigi EPS miktart 11. 9 ile 1.1 mg/L
arasinda belirlenmigtir. Dut Dbitkisinden izole
edilen L. plantarnm DA255 susu 11.9 mg/L ile en
yiksek EPS dreticisi olarak  belirlenmistir.
Ardindan tursudan izole edilen L. plantarum
DA100 izolatt 9 mg/L veritken en dustik miktar
beyaz peynirden izole edilen L. fermentun DA134
susunda 1.1 mg/L olarak belitlenmistir. Asagida
cizelgede (Cizelge 3) izolatlarin EPS miktarlart
mg/L olarak verilmistir.

Feng vd. (2012) calismasinda Cin’e Ozel cesitli
geleneksel fermente gidalardan izole edilen laktik
asit  bakterilerinin  ekzopolisakkarit  (EPS)
tretimlerini  belitlemislerdir. En yitksek EPS
tretim kapasitesi (0.859 g/L) L. plantarum
(HQ259238) susundan elde etmiglerdir. Van
Geel-Schutten vd. (1998) calismalarinda 182 adet
Lactobacillus susundan 60 tanesinin EPS urettigini,

bunlardan 17 susun EPS dretiminin 100
mg/I’den fazla oldugu belirlemislerdir. Ayrica
calisma sonunda EPS dretimi i¢in en uygun
bilesenin sakkaroz oldugunu kaydetmislerdir.
Dilna vd. (2015) calismasinda laktik asit
bakterilerinin uygun kosullar saglandiginda EPS
Uretimi icin yararli olacagini distinmislerdir. Bu
amacla yaptklar1 calismada L. plantarum RJF4,
susu, yapisinda glukoz ve mannoz iceren bir
heteropolisakkariti 3.5 g/L dizeyinde tGretmistit.
Wang vd. (2015) calismasinda kefirden izole
ettikleri L.  plantarum YW32 susunun EPS
tretimini ve yapisint belirlemislerdir. L. plantarnm
YW32 tarafindan retilen EPS, yaklasik sirastyla
8.2:1: 4.1:4.2'lik mol oraninda mannoz, fruktoz,
galaktoz ve glukozdan olusmustur. Ayrica olusan
EPS’nin 1.03x105 Da'lik bir molekil agirligina
sahip oldugunu belirlemislerdir. Uretilen EPS’nin
yiksek sicakliga  (283.5°C), ksidroksil ve
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stiperoksit  radikallerine  karst  antioksidan
aktiviteye ve bazt patojen bakteriler izerinde
antibiyofilm aktivitesi ile insan HT-29 hticrelerine
karst antitimoér aktivitesine sahip oldugunu
belirlemislerdir. Demir vd. (2017) yogurttan izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin EPS tretimlerini
belitlemisler ve bakterilerin EPS uretim miktarlart
5.89 ile 134.60 mg/L arasinda tespit etmislerdir.

Cizelge 3. Izolatlarin drettigi EPS miktarlart
(mg/L)
Table 3. Amounts of EPS produced by isolates (mg/1)

Mikroorganizma EPS miktart (mg/L)
Microorganism EPS amount (mg/1.)
W. cibaria DAS 2.95 be

W. cibaria DA28 2.4() be

L. plantarum DA100 9.00 ab

L. fermentum DA134 1.10 ¢

L. plantarum DA140 2.4() be

L. plantarum DA199 2.8() be

L. plantarum DA245 5.0 abc

L. plantarum DA255 11.90 a

L. coryniformis DA263 4.9() abe

&b e Aynt stitunda farklt harflerle gosterilen degetler
istatistiksel olarak farklidir (P<0.05)“ " Different letters
in same column are statistically different (P<0.05).

Kolesterol Asimilasyonu

Bazi laktobasil veya bifidobakterleri iceren
fermente  sut  Uranlerinin  tiketilmesinin,
insanlarda  serum  kolesterol  diizeylerini

distirdigt iddia edilmektedir (Burhan vd., 2017).
Calismamizda da probiyotik olma potansiyeline
sahip oldugu distnilen 15 adet laktik asit
bakterisinin kolesterol asimilasyon yetenekleri
belitlenmistir.  Izolatlarin  toplam  kolesterol
asimilasyon yizdeleri % 60.71 ie % 16.71
arasinda degismektedir. EPS treticisi olmayan L.
lactis DA268 % 60.71 ile en yitksek asimilasyonu
saglamistir. L. plantarum DA245 susu ise iyl bir
EPS  dreticisi  olmasina  karsin  kolesterol
asimilasyon ytizdesi % 16.71olarak bulunmustur.
Cizelge 4’te izolatlarin kolesterol asimilasyon
yuzdeleri ve miktarlar1 verilmistir. Anandharaj ve
Sivasankari (2014) calismalarinda anne sitiinden
izole ettikleri Lactobasillus  suslarmun  farkh

kolesterol =~ miktarlarinda  ve  safra  tuzu
varliginda/yoklugunda asimilasyon 6zelliklerini
belirlemislerdir. Suslar safra tuzu yoklugunda
23.28-35.41 mg/ml. aralifinda kolesterol asimile
ederken % 0.3 safra tuzu varliginda en yuksek
deger 61.05 mg/mL olarak belitlenmistir. Burhan
vd. (2017) 6 farkli L. fermentum susunun kolesterol
asimilasyon yetenegini belirlemislerdir. Suglar 100
mg/ml.  toplam kolesterol bulunan MRS
besiyerine 101 kob/ml. olacak sekilde astlanmis
ve 24 saat anaerobik kosullarda inklbe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda suslar % 4.1 ve
% 8.1 oraninda asimilasyon g6stermislerdir.
Castorena-Alba vd. (2017) calismasinda farkh
laktobasil ve bifidobakter suslarinin % 0.2 ve %
0.4 safra tuzu varligindaki kolesterol asimilasyon
yeteneklerini belirlemislerdir. B. /Jaczzs DSM10140
susu % 0.2 safra tuzu varhginda % 0.08
asimilasyon gosteritken % 0.4  safra
varliginda  bu yizde % 18.69 olmustur.
Lertcanawanichakul vd. (2015) P.  plantarum
L14/1, P. acidilactici 1.25, 1. plantarum 1.26, L.
Pentosus, E. faecium N 15, suslarmin kolesterol
asimilasyon 6zelliklerini belitlemislerdir. Suslar %
0.3 safra tuzu varhginda iyi bir disis
gostermislerdir. E. faeciuz N 15 susu safra tuzu
vathginda % 64.88 dists saglarken safra tuzu
yoklugunda bu oran % 17.12°ye dismistir. Safra
asitleri yiizey gerilimini azaltict etkileri ile suda
¢coziinmeyen  lipidlerin  emiilsiyonlagmasini
bdylece enzimlerin bagirsak limenindeki lipitlere
daha iyi etki yapmalarimin yami sira  safra
icerisindeki kolesteroliin ¢6kmesini engellerler.
Bu nedenle yapilan ¢ogu iz witro kolesterol
asimilasyon c¢alismalarinda safra tuzu ortama
eklenerek etkisi incelenmektedir. Bu nedenle
calismamizda yapilan kolesterol asimilasyon
denemesinde MRS  besiyeri igerisine 110.70
mg/dL kolesteroliin yant sira % 0.3 safra tuzu
eklenmistir. 18 saat inkiibasyon sonunda belli bir
miktar kolesterol olusan pH degisimi ile ¢cGkmiis
olma ihtimali de bulunmaktadir. Ancak elde edilen
asimilasyon ylizdeleri suslarin bu yetenekleri
hakkinda 6ngérti  sahibi  olmamiza katkida
bulunmustur.

tuzu
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Cizelge 4. 1zolatlarin kolesterol asimilasyon
yuzdeleri
Table 4. Cholesterol assimilation percentages of isolates
Total Kolesterol

Mikroorganizma Asimilasyonu (%)

Microorganism Total Cholesterol
Assimilation (%)

L. casei DA4 16.91

W. cibaria DAS 32.15

W. cibaria DA28 36.31

L. plantarum DA100 34.14

L. fermentum DA134 33.51

L. plantarum DA135 30.50

L. plantarum DA140 43.27

L. plantarum DA199 42.18

L. plantarum Da218 50.63

L. plantarum DA225 55.50

L. plantarum DA245 16.71

L. plantarum DA255 41.19

L. coryniformis DA256 50.52

L. corynifornis DA263 36.22

L. lactis DA268 60.71

SONUC

Mikroorganizmalarin, gastrointestinal sistemden
rahatca gecebilmesi icin safra tuzuna ve disik
pH’ya kars1 direncli olmalart gerekmektedir. Mide
pH’st 1-4 arasinda degismekte ve besinlerin
midede kalma siiresi ortalama 3 saattir. Bu
nedenle calismamizda pH 3.0de 0., 1., ve 3.
saatlerde mikroorganizmalarin canlilik miktarlari
belirlenmistir. 15 izolattan 7 tanesi 3. saatin
sonunda canlt kalmayt basarabilmislerdir. % 1
safra tuzu denemesinde ise izolatlarin tamami 24
saat sonunda yiksek bir canlillk orani
gostermislerdir. Alp ve Aslim (2010) calismasinda
anne sutd ile beslenen bebeklerin diskilarindan
izole ettikleri 31 Bifidobacterium spp.’nin safra
tuzlarina ve disik pH’ya karst direng ile
ekzopolisakkarit tretimlerini belirlemis ve EPS
dretimi ile safra tuzlarina karst direng ve dusik
pH’ya kars1 direng arasinda pozitif bir korelasyon
bulmuglardir (p <0.01). EPS freticisi bazt
laktobasil suglarinin safra tuzlarinin da yardimi ile
kolesterolii asimile edebildigi bircok iz vitro
calisma ile gosterilmistir (Horackova vd., 2017).
Tok ve Aslim (2010) ¢alismalarinda yitksek EPS
dretimi olan suglarin daha iyi bir kolesterol
asimilasyonu sagladigini belirlemislerdir. Ancak

bizim c¢alismamizda EPS tretimi ile kolesterol
asimilasyonlart arasinda kuvvetli bir baglanti
bulunamamistir. Yiksek miktarda EPS iretimi
olan L. plantarum DA255 susu % 41.19 oraninda
kolesterol asimilasyonu gosteritken L. Jactis
DA268 susu EPS treticisi olmamasina ragmen %
60.71'lik bir kolesterol asimilasyonu goéstermistir.
Bu durum izolatlarin kolesterol asimilasyonunu
EPS dretiminden farkli mekanizmalar ile sagladigt
sonucunu  dasindirmektedir.  Laboratuvar
ortaminda yapilan deneme sonuglart ile suslarin i
vivo  ortamda  gOsterebilecekleri  kolesterol
asimilasyon yetenekleri hakkinda 6ngérii sahibi
olunmustur. Ancak bu suslarin safra tuzu
hidrolaz, HMG CoA reduktaz enzimi aktivitesi
gibi  bazt  6zellikleri, kolesterol — seviyesini
diigtirdigli mekanizma (mekanizmalar) ve uygun
suslart se¢mek icin daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.
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(074

Glintmiizde nifusun beslenme diizeyi kalkinmanin 6nemli 6l¢ltlerinden biri olarak sayilmakta ve bu
nedenle nifusun saglikli ve dengeli beslenebilmesi acisindan et ve et iirtinlerinin kalitesinin ve glivenliginin
tyilestirilmesi 6nem tagtmaktadir. Bu nedenle et ve et triinleri muhafazasinda gesitli 1s1l islem uygulamalari
kullanilarak, gidalarin raf émri uzatilmakta ve mikrobiyal agidan giivenlik saglanmaktadir. Ancak bu
teknolojinin uygulanmast et ve et drinlerinin fiziksel ve kimyasal yapilarinda degisimlere, organoleptik
Ozelliklerinin ve dogal bilesenlerinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle et ve et Urtnlerinin
muhafazasinda 1sil olmayan teknolojiler tzerine cesitli arastirmalar yapilmistir. Bu derleme ile et ve et
tranlerindeki mikroorganizmalarin dekontaminasyonunda kullanian isinlama, ultraviyole 1sinlari, vurgulu
elektrik alan, atimlh 151k, yiiksek basing ve ultrasonik ses dalgalart gibi 1s1l olmayan teknolojilerin 6zelliklerd,
uygulamalari ve olusturdugu etkiler hakkinda bilgi verilmesi amaglanmustir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyal dekontaminasyon, 1s1l olmayan teknolojiler, et ve et tirtinleri

APPLICATIONS OF SOME NON-THERMAL TECHNOLOGIES FOR
MICROBIAL DECONTAMINATION IN MEAT AND MEAT PRODUCTS

ABSTRACT

Nowadays, the quality of nutrition level is regarded as one of the most important criteria showing
social development level. Therefore, it is important to increase the safety and quality of meat and
meat products in order to provide healthy and balanced nutrition. Thus, heat treatment applications
have been commonly used for preservation of meat and meat products, and this process provides
improved shelf life and microbial safety. However, this technology causes changes in physical and
chemical structure, organoleptic characteristics, and natural components of meat and meat products.
Therefore, many research about non-thermal technologies has been conducted on muscle foods. This
review aims to describe the basic principles, applications and effects of non-thermal technologies
including irradiation, ultraviolet light, pulsed electric fields, pulsed light, high hydrostatic pressure
and ultrasound used for microbial decontamination of meat and meat products.

Keywords: Microbial decontamination, non-thermal methods, meat and meat products
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Isil olmayan teknolojiler

GIRIS
Et ve et triinleri yliksek sindirilebilitlik 6zelligi ile
karakterize edilen zengin besin &geleridir ve
mikroorganizmalarin gelisip cogalabilmeleri icin
uygun ortamlardir. Et Urtnleri; ylksek nem
icerikleri, omega-3 yag asitleri, vitamin B12,
protein, mineral ve diger gelisme faktorlerince
zengin olmalarinin  yant sira  belirli oranda
fermente olabilir karbonhidrat icermeleri ve pH
degetlerinin  yiiksek olmasi nedeniyle uygun

olmayan  depolama  kosullarinda  kolayca
bozulabilmektedir (Zhou vd., 2010).

Et driinlerinde gorilen en 6nemli bozulma
tirlerinden biri mikrobiyolojik bozulmalardir. Et
yuzeyinde bulunan mikroorganizmalarin etkinligi,
kesimden hemen sonra baglamakta ve uygun
olmayan isleme ve muhafaza sartlarinda artarak,
6nemli sayidara ulasabilmektedir. Gidalarin
Mikrobiyolojik Ozellikleri Uluslararast
Komisyonu (International Commission on
Microbiological ~ Specifications  for  Foods-
ICMSF)’na gore, kesilen etlerdeki toplam
mikroorganizma veya toplam mikrobiyal ytik icin
sintr deger 107 log KOB/g’dir (ICMSF, 1980).
Uriinlerde bulunan yiiksek saytdaki
mikroorganizmalar; istenmeyen tat ve koku
degisimine, yapiskan madde dretimine neden
oldugu icin urlnlerin duyusal &zelliklerinde de
kayiplara  yol  acmaktadir. Bu  nedenle
mikroorganizmalarin kontroldi, gida kalite ve
gtivenilirligi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Gida
endustrisinde kullanilan gida muhafaza yontemleri
genellikle  mikroorganizmalarin  gelismesini
engellemek ya da mikrobiyal inaktivasyonu
saglamak amaciyla yapilmaktadir (Horita vd,,
2018).

Gida muhafazasinda sl islem uygulamalarinin
mikroorganizmalart ve enzimleri inaktive etmesi
sebebiyle yaygin bir kullanim alani vardir. Ancak
bu teknolojinin uygulanmast sonucunda gidalarin
tiziksel ve kimyasal yapilarinda degisimler, duyusal
Ozelliklerinde ve dogal bilesenlerinde bozulmalar
gorilmektedir. Bu nedenle gidalarin
mubhafazasinda 1s1l olmayan teknolojiler tzerine
cesitli arastirmalar yapilmustir (Li ve Farid, 2016).

Et ve et urinleri ile siklikla iligkilendirilen
mikroorganizmalar enteropatojenik Camspylobacter
Jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,

Escherichia  coli  tutleri, Listeria  monocytogenes,
Salmonella  serotipleti, Staphylococcus — aurens ve
Yersinia  enterocolitica iken, bu Urlnler ile

iliskilendirilen parazit cesitleri ise Cysticercus bovis
ve Taenia saginata’dir (Dupuy vd., 2014; Lin vd.,
2014). Son yillarda bu patojen
mikroorganizmalarin dekontaminasyonunda 1sil
olmayan teknolojilerin kullanildigi gérilmektedir.
Uygulanan bu yOntemlerin  etkinligi; etin
baslangictaki mikrobiyal yikd, islenecegi triintin
Ozellikleri ve isleme sekli gibi faktorlere bagh
olarak degisebilmektedir (Dogu ve Saricoban,
2014).

Bu detleme makalede et ve et triinlerindeki bazt
patojen ve bozulma etmeni olan
mikroorganizmalarin dekontaminasyonunda
kullanilan iyonize 1sinlama (1), ultraviyole 1sin
(UV), vurgulu elektrik alan (VEA), atimli 151k (AI),
yitksek basing (YB) ve ultrasonik ses (US) dalgalart
gibi 1sil olmayan bazi teknolojilerin 6zellikleri,
uygulama alanlari ve olusturdugu etkileri hakkinda
bilgi verilmesi ama¢lanmistir.

ISIL OLMAYAN YONTEMLER

Iyonize Isinlama (i)

Mikroorganizmalarin  DNA’sin1  tahrip ederek
mikrobiyal faaliyetleri sinirlandiran bir yontem
olan II, gida kaynakli hastaliklara sebep olan
patojenleri inaktive ederek, gidalarin
guvenilirligini arttirmaktadir (Nagarajarao vd.,
2016). Isinlama teknigi; 1smnlamaya maruz
birakilan gidanin sicakliginda 6nemli bir artis
olmamasindan dolayt soguk bir islem olarak
tanimlanmakta ve ¢lrlime veya bozulmadan
kaynaklanan zararlarin azaltulmasinda da rol
oynamaktadir (Ehlermann, 2016). Isinlamaya
karst  hicbir  mikroorganizmanin  direng
gelistirememest, 1sinlama teknolojisinin
ambalajlanmis son triine uygulanabilir olmasi,
toksik kalinti birakmamast ve nispeten dusik
maliyetli olmast bu uygulamanin avantajlart
arasinda yer almaktadir (Singh vd., 2015).

Isinlamanin etkisi; dogrudan (fiziksel) etki ve
dolaylt (kimyasal) etki olarak iki temel mekanizma
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ile aciklanmaktadir. Fiziksel etkide, 1smnlar
dogrudan hiicre bilesenleri ile reaksiyona
girmektedir.  Hucrenin = canliligini devam

ettirebilmesi i¢in gerekli olan bazi bilesenlere ¢ok
hizli hareket yiikleyerek, carpma sonucu hiicreye
hasar vermekte, DNA gibi molekiillere enerjisini
aktararak iyonize olmalarina neden olmakta ve bu
sekilde hiicre cogalmasini 6nlemektedir. Kimyasal
etkide ise, 1sinlama su molekullerini H* ve OH-
radikallerine ayristirmakta ve olusan radikaller
hiicrede yiikseltgenme ve indirgenme etkisi
yapmaktadir (Lung vd., 2015).

Gida 1sinlama  icin  kullanilan iyonize 1sin;
radyoaktif kaynaklardan ve elektrik ile calisan
makinelerden  olmak  Uzere iki  sekilde
saglanmaktadir. Radyoaktif kaynaklara gama
sinlart (y) (Kobalt-60 (®°Co) ve Sezyum-137
(137Cs) gibi radyoaktif izotoplardan); elektrikle
calisan makinelere ise X sinlart (X 151
tiplerinden veya dogrusal hizlandiricilardan) ve
elektron ~ demeti  (lineer  veya  diger
hizlandiricilardan) 6rnek verilebilmektedir (Pillai
ve Shayanfar, 2017).

Givenlik 6nlemi olarak Codex Alimentarius
Komisyonu (Codex), gidalarda 1sinlama dozunun
10 kGy’yi gegmemesi gerektigini vurgulamaktadir.
Fregonesi vd. (2014) 1.5 ve 3 kGy dozunda
sinlamaya maruz birakidan kuzu etleri arasindan;
3 kGylik doz uygulanan etlerin fizikokimyasal
Ozelliklerinde  olumsuz  degisim  olmadan
mikroorganizmalarin  azaldigini ve +1 °Cde
muhafaza edilmesinin saklanan kuzu etlerinin raf
omrini 14-56 gin uzattigin vurgulamuglardr.
Kundu vd. (2014) 1 kGy dozunda isinlamaya
maruz birakilan sigir etlerine inokile edilmis
Salmonella saytlarinda 1.9 log KOB/g, E. cli
O157:H7 sayilarinda ise 3.9 log KOB/g azalma
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar 1 kGy
dozundaki 1sinlamanin, sigir etlerinde E. coli
O157:H7  tehlikesini  ortadan  kaldirdigini
vurgulamuslardir. Ayrica, de la Paz Xavier vd.
(2014) koftelere 2.5 kGy dozuna kadar uygulanan
wsinlamanin L. monocytogenes  Uzerinde 2 log
KOB/g;, E. cw/i O157:H7 ftzerinde ise 5 log
KOB/g azalmaya neden oldugunu belirtmislerdit.
Bu arastrma ile dondurulmus sigir etlerinin
glivenligini saglamak icin 1sinlama uygulamasinin

basarili bir sekilde kullanilabilecegi kanitlanmustir.
El-Ghafour vd. (2017) balik filetolarina
uygulanmis 1.2 ve 3 kGy dozlarindaki y 1sinlarinin,
mikrobiyal yiikleri azaltmak icin yeterli oldugunu
ve 1sinlamanin balik filetolarinin raf émrinu
uzattigini, ancak tim kalite parametreleri dikkate
alindiginda 3 kGy’lik dozun daha etkili oldugunu
belirtmislerdir. Et trtnlerinde kullanilan 1sinlama
kaynaklarinin  etkinligi; gesitlerine  ve
uygulanan doz miktarlarina gbre
degisebilmektedir. Silva vd. (2015) sigir etlerine
uygulanmis 2, 4 ve 6 kGy arasindaki y 1s1u
dozlarnin Oncesi ve sonrasinda, Staphylococcus
tirlerini  izole  etmeyi ve  tamumlamay1
amaclamiglardir.  Sonuc olarak arastirmacilar,
isinlamanin  mikrobiyal yiukd Onemli OSlcide
elimine ettigini ve uygulanan dozun artmas: ile
canlt  kalan  tirlerin  sayisiu  azalttigiu
bildirmislerdir. Ham vd. (2017) pisirildikten sonra
sigir kiymalarina uygulanan elektron demeti ve
domuz sosislerine uygulanan vy sinlarimin,
trinlerdeki toplam canlt sayisini tespit edilebilir
limitlerin  altina  distirdiging  bildirmislerdir.
Haquea vd. (2017) taze etlere uygulanan y
sinlarinin - besin  kalitesine  zarar vermeden
mikrobiyal popiilasyonu énemli dl¢tide azalttigint
belirtmiglerdir. Bu arastirmacilar genel kabul
edilebilirlik ve raf dmri acisindan, 2 ve 4 kGy’lik
dozlarda uygulanan isinlamaya kiyasla 6 kGy’lik
dozun daha etkili oldugunu vurgulamiglardir.
Deepika vd. (2017) elektron demeti uygulanmis
domuz sosislerinde toplam canli sayisi, S. aurensve
maya-kif sayiarinin; artan 1sinlama dozu ile
o6nemli  Ol¢ide  azaldigini  belirtmislerdir.
Arastirmacilar bu calisgma ile tim uygulanan
clektron demeti dozlart arasindan 4.5 kGylik
isinlama  dozunun, uygulanan 3 ve 3.5 kGy
dozlarina kiyasla mikrobiyal yiikii azaltmada daha
etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

urun

Engel teknolojisinde kullanilan diger yontemler ile
birlikte 1T uygulanmasi, et ve et drinlerinde
patojen ve bozulma etmeni olan
mikroorganizmalarin dekontaminasyonunda daha
etkili olmaktadir. Li vd. (2015) sigir etlerine
inokille edilen Salmonella ve E.coliye karst
kullandan laktik asit ile birlikte disitk dozdaki (1
ve 3 kGy) elektron demeti uygulamasinin
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini
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belirtmislerdir. Arastirmaciar, 1 kGy dozundaki
elektron demeti ve %5’lik laktik asit ¢ozeltisinin
birlikte uygulanmasimn Sa/monella sayisinda 1.8
log KOB/g azalmaya neden oldugunu, E. cw/i
gelisimini ise sinirladigini vurgulamiglardir. Huq
vd. (2015) mikroenkapsiile edilmis ucucu yaglarin
ve nisin ile birlikte y 1511 uygulanmasinn,
tiketime hazir et Uriinlerinde  sinerjistik
antimikrobiyal  etkiye sebep oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar, mikroenkapsiile
edilmis kekik ve tarcin ile bitlikte 1.5 kGy dozda y
1sin1 uygulanmasinin, L. zonocytogenes sayisinda 3.5
log KOB/g azalmaya neden oldugunu ifade
etmislerdir. Koluman ve Dikici (2016) bazt balik
tirlerinde, nisin kullanmadan yalnizca 5 kGy y
i1 uygulamast ile L. monocytogenes’in  inhibe
edilebilecegini; ancak nisin  kullanimimin = L.
monocytogenes’in inhibe edilmesi icin gerekli dozun
azaltilarak 3 kGy’lik dozun yeterli olabilecegini
belirtmislerdir. Aynt arastrmacilar nisin ile v
sinlarinin - birlikte  kullanilmasinin  farkli  balik
trtinlerinde de L. monocytogenes tzerinde etkili
oldugunu vurgulamuglardir. Hassanzadeha vd.
(2017) tzim cekirdegi ekstraktt iceren kitosan
bazli yenilebilir bir film ile kaplanmis pili
etlerinde 2.5 kGy dozda y 1sm1 uygulamasimin,
bakteriyel gelisimi smirladigini ve +4 °Cde
depolanan pili¢ etlerinin 7 gunlik raf dmrind 14
gline uzattugini bildirmislerdir.

Ultraviyole 1sinlar1 (UV)

Elektromanyetik ~ spektrumun  100-400 nm
araliginda bulunan kictk bir bélimiini olugturan
UV, insan vicudunu bronzlagtiran UV-A (320-
400 nm), cilt yani@1 ve cilt kanserine neden olan
UV-B  (280-320 nm), mikroorganizmalar
oldiriict (germisidal) etki yapan UV-C (200-280
nm) ve vakum altinda yayilabilen vakum UV (100-
200 nm) olarak alt siniflara  ayrilmaktadir
(Nagarajarao vd., 2016).

UV-C; bakteri, viriis, protozoa, maya, kif ve alg
gibi mikroorganizmalara karst 6ldiiriicii bir etkiye
sahiptir. Park vd. (2015) pilic gbgls etlerine
uygulanmis 3600 mWs/cm? UV-C (260 nm)
11510, 4.84 log KOB/g inokiile edilen hepatit A
virtisinde (HAV) ve 4.34 log KOB/g inokile
edilen murine noroviriiste (MNV-1) sirastyla 1.17
log KOB/g ve 1.23 log KOB/g azalmaya neden

oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar,
fizikokimyasal ve duyusal O6zellikler dikkate
alindiginda; 600-1200 mWs/cm? UV-C 151810,
HAYV ve MNV-1 viriislerine karsi etkili oldugunu
vurgulamuslardir.

Mikrobiyal inaktivasyonun gerceklesebilmesi icin,
gidanin en az 0.04 J/cm? enetjiye maruz kalmast
gerekmektedir. UV-C 151k, aynt DNA dizisindeki
timin ve sitozinler arasinda ¢apraz baglanmaya yol
acarak mutasyona sebep olmakta ve bu yolla
mikrobiyal hucrelerin  6lmesini  saglamaktadir.
UV-C sinlama teknolojisi; su veya kimyasal
kullamlmasint  gerektirmedigi, cevre dostu ve
stirdiirtlebilir bir teknoloji oldugu i¢in son yillarda
saglk ve gida sektéri tarafindan  yiizey
dekontaminasyonunda kullantlmaktadir
(Sommers ve Sheen, 2015).

UV-C 1sinlama uygulamast; stvida sterilizasyon,
havanin dezenfeksiyonu ve yizeyde
mikroorganizmalarin inhibisyonu olmak tzere 3
sckilde mikroorganizmalar tzerinde O6ldiriicd
etkiyi saglamaktadir (Rodionova ve Paliy, 2010).
Mikroorganizmalarin UV-C sinlarindan
etkilenmelerinde; tiir, sus, kiltir ve biiylime gibi
mikroorganizmalara ait gesitli faktorler ve gidanin
cesidi ile yapist 6nemli rol oynamaktadir. Lazaro
vd. (2014) Salmonella inokile edilen pili¢
gogislerine, 90 saniye boyunca uygulanan 0.62,
113 ve 195 mW/cm? dozlarinda UV-C
uygulamalarindan, yiiksek yogunluklu olan 1.95
mW/cm? dozun baslangic bakteri yikinde 7.28
log KOB/g azalma sagladigini ve ayrica
mikrobiyal gelismede lag fazini ve Uriiniin raf
omriini uzattigini belirtmislerdir. Arastirmacilar,
UV-C sigin pilic etlerinin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerini etkilemeksizin, mikrobiyal kalitesini
arturan  alternatif bir  teknoloji  oldugunu
vurgulamuslardir. Tarek vd. (2015) Bologna tipi
paketlenmis titketime hazir et Griinlerinde; UV-C
uygulamasinin plastik filmlerin yiizey 6zelliklerini
etkilemeksizin, E. co/i popilasyonunda yaklasik
1.5 log azalma saglayabilecegini belirtmislerdir.
Sommers ve Sheen (2015) Yersinia pestis suglarint
inhibe etmek icin uygulanmis 0.5 J /cm? UV-C 151k
uygulanmasinin, 7 vitro ortamda 7 log KOB/g ve
tzeri azalmaya neden oldugunu; sigir, pilic ve
balik etlerinde ise 4 log KOB/g azalmaya yol
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actigini tespit etmislerdir. Bu bakteride yaklasik 1
log KOB/g azalma saglayabilmek icin 1 J/cm?
UV-C stk kullanilmasinin  yeterli olabilecegini
belirten arastirmacilar, UV-C 1sik kullaniminin Y.
pestis’e karst etkili oldugunu ortaya koymuslardir.
Lee vd. (2015) kurutma islemi uygulanmis dikenli
cutre  (Thammnaconus modestus) ve  dilimlenmis
kalamar (Todarodes pacificus) ylzeylerine farklt
dozlarda (0-18 kJ/m?) UV-C stk (253.7 nm)
uygulamanin; E. col, S. aurens ve B. cereus
bakterilerinin ~ gelisimini  6nemli  Slcide
engelledigini  bildirmislerdir. 18 k] /m?2 UV-C
dozunda 1smnlamanin; dikenli ¢iitre ylzeyine
inokile edilmis E. w/yi 2.70 log KOB/g, S.
anreus’u 2.55 log KOB/g ve B. cerens'u 2.57 log
KOB/g; dilimlenmis kalamar yiizeylerine inokiile
edilmis E. co/?yi ise 1.35 log KOB/g, S. aurensu
0.54 log KOB/g ve B. cerens’u 1.05 log KOB/¢g
azaltugint  belirtmislerdir. Arastirmacilar, bu
uriinlerde E. co/i ve B. cereus’un tamamen inaktive
edilmesi icin 6-9 kJ/m? UV-C sinlamanin
kullanidmasint  6nermistir.  Bununla  birlikte,
dilimlenmis kalamar yiizeyindeki S. awreus'un
dekontaminasyonu icin, UV-C ismnlamanin
kimyasal dezenfektanlarla birlikte kullamlmasinin
daha etkili olacagint vurgulamislardir.

UV-C 1stk, genellikle ortam havasinda taginan
bakteri yikinin kontrolii amaciyla et ve et
uriinleri Uretim hatlarinda ve et karkaslatinin
muhafazasinda soguk depolarda kullanilmaktadir
(Lazaro vd., 2014). Rodionova ve Paliy (2016)
tretim tesislerinde kullanilan kapali tip UV-C
isinlama  cihazlarnin,  tesislerdeki  toplam
mikroorganizma sayisint %2.5 oraninda azalttigin
ve UV-C isinlamanin et Uretim tesislerindeki
havanin dezenfeksiyou icin oldukca etkili bir
yontem oldugunu vurgulamislardir.

UV-C 151810 penetrasyon glclnln zayif olmast
sebebiyle, uygulanan gidalarin sadece yiizeylerine
etki etmesi kullanimini sinirlamaktadir (Lazaro
vd., 2014). Bu nedenle UV-C 151k ile birlikte engel
teknolojisinde kullanilan diger yontemlerin aymnt
anda uygulanmasi, sinerjik bir etki yaratarak;
sinlamanin etkinligini arttirmaktadir. Ha ve Kang
(2015) dilimlenmis jambonlara 70  saniye
uygulanmis yakin kizil Otesi ve UV-C 1sik
kombinasyonunun; E. w/7de 3.62 log KOB/g, .

Typhimutium’da 4.17 log KOB/g ve L.
monocytogenes’de 3.43 log KOB/g azalmaya neden
oldugunu bildirmislerdir. Bottino vd. (2017)
vakum paketlenen balik filetolarina uygulanmis
dusuk (55.83 mJ/cm?) ve yiksek (160.97 m]/
cm?) dozlardaki UV-C 151810, yalnizca vakum
paketleme yapilmis filetolara kiyasla hem olusan
koloni sayilarini hem de bu kolonilerin biyiime
oranlarint azalttigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, UV-C  sigin filetolardaki
mikrobiyal biiyime parametrelerini yavaslatarak
ve kimyasal degisiklikleri geciktirerek, filetolarin
raf  6mrini  en az %50  arttrdigi
vurgulamislardir. Yang vd. (2017) pili¢ gbgus etine
uygulanmis  UV-C stk ile  birlikte  ticari
bakteriyofajin, L. monocytogenes tizerinde 2.04 log
KOB/g azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica arastirmacilar, yalnizca ticari bakteriyofaj
uygulanmis pilic etlerinde; 0.84 log KOB/g
azalma oldugunu ifade ederck, UV-C 151810
kullammi ile L. monocytogenes inhibisyonunun
etkinliginin arttigini vurgulamiglardir. Yeh vd.
(2018) sigir kiymalarina 3.5 log KOB/g inokiile
edilen Salmonella suglarinin, bakteriyofaj ilavesi ve
UV sk kullanimt ile 2 log KOB/g’a dustiguni
belirtmislerdir. Arastirmacilar, bakteriyofaj ve UV
151810 birlikte kullanimining et sanayinde Sa/nonella
kontroli icin uygun olabilecegini
vurgulamuslardir.

Vurgulu elektrik alan (VEA)

“Atiimli/darbeli elektrik alan” veya “yiksek
voltaj elektrik alan” uygulamalart olarak da bilinen
VEA uygulamalart genellikle 1-100 mikrosaniye
(us) gibi kisa siire ve yiksek elektriksel alan
esasina dayanan, 1sd islemin yerini alabilecek
yontemlerden  biri  olarak  tamimlanmaktadir
(Horita vd., 2018). VEA yontemi, gidalarin
duyusal Ozelliklerinde ve besin  degerlerinde
herhangi bir olumsuz degisime neden olmadan
mikroorganizmalarin ~ vejetatif  formlarinin
inaktivasyonunu gerceklestirebilmektedir (Stoica
vd., 2013). Ozel odalarda gergeklestirilen VEA
uygulamalarinda, iki elektrot arasina gida maddesi
yetlestirilmekte ve 0.5-80 kV/cm yiksek voltaj
elektrik alanina maruz birakilmaktadir (Horita vd.,
2018). VEA uygulamasi, mikroorganizmalarin
hticre duvarinda elektroporasyona ve elektriksel
yitkima neden olarak; hiicre organellerini
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catlatmakta, hiicre icerigini azaltmakta ve
hicrenin  temel fonksiyonlarini  yavaslatarak,
inaktivasyonunu  gerceklestirmektedir (Li ve
Farid, 2016).

VEA’nin  mikroorganizma  inaktivasyonunda
basarili olmasinda; uygulanan yontem, segilen
gidanin ¢esidi ve mikrobiyal faktorler oldukea
onemlidir. VEA’a bagh faktorler arasinda elektrik
alan yogunlugu, vurgu/darbe genisligi, uygulama
stresi ve sicaklik artist yer alirken; gidaya bagh
faktorler arasinda gidanin iletkenligi, sicakligt ve
pH’st, mikrobiyal faktorler —arasinda  ise;
mikroorganizma  tirli, konsantrasyonu ve
mikroorganizmanin gelisme asamasinda olup
olmamast yer almaktadir (Panwar vd., 2015).
Stachelska vd. (2012) 28 MHz darbe frekanst ve
300 V/m VEA uygulamasinin, sigir kiymalarina
6.7 log KOB/g dizeyinde inokile edilmis Y.
enterocolitica’nin inaktive edilebilmesi icin yetersiz
oldugunu; ancak darbe frekansimnin 280 MHz’e
cikarllmast ile Y. enterocolitica inaktivasyonunun
saglandigin1  rapor etmislerdir. Arastirmacilar,
2800 MHz ile birlikte uygulanan VEA’in hem +4
°Cde hem de -20 °Cde depolanan etlerdeki
mikroorganizma kontrolinde olduk¢a etkili
oldugunu vurgulamislardir.

VEA, gidalarda meydana gelen bozulmalarin
etkisini azaltmak icin verimli bir yOntem
olmasinin yant sira; L. monocytogenes, S. anreus, E.
coli ve S. Typhimurium gibi halk saglhig agisindan
risk olusturabilen patojenik vejetatif
mikroorganizmalarin etkinligini de sinirlamaktadir
(Stratakos ve Koidis, 2015). VEA uygulamastnin,
bakteri sporlari Uzerinde herhangi bir etkisinin
olmadigt ve bu uygulamaya karsi; bakterilerin
mayalara gbre daha direncli, Gram negatif
bakterilerin ise Gram pozitif bakterilere gre daha
fazla duyatli oldugu belirtilmektedir (Li ve Farid,
2010).

VEA’da geleneksel 1s1l yontemlerden farkli olarak,
oda sicakliginda ve ps ya da milisaniye
duzeyindeki kisa strelerde islem
tamamlanabilmektedir. Bu teknolojide kimyasal
koruyucu kullanilmamaktadir (Given ve Yildiz,
2016). Uygulamanin dustik enerji tiketimi ve
strekli calisabilitligi gibi avantajlari bulunmaktadir
(Nagarajarao vd., 2016). VEA uygulamasi et

endustrisinde daha cok karkaslarin
elektrostimulasyonunda, etlerin  tenderizasyo-
nunda ve tliketime hazir et Urlnlerinin ylzey
dekontaminasyonunda kullanilmaktadir (Horita
vd., 2018). Saif vd. (2006) 32 dakikallk VEA
uygulamas: sonrasinda, keci eti yiizeyine inokiile
edilmis E. w/ O157:H7nin 8 log KOB/g
azaldigint bildirmislerdir. Ozer ve Demirci (2006)
E. cwh O157:H7 inokile edilmis ve VEA
uygulanmis  somon  filetolarin  kaslarinda;
maksimum 1.09 log KOB/g, yizeylerinde ise
maksimum 0.8 log KOB/g azalma
gozlemlemislerdir. .. monocytogenes igin ise kaslarda
maksimum 0.74 log KOB/g, yuzeylerde ise
maksimum 1.02 log KOB/g azalma oldugunu
bildirmislerdir.

Yapilan literatiir taramast sonucunda; et ve et
trtinlerinin glivenilirligi ve kalitesi acisindan daha
iyi sonuglarin elde edilebilmesi icin, VEA ile
antimikrobiyal  ajanlarin  ve  diger  engel
parametrelerinin  birlikte kullanidmast gerektigi
Onerilmektedir.

Atml 151k (AT)

Radyasyon kullanilarak yapilan, triiniin icerigine
ve ylizeyine zarar vermeden antimikrobiyal bir
etki saglayan Al uygulamasi, mikroorganizmalarin
inaktive edilmesinde Gida ve lIla¢ Idaresi (Food
and Drug Administration-FDA)’nin kullanimina
izin verdigi etkili bir sterilizasyon yOntemidir
(Zhou, 2010; Rajkovic vd., 2010). Al yénteminde;
200-1000 nm araligindaki UV bélgedeki genis
spektrumlu dalga boylart kullanilmaktadir (Bhavya
ve Hebbar, 2017).

Son yillarda elde edilen bilgiler, Al teknolojisinin
yiizeylerden ve stvilardan hem vejetatif hiicrelerin
hem de sporlarin dekontaminasyonu icin yitksek
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir
(Nicorescu vd., 2014; Heinrich vd., 2016).

Al yénteminin mikroorganizmalart inaktive etme
mekanizmast, UV 151k uygulamast ile benzer olup;
esas olarak DNA’nin transkripsiyonunu ve
translasyonunu engelleyen foto-uriinlerin
olusumu ile agiklanabilmektedir (Pan vd., 2017).
Al uygulamast, DNA hasarina ek olarak; hiicrenin
ve hiicre cevresindeki ortamin farkli adsorpsiyonu
sonucu 1s1l bir stres olusturarak hiicre yapisina da
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zarar vermektedir (Li ve Farid, 2016; Kramer vd.,
2017). Keklik vd. (2010) 2.4 J/cm? ve 24.2 ] /cm?
enerji yogunlugu uygulamasina maruz kalan pili¢
orneklerinde §. Typhimurium’un 2 log KOB/g
azaldigint ifade etmislerdir. Nicorescu vd. (2014)
¢ig ve pismis domuz rostolart ve ¢i§ somon
Orneklerine  uygulanmis Al y6nteminin,
Psendomonas fluorescens inaktivasyonunda yalnizca 1
log KOB/g azalmaya neden oldugunu; dogal
olarak olusan acrobik floranin inhibe edilmesinde
ise yetetli duzeyde etkili bulundugunu tespit
etmislerdir. 10 ve 30 J/cm? enetji yogunlugu
uygulanmis, ¢ig ve pismis domuz rostolarindaki
aerobik flora tizerinde; 1 ve 3.4 log KOB/g
arasinda azalmaya neden oldugunu ve bu sayede
domuz eti 6rneklerinde mikrobiyal giivenligin
saglandigini  ve raf Omirlerinin  uzatildigim
vurgulamislardir. Bununla birlikte, 30 J/cm? enetji
yogunlugu uygulamasinin, Gig somon
orneklerinde 0.8 log KOB/g gibi sinith miktarda
acrobik flora azalmasina sebep oldugunu
bildirmislerdir. Sonu¢ olarak arastirmacilar, Al
teknolojisinin hem aerobik flora, hem de P.
[flnorescens inaktivasyonu icin bir potansiyele sahip
oldugunu; ancak tatmin edici  seviyede
dekontaminasyon ve yitksek trlin kalitesi elde
etmek icin orta derecede akiciia sahip Al
uygulanmasi gerektigini ifade etmislerdir.

Al yéntemi, gidalarda bozucu mikroorganizmalar
tzerinde ¢ok genis bir antimikrobiyal etki
gOstermesine ragmen bazt mikroorganizmalarin
bu yonteme karst sergiledikleri hassasiyet
degismektedir. Ornegin Al uygulamasina karst
bakteri direncinin, kiif sporlarina gére daha diisiitk
oldugu goézlemlenmistir (Heinrich vd., 2015).
Ozer ve Demirci (2006) 5.6 J/cm? enetji
yogunlugu uygulanan somon filetolarinda, E. co/i
O157:H7 ve L. monocytogenesin 1 log KOB/g
azaldigint bildirmislerdir. Ganan vd. (2013) Al
yontemi uygulanmus fileto ve sosis gibi kiirlenmis
et Urlnleri yuzeyindeki L. monocytogenes ve
Salmonelldda  maksimum 1.5-1.8 log KOB/g
azalma oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar,
Al uygulamasinin kuru islenmis et triinlerinin
guvenilirligini arttirmak icin kullanilabilecek, 1s1l
olmayan bir teknik oldugunu vurgulamislardir.

Al yonteminin daha c¢ok gida ylzeylerindeki
mikrobiyal popiilasyonu azaltmak veya kullanilan

ekipmanlart ve ambalaj materyallerini sterilize
etmek icin  kullanddigt da  g6rilmektedir
(Nagarajarao vd., 2016). Rajkovic vd. (2012)
bicaklarin et ile temas eden yiizeylerindeki L.
mionocytogenes ve E. coli O157:H7
dekontaminasyonu icin Al ydnteminin, basarilt bir
sekilde uygulanabilecegini bildirmistir. Rajkovic
vd. (2017) 3 J/cm? enetji yogunlugu uygulanmus,
dilimlenmis fermente salam yiizeyindeki L.
monocytogenes’i 2.24 log KOB/g, E. coli O157:H7’1
2.29 log KOB/g, §. Typhimurium’u 2.25 log
KOB/g ve S. aureus’u 2.12 log KOB/g azalttigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar yapmis olduklari bu
calisma ile Al'nin lipit ve protein oksidasyonu ile
kalite  Ozelliklerini  etkilemeden  fermente
salamlarin mikrobiyal guvenligini
tyilestirebilecegini vurgulamislardir. McLeod vd.
(2017) 1.25-18.0 J/cm? arasindaki akiglarda
uygulanmis Al’nin pili¢ fileto yiizeylerine inokiile
edilmis 5. Enteritidis, L. monocytogenes, S. anreus, E.
coli, Psendomonas spp., Brochothrix thermospacta ve
Carnobacterium  divergens tzerinde 0.9-3.0 log
KOB/g arasinda azalmaya neden oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmactlar Al y6nteminin,
pilic fileto ylizeylerinde patojen ve bozulma

etmeni olan mikroorganizmalarin  canliligini
azaltmak i¢in faydali bir teknik oldugunu
vurgulamuslardir.

Ayrica, Al uygulamasinin etkinligini arttirmak icin
diger engel parametreleri ile birlikte kullanildigi da
gorilmektedir. Hierro vd.  (2011) vakum
paketlenmis jambon dilimlerinin  yiizeylerine
uygulanan Al'nin L. monocytogenes yikini 1.78 log
KOB/g  azaltugini  bildirmistir.  Ayrica
arastirmactlar, hem Al uygulamasina, hem de
vakum paketlemeye tabi tutulan 6rneklerin sadece
vakum  paketlenmis  Orneklere  gére  raf
6mirlerinin 30 giin arttugini vurgulamislardir.

Yiiksek basing (YB)

Isil yontemlere alternatif olarak gelistirilen ve
gidalarda soguk pastérizasyon yontemi olarak son
yillarda ilgi uyandiran YB veya ytliksek hidrostatik
basing (YHB) uygulamalari; gidalardaki patojen
veya bozulma etmeni olan mikroorganizmalart
azaltmaytr hedefleyen bir dekontaminasyon
yontemidir (Valdramidis vd., 2015; Hughes,
2010).
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YB  uygulamasinin;  mikroorganizmalar  ve
protein/enzimler Uzerine etkisi yiksek sicakliktan
kaynaklanan etkilere benzemektedir. “Hafif
teknoloji” olarak kabul edilen YB’nin, et
driinlerinde bulunan mikroorganizmalart inhibe
edici Ozelligi bulunmasina ragmen; uriinlerde
tekstiir, renk ve oksidatif bozulmalara yol agtigt
gorilmektedir (Del Olmo vd., 2014; Medina-
Meza vd., 2014; Barba vd., 2015).

Cesitli  gidalarin  islenmesi ve korunmasinda
kullanilan bu yéntemde; genellikle 100-600 MPa
araliginda  basin¢ uygulanmakta ve yoOntem;
materyali  ¢evreleyen  suyun  stkistirilmast
prensibine dayanmaktadir (Rajkovic vd., 2010).

YB uygulamalari; cok c¢esitli gida triinlerinin
pastdrize edilmesi ve raf émriinin uzatilmast icin
endustriyel olarak uygulanan cevre dostu bir
yontemdir. Genel olarak, gidalarda bulunan diisik
su aktivitesinin mikroorganizma hicrelerini
basinca karst korudugu belirtilmekte (Cheftel ve
Culioli, 1997) ve bu nedenle YB uygulamasinin su
aktivitesi yliksek gidalarda daha etkin bir sekilde
kullanddigi goéralmektedir. Japonya, Amerika ve
bazi Avrupa tilkelerinde basta et trlinleri ve deniz
mahstilleri olmak tizere meyve suyu, regel ve siit
gibi bircok gidada kullanilan YB; basing, sicaklik
ve islem siiresi gibi proses parametrelerine ve pH,
iyonik siddet, su aktivitesi, tuz igerigi ve diger
antimikrobiyallerin ~ varligt  gibi  gidalarin
karakteristik 6zelliklerine baglidir (Rajkovic vd,,
2010). Sommers vd. (2016) pilic etinden
hazirlanmus kiymalara inokile edilmis E. cw/fyi 1
log KOB/g azaltmak icin 30.6 dakika boyunca
300 MPa, 8.37 dakika boyunca 400 MPa ve 4.43
dakika boyunca 500 MPa basing¢ uygulanmast
gerektigini belirtmislerdir. Sommers vd. (2017)
tarafindan yaptan diger bir ¢alismada ise;
Staphylococcns - saprophyticns inokiile edilmis pili¢
etinden hazirflanmis  kiymalara 155 dakika
boyunca 200 MPa, 9.43 dakika boyunca 300 MPa
ve 3.54 dakika boyunca 400 MPa basing
uygulamasinin; kiymalarda 1 log KOB/g azalmaya

neden  oldugunu  bildirmislerdir.  Yapilan
calismalar sonucunda, artan basing
uygulamalarina baglt olarak test

mikroorganizmalarinin 1 log azaltdmast icin

gerekli olan uygulama
gorilmektedir.

strelerinin ~ diistigi

YB uygulamalari; gidalardaki patojen ve bozulma
etmeni olan mikroorganizmalarin azaltilmast ve
geleneksel 1s1l islemler esnasinda zarar gbren
organoleptik 6zelliklerin korunmast gibi birtakim
avantajlara sahiptir (Medina-Meza vd., 2014).
Botsaris vd. (2015) vakum paketlenerek 3 dakika
boyunca 600 MPa basing uygulanmis jambon
Orneklerine ait toplam aerobik koloni sayilarinin,
+4 °Cde 28 ginlik depolama siiresince 2 log
KOB/g ve altinda kaldigini; basing uygulanmamus
orneklere ait koloni sayilarinin ise 10 log KOB/g
ve lzerine ulagtigini belirtmislerdir. Ayrica, YB
uygulamasinin triinlerin organoleptik 6zelliklerini
etkilemedigi bildirilmistir. YB uygulamalar1 gida
muhafazasina ek olarak; tekstir, su tutma
kapasitesi ve kas proteinlerinin jelatinizasyonu
gibi et yapisiu iyilestirerek, yeni drtinlerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Pingen vd.,
2010).

Mikroorganizmalarin  morfolojisi, biyokimyasal

reaksiyonlar, genetik mekanizmalari, htcre
zarlart, duvarlart ve spor kiliflart Gzerinde
degisimlere yol acan YB; aym zamanda

mikroorganizmalarin  hiicre duvarinin  htcre
zarindan ayrilmasina, c¢ekirdek veya hiicre ici
organellerin degismesine ve hicre i¢i maddelerin
hticre disina sizmast gibi morfolojik degisimlere
neden olmaktadir (Barba vd., 2017).

Genellikle 1s1ya karst direncli olan
mikroorganizmalar, basmnca karst da direng
gostermektedir. Mikroorganizma sporlart YB
uygulamasina karsi oldukca direngli olmalarina
ragmen, maya ve kuflerin vejetatif formlart 200-
300 MPa araligindaki basing ile inaktive
edilebilmektedir. Hajos vd. (2004) 600 MPa
basing uygulanmis sosis hamurlarmin  dogal
mikroflorasinda bulunan toplam canli htcre
saytsinda 3 log KOB/g’dan daha fazla azalma
meydana geldigini belirtmislerdir. Garriga vd.
(2004) sigir filetolarina uygulanan YB yonteminin
aerobik, psikrotrofik ve laktik asit bakteri (LAB)
sayisinda 4 log KOB/g bir azalmaya neden
oldugunu  vurgulamiglardir.  Gram  negatif
bakteriler ise, Gram pozitif bakterilere gbre 1stya
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ve basinca karst daha duyarhdirlar (Hugas vd.,
2002; Garriga vd., 2004; Li ve Farid, 2016). Ayrica
YB’nin C. jeuni, E. coli, L. monocytogenes, S. enteridis,
S. Typhimurium, S. aurens ve Y. enterocolitica gibi
onemli gida patojenlerine karst etkili oldugu ifade
edilmistir (Hajos vd., 2004). Kruk vd. (2011) pili¢
gbgst filetolarina uygulanmis 450 ve 600 MPa
basinglarin, ¢ Onemli patojen olan .
Typhimurium, E. coli ve L. monocytogenesi inaktive
ettigini belirtmislerdir. Arastirmactar; 600 MPa
basing uygulanmis pilic gbgstu filetolarindaki
bakteri yukiinin 7-14 gin boyunca 06-8 log
KOB/g, 450 MPa basin¢ uygulanmis 6rneklerin
ise 3-14 giin boyunca 4-8 log KOB/g azaldigin
bildirmislerdir. Yapilmis bu c¢alisma ile YB
uygulamasinin mikrobiyal bozulmayi azaltarak,
filetolarin raf 6mriinii uzatmada etkili bir teknik
oldugu goriilmektedir.

YB uygulamasinin enzimatik karigimlar, dogal
antimikrobiyal ve antioksidan maddeler gibi diger
engel parametreleri ile birlikte kullanilabilir olmast
bu yontemin etkinligini artirmaktadir (Akkara ve
Kayaardi, 2014). Hugas vd. (2002) 600 MPa
basing uygulanmis vakum ambalajli  pismis
jambonlarda, bozulma yapan
mikroorganizmalarin  gelisiminde 6nemli  bir
gecikme gbzlendigini ve béylece uygulama sonrast
Orneklerin en az 60 giin boyunca duyusal tazeligini
korudugunu bildirmislerdir. Lerasle vd. (2014)
modifiye atmosfer altinda paketlenmis (MAP) ve
5 dakika boyunca 500 MPa basing uygulanan pili¢
etinden hazitlanmig sosislerde, MAP
uygulamasinin tek basina mikrobiyal kaliteyi
tyilestirmedigini; bu yoéntemin YB uygulamasi ile
birlikte kullanilmasi ile etkinliginin arttigini ve

toplam mezofilik aerob ve LAB sayilarim
azaltarak sosislerin raf Omdurlerini  uzattigini
bildirmislerdir. Banerjee vd. (2017) vakum

paketlenmis koyun eti koéftelerine uygulanmisg
200-400 MPa YB ve 1.2 ve 3 kGy dozundaki
isinlama  uygulamalarinin, koftelerdeki toplam
canlt sayisini 2-3 log KOB/g azaltugini ve bu
yontemlerin birlikte kullanilmast ile kdftelerin raf
Omiirlerinin uzadigint bildirmislerdir.

Ultrasonik ses (US) dalgalar1
Isil olmayan alternatif teknolojilerden bir digeri de
US dalgalaridir. Bu ses dalgalart bir sivi icerisinden

gectikleri zaman baloncuk veya kavitasyon
olusturmaktadirlar. US dalgalarinin uygulanmast
sirasinda olusan baslica aktif etki, sivi icerisinde
meydana gelen hava kabarciklarinin olusumu ile
sonuglanan mekanik etkidir (Horita vd., 2018).

Insanin isitme sinir1 15-20 kHz olup; US dalgalari
insan kulaginmn isitebileceginin tzerindeki ses
dalgalaridir ve frekanst 50 kHz’in tizerindedir. US
dalgalarinin hizi; ortamin fizyolojik durumuna ve
sicakhigina baghdir. Genel olarak, US dalgast
ekipmanlarinda 20 kHz ile 10 MHz arasindaki
frekanslar kullanilmaktadir. Yiiksek g icin diistik
frekanslar tercih edilmekte ve 20 kHz ile 100 kHz

arasindaki frekanslarda gidalardaki
mikroorganizmalart  inaktif ~ hale  getiren
kavitasyonu  yaratan  gl¢li  US  dalgast

olusmaktadir (Nagarajarao, 2016).

Isil  islem uygulamalarina alternatif olarak
gelistirilen ultrases; meydana getirdigi kavitasyon
sayesinde mikroorganizmalarin hiicre duvarlarini
parcalayarak, onlart inaktive etmektedir. US islemi
sayesinde  kavitasyon  olusmakta ve gaz
kabarciklart da bu ortamda meydana gelmektedir.
US enerjisi gaz kabarciklarindaki buhar etkin bir
sekilde tutamadigi icin gaz kabarcigi patlamakta ve
ortamda yogunlasmaktadir. Yogunlasan ortam ani
olarak yiiksek bir basin¢ ve sicaklik bélgesi
olugturmaktadir. Olusan bu ortamda bulunan

mikroorganizmalarin  hiicre  duvarlart  zarar
gormekte ve bunun sonucunda
mikroorganizmalar inaktif hale gelmektedir

(Turantas vd., 2015). Bu 1sitilmis bélge ¢ok sinirh
bir alani kapsadigi icin mikroorganizmalarin
tamamint  Sldiirememektedir  (Zinoviadou vd,,
2015; Barba vd., 2017). Bu nedenle uygulanan US
isleminin gidalarin her tarafina homojen bir
sekilde ulagtirilmast oldukca 6nemlidir.

US dalgalarinin; Salmonella serotipleri, E. coli, L.
monocytogenes ve S. awmrens gibi patojenleri ve
bozulma etmeni olan mikroorganizmalari inaktive
etmek i¢in basarili bir sekilde kullanildigt
gorilmektedir (Nagarajarao vd., 2016). Yapilan
bir ¢alisgmada, model bir sisteme uygulanmis 60 W
US dalgalarinin; L. monocytogenes Gzerinde 4 log
KOB/gazalmaya neden oldugu belirtilmistir (Wu
ve Narsimhan, 2017). Pinon vd. (2012) pili¢
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etlerine 20 kHz frekansinda 5 dakika uygulanmug
US’in, psikrofilik bakterileri 0.2 log KOB/g
azaltugini bildirmislerdir.

US isleminin mikroorganizmalari inaktive ettigi
ispatlanmasina ragmen, bu yontemin tek basina
uygulanmast sonucunda, trtindeki
mikroorganizma sayisinin azaltilmasinda ¢ok etkili
olmadigt belirtilmektedir. Bu nedenle US’in baska

yontemler ile  birlikte kombine edilerek
uygulanmasinin daha etkili olacagi
vurgulanmaktadir  Ultrases ve sl islem
(termosonikasyon); [ON ve basing

(manosonikasyon); ultrases, basing ve 1sil islem
(manotermosonikasyon) uygulamalart kombine
yontemlere 6rnek olarak gosterilebilmektedir
(Panwar vd., 2015; Troy vd., 2016). Kordowska-
Wiater  ve  Stasiak  (2011) 2.5 W/cm?
yogunlugunda ve 40 kHz frekansinda uygulanmis
US’nin, pili¢ kanatlariun yizeyindeki Salmonella
serotipleri., E. coli ve P. fluorescens’t 1 log KOB/g
azaltuging, US ile birlikte %1 oraninda laktik asit
kullaniminin ise patojenlerde 1.5 log KOB/g’dan
daha fazla (4 log KOB/g’a kadar) azalmaya sebep
oldugunu ifade etmislerdir.

SONUC

Tiketiciler; besinsel ve duyusal &zelliklerinde
minimum degisiklikler meydana gelmis, yiksek
kaliteli islenmis Grtinler talep etmekteditler. Bu
nedenle; et ve et Griinlerine uygulanan 1si olmayan
yontemler arasinda yer alan iyonize i1smnlama
teknolojisinin; ~ ambalajlanmis  son  iriine
uygulanabilir olmasi, toksik kalinti birakmamast
ve 1sinlamaya karst hicbir mikroorganizmanin
diren¢ gelistirememesi nedeniyle titketicilerin
beklentilerini  karsilayacagi — distintlmektedir.
Ayrica, iyonize sinlama teknolojisinin
antimikrobiyal maddeler (laktik asit, nisin, ugucu
yaglar vb.) ile birlikte uygulanmasinin; mikrobiyal
givenlik acisindan daha etkili olabilecegi de
ongorilmektedir. Ancak 1s1l olmayan teknolojiler
ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirh sayida olup, bu
dekontaminasyon tekniklerinde maliyetleri en aza
indirgemek ve uygulama strecini kolaylastirmak
ile ilgili daha fazla arastirma yapilmast
gerekmektedir.  Yapilacak bu  arastirmalar
sayesinde, sanayi ile is birligi kurulmasinin ve bu
teknolojilerin kisa stirede uygulamaya aktarilarak,

endistriye  entegrasyonunun  saglanmasinin

6nemli olacagi distintlmektedir.
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ABSTRACT

In this work, vitamin A, E, C, MDA, beta-carotene, lycopene, glutathione and ghrelin levels of local chicken
(organic), farm chicken, duck, quail and goose eggs were determined by HPLC. The amount of vitamin A
and E found to be higher in the farm chicken egg than other eggs. 8-carotene and lycopene found to be the
higher (P<0.005) in the organic chicken egg. On the other hand, vitamin C, ghrelin, GSSG and MDA found
to be higher in the quail's egg, but GSH was the higher in goose egg. Vitamin A and GSSG were lowest in
the organic chicken egg while vitamin E was the lowest (P<0.005) in the quail's egg. The amount of vitamin
C and B-carotene and MDA were found to be lowest in goose egg. Also, lycopene and GSH were found to
be lowest in the duck egg, but ghrelin was found lowest (P<0.005) in the farm chicken egg.

Keywords: Egg, vitamin, 3-carotene, lycopene, ghrelin, malondialdehyde, glutathione.

FARKLI YUMURTALARIN VITAMIN, PEPTID VE MALONDIALDEHIT
ICERIGININ KARSILASTIRILMASI

oz

Bu ¢alisgmada, kéy tavugu (organik), ciftlik tavugu, érdek, bildircin ve kaz yumurtalarindaki A, E, C
vitaminleri, malondialdehit (MDA), beta-karoten, likopen, glutatyon ve grelin miktarlart HPLC ile
belirlenmistir. Ciftlik tavugu yumurtasindaki A ve E vitamini miktarlarinin daha yuksek 3-karoten ve
likopen miktarlarinin ise organik tavuk yumurtasinda daha yiksek (P<0.005) oldugu belirlenmis.
Diger taraftan C vitamini, grelin, GSSG ve MDA bildircin yumurtasinda daha ytksek, fakat GSH
miktarinin ise gaz yumurtasinda daha fazla oldugu belirlendi. Bulgularimiz, organik tavuk
yumurtasindaki A vitamini ve GSSG miktarinin daha distik (P<0.005) oldugunu, E vitamini
miktarinin ise bildircin yumurtasinda daha distik oldugunu gostermektedir. Kaz yumurtasinda C
vitamini, 3-karoten ve MDA'nin daha disiik oldugu belirlendi. Diger taraftan, likopen ve GSH'nin
Ordek yumurtasinda daha dusik iken, ¢iftlik tavugu yumurtasindaki grelin miktar: daha disik
(P<0.005) bulunmustur. Sonug olarak bildircin yumurtasindaki MDA ve GSSG degerlerinin diger
yumurtalara gére daha yliksek olmas, bildircinlarin yasadigi ortamin kuslar tizerinde stres olusturmasi
ile aciklanabilir.

Anahtar kelimeler: Yumurta, vitamin, 3-karoten, likopen, grelin, malondialdehit, glutatyon.

* Corresponding author /Yazismalardan sorumlu yazar;
DA fkaratas@firat.edu.tr © (+90) 506 302 4088 = (+90) 424 237 0000/3682



Comparison of different bird eggs

INTRODUCTION

The egg is highly nutritious and mainly used for
breakfast, home meal preparation and baking. It
contains great amount of high-quality protein and
significant amounts of several vitamins (Gutietrez
etal, 1996). Egg consumption is a popular choice
for good nutrients which they are the variety as,
chicken, duck and quail and among the most
often humanly consumed is the chicken egg,
typically unfertilized (Applegate, 2000). Regular
consumption of quail eggs helps fight against
many diseases which are a natural combatant
against digestive tract disorders such as stomach
ulcers and anemia quail eggs strengthen immune
system, increase brain activity and stabilize the
nervous system. They reduce anemia by
increasing the level of hemoglobin in the body
while removing toxin and heavy metals
(Tunsaringkarn et al.,, 2013; Emilia et al., 2010).
Chinese use quail eggs to treat tuberculosis,
asthma and even diabetes. In addition, quail eggs
can also be used to help to relive the pain of
kidney, liver and gallbladder stones. The
nutritional value of quail egg is much higher than
those offered by other eggs which they are rich
sources of antioxidants, minerals, vitamins, and
nutrition than other foods (Tunsaringkarn et al.,
2013). Moreover, egg contain substances with
biological activities and functions, i.e. immune
proteins, enzymes antimicrobial
immunomodulatory, anticancer, antihypertensive
activities, protease inhibitors, and functional
lipids, highlighting the importance of egg
(Kovacs-Nolan et al., 2005). It was reported that
vitamins A, D, E, K and B group together with
unsaturated fatty acids, cholesterol, choline, iron,
calcium, phosphorus, selenium and zinc are
reported to be rich in eggs (Kerver et al., 2002;
Barboza et al., 2009). Carotenoids, such as {3-
carotene and  lycopene, are  important
components of antioxidant defense against lipid
peroxidation in living cells (Agarwal et al., 2005).
Antioxidant peptides from egg proteins have also
been reported (Huang et al.,, 2010). Apart from
proteins, other antioxidant compounds in animal
tissues such as vitamin E and ascorbic acid are
well-known for their antioxidant properties (Sies
& Stahl, 1995). It was reported that the chicken
fed with rich in antioxidants feed to increase the

amount of antioxidants in egg yolk (McGraw et
al., 2005; Rubolini et al., 2006). The color of egg
yolk is an important factor in consumer’s
acceptance of a product. Desirable egg yolk color
varies from market to market, but yellow to
golden colors are usually considered as an
indication of better egg quality. The natural color
of egg yolks is a result of carotenoid accumulation
in the yolk. Hens cannot able to synthesize color
pigments but they have ability to transport
pigments from the ingested feed to the yolk,
therefore the carotenoid profile of yolk reflects
the carotenoid profile of diets (Karadas et al.,
2000).

Nowadays, commercially available eggs are
supplied from farms that breed poultry in cages
or free range farms in which birds are fed by
specially prepared feed. In this study, it is aimed
to determine the amount of vitamins, lycopene, 8-
carotene, ghrelin, malondialdehyde, reduced and
oxidized glutathione, in the hens and quails’ eggs
that are grown in farm conditions, and compare
the results with the naturally grown birds egg
(village hens, duck and goose) results.

MATERIALS AND METHODS

Egg Materials

In this study, the fresh eggs were purchased from
local markets in Elazig, Turkey. Five type of eggs
were used, namely, farm chicken eggs, the village
chicken eggs (organic), duck eggs and quail eggs
were used throughout the experiment.

The production date of the farm and quail eggs
was checked and obtained according to their daily
production. Goose, duck and village hens’ eggs
were freshly collected daily and analyzed. Before
the analysis, the yolk, white and chalaza of the egg
were carefully separated. Then, the yolk was taken
by injecting the yolk with the syringe and prepared
for analysis. The analyses were done in both the
yolk and albumen. The analyzes were run in three
parallel for each sample.

Determination of Vitamins A, E, B-Carotene
and Lycopene

A fresh egg vyolk samples (5.0 g) were
homogenized. 2.0 g of homogenate was taken

217



218

A. Haruna Tela, F. Karatas, S. Saydam

and. 6.0 mL of ethanol was added then the
suspension was vortexed and centrifuged for five
minutes at 4000 rpm. The solution was filtered
(Whatman No 1). 0.5 mL of n-hexane was added
to the filtrate, vortexed then n-hexane phase was
extracted. This extraction process was replicated
twice and the n-hexane phases were combined
and dried with the stream of nitrogen to dryness.
The residues were dissolved in 0.50 ml of
methanol and analyzed by HPLC. The Supelcosil
LC-18 column (25.0 cm x 4.60 mm x 5.0 pm) was
used in the determination of vitamins A (retinol),
E (a-tocopherol), lycopene and [-carotene.
Acetonitrile: methanol: water (63:33:40 v/v) used
as a mobile phase with the flow rate of 1.5
mL/min. PDA detector was used for o-
tocopherol (296 nm), for retinol (326 nm), for
lycopene (475 nm) and for B-carotene (470 nm)
(Catignani,1983; Miller et al., 1984; Sigma-
Aldrich 2005-2000).

Determination of Vitamin C, Ghrelin,
Glutathione and Malondialdehyde

To precipitate the proteins from egg yolk, 1.0 g of
egg yolk was taken and 0.5 mL, 0.5 M HCIO4 was
added then vortexed. Each sample was made up
to 5.0 mL with deionized water and centrifuged
for 15 minutes at 4000 rpm, then the supernatant
was filtered (Whatman No 1). The filtrate was
divided into three equal portions. The first
portion was used for vitamin C while the second
and third portions were used for ghrelin,
glutathione and malondialdehyde (MDA)
determination. Vitamin C, Ghrelin, Glutathione
(GSH and GSSG), and MDA were determined
according to Cerhata et al. (1992), Aydin et al.
(2008), Dawes (2000), Karatas at al. (2002)
respectively. The Utisil-XB-C-8 (25 cm, 4.6 mm
ID, 5 pm) Column was used for the determination
of glutathione and ghrelin with the flow rate of
1.5 mL/minute. The vitamin C and MDA were
determined by Inertsil ODS-4 (5 mm in 4.60x150
mm) with the flow rate of 1.5 mI./minute.

Equipment and Chemicals

Standard reagents were purchased from Sigma
Aldrich (Sigma Chemical Co.). All the chemical
used in the analysis were of analytical grade and
obtained from Merck and Sigma Chemicals.

Double distilled water was used throughout the
analysis. HPLC was performed with the
Shimadzu Prominence-I LC-2030C 3D Model
with PDA detector.

Statistical Analysis

All measurements were triplicated. The statistical
analysis of results obtained was performed the PC
running on Windows 10 with SPSS 10.0 and for
the variance analysis and LSD, ANOVA multiple
comparison tests were performed in between
p<0.05 to p<0.005 level.

RESULTS AND DISCUSSION

Vitamins are organic compounds that occur in
metabolism. Deficiency of vitamins in living
organism causes disorders. The majority of
vitamins in metabolism must be taken outside
sources. Eggs are said to be rich in many vitamins
Hencken, (1992). Irie et al. (2010) reported that
the amount of retinol in chicken, quail and duck
eggs yolk were 4.97%0.72; 8.96%0.57 and
2.67£1.01 pg/g respectively. Akdemir et al.
(2012) mentioned that vitamin A in egg yolk 10.43
pg/g. We found that the vitamin A in farm,
organic, duck, quail, and goose eggs yolk were
6.07£0.70; 2.33£0.33; 2.77£0.39; 3.621+0.47 and
4.64£0.60 ng/g respectively (Figure 1-5 and Table
1). To be able to show all findings in the same
chart some parameters were multiplied or divided
by the coefficient of 10 or even 100. For example;
while creating the chart of Vitamin C, beta-
carotene, lycopene, ghrelin and MDA values are
multiplied by 10 and GSH and GSSG graphics
were obtained by dividing the value of GSH and
GSSG by 10. It appears to be consistent with the
literature value of vitamin A in different eggs. In
terms of farm eggs, vitamin seems to be higher
than the other eggs. The differences of vitamin A
in eggs may be due to the differences in the type
of birds, its envitonment or its nutrition.

Marques et al. (2011) reported that the amount of
vitamins A and E in the quail’s egg as 8.05 and
0.19 mg/g respectively. The amount of retinol in
the egg yolk was reported to be 12.97+2.69 ug/g
and the amount of vitamin E was 88.69£21.07
ug/g (Hargitai et al.,, 2016). Mutcia et al. (1999)
found that the amount of vitamin E in the egg
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yolk was 0.61 ug/g. The findings of vitamin E in 1). In comparison to the literature values, our
egg yolk of farm chicken egg, organic egg, duck findings show that the farm chicken eggs seem to
egg, quail and goose eggs; were determined to be  be greater in vitamin E than other eggs.

3.3310.42; 2.88%0.406; 0.40%0.07; 0.32+0.05 and
0.5510.12 ng/g respectively (Figure 1-5 and Table

12

£ Egg white

Egg yolk

Figure 1. The amounts of vitamin A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin, MDA, GSH and GSSG in
farm chicken eggs.
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Figure 2. The amounts of vitamin A, E, C, 3-carotene, lycopene, ghrelin, MDA, GSH and GSSG in
local chicken eggs (organic).
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Figure 3. The amounts of vitamin A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin, MDA, GSH and GSSG in
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Figure 4. The amounts of vitamin A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin, MDA, GSH and GSSG in
quail eggs.
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Figure 5. The amounts of vitamin A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin, MDA, GSH and GSSG in
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Table 1. Some parameters in the yolk of different eggs

Farm

Local chicken

) . Duck Quail Goose
chicken (organic)
Vitamin A 6.07£0.70° 2.33£0.33"  2.77+0.39" 3.62+0.47 4.64%0.60™
Vitamin E 3.331£0.42° 2.8810.46 0.40£0.07*  0.32+0.05" 0.55+0.12"
Vitamin C 0.16+0.06™ 0.16+0.03 0.24£0.04~ 0.50%0.10" 0.04£0.08"
B-carotene 0.35£0.03" 0.41%£0.07" 0.34%0.04" 0.40%0.05" 0.19£0.03
Lycopene 0.10£0.01~ 0.07£0.01* 0.06+0.01* 0.08+0.01* 0.08+0.01*
Ghrelin 0.17+£0.03™  0.42£0.06™" 1.36+0.16™ 3.77+0.34 0.92£0.16™
GSH 98.0+12.6" 15014 50.0+8.6"" 290.0£20.0 659.0£16.07
GSSG 20.70£2.50™"  2.80%0.50" 22.5%2.8" 530.0£77.07 460.0£16.07
MDA 0.85+0.11" 2.03£0.32" 1.32£0.23™ 5.48+0.72" 0.84£0.13™

") Greatest value in same line. In comparison with the largest value. ™) P <0.05, ™) P <0.005 represents

Table 2. Some parameters in different white eggs

Local chicken

Farm chicken . Duck Quail Goose
(organic)
Vitamin C 0.11+0.03* 0.020£0.004" 0.17£0.05* 0.20+£0.04*  0.020+0.004**
Ghrelin 0.075£0.010" 0.14£0.02 1.78%0.39 0.87£0.10* 0.14£0.02
GSH 94.7+12.0~ 75.0+£12.0~ 43.0£7.4 207.0£17.0* 75.0+£12.0~
GSSG 22.0£2.90 20.0£3.0° 15.0+1.7* 6.0£0.7 20.0£3.0°
MDA 0.58+0.10 0.75+£0.12* 0.46+0.08~ 2.94+0.41" 0.75+0.12"

") Greatest value in some line. In comparison with the largest value. ™) P <0.05, ™) represents P <0.005
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The egg yolk contains the small amount of
vitamin C when compared to other vitamins
(Nowaczewski et al.,, 2012). Our findings show
that, vitamin C in egg yolk of farm chicken egg,
organic chicken egg, duck egg, quail and goose
eggs were 0.16%0.06; 0.16%0.03; 0.24%0.04;
0.50£0.10 and 0.0410.008 ng/g respectively. The
egg white of respective birds were 0.11£0.03;
0.020£0.004;  0.17£0.05;  0.20£0.04  and
0.020£0.004 ng/g respectively (Figure 1-5 and
Table 2). It can be seen that vitamin C was the
lowest in goose eggs which can be explained by
the poor vitamin C source of fed goose
consumed.

Beta-carotene is a precursor of vitamin A. It
reported that poultry animals could not synthesize
carotenoids but can be the reservoir of oxide
carotenoids (Hencken, 1992). In our findings
shows that the amounts of $-carotene in egg yolk
of farm chicken egg, organic egg, duck egg, quail,
and goose eggs were determined to be 0.3530.03;
0.41£0.07; 0.34£0.04; 0.40£0.05 and 0.19£0.03
ug/g respectively (Figure 1-5 and Table 1). This
result show that the goose eggs have the poorest
beta-carotene (Figure 5 and Table 1). B-carotene
in the chicken's egg was 0.19 while organic
chickens’ eggs were found to vary between 0.13
and 1.15 pg/g in the yolk of the eggs and 1.74
pg/g in the egg yolk of the duck egg and 0.12
ng/g in the quail egg (Islam & Schweigert, 2015).

Jung-Woo (2008) chicken feeds with added
lycopene reported that the amount 1.57 pg/g in
egg yolk. Rotollo et al. (2010) reported that dietary
tomato extract affected values of egg yolk
approximately 0.13% lycopene was transferred
from the feed to the egg yolk. The dietary
lycopene was reported to be incorporated into the
egg yolk at values ranging from 0.12 to 0.16 pg/g
egg yolk. Our results showed that, lycopene in egg
yolk were 0.10£0.01; 0.07£0.01; 0.06%+0.01;
0.08%0.01 and 0.08%0.01 pg/g for farm chicken
and organic chicken, duck, quail and goose eggs
respectively (Figure 1-5 and Table 1). It can be
seen from the results that the amount of lycopene
in all type of eggs was relatively low. The low
value of lycopene compared to the literature may

be due to the animals feeds without added

lycopene.

It was found that the amount of ghrelin hormone
in egg yolks of farm chicken egg, organic chicken
egg, duck egg, quail and goose eggs were
determined to be 0.17£0.03; 0.42%0.06;
1.36£0.16; 3.77£0.34 and 0.921£0.16 pg/g
respectively. The amount of ghrelin in the egg
white was observed to be 0.075%0.010;
0.14%0.02; 1.78%0.39; 0.87£0.10 and 0.14£0.02
pg/g respectively (Figure 1-5 and Table 1, 2).
Yoshimura et al. (2009) reported the amount of
ghrelin in egg yolk as 9515 pg/mL. We found that
the amount of ghrelin was higher than the
literature value.

The findings of GSH levels in egg yolks of our
farm chicken, organic duck, quail and goose were
determined 98.03+12.60; 147.88+14.006;
50.33+8.65; 290.75120.13 and 659.25£66.94
pg/g respectively. The GSH levels in the same egg
white were determined to be 94.73%111.95;
82.16+10.00; 43.02%£7.43; 206.74%£16.68 and
75.20£12.15 pg/g respectively. The amount of
GSSG in egg yolk of farm chicken, organic
chicken, duck quail and goose were determined to
be  20.73%£2.50;  2.84%0.53;  22.54%2.80;
530.05+77.03  and = 460.02%£16.05 pnug/g
respectively (Figure 1-5 and Table 1, 2). The heat
stress applied to duck had an effect on nutritional
metabolism and reduced production of the duck
egg, it also decreased the amount of plasma GSH
and increased the amount of MDA of these ducks
(Ma et al., 2014). Both of GSH and GSSG
concentrations in egg yolk are higher than in egg
white. The redox potential of glutathione was
reported to be the reduced and oxidized ratio of
GSH/GSSG (Morel & Barouki, 1999). It was
stated that basal levels of GSH/GSSG ratio are
high but during the oxidative stress, this ratio is
decreased (Chai et al, 1994). Additionally,
environmental and physical factors influence that
ratio of GSH/GSSG as well (Kocsy et al., 2001;
Karatas et al., 2009).

Malondialdehyde (MDA) is the most important of
reactive carbon compounds and widely used as a
marker of lipid peroxidation (Cheesman & Slater,
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1993). Bakalivanov et al. (2008) studied the
amount of MDA depending on their storage time
for frozen and dried eggs. The amount of egg
depending on their storage time ranged from 0.1
- 0.2 pg/g were reported. Akdemir et al. (2012)
mentioned the amount of MDA in egg yolk as
0.335 pug/g. Our results show that the amount of
MDA in egg yolk of farm chicken, organic
chicken, duck, quail, and goose eggs were
0.85%0.11; 2.03%£0.32; 1.32%+0.23; 5.48+0.72 and
0.8410.13 pg/g found, respectively. The amount
of MDA in the egg white were 0.58%0.10;
0.75£0.12; 0.46£0.08; 2.94+0.41 and 0.75%0.12
ug/g observed, respectively (Figure 1-5 and Table
1, 2). Our results were slightly higher than the
literature value, particularly MDA in quail eggs
considerably high (2.9410.41 pg/g). Quails are
wild birds and when kept in confined space they
are said to be under stressed when both values of
MDA and GSH/GSSG ratio were compared.

CONCLUSIONS

Egg is the good source of nutrients such as
protein, vitamins, pro-vitamin, hormone,
antioxidant and other compounds (such as
vitamins A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin,
glutathione, and malondialdehyde) and other
functional substances like lutein, bioactive
proteins, and special fatty acids. Furthermore,
these components are highly bioavailable from
eggs. It was found that, vitamins A, E, C, B-
carotene, lycopene, ghrelin, glutathione and MDA
concentration differ with the egg type. There is
significant amount of difference between the
content of vitamin A, E and lycopene in farm
chicken egg, on the other hand B-carotene is
higher in organic chicken egg than farm chicken
egg. Also the GSH content are higher in goose
egg, while GSSG, ghrelin, MDA and vitamin C
are found to be higher in quail egg. The
differences in the amount of studied parameters
in the egg can be explained by the diets or type of
bird species. Higher concentration of MDA and
GSSG in quail eggs can be explained by the living
condition of the quails, in which they live in the
confined environment that is more stressful. In
addition, to increase the appeal of egg to
consumer, nutritional values of bird feed are
increased with the additives like, vitamins A and

E, therefore farm chicken egg showed higher
concentration of vitamins A and C.
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Bu calismada japon karidesi (Penaens japonicus) ve yesil kaplan karideslerinin (Penaens senisuleatus) raf Smrintin
uzatilmasi amactyla sogan kabugu ekstraktinin etkileri arastirilmustir. Bag ve kabuklart ayrilmus olan karides
etleri %8 oraninda sogan kabugu ekstrakt1 ile muamele edilmis ve 8 glin 4+1°C’ de depolanmistir. Kontrol
gruplarinin toplam ugucu bazik azot (TVB-N) ve tiyobarbittrikasit (TBARS) degetleri ekstrakt ile muamele
edilen gruplardan yiksek bulunmustur. pH degerleri tiim gruplarda depolamanin sonuna kadar artss
gOstermis, ancak bu artis kontrol gruplarinda daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Toplam canli sayist (TVC)
ve toplam psikrofilik canlt sayist (PBC) baslangicta japon karidesi ve yesil kaplan karideslerinde strasi ile 2.95;
2.68logkob/gve 3.28; 2.95 log kob/g bulunmus ve bu degetler depolama sonunda artis gostermistir. Sogan
kabugu ekstraktt ile muamele edilen katideslerde TVC ve PBC degerleri depolama sttesince 7 log kob/g
limit degerini asmamustir. Bu ¢alisma sonuglart sogan kabugu ekstraktinin karideslerde kimyasal, mikrobiyal
ve duyusal kalitenin korunmasinda etkili bir dogal katki maddesi olarak kullanilabilecegini géstermektedir.
Anahtar kelimeler: Karides, sogan kabugu ckstrakti, mikrobiyal kalite, TVB-N, duyusal kalite

THE EFFECTS OF ONION PEEL EXTRACT IN PREVENTING SHELF LIFE
OF FRESH SHRIMP

ABSTRACT

In this study, the effects of onion peel extract was investigated in order to increase the shelf life of
japanese shrimp (Penacus japonicus) and green tiger shrimp (Penaens semisulcatus). Decapitated shrimps
were treated with 8% onion peel extract and stored at 4x1°C for 8 days. The total volatile basic
nitrogen (TVB-N) and thiobarbituric acid (TBARS) values of the control groups were found higher
than those of the extract treated groups. The pH values showed increase in all groups until at the end
of storage, but this increase was higher than those of the controls. The initial total viable count (TVC)
and total psychrophilic bactetia count (PBC) were found as 2.95; 2.68 and 3.28; 2.95 log cfu/g in
japanese and green tiger shrimp, respectively, and these values showed increase at the end of the
storage. TVC and PBC counts of the shrimps treated with onion peel extract did not exceed the limit
value of 7 log cfu/g during the storage period. Based on the results of this study, it might be thought
that onion peel extract can be used as an effective natural additive for preserving chemical,
microbiological and sensory quality of shrimps.

Keywords: Shrimp, onion peel extract, microbiological quality, TVB-N, sensory quality
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Sogan kabugu ekstraktinin karideslerde kalite lizerine etkileri

GIRIS
Crustacea sinifinin Decapoda takiminda yer alan
karidesler, ekonomik degeri yitksek olan kabuklu
su urinlerindendir (Salman, 1995). Karidesler
protein, setbest amino asitler ve omega-3 yag
asitleri bakimindan olduke¢a zengindir. Ancak,
zengin  besin  kompozisyonunun  yaninda
bozulmaya da olduk¢a hassas olup smurlt raf
Omrine sahiptir. Post-mortem depolama boyunca
enzimatik ve mikrobiyolojik aktiviteler nedeni ile
¢ok ¢cabuk bozulabilen (Astk ve Candogan, 2014)
karideslerin yakalandiktan sonra kisa bir siire
icinde  dustik  sicakliklarda  korunmalari,
dondurulmalari veya islenmeleri gerekmektedir.
Karideslerde tazeligin korunmast ve raf dmrintn
artirtlmast  amact ile cesitli antioksidan ve
antimikrobiyal ~ koruyucular  kullanilmaktadir
(Gokoglu ve Yerlikaya, 2008; Nirmal ve Benjakul,
2011; Nirmal ve Benjakul, 2012). Ancak,
tiketicilerin dogal diriinlere olan talebi ve sentetik
koruyucular hakkindaki endigeleri nedeni ile
yapilan calismalar yeni dogal kaynaklarin arayist
tzerine odaklanmaktadir.

Son yillarda, gida attklarinin ve yan iriinlerinin
degerlendirilmesi ve bu turiinlerin gidalarin raf
Omriini uzatmada antioksidan ve antimikrobiyal
olarak endistriyel kullanimlarina olan ilgi
artmaktadir. Sogan (Alium cepa) ¢ok yonli bir
sebze olup hem taze hem de islenmis olarak
tiketilebilmektedir.  Ancak  yiiksek  oranda
flavonoid igeren sogan kabuklari, soganlarin
islenmesi sirasinda atilmaktadir. Bu nedenle sogan
kabugu, bir gida endistrisi atig1 olarak
degerlendirilmekte ve uygun kogullarda atilmadigt
takdirde cevresel kirlilige neden olabilmektedir
(Ifesan, 2017). Ayrica sogan kabugunun sogandan
daha ylksek miktarda flavonoid (6zellikle
kuarsetin) icerdigi de bildirilmistir (Cook ve
Samman, 1996). Sogan kabugunun antioksidan ve
antimikrobiyolojik etkileri ile ilgili gesitli calismalar
yapilmustir (Sing vd., 2009; Nile vd., 2017; Kim
vd., 2014; Ifesan, 2017). Ifesan (2017) sogan
kabugunun %80 etanol ile esktraksiyonu
sonucunda toplam fenolik madde icerigini 664.3
ng ml/GA olarak bulmustur. Bir baska calismada
sogan kabugunun %060 ve %80 etanolik
ekstraksiyonu sonucu toplam fenolik madde
icerigi sirast ile 549.2 ve 608.4 mg GA/g ve

antioksidan madde igerigi ise sirast ile 100.1 ve
50.2 pmol TEAC/g olarak bulunmustur (Viera
vd., 2017).

Sogan kabugunun tim bu 6zellikleri g6z 6ntinde
bulunduruldugunda, sentetik koruyuculara karst
alternatif dogal bir koruyucu olabilecegi
dustnilmektedir. Bu amacla bu ¢alismada, sogan
kabugu ekstraktinin karideslerde soguk depolama
boyunca meydana gelen biyokimyasal ve
mikrobiyolojik bozulmalati 6nlemede etkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Sogan kabugu ekstraktinin hazirlanmasi1
Sogan kabuklari, Nigde ilinde yerel marketten
toplanmis ve laboratuvara getirilerek iki kez cesme
suyu ile yikanmustir. Yikanan sogan kabuklari
40°Cye ayarlanmis etlivde 48 saat sire ile
kurutulmus ve daha sonra blender yardimi ile toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen sogan
kabuklart erlenlere alinarak izerine etanol
cOzeltisi (%70) eklenmis ve Tabaraki vd. (2012)
nin belirttigi yonteme gore ultrasonik destekli
ckstraksiyon gergeklestirilmistir. Sogan kabugu
etanol orani 1:10, g/ml olarak belitlenmistir. Daha
sonra ckstrakte edilen 6rmekler filtre kagids ile
stzllerek rotary evaporatérde (IKA, HB-10
digital, Germany) 45°C’de wugurularak sogan
kabugu ekstraktlart elde edilmistir. Ekstraktlar,
kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda
(Symphony, VWR DW) muhafaza edilmistir.

Orneklerin hazirlanmast

Calismada, japon karidesi (JK) (Penaens japonicus)
ve yesil kaplan karidesi (YK) (Penacus semisuleatus)
olmak tzere iki farkli tir karides kullandmustir.
Karidesler Mersin ili limanindan aymi gln
yakalanmis olarak temin edilmis ve yaklasik 2 saat
uzaklikta bulunan Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Tartm Bilimleri ve Teknolojileri
Fakiltesi  laboratuvarina  buz  icerisinde
getirilmigtir. Orneklerin ortalama agirlik ve boylar
sirast ile japon karidesinde 15.5+1.32 cm ve
24%1.16 g, yesil kaplan karidesinde 14.5£0.35 cm
ve 22+2.43 g olarak Slgilmisttr. Karidesler bas
ve kabuk kisimlar alindiktan sonra ytkanmis ve 6n
denemeler sonucu belitlenen %8 (ml/g) oraninda
sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmistir. On
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denemeler ile belirlenen bu oran karides etinin
koku ve goriinis Ozellikleri tzerinde minimum
olumsuz etkiye sahip olmustur. Bir grup kontrol
olarak ayrilmustir. TUm Ornekler strafor tabaklar
icerisine koyularak stre¢ film ile kaplanarak
4£1°C°de depolanmuistur.

Toplam ugucu bazik azot (TVB-N) tayini
Homojenize edilen 10 g 6rneklerin ugucu baz
icerikleri su buhari destilasyonu uygulanarak
ayrilmis ve ayrilan bu bazlar 0.1 N HCl icerisinde
toplanmistir. Toplanan destilatlar 0.1 N NaOH ile
titre edilmis ve TVB-N miktar1 mg/100 g olarak
hesaplanmustir (Schormiiller, 1968).

Tiyobarbitiirikasit (TBARS) analizi
Tiyobarbittrikasit degeri tayini Tarladgis vd.
(1960) yontemine gore yapdmustir. 10 g karides eti
alinarak 2.5 ml HCI (1:2 HCl:saf su) ile su buhart
destilasyonu yapilmistir. Elde edilen destilttan 5
ml alitp 5 ml TBA reaktifi soliisyonu (0.288
¢/100 ml) ile karistrilmis ve reaksiyona girmesi
amactyla 110 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 35
dk kaynatilmigtir. Hizla sogutulan 6rnekler, 538
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olctlerek sonuglar mg malondialdehit/kg 6rnek
olarak ifade edilmistit.

Mikrobiyolojik analizler

Orneklerden alinan 10 g iizerine 90 ml ringer
solisyonu eklenmis ve stomacher yardimu ile 60 s
homojenize edilmistir. Aynt homojenattan diger
dilisyon serileri hazirlanmistir. Bakterilerin sayimit
icin uygun diliisyonlardan ekim yapilmistir. Tim
mikrobiyal analizler 0,1 ml dilisyon stvisi alinarak
yayma ekim seklinde yapilmistir. Toplam mezofil
ve toplam psikrofil bakteri sayiminda Plate Count
Agar (PCA) kullanilmis ve strast ile 35°C’de 2 glin
ve 7°C de 10 giin inkiibe edilmistir.

pH blgiimii

pH 6lctimii icin pH elektrodu saf su ile hazirlanan
homojenata (1:1) daldirlmustir. Tum OSlctimler,
pH metre (Thermo Scientific Orion 2-stat,
Germany) kullanilarak oda sicakliginda (24%1°C)
gerceklestirilmistir.

Duyusal degerlendirme

Karides 6rneklerinin  duyusal degerlendirmesi
Magsood ve Benjakul (2011) tarafindan belirlenen
yontemde kigik modifikasyonlar  yapilarak
gerceklestirilmistir. Yaslari 25-35 arasinda degisen
10 adet panelist kullanilarak oda kogullarinda giin
15181 altnda duyusal degetlendirme yapilmistir.
Ornekler koku, tekstiir, renk, goriiniis ve genel
begeni yonlerinden 9 puanhk hedonik skala
kullanilarak analiz edilmistit. 9-7 "cok iyi", 6.9-4.0
"iyi", 3.9-1.0 "bozulmus" olarak degetlendirilmis-
tir (Amerina vd., 1965).

Istatistiksel analiz ve degerlendirmeler
Calisma iki tekerrtirlii olarak gerceklestirilmis ve
elde edilen  sonuglara  varyans  analizi
uygulanmustir.  Gruplar arasindaki  farklidiklar
Duncan ¢oklu karsilagtirma testine tabi tutulup,
%5 6nem diizeyinde karsilagtirilmustir. Istatistiksel
analizler icin SAS yazilimi (Statistical Analysis
System, Cary, NC, USA) kullandmustir.

SONUC VE TARTISMA

Depolama boyunca toplam ugucu bazik azot
(TVB-N) miktarinda meydana gelen
degisimler

Depolama siiresince sogan kabugu ekstraktt
eklenmis japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin
TVB-N degerlerinde meydana gelen degisim Sekil
1’de verilmistir. Depolamanin basinda TVB-N
degerleri japon karidesi ve yesil kaplan karidesinde
sirast ile  25.61 ve 20.26 mg/100g olarak
belirlenmis ve depolama boyunca ekstrakt ilaveli
gruplarda 6nemli derecede (P <0.05) daha disik
bulunmustur. TVB-N degerleri 2. glinden sonra
depolamanin sonuna kadar artis gOstermis ve
depolama sonunda japon karidesi kontrol ve yesil
kaplan karidesi kontrol gruplarinda sirasi ile
123.29 ve 108.54 mg/100g olarak en yuksek (P

<0.05)  degerlere ulasmistir. Sogan kabugu
ekstrakti ilave edilen karideslerde TVB-N
degetleri depolama boyunca 35 mg/100g’
ge¢cmemis ve bu nedenle "pazarlanabilir"

Ozelligini depolama sonuna kadar korumustur.
Kontrol gruplart ise 6. giinde bu degeri asmustir.
Depolama sonunda en diisiik TVB-N degeri
sogan kabugu ekstrakt: ile muamele edilmis japon
karidesinde (32.20 mg/100g) gbzlenmistit.
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Sekil 1. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama stiresince toplam ugucu bazik azot (TVB-
N) degerlerinde meydana gelen degisimler. * JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstrakt ile
muamele edilmis japon karidesi; YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstraktr ile
muamele edilmis yesil kaplan karidesi
Figure 1. Changes in total volatile basic nitrogen (I'V'B-IN) values of japanese and green tiger shrimp during storage
period.* JK: japanese shrimp control; |S: japanese shrimp treated with onion peel extract; YK: green tiger shrimp control;
Y'S: green tiger shrimp treated with onion peel extract

Baliklardaki bakteriyel bozulma ve endojen
enzimlerin aktivitesi ile beraber TVB-N miktart
artts  gostermektedir. TVB-N  analizi  baligin
tazeliginin  belirlenmesinde  yaygin  olarak
kullanilan yéntemlerden biri olup (Lang, 1979;
Vareltzis vd., 1997), genel olarak balik ve su
urtnlerinde 25 mg/100g’a kadar TVB-N iceren
ornekler ‘¢ok iyi’, 30 mg/100g’a kadar ‘iyi’, 35
mg/100g’a  kadar  ‘pazarlanabilir’” ve 35
mg/100g’dan fazla olanlar ise ‘bozulmus’ olarak
degerlendirilmekteditler (Huss, 1988). Chinese
National standartlarina gére (GB2741-94), taze
bir karideste TVB-N degeri 300 mg/100g’dan
distik olmalidir.

Patir vd. (2009) tarafindan yapilan calismada
karides etinin baglangic TVB-N degerinin 18.23
mg/100g oldugu bulunurken, Asik (2009)
tarafindan sarimsak yag1 iceren kitosan bazlt
yenilebilir filmlerle kaplanan karideslerin TVB-N
degerleri baslangicta 20.72 mg/100g olarak
bildirilmistir. Sogukta depolanan karideslerin
TVB-N degetleri depolamanin basinda Varlik vd.

(2000)  tarafindan 2295 mg/100g olarak
bulunmustur. Ayrica Kalistir (2008), karides
marinatlart  ile  yaptig ¢alismada TVB-N
degerlerinin  marinat islemi Oncesinde 15.97
mg/100 oldugunu rapor etmislerdir. Hocaoglu
vd. (2012) tarafindan yapilan bir calismada gamma
1sinlama islemi yapilan ve -18°C’ de 3 ay boyunca
depolanan karideslerde kontrol grubunda TVB-N
degerini depolamanin basinda 9.41 mg/100 g
olarak bulmus ve depolama stresince dalgalanma
gosteren bu deger depolamanin sonunda 12.33
mg/100g degerine ulasmustir. Jelatin  bazlt
portakal yapragi ucucu yagi ile muamele ettikleri
karides etinde kontrol grubunda baslangic TVB-
N degerini 17.14 mg/100g bulan Alparslan vd.
(2016), depolama siiresince artis gosteren bu
degerin depolamanin sonunda (12. glin) 41.27
mg/100g’a ¢tktigint tespit etmislerdir. Mevcut
calismadan elde edilen sonuglar depolama
boyunca tim Orneklerde TVB-N degerlerinde
artis gozlendigini géstermis olup benzer sonuglar
Varlik vd. (2000), Sadok vd. (2004), Bilgin vd.
(20006) tarafindan da rapor edilmistir.

229



230

I. Ucak

Depolama boyunca TBARS degerinde
meydana gelen degisimler

TBA degeri balik ve balik drinlerinde koku,
lezzet, tekstir ve renkte degisikliklerine yol
acabilen  lipit  oksidasyonu  derecesinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanimaktadir
(Wenjiavd.,, 2013). Karides etinde 8 giinlik
depolama  siiresince TBARS  degerlerinde
meydana gelen degisimler Sekil 2’de verilmistir.
Depolamanin baginda japon karidesi ve yesil
kaplan karidesinde TBARS degerleri sirast ile 0.78
ve 091 mg MA/kg olarak bulunmustur. Bu

gostermis ve 8. glinde swast ile 1.78 ve 1.62
mgMA /kg’a yukselmistir. Depolama stresince
o6nemli derecede (P <0.05) en yiiksek degetler her
iki karides grubunda da kontrol &rneklerinde
gozlenmistir. Sogan kabugu ile ekstrakte edilmis
japon karidesinde depolama sonunda 1.27
mgMA /kg olarak gézlenen TBARS degeri yesil
kaplan karidesinde 1.18 mgMA/kg olarak
bulunmustur. Kontrol gruplari ile kiyaslandiginda
sogan kabugu ile ekstrakte edilen 6rneklerde daha
diisiik gozlenen TBARS degerleri, sogan kabugu
ekstraktinin  lipit oksidasyonu tzerinde etkili

degerler depolamanin  sonuna kadar artis  oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama stresince tiyobarbitiirikasit (TBARS)
degerlerinde meydana gelen degisimler.* JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstrakt: ile
muamele edilmis japon karidesi; YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstrakti ile
muamele edilmis yesil kaplan karidesi
Figure 2. Changes in thiobarbituric acid (IBARS) values of japanese and green tiger shrinp during storage period.* JK:
Jjapanese shrimp controly |S: japanese shrimp treated with onion peel extract; YK: green tiger shrimp controly Y'S': green
tiger shrimp treated with onion peel extract

Asik (2009) sarimsak yagi iceren kitosan kaplama
ile kapladiklari karideslerde 0. giin TBARS
degerini 0.35 mgMA/kg olarak bulmuslardir.
Cadun vd. (2005) antimikrobiyal ajanlar ekleyerek
marine edilmis karideste kalite degisimlerini
incelemislerdir. Baslangicta karides etinde TBARS
degerini 0.51 mgMA /kg olarak rapor etmiglerdir
ve depolama siiresince bu degerin marine edilmis

karideslerde 6nemli derecede artis gdsterdigini
gozlemlemislerdir.

Depolama boyunca pH degerinde meydana
gelen degisimler

Sogan kabugu ekstraktt ile muamele edilmis
karides etinin depolama boyunca pH degerlerinde
meydana gelen degisim Sekil 3’de verilmistir.
Baslangic pH degeri japon karidesinde 7.26 ve
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yesil kaplan karidesinde 7.13 olarak gbzlenmistir.
Her iki karides tiirtinde de kontrol gruplarinin pH
degerleri sogan kabugu ekstrakti ile muamele
edilen gruplarin pH degerlerinde énemli diizeyde
(P <0.05) daha yiksek bulunmustur. Depolama
sonunda en yiiksek pH degerleri sirast ile 8.30 ve
7.82 olarak japon karidesi kontrol ve yesil kaplan
karidesi kontrol gruplarinda gézlenmistir. Sogan
Sekil 3

kabugu ekstrakt:i ile muamele edilmis japon
karidesi ve yesil kaplan karidesi gruplarinda pH
degerleri depolama sonunda sirast ile 7.20 ve 7.0
olarak bulunmustur. Karides etinde pH degerinin
genellikle 7.0-7.3 arasinda degistigi, depolama
kosullarina baglt olarak depolama siiresince 7.5-
7.7ye kadar yikseldigi bildirilmektedir (Bayizit
vd., 2003).
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Sekil 3. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama stresince pH degerlerinde meydana gelen

degisimler.* JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis japon karidest;

YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis yesil kaplan karidesi

Figure 3. Changes in pH values of japanese and green tiger shrimp during storage period.* JK: japanese shrimp control;

]S japanese shrimp treated with onion peel extract; YK: green tiger shrimp control; YS: green tiger shrimp treated with
onion peel extract

Kontrol gruplarinda depolama sonunda pH
degerlerinde gézlenen artiglar benzer ¢alismalarda
da gbzlenmistir. Zeng vd. (2005) farkl
sicakliklarda (-1.5 ve  +1.5°C) depoladiklari
karides etinde (Pandalus borealisy pH degerini
baslangicta 7.41 olarak tespit etmislerdir.
Depolama  sonunda 1.5°C’ de depolanan
orneklerin pH degetlerinin 8.26 ve -1.5°C’ de
depolanan Orneklerin  pH  degerlerinin = 7.98
oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska calismada
buzdolab:  kosullarinda ~ (4°C)  depolanan
kahverengi karideslerin (Crangon crangon) pH
degerleri depolamanin baginda 6.83 olarak
gozlenirken, depolamanin sonunda (5.giin) 7.95
olarak bulunmustur (Bilgin vd., 20006). Colakoglu

vd. (2000) taze karides -etinde (Parapenans
longirostrisy  pH  degerinin  baslangicta  7.60
oldugunu bildirirken, depolamanin 5. giininde bu
degerin 8.06’ya ¢iktigini tespit etmislerdir. Yapilan
diger calismalar depolama sonunda karides etinde
artts gosteren pH degerlerinin mevcut calismayt
destekledigini gbstermektedir.  Alparslan  vd.
(2016)’nin  yaptigt ¢alismada jelatin  kaplama
uygulanan karides 6rneklerinin kontrol grubunda
baslangicta pH degerini 6.47 olarak belirlerken,
depolamanin sonuna kadar artis gosteren pH
degeri depolama sonunda (14. giin) 8.55 olarak
bulunmustur.
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Depolama Esnasinda Gelen
Mikrobiyolojik Degisimler

Depolama boyunca sogan kabugu ekstrakti ile
muamele edilmis japon karidesi ve yesil kaplan
karidesinin toplam mezofilik aerobik canlt
sayisinda meydana gelen degisim Sekil 4te
verilmistir. Depolama basinda toplam canlt sayist
japon karidesi ve yesil kaplan karidesinde sirasi ile
2.95 ve 2.68 log kob/g olarak belitlenmistir. Tam
gruplarda artig gOsteren toplam canli sayist
depolama sonunda 4.74 ve 4.83 log kob/g olarak
sirast ile japon karidesi ve yesil kaplan karidesi
kontrol gruplarinda gézlenmistir. Sogan kabugu
ckstrakti ile muamele edilen karideslerde toplam
canlt sayist kontrol gruplarindan énemli derecede
(P <0.05) daha digtk bulunmustur. En distk
bakteri sayist ekstrakt ile muamele edilen

Meydana

karideslerde g6zlemlenmis ve depolama sonunda
japon karidesi ve yesil kaplan katidesinde sirasi ile
457 ve 3.77 log kob/g olmustur. Toplam
psikrofilik canlt sayis1 baslangicta japon karidesi ve
yesil kaplan karidesinde sirast ile 3.28 ve 2.95 log
kob/g olarak tespit edilmistit (Sekil 5). Psikrofil
canli sayis1 tiim gruplarda depolama boyunca artis
gostermis  ve esktrakt ile muamele edilen
gruplarda daha diisiik dizeyde (P <0.05) tespit
edilmigtir. Depolama sonunda toplam psikrofil
canlt sayist ekstrakt uygulanan japon ve yesil
kaplan karidesinde sirast ile 6.48 ve 5.73 log kob/g
olarak gézlenmistir. Japon karidesi kontrol
grubunda depolama sonunda toplam psikrofilik
canlt sayist 7.28 log kob/g degerine ulasirken, yesil
kaplan karidesi kontrol grubu 6.27 log kob/g
degerine ulasmustir.
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Sekil 4. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama stresince toplam mezofilik aerobik canlt
sayisinda meydana gelen degisimler.* JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstrakts ile muamele
edilmis japon karidesi; YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstrakt ile muamele
edilmis yesil kaplan karidesi
Figure 4. Changes in total mesophilic aerobic bacteria number of japanese and green tiger shrimp during storage period.*
JK: japanese shrimp control; | S: japanese shrimp treated with onion peel extract; YK: green tiger shrimp control; YS':
green tiger shrimp treated with onion peel extract
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Sekil 5. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama stresince toplam psikrofilik canlt sayisinda
meydana gelen degisimler.* JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstrakts ile muamele edilmis
japon karidesi; YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis yesil
kaplan karidesi
Figure 5. Changes in total psychrophilic bacteria number of japanese and green tiger shrimp during storage period.* JK:
Jjapanese shrimp control; |S: japanese shrimp treated with onion peel extract; YK: green tiger shrimp control; YS': green
tiger shrimp treated with onion peel extract

Karideslerde kalitenin belirlenmesinde duyusal ve
kimyasal kalite analizlerinin yaninda mikrobiyal
degerlendirme de buylik O6nem tagtmaktadir
(Sivertsvik ve Birkeland, 2000). Zeng vd. (2005)
sogukta depolanan karideslerde toplam canlt
saysini 2.4x105 kob/g olarak rapor etmisler ve
depolama boyunca artis gostererek depolama
sonunda (7. gun) 3x108 kob/g’ a ¢iktugini
bildirmislerdir. Wang vd. (2018) karvakrol ilaveli
kitosan bazli yenilebilir filmlerle kapladiklart
karidesleri buzda 10 glin siireyle depolamuslardir.
Karideslerde toplam canli sayisinin depolama
stresince artis gosterdigini ancak kaplama yapilan
karideslerde bu degerin kontrol grubundan
o6nemli derecede dustik diizeyde artis gdsterdigini
bildirmislerdir. Bir bagka calismada Farajzadeh
vd. (2016) jelatin ve kitosan bazli yenilebilir
filmlerle kapladiklar1 karideslerde toplam bakteri
saytsint depolama baslangicinda 2.5 log kob/g
olarak bulmuslardir. Kontrol grubunda toplam
canlt sayistnin depolamanin 8. giiniinde limit
deger olarak kabul edilen (ICMSF, 1986) 7 log
kob/g’t astigl, kaplama yapilan gruplarda ise 14.
ginde bu degere ulasildigt gbrilmistir. Aynt

calismada toplam psikrofilik canlt sayisinin da
kontrol grubunda kaplama yapilan gruplara gore
daha yiksek diizeyde oldugu ve depolamanin 8.
gintnde kontrol ile diger gruplar arasinda toplam
psikrofilik canli sayist bakimindan yaklagik 4.5 log
kob/g fark oldugu tespit edilmigtir. Sae-leaw ve
Benjakul (2019) farkli konsantrasyonlarda kaju
yapragi ekstrakts ile muamele ettikleri karideslerde
12 giinliik depolama boyunca kalite degisimlerini
gbzlemlemislerdir. Toplam canlt sayist ve toplam
psikrofilik canlt sayisinin ekstrakt ile muamale
edilen gruplarda kontrol grubuna gére daha diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan tiim calismalar
karideslerde mikrobiyal kalitenin korunmasinda
dogal katki maddelerinin etkili oldugunu ve
mevcut ¢alismada gozlenen sonuglari destekledigi
gorilmektedir.

Duyusal kalitede meydana gelen degisimler
Su drlnlerinin  tazeliginin  ve  kalitesinin
belirlenmesinde  duyusal — degerlendirme en
guvenilir kriterlerden birisidir. Sogan kabugu
ekstraktt ile muamele edilmis taze karideslerin
duyusal 6zelliklerinde meydana gelen degisimler
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Gizelge 1.’de verilmistir. Kontrol gruplar ve
sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis
karidesler arasinda koku, tekstiir, renk, gbriiniis ve
genel begeni 6zellikleri yoniinden depolama
boyunca istatistiksel olarak 6nemli duzeyde (P
<0.03) farkliliklar bulunmustur. Depolama stiresi
iletledikce  kontrol  gruplarinin  duyusal
parametrelerinde disiis oldugu gézlenmis ve bu
gruplar, sogan kabugu ekstrakti ile muamele
edilmis karides gruplart ile kiyaslandiginda
depolama boyunca panelistlerden daha dusik
puanlar almistir. Her iki karides tirinde de

kontrol gruplart depolamanin 4. giintinde duyusal
olarak reddedilmis, ancak sogan kabugu ekstraktt
laveli gruplar depolama sonuna kadar kabul
edilebilir  6zelligini korumustur. Agstk  (2009)
sarimsak yagi iceren kitozan bazli kaplamalatla
kaplanan karideslerin duyusal degerlendirmesinde
benzer sonuclat elde etmistir. Bu calismadan elde
edilen duyusal veriler dogrultusunda, sogan
kabugu ekstraktinin japon karidesi ve yesil kaplan
karidesinde raf Omrinin uzatilmasinda etkili
oldugu tespit edilmistit.

Cizelge 1. Japon karidesi ve yesil kaplan karidesinin depolama siiresince duyusal 6zelliklerinde meydana
gelen degisimler.* JK: japon karidesi kontrol; JS: sogan kabugu ekstraktt ile muamele edilmis japon
karidesi; YK: yesil kaplan karidesi kontrol; YS: sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis yesil kaplan
karidesi
Table 1. Changes in sensory properties of japanese and green tiger shrimp during storage period.* JK: japanese shrimp
control; | S: japanese shrimp treated with onion peel exctract; YK: green tiger shrimp control; Y'S: green tiger shrimp
treated with onion peel extract

JK ]S YK YS D ?E;%T;g;n)
9.00£0.0042 9.00£0.00% 9.00£0.0042 9.00£0.00% 0
Koku 5.80+0.758b 7.60+0.49Abe 6.00£0.638 8.20£0.404b 2
todor) 2.25+0.43C¢ 8.00:0.004b 2.75+0.83C¢ 6.75%0.43b¢ 4
1.5040.5084 7.2540.43A¢ 1,000,008 6.7540.434¢ 6
1.00£0.00¢4 3.2540.438 1.00£0.00¢4 4.2540.43M 8
9.00£0.0042 9.00£0.00% 9.00£0.0042 9.00£0.00% 0
rekeiiy | 460E080F 7.20%0.40Me 5,600,498 8.00:0.894b 2
exure) 5.50+1.508b 7.50%0.50 3.25+0.43Cc 6.50+£0.50Be 4
3.2540.838cd 6.75+0.43Ac 3.50+0.508¢ 7.00£0.00A¢ 6
2.25+0.838 4.50£0.50A 2.50£0.508 4.2540.43M 8
9.00£0.0042 9.00£0.00% 9.00£0.0042 9.00£0.00% 0
Renk 5.40+0.498b 7.4040.49Abc 5,200,408 7.40£0.494b 2
(ol 5.25+1.308b 7.75%0.430 3.25+0.43Cc 6.50+0.50AB¢ 4
3.2540.430¢ 6.75+0.438¢ 4.00£0.00C¢ 7.50%0.50 6
1.5040.508¢ 5.0041.00A 3.0041.228¢ 5,000,714 8
9.00£0.00% 9.00+0.004 9.00£0.00% 9.00£0.00% 0
Goringis  5-40£0.49% 7.60£0.494 5.20£0.408b 8.2040.754b 2
pperanay 2550435 7.2540.434 4.50+0.508be  7.50+0.504b 4
3.25:40.4384 6.25+0.43M 3.750.838cd 6.7540.431c 6
1.002:0.00¢ 4.7540.43M 2.5041.1284 5.2540.43M 8
Genel 9.00£0.0042 9.00£0.00% 9.00£0.0042 9.00£0.00% 0
begent 5.000.898b 7.40£0.49be 5.60£0.498b 7.80£0.40% 2
oneral 3.75+0.83k¢ 7.7540.434 3.0041.2284 6.25+0.834¢ 4
weptan)  2T5E043 7.000.00A¢ 4,000,008 7.00£0.714be 6
1.2540.43C 4.50£0.50M 2.50£0.508 5.2540.43M 8

Ay satirlar arasindaki istatistiksel fark (P < 0.05) biiyiik harflerle, ayni stunlar arasindaki istatistiksel fark (P < 0.05) kii¢uk

harflerle gosterilmistir.

Means indicated by different capital letters in the same row differ significantly (P < 0.05). Means indicated by different lowercase letters in the same

column differ significantly (P < 0.05).



Sogan kabugu ekstraktinin karideslerde kalite lizerine etkileri

SONUC

Karidesler bozulmaya karst son derece hassas su
driinleridir. Bu nedenle son zamanlarda raf
omiirlerinin ~ arttridmast ve  kalitelerinin
korunmasina yonelik arayislar da gittike 6nem
kazanmaktadir. Bu ¢alisma bulgularina dayanarak,
bir gida aug olan ve glcli antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellige sahip sogan kabugunun
karideslerde kalitenin korunmasinda etkili bir
dogal materyal olabilecegi soylenebilir. 8 glnlik
depolama stiresince sogan kabugu ekstraktt ile
muamele edilen japon karidesi ve yesil kaplan
karidesinde hem fiziko-kimyasal parametreler
bakimindan hem de mikrobiyal kalite agistndan
daha digstk degerler elde edilmistir. Ayrica
duyusal olarak sogan kabugu ekstrakti uygulanan
karideslerin 8. giine kadar kabul edilebilir oldugu
gorilmistiir.
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oz

Bu calismanin amaci, probiyotik bitter ¢ikolata tretiminde mikroenkapsile Lactobacillus rhammnosus
kullantminin farkh sicakliklardaki depolama siiresince canli probiyotik hiicre sayist ve duyusal ézellikler
tzerindeki etkisini arastirmaktir. Calismada probiyotik ¢ikolata tiretiminde kullandan I.. rbamnosus ekstriizyon
teknigi ile mikroenkapsiile edilmis ve probiyotik ¢ikolatalar 2 farklt sicaklikta (4°C ve 25°C) 60 giin boyunca
depolanmugstir. Mikroenkapsiilasyon islemi ¢ikolatanin erime sicakliklarinda probiyotik kiiltiirlere dayanim
kazandirmustir. 4°C’de depolamanin canli hiicre sayisiu koruma yoniinden daha elverisli oldugu tespit
edilitken, 25°C’de depolama sonucunda cikolatalardaki probiyotik hiicre sayisinda ciddi diizeyde dusts
gbzlenmistir. Sonuc olarak bitter cikolata iretiminde mikroenkapsiilasyon islemi ve 4°C’de buzdolabt
kosullarinda depolama probiyotik hiicre dayamimimi arttirdigi icin 6nerilmistir.

Anahtar kelimeler: Cikolata, probiyotik, mikroenkapstlasyon, L. #hamnosus

THE USE OF MICROENCAPSULATED LACTOBACILLUS RHAMNOSUS
IN PROBIOTIC BITTER CHOCOLATE PRODUCTION

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of the use of microencapsulated Lactobacillus
rhamnosus in the production of probiotic bitter chocolate on probiotic viable cell count and sensory
properties during storage at different temperatures. L. rbamnosus used in the production of probiotic
chocolate was microencapsulated by extrusion technique and probiotic chocolate was stored at two
different temperature (4°C and 25°C) throughout 60 days. The microencapsulation provided
resistance to probiotic cultures at chocolate melting temperatures. While storage at 4°C was found
more convenient to protect the survival of probiotic cells, storage at 25°C caused a serious decline in
probiotic viability of tested microorganism in chocolates. As a result, microencapsulation technique
and storage under refrigerator conditions (at 4°C) has been suggested to ensure the stability of
probiotic cells in bitter chocolate production.

Keywords: Chocolate, probiotic, microencapsulation, L. rhammnosus
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Probiyotik bitter gikolata tretimi

GIRIS
Dinya ¢apinda ¢ogunlugunu probiyotik gidalarin
olusturdugu fonksiyonel triinlerin tlketimine
yonelik bir egilim s6z konusudur ve bu durum giin
gectikce  artmaktadir.  Probiyotikler, yeterli
miktarlarda alindiklarinda insan sagligi tzerinde
yararlt etkileri olan canlt mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2003). Gidalarda
yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler
Lactobacillus  ~ve  Bifidobacterium ~ cinslerine  ait
tiurlerdir. Bunlardan L. 7hamnosus ise en sik
basvurulan probiyotik  bakteri tiridir ve
“GRAS” yani tiketimi genellikle gtivenli olarak
tanimlanmistir. Bu probiyotik bakterinin saglik
tzerinde  bagisiklik  sistemini  gliclendirme,
gastrointestinal enfeksiyonlari, diareyi ve gida
kaynakli bazi alerjileri 6nleme gibi faydalart vardir
(Randazzo vd., 2013; Segers and Lebeer, 2014).
Probiyotiklerin ~ sagliga  yararli  etkilerinin
gorulebilmesi igin gidalarda 106-107 KOB/g veya
mL diizeyinde bulunmasi ve titketimden sonra
gastrointestinal = sistemde canliliklarint  devam
ettirmesi gerekir (Akan ve Kinik, 2015; Toldam
vd., 2016). Bagirsak mikrobiyotasindaki yararlt
mikroorganizmalarin sayisint arttirmada
probiyotik gida titketiminin yani sira uygulanan
diger bir yaklasimda prebiyotik maddelerin

kullantmudir. Prebiyotikler, konakginin
gastrointestinal kanalinda probiyotiklerin
gelisimini  destekleyen  sindirilemeyen — gida

maddeleridir (Alegro vd., 2007). Probiyotikler
cogunlukla sit ve sit urinlerinde kullanilmig
ancak son yillarda fermente sosis, sucuk, meyve
suyu, tahil gevrekleri, cikolata, puding, bebek
mamast ve mayonez gibi driinlerde de kullanim
potansiyellerinin  oldugu bildirilmis ve diinya
capinda yeni probiyotik gidalarin gelistirilmesine
o6nem verilmistir (Capela vd., 2006; Ceyhan vd.,
2012; Fahimdanesh vd., 2012; Anekella vd., 2013;
Champagne vd., 2015; Kalkan vd., 2018).
Probiyotik gida trinleri gelistirilirken probiyotik
mikroorganizmanin gidanin bilesim, tretim ve
depolama kosullar1 gibi stres faktorlerine dayanikls
olmast  hedeflenmektedir.  Probiyotik  gida
trtinlerinin  gelistirilmesini sinirlayan bu  stres

faktorlerinin tstesinden gelmek icin
mikroenkapstilasyon gibi yeni teknolojilere
basvurulmustur ~ (Possemiers  vd.,  2010).

Mikroenkapstlasyon isleminin olumsuz cevre

kosullarina karst probiyotik bakterilerin canliligint
korumada etkili oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma
mevcuttur (Champagne vd., 2015; Heidebach
vd., 2012, Raymond vd., 2015).
Mikroenkapstilasyon; kati, sivt veya gaz halindeki
maddelerin kapsiill olarak adlandirilan inert bir
kabugun i¢cinde hapsedilerek kontrollt saliniminin
gerceklestirildigi  bir teknolojidir  (Unal  ve
Erginkaya, 2010). Probiyotik gidalarda kullanilan
kiltirlerin  mikroenkaspiilasyonunda daha ¢ok
ekstriizyon yonteminden yararlanilmakta ve
kaplama materyali olarak aljinat, gellan gum ve
jelatin kullanilmaktadir (Malmo vd., 2013). Ancak
son yillarda, probiyotik ve prebiyotikler arasindaki
sinerjik etkiler nedeniyle kaplama materyallerine
gesitli prebiyotik katkilarin (fruktooligosakkarit,
inilin, direncli nisasta, peptit vb) ilavesi de tercih
edilmeye  baslanmustir  (Capela  vd., 2006;
Hernandez vd., 2012; Zanjani vd., 2012).

Guda endistrisi; rekabet ortamt icinde stirekli yeni
fonksiyonel probiyotik gidalar gelistirmekte ve
pazarda 6n plana ¢tkmaya  ¢alismaktadir
(Kemsawasd vd., 2016). Son yillarda sekerleme
endustrisinde Ozellikle de c¢ikolata ve tiitevi
trinlerde probiyotik  kiiltiirlerin ~ potansiyeli
tzerinde durulmus ve wuluslararasi pazarda
Kanada, Belgika, Amerika ve Malezya gibi
tlkelerde probiyotik bitter ¢ikolatalar satisa
sunulmustur (Foong vd., 2015; Konar vd., 2016;
Gines vd., 2018). Cikolata, sckerleme tUriinleti
arasinda biyoyararhhginin da bir sonucu olarak
cok fazla talep edilen ve yitksek oranda tiiketilen
bir drindir. Arastirmalar géstermistir ki ¢ikolata
sadece yag ve sekerin basit bir karisimi degil aynt
zamanda epikatesin, katesin ve prosiyanidin gibi
polifenolleri ve flavanoidleri igeren bilesimle-
rinden dolay: biyoaktif 6zellikleri olan fonksiyonel
bir gida maddesidir ve bu gida maddesine
probiyotik kiiltiir ilavesinin Griintin cezbediciligini
daha da arttiracagr distintilmektedir (Kemsawasd
vd., 2016; Succi vd., 2017). Cikolata; potasyum,
magnezyum, bakir ve demir gibi mineral
maddelerce de zengindir. Kakaodaki biyoaktif
fenolik bilesiklerin yaslanma karsiti, oksidatif
stresleri  duzeltme, kan basincint  dizenleme,
antikanserojen, kalp hastaligt ve krizi riskini
azaltma gibi saghk tzerindeki olumlu etkileri,
cikolata ve tlrevi dUrlnler tzerindeki ilgiyi
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arttirmistir (Possemiers vd., 2010; Mandal vd.,
2013; Erdem vd., 2014; Gadhiye vd., 2015).
Probiyotiklerin ¢ikolataya endistriyel 6lcekte ilave
edilmesinde triinin kendi bilesiminden (yitksek
seker icerigi, duistik su aktivitesi, fenolik maddeler
vb) ve tretimden (sicaklik, basing, depolama vb.)
kaynaklanan zorluklarla karsilasilabilir (Gadhiya
vd., 2015). Bitter ¢ikolatalarda mikroenkapsiile
probiyotik kiltir kullaniminin bu  zorluklarin
tstesinden gelecegi diistintilmektedir.

Bu c¢alismada, mikroenkapstle L. rbamnosus
kullanilarak probiyotik bitter c¢ikolata tretimi
gerceklestirilmis  ve  depolama  kosullarinin
probiyotik hiicre canliligi ve duyusal 6zellikler
uzerindeki etkisi arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calisgmada kullanian bitter ¢ikolata Toren Gida
San. ve Tic. A.S.’den temin edilmistir. Cikolatada
probiyotik kiltir olarak Lactobacillus rhamnosus
(RIUM/ Hollanda) kullanilmustir. Stok kultiirden
alinan L. rhamnosus MRS (de Man, Rogosa, and
Sharpe) broth (Merck, Germany) besiyeri
icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
gelistirilmis ve diger islemler i¢in kullanima hazir
hale getirilmistir.

Yontem

Bu calismada mikroenkapsile ve serbest
probiyotik kiiltiir iceren bitter ¢ikolata Gretimi (2
paralel ve 3 tekerriir) 3 farkli deneme plant ile

gerceklestirilmistir. Deneme planinda
mikroenkapstilasyonda  kullanilacak ~ kaplama
materyalleri  kombinasyonunun  kurulmasinda

daha 6nceki calisma sonuglarindan elde edilen
verilerden yararlanilmistir. Onceki calismalarda,
probiyotiklerin sicaklik dayamimlart acisindan %3
aljinat ve %1 jelatin’den olugan kaplama
materyalleri ve gastrik kosullara dayanimlart
acisindan ise %3 fruktooligosakkarit (FOS) ve %1
peptit gibi prebiyotik katk: ilaveli kaplama
materyalleri kullanimi  Snerilmigtir  (Chen  vd.,
2006; Turhan vd., 2014). Bu bilgiler 1siginda
calismamizda prebiyotik katkili (%3 aljinat + %1
jelatin + %3 fruktooligosakkarit + %1 peptit) ve
prebiyotik katkisiz (%3 aljinat + %1 jelatin) olmak

tzere iki  farklt kaplama  materyali ile
mikroenkapsiilasyon islemi hedeflenmistir.

Uretilen cikolatalar 2 farkli sicaklikta (4°C ve
25°C) depolanmistir.  Cikolatalarda  Uretimin
hemen ardindan 0. giin, 30. giin ve 60. giin olmak
tzere 3 farklt asamada 6rnekler alinip L. rhannosus
sayimi ve duyusal analizler gerceklestirilmistir.

Probiyotik Kiiltiirlerin Ekstriizyon Teknigi ile
Mikroenkapsiilasyonu

L. rhamnosus’an  mikroenkapsiilasyonunda
ekstriizyon tekniginden yararlandmistir (Chen vd.,
2007). Kullandan tim cam malzemeler ve
cozeltiler 121°C* de 15 dakika siiteyle sterilize
edilmistir. Kaplama materyali ¢6zeltisi destile su
kullanilarak hazirlanmistir. Cikolatada kullanilmak
tizere probiyotik kiltiird iceren siispansiyon (107
KOB/mL) steril kaplama materyali ¢Ozeltisine
1/5 oraninda ilave edilmistir. Probiyotik kultir
iceren bu karigim (108 KOB/mL) 0.11 mm’lik
ignesi olan siringa ile 0.05 M’lik steril CaCla
(Merck-Germany) ¢Ozeltisi  igerisine  enjekte
edilmigtir. Olusan kapsiiller, yeterli sertligi
kazanmalar1 amaciyla 30 dakika sire ile ¢6zelti
icerisinde birakilmis ve sonra “whatman# 4 filtre
kagidi” (Merck) ile siiziilerek kullanima hazir hale
gelmistir.

Probiyotik Bitter Cikolata Uretim Agsamalart
Probiyotik bitter cikolatalar 3 tekerrlrli olarak
tiretilmistir. Uretim ile ilgili deneme plant Cizelge
1’de gosterilmistir.

Probiyotik cikolata tretimi i¢in ambalaj olarak
aliminyum folyodan elde edilen kaplar otoklavda
steril edilmistir. Aseptik kogullar altinda steril
aliminyum folyo kaplarin icerisine probiyotik
kaltir ilave edildikten sonra (108 KOB/g veya
ml) tzerine su banyosunda (50°C sicaklikta)
erimekte olan ¢ikolatadan yaklagik 10 gram ilave
edilerek karistirllmis ve sogumalart igin  bir
miiddet oda sicakliginda bekletilerek yeterli
sertlige ulasmalart saglanmustir. Ardindan ¢ikolata
ambalajlart kapatilarak 4°C’de buzdolabinda ve
25°C’de inkiibatérde depolamaya birakidlmistir
(Gadhiya vd., 2015).
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Cizelge 1. Probiyotik cikolata tiretimi deneme plant
Table 1. Trial Plan on Probiotic Chocolate Production

Cikolata ~ Uretim Yontemi
Chocolate  Production Method
A Serbest probiyotik kltiir iceren ¢ikolata
Chocolate with free probiotic culture
B Mikroenkapsiile (%3 aljinat + %1 jelatin) probiyotik kiiltir iceren ¢ikolata
Chocolate with microencapsulated (3% alginate + 1% gelatine) probiotic culture
C Prebiyotik katk: ilaveli mikroenkapsiile (%1 peptit + %3 FOS + %3 aljinat + %! jelatin)

probiyotik kiltiir iceren ¢ikolata

Chocolate with prebiotic ingredient-adding microencapsulated (1% peptide + 3% FOS + 3% alginate

+ 1% gelatine) probiotic culture

Probiyotik Cikolatalardaki L.
Sayisinin Belitlenmesi

L. rhamnosus sayimi igin, 10 g ¢ikolata 90 mL steril
diliisyon sivist ile  (%00.85 tuz ve %0.1 pepton
iceren) 2 dakika boyunca homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnekten 1 mL alinmis ve
dilisyon stvist kullanilarak seyreltilmistir. Daha
sonra 0.1 ml. seyreltilmis Ornekler de Man,

rhamnosus

Probiyotik Cikolatalarda Duyusal Analiz

Probiyotik = cikolatalarda duyusal analizler 5
kisiden olusan panelist tarafindan
gerceklestirilmistir. 3 ayri ¢ikolata 6rnegi daha
Onceki arastirmacilar tarafindan 6nerilen duyusal
Ozelliklere  gbére  1-9  puan  dzerinden
degerlendirilmistir (Erdem vd., 2014; Toldam vd.,
2016; Zatic vd., 2016; Succi vd., 2017).

Rogosa Sharpe (MRS) agar’a (Merck-Germany) Analizlerde  kullamilan  form  Cizelge 2’de
yayma ckim yontemiyle ekilmis ve 37°C’de gosterilmistir.
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona
birakidmistir (Halkman, 2005).
Cizelge 2. Probiyotik ¢ikolatalarda duyusal analiz degetlendirme formu
Table 2. The evaluation form for sensorial properties of probiotic chocolate
Duyusal Ozellikler ~Tanim Puan”
Sensory Properties Definition Point
Gortnts -Piirtizsiizliik: Uriin yiizeyinde kum pargaciklart olmaksizin piiriizsiiz
Appearance ylzey
Smoothness: Smooth appearance of products urface without lumps of grits
-Parlaklik: Uriin  yiizeyindeki 15tk yansimasinin  yogunlugu (opak
gorintiniin zttr)
Brightness: Intensity of light reflection in the product, opposite of opague
-Cigeklenme: Yiizeydeki gortunir lipid/seker kristallerinin beyaz-gri
tabakast
Bloom: White-gray layer of visible lipid/ sugar crystals on the surface
Aroma -Kakao aromast: Kakao tozu aromast (azdan ¢oga)
Flavour Cocoa aroma: The aroma of cocoa powder (from none > very)
Off-flavour: Istenmeyen hosa gitmeyen aroma
Off-flavor: Unpleasant and umwanted aroma in the product
Tat -Kakao tadi: Uriindeki kakao tadinin yogunlugu
Taste Cocoa taste: The intensity of the taste of cocoa in the product

-Tatlilik: Cogunlukla stikrozla iliskilendirilen tat kalitesi (azdan ¢oga)
Sweetness: Taste guality most often associated with sucrose (none > very)
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Cizelge 2. devam

Tekstiir (Ilk
1siriktaki)
Texture (first bite)

-Sertlik: Merkezi kesici digleri kullanarak kesmek i¢in gereken kuvvet
Hardness: The force required to cut using central incisor teeth

-Kirilganlik: 11k 1sirikta cikolata parcasinin kirlma diizeyi
Breakage: The breakage level of the piece of chocolate in first bite

-Dayaniklilik: Dil ve damak arasindaki 6rnegi sikistirmak icin gerekli

kuvvet

Firmness: Force required to compress sample between tongue and palate

Tekstur (Cigneme)
Texcture (Chewing)

-Piirtizsiizliik: Urtiniin agizda esit ve tutarlt diizeyde siirekli dagilimi
Smoothness: Level of even and consistent continuity of the product in month

-Erime diizeyi: Cigneme esnasinda 6rnein yarisinin erimesi i¢in istenen

stre (yavastan hizliya)

Melting rate: Time required to melt half of the sample while chewing (slow > fast)

-Yapiskanlik: Az disine yapisma diizeyi
Adberence: Level of stickiness to molar teeth

-Yayilma: Ag1z yuzeyini kaplama duizeyi
Spreadiness: Level of covering the surface of the mouth

-Agiz kaplama: Agiz ylzeyini kaplayan film hissi
Mouth coating: The after-feel film which covers month surface

Renk
Colonr

-Kahverengi renk: Acik kahveden koyu kahveye renk
Brown colonr: Light brown to dark brown

Genel
edilebilirlik
Overall Acceptability

kabul

-Genel anlamda tGrtniin kabul edilebilirligi
Acceptability of the product in general with all its sensory properties

Puan” (1-9): 9=oldukea iyi, 5=ne iyi ne kotii, 1=oldukca kéti
Point" (1-9): 9=exctremely like, 5= neither like nor dislike, 1= extremely dislike

Istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgular SPSS 20 paket programi
(IBM SPSS Advanced Statistics 20.0-SPSS Inc,
ABD) kullanilarak tek yonlii varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmus ve 6nemli bulunan
farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore (P<0.05) degetlendirilmistir (Diizgiines vd.,
1987; Ozdamar, 1999).

BULGULAR VE TARTISMA

Gida matrisi, proses kosullari, depolama kosullart
ve gastrointestinal sistem gibi faktotler probiyotik
mikroorganizmalarin  canliliklarint  sinurlandiran
faktorler olarak bilinir. Mikroenkapsiilasyon bu
bahsedilen faktorlere karsit probiyotik hicreyi
korumada en etkili olan yontemlerden biri olarak

gorilmektedir  (Gadhiya vd., 2015). Bitter
cikolatalar sade cikolatalar ile kiyaslandiginda
yaklastk 5 kat daha fazla polifenol igerigine
sahiptir ve fenolik maddelerin saglk tzerindeki
olumlu etkilerinden dolay1 yararlt Giriinlere egilim
gosteren  tiketiciler tarafindan tercih edilirler.
Ancak bu gibi triinlerde yiiksek fenolik madde
icerigi probiyotik kilttrler tzerinde
antimikrobiyel etkiye neden olabilir ve bitter

cikolatalarda probiyotik kiltiirlerin uygulanmast
zotlasabilir (Foong vd., 2015). Bu bakimdan bitter

cikolata gibi bilesim yontnden probiyotik
kiltirlerin -~ canlibgini  olumsuz  etkileyecek
triinlerde  mikroenenkapsiilasyon  yontemine

basvurmak faydalt olabilir (Possemiers vd., 2010).
Bu calismada bitter ¢ikolatalarda mikroenkapsiile
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probiyotik kiltiir kullanimimnin hiicre canhihigr ve
duyusal 6zellikler tzerindeki etkisi belitlenmistir.

Depolama siiresince probiyotik bitter ¢ikolata
Orneklerindeki canlt L. rbammnosus  sayisindaki
degisim Cizelge 3’de gosterilmistir. Sonuglardan
da gorildigh tizere depolama stresinin  ve

sicakliginin =~ canlt  hiicre  konsantrasyonu
tzerindeki etkisi istatistiksel olarak Gnemli
bulunmustur  (P<0.05). 4°Cde  buzdolab:
kosullarinda depolama sirasinda  30. glnde

cikolata 6rneklerindeki probiyotik hiicre sayisinda
artts gbzlenirken, 60. glinde ise azalis gézlenmistir.
25°C’de depolamanin ise hiicre konsantrasyonu
tzerinde «ciddi bir disise neden oldugu
gorilmistiir. Nitekim, 4°C’deki depolama
kosullarinin probiyotiklerin canliliklarini korumasi
acisindan daha elverisli oldugu saptanmustir.
4°Cde  depolama  kosullarinda  probiyotik
kiltirlerin mikroenkapsiilasyonunda kullanilan
kaplama materyallerinin hiicre canliligi tizerindeki
etkisi 0. ve 30. giinlerde istatistiksel olarak 6nemli
bulunurken 60. ginde Ornekler arasinda
istatistiksel ~ olarak  6nemli  bir  farkliligin
bulunmadig: belirlenmistir (P<0.05). 25°C’deki
kosullarda kaplama materyallerinin etkisi ise hticre
canliliginda ciddi bir diistis gézlendigi icin gz ardi
edilmis ve degetrlendirmeye alinmamast uygun
bulunmustur. Probiyotik gidalarda  bulunan
probiyotik kiltiirlerin saglk Uzerinde beklenen
olumlu etkilerini gbsterebilmeleri icin canliliklarini
(en az 107 KOB/g veya mL dizeyinde)
korumalart gerekmektedir. Bu ¢alismada 25°C°de
depolama kosullar1 hicre canliligini olumsuz
etkilemistir. Laktik asit bakterileri 27-30°C gibi
mezofilik  sicakltk  degetlerinde  metabolik
aktivitelerine devam edip cesiti metabolitler
tretebilirler. Metabolik aktivitesini devam ettiren
mikroorganizma bir siire sonra mikrobiyel
gelisme fazlarindan 6lum fazina gecip canliligin
o6nemli diizeyde kaybedebilir. Bu bilgiler 1s1ginda
probiyotik  gidalarin  metabolik  aktivitenin
gorilmeyecegi ya da en az dizeyde gorllecegi
sicakliklarda depolanmasinin daha uygun oldugu
bilditilmistir (Dharmasena 2012; Khanafari vd.,
2012). Bu bakimdan calismamizda 4°C’de
depolama kosullarinda ise 60. giniin sonunda A
ve B Orneklerindeki  probiyotik  hiicre
konsantrasyonunda yaklastk 1 log KOB/g

dizeyinde, C 6rneginde ise yaklastk 2 log KOB/g
dizeyinde disis gbzlenmistir. Sonuglarimizla
uyumlu olarak, probiyotik ¢ikolata tiretimi ile ilgili
yapilan Onceki c¢alismalarda 6zellikle 4°C ve
25°C’de  depolama  karsilastirildiginda  oda
sicakliginda depolamanin hiicre sayisinda ciddi bir
azalisa neden oldugu bildirilmistir. Nitekim 60
ginlik bir depolama periyodu sonunda 4°C’de
depolamanin probiyotik canlt hiicre sayisinda 1-2
log KOB/¢g distise; 25°C’de depolamanin ise 4-7
log KOB/g dustse neden oldugu bildirilmistir
(Mandal vd., 2013; Foong vd., 2015; Kemsawasd
vd., 2016). Cikolatalarda kullanilan probiyotik
kiltirlerin tirine, Gretim kosullarina, depolama
kosullarina ve cikolata gesidine gére probiyotik
canlt hiicre sayist degisebilmektedir (Khanafari
vd., 2012). Calismamizda farklt probiyotik kultiir
ve mikroenkapsiilasyon islemi uygulamasi ile
depolama dayanumlart gelistirilmeye caligilmis
ancak literatiite benzer sonuclar bulunmustur. Bu
durum  probiyotik  ¢ikolalatalarda  depolama
kosulu olarak 4°Cnin oda sicakhigindan daha
elverisli oldugunu bir kez daha ortaya koymustur.
Ancak yine de ¢ikolatalarda probiyotik kiltiirlerin
canliliklarint koruyabilecek 25°C’de depolamaya
direncli farklt probiyotik tirler ve proses
yontemlerinin denenmesi 6nerilmektedir.

Sonuclarimizdan da gorildigi lzere
mikroenkapsiile  probiyotiklerin  kullanildigt
cikolatada gerek farkli depolama sicakliklarinda
gerekse depolama siirelerinde canlt hiicre sayist
serbest kiltir kullanilandan yitksek bulunmustur.
Bu bulgu mikroenkapstlasyon isleminin sicaklik
ve gda bilesiminden kaynaklanan  stres
faktorlerine karst hiicre dayanimini  arttirdigt
bilgisini desteklemistir (Zanjani vd., 2012, Konar
vd., 2016). Bu calismada dikkat ceken bir diger
nokta ise depolamanin baglangicinda (sifirinct
giinde) serbest kiltiitlerin kullanildigt ¢ikolatada
hiicre sayistin  daha  digtik  bulunmasidir.
Probiyotik ¢ikolata tiretimi sirasinda ¢ikolatalara
ilave edilen kiltiir konsantrasyonunun her ti¢ grup
cikolatada da aynt olmasina ragmen, serbest
kiltirlerin ilave edildigi cikolatada daha dusiik
canlt hiicre sayisiun  bulunmast diger grup
cikolatalarda  mikroenkapstilasyon  isleminin
hiicreye cikolata eritme sicakliklarinda direng
kazandirdigr hipotezini desteklemistir (Ding ve

243



244

Z. Erginkaya, E. Sarikodal, S.T. Ozkiitiik, G. Konuray, E. Unal Turhan

Shah, 2007). B ve C &rneklerinde probiyotik
kiltirlerin - mikroenkapstlasyon ile  sicaklik
dayanimlart arttirlmis boylece yaklasik 50°C’deki
cikolata eritme sicakligina direng gosterilmigtir. A
Orneginde ise serbest kiiltiitlerin dogrudan eritme
sicakligindaki cikolata ile ve cikolatanin kendi
bilesiminden kaynakli stres faktérleri ile karigmast
sonucu bazt hiicreler inaktive olmus ve hiicre
sayisinda azalma gdézlenmistir. Sonuclarimizdan
da gorildigi tizere prebiyotik katki kullaniminin
probiyotik hlcre canhiligi Uzerindeki etkisi
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Benzer

olarak; Patel vd., (2008) prebiyotik katkils (iniilin)
mikroenkapstle L. paracasei ile c¢ikolatali sufle
tretiminde kullanilan prebiyotik katkinin hiicre
canliligt iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigint
belirtmislerdir. Bu sonuglarla uyumlu olarak baska
bir c¢alismada ¢ikolalali mus (krema-kopiik)
tretiminde probiyotik kiltiir olarak L. paracasei ve
prebiyotik katki olarak ise intlin kullanilmistir.
Kullanilan indlinin probiyotik canliligt ve duyusal
Ozellikler tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigt
saptanmistir (Alegro vd., 2007).

Cizelge 3. Probiyotik bitter ¢ikolata 6rneklerindeki canlt L. rhamnosus sayisi (log KOB/g)
Table 3. The viable cell count of L. rhamnosus in probiotic bitter chocolate samples

Depolama siiresi

Depolama

Ornek Storage time sicaklig:
Sample 0. giin 30. giin 60. giin
Zers day 30 day 60" day Storage Temperature
A 5.46£0.25 6.28%0.06:8 5.25£0.1922 4°C
5.46£0.254¢ 3.66£0.094A 2.8310.05¢A 25°C
6.13%0.24%8 6.48%0.09:8 5.64£0.0122 4°C
B
0.13£0.24bB 2.79%0.45A 1.0111.42dea 25°C
7.2120.04<B 7.3520.2558 5.35%£0.162* 4°C
C
7.2110.04<¢ 3.2940.134d8 0.00 £0.004A 25°C

a,b,c,d,e,f: Ayni siitunda farkls Gistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden farklidir- Different lowercase letters donate

significant differences on the same column(P<0.05)

A,B,C: Aymi satirda farkli dstel harflerle gésterilen ortalamalar birbirinden farklidir- Different capital letters donate

significant differences on the same line (P<0.05)

Depolama siiresince probiyotik bitter ¢ikolata
orneklerinin duyusal 6zelliklerindeki degisim ise
Gizelge 4’de goOsterilmistir.  Sonuglardan da
gorildigi  tzere Ozelliklede genel  kabul
edilebilirlik 6zellikleri dikkate alindiginda Srnekler
arasinda  Onemli  bir  farkliligin - olmadigt
gOrilmustiir (P<0.05). Bu durum
mikroenkapstlasyon isleminin duyusal 6zellikleri
olumsuz etkilemedigini ortaya  cikarmustir.
Depolama sicakliginin ve depolama siiresinin
farklt duyusal Ozellikler tzerindeki etkisi ise
degiskenlik gOstermistir. Bazi duyusal 6zellikler
Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak Gnemli
bulunurken bazilari tizerindeki etkisi ise 6nemsiz
bulunmustur. Bu nedenle duyusal &zellikler ve
depolama kosullarinin etkisi arasinda tam bir

korelasyon kurulamamistir. 4°C’deki depolama
kosullarinda ¢ogunlukla gbriinils, aroma, tat,
tekstir ve renk Ozellikleri agisindan depolama
stresinin etkisi A 6rnegiicin 6nemsiz digerleri icin
(B ve C 6rnekleri) 6nemli bulunmustur. Bu durum
B ve C o6rneklerinde cikolatalara ilave edilen
probiyotik kapsiillerin depolama siirect ile birlikte
duyusal 6zellikleri etkiledigini géstermistir.

Onceki ¢alismalarda elde edilen verilere gére
mikroenkapsiile kiiltiirlerin kullanildigr ¢ikolatalar
duyusal degerlendirmeler sonucunda serbest
kaltir kullaniarak tretilen cikolatalara benzer
puanlar almistir (Kemsawasd vd., 2016). Cikolata
tirevi Urinlerde mikroenkapsiile probiyotik
kiltir kullantmmin yant sira prebiyotik katk:
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kullaniminin da duyusal Ozellikleri pek fazla
etkilemedigi yapilan arastirmalarin  bircogunda
vurgulanmustir  (Patel vd., 2008; Mandal vd.,
2013). Calisgmamizda Ornekler duyusal olarak

genellikle yakin puanlar almis ve sonuclarimiz
literatiir bilgilerini desteklemistir.

Cizelge 4. Probiyotik bitter ¢ikolata 6rneklerinin duyusal analiz sonuglart
Table 4. The results of sensorial analysts of probiotic chocolate samples

Tekstir- Tekstir- Genel kabul
Ornek Gorunts Aroma Tat ilk siriktaki  ¢igneme  Renk  edilebilirlik
Sample Appearance  Flavour Taste Texture- Texture-  Colour Overall
frst bite chewing acceptability

A0-4oC 8.00be 8.00be 7.602be 7.40abe 7.409b 8.60P 7.802b
A0-25°C 8.60¢ 8.40¢ 8.20¢ 8.80¢ 8.20P 9.00p 8.40p
A30-4°C 8.20bc 8.20bc 8.00be 8.2(zabe 8.00P 7.002b 8.002b
A30-25°C 6.204b 7.20abe 6.804abe 7.60abe 6.602b 7.604b 6.802b
AG60-4°C 6.80b¢ 7.00abe  7.2(abe 7.40abe 7.004b 7.202b 8.002b
A60-25°C 7.20be 7.20abe 7.20abe 7.20abe 7.402b 8.102b 7.202b
B0-4°C 6.602be 8.40¢ 8.20¢ 7.802be 7.409b 8.20P 8.202
B0-25°C 8.00be 7.602bc 7.40abe 8.60b¢ 7.002b 8.80b 8.00b
B30-4°C 7.20b¢ 8.00pe 7.602be 7.20abe 7.60P 7.602b 7.602
B30-25°C 6.602be 7.20abe 6.602bc 6.802bc 6.40 7.404b 7.2020
B60-4°C 4.402 5.302 5.502 5.802 5.002 5.602 6.002
B60-25°C 6.20%b 5.802b 6.202bc 6.002b 5.002 6.802b 6.602b
C0-4°C 6.80b¢ 0.80%¢  6.202bc 7.002be 6.00 8.00ab 6.802
C0-25°C 6.601be 6.60bc  (6.80abe 8.60b¢ 7.004b 8.80p 7.404b
C30-4°C 6.602be 0.202bc  7.4()abe 7.00abe 7.60P 6.602 7.802b
C30-25°C 6.202 6.404abe 5.802 6.602bc 7.002b 7.602b 6.002
C60-4°C 06.20%> 7.10%bc  6.903bc 7.403bc 5.80% 6.60%> 7.602b
C60-25°C 7.60p¢ 6.902bc 6.702bc 7.202bc 6.402 7.002b 6.30%

a,b,c: Ayni siitunda farkls istel hatflerle gosterilen ortalamalar birbirinden farklidic- Different lowercase letters donate
significant differences on the same column (P <0.05); 0, 30, 60: depolama stireleri (giin)- storage time (day)

SONUC

Biyoyaralilig1 yitksek olan ve siklikla tiiketilen gida
maddelerinden  biri  olan  bitter ¢ikolatada
probiyotik  kiltir  kullaniminin  Grindn
fonksiyonel Ozelliklerini daha da arttiracag
dustintlmistir.  Ancak  bitter  ¢ikolatada
probiyotik  kiltiirlerin - canliligini  sinirlandiran
bilesim, tretim ve depolama kosullart gibi
faktorlerin ustesinden gelmek icin
mikroenkapstilasyon yontemi Onerilmistir. Bu
calismada gerek kaplama materyallerinin, gerekse
depolama kosullarinin probiyotik hiicre canliligt
ve ¢ikolatanin duyusal 6zellikleri tzerinde etkili
oldugu bulunmugtur. 60 gunlik depolama
periyodu sonunda canlt hiicre sayisinda ciddi bir
distis meydana gelmistir. Bu durum bitter
cikolatalarda uzun depolama periyotlarinda

probiyotik kiltiirlerin canliklarinin korunmasint
saglayacak yeni kaplama materyali
kombinasyonlarinin ~ veya  farkli  probiyotik
kiltirlerin denenmesinin gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica; probiyotik ¢ikolata tiretiminde
kullamlan  probiyotik  kapsiillerin
biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri tzerindeki
etkilerinin de aragtirilmast gerekmektedir.

urunun
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Bu ¢alismada, gelencksel olarak uygulanan topraga gémiilerek olgunlastirma ile son yillarda yayginlasan
buzdolab: kosullarinda olgunlastirmanin, Sivas Kiip peynirinin bilesimi, lipoliz ve olgunlasma diizeyi, maya
ve kif sayist ile duyusal zellikleri tizerine etkilerinin kiyaslanmast amaglanmustir. Toprakta olgunlastirilan
peynirlerin olgunlasma stiresince kurumadde, yag ve protein degerleri buzdolabinda olgunlagtirilanlara
nazaran daha yuksek, tuz icerikleri ise daha diigiik seyretmistir. Ayrica, toprakta olgunlastirilan peynitlerin
serbest yag asitligi degerleri ile olgunlasma diizeyleri daha yiiksek tespit edilmistir. Uretim sonrasinda peynir
orneklerinin maya ve kif sayilart 3.8110.19 log kob/g olarak belitlenmistir. Olgunlasmanin 15. giintinde,
buzdolabt kosullarinda olgunlagtirilan peynire kiyasla, toprakta olgunlastirilan peynirin maya ve kiif sayisinda
daha fazla bir artis tespit edilmis ve bu durum topraktan peynire bulasma oldugunun gdstergesi olarak
degerlendirilmistir. Olgunlasma siireci sonunda yapilan duyusal degetlendirmede, her iki peynir grubu da iyi
derecede duyusal puanlar almasina karsin; goriinis, doku ve tiim izlenim agisindan toprakta olgunlastirilan
peynitler nisbeten daha yiksek puanlar almustur.

Anahtar kelimeler: Sivas Kiip peyniti, olgunlasma, toprak, maya ve kif sayisi, buzdolab: kosullart

THE EFFECTS OF RIPENING OF SIVAS KUP (JAR) CHEESE STORING
UNDER REFRIGERATED CONDITIONS OR BEING BURRIED IN THE SOIL

ABSTRACT

In this study, it was aimed to compare the composition, lypolizis and ripening level, mold and yeast
count and sensory properties of Sivas Kiip cheeses ripened under refrigerated conditions as a recent
method or ripened being buried in the soil as a traditional method. The dry matter, fat and protein
contents were higher, but the salt content was lower in the cheese ripened in the soil than those of
the cheese ripened under the refrigerated conditions. In addition, the free fatty acid values and
ripening indexis of cheeses ripened under soil were found high. After production, yeast and mold
count of unripened cheese was 3.81£0.19 log cfu/g. On the 15th day of ripening, a greater increase
in the number of yeast and mold of cheese ripened in the soil compared to that of the cheese ripened
in the refrigerated conditions was determined and this was assessed as an indication of cheese
contamination from the soil. At the end of the ripening period, both cheese groups received good
sensory scores, but the cheeses ripened in the soil in terms of appearance, texture and overall
impression received relatively higher scores.

Keywords: Sivas Kiip cheese, ripening, soil, yeast and mould count, refrigerated conditions
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Sivas klp peynirinin olgunlastiriimasi

GIRIS
Son yillarda, yoresel peynitlerin = Uretildigi
bolgelerin disinda, 6zellikle buytik sehirlerde de
aranir hale gelmesi, tretimlerinin artmasina neden
olmustur. Bu peynirlerin mevecut durumlarinin
saptanmast ve kontrollii kosullarda tretimlerinin
gerceklestirilebilmesi icin ¢aligmalarin yapilmasi,
tlke ekonomisine kazandirilmasi agisindan 6nem
arz etmektedir. Yoéresel peynitler arasinda olan
kiip peyniri, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
bélgesinde, hemen hemen tum illerde geleneksel
olarak tretilen bir peynir cesididir. Baz:t illerde
tretilen ¢comlek veya testi peyniri ile de benzerdir.

Sivas ve ilgelerinde yaygin olarak iretilen Sivas
kip peyniri, peynir mayast ilavesi ile elde edilen ve
olgun olarak titketilen oldukc¢a aromatik ve lezzetli
bir peynir ¢esididir. Kéylilerden alinan bilgilere
gore, kiip peyniri nisan-ekim aylart arasinda tam
yaglt ya da kismen yag alinmis inek siitinden
tretilmektedir. Cig sitten enzim ilavesi ile
pihtistirlmakta ve sonrasinda peynir suyunun
ctkmasini kolaylastirmak amaciyla, bicakla genis
araliklarla  kesim yapilmakta ve 50°C’lere
sittlmaktadir. Kiip peynirlerinde genel olarak
haslama suyu sicakligi farkli kaynaklarda 52-80 C
olarak bildirilmektedir (Giiven ve Karaca, 2004;
Pekel ve Korukoglu, 2009; Kamber ve Terzi,
2008). Pihtinin 1sitilmasi sonrasinda pthtt peynir
suyunun stiziilmesi i¢in torbalara doldurulmakta
ve yoresel olarak taslar ile baskt uygulanmaktadir.
Elde edilen peynir kiicik kaliplar halinde
kesildikten sonra tuzlanmakta ve kaliplar halinde
kip/kavanoza vyetlestirilmektedir. ~Geleneksel
olarak olgunlagma sirasinda ambalaj olarak kiipler
kullandmasina  karsin,  giiniimizde  kolay
bulunabilir ve ucuz olmasi nedeniyle Sivas kip
peyniri plastik kavanozlarda olgunlastirilmaktadir.
Dolum sonrasinda kalip aralarindaki bosluklart
gidermek icin, ¢cOkelek, lor bazen de kiip peyniri
yapimi icin Uretilen peynirin kendisi ufalanarak
kaliplar arasina doldurulmaktadir. Olgunlastirma
islemi, kéylerde geneleneksel olarak peynirle dolu
kavanozun agzi bir bezle kapatildiktan sonra, agiz
kismi asagiya gelecek sekilde ters cevrilip ya
tamami  ya da yarist topraga gomiilerek
saglanmaktadir. Tamaminin gbmiilmesi
durumunda sicaklik peynirin her yerinde esit
olarak saglanabilmektedir. Son yillarda ise

buzdolab:  kosullarinda veya soguk hava
depolarinda peynir kavanozlarinin agizlari delinip
ters cevrilerek saklanmast tercih edilen bir yontem
haline  gelmistir.  Peynirden ayrilan  suyu
uzaklastirmak icinse kavanozun altina suyu
cekecek bezler konulmakta ve zaman zaman
bezlerdeki fazla su uzaklastirilmaktadir. Kip
peynirlerinin  Uretimleri temelde benzemesine
karsin, diger yorelerde tretilen kiip peynitlerin
tretimleri, Sivas kiip peynirinin iiretimi ile bazi
actlardan  farklilik  gostermektedir.  Ornegin,
topraga goémilerek olgunlastirilan Hatay iline
Ozgli Carra peynirinin  Gretim agamalarinda
peynirler testi veya PET (polietilen tereftalat)
kavanozlara basilmadan 6nce, ¢okelek, ¢orekotu
ve kekik karisimindan  hazirlanan  harcla
karistirilmaktadir (Giler, 1999).

Sivas kiip peyniri ile yapilan calismalar oldukca
stirhidir.  Pekel ve Korukoglu (2009), Sivas
yoresinden saglanan 25 adet kiip peynirinde
kimyasal ve mikrobiyolojik analizler
gerceklestirerek  durum  tespiti  yapmislardir.
Ornekler arasinda gerek bilesim gerekse asitlik
degerlerinin olduk¢a degisken ve maya ve kif
sayllarinin  da  olduk¢a yiiksek  oldugunu
belirlemislerdir. Aytica, arastirmacilar tarafindan
izole edilen kiflerin %93.5°1 Penicillinm cinslerine
ait tirler olarak tespit edilmistir. Diger adlarla
tretilen kiip peynirleri tizerine de sinurl sayida
calismaya rastlanmustir. Kaptan (2016), evlerde
yapilan ve semt pazarlarinda satilan farkls illerden
(Ankara, Kayseri, Kirsehir, Nevsehir, Nigde, Sivas
ve Yozgat) topladigt 279 kiip peyniri 6rneginde
Listeria  tirlerinin  varligint incelemis ve bazi
orneklerde Listeria monocytogenes tespit etmistir.
Ankara, Yozgat ve Nevsehir illerinden alinan
toprak  ambalajlarda  olgunlasturilan  kip
peynitlerinden 60 6rnegin %41’inde 0.016 pg/kg
ile 0.136 pg/kg arasinda Aflatoksin M1 tespit
edilmis ve bu 6rneklerin 5 tanesinin uluslararast
izin verilen degeri astig bildirilmistir (Koluagik,
2014). Coskun vd. (2002), yagin ve haslama
isleminin Yozgat kiip (¢anak) peynirinin nitelikleri
tzerine etkilerini incelemisler ve tam yagh sttten
pthtist haslanarak yapilan peynirin duyusal olarak
en iyl sonucu verdigini bildirmislerdir. Giler
(1999), ¢ig ve pastorize inek ve kegi stitlerinden
uretilen Hatay’in yoresel Carra peynirlerini, sirl
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testilerde ve polietilen kaplarda topraga gomerek
ya da buzdolabinda olgunlagtirmistir. Carra
peyniri ambalaji olarak kullanian sirli testilerin
yerine seffaf polietilen kaplarin da bagar ile
kullanilabilecegi, 3 ay sire ile topraga gémme
yerine buzdolabinda olgunlastirmanin  duyusal
acidan oldukca olumlu sonug verdigi bildirilmistir.
En kaliteli Carra peynirinin  pastorize keci
sttinden uretilen ve pet kavanozda buzdolabinda
olgunlastirilan peynir oldugu bildirilmistir.

Yore halki tarafindan buzdolabinda muhafaza
edilen Sivas kiip peynitlerinin daha uzun siire
dayandigi ve peynitlerde acilasmanin daha az
oldugu savunulmaktadir. Buna karsin, toprakta
olgunlastirilarak tiiketilen kiip peynirinin ise daha
cok begenildigi dillendirilmektedir. Sivas kip
peynirinde bu iki olgunlastirma kosulu arasindaki
farki ve nedenlerini ortaya koyacak literatiirde

herhangi  bir  caligmaya  rastlanmamistir.
Dolayisiyla, bu ¢alismada, mahalli peynir
cesitlerimizden  olan  Sivas  kiip  peynirinin

buzdolabinda ve topraga gémilerek iki farkli
sekilde olgunlastirilmasinin; peynirin  bilesimi,
lipoliz ve proteoliz dizeyi, duyusal 6zellikleri ile
maya ve kif dlzeyleri tUzerine etkisinin
aragtirlmast amaglanmistir.  Ayrica, c¢alismada
peynir Uretiminin tamamen yérede ve varolan
kosullarda gerceklestirilmesi de, gercek bir durum
tespitinin yapilmasina katk: saglayacaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Peynir iretiminde yagi azalulmis inek siti ve
peynirlerin  ambalajlanmasinda 1’er kilogramlik
plastik kavanozlar kullanilmistur.

YONTEM

Sivas kiip peyniri iiretimi

Peynir rnekleri, kiip peyniri tretiminde Sivas’in
Karstyaka mahallesinde bir ¢iftlikte yaygin olarak
kullantlan ~ geleneksel  yontemle — Gretilmistir.
Uretim 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmis ve her
tretimde 90 litre yagt azaltulmis inek sutd
kullantlmistir.  Cig stt, bir tilbent yardimiyla
stzilmistir. 32°C’ye 1sitilan siite 17 mL peynir
mayast ilave edilmis (maya kuvveti: 1/8500, Stiper
marka) ve yaklastk 45 dakika boyunca
pihtilasmaya birakilmistir. Daha sonra pihtt bir

oklava yardimiyla 4’e kesilmis ve peynir suyunun
kolayca ayrilmast icin 15 dakika siireyle 1sitma
islemi (ptht1 sicakligi: 48-50°C) gerceklestirilmistir
(Sekil 1a ve 1b). Arkasindan bir kdse yardimiyla
peynir suyunu uzaklastrmak icin  keselere
aktaridmustir (Sekil 1c). Yaklasik 20 dakika sonra
taglarla baskilanarak karanlik bir odada 2 giin
bekletilmistir (Sekil 1d). Sonrasinda peynitler
kaliplar halinde kesilerek tuzlanmis ve ardindan
Ter kilogramlik plastik kavanozlara basilmistir
(Sekil 1e ve 1f). Bosluklar, peynir kiriklart ile sikica
doldurulmustur. Kavanozun agiz kismina bir
miktar tuz eklenmis ve kapaklart kapatilmistir. 90
L sttten 8.5 kg peynir elde edilmistir. Ertesi glin
buzdolabinda olgunlastirilacak  Srnekler  icin
kavanozlarin kapaklarina bicak yardimiyla delik
acip ters cevrilerek, buzdolabma (6-10°C)
yerlestirilmis; toprakta olgunlastirilacaklar igin ise
kavanozlarin agzi bezle baglanip ters cevrilerek,
serin  bir  ortamda  topraga  tamamuyla
gomiulmiustiir. Butin 6rnekler 90 gin boyunca
olgunlasmaya birakilmis ve hemen iiretim sonras,
15., 30., 60. ve 90. giinlerde her bir analiz giind
yeni bir kavanoz acilarak peynirler analize tabi
tutulmustur.

Peynir 6rneklerinin analize hazirlanmasi
Fiziksel, kimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik
analizler icin peynir 6rnekleri ISO 707/IDF 50
(2008)’ye gore alinmustir. Once aseptik teknikle
mikrobiyolojik analizler icin 6rnek alinmistir.
Daha sonra kimyasal analizler ve duyusal
degerlendirmeler icin, aynt peynir
kavanozlarindan bir kasik yardimuyla peynirler
ctkarilmis ve yaklastk 200 mL hacmindeki temiz
kapakli cam kavanozlara aktarilmustir. Peynir
kaliplarinin geri kalan kisimlari ise; gerektiginde
kullanilmak tzere -18°C’de saklanmustir.

Analiz yontemleri

Bilesin ve asitlik analizleri

Peynir dretiminde kullanian siitiin kurumadde
orant gravimetrik yontemle (AOAC., 2007a),
protein orant Kjeldahl yontemiyle elde edilen
toplam azot oraninin 6.38 fakt6ri ile carpilmasiyla
(AOAC, 2007b), sutin yag orant Gerber
yontemiyle (IDF, 1981) belitlenmistir. Peynirlerin
ise, kurumadde oranit gravimetrik yontemle (IDF,
1982), yag orant Van-Gulik yontemiyle (TSE,
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1978) ve tuz orant Mohr yontemiyle (IDF, 1988) sirastyla), pH degerleri ise pH metre ile (WTW
belirlenmistir. Stit ve peynirin asitligi, % laktik asit ~ marka Inlab Level-1 model) saptanmugtir.
cinsinden titrimetrik yontemle (AOAC, 2007c, d,

€ Wi S > f : - S ) = i
Sekil 1. Geleneksel yontemle deneme peynitlerinin tiretimi (a: pthtinin oklava ile kesilmesi, b: pthtinin
wsittlmast, c: pthtinin keselere aktarilmast, d: baskilanmasi, e: kesilmis telemenin tuzlanmast, f:
kavanozlara basilmast)
Figure 1. Traditional production of excperimental cheeses (a: cuttig the curd into four pieces, b: scalding of curd, ¢: moving
the curd into pouch, d: pressing, e: salting, f- stuffing the cheese into jar)
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Serbest yag asitligi analizi

Peynir 6rneklerinde yag ekstraksiyonu, Nunez vd.
(1986) ile Oztiirk (1993) tarafindan belirtilen
sekilde bazi kiicik modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir. Rendelenmis peynir
orneginden 10 g tartlmis ve lzerine 6 g susuz
NaSO, ilave edilmis ve bir havan icerisinde
ezilmistir. Daha sonra karisim silifli-kapaklt erlene
alinmis ve 60 ml. dietileter ilave edilerek 1 saat
bekletilmistir. Bu stire icerisinde karisim her 15
dakikada 1 dakika sure ile karistirilmistir. Sivi
kisim stzilmustir (S&S, 589, beyaz bant). Bu

islem, 20 ml dietileter ilave edilerek 3 kez
tekrarlanmis  ve  stzunta  silifli erlende
toplanmistir.  Erlende toplanan  dietileter-yag
katisimindan, dietileter 50°C’de bir donerli

vakumlu evaporator (Buchi Rotavapor-RE, CH-
9230 Flawil, Isve¢) yardimi ile vakum altinda
uzaklastirllmistir.  Elde edilen yag bir erlen
icerisine tartidiktan sontra 10 ml dietileter:etil
alkol karisimi (1:1) ilave edilmis ve 0.05 N etil
alkolde hazitlanmis KOH ile %71’lik fenolftalein
indikatérliginde titre edilmistir. Sonug, % oleik
asit cinsinden ifade edilmistit.

Olgunlagma diizeylerinin belirlenmesi

Suda ¢6zintr azot (SCA) ve %12 trikloroasetik
asitte ¢ozliniir azot (TCA-CA) orant Bitikofer vd.
(1993) ve Ardd (1999)’ye gore, %5 fosfotungusitik
asitte ¢oziinir azot (PTA-CA) orani, Jarrett vd.
(1982)’ye gore belitlenmistir. 10 gram peynir
ornegi, 50 mL 40°C’deki saf su ile Ultra Turrax’da
maksimum hizda homojen hale getirilmis ve
homojenat 40°C’de 1 saat su banyosunda
bekletilmistir. Daha sonra yontemde belirtilen
3000 g’de 30 dakika yerine 4°C ve 4000
tpm/dak’da 45 dakika  santriftj islemi
uygulanmistir  (Koca, 2002). Elde edilen
sispansiyon cam pamugundan stzilmis ve
stizintinin 15 ml’si Kjeldahl yontemi ile azot
tayininde kullandmistir. Sonug, suda ¢ézuntr azot
(%) (SCA) olarak hesaplanmistir. Stiziintiiden 25
mL alinmis ve tzerine 25 mL trikloroasetik asit
(TCA) cozeltisi (240 g/L) ilave edilmistit. Oda
sicakliginda 2 saat bekletilmis ve filtre kagidindan
(Whatman No. 41) sizilmistir. Sizintinin
timi  Kjeldahl metodu ile azot tayininde
kullandmustir. Sonug, TCA’da ¢oztntr azot (%)
(TCA-CA) olarak verilmistir. Suda ¢6zlnen azot

analizinde elde edilen stiziintiiden 5 mL alinmis ve
tzerine 3.5 mL H>SO4 ¢ozeltisi (3.95 M) ile 1.5
mlL fosfotungusitik asit (PTA) ¢6zeltisinden
(%33.3) ilave edilmistir. Karisim +4°C’de 1 gece
bekletildikten sonra filtre kagidindan (Whatman
No. 42) stzilmistir. Elde edilen siziintinin
azot icerigi Kjeldal metodu ile saptanmustir.
Sonug, fosfotungusitik asitte ¢ozinir azot (%o)
(PTA-CA) olarak hesaplanmistir. SCA, TCA-CA,
PTA-CA degerleri, toplam azot degerlerine
oranlanarak, peynir O6rneklerinin  olgunlagsma
dereceleri % olarak tespit edilmistir.

Maya ve kiif sayinm

Aseptik kosullarda alinan 10 g peynir 6rnegi, 90
mL Maximum Recovery Diluent (Merck) ile
homojen hale getirilmis, sonra 10-"’ye kadar seri
diliisyonlar  hazirlanmugtir. Dichloran Rose
Bengal Chloramphenicol Agar (Merck) bulunan
petrilere yayma plak yontemiyle ekim yapilmustir.
Petriler 25£1°C’de 5 giin boyunca inktbasyona
birakilmis ve 10-150 koloni arasindaki petriler
hesaplamaya alinmustir. Sonuglar log kob/g olarak
verilmistir (FDA, 2001).

Dunyusal degerlendirme

Sivas kiip peynirinin duyusal degerlendirmesi
puanlama yontemiyle yapilmustir. Bu amagla,
oncelikle peynirin duyusal kalite kriterleri ve bu
kalite kriterlerine karsiik gelen puanlar farkli
treticilerden  temin edilen kiip  peynirleri
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, panelistlere s6z
konusu 6rnekler ile egitim verilmistir. Duyusal
degerlendirme, Sivas kiip peynirini taniyan 9
panelist ile gerceklestirilmistir. Panelistlerden
belirlenen puanlama kriterlerine gére 1-5 arasinda
peynir 6rneklerini goriinis, doku, lezzet ve tiim
izlenim agisindan degerlendirmeleri ve ayrica puan
distslerine neden olan kusurlart isaretlemeleri
istenmistir.

Istatistiksel analizler

Analiz  sonuglarinin  varyans  analizi  ile
degerlendirilmesinde ise, iki faktér (olgunlasma
kosulu ve depolama stresi) Gzerinden iki yonli
varyans analizi uygulanmis ve Onemli c¢tkan
faktorlerin - ortalamalart  Duncan  testi  ile
karsilastirilmistir. Bu amagcla, SPSS (stirim 16.0)
ticari istatistik paketi kullanilmistir.
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ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
Peynir dretiminde kullanilan ¢ig inek sitinin
kurumadde orant  %11.67£0.23, yag orant
%2.17%£0.15, protein orani %3.0110.06 olarak
tespit edilmistir. Sttlerin pH degetleri 6.70£0.08,
titrasyon asitligi degerleri ise laktik asit cinsinden
9%0.2110.01 olarak bulunmustur.

Peynir tiretimi boyunca stit ve pthtinin pH’s1 takip
edilmigtir. Maya ilavesi sirasinda siitiin pH degeri
6.62, pihtilasma islemi sonunda 5.98, pihtinin
sitilmast sonrasinda 5.82 olarak tespit edilmis,
peynirin kavanoza yetlestirilmesi asamasinda ise
pH degeri 4.91%e diigmiistiir. Topraga gémiilen ve
buzdolabinda depolanan peynirler 90 giin
boyunca tretim sonrasi, 15., 30., 60. ve 90.
ginlerde fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
analizlere tabi tutulmustur. Duyusal analiz ise, ¢ig
st kullanidmast sebebiyle olgunlasma siiresi
sonunda gerceklestirilmistir.

Peynirin bilesimi ve asitligi tizerine etkisi

Hem  toprakta hem de  buzdolabinda
olgunlastirilan  peynirlerin - pH  degerlerinde
olgunlasma stresince artts saptanmustir (Cizelge
1). Ancak, toprakta olgunlasan peynitrlerin pH
degerleri, buzdolabinda olgunlasan peynitlere
kiyasla olgunlasmanin 30. giiniinden itibaren daha
yuksek seyretmistir (P <0.01). Farkye ve Fox
(1990), tretim sirasinda ve olgunlasmanin ilk
asamalarinda pihtida kalan laktozun parcalanmast
sonucu laktik asit olusumu nedeniyle peynir
cesidine baglt olarak pHnin  distigindg,
olgunlasma sirasinda ise laktik asitin bagka
uriinlere  parcalanmasi  ve/veya alkali azotlu
bilesiklerin olusumuyla peynir pH’sinin arttigin
bildirmektedir. Bu artig 6zellikle kuflii peynirlerde
daha belirgin olmaktadir. Arastirmalarda Trieu-
Cout ve Gripon (1982) ile Karahadian ve Lindsay
(1987), Camembert peynitlerinin = pH’sinin
4.8’lerden 7.5’lere kadar, Godinho ve Fox (1982),
mavi kifli peynirlerde 4.8’lerden 7’lere kadar
artugini saptamuslardir. Calismada da Sivas kiip
peynirlerinin  pH degerlerinin artisy, hatta bu
artisin  toprakta olgunlastirilanlarda daha fazla
olusu, peynirlerin kif oraninin yitksek olmasi ile
aciklanabilir. Buna karsin, peynitlerin olgunlasma
sekillerinin  (toprak, buzdolab1), peynirlerdeki
titrasyon asitligi degerleri tizerine etkisi istatistiksel

olarak o6nemli bulunmamustir (P >0.05). Bu
degerler her iki grup icin de ilk 15 gin icinde
azalmis, daha sonra artis gostermistir (P <0.01).
Bu durum, olgunlasma boyunca laktik asit
olusumu ve laktik asidin kifler tarafindan baska
driinlere  parcalanmasi arasinda  denge ile
iliskilendirilebilinit.

Ik 15 giin icinde her iki grupta da kurumadde
degerlerinde 6nemli bir artis saptanmistir. Bu
artty, toprakta olgunlastirilan peynirde daha
belirgindir (P <0.05). Bu durum, peynir suyunun
stizlilmeye devam etmesiyle aciklanabilir. Nitekim
tretim sonrasinda kavanozlarin kapaklari delinmis
ve ters cevrilerek olgunlagsmaya birakidmistir.
Daha sonraki glinlerde ise, kurumadde
degerlerinde 6nemli bir degisim belirlenmemistir.
Olgunlastirma  siiresince  protein  ve  yag
oranlarinda, her iki grup icin de kurumadde
degerlerine paralel olarak dogrusal bir artis
saptanmistir. Toprakta olgunlagtirlan peynirlerin
kurumaddelerinin yitksek olmasi sebebiyle, yag ve
protein icerikleri de daha yitksek tespit edilmistir
(P <0.05). Yag ve protein oranlarindaki egilimin
tam tersi sekilde, peynir 6rneklerinin olgunlagsma
stiresince tuz igeriklerinde azalma tespit edilmistir.
Bu azalma ise, olgunlagma siiresince peynirden
ayrilan  suyla birlikte bir miktar tuzun da
uzaklagsmasiyla actklanabilit. Toprakta
olgunlastirilan peynitlerde kurumadde oranlarinda
15. glinde daha belirgin bir artis nedeniyle, su
kaybinin  daha hizli  oldugunu  séylemek
mimkiindir. Nitekim bu peynirlerin
dolduruldugu kavanozlar kapaksiz bir sekilde agiz
kistmlart kumag parcalariyla baglanarak topraga
gémulmistiir. Bu durum, toprakta olgunlastirilan
peynirlerde  bu tuz oraninda  azalmanin,
olgunlasmanin daha erken (15.glin) sathalarinda
gerceklesmesine neden olmustur.  60. giinden
itibaren her iki grup icin yakin tuz degerleri elde
edilmistir.

Peynirin maya-kiif sayis1 tizerine etkisi

Sivas kiip peyniri 6rneklerinin maya ve kif sayist
tretim sonrasinda yiiksek seviyede (3.81£0.19 log
kob/g) tespit edilmigtit. Bu durum, tamamen
geleneksel olarak yapilan tretim sirasinda her ne
kadar temizlige dikkat edilse de, 6nemli diizeyde
bir kif bulasmasinin séz konusu oldugunu

253



254

D. Bulut Ergin, N. Koca

gostermektedir. Ozellikle, Sivas kiip peyniri
tretim yonteminde bahsedildigi gibi, tiretilen taze
peynirler tuzlanip kavanozlara yetlestirilmeden
Once 2 giin tas kaliplarla baskilanmugstir. Bu asama,
kif bulasmast icin olduk¢a uygun bir ortam
yaratmaktadir. Her iki olgunlasma seklinde de
olgunlagma siiresince maya ve kiif sayisinda arts
saptanmistir. Bu artis, toprakta olgunlastirilan
peynirde ik 15 giinde daha belirgin olmustur.

Toprak, kiiflerin bulasma kaynaklarindan birisidir.
Bu nedenle toprakta olgunlastirilan grupta
Ozellikle baslangicta gorilen bu  yukseklik,
topraktan peynire kif bulagsmast ile actklanabilir.
Pekel ve Korukoglu (2009)’da, Sivas yéresinden
sagladiklar1 25 adet kiip peynirinde oldukca
yiksek maya ve kif sayilart (ortalama 7.57 log
kob/g) tespit etmislerdir.

Cizelge 1. Sivas kiip peynitlerinin olgunlagsma siiresince bilesim ve asitlik degerlerindeki degisimler
(ortalamazstandart sapma)
Table 1. The changes in composition and acidity of Sivas kiip cheese during ripening period (mean=standard deviation)

Olgunlagma stresi (Gun) / Ripening period (Day)

0 15 30 60 90

Kurumadde T  46,80+0,80¢ 55451085  5544+002bx  551110,87>  54,88+0,74bx
(%) B 46,80+0,80:  5141+1,14%  5270£1270  52,63+1,33» 52,2941 58bx
Yag (%) T 2433%153= 2533%1,53x  265241,308x  27,67+1,150 29 35+1 05
B 2433+153bx 23304149  2426+1,51%by 25 46+1,56y  26,83+1,26b

Protein (v L 190270150 20,05F0,450 187040 19,4250, 30 19,220,200
B 19,02+0,13% 18754038y  19,20+026>*  19,71+0,10=  19,77+0,06¢

Tuz O) T 6,6810,100 4974012  4581023»  438+0,194x  427+0,11%
B 6,68+0,100  6,18+0,085 5644027  420+0,09%  4,12+0,07=

KMde yag T 5197424 45674214%  47,82%1 540 50,1941 320 53 47%1 40
(%) B 51,97424> 45314224 46,0643 34dx 48 43+390mx 51 3943 §7bx
KM’de T 40,6510,82°  36,1610,73  3584+0,97%  3525%1,09% 35024091~
protein (%) B 40,65+0,820  3648+059%  3645+130%  37,47+0,92%  37,82+1,09
KMde tuz T 14274038 8974010 8254027  705+023x  7,79+0,11a
(%) B 14274038  12,024014c  10,7240,67>%  7,9940,34=  7,89+0,35%
q T 4824012: 4914002  51140,01b 5,2440,0e 5,31%0,02
p B 48240128  490+0,01x  4.9940,03b 5,18+0,0cx 5,18+0,03
TA T 1,544007¢  0,9510,04= 1204006  1,5740,06=  1,67+0,04
(%LA) B 154+0,07¢  1,06£0,12= 1264006  149+0,07=  1,61+0,07=

T: Toprakta olgunlastirilan peynir (#he cheese ripened being burried in soil)
B: Buzdolabin kogullarinda olgunlastirilan peynir (#he cheese ripened under refrigerated conditions)
a-c: Ayni satirda farkls harflerle gésterilen ortalama degetler birbirinden farklidir (P <0.05).
a-c: The mean values shown in different letters on the same line are different (P <0.05)
x-y: Aynit stitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerler birbirinden farklidir (P <0.05)

x-y: The mean values shown in different letters in the same column are different (P <0.05)

Peynirin lipolizi ve proteolizi tizerine etkisi

Her iki grup peynirde de serbest yag asitligi
degerleri olgunlagsmanin ilk 15 glniinde hizla
artmus (P <0.01, Sekil 3), sonrasinda ise ¢ok fazla
olmamakla birlikte peynirlerin serbest yag asitligi
degerlerinde dustsler meydana gelmistir (P
>0.05). Benzer bir durum, Dervisoglu ve Yazic
(2001)  tarafindan Kilek peynirinde de
bildirilmistir. Arastirmacilar lipolitik aktiviteye

sahip mikroorganizmalarin olgunlasma isleminin
ilk bir ayinda hizla artigini, fakat daha sonra pek
fazla degismedigini belirtmislerdir. Olgunlasma
siresince serbest yag asitleri metil ketonlara
doniigebilmekte veya bazi yag asitleri de kiifler
tarafindan enetji kaynagt olarak
kullanilabilmektedir. Nitekim Sivas kiip peyniri
orneklerinde de kif sayilart oldukea yiiksektir.
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Figure 2. Mold and yeast counts of Sivas kiip cheeses during ripening
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Sekil 3. Sivas kiip peynitlerinin olgunlasma siiresince serbest yag asitligi degerleri
Figure 3. Free fatty acid values of Sivas kiip cheeses during ripening

Toprakta olgunlagsan peynitlerin SCA, TCA-CA
ve PTA-CA degerleri, olgunlasma suresince
buzdolabinda olgunlasan peynirlerin degerlerine
kiyasla daha ytksek seyretmistir (P <0.05, Cizelge
2). Her iki olgunlastirma seklinde de bu degerler
olgunlasma ilerledikge artig gstermistir (P <0.01).
Peynirde tuz lezzet ve kaiteye etki ederken,
peynirin korunmasinda da rol oynar. Tuz gidalarin
stvi fazindaki osmatik basinct artirir, boylece
bakteri hiicrelerinin dehidrasyonuna sebep olarak
ya 6lmelerine ya da gelisimlerinin engellenmesine
yol agar. Dolayistyla peynirdeki twz oran,
mikrobiyolojik ~ ve  enzimatik  aktiviteleri
etkileyerek, glikoliz, lipoliz ve proteoliz
dizeylerini etkiler (Guinee, 2007). Toprakta
olgunlastirilan peynirlerin orant,
olgunlasmanin erken dénemlerinde buzdolabinda

tuz

olgunlastirilanlara kiyasla daha distik seyretmistir.
Bu durum, toprakta olgunlastirilan peynirlerde
proteoliz oraninin yiiksek olmasinda tuz oranmnin
da etkin bir faktér oldugunu disindirmustiir.

SCA bazinda olgunlagsma diizeyi her iki grupta da
ilk 15 giin icinde 6nemli bir artisla neredeyse iki
katina ¢itkmis ve 30. ve 60. giinlerde bu artis
yavaglamistir. TCA-CA  bazinda  olgunlasma
diizeyi ise, 15. ve 30. ginlerde 6nemli bir artig
gOstermis ve daha sonra neredeyse stabil kalmistir.
PTA-CA bazinda olgunlasma diizeyi ise her ne
kadar diizenli olarak olgunlagsma siiresince artsa
da, bu artis 60. ve 90. glinlerde oldukea belirgin
dizeye gelmistir. Bu t¢ farkll olgunlasma
kriterinin =~ gin  bazinda  bu  degisimleri,
ekstraksiyonda temsil ettikleri azot fraksiyonlart
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ve bunlarin birbirine déniisimi ile agiklanabilir.
Su ile ekstraksiyonda kazein disindaki protein,
tim peptitler, aminoasitler, aminler, Gre ve
amonyak gibi bilesikler alinirken, TCA ile
ekstraksiyonda ise orta ve kii¢lik molektl agirlikls
peptitler ile aminoasitler, aminler, iire ve amonyak
gibi bilegikler analiz edilebilmektedir (Hayaloglu
vd., 2011). Nitekim, analizde TCA-CA tayininde
suda ¢Ozinir fraksiyon kullanilmis ve biytk
molekiil agirlikh peptitler ¢oktiiriilmistir. PTA ile
ekstraksiyonda ise sadece ¢ok disik molekil
agirliklt peptitler ile aminoasitler elde edilmektedir

(Hayaloglu vd, 2011). Olgunlasma diizeyi
ilerledikce, kiiciik molekil agirliklikli peptitlere
parcalanmanin ve aminoasit olusumunun artist
dikkate alindiginda PTA-CA bazinda olgunlasma
dizeyinin ileri olgunlasma giinlerinde artist
anlamlidir. SCA  bazinda  olgunlagsmay:
degerlendirdigimizde ise, biiylik molekdllii peptit
olusumunun olgunlasma baginda belirgin olmast
ve daha sonra bu peptidlerin daha kii¢lik molekiil
agitlikll peptitlere parcalanmasi, olgunlasmanin
erken sayfasinda SCA bazinda olgunlasmanin hizli
artisint actklamaktadir.

Cizelge 2. Sivas kiip peynitlerinin olgunlasma siiresince olgunlasma derecelerindeki degisimler
(ortalamatstandart sapma).
Table 2. The changes in ripening levels of Sivas kiip cheeses during ripening period (meantstandard deviation)

Olgunlagma suresi (Gun) / Ripening period (Day)

0 15 30 60 90
SCA T 033%0,03*  0,63£0,01>  0,71£0,02>  0,86X0,01=  1,36%0,10%
(%) B 033+0,03»  053+0,03»  0,63£0,0ls  0,78£0,01%  0,934+0,01e
TCA-CA T 0,07£0,01+  0,16£0,025  0,22%0,03%  0,24%0,04=  0,2540,04<
(%) B 0074001+  0,15+0,02>  0,19+001 0204001 0,22+0,03d
PTACA T  0,0340,01:  0,0620,0%  0,0040,01  0,2040,03%  0,33+0,01
(%) B 0,03%0,01s  0,04+0,005  005+0,01> 0,100,010  0,25+0,01d
~ T 10,96%0,87+ 20,04T0,62% 20,620,620  21,66+0,66cx  22,47+1,18
= B 1096+0,87  17,64+126b  19,14+0,81b  19,5140,55¢  20,80+0,45%
ET <= T 199%006+ 516048 6502042 7,2050,79%  7,53%0,070=
£ O35 B 1994006+ 5504023 6001028 61710489 6,98+036d
55 < T 090021 182014 2043023 648%0,79%  10,69%0,31
5.2 ES B 0904021 1374019v 1764017 328+029%  818+0,17%

T: Toprakta olgunlastirilan peynir (#he cheese ripened being burried in soil)

B: Buzdolabi kosullarinda olgunlastirilan peynir (#he cheese ripened under refrigerated conditions)
a-c: Ayni satirda farkls harflerle gésterilen ortalama degetler birbirinden farklidir (P <0.05).
a-c: The mean values shown in different letters on the same line are different (P <0.05)

x-y: Aynt stitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerler birbirinden farklidir (P <0.05).
x-y: The mean values shown in different letters in the same column are different (P <0.05)

Peynirin duyusal 6zellikleri tizerine etkisi
Olgunlasma stireci sonunda yapilan duyusal
degerlendirme de toprakta olgunlasan ve
buzdolab:  kosullarinda olgunlasan  peynitler
benzer lezzet puanlart almistir. Buna karsin,
gorinis, doku ve tim izlenim agisindan ise
toprakta olgunlastirilan peynirler daha yiksek
puanlar almstir (P <0.05, Sekil 4).

Duyusal degetrlendirmede, panelistlerden puan
dusislerinin @ nedenlerini  belirtmeleri  de
istenmistir.  Panelistler  tarafindan  toprakta
olgunlastirilan peynirlerin renginin daha krem,

buzdolabinda kosullarinda olgunlastirilan
peynitlerin  renklerinin ise daha beyaz oldugu
vurgulanmistir.  Bununla  birlikte, panelistler
tarafindan buzdolabinda olgunlastirilan
peynitlerde hafif kumlu yapt belitlenmis ve
toprakta  olgunlastirilan  peynirlere  kiyasla
kirllganligin daha fazla hissedildigi ifade edilmistir.
Toprakta olgunlastirilan peynirler ise,
buzdolabindakilere nazaran daha sert olarak
alglanmistir. Her iki grup da tuzlu olarak
nitelendirilmistir. Toprakta olgunlastirilan
peynitlerde hafif kifumsi lezzet varhigr da ifade
edilmistir.
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Duyusal degerlendirme puam

Gorlinls Doku

Lezzet

Duyusal kalite kriterleri

W Toprak
W Buzdolahi

Tam
izlenim

Sekil 4. Sivas kiip peynirlerinin olgunlasma siiresi sonunda duyusal degerlendirme puanlart
Figure 4. Sensory scores of Sivas kiip cheeses at the end of ripening period

SONUC

Bu ¢alismada, geleneksel yontemle tretilen Sivas
kip peynirinin plastik kavanozlarda topraga
goémiilerek ve buzdolabinda olgunlastirilmasinin,
peynirin nitelikleri tizerinde yarattigi farklidiklar
ortaya koyulmustur. Her iki grupta da ambalajin
ters kapatilip peynir suyunun uzaklastirilmasinin
devam etmesi nedeniyle, 6zellikle 15. giinde
kurumadde orant Onemli seviyede artmustir.
Kurumaddenin artist ile bitlikte yag ve protein
oranlari artarken, peynir suyu ile tuzun
uzaklasmasi sebebiyle tuz orant azalmistir. Bu
degisimler toprakta olgunlastirilan peynirde daha
belirgindir. Peynirlerde lipoliz ilk 15 gin icinde
hizla  gerceklesmis ve sonrasinda devam
etmemistir. Orneklerde SCA degerlerinde artis
olgunlasmanin baslangicinda, PTA-CA
degerlerinde artis  ise olgunlagsmanin  ileri
safhalarinda daha belirgin seyretmistir. Peynir
orneklerinde olgunlagma siiresince maya ve kuf
sayist  artmus, Ozellikle bu artig  toprakta
olgunlastirilan peynirde daha yiksek
bulunmustur. Ozellikle ilk 15 giinde toprakta
olgunlastirilan peynirde maya ve kif sayisindaki
hizli sigrayis, topraktan bu mikroorganizmalarin
bulastiginin gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Olgunlasmanin ~ sonunda  yapilan  duyusal
degerlendirmede, her iki grup da butin kriterler
acisindan genel olarak iyi puanlar almistir. Lezzet
acisindan benzer degerler almus, ancak doku,
gbriinis acisindan toprakta olgunlastirilan peynir
nisbeten daha ylksek puanlar almustr. Sonug

olarak, her iki olgunlastirma yonteminin de Sivas
kiip peynirinde kullanilabilecegi, ancak maya ve
kif sayilarinin yitksek olmasi nedeniyle iretim ve

olgunlastirma  agamalarinin  gida  glivenligi
agisindan  da  arastirlmast  gerekliligi  ortaya
koyulmustur.
TESEKKUR

Peynir dretiminin gerceklestirilmesinde destegi
icin Tiurk Veteriner Hekimler Birligi Sivas Odast
Baskant Sayin Ozcan Karatag’a ve
laboratuvatlarint kullanimimiza agtiklart icin Sivas
Gida Kontrol Laboratuvar Miudirligi'ne ve
calisanlarina ¢ok tesekkiir edetiz.
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oz

Saray helvast Turkiye’ye 6zgti geleneksel unlu bir sekerlemedir. Gevrek, lifli ve diisiik su aktiviteli bir Griin
olmasindan dolayt depolama sirasinda ncelikle fiziksel bozulmalar gérillmektedir. Bu ¢calismada, depo bagil
neminin ve sicakligmin saray helvasiun kalitesine etkileri incelenmistir. Saray helvasi numuneleri 25 ve
35°C’de %22-90 arasinda farkli bagil nemlerde denge nemine ulastlincaya kadar depolanmustir. Uriindeki
kalite degisimlerini belirlemek amactyla, depolama dncesi ve sonrasinda nem icerigi, su aktivitesi, sertlik,
oksidasyon diizeyi, renk ve X-1sin1 kirinmmi lgtimleri yapilmustir. Saray helvasinin adsorpsiyon izotermleri
belirlenmistir. Taze saray helvasmin su aktivitesinin 0.21 oldugu ve camsi halde bulundugu saptanmistir.
Saray helvasinin camsi yapisinin 25°C’de %54 ve 35°C’de %32 bagil nemde korunmadigi ve hal degisimi
sonucunda kristal yapt olustugu gozlenmistir. Her iki sicaklikta da bagil nemin artmastyla sertlikte 6nce bir
artis daha sonra bir azalis gbzlenmistir. Bagil nem ve sicaklik arttik¢a tirtinde Maillard reaksiyonu sonucunda
renk degisimi ve oksidasyon sonucunda TBARS degerinde artis meydana gelmistir.

Anahtar kelimeler: Saray helvasi, depolama, bagil nem, bozulma.

EFFECTS OF STORAGE RELATIVE HUMIDITY AND TEMPERATURE ON
QUALITY OF PALACE HALVA

ABSTRACT

Palace halva is a traditional flour-containing confectionery of Turkey. Primarily, physical
deterioration is observed in this halva due to its brittle-fibrous structure and low a. In this study,
effects of storage relative humidity (RH) and temperature on quality of palace halva were investigated.
Halva samples were stored at different RH (22-90%) at 25-35°C until equilibrium moisture content
was reached. Moisture content, ay, hardness, oxidation, color and X-ray diffraction measurements
were made before and after storage. Adsorption isotherms of palace halva were determined. Fresh
palace halva had a, of 0.21 and glassy structure. Glassy structure of palace halva was not preserved
at RH of 54% at 25°C and 32% at 35°C and crystalline structure formed because of state change.
Hardness of halva increased and then decreased as RH was increased. Color change by Maillard
reaction and increase in TBARS by oxidation occurred in the product as RH and temperature were
increased.

Key words: Palace halva, storage, relative humidity, deterioration.
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Saray helvasinda kalite

GIRIS
Unlu seketrlemeler temel bilesenleri un, seker ve
yag olan Ulkemize O6zgii geleneksel trtinlerdir.
Unlu sekerlemeler sinifina 6rnek olarak pismaniye
ve saray helvast verilebilir. Bu iki Griin de 6zellikle
Izmit ve Kastamonu yoresinde iiretilmekte olup
Turkiye'de yaygin olarak ve yurt disinda da
titketilmektedir. Saray helvasi, Turk Standartlart
Enstitist'nin TS 9999 sayili standardina gore
“Beyaz seker, bugday unu, tereyagi, bitkisel
margarin ve/veya yemeklik bitkisel stvi yaglat,
sitrik asit, gerektiginde katki ve ¢cesni maddeleri de
ilave edilerek teknigine uygun sekilde hazirlanan
bir mamul” olarak tanimlanmaktadir (TSE, 1992).
Standarda gére saray helvasinda bulunabilecek en

fazla su, seker ve yag oranlar1 sirastyla %06, %50 ve
%16'd1r.

Saray helvast bilesimi ve uretimi konusunda
literatiirdeki bilgiler kisithidur. Ancak
sekerlemelerin genel tretim yontemleri esas
alinarak ve kisith kaynaklara dayanarak tretim
hakkinda bilgiler verilebilit. Saray helvasin
tretiminde Oncelikle yaklasik olarak %75 seker ve
%25 su kansimu 160-170°Cye 1sititir ve bu
karisima yaklagik %00.05 oraninda sitrik asit eklenir
ve karistirtlir (Y. Ugcan, kisisel goriisme, 2018).
Sitrik  asit  eklenmesinin  amact  rengin
matlasmasinin  ve  seker kristalizasyonunun
onlenmesidir (Karaman vd., 2004). Karisimin
seker coziinene kadar karistirilmast 6nemlidir,
sckerin ¢6kmesi ve yanmasi bu gekilde engellenir.
Isttma  swrasinda  sekerin  ¢oziindirilmesi,
karamelize edilmesi ve inversiyonu gerceklesir
(Karaman vd., 2004). Ayrica 1sitma islemi
sirastnda  su kaybi meydana gelir ve seker
konsantre olur. Sicak karamelize seker ¢6zeltisi
daha sonra soguk bir yiizeye dokiilerek sogutulur
ve agartma islemi yapilir. Agartma isleminde seker
karisimi metal bir askiya asilarak elle veya makine
ile gerilerek (¢cekme) katlanir ve tekrar gerilir. Bu
islem defalarca tekrarlanarak seker karisimina
hava girmesi saglanir ve daha yumusak ve beyaz
bir seker hamuru elde edilir. Ayrt bir tankta un ve
tereyagt karistirilarak kavrularak miena adi verilen
bir hamur hazirlanir. Hazirlanan seker hamuru ve
miena dairesel olarak germe uygulanan bir
makinede homojen hale gelene kadar 30 dakika
karistirma, germe ve katlama uygulanarak lifli yapt

kazandirilir (Karaman vd., 2004; Y. Uccan, kisisel
gorisme, 2018). Bu asamadan sonra drln
kaliplanir ve preslenir. Kalip halindeki saray
helvast baklava seklinde kesilerek ambalajlanir.
Ambalaj olarak, saray helvasinin zelliklerini
koruyacak nitelikte kagit, selofan ve mevzuata
uygun plastik esasli maddeler veya bunlarin
kombinasyonlart kullanilir (Karaman vd., 2004).

Genel olarak sekerlemeler diistiik su aktivitesine
sahip olmalarindan dolay1 diger gida trtnlerine
gore daha dayaniklidirlar ve daha uzun raf 6mriine
sahiptirler. Ancak raf 6miirleri yapisal bozulmalar
nedeniyle  kisitlanmaktadir.  Seketlemelerin
bilesimindeki yitksek seker orani, yapilarinin
proses sonrasinda olusmasinda ve depolama
sirasinda  bozulmasinda  krittk ~ bir  rol
oynamaktadir. Yapida bulunan diger bilesenler de
proses kosullarina bagl olarak yapiya katkida
bulunabilitler. Sekerli Uriinler bilesim, Uretim
yontemi ve parametrelerine bagli olarak camsi,
kaugugumsu veya kristal yapiya sahip olabilir.
Uriin camst halde berrak, sert veya gevrek
yapidayken, kaucugumsu halde yapiskan ve
nispeten yumusak, kristal halde ise mat ve kirillgan
bir yapt gosterir. Taze Uriinlin mevcut halinin
korunmast Grtintin kalitesini ve raf dSmrini etkiler.
Uriiniin hal degistirmesiyle depolama sirasinda
yapisal  bozukluklar meydana  gelmektedir
(Bhandari ve Howes, 1999; Subramaniam, 2000).
Kristal hal en disik enerjiye sahip denge hali
oldugundan camsi ve kaucugumsu hal zamana
bagli olarak depolama kogullarina bagli olmaksizin
kendiliginden kristal hale dogru bir déntsim
gosteritler. Uriiniin  bilesimi, {iretim kogullari,
ambalaji ve depolama kosullarinin kontroli ile hal
degisimlerini yavaslatmak ve Urind raf Smri
boyunca mevcut halinde ve yapisinda tutmak
mimkiindir. Ayrica camsi halden kaucugumsu
hale gecis ile molekiiler hareketlilik artar, basta
fiziksel bozulmalar olmak Uzere diftizyona bagl
tim bozulmalarin hizlari artar. Oda sicakliginda
depolanan triinlerde depolama sicakligt ve bagil
nemine ve ambalajin gecirgenligine baglt olarak

drinin nemi ve sicakligt degistiginde Urintn

yapist korunamayabilit ve bozulmalar hizlt
gerceklesebilit  (Bhandari ve Howes, 1999;
Subramaniam, 2000).
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Sekerlemeler geleneksel {iriinler oldugundan
dretim ve depolama kosullarinin driin kalitesine
etkileri kismen bilinmekte, bu tip Urlnlerin
yapilarinin olusumu ve bozulmalarinin bilimsel
temelleri ve etkili faktorler daha sonra yapilan
aragtirmalarla  ortaya  koyulmaktadir.  Bu
aragtirmalarda gidanin bilesimi ve fiziksel halini
gosteren hal grafiklerinin tiretim ve depolama
kosullarina  uygulanmast ile driindeki hal
degisimleri belirlenmekte ve bu veriler 1siginda
triinin kalitesinin ylkseltilmesi ve raf dmrintn
uzatilmasi icin uygun yontemler
belirlenebilmektedir (Roos, 2010; Ergun vd.,
2010; Hartel ve Nowakowski, 2017). Bu tip
calismalar, gofret, sert seker, yumusak seker,
karamel ve pamuk seker gibi iirtinlerde yapilmustir
(Labuza ve Labuza, 2004; Payne ve Labuza, 2005;
Ergun vd., 2010; Hartel vd., 2013; Mendenhall ve
Hartel, 2014, 20106).

Sekerlemelerin  depolanmast sirasinda meydana
gelen sicaklik ve nem degisiklikleri, baslica yapt
olmak tizere renk ve tatta degisime, kalitede
kayiplara ve raf Omriinin kisalmasina sebep
olmaktadir. Unlu seketlemeler nem iceriklerinin
dustik olmast sebebiyle ortamdan nem alma
egilimindedir. Sicaklik artist tim bozulmalarin
hizint artiran 6nemli bir fakt6rdir. Literatirde

unlu sekerlemelerdeki bozulmalar ve etkili
faktorler konusunda bir calismaya
rastlanmamistir. Bu calismanin  amaci, unlu

sckerlemelere model bir driin  olarak saray
helvasinda meydana gelen bozulmalari karakterize
etmek ve depolama sicakhk ve bagil neminin
bozulma reaksiyonlarina etkilerini belirlemektir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Saray helvast Izmit’te yerlesik bir firmadan taze
olarak temin edilmistir. Uriin bilesiminde %78.6
karbonhidrat (%49.0 sukroz), %14.7 yag, %4.5
protein ve %0.3 kil bulunmaktadir.

Saray helvasinin nem ve su aktivitesinin
belirlenmesi

Taze saray helvasinin nemi, homojenize edilmis
numune kullanilarak 70°C’de 80 mmHg basingta
vakumlu etliv yontemine gore belirlenmistir. Su
aktivitesi homojenize edilmis numunede dijital

higrometre cihazi (Protimeter, PLC, ingiltere) ile
oda sicakliginda Sl¢tlmistir.

Saray helvas1 6rneklerinin depolanmasi

Sabit bagil nemli ortamlar (%22-90) sizdirmaz
kapaklt kavanozlar icinde asit doymus tuz
géZCltilCri (CHz,COOI{, MgClz, I<2C03,
Mg(NOs3)2, NaBr, NaCl, KClI ve BaCl)
kullantlarak hazirlanmistir (Labuza, 1984). Birer
helva numunesi (~20 g, 35x30x20 mm)
kavanozlarin  icindeki ayakli bir platforma
yerlestirilmis ve kapaklar1 kapatilarak 25 ve
35°C’deki etiivlerde denge nemine ulagilincaya
kadar  depolanmistir.  Mikrobiyal  gelisimi
engellemek amaciyla bagil nemin %065’ten fazla
oldugu kavanozlara iki damla toluen ilave
edilmistir. Orneklerin denge nemine erisip
erismedigi iki gtinde bir yapilan tartimlarla kontrol
edilmistir. Tki tartim arasindaki fark 2 mg/g kuru
kiitle degerinden digiik oldugu anda 6rnegin
dengeye geldigi kabul edilmistir (Labuza, 1984).
Bagil nemi en yiksek ortamda depolanan
orneklerin denge nemine ulasma siresi baz
alinarak tim 6rnekler 25°C'de 14 giin ve 35°C'de
18 giin depolanmistir. Orneklerin denge nem
icerigi, taze helvanin nem igerigi ve kazandiklar
nemden hesaplanmis ve kuru bazda nem (%)
olarak ifade edilmistir. Denge nemine gelmis
orneklerde adsorpsiyon izotermlerinin
belirlenmesi icin su aktivitesi Slgimil yapilmistir.
Orneklerdeki kalite degisimini belirlemek icin
doku, renk, oksidasyon ve X-isint kirtnimi
analizleri yapilmistir. Sabit bagil nemli ortamlarda
depolama denemeleri her seferinde taze numune
kullanilarak ti¢ tekrarlt olarak yapilmustir.

Doku analizi

Saray helvasiin sertligi tekstiir cihazi (Texture
Analyzer Plus, Lloyd Instruments, Ingiltere)
kullanilarak belitlenmistir. Ol¢iimlerde 50 ve 100
N’luk yik hiicreleri kullandmugstir. Penetrasyon
yontemine gore dl¢tim yapilmistir (Bourne, 2002).
Ornegin merkezine gelecek sekilde ayarlanmis 2
mm ¢aplt metal prob 6rnege 5 mm derinlige kadar
batrilmis ve uygulanan kuvvet sertlik olarak
belirlenmistit.

Renk analizi
Saray helvasinin renk dl¢timleri renk Sl¢tim cihazt
ile (Konica Chromameter CR-400, Minolta,
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Japonya) gerceklestirilmistir. Olgiim sonucu L*,
a* ve b* renk degerleri elde edilmistir. L* degeri
parlakhigy, +a* degeri kirmiziy1, -a* degeri yesili,
+b* degeri sartyt ve —b* degeri maviyi
gostermektedir. Kalibrasyon icin beyaz seramik
tabla kullanllmistir. Toplam renk degisimi (AE¥),
taze saray helvasinin degerleri referans alinip
Denklem 1’e gbre saplanmistir (Telis ve Martinez-
Navarrete, 2009).

aE*=J(aL*)2+ (Aa *)2 + (Ab *)? M

Oksidasyon analizi

Saray helvast numunelerinde depolama siiresince
meydana gelen yag oksidasyonu tiyobarbitiirik asit
(TBA) yontemi ile belitflenmistir (Tarladgis vd.,
1960). Bu yonteme gore, distilasyon ile
oksidasyon iriini olan malondialdehit ayrilarak
toplanmistir. TBA’in  malondialdehitle verdigi
reaksiyon sonucu olugan kirmizi renkteki bilesigin
konsantrasyonunun  spektrofotometrik  olarak
saptanmast ile oksidasyon diizeyi belitlenmistir.

Analiz i¢cin homojenize edilmis 30 g 6rnek, 97.5
mlL distile su ve 2.5 mL 4 N HCl Kjeldahl
tiplerine aktarilmistir. Toplama kabinda 50 mL
distilat toplanincaya kadar distilasyon islemi
surdirilmustiir. Distilattan 10 mL deney tiptne
alinmis ve Uzerine 5 mL 0.02 M TBA eklenip
karistirdmistir. Tip kaynar su banyosunda 35
dakika bekletilmis ve ardindan sogutulmustur.
Ornegin absorbanst spektrofotometrede 538 nm
dalga boyunda okunmustur. Olgiimler sonrast
elde edilen absorbans degerleri K sabiti ile ¢arpilip
1000 g driindeki mg TBA ile reaksiyona giren
madde (TBARS) olarak belirtilmistir. K sabiti
asagidaki denklem (2) kullanilarak hesaplanmistir
(Tarladgis vd., 1960).

72 x 50 mL 106 100
a ax 107mL " Ornek kitlesi (g) Y% Geri kazanim 2
= omol

Denklemdeki 72 malondialdehitin molar kutlesi
ve 106 gevirme faktSridir. Kalibrasyon egrisi
1,1,3,3-tetractoksipropan standart olarak
kullanilarak olusturulmustur. Kalibrasyon
egrisinden molar absorpsiyon katsayist 7.4x107
ml./mol.cm olarak bulunmustur. Geri kazanimin

belitlenmesi i¢in, trtin tzerine 108 mol standart
iceren 5 mL standart ¢6zelti eklenmis ve metottaki
islemler uygulanmustir. Metotta geri kazanim %73
olarak  hesaplanmustir. Butiin - bu  degerler
denklemde yerine koyuldugunda K sabiti 2.22
olarak bulunmustur.

X-1511 kirinimi (XRD)

Taze ve depolanan saray helvast numunelerinin
fiziksel halini belitlemek icin X-1sint  cihazt
(Miniflex, Rigaku, Japonya) kullantlmistir. Ornek
ezilip karstirlarak homojen hale getirilmis ve
cihazin numune kabina doldurulmustur. Ornek
yuzeyi dizlestirildikten sonra X-1sin1 siddeti, 5°-
50° 2-theta agist araliginda 1°/dk hiz ile
okunmustur (Labuza ve Labuza, 2004). Olg¢iim
yapilirken kullanilan theta acis1 X-1sininin 6rnek
tzerine gelis agisidir. Kristal yapilarda atom veya
molekill  dizilimine bagli olarak belirli act
degerlerinde 1sinlar kirlir ve bu agt degerleri
grafiklerde pik olarak goriintir. Camst yapilarda ise
belirli bir atom dizilimi olmadigt icin her acida
kirtnim gozlenir ama belirgin pikler bulunmaz.
Ayrica camsit yapilarda Olciilen X-1sin1 siddeti
kristal yapilara gére daha disiiktiir. Uriindeki hal
degisimlerini sertlikteki degisimlerle
iliskilendirmek icin sertlikte en ¢ok degisim
gozlenen bagil nemlerde (%22-53) &Slcim
yaptlmistir.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Minitab (Minitab Release
17.0, Minitab ILtd., Coventry, Birlesik Krallik)
programi ile yapilmistir. Her sicaklikta bagil nemin
Ornegin kalite 6zelliklerine etkisinin belirlenmesi
icin 0.05 6nem diizeyinde (P <0.05) tek yollu
varyans analiz (ANOVA) yapilmis ve ortalamalar
Tukey testi ile kargilastirilmigtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Taze saray helvasinin nem icerigi yas bazda %1.88
ve su aktivitesi 0.21 olarak o6lciilmustiir. Saray
helvasinin  adsorpsiyon izotermi Sekil 1°de
gosterilmektedir. Saray helvasi ¢6ztntr katilar ve
polimerik bilesenler iceren gidalarda gézlenen
tipik sigmoid bir izoterm egrisi gOstermistir
(Mathlouthi ve Roge, 2003). Bu tip izoterm egrisi
cesitli sekerli Grtinler i¢in de bildirilmistir (Ergun
vd.,, 2010). Bagil nem %22-65 araliginda
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degistirildiginde  Griinlin - nem  igerigi fazla
degismemis, ancak %065ten yiksek bagil

nemlerde 6nemli dizeyde artmistir. Bu durumun
kristal halde sukrozun bulunmas ile iliskili oldugu
dastntlmektedir. Katilarin kristal halde iken suyu
sadece yuzeyde hidrojen baglari ile baglayabildigi
ve bu nedenle su aktivitesinin diistik ve orta bagil
nemlerde fazla artmadigi, ancak yiiksek bagil
nemlerde  kristallerin  ylizeyden ¢Oziinmeye
baglamast ile su aktivitesinin 6nemli diizeyde
arttigt bildirilmistir (Ergun vd., 2010). Ote yandan

izotermler kristal sukrozun izotermi ile tam olarak
benzerlik gOstermemektedirler. Kristal sukroz
dustik ve orta bagil nemlerde neredeyse sabit nem
icerigindeyken, %80 bagl nemde ise nem
iceriginde keskin bir artis gbstermektedir, yani |
harfi seklindedir (Mathlouthi ve Roge, 2003). Bu
durumun 6rneklerde bulunan nisasta ve gluten
gibi polimerik bilesenlerden dolayt oldugu
dusuntlmektedir.
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Sekil 1. Saray helvasinin 25 ve 35°C’de elde edilen adsorpsiyon izotermleti
Figure 1. Adsorption isotherms of palace halva at 25 and 35 °C

Saray helvasiin denge nemine gelme stresi
literatirde bildirilen stirelere benzer bulunmustur.
Cikolatalt gevrek gofret tipi kurabiyelerde denge
nemine gelme stiresi 21 glin olarak bildirilmistir
(Payne ve Labuza, 2005). Orneklerin dengeye
gelme siiresi uzun oldugunda bazi bagil nemlerde
hal degisimi meydana gelebilmektedir. Bu durum,
adsorpsiyon izotermlerinin kullaniminda
g6zéniinde bulundurulmalidir. Orneklerin denge
nemine gelmesi icin gereken siire kisaltilarak bu
durum Onlenebilir. Bunun icin 6rnek miktart
azaltlabilir ve Ornegin  dinamik kosullarda
dengeye ulasmast saglanabilir.

Dokusal degisimler

Taze saray helvasinin depolama baslangicinda
gevrek, kirllgan ve agizda dagilan bir yapiya sahip
oldugu gozlenmistir. Saray helvasinin depolama
baslangicinda sertlik degeri 1.2£0.13 N olarak
belitlenmistit. Her iki sicaklikta da nem
icerigindeki artigla birlikte, sertlikte Once artis
daha sonra azalis gézlenmistir (Sekil 2). En yiitksek
sertlik degeri 25°C’de %44 bagil nemde, 35°C’de
%32 bagl nemde saptanmistir. Depolama
sicakhigt 25°C oldugunda, %44 bagil nemdeki
ornegin sertligi %23 ve 53 bagl nemdeki
orneklerin sertligine istatistiksel olarak benzer
bulunmugtur. Yiksek bagil nem degerlerinde
(z%75)  dengeye getirilen saray helvas
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numunelerinin krema gibi kivamli akigkan bir yapt
kazandigt ve yayildigi gézlenmistir. Bu bagil nem
degerlerinde Ornegin  sertliginin  taze Urlnin
sertligi ile benzerlik gbsterdigi tespit edilmigtir.
Ancak bagil nemin artigi, Griinin yapisinin taze
trtiniin yapisindan c¢ok farkli bir hale gelmesine
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50 - [ 1
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Hardness
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sebep olmustur. Sertlikte 25°C sicaklikta bagil
neme baglt olarak meydana gelen degisimler
Martinez-Navarete vd. (2004) tarafindan gofret
icin bilditilen degisime benzer bulunmustur.
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Sekil 2: Saray helvasinin 25 ve 35°C'de depolama sonrasinda sertlik degerleri.
Figure 2. Hardness values of palace halva at 25 and 35 °C

Renk degisimi

Saray helvasinin L*, a* ve b* degerleri {izerinde
bagil nemin ve sicakligin 6nemli diizeyde etkisinin
oldugu saptanmustir (Cizelge 1). L* degeri bagil
nem arttik¢a azalmig, bu da 6rneklerin matlastigin
gOstermistir. Bagil nem arttikca a* degeri artmus
yani drinin  kirmizii@  artmustie. Sariliktaki
degisimi gosteren b* degeri ise %50-53 bagil neme
kadar bir artis g6stermis, daha sonra sabit kalmis
ve %83-90 bagl nemlerde ise azalmustir. Ancak
istatistiksel ~ olarak  25°C’de  %44-75 bagil
nemlerde, 35°C’de ise %22-64 bagil nemlerde elde
edilen b* degerleri benzer bulunmustur.

Toplam renk degisimi incelendiginde iki sicaklik
icin de %64-65 bagil nem degerlerine kadar hafif

bir renk degisimi ve bu bagil nemden daha yiiksek
bagil nemlerde ise Onemli diizeyde bir renk
degisimi oldugu gorilmektedir (Sekil 3). Saray
helvasimin ~ bilesiminden  dolayt ~ Maillard
esmerlesme reaksiyonunun renk degisimine sebep
oldugu dustnilmektedir. Sherwin ve Labuza
(2003) tarafindan yapilan bir calismada 25°C'de
depolanan model sistemlerde en  yuksek
esmerlesme reaksiyonu hizinin  0.65-0.75 su
aktivitesi degerlerinde g6rildigi bulunmustur.
Bu calismada da, esmetlesme reaksiyonu icin
optimum su aktivitesi degerlerinde renkteki
degisim yitksek dizeyde meydana gelmistir.
Sicaklik arttikea reaksiyon hizt artugt icin 35°C’de
meydana gelen renk degisimi 25°C’deki renk
degisimine gore daha fazla olmustur.
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Cizelge 1. Saray helvasinn 25 ve 35°C'de renk degerleri!:2

Table 1. Color values of palace halva at 25 and 35°C'?2

25°C 35°C
Bagil Bagil
AR S 3 S v b
humidity humidity
Kontol g 3910730 0462005 14842028 | SOPTOL 00370073 04620050  14.84+0.28%
Control Control
23 803241350 0450041  14.80+0.76* | 22 7852+0.50% -0.35£0.05:  16.98+1.50¢
33 7743+1.16*  -0.35+0.05* 16.15£0.19% | 32 77.40+0.86>  0.37+0.05>  17.72+0.57¢
44 77.90£0.61r  -0.32£0.020  16.34+0.67> | 44  77.24+024>  0.83+0.14c  17.64+0.44c
53 77.8941.02¢  0.24+0.09>  17.26+020b | 50  77.8140.84>  0.99+0.10c  17.95+0.37¢
65 77.11£0.55b 037+0.05> 17.06+£0.48> | 64 7876139  0.99£0.17¢  17.63%0.63¢
75 73.80£1.03> 1.00£0.05  1625+0.11> | 75 69.06+1.53¢  2.45+0.08¢  16.2120.48x
84 61.96+2.18  1.13+0.23¢  12.90+0.33¢ 83  55.93+1.05¢  344+024c  13.23%0.75b
90 58.25+1.604  1.19+0.07¢  11.90+0.29¢ 88 5327+0.844  3.84+0.10f  13.77+0.22b

! Ortalama * standart sapma
2 Ayni sttunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farklidir (P <0.05).
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Sekil 3. Saray helvasinda 25 ve 35°C’de depolama sonrasinda renk degisimi
Figure 3. Color change in palace halva after storage at 25 and 35 °C
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Oksidasyon

Icerdigi yag ve su aktivitesi sebebiyle saray
helvasinda  oksidasyon = meydana  gelmesi
beklenmektedir. Saray helvast numunelerinde
depolama  sonrasinda TBARS  degerindeki
degisimler Sekil 4’de gosterilmistir. Taze saray
helvasinin 0.134 mg TBARS/1000 g degerine
sahip oldugu bulunmustur. Yag oksidasyonu bagil

durum  oksidasyon-su  aktivitesi  iliskisiyle
uyumludur. Yag oksidasyonunun hizt 0.4 su
aktivitesi civarinda minimum iken bu degerden
diisiik ve ytksek su aktivitelerinde artmaktadir.
Disik ve orta bagil nemlerde yagin matris
tarafindan  korundugu  séylenebilir.  Ancak
oksidasyon diizeyinin &zellikle %75’ten yuksek
bagil nemlerde yiksek bir artis gosterdigi

nem %44-53 araliginda oldugunda en disik  goérilmektedir.
dizeyde gerceklesirken, daha dusiik ve yiiksek
bagil nem kosullarinda artis gbstermistir. Bu
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Sekil 4: Saray helvasinda 25 ve 35°C'de depolama sonrasinda oksidasyon diizeyi
Figure 4. Oxidation in palace halva after storage at 25 and 35 °C

Yag oksidasyonu sonucunda meydana gelen
acillasma bir gida Urlnlinde kabul edilebilitligi
olumsuz yonde etkiler. Yag oksidasyonu hem
diusik hem de yiksek su aktivitesinde
gerceklesebileceginden Urlindeki nem degisimi
kontrol altunda tutulmalidir (Labuza ve Hyman,
1998). Distk su aktivitesine sahip olan saray
helvast yag oksidasyonu riski tasimaktadir ve
yiksek nemli ortamda depolanmastyla bu risk
daha da artmaktadr.

Hal degisimi

X-sint - kirinimi Gl¢timlerinde, camsi  yapidaki
maddelerin net pikler gbstermeyip her acida tepki
vermesi, kristal yapida ise maddeye baglt olarak
belirli acilarda net pikler vermesi beklenir. Taze
saray helvasinin X-1sin1 kirtimi grafigi Sekil 5'de
gOsterilmistir. Bu grafige gére saray helvasinin
taze iken camst halde oldugu belirlenmistir. Saray
helvasinin  temel bilesenlerinden olan ve hal
degisimine sebep olan sukrozun kristal yapidaki
X-1g1u karinimi grafigi Sekil 6'da gosterilmistit.
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Sekil 5: Taze saray helvasinin X-1s1n1 kirtnimi grafigi
Figure 5. X-ray diffraction profile of fresh palace halva
siddet(sayifs) Intensity (cps)
20000— : | .
15000 =
10000 B
5000 ' n B
I | ] H W ﬂ | |
0 Jl - s /\J L...,J\JHJ\A_,—J |LA_J| lll L\/\’d\—/\_,L,__../\I\.A)I ML,/\/'J\J "‘/\.:\___.JF\,._ﬁ__M
10.000 20.000 0000 40.000 50.000
2-theta(°)

Sekil 6: Kristal sukrozun X-1s1n1 kirmnimmi grafigi
Figure 6. X-ray diffraction profile of crystalline sucrose

Saray helvasinda meydana gelen sertlesmenin
sebebini aciklayabilmek icin sertlikte en fazla
degisim gozlenen bagil nemlerdeki 6rneklerde X-
sin1 kirnmmr Sletimleri yapilmustir. Depolama
sicakhigt 25°C iken %23 ve 33 bagl nemlerde
camst yapt ve %b54 bagil nemde kristal yapi

gozlenmistir (Sekil 7a). Sicaklik 35°C oldugunda
ise, %22 bagil nemde camst yapt ve %32 ve 50
bagil nemlerde kristal yap1 saptanmustir (Sekil 7b).
Kristalize 6rneklerin X-1s1nt kirtnimi grafiklerinde
kristal sukrozun pik gosterdigi acilarda pikler
gorilmustir.
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Sekil 7: Kristalizasyon gézlenen saray helvast numunelerinin X-1sint kirinimi grafikler,
(a) 25°C-53%, (b) 35°C-%032.
Figure 7. X-ray diffraction profile of crystallized palace halva, (a) 25 °C-54%, (b) 35 C-%32.

Elde edilen sonuglara ve literatiirde yayinlanan
sukroz ve un bilesenleri gluten ve nisastanin hal
grafiklerine dayanarak saray helvasinda yapinin
olusumu ve depolama sirasinda  degisimi
aciklanabilir  (Roos, 2010).  Saray helvast

tretiminde  Urln  yapist  U¢  asamada
olusturulmaktadir. Birinci asamada seker-su-sitrik
asit karigimt 160-170°C’ye 1sialmaktadir. Isitma
isleminde seker ¢6zindirilmekte ve konsantre

edilmektedir. Aynt zamanda seker karamelize
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olmakta ve kismi inversiyon meydana
gelmektedir. Seker ¢oziindikten sonra karigtirma
sonlandirilmakta, kaynama  baglamakta ve
kaynatma islemi 160-170°C’de
sonlandirilmaktadir. Bu islem sirasinda su kaybt
olmakta ve seker konsantre olmaktadir. Sukrozun
hal grafigine bakildiginda kaynama sicakligi 170°C
oldugunda nem igeriginin %5’ten distik olacagt
tahmin edilmektedir (Hartel vd., 2011). Karisim
bu durumda asirt doymus viskoz bir ¢6zelti
haldedir. Kaynatma sonrasinda seker ¢ozeltisi
soguk bir ylzeye dokilerek hizla elle sekil
verilebilecek bir sicakliga sogutulmaktadir. Nem
icerigi %5’ten disiik olan seker ¢6zeltisinin oda
sicakliginin Gstiinde bir sicaklikta kaucugumsu
halde olacagt distnilmektedir. Cozeltinin
viskozitesi ¢cok yiiksektir, ancak germe (¢ekme) ve
katlama islemleri sirasinda hava yapi icine girerek
yapt yamusamaktadir. Germe ve katlama islemleri
sirasinda  hem seker kitlesi hem de hava
kabarciklart uzatilarak seker ve hava katmanlari
olusmakta ve sonugta macun kivaminda bir yap1

elde edilmektedir.

Uretimde ikinci asamada, un ve tereyagi karisimi
kavrulmaktadir. Kavurma isleminde
sicakhigimin - 100-140°C  civarlarinda  oldugu
varsaytlabilir. Bu sitma isleminde ortamda,
tereyagt ve undan gelen su bulunmakta ve
karisimin yaklagik %14 civarinda bir nem icerigine
sahip olmasi beklenmektedir. Bu nem igerigi hem
glutenin  hidrasyonu  hem de nisastanin
jelatinizasyonu icin yeterli degildir. Nisasta biiyiik
oranda grantl iginde kalacak ve proteinle
etkilesime girmeyecektir (Kulp vd., 1991; Belcourt
ve Labuza, 2007). Bu nedenle bu iki bilesen
tarafindan ag yapist olusturulamayacagt ancak
destekleyici dolgu maddeleri olarak yapida yer
alacaklart dustntlmektedir (Kulp vd., 1991).
Sicaklik degisimlerine bagl olarak nisasta ve
gluten de hal degisimi gosterebilirler. Kavurma
islemi sonunda nemi azaltlmis bir un-tereyad
karisimi elde edilmektedir.

urunun

Uclinci  asamada, macun kivamindaki seker
hamuru ve kavrulmus un-tereyagi karisimi sicak
bir yiizeyde birlestirilmekte ve germe ve katlama
yapilarak uzamis seker katmanlart arasina un-yag
karisimt eklenmektedir. Bu islem sirasinda un ve

yag, hava kabarciklari ile de yer degistirecektir.
Uriin oda sicakligina sogutulurken yaklasik %2
nem iceriginde seker camst hale gececektir. Bu
sekilde camst seker, nisasta, gluten, yag ve hava
kabarciklarindan olusan bir yapt olusmaktadir.
Hava kabarciklarinin protein ve yag tarafindan
stabilize edilebildigi bildirilmistir (Hartel ve
Nowakowski, 2017). Undaki nisasta ve gluten ile
yag, seker liflerini kaplayarak yapismalarin
engellemekte ve dis ortamdan koruyan bir bariyer
gorevi gérmektedirler (Hartel ve Nowakowski,
2017).

Bir gidanin Tg degeri nem igerigi arttikca
dismekte ve icerdigi bilesenlerin molar kiitlesi
artttkca yiikselmektedir. Susuz sukrozun Tg degeri
62-70°C iken, %2.5 nem igeriginde 60°C ve %5
nem iceriginde 25°C olarak bildirilmistir (Hartel
vd., 2011; Kawai, 2018). Yiiksek molekiil agirlikh
nisasta ve glutenin katkilart da diistintilecek olursa
saray helvasinin Tg degeri 60°C’den yiksek
olacaktir (Payne ve Labuza, 2005). Ortamdan nem
alimi sonucunda Tg degeri diisecek ve belirli bir
kritik nem igeriginde oda sicakligina ulagacaktir.
Bu durumda camsi/kaucugumsu hal degisimi oda
sicakhiginda meydana gelecektir. Kaucugumsu
halde yapiskanlk artacak seker lifleri birleserek
yapinin  bitlinlesmesine sebep olacaktr, bu
durum bagl nem artisina baglt olarak saray
helvasinin sertliginde goriilen artist
aciklamaktadir. Nem, nigasta ve gluten tarafindan
da adsorbe edilerek i¢ yapiskanligi arttiracak ve bu
da  sertlik artistna  katkida  bulunacaktir.
Kaucugumsu halde molekiiler hareketliligin
artmast sonucunda basta seker kristalizasyonu
olmak tizere tim bozulma reaksiyonlarinin hizt
artacaktir. Depolama sicakligt artirildiginda da
tim bozulma reaksiyonlarinin hizi artacaktr.
Kristalizasyonun basladigt bagil nemlerde triinde
maksimum sertlik gdzlenmis ve 35°C’deki sertlik
degerleri 25°C’deki degerlerden daha yuksek
bulunmustur.

Maksimum sertligin gbzlendigi bagil nemlerden
daha yiiksek bagil nemlerde kristalizasyon daha
yiksek diizeyde meydana gelmis, buna bagl
olarak yapiun butinliginin azalmasi ve
kirlganhiginin  artmast sonucunda sertlikte bir
diisiis gdzlenmis olabilir. Urtiniin %065 bagil
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nemde, nem igerigi sicakliga baglt olarak %5-8
civarindadir, bu nem igeriginde sukroz asirt
doymus viskoz amorf ¢Ozelti yapidadir (Hartel

vd., 2011). Nem icerigi artttk¢a sukroz
konsantrasyonu azalacak ancak halen asin
doymus  bir  ¢6zelti  olacaktir.  Cozelti
konsantrasyonu  azaldikca  yapiskanligi  ve
viskozitesi de azalacak, artan molekiler

hareketlilik sonucunda daha fazla kristalizasyon
meydana gelecektir. Ancak ayni zamanda sukroz
kristalleri nem icerigi arttikca yiizeyden kismen
¢oziinmeye basglayacaktir. Bitin bu degisimler
sonucunda %75 ve uzerindeki bagil nemlerde
Grinin i¢ yapiskanligt azalmus, parcacikli ve kendi
agirhginl tastyamayan akiskan bir yapt ortaya
ctkmustir. Sicaklik 35°C oldugunda, tereyaginin
erimesi de yapiin yumusamasmna katkida
bulunmustur.

Kristalizasyon hizinin bagil nemdeki artig ile
birlikte arttigr  bildirilmistir.  Sukrozun oda
sicakliginda %33.6 bagil nemde depolandiginda 2
gin sonra, %28.2 bagil nemde ise 42 glin sonra
kristalize oldugu, %11.8 bagil nemde ise 800 gin
sonra bile kristalize olmadig bildirilmistir
(Makower ve Dye, 1956; Payne ve Labuza, 2005).
Labuza ve Labuza (2004) tarafindan yapilan bir
calismada, pamuk sekerin %0.05 nem igeriginde
ve %11 bagl nemde 25°C’de 1 yil kristalize
olmadigi, %33 bagl nemde ise 3 giin sonra
yapinin ¢oktigl ve kaugugumsu kristal, kumsu ve
yapiskan bir yap1 olustugu bildirilmistir. Bu durum
%33 bagil nemde nem iceriginin artisina baglt
olarak Tg degerinin oda sicakliginin altina diismesi
ve kristalizasyonun  meydana gelmesi ile
agiklanmistir.  Gevrek kurabiyede yapilan bir
calismada da benzer sonuclar elde edilmistir
(Payne ve Labuza, 2005). Gevrek kurabiyede nem
icerigi %06.44 ve su aktivitesi 0.44 oldugunda Tg
degeri 13°Cye  dismus, oda sicakliginda
gevrekligin kayboldugu ve kristalizasyon meydana
geldigi  gbzlenmistir.  Yumusak  kurabiyede,
sukrozun Tg degerini ve sertlikteki degisimleri
etkiledigi bildirilmistir (Kawai vd., 2014). Saray
helvasinda ise camsi yapi, 25°C’de %33 bagil
nemde denge nemine gelme siiresi (14 giin)
boyunca korunmustur. Saray helvasi bilesiminde
bulunan ilave un ve yagdan dolayt pamuk sekere
gore daha dayanikli bir yapiya sahiptir. Un

bilesenleri Tg degerini yiikseltirken, un ve yag nem
bariyeri olarak sekerin nem alisini geciktirebilirler.
Ancak sicaklik 35°C oldugunda, sicaklik artigt ile
viskozite azalmis, molekuler hareketlilik artmis ve
%32 bagl nemde kristalizasyon meydana
gelmistir. Viskozitenin azalmasinda ve molekiler
hareketliligin artmasinda tereyaginin erimesinin de
etkili olabilecegi dustiniilmektedir.

Gofrette yapilan bir calismada, %06-11 arasindaki
nem igeriginin drinin camst halde ve istenen
gevreklikte olmasini  saglarken, bu araligin
altindaki nem iceriklerinde istenmeyen kirtlgan
camst bir yapi, tzerindeki nem igeriklerinde ise
trinin kaugugumsu halde oldugu bulunmustur
(Martinez-Navarrete  vd., 2004).  Gofrette
camst/kaucugumsu hal degisimi icin 20°C’deki
kritik bagil nem ve nem igerigi sirastyla %59.1 ve
%11.8 olarak bildirilmistir. Bu calismada ise, saray
helvasinin 25°C’de %54 bagil nem ve %6.9 nem
iceriginde kristal halde oldugu bulunmustur.
Sicaklik 35°C oldugunda ise %33 bagil nem ve
%4.5 nem igerigi kristalizasyonun baglamast igin
yeterli olmustur.

Bagil nem arttikca Uriinde esmetlesme ve
oksidasyon artmis, &zellikle bagill nem %065 ve
tizerinde oldugunda yuksek dizeyde renk degisimi
ve oksidasyon meydana gelmistir. Bu iki
reaksiyonun su aktivitesi ile iligkileri bilinmektedir.
Buna ilaveten, camst halde yapt icinde yag
oksijenden korunmus ancak Ozellikle %75ten
yiksek bagl nemlerde yapinin dagilmasi,
molekiiler hareketliligin artmast ve yagin oksijene
daha acik hale gelmesiyle reaksiyon hizi énemli
diizeyde artmustir (Hartel ve Nowakowski, 2017).

SONUC

Saray helvasiun kalitesi, depolama sicakligi ve
bagl nemden 6nemli diizeyde etkilenmektedir.
Uriiniin  yapisinda sicaklik ve bagil nemden
kaynaklanan  dalgalanmalar  sonucu  olusan
degisimler trtindeki bozulmalari da
hizlandirmistir. Uriiniin sertligi %75’ten diisiik
bagil nemlerde artarken, %75 ve tizerindeki bagil
nemlerde azalmistir. Uriinde bagil nem artisina
baglt olarak olusan Maillard reaksiyonu Urintn
fildisi renginin mat ve kahverengiye déniismesine
sebep olmustur. Uriinde %44-53 bagil nemlerde
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oksidasyon diizeyli minimumdur, bu degerlerin
alundaki  ve  uUstlindeki  bagil  nemlerde
oksidasyonda artis saptanmustir.

Saray helvasinin bilesiminde bulunan yitksek
orandaki seker trtiniin hal ve yapisinda baglica
etkili bilesendir. Un ve yag bilesenlerinin de
yapinin korunmasinda ve degisiminde etkileri
bulunmaktadir. X-1s1n1 kirtnumi 6lctimleri ile saray
helvasinin taze iken camst halde oldugu ve bagil
nem ve sicaklik artigina bagl olarak kristalize
olabildigi belirlenmistir. Uriindeki bu hal degisimi
kalitedeki ~ degisimleri  tetiklemistir. ~ Saray
helvasinin kalitesinin korumasi i¢in, depo sicakligi
ve bagil nemi kontrol altinda tutulmali, uygun bir
ambalaj ile muhafaza yapilarak nem degisimi
engellenmelidir. Bu ¢alismada elde edilen veriler
saray helvast ve benzer trinlerin dretimi ve
depolanmasi sirasinda kalitenin korunmast ve
dayaniklihigin gelistirilmesinde kullanilabilir.
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ABSTRACT

The aim of the present study is to compare the vibrational characteristics of various sweeteners with different
sugars by using attenuated total reflectance-Fourier transform infrared (ATR-FTIR), near-infrared (NIR) and
Raman spectroscopy. For this purpose, ATR-FTIR, NIR and Raman spectra of several sugars and sweeteners
were recorded. The spectra of all samples were examined in detail for each technique. Then certain values of
sugars (sucrose, galactose, fructose, glucose) and sweeteners (saccharin, sucralose, neotame, acesulfame K and
rebaudioside A) were compared. Also, the spectra of binary, triple and quaternary mixtures of some sweeteners
and sugars were analyzed. The specific bands of each of the sugars and sweeteners were identified. The obtained
spectral information can be used as a reference to develop useful spectral methods for routine controls of
sweeteneers and sugars. Moreover, the methods will be helpful for the rapid identification of sweeteners and
sugars.

Keywords: Sweeteners, sugars, ATR-FTIR spectroscopy, NIR spectroscopy, Raman spectroscopy

BAZI TATLANDIRICI VE §EKERLERIN ZAYIFLATILMIS TOPLAM YANSIMA-
FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI (ATR-FTIR), YAKIN KIZILOTESI (NIR)
VE RAMAN SPEKTROSKOPISI ILE HIZLI TANIMLANMASI

oz

Bu calismanin amact, gesitli tatlandiricilarin farklt sekerler ile titresimsel 6zelliklerinin, zayiflatilmis toplam
yansima-Fourier déntsimli kizilétesi (ATR-FTIR), yakin kizilétesi (NIR) ve Raman spektroskopisi
yontemleri kullanilarak karsilastirilmasidir. Bu amagla; gesitli seker ve tatlandiricilarin ATR-FTIR, NIR ve
Raman spektrumlar kaydedilmistir. Ttim 6rneklerin spektrumlart her bir teknik icin detaylt olarak
incelenmis. Daha sonra sekerler (sakkaroz, galaktoz, fruktoz, glukoz) ve tatlandiricilar (sakarin, siikraloz,
neotam, asesiilfam K ve rebaudiozit A) icin belirli degerlerin karstlastirilmast yapilmigtir. Ayrica, bazt
tatlandiricilar ve sekerlerin ikili, tiglii ve dortli karistmlarinin spektrumlart analiz edilmistir. Her bir sekerin
ve tatlandiricinin spesifik bantlart belirlenmistir. Elde edilen spektral bilgi, tatlandiricilarin ve seketlerin
rutin kontrollerinde faydali spektral yontemlerin tretilmesi i¢in referans olarak kullanilabilir. Ayrica bu
maddelerin hizli bir sekilde tanimlanmasina da katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Tatlandiricilar, sekerler, ATR-FTIR spektroskopisi, NIR spektroskopisi, Raman
spektroskopisi
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Rapid identification of some sweeteners and sugars

INTRODUCTION

Sweetness in food is usually associated with
sucrose, which is the most widely consumed sugar
in the world. Because of many health problems
associated with ‘sugar’ consumption, sweeteners
are heavily used as sucrose substitutes in various
food and beverages. Sweeteners and sugar
alternatives in food technology include reduced
calorie bulk sweeteners (maltitol, sorbitol etc.) and
high intensity sweeteners (acesulfame K,
aspartame and neotame, saccharin, sucralose etc.)
(O'Donnell and Kearsley 2012). The permitted
limit of sweeteners in food and/or beverages
causes no safety problems. Nevertheless, it should
be noted that synthetic sweeteners like all other
purely synthetic food additives are xenobiotic
substances which are foreign substances to
humans. Therefore, the synthetic sweeteners are
recommended to be used only when there is no
alternative  (Pussa 2008). There are some
contradictory results in the literature regarding the
safety of the synthetic sweeteners (Feehley and
Nagler 2014; Mallikarjun and Sieburth 2015;
Soffritti et al. 2014), and also negative consumer
attitude towards them (Bearth et al. 2014). Hence,
there is a growing interest in natural sweeteners,
especially the natural high potency sweeteners.

Analysis and monitoring the content of
sweeteners in food and beverage products using
various methods (chromatographic,
electrophoretic, and mass spectrometric methods,
ete.) are also the subject of many studies in the
literature (Dacome et al. 2005; Pane et al. 2015;
Sakai et al. 2015). However, these current

methods require the usage of expensive
equipment, toxic chemicals and also long
preparation  steps. Hence, the analytical

techniques enabling fast, sensitive and reliable
discrimination, detection and analysis of
sweeteners and/or sugars for routine control is of
great importance. Spectroscopic techniques such
as  Fourier transform infrared  (FTIR)
spectroscopy, neat-infrared (NIR) and Raman
have been widely and successfully used for the
rapid and sensitive analysis and authentication of
food in recent years (Buyukgoz et al. 2015;
Lohumi et al. 2015). However, there are few
studies reporting the usage of spectroscopic

techniques for detection of sweeteners (Buyukgoz
et al. 2015; Jentzsch et al. 2016b; Peica 2009).

In literature, there are wvarious techniques
proposed for the analysis of sweeteners and
sugars. Analysis of acesulfame K has been
performed using capillary electrophoresis (CE),
capillary zone electrophoresis (CZE) and high-
performance liquid chromatography (HPLC)
(Bergamo et al. 2011; Fernandes et al. 2013;
Hannisdal 1992). Neotame has been analyzed
using CZE, HPLC and nuclear magnetic
resonance spectroscopy (Hu et al. 2013; Yang and
Chen 2010; Zell et al. 2000). Sucralose has been
detected using liquid chromatography/time-of-
flight mass spectrometry (LC/TOF-MS), high
performance anion-exchance chromatography
and CE (Ferrer and Thurman 2010; Hanko and
Rohrer 2004; Stroka et al. 2003). LC/TOF-MS,
CE, CZE and HPLC are also reported to be used
in determination of saccharin (Bergamo et al.
2011; Fernandes et al. 2013; Ferrer and Thurman
2010; Hannisdal 1992). Analysis of rebaudioside
A has been performed by using gas
chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) and  hydrogen/carbon, nuclear
magnetic resonance techniques (Dacome et al.
2005; Jentzsch et al. 2016b). Sugars (glucose,
fructose, galactose and sucrose) have been
analyzed by HPLC, GC, GC-MS, LC/MS
amperometric, CE, CZE techniques (Antiochia et
al. 2004; Banos et al. 2000; Bernardez et al. 2004;
Carvalho et al. 2003; Cheng et al. 2008; Hui et al.
2009; Kuhnle et al. 2008; Liu et al. 2006; Luo et
al. 2012; Periasamy et al. 2011; Rovio et al. 2008).
Nowadays, there is a growing interest in the usage
of spectroscopic methods for detection and/or
analysis of various sweeteners and sugars. In the
study of Peica (Peica 2009), surface-enhanced
Raman spectroscopy (SERS) was used for the
identification and characterization of aspartame.
Stability and solubility of it at various pH values
were also determined in their study. Buyukgoz et
al., (Buyukgoz et al. 2015) also used SERS with
silver nanoparticles for the quantification of
aspartame in soft drinks. Using characteristic
aspartame band of the SERS spectra, the amount
of aspartame in water was detected and
quantified. In a more recent study by Jentzsch et
al., (Jentzsch et al. 2016a), Raman spectroscopy
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was also used for the detection of adulteration of
stevia products with other sweeteners. In the
study of Shim et al., (Shim et al. 2008) ATR-FTIR
was used in the analysis of acesulfame K in diet
food. There are also some examples of use of
Raman or NIR spectroscopy in the analysis of
sugars such as sucrose and glucose (Ilaslan et al.
2014; Mabood et al. 2015; Silveira et al. 2009).

The aim of this study was to develop the spectra
of various sugars (sucrose, galactose, fructose,
glucose) and sweeteners (saccharin, sucralose,
neotame, acesulfame K and rebaudioside A) to
show the differences among them to be used in
generation of spectral methods and identify the
specific band assignments of sugars and
sweeteners in mixtures by using spectroscopic
methods which could make a significant
contribution to the rapid discrimination of
sweeteners and sugars, and their quantitative
analyses for routine control.

MATERIAL AND METHOD

Materials

The materials in this study were the widely used
sugars and sweeteners. Acesulfame K analytical
standard was provided from Supelco (Bellefonte,
PA, USA). Neotame and sucralose standards wete
supplied from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). High purity (99.5%) D(+)glucose, D(+)
galactose and D(—)fructose were provided from
Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sucrose
purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). All of the samples were kept in the
dark at room temperature until analyzed.

was

The binary, triple and quaternary mixtures of
various sweeteners and sugars were also prepared
gravimetrically in equal amounts. Accordingly,
rebaudioside A and neotame constituted the
binary mixture. Two different triple mixtures
were prepared, containing Acesulfame K,
neotame and sucralose as the first, and acesulfame
K, rebaudioside A and glucose as the second one.
Mixture of saccharin, glucose, galactose and
neotame were used as the quaternary mixture.
The mixture samples were also analyzed and
specific bands assignments were shown in ATR-
FTIR, NIR and Raman spectra.

ATR-FTIR, NIR and Raman spectroscopy
measurements

The ATR-FTIR spectra were measured using a
Thermo Nicolet iS50 FTIR (Thermo Fisher
Scientific Co., Waltham, MA) spectrometer
equipped with a single bounce diamond crystal
and a deuterated triglycine sulfate detector. The
sweetener powders were placed on the crystal and
thus the evanescent wave could be absorbed by
the powder. The ATR-FTIR spectra of sweetener
samples were determined to be in the range of
400-4000 cm™! with a resolution of 4 cm™'. Each
spectrum was collected from 32 scans in the
absorbance mode.

NIR analysis was carried out using a Thermo
Nicolet iS50 FTIR (Thermo Fisher Scientific Co.,
Waltham, MA) spectrometer with the smart
diffuse reflectance accessory which maximizes the
collection of diffusely scattered radiation, while
minimizing the specular effect, resulting in the
highest quality spectral result. The NIR spectra of
sweetener samples were determined in the range
of 4000-10000 cm~! with a resolution of 8 cm™1,
Each spectrum was collected from 32 scans in the
absorbance mode.

A DeltaNu Examiner Raman microscope
(DeltaNu Inc., Laramie, WY) was used with a 785
nm laser source, motorized microscope with a
stage sample holder and a CCD dedector. The
instrument parameters were as follows: 60 mW
laser power and 60 s acquisition time. The spectra
were obtained in the range of 200-2000 cm.
NuSpec™ spectra software was used for baseline
correction of all Raman spectra. All
measurements performed at room
temperature. Three measurements were averaged
to produce one spectrum for each ATR, NIR and
Raman measurements.

were

RESULTS AND DISCUSSION

ATR-FTIR characterization

ATR-FTIR spectra of samples were given in Fig.
1. The wavenumbers of the strongest bands were
also given in Table 1 (Silverstein et al. 1981). As it
can be seen from the Fig. 1, different
characteristic bands were observed for all
samples.
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Table 1. Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared (ATR-FTIR) bands of sweeteners and

sugars.
Compound ATR-FTIR bands (cm!)
Aeesulfame K 724(=C-H), 9406=CH), 1173(C-O, stCN), 1290(:tC-O, stC-N),
1589(stC=C)
699(3=C-H), 757(5=C-H), 1540(stC=C), 1690(stC=0), 1728(stC=0),
Neotame 2955(stO-H)
Sucralose 618(stC-Cl), 642(stC-Cl),  857(3=C-H), 890(3=C-H), 1001(stC-O),
" 1030(stC-O), 1092(stC-O), 3457(stO-H)
. 701(3=C-H), 757(5=C-H), 897(5=C-H), 1175(stC-O, stC-N), 1332(stC-N),
Saccharin _
1715(stC=0)
. 888(5=C-H), 988(3=C-H), 1035(stC-O), 1066(stC-O), 1728(stC=0),
Rebaudioside A 3356(st0-H)
Glucose 994(3=C-H), 1019(stC-O), 1107(stC-O), 1146(stC-O), 3255(stO-H)
781(3=C-H), 976(6=C-H), 1049(stC-O), 1147(stC-O), 3402(stO-H),
Fructose
3521 (stO-H)
Calnct 763(3=C-H), 835(6=C-H), 954(3=C-H), 1043(stC-O), 3125(stO-H),
alactose 3200(stO-H), 3382(stO-H)
Sucrose 907(5=C-H), 987(3=C-H), 1049(stC-O), 1115(stC-O), 3327 (stO-H)

d=deformation, st=stretching
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The strong intensity band of acesulfame K
observed at 1173 cm! was attributed to stretching
of C-O and C-N. Other significant bands with
medium located around 1290 and 1589 cm~! were
assigned to stretching of C-O and C-N and
stretching of C=C, respectively. The weak bands
located around 724 and 940 cm~! were assigned
as deformation of C-H units.

The strong band of neotame located at 699 cm'!
was attributed to deformation of C-H. Other
significant bands with medium intensity located
around 757, 1540, 1690 and 1728 cm™! were
assigned to deformation of C-H, stretching of
C=C, C=0 and C=0, respectively. The weak
band located at 2955 cm™! was assigned as
stretching of O-H.

The most intense band of sucralose located at
1092 cm™ was assigned as stretching of C-O.
Other significant bands with medium intensity
located around 618, 642, 857, 890, 1001 and 1030
cm~! were obtained. The bands observed at 618
and 642 cm~! were assigned as stretching of C-Cl.
The two bands observed at 857 and 890 cm~!
were assigned as deformation of C-H. The bands
located at 1001 and 1030 cm™! were both
attributed to C-O stretching. The weak band
located at 3457 cm~!was assigned as stretching of
O-H.

The sharp band of sacchatin observed at 701 cm™!
was associated to a C-H deformation. Other
bands with medium intensity located around
1175, 1332 and 1715 cm~! were found. The band
observed at 1175 cm~! was assigned as stretching
of C-O and C-N. Another medium intensity band
located at 1332 cm™! was associated to a C-N
stretching. The band located at 1715 cm™! was
attributed to stretching C=0. The weak bands
located at 757 and 897 cm™! were assigned as
deformation of C-H units.

The strong intensity bands of rebaudioside A
located at 1035 and 1066 cm™! were attributed to
stretching of C-O. The medium band of located
around 988 cm~! was assigned to deformation of
C-H. Other bands of with weak located around
888, 1728 and 3356 cm™' were assigned to

deformation of C-H, stretching of C=0O and
stretching of O-H, respectively.

The strong bands of glucose observed around 994
and 1019 cm~! were assigned to deformation of
C-H and stretching of C-O, respectively. The
medium intensity band located at 1107 cm~! was
attributed to stretching of C-O. The weak bands
located at 1146 and 3255 cm~! were associated to
stretching of C-O and O-H, respectively.

The most intense band of fructose observed at
1049 cm™! was attributed to stretching of C-O.
The medium bands located around 781 and 976
cm~! were both associated to C-H deformation
units. The weak bands located around 1147, 3402
and 3521 cm~! were obtained. The band observed
at 1147 cm~! was assigned to stretching of C-O.
The two bands observed at 3402 and 3521 cm™!
were attributed to stretching of O-H.

The sharp band of galactose located at 1043 cm™!
was assigned to stretching of C-O. Other
significant bands with medium intensity located
around 763, 835 and 954 cm~! were all associated
to deformation of C-H. The weak bands located
around 3125, 3200 and 3382 cm™! were all
assigned to stretching of O-H.

The strong intensity of sucrose band located at
987 cm~! was attributed to C-H deformation. The
medium bands located around 907 and 1049
cm~! were both assigned to C-H deformation.
The weak bands located around 1115 and 3327
cm~! were associated to stretching of C-O and O-
H, respectively.

NIR characterization

NIR spectroscopy gives information about the
overtones and combinations of fundamental
vibrations. High vibrational frequencies of
chemical bonds between light atoms, such as C-
H, O-H, and N-H, result in overtone and
combination bands which are detectable in region
of 780-2500 nm (Osborne et al. 1993).

NIR spectra of samples are given in Fig. 2. The
wavenumbers of the strongest bands are also
given in Table 2 (Goddu and Delker 1960; Kaye
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1954; Workman 2000). As it can be seen from Fig.
2, different characteristic bands were defined for

all samples.

Table 2. Near-infrared (NIR) bands of sweeteners and sugars.

Compound

NIR bands (cm™)

Acesulfame K

Neotame

Sucralose

Saccharin

Rebaudioside A

Glucose

Fructose

Galactose

Sucrose

4028(CH  combinations), 4321(CH, CHjs; combinations), 4380(CHj;
combinations), 4438(CH3 combinations), 5748(CH 1st overtone), 5883(CH, CH;
1st overtone combinations), 6071(CHj3 15t overtone).

4039(CH combinations), 4438(CH3 combinations), 5197(CONH,, RCO:R! 1+
overtone combinations), 6958(CH, ROH 2nd overtone combinations).

4046(CH combinations), 4413(CH:z combinations), 5766(CH, CH: 1st overtone),
5848(CH, CHx 1%t overtone combinations).

4130(CH combinations), 4427(CH3 combinations), 4680(RNH: combinations),
6040(CH3 15t overtone), 8889(CHs3 2nd overtone).

4290(CH, CH,, CH; combinations), 4830(ROH combinations), 5211(RCO2R!
1st overtone), 6983(CH, ROH 204 overtone).

4219(CH, CH: combinations), 4280(CH, CH: combinations), 4388(CH:
combinations), 8345(CH, CH; 2 overtone).

4038(CH combinations), 4799(ROH combinations), 5833(CH, CH> 13t overtone
combinations), 5944(CH, CH: 1t overtone combinations), 6831(ROH 2nd
overtone ), 7287(CHz 20 overtone), 8233(CH 27 overtone).

4035(CH  combinations), 4143(CH combinations), 4332 (CH, CH:
combinations), 4783(ROH combinations), 5774(CH: 1st overtone), 8360 (CH,
CH; 20 overtone combinations)

4313(CH, CH: combinations), 4821(ROH combinations), 5914(CH, CH» 1+
overtone combinations), 6960(CH, ROH 2rd overtone combinations).
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Fig. 2. Near-infrared (NIR) spectra of sweeteners and sugars.
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The strong band of acesulfame K located at 4028
cm! was attributed to CH combinations. Other
significant bands with medium intensity located
around 4321 and 4380 cm~! were obtained. The
band observed at 4321 cm™! was assigned to CH
and CH3s combinations. The band observed at
4380 cm~! was associated to CHz combinations.
The weak intensity bands around 4438, 5748,
5883 and 6071 cm~! were obtained. The bands
observed around 4438 and 5748 cm™! were
associated to CHs; and CH 1st overtone
combinations, respectively. The band observed at
5883 cm™' was assigned to CH and CHj3 1s
overtone combinations. The band located at 6071
cm~! was assigned to CH3 15t overtone.

The strong intensity bands of neotame observed
around 4039 and 4438 cm~! were attributed to
CH and CH; combinations, respectively. The
medium band located at 5197 cm~! was associated
to CONH; and RCO;R! 1st overtone
combinations. The weak band located at 6958
cm™! was assigned to CH and ROH 214 overtone
combinations.

The strong intensity band of sucralose observed
at 4413 cm~!was assigned to CH» combinations.
The medium intensity band located at 4046 cm™!
was attributed to CH combinations. The weak
bands located around 5766 and 5848 cm~! were
both assighed to CH and CH: 1st overtone
combinations.

The sharp intensity band of saccharin located at
4130 cm~! was associated to CH combinations.
Other significant bands with medium intensity
located around 4427, 4680 and 6040 cm~! were
attributed to CH3 RNHz and CHj3 1st overtone
combinations. The weak band located at 8889
cm~!was assigned to CHj; 2 overtone.

The strong intensity band of rebaudioside A
observed at 4290 cm~! was attributed to CH, CH»
and CHj; combinations. The medium bands
located around 4830 and 6983 cm~! were
obtained. The band observed at 4830 cm™! was
associated to ROH combinations. Another
medium intensity band observed at 6983 cm~!was
associated to CH and ROH 28d overtone

combinations. The weak intensity band located at
5211 cm~! was assigned to RCOR! 15t overtone.

The strong intensity bands of glucose located
around 4219, 4280 and 4388 cm~! were attributed
to CH and CH; combinations. The weak band
located at 8345 cm™! was associated to CH and
CH; 20d overtone combinations.

The strong bands of fructose located around 4799
and 6831 cm~! were assigned to ROH and ROH
2nd - overtone combinations, respectively. The
medium intensity bands located around 4038 and
5944 cm~! were obtained. The band observed at
4038 cm™! was associated to CH combinations.
Another medium intensity band observed at 5944
cm~! was associated to CH, CH; 1st overtone
combinations. The weak intensity bands located
around 5833, 7287 and 8233 cm~! were attributed
to CH, CH; 1st, CH; 2nd and CH 20d overtone
combinations.

The strong intensity bands of galactose observed
around 4035 and 4783 cm~! were associated to
CH and ROH combinations. The medium bands
located around 4143, 4332 and 5774 cm™! were
obtained. The band observed at 4143 cm™! was
assigned to CH combinations. The band located
at 4332 cm™' was assigned to CH, CH»
combinations. Another medium intensity band
observed at 5774 cm~! was assigned to CH 1+
overtone. The weak band located at 8360 cm™!
attributed to CH, CH.; 28d overtone
combinations.

was

The strong intensity bands of sucrose located
around 4821 and 6960 cm~! were obtained. The
band observed at 4821 was associated to ROH
combinations. Another strong band located at
6960 was associated to CH, ROH 214 overtone
combinations. The medium intensity located at
4313 cm™! was assigned to CH, CH:
combinations. The weak intensity located at 5914
cm~! was attributed to CH, CH; 1st overtone
combinations.

Raman characterization
Raman  spectroscopy  presents  detailed
information about molecular vibrations which
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depend on strength and types of chemical bonds bands were also given in Table 3 Anonymous,
(Zhu et al. 2011). Raman spectra of samples were 2018; Torres 2007). Fig. 3 shows the different
given in Fig. 3. The wavenumbers of the strongest ~ characteristic bands observed for the samples.

Table 3. Raman bands of sweeteners and sugars.

Compound Raman bands (cm™)
290(8C-Caipharic), 350(8C-Catiphatics SC-CHs), 396(3C-Catphase), 547(3C-C-O, 8C-
Acesulfame K CH%) 5 659 (UC‘Calicyclic,aliphatic) 5 747 (UC‘Calicyclic,aliphatic) .
263(8C-Caipharic), 509(8C-C-O, 8C-CHs), 620(0C-Caieeticatipharic), 759 (0C-
Neotame Calicyclic,aliphatic), 946 (UC‘O‘C, UC‘Calicyclic,aliphatic) 5 1003 (UC‘Ca]icyclic,aliphatic>, 101 8(UC‘
Ca]icyclic,aliphatic) 5 1207 <8C‘Hring, UC‘Calicyc]ic,a]iphﬂtic) .
353(8C-Caipharics 5C-O-C, 3C-C-Hs), 536(8C-C-O, 3C-CHs), 624(uC-CL, uC-
Sucralose Calicyclic,aliphatic), 664(UC‘C1, UC‘Calicyclic,aliphatic) P 71 O(UC‘CI, UC‘Calicyclic,aliphatic) 5 745(0(:‘
Cl, UC‘Calicyclic,alipbatic) 5 775(UC‘C1, UC‘Calicyclic,aliphatic) .
344(8C—Cahphmc), 384(8C—Cauphmc) 5 523(8C—C—O), 704(0C—Sauphmc, UC—
SaCChafin Calicyclic,aliphatic) 5 777 (8 C—H, UC_Saliphatic, UC—Calicyclic,aliphatic) 5 1018 (UC‘Calicyclic,aliphatic) 5
l 1 79 (SC‘Hring, UC‘Ca]icyclic,aliphatic) 5 1 59 5 (UC‘Calicyclic,aliphatic, UC = C) 5 1 69 8 (UC = C,
vbC=0).
. 355(8C-Caiphatic, 5C-O-C, 3C-CHs), 432(3C-C-0), 739(0C-Catiyeticatiphaic) 897 (0C-
Rebaudioside A Ca]icyclic,aliphatic, UC‘O_C), 1 l23(UC‘Calicyc]ic,aliphﬂtic) 5 1203 (SC‘Hring, UC‘Calicyclic,aliphatic) .
346(8C-Caipharic), 406(8C-Caipharic), 542(8C-C-O, 8C-CHs), 841 (,C-O-C, vC-
Glucose Ca]icyclic,aliphatic) 5 915 (UC‘O‘C, UC‘Ca]jcyc]ic,a]iphatic) 5 1 074(UC‘O‘Casym, vC-
Ca]icyclic,aliphatic), 1121 (UC‘O‘Casym, UC‘Calicyclic,a]iphatic) 5 1345 (SC‘Hring) .
421(8C-C-0), 525(8C-C-0), 594(3C-C-O), 627(C-Casieselicatiphari), $18(C-O-C,
Fructose VC-Cicyclicaliphatic), 872(VC-O-C, vC-Ciiicyclicaliphatic), 926 (VC-O-C, vbC-
Ca]icyclic,aliphatic), 978(UC‘Ca]icydic,aliphatic) 1081 (UC‘O‘Casym, UC‘Calicyc]jc,a]jphatic) .
358(8C-Caiphatic, 6C-O-C), 417(8C-Catiphatic), 532(86C-C-0), 660(0C-Cliicyclic,aliphatic),
Galactose 704(UC_Calicyc]ic,aliphatic), 830(UC—O—C, UC—CQ]iCyC]ic,a]iphmc) 5 889 (UC—O—C, vC-
Ca]icyclic,aliphatic) 5 1068 (UC‘O‘Casym, UC‘Ca]jcyclic,a]iphatic) 5 1248 (UC‘Cﬂ]jcyc]ic,aliphatic) .
402(8C—Caﬁphaﬁc), 525 (SC—C—O, 8C—CH3), 640 (UC—CaucycliC,aupth) 5 850(UC—O—C, uC-
SuCrOSC Ca]icyclic,aliphatic), 922 (UC_O_C, UC_Calicyc]ic,a]iphatic) 5 1 039 (SC‘Hring, UC‘Calicyclic,aliphatic) 5

1 124(UC‘O‘Casym, UC‘Calicyclic,aliphatic) .

d=deformation, v=vibration, t=torsion, st=stretching
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Fig. 3. Raman spectra of sweeteners and sugars.

The most intense bands of acesulfame K
observed around 547 and 659 cm-! were obtained.
The band located at 547 cm ! was assigned to
deformation of C-C-O and C-CHj;. The band
observed at 659 cm! was assigned to vibration of
C-Culieyclicaliphatic.  Other  significant bands with
medium intensity located around 290, 396 and
747 cm~! were attributed to deformation of C-
Caliphatic and vibration of C-Caicyclic aliphatic- The weak
band located at 350 cm™! was associated to
deformation of C-Caiiphaic.

The strong bands of neotame located around 759
and 1003 cm™! were assigned to vibration of C-
Calieyclicaliphaie.  Medium  intensity bands located
around 263, 509, 946 and 1018 cm™! were
obtained. The bands observed around 263 and
1018 cm~! were associated to deformation of C-
Catiphatic and vibration of C-Ciicyclicatiphatc. The band
located at 509 cm~! was attributed to deformation
of C-C-O and C-CHas. The band observed at 946
cm~! was attributed to vibration of C-O-C and C-
Calieyclicaliphatic. ' The weak intensity bands located
around 620 and 1207 cm™! were assigned to
vibration of C-Caiicyelicaliphaic and deformation of
C-Huing.

The strong intensity bands of sucralose located
around 624 and 775 cm™! were both associated to

vibration of C-Cl and C-Caeyclicaliphate. The
medium bands located around 353, 536, 664, 710
and 745 were obtained. The band observed at 353
cm~! was attributed to deformation of C-Caiphatic,
C-O-C and C-CHs. The band observed at 536
cm~! was assigned to deformation of C-C-O and
C-CHs. The bands located around 664, 710 and
745 cm~! were associated to vibration of C-Cl and
C-Calieyclic,aliphatic-

The strong intensity band of saccharin observed
at 704 cm™! was attributed to vibration of C-
Satiphatic a0d C-Caicyelicaliphatic. The medium intensity
bands located around 344, 384, 523, 1018 and
1179 cm™! were obtained. The two bands
observed around 344 and 384 cm~! were assigned
to deformation of C-Caiiphatc. The band located at
523 cm~! was assigned to deformation of C-C-O.
Another medium intensity band located at 1018
cm~! was associated to deformation of C-
Culieyclicaliphatic. The last medium intensity band
observed at 1179 cm™! was associated to
deformation of C-Hin, and vibration of C-
Calicydlicaliphaiic- 'The weak intensity bands located
around 777, 1595 and 1698 cm~! were obtained.
The band located at 777 cm~! was attributed to
vibrations of C-Saiphaic  and  C-Caiiyclicaliphatic-
Another weak band observed at 1595 cm~! was
assigned to vibration of C-Caieyclic,aliphatic and C=C.
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The band observed at 1698 cm™! was associated
to vibration of C=C and C=0.

The shatp band of rebaudioside A observed at
355 cm™' was attributed to deformation of C-
Caliphaiic, C-O-C and C-CHj;. Other significant
bands with medium intensity located around 432
and 739 cm™! were assigned to deformation of C-
C-O and vibration of C-Ciiieyclicaliphatic, t€Spectively.
The weak intensity bands located around 897,
1123 and 1203 cm~! were obtained. The band
observed at 897 cm™! was associated to vibration
of C-Ciicyclicaliphatic and C-O-C. The band located
at 1123 cm™! was associated to vibration of C-
Calicyclicaliphatic- The band located at 1203 cm™" was
attributed to deformation of C-Hiing and vibration
of C-Calicyclicaliphatic:

The strong intensity bands of glucose located
around 406 and 542 cm™! were assigned to
deformation  of  C-Cuphaic and — C-C-O,
respectively. The medium bands located around
841 and 915 cm™! were both associated to
vibration of C-O-C and C-Caicyclicaliphatic. T he weak
intensity bands located around 346, 1074, 1121
and 1345 cm™! were obtained. The band observed
at 346 cm~! was attributed to deformation of C-
Caliphatic. The bands located around 1074 and 1121
cm™! were both assigned to vibration of C-O-
Casym and C-Clicyclicaliphatic. The band observed at
1345 cm™! was assigned to deformation of C-
Hing.

The most intense bands of fructose located at 627
cm™! associated to vibration of C-
Caticyclicaliphatic.  Other  significant bands with
medium intensity located around 421, 525, 818
and 872 cm~! were obtained. The band observed
at 421 cm™! was attributed to deformation of C-
C-O. The band located at 525 cm™~! was attributed
to deformation of C-C-O and C-CHj. Another
medium intensity bands observed around 818 and
872 cm~!were both assigned to vibration of C-O-
C and C-Cilicyclicatiphatic: ' The weak intensity bands
located around 594, 926, 978 and 1081 cm~! were
obtained. The band observed at 594 cm~! was
associated to deformation of C-C-O. The band
located at 926 cm~! was associated to vibration of
C-O-C and C—Cancycnc,a]iphmc. Another weak band
located at 978 cm™! was attributed to vibration of

was

C-Culieyclicaliphatc. The band observed at 1081 cm™!
was assigned to vibration of C-O-Cyym and C-
Calicyclic,aliphatio

The sharp intensity band of galactose observed at
417 cm™! was attributed to deformation of C-
Culiphatic: The medium bands located around 660,
704, 830, 889 and 1068 cm~! were obtained. The
bands obsetrved around 660 and 704 cm~! were
both associated to vibration of C-Caicyclicaliphatic-
The bands located around 830 and 889 were both
associated to vibration of C-O-C and C-
Culieyclicaliphaic.  The band located at 1068 was
assigned to vibration of C-O-Cuym and C-
Calieyclicaliphatic. ' The weak intensity bands located
around 358, 532 and 1248 cm~! were obtained.
The band located at 358 cm~! was attributed to
deformation of C-Caiphaic and C-O-C. Another
weak intensity band observed at 532 cm™! was
assigned to deformation of C-C-O. The band
located at 1248 cm™! was assigned to vibration of
C-Calieyclic,aliphatic-

The strong bands of sucrose located around 402
and 850 cm~! were obtained. The band observed
at 402 cm~! was associated to deformation of C-
Caiphatic- Another strong intensity band located at
850 cm™! was associated to vibration of C-O-C
and C-Caicyclic,aliphatic. ' The medium intensity bands
located around 525 and 640 cm~! were obtained.
The band located at 525 cm~! was assigned to
deformation of C-C-O and C-CHj. Another
medium intensity band observed at 640 cm™! was
assigned to vibration of C-Caicyclic aliphatic. The weak
intensity bands were located around 922, 1039
and 1124 cm~! were obtained. The band located
at 922 cm™! was attributed to vibration of C-O-C
and C-Clicyelic,aliphatic. Another band observed at
1039 cm™! was attributed to deformation of C-
Hring and vibration of C‘Calicyclic,aliphatic. The band
observed at 1124 cm~! was associated to vibration
of C-O-Cagym and C-Clicyclic,aliphatic:

The usage of spectral data of various sweeteners
and sugars has great potential for the
development of novel, fast, reliable and low cost
methods for the simultaneous detection of these
sweeteners and sugars. The obtained spectra in
the present study could serve as reference for the
interpretation of spectral studies of various food
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and beverage products containing sugars and/or
sweeteners. In order to show the applicability of
these data, the analysis of binary, triple and
quaternary mixtures were also performed and
specific bands were identified. The spectra of the
binary mixture of rebaudioside A and neotame,
and specific bands assigned to ATR-FTIR, NIR
and Raman spectra were given in Fig. 4. The

a

graphs of two different triple mixtures
(acesulfame K, neotame and sucralose) and
(acesulfame K, rebaudioside A and glucose) were
given in Fig.5 and Fig. 6, respectively. In Fig. 7,
the graphs of the quaternary mixture of saccharin,
glucose, galactose and neotame and band
assighments were seen.
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Fig. 4. Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared (ATR-FTIR), near-infrared (NIR) and
Raman spectra of rebaudioside A and neotame mixture.
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Fig. 5. Attenuated total reflectance-Fourier transform infrared (ATR-FTIR) (a), near-infrared (NIR) (b)
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CONCLUSIONS

This study gives an overview of ATR-FTIR, NIR
and Raman spectra of sugars and sweeteners. The
spectral data of sugars and sweeteners were
generated and the differences among them were
shown. These data can be used as reference for
further spectral investigations in food analysis and
in development of spectral methods which can
make a significant contribution to the rapid
discrimination of sweeteners and sugars, and their
quantitative analyses for routine control. The
band assignments in ATR-FTIR, NIR and Raman
spectra of the gravimetrically mixed samples also
demonstrated that these spectra could be useful in
development of the methods of identification of

sweeteners  present together with  other
sweeteners or sugars.
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oz

Ikinci nesil biyoyakitlarin nemi her gegen giin artmaktadir. Yer fistig1 iilkemizde bol miktarda yetisen bir
tarim drdnddar. Lignoselilozik bir tarimsal atik olan yer fistgl kabugu ikinci nesil biyoyakit tiretiminde
biyokiitle olarak kullanilabilmektedir. Yapilan deneylerde, tiretilen biyoetanoli optimize etmek amactyla farklt
kabuk konsantrasyonlari, hidroliz kosullar, Accellerase 1500 enzim kullanimi, inkiibasyon kosullari,
inokiilasyon orant ve farklt azot kaynaklart denenmistir. Denemeler sonucunda, enzimatik hidrolizle %10
kabuk ve 1 g/L soya unu ile hazirlanan besiyetlerinde, 12 saatte, acrobik kosullarda ve maya optik yogunlugu
0.86 oldugunda etanol iiretiminin 2.24 g/I. oldugu belirlenmistir. Inokiilasyon orant ve inkiibasyon siiresi
arttiginda maya gelisimi ODyoo: 6.0’a kadar ytkselmis ancak etanol Gretimi diismistiir.

Anahtar kelimeler: Yer fistig1 kabugu, biyoetanol, yenilenebilir enerji, biyokiitle.

BIOETHANOL PRODUCTION FROM PEANUT SHELL
ABSTRACT

The importance of second generation biofuels is increasing day by day. Peanut is an agricultural
product that is abundantly produced in Turkey. Peanut shell which is a lignocellulosic agricultural
biomass may be used to produce biofuel. In experiments to optimise bioethanol production, different
shell loading concentrations, pretreatment conditions, the usage of Accellerase 1500 enzyme,
incubation conditions, inoculation ratios and different nitrogen source were studied. In the media
preparing with peanut shell sugar, obtaining after enzymatic hydrolysis, the bioethanol concentration
and yeast growth was obtained as 2.24 g/L and 0.86 (ODy) in the presence of 10% shell loading
and 1 g/L soy flour at the end of 12 hours incubation time in aerobic conditions. Higher yeast
growth such as 6.0 (ODyeo0), lower bioethanol production were obtained when the inoculation ratio
and incubation times were increased.

Keywords: Peanut shell, bioethanol, renewable energy, biomass.
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GIRIS
Fosil yakitlarin tikenmeye baglamast ve artan
karbon emisyonu biyoetanole olan ilgiyi

arttrmustir (Martin ve Thomsen, 2007). Amerika
Bitlesik Devletleri basta olmak Uzere bircok
tlkede, etanol-yakit  karisgimlart  araglarda
kullanilmaktadir. Karbon emisyonunu azaltmak
amactyla tGlkemizin de imzaladigt Kyoto
Protokolu geregince tilkemizde de benzin-etanol
karisimi  kullaniminin - 6nd acilmustir.  Enerji
Piyasast Diizenleme Kurumu (EPDK) tarafindan
07.07.2012 tarih ve 28346 sayili Resmi Gazetede
yayimlanan tebligi uyarinca 01.01.2014 tarihinden
itibaren benzinlere en az %3 (v/v) oraninda yerli
tarim urinlerinden Uretilmis etanoliin
harmanlanmis olmast zorunlu kilinmistir.

Diinyanin biyoetanol tretimindeki en biyik iki
ismi olan Amerika Birlesik Devletleri ve
Brezilya’da etanol tretmek icin kullanilan temel
kaynaklar sitkroz ve misir nisastasidir (Rouhollah
vd., 2007; Soccol vd., 2010). Birincil nesil olarak
adlandirilan  bu  biyoyakitlarin  en  biyik
dezavantajlart  yiyeceklerle olan rekabetleridir.
Artan dinya ntfusunun gida kaynaklarina olan
talebi arttirmasi, ikincil nesil biyoyakitlar olarak
adlandirilan  lignoselilozik  tarimsal — atiklarin
biyoetanol eldesinde kullanimini cazip hale
getirmistir (Sarkar vd., 2012; Zabed vd., 2017).

Ikinci nesil biyoyakitlar ve 6zellikle lignoseliilozik
biyoetanol tretimi, fosil yakitlardan tiretilen
kaynaklarin yerine gecebilecek potansiyele sahip
olduklarindan  ilgi  gérmektedirler  (Aguilar-
Reynosa vd., 2017). Biyoetanolin yenilenebilir ve
sturdirtlebilir olmast, depolamasinin kolay olmast,
yuksek oksijen icerigi ve yliksek oktan numarast
sebebiyle konvansiyonel yakitlara karst Gstinligi
vardir (Putra vd., 2015). Yer fisugi kabugu gibi
lignoseliilozik biyokiitleler, biyoetanol tretiminde
kullanilabilmektedir.

Her yil diinya genelinde yaklasik 200 milyar ton
saman, kabuk ve kiispe gibi lignoseliilozik tarimsal
attk aciga c¢tkmaktadir (Tuck vd., 2012). Bu
tarimsal atiklar ylksek miktarda lignoseltilozik
materyal (seliiloz, hemiseliloz ve lignin), dusiik
miktarda ham protein, ki, yapisal olmayan
karbonhidratlar ~ ve  sekonder  metabolitler

icermektedir (Naz vd., 2017). Fistik kabugu cok
bol bulunan bir tarimsal atiktir. Birlesmis milletler
gida ve tarim 6rgltl’ nlin raporuna gore, dinya
genelinde yer fistig1 Uretimi 46 milyon tondur. Yer
fisugiin - agurhiginin %20°  sini kabugu
olusturmaktadir ki bu 9.2 milyon ton yapmaktadir
(Carneiro vd., 2017).

Yer fisugt kabugu %37.1 seliloz, %33.4
hemiseliloz ve %15 lignin (Polachini vd., 2010)
icermektedir (Demirbas, 1999). Yer fistig1 kabugu
gibi lignoseliilozik materyallerden  biyoyakit
Uretiminde fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve
biyolojik 6n islemlerle, biyokiitlenin kompleks
yapist parcalanarak seliiloz ve hemiseliloz agiga
ctkarilmaktadir. Kullanilacak hammaddenin yapist
dikkate alinarak secilen 6n islemlerde, dusiik
enerjinin harcanacagy, diisiik inhibitér maddelerin
olusacagl ve yiksek basit sekerlerin olusacagt
yontem tercih edilmektedir (Sun ve Cheng, 2002)

Lignoselillozik materyalin yapisinda bulunan
lignin bazi durumlarda istenen bazi durumlar da
ise istenmeyen bir bilesendir. Lignoselilozik
materyal termokimyasal yontemler kullanilarak
enerjiye doénlsimi saglandiginda lignin aciga
ctkan enetji miktarini artirmaktadir.
Fermantasyon ile enerji donisiminde ise,
ligninin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin
inhibisyon etkisi nedeniyle a¢iga ¢tkan enetjinin
miktarinda azalma olmaktadir (Frei, 2013).

Bu calismada ilkemizde birer attk olan ve
dogrudan yakilmak suretiyle enerji kaynag: olarak
kullanilan yer fistig1 kabugunun ikinci nesil
biyoyakit ~ iretiminde biyokiitle olarak
kullanilabilirligi ve verimi aragtirdmistur. Bu
amagcla fermantasyon ortamt icin uygun kabuk
miktart, uygun hidroliz hidroliz  sicaklhiklari,
Accellerase 1500 enzim kullanimi, inkibasyon
kosullari, inokiilasyon orani, azot kaynagt olarak
farkli miktarlarda soya unu ve amonyum silfat
denenmistir. Yer fistig1 kabugu ile farklt calismalar
olmasina ragmen, soya ununun azot kaynagi
olarak kullanildig1, enzimatik hidroliz asamasinda
Accellerase 1500 enziminin kullanildigt  ve
fermantasyonun oda sicakliginda gerceklestiril-
mesi acgisindan diger calismalardan ayrimaktadir.
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MATERYAL VE YONTEM
Yer fistigi kabugu Adana/Cukurova’da bulunan
Erdogan Kuruyemis’ten temin edilmistir. Yer
fist1g1 kabugu 0.097 um por ¢apinda APEX-MILL
le ogutilmistiir ve O6glitme isleminin ardindan
60°C’de 24 saat kurutulmustut.

Mikroorganizmanin Hazirlanmas:
Denemelerde  Ankara  Universitesi  Biyoloji
Bolumi Biyoteknoloji  Arastirma Laboratuvari
kiltir  koleksiyonunda bulunan  Saccharomyces
cerevisiae  kullanilmistir. Potato Dextrose Agar
(PDA; Merck) besiyerinde +4°C’de saklanan
maya kiiltird, 100 mLlik erlendeki 20 mL. Yeast
Peptone Glucose (YPG) besiyerine 6ze ile ekilmis
ve 24+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakdmistir.
Inkiibasyon sonrast ii¢ kez yeni YPG besiyerlerine
%1 oraninda cekim yapilarak  deneylerde
kullanilacak aktif maya kiltiri elde edilmisgtir.

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan  kabuk,
distile su ve %1 (v/v) oraninda derisik stlftrik asit
(Sigma-Aldrich; %095-98 HoSOs) ile kargtirilarak
121°C’de 15 dakika otoklavlanmigtir. Oda
sicakligina kadar sogutulan karisim filtre kagid
(Whatman No:1) ile siiziilmistir. Elde edilen
stizintinin pH’st  kalsiyjum  oksit  (CaO)
kullanilarak 10’a ayarlanmis ve oda sicakliginda 24
saat bekletilmistir. Olusan kat1 partikillerin filtre
kagids ile uzaklagtirilmasiyla elde edilen stziinti,
derisik HoSO4 kullanilarak pH 5’ ayarlanmis,
121°C’de 15 dakika otoklavlanmis ve deneylerde
besiyerleri olarak kullanilmustir.

Besiyerleri steril 100 mlIlik erlenlere 20 mL
(aerobik) ve 12 mI’lik vidall kapakli tipleri
dolduracak sekilde (anaerobik) steril kosullarda
aktarilmistir. Ug kez aktiflestirilmis mayali YPG
besiyerinden %!1 oraninda hazirlanan
besiyetlerine ekim  yapimis ve set Ustd
calkalayicida (GFL 3005, Almanya) 100 rpm’de
2412°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Kabuk konsantrasyonu ve oksijenin etkisi
Denemelerde %2.5, %5 ve %10 (w/v) kabuk
olacak sekilde distile su ile hazirlanan besiyerleri

aerobik kosullarda erlenlerde ve anaerobik
kosullarda vidal kapakl tiiplerde gelistirilmistir.

Sicakligin hidroliz ortamina etkisi

Kabuk orant %10 (w/v) olacak sekilde hazitlanan
¢ besiyetleti sirastyla 24°C’de, 90°C’de ve 121°C
1.5 atm basingta her biri 15 dakika siireyle
hidrolize birakilmistir. Hidroliz sonrasi elde edilen
stizintl, CaO ile muamele edilmis, pH1 5%
ayarlanmig, otoklavlanmis ve etlenlerde aerobik
sartlarda yapilan deneylerde kullandmistir.

Soya ununun etkisi

Erlenlerde aerobik sartlarda yapilan denemelerde,
%10 (w/v) kabuk iceren besiyetleri, 1 ve 5 g/L
soya unu (Dogalsan Marka) icerecek sekilde
hazirlanarak kullanidmistir.

Enzim uygulamasi ve farkli azot
kaynaklarinin etkisi

Distile su, %10 (w/v) kabuk ve %1 (v/v) oraninda
derisik HaSOy4 karistirilarak 121°C’de 15 dakika
otoklavlanmistir. Otoklav sonrast elde edilen
karisimin pH’t steril kosullarda NaOH ile 5
ayarlanmugtir. Karisima Accellerase 1500 enzimi
(%4 v/v) eklenerek 50°C’de 72 saat bekletilmistir.
Enzim uygulamast sonrast karisimlar steril
kosullarda steril filtre kagitlar ile stiziilmiis ve elde
edilen stziintiler besiyeri olarak deneylerde
kullantlmistir. Azot kaynaklarinin etkisini izlemek
amaciyla besiyetlerine 1 g/L amonyum silfat (
(NH4)2S04), 0.5 ¢/L, 1 g/L, 2 g/L soya unu ilave
edilmigtir. Deneyler erlenlerde aerobik sartlarda
gerceklestirilmistir.

Enzim uygulamasinda inkiibasyon siiresi ve
inokiilasyon oraninin etkisi

Besiyetleri 1 g/L soya unu ile hazirlanmas, %1 ve
%10 oraninda inokiilasyon yapilarak aerobik
sartlarda erlenlerde 6, 12 ve 24 saat stre ile inktibe
edilmistir.

Analiz Yontemleri

Aragtirmada denenen her bir parametre i¢in optik
yogunluk (OD) ve seker analizi fotometrik olarak
(Shimadzu UV 12001 V), etanol tayini ise gaz
kromotografisi ile (Shimadzu 2010, restek kolon
rtx-wax 60m 0.25 mm i¢ cap) yapimustir. Gaz
kromotografisi  calisma  kosullar1  yapilan
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optimizasyon sonucu; enjeksiyon portu sicakligt
140°C, dedektor sicakligt 160°C, baslangi¢ kolon
sicakligt 50°C ve 19 dakika icerisinde150°C” ye
yukseltilmistir, kolon basinct 200kPa, kolon akis
hiz1 1.86 mL/dk, toplam akis hiz1 190.4 mL/dk ve
tastyict gaz olarak nitrojen kullanilmistir (Takeda
vd., 2011; Wistara vd., 2010).

Fermantasyon ortamlarindan alinan Srnekler (2
mL), 5000 rpm’de 10 dakika stre ile santriftj
edilmistir. Elde edilen stiipernatant seker ve alkol
analizi i¢in, pelet ise OD tayininde kullandmistir.

Optik Y ogunluk tayini

Iki kez distile su ile yikanan peletlerin 600 nm
dalga boyundaki optik yogunluklari distile suya
karsi okunmustur.

Etanol tayini

Optik  yogunluk  analizinde  hazirlanan
stipernatantlar 0.45um por gapina sahip Millipore
filtrelerden  stziildikten  sonra  Hamilton

Enjektori  yardimiyla 1 pL
kromatografisinde analiz edilmistir.

0.96
%2.5

alinarak  gaz

250
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=
= %‘ 150
¥
A
o
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Toplam indirgen seker tayini

Aragtirma boyunca denenen her bir parametrenin
scker analizi Miller' m (1959) 6nerdigi 3,5-
Dinitrosalicylic acid (DNS) yéntemi ile
yaptlmistir. Ornekler 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Sl¢tim yapilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Kabuk konsantrasyonunun etkisi

Biyoetanol  tretiminde  kullamilacak  uygun
besiyerinin belirlenmesi amaciyla, %2.5, %5 ve
%10  olmak  tzere U¢  farkli  kabuk
konsantrasyonunda  besiyerleri  hazirlanmistir.
Denemelerde otoklav sonrast olusan furan

bilesiklerinin giderilmesi icin CaO kullanilmistir.
Hazirlanan besiyerlerinde  aktiflestirilmis maya
kultitrleri 100 mIlik etlenlerde aerobik kosullarda
ve 12 mIlik vidali kapakli tiplerde anaerobik
kosullarda 24 saatlik stre ile gelistirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda maya optik
yogunluklart  Slcilip  sonuglar  Sekil  1’de
gOsterilmigtir.

%5.0 %10.0

Kabuk Miktar1

B Aerob/ Aerobe

Shell Amount

B Anaerob/ Anaerobe

Sekil 1. Farklt kabuk konsantrasyonlarinin ve aerobik- anaerobik sartlarin maya gelisimine etkisi
Figure 1. Effect of different amount of shell and aerobic-anaerobic conditions on yeast growth
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Yapilan denemelerde artan kabuk
konsantrasyonlarinin  maya gelisimini olumlu
yonde etkiledigi ve en yiksek maya gelisimine
%10 fisttkk kabugu iceren besiyerlerinde ulagildigt
gOrilmustir. Kullanilan tim kabuk
konsantrasyonlarinda aerobik ve anaerobik
kosullarin maya gelisiminde belirgin bir farklilik
olusturmadigi saptanmistir. Denenen en yiiksek
kabuk konsantrasyonu olan %10 kabuk igeren
besiyerinde ise her iki kosulda da 1.9 olarak ayni
maya gelisiminin oldugu bulunmustur. Uygulama
kolayligt ve endistriye uyumunun daha kolay
olmast nedeniyle sonraki deneylerde aerobik
sartlar ve %10 fisttk kabugu kullanilmustur.

Misir ve patates kabugu kullanilarak yapilan bir
calismada, arastirmacilar besiyeri hazirlarken %5
(w/v), %10 (w/v) ve %15 (w/v) olmak tzere lg
farkli substrat yogunlugu deneyerek etanol iiretimi
icin en uygun konsantrasyonu arastirmislardir.
Yapilan ¢alismada arastirmacilar en yiiksek etanol
verimine %10 (w/v) substrat konsantrasyonunda
ulagsmuslardir (Meenakshi ve Kumaresan, 2014).

Sicakligin hidroliz ortamina etkisi
Lignoselilozik materyalden biyoetanol iretirken
en 6nemli basamak hidroliz kosullarinin optimize
edilmesidir  (Gu vd., 2013). Soya fasiilyesi
atgindan biyoetanol ftretilen bir calismada
arastirmacilar biyokitleyi otoklavda 121°C* de 20
dakika hidrolize birakmuslardir (Choi vd., 2015).
Halofilik mikroalglerle yapilan calismada farkli
hidroliz kosullart denenmis ve en yitksek etanol
verimine %1 (v/v) derisik HoSO4 ve 121°C* de 15
dk hidroliz edilerek ulagilmigtir. Yine ayni
calismada %0.5 (v/v), %1 (v/v) ve %2 (v/v)
derisik silfirik asit denenmis ve en yiiksek etanol
uretimine %1 (v/v) sulfirik asit degerinde
ulasilmistir (Karatay vd., 2016).

Maya gelisimine hidroliz sicakliginin etkisinin
arastirlldigt  denemelerde, %10 fisttk kabugu
iceren besiyerleri sirastyla oda  sicakliginda
(24£2°C), 90°C’de ve 121°C 1.5 atm basinch
otoklav ortaminda hidrolize birakidmis ve siire
sonunda CaO ile muamele edilerek furan
bilesikleri  besiyerlerinden  uzaklastirilmistir.
Sonuglar Cizelge 1’de gOsterilmistir. Yapilan
denemelerde  en  yiksek  maya  optik
yogunluklarina 90°C’de ve 121°C 1.5 atm basinch

otoklav ortaminda ulasilmis olup bu degerler
sirastyla 1.8 ve 1.9 olarak olcilmustir. Daha
sonraki denemelerde hidroliz icin otoklav
kosullari tercih edilmistir.

Cizelge 1. Farkli hidroliz sicakliklart ve maya
optik yogunluklarina etkileri.
Table 1. Effect of different hydrolysis temperatures on
yeast absorbance

Kosullar Optik Yogunluk
Conditions Optical Density
24°C 0.5
90°C 1.8
121°C + 1.5 atm 1.9

Soya ununun maya gelisimine etkisi

Soya maya  gelisimine etkisinin
aragtirilmasi amactyla, hazirlanan besiyerlerine 1
g/L ve 5 g/L soya unu ilave edilmis ve soya unu
icermeyen kontrol grubuyla birlikte aerobik
sartlarda 24 saat inkibasyona birakidmistir.
Inkiibasyon sonucu besiyerlerindeki maya optik
yogunluklar Cizelge 2’de gosterilmistir.

ununun

Cizelge 2. Farkt miktarlardaki soya ununun maya
gelisimine etkisi
Table 2. Effect of different amounts soy flours on yeast

growth
Soya Unu (g/L) Optik Yogunluk
Saoy Floun (g/1) Optical Density
Kontrol/ Control 1.9
1 2.1
5 1.9

Yapilan denemeler sonucunda besi ortamina ilave
edilen 1 g/L soya ununun maya gelisimini olumlu
yonde etkileyerek maya optik yogunluklarint
1.9°dan 2.1%e yiikselttigi saptanmistir. Besiyerine
ilave edilen 5 g/L soya ununun ise maya gelisimi
tzerinde herhangi bir etki gOstermedigi
bulunmustur. Deneylerin bu asamasinda fistik
kabugu kullanilarak en yitksek maya gelisimi olan
2.1 optik yogunluguna 1 g/L soya unu iceren %10
kabuklu besiyerinde ulasildigt gbrilmistir.
Enzim  uygulamasi ve  diger azot
kaynaklarinin maya gelisimine etkisi

Accellerase 1500 yiiksek B-glukozidaz ve seliilaz
aktivitesi sayesinde seltilozu parcalayarak onlart 6
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karbonlu sekerlere donistirir. Bu déniisim orant
%98’ e kadar cikabilmektedir (Dadi vd., 2000;
Saha ve Cotta, 20006). Déntisiim verimini etkileyen
en 6nemli parametre ortamda bulunan seltiilozdur
(Wang vd., 2011). Seker kamust kispesinden
samana, kati atiklardan musir kocanina kadar
bircok farkli lignoseliilozik materyalin hidrolizi
icin kullaniabilir. Leitner ve Lindorfer (2016)
samant Accellerase 1500 ile 50°C’de 72 saat
inkiibasyona birakmistir.

Fermantasyon = ortamina  maya  gelisimini
desteklemesi  acisindan  amonyum  siilfat,
magnezyum stlfat, potasyum fosfat ve soya unu
gibi katkilar ilave edilebilmektedir (Tuncay, 1999;
Cho vd., 2011; Dussan vd., 2014; Trigueros vd.,
2016). Azot ile yapilan ¢alismalarda, azotun
Saccharomyces  cerevisiae’ nin  gelisimine, Uretilen
etanol miktarina ve kalitesine son derece olumlu
bir etki yarattig gosterilmistir (Garcia-Rios vd.,
2014; Bely vd., 1990).

Maya gelisimini arttirmak amaciyla planlanan bu
caligmalarda, derisik H>SO4 hidrolizi sonrast
Accellerase 1500 ile sakkarifikasyon evresi
tamamlandiktan  sonra  besiyetlerine  farklt
miktatlarda soya unu ve 1 g/L (NH4)2SO4
eklenerek aerobik sartlarda erlenlerde maya
gelisimi 24 saat siire ile izlenmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda Slciilen maya optik yogunluklari
Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. Farkli soya unu (SU) konsantrasyonlart

ve amonyum sillfatin (AS) maya gelisimine etkisi

Table 3. Effect of different amounts soy flours (SE) and
anmoninm sulphate (AS) on yeast growth

Azot Kaynagi (g/L) Optik Yogunluk
Nitrogen Sonrces (g/L) Optical Density
Kontrol/ Control 4.19
1 A.S. 3.88
0.5 S.U./S.F. 4.55
1S.U./S.F. 4.85
28.U./SF. 4.85

Enzim kullanilarak yapilan bu denemelerde
kontrol olan sadece kabuk iceren besiyetlerinde
maya gelisimi 4.19 olarak Sl¢tlmiistiir. Bu degerin
onceki  denemelerde 1.9  olmasi, enzim

uygulamasinin maya gelisimini yaklastk iki kat
daha fazla etkiledigini g&stermektedir.

Daha o6nceki denemelerde soya ununun maya
gelisimine olumlu katkist gosterilmigtir. Enzim
uygulanan bu deneyde de soya ununun farkli
konsantrasyonlart  denenerek maya  gelisimi
arturilmak istenmistir. Yapilan deneylerde 0.5
g/L, 1 g/L ve 2 g/L olmak uzere tg farkli soya
unu konsantrasyonu ve ayrica 1 g/L (NH4)2SO4
iceren  besiyetleri  kullanilmigtir.  Denemeler
sonucu maya gelisiminin en yiksek oldugu soya
unu konsantrasyonu 1 g/L olarak belitlenmistir.
Bu konsantrasyonda maya gelisimi kontrolden
biraz daha artarak 4.85 olarak Sl¢tilmustir. Soya
ununun maya gelisimine olumlu etkisi 2 g/L’ye
kadar devam etmekle birlikte, 1 g/L ve 2 g/L
konsantrasyonlar: arasinda belirgin bir farklilik
gbzlenmemistir.

Besiyerine ilave edilen (NH4)2SO41in  maya
gelisimine olumlu bir katk: saglamadigi gérilmis
ve sonraki deneylerde 1 g/L soya unu igeren
besiyerleri kullanilmistir.

Enzim uygulamasinda inkiibasyon siiresi ve
inokiilasyon oraninin etkisi

Enzimle hazitlanan besiyetlerine 1 g/L soya unu
eklenip %1 ve %10 oraninda ekim yapilarak 6, 12
ve 24 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. Deney
aerobik sartlarda erlenlerde gerceklestirilmistir.
Deney sonuglart Sekil 2 a ve b ve Cizelge 4’de
gOsterilmistir.

Uygulanan %1 inokilasyon sonucunda ilk 6.
saatte maya optik yogunlugu 0.48 etanol miktart
ise 0.81 g/L olarak Olgiilmistiir. Inkiibasyon
stresi 12. saate ulastiginda maya optik yogunlugu
0.48°den 0.86’a yukselmis etanol miktart ise
0.88’den 2.24 g/I. dizeyine yukselmistir.
Inkiibasyon siiresi 24. saate ulagtiginda maya optik
yogunlugu 4.85’ ulasmis ve etanol miktart da 1.60
g/L olarak Olcilmustir. Denemeler sonucu en
yiksek etanol verimine inokiilasyon orant %l

olan besiyerinde 12. saatte ulasildigt gérulmuistir
(Sekil 2 a).
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Sekil 2a. %1 inokiilasyon oraninin saatlik maya optik yogunluk ve etanol degetleri.
b. %10 inokiilasyon oraninin saatlik maya optik yogunluk ve etanol degerleri
Figure 2a. Yeast optical density and ethanol values under 1% inoculation.

b. Yeast optical density and ethanol values under 10% inoculation
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Cizelge 4. Farkli inokiilasyon oranlarinda inkiibasyon siiresi boyunca kullanilan seker yiizdeleri
Table 4. Different inoculation rates and consumed sugar percentages during the incubation

Saatler %1 Inokiilasyon %10 Inokiilasyon
Hours 1% Inoculation 10% Inoculation
6 25% 66.60%
12 66.60% 66.60%
24 75% 76%
Inokiilasyon orant %1’den %10%a arttirildiginda 6, SONUCLAR

12 ve 24. saatlerde maya optik yogunluklari
sirastyla 1.78, 2.48 ve 5.76 olarak oOlcilmistiir.
Buna bagli olarak etanol miktarinin 6. saatte 1.68
g/L, 12. saatte 1.97 g/L ve 24. saatte ise 1.13 g/L
oldugu  bulunmustur.  Denemelerde %l
inokiilasyondan farklt olarak 6. ve 12. saatlerde
yiksek etanol dretiminin oldugu géralmistir.
Sonuglar Sekil 2 b’de gosterilmistir. Her iki

inokiilasyon  oraninda da maya  gelisimi
inkiibasyon stresiyle dogru orantii olarak
artmustir. En  yiksek etanol verimine %1

inokulasyonda 12. saatte, 0.86 optik yogunlukta,
2.24 g/L olarak, %10 inokilasyonda ise 6. ve 12.
saatlerde ulasildig1 g6rilmistiir.

Deneylerde kullanilan mayanin primer metabolit
olan etanoli  logaritmik evresinin
baslangicinda oldugunda yiiksek oranda irettigi,
artan inktUbasyon siliresinin maya gelisimini
arttirdigt ancak etanol miktarint diistirdiigt ortaya
cikmustir.

ureme

Cizelge 4’de farkh inokilasyon oranlarinda
inkiibasyon stresi boyunca kullanian seker
yuzdeleri verilmistir. En yiksek etanol tiretiminin
goruldigi %1 inokulasyon oraninda 12. saatte
maya yogunlugu birin altinda oldugunda
besiyerindeki  sekerin = %066’s1  kullanilmistir.
Denemelerde birden yiiksek optik yogunluk
degerlerinde mayanin besiyerindeki sekerin en
fazla %10’unu kullandigt ve maksimum kullanilan
seker yluzdesinin %76’ya ulastigr gériilmistiir. Bu
sonugclar hazirlanan besiyerinde maya tarafindan
kullantlamayan %25 oraninda seker benzeri
maddenin  oldugunu  gostermektedir.  Seker
analizinde kullanilan DNS y6ntemi ile mayanin
kullanmadig1 sekerler de dl¢tlmiistiir.

Yapilan ¢alisgmada, her yil dinyada ve tilkemizde
bol miktarda agiga ¢ikan yer fistigr kabugunun
biyoetanol dretim kapasitesi arastirilmis ve stre¢
optimize edilmeye c¢alisimistir. Bu kapsamda

hazirlanan  besiyerindeki ~ uygun  kabuk
konsantrasyonlart,  uygun  azot  miktari,
fermantasyon stresi ve inokiilasyon orani

aragtirtlmustir. Calismada kullantlan Saccharomyces
cerevisiae’nin gelisebilmesi icin gerekli altt karbonlu
sekerler, ham madde olarak secilen lignoseltlozik
atiklardaki seliloz ve hemiselilozun
dontisiminden  elde  edilmistit.  Calismada
kullanilan Accellerase 1500 ile aciga ctkan basit
seker miktar1 arttridmistir ve buna paralel olarak
tretilen etanol miktart da artmistir.  Saccharomyces
cerevisiae’nin gelisimi ve etanol verimi i¢in oldukea
o6nemli bir yere sahip olan azot, soya unu gibi
eldesi kolay bir maddeden saglanmis ve amonyum
stlfat ile karsilastirildiginda daha ucuz ve etkili
oldugu gbrilmustiir.

Yapilan calisma, Accellerase 1500  enzim
uygulamast ve fermantasyonun oda sicakliginda
gerceklesmesi  bakimindan ik olma  &zelligi
tastmaktadir. Azot kaynagi olarak ortama ilave
edilen soya unu, mikroorganizma gelisimi ve
etanol Uretimine olumlu katkida bulunmustur.
Béylece 12 saat gibi kisa bir stirede fistitk kabugu
ile hazirlanan besiyerinden %61.7’lik verimle 2.24
g/L etanol tretimi saglanmistir. Distik maliyetle
hazirlanan fisuk kabugu besiyeri, biyoetanol
tretiminde umut vericidir.
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Bu ¢alismanin amaci, Aydin’da satilan ¢esitli meyve ve sebzelerde kadmiyum (Cd), kobalt (Co), bakir (Cu),
krom (Cr), demir (Fe), kursun (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve ¢inko (Zn) derisimini degerlendirmektir. Bu
eser elementler indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometrisi ICP OES) ile tayin edildi. Incelenen
elementlerin derisim araligi, kadmiyum, kobalt, bakir, krom, demir, kursun, mangan, nikel ve ¢inko icin
strastyla 0-0.27 pg/g, 0-0.40 pg/g, 3.23-25.05 pg/g, 0-0.33 pg/g, 7.35-554.86 pg/g, 0-2.19 ng/g, 0-58.34
ug/g, 1.03-16.84 ng/g, 4.02-48.55 pug/’dir. Metodun dogrulugu standart referans madde (liyofilize edilmis
esmer ekmek-BCR 191) kullanilarak tayin edildi. Bulunan degerler sertifikali referans degerler ile uyumludur.
Anahtar kelimeler: Eser element, sebze, meyve, ICP OES.

DETERMINATION OF TRACE ELEMENT CONCENTRATIONS OF
VEGETABLES AND FRUITS CONSUMED IN AYDIN PROVINCE

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the concentration of cadmium (Cd), cobalt (Co), copper (Cu),
chromium (Cr), iron (Fe), lead (Pb), manganese (Mn), nickel (Ni) and zinc (Zn) in various fruits and
vegetables sold in Aydin. These trace elements were determined by inductively coupled plasma optic
emission spectrometry (ICP OES). The concentration range of the investigated elements were 0-0.27
ug/g, 0-0.40 pg/g, 3.23-25.05 ng/g, 0-0.33 ng/g, 7.35-554.86 ng/g, 0-2.19 ug/g, 0-58.34 ug/g,
1.03-16.84 pg/g, 4.02-48.55 pg/g for cadmium, cobalt, coppet, chromium, iron, lead, manganese,
nickel, and zinc, respectively. The accuracy of the method was determined by using of a standard
reference material (lyophilised brown bread-BCR 191). The determined values were in agreement
with the certified reference values.

Keywords: Trace element, vegetable, fruit, ICP OES.
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GIRIS
Ginimiizde en 6nemli toplumsal sorunlardan
birisi ¢evre kirlenmesidir. Endustri, trafik vb.
insan faaliyetlerinin sonucu olarak ortaya cikan,
kimyasal ¢evre kirlenmeleri insan sagligin
olumsuz etkilemekte ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Baykal ve Baykal, 2008).
Kimyasal c¢evre kirlenmeleri nedeniyle toksik
kirleticiler gida maddelerine ¢esitli  yollarla
bulasabilmektedir (Yusuf vd., 2003). Bunlar icinde
insan sagligini tehdit eden maddelerden en
onemlilerinden biri agir metallerdir. Bunlardan
baska pestisitler, poliaromatik hidrokarbonlar,
dioksinler,  kimyasal giibreler gibi kitleticiler
gidalarda istenmeyen maddelerdir. Gida giivenligi
onemli bir halk saglig1 endisesidir (D’Mello, 2003;
De Santis ve Moresi, 2007). Bu sorun 6zellikle
gelismekte olan tlkelerde giderek daha ciddi bir
hal almaktadir. Gidalara toksik element bulagsmasi
cok cesitli kaynaklardan olmaktadir. Kirlenmis su
ile sulama, giibre ve metal iceren pestisit ilavesi,
endustriyel emisyonlar, nakliye, hasat stireci vb.
sebepler ile agir metal kirliligi olusabilir. Bir
kirletici kaynaktan dogaya bulasan toksik metaller
dogadan bitkilere gegmekte, insanlar ve hayvanlar
tarafindan gidalarla birlikte alinmakta, yeniden
dogaya dénmekte veya canlt biinyesinde birikim
yapmaktadir (Jarup,2003; Sathawara vd., 2004;
Wang vd.,2005; Khan vd., 2008).

Eser elementler bulunduklari ortamda ana bilesen
yaninda ¢ok kictik derisimde (sivilarda mg/L,
katillarda mg/kg) olan elementlerdir. Yogunlugu 5
g/cm?ten buyiik olan veya atom kutlesi 50 g/mol
ve daha biyiik olan metallere agir metal denir.
Arsenik, kursun, kadmiyum, civa gibi elementler
toksik agir metaller olarak  bilinmektedir
(Falandysz vd, 2007). Toksik agir metaller
genellikle biyolojik olarak pargalanmazlar ve
organlarda birikme potansiyeline sahiptitler. Bu
nedenle de insan sagligina olumsuz etkileri vardir.
Stnir degerlerin altinda toksik olmayan ve viicut
icin esansiyel olan bazt metaller bulunmaktadir.
Bu metaller fazla miktarlarda alinmalari halinde
toksik etki gOstermektedirler. Bunlara demir,
mangan, bakir, ¢inko ve selenyum 6rnek olarak
verilebilit  (Munoz-Olivas ve Camara, 2001,
Divrikli vd., 2003; Tuzen,2003; Dundar ve
Saglam, 2004; Celik ve Oechlenschlager, 2007).

Sebzeler ve meyveler, insan beslenmesinde
6nemli rol oynamaktadir. Vitamin, mineral, lif ve
antioksidanlar acisindan zengindirler. Potansiyel
toksisiteyi, sebze ve meyvelerin tiiketimini g6z
oniinde bulundurarak, bu kitletici maddelerin
seviyelerinin mutabik kalinan uluslararast sartlari
karsiladigindan emin olmak icin gida maddelerini
analiz etmek gereklidir. Gida maddelerinde agir
metal iceriklerinin dizenli olarak arastirilmasi ve
izlenmesi programlari, gelismis ilkelerin cogunda
on yilardir yurttilmektedir. Gida maddelerinde
eser ve agir metal iyonlarinin belirlenmesi i¢in gida
orneklerinin  analizinin ~ yapildigi  ¢alismalar
mevcuttur (Radwan ve Salama, 2006; Saracoglu
vd., 2007; Duran vd., 2008; Tuzen vd., 2008;
Shaheen vd., 2016). Gida zincirindeki kirlilik
riskinin artmastyla ilgili olarak gida kalitesi ile ilgili
uluslararasi  ve yonetmelikler, gida
maddelerinde izin verilen azami toksik element
derisimlerini azaltti (Radwan ve Salama, 2006). Bu
calismanin amact Aydin ilinde marketlerde ve halk
pazarlarinda satilan gesitli sebze ve meyvelerdeki
kadmiyum, kursun, kobalt, bakir, krom, demir,
mangan, nikel ve ¢inko derisimlerini belirlemektir.
Ayrica bulunan sonuglar, ulusal yonetmeliklerde
belirtilen sinir degerler ile karsilagtirilds.

ulusal

MATERYAL METOT

Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullandan tim kimyasal maddeler
analitik saflik derecesine sahiptir. Cozeltilerin
hazirlanmasi icin Millipore (Molsheim, Fransa)
cihazindan dretilen Milli-Q kalitesi saf su
kullanildi. Deneylerde kullanilan tiim malzemeler
% 10’luk nitrik asit ¢ozeltisi icinde bekletilerek
temizlendi ve daha sonra saf su ile c¢alkalandr.
Kalibrasyon grafigi icin kullanilan elementlerin
standart ¢Ozeltileri, Merck (Darmstadt/Almanya)
firmasindan temin edilen 1000 mg/L  stok
¢ozeltilerinin seyreltilmesi ile hazirlandr. Deneysel
calismalarda standart referans madde Community
of Bureau (Belcika) enstitiisiinden saglanan BCR
191-liyofilize edilmis esmer ekmek Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alindi.



Sebze ve meyvelerin eser element derisimlerinin tayini

Ornek Alma ve Orneklerin
Cozuinitirlestirilmesi

Aydin’da marketlerden ve halk pazarlarindan
alinan 25 adet sebze ve 11 adet meyve 6rnegi ilk
olarak musluk suyu altinda temizlendi. Ornekler
saf su ile yikandiktan sonra, kiiciik parcalara
ayrilarak 70 °C’deki etivde tamamen kuruyana
kadar bekletildi. Kurutulan 6rnekler analize kadar
polietilen kaplarda saklandt. 1.0 gram kurutulmus
ornek tartilip porselen kroze icerisine aktarild: ve
kil firint icerisine yerlestirildi. Kal firint sicakligt
yavas yavas artirilarak 650 °C’ye getirildi ve 16 saat
boyunca bu sicaklikta bekletildi. Kil olan 6rnekler
tzerine 5 mL % 25lik (v/v) HNOjs ilave edildi ve
mavi bant stizge¢ kagidindan stiztildi (Radwan ve
Salama, 2006). Stziilen 6rnekler 25 mL’ye saf su
ile seyreltildi ve ICP OES’de analizlendi. Standart
referans madde de sebze meyve Srnekleri ile aynt

metot kullanilarak ¢éziinirlestirildi. Sebze meyve
Orneklerinin  yakma islemi bir kez, standart
referans maddenin yakma islemi ¢ kez
tekrarlandi.

Indiiktif Eglesmis Plazma Optik Emisyon
Spektrometresi

Ornek ¢ozeltilerinde Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Pb, Mn,
Ni ve Zn iyonlarinin derisimleri Teledyne Leeman
Labs Prism Model aksiyal goriis Indiiktif Eslesmis
Plazma Optik Emisyon Spektrometresi (ICP
OES) ile tayin edildi. ICP OES’deki calisma
kosullart cizelge 1°de 6zetlendi. Bulunan sonuglar,
yapilan seyreltmeler dikkate alinarak kuru agirlik
icin mg/kg biriminden hesapland:. Yapilan
analizlerde ICP OES’deki okumalar ¢ kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

Cizelge 1. ICP-OES ¢alisma kosullart
Table 1. Working conditions of ICP-OES

ICP-OES

Teledyne Leeman Labs Prism Model aksiyal goriis ICP-OES (Teledyne

Leeman Labs Prism Model axial ICP-OES)

Monokromat6r
(Monochromator)
Dedektdr (detector)
Sislestirici (INebulizer)

RF jeneratorii

(RF generator) 40 MHz

RF gtict (RF power) 1.0 kW
5:?]272;,5;)2 akist (Plasma 19 L/min
(YAfLZ(j:z;;C@l/ gm]%zt;/ mz‘e)akl§1 03 L./min
Ezjb)uhzér akist (Nebulizer 50 psi
Z;)%n/:fgj’/?ul/ziafe) 1.4 ml./min

Es merkezli (concentric)

Esel spektrometre (200 nm’de 0.008 nm ¢ozunirlik)
(Echelle spectrometer(0.08 nm resolution at 200 nm))

C-PAD dedekt6r (C-PAD detector)

Cd: 214.441 nm, Co: 228.615 nm, Cu: 324.754 nm, Cr: 206.149 nm, Fe:

Dalga boyu (Wavelength)
213.856 nm

259.940 nm, Pb:220.353 nm, Mn:257.610 nm, Ni: 231.604 nm, Zn:

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Bu calismanin amaci Aydin Ilinde tiiketilen sebze
ve meyvelerin Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Pb, Mn, Ni ve
Zn derisimlerini belirlemektir. Sebze ve meyve

orneklerinde bazi eser elementlerin analizi icin
ornekler 6nce ¢ozunurlestirildi, daha sonra ICP
OES ile analizleri yapildi. ICP OES’de yapilan
analizlerin sonucu Cizelge 2’de verilmektedir.
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Cizelge 2. Sebze ve meyve 6rneklerindeki eser element derisimleri (mg/kg)
Table 2. Trace element concentrations in vegetable and fruit samples (mg/ kg)

Meyveler Fruits
Kivi (ki)
Ayva (quince)
Limon (lemwon)
Armut (pear)
Portakal (orange)

Muz (banana)
Cagla (green
almond)
Mandalina
(tangerine)

Cilek (strawberry)
Kestane
(chestnut)

Elma (apple)
Sebzeler
Vegetables
Ispanak (spinach)
Karalahana
(black cabbage)
Turp (radish)

Patates (potato)
Havug (carrot)
Tere (peppernecd)
Pazi (chard)

Patlican
(anbergine)
Brokoli (broccoli)
Roka (roquette)

Kabak (zuechini)
Isirgan otu
(stinging nettle)
Marul (ettuce)

Biber (pepper)
Mantar
(menshroom)
Bakla (fava bean)
Taze fasulye
(green bean)
Domates
(tomato)

Pirasa (leek)
Dereotu (dill)

Bezelye (green
pea)

Sogan (onion)
Maydanoz

(parstey)
Salatalik

(cucumber)
Kereviz (celery)
KED
(Anonymous,
2002).

Cd
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

TSA

0.10£0.002
TSA
TSA
TSA
TSA
0.06£0.01
TSA
TSA
TSA
0.27£0.03
0.10£0.00

TSA
0.14+0.02
0.08£0.01
0.04£0.00

TSA

TSA

TSA

TSA
TSA

TSA

TSA

TSA

TSA
TSA

0.05-0.2

Co
TSA
0.18%0.01
0.02%0.00
0.10%0.00
0.01+0.00
TSA

0.04£0.00

TSA

0.10£0.00

0.12£0.00

TSA

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
0.34£0.02
0.19£0.01
0.15+0.00
0.36£0.02
0.37£0.01

0.11£0.00
TSA
TSA
TSA

0.37+0.02

0.35£0.01
TSA

TSA
0.15£0.00

0.14£0.00

0.40£0.03

0.34£0.02

0.25£0.01

TSA

0.2

Cu
13.57£0.06
4.88%0.04
6.2310.04
8.98+0.08
6.94£0.05
9.88£0.16

8.31£0.09

4.10£0.03

12.24£0.10

9.78+0.08

4.87£0.05

10.65£0.20
5.66£0.11

4.66£0.03
3.2310.04
6.03£0.07
10.94%0.09
12.84%0.10
8.69£0.11
5.56+0.05
24.73+0.22
15.74%0.08

9.441+0.03
19.58+0.17
14.4410.14
25.05+0.14
17.83£0.15
16.81£0.09
9.15+0.06

7.31£0.06
9.11£0.04

11.98£0.17

1.75£0.12

16.77£0.13

7.94£0.02

10.51£0.12

0.01-50

Cr
TSA
0.33+0.03
TSA
0.10£0.00
TSA
TSA

TSA

0.17£0.01

0.17£0.02

TSA

TSA

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

TSA
TSA

TSA

TSA

TSA

TSA
TSA

Fe
20.10£0.15
9.4410.09
10.81£0.10
11.15£0.09
10.44£0.05
21.48+0.19

72.2610.36

7.35+0.10

33.30%0.53

19.77£0.16

11.8+0.09

353.2612.73
25.69%0.69

20.51+0.23
13.70£0.14
9.49£0.08
247.85%3.02
384.13£1.27
21.68%+0.14
31.64%0.16
554.8616.23
54.81+0.65

288.60£3.10
141.06£2.12
51.96+0.61
70.31+0.19
56.64%+0.17
43.31£0.11
27.96%0.06

84.76+0.75
173.48%1.34

43.18%0.46

17.39£0.03

96.08+0.33

51.26+0.29

240.13£2.20

0.2-25

Pb
0.40£0.06
1.77£0.16

TSA
0.13+0.01
0.20£0.02
0.50£0.04

0.16£0.02

TSA

0.07£0.00

TSA

TSA

1.27£0.12
TSA
TSA
TSA
TSA
2.19£0.10
TSA
TSA
0.59+0.04
2.08£0.11
TSA

TSA
TSA
TSA
TSA
2.50£0.09
1.581+0.13
TSA

TSA
TSA

TSA

TSA

1.6410.14

0.68£0.05

1.27+0.12

0.02-3

Mn
1.86+0.01
1.07+0.03
1.85+0.04
5.57+0.04
1.57+0.02
3.99£0.06

13.2240.15

2.32+0.03

24.68%0.08

18.02£0.25

1.26%0.00

41.2£0.21
11.86%0.16

5.23£0.06
2.92£0.04
2.84£0.03
33.97+0.46
58.341+0.18
TSA
9.2+0.07

38.68+0.20
14.86£0.10

27.47%0.25
48.56%+0.16
9.50£0.06
5.6210.04
13.62£0.11
23.29+0.19
9.67+0.05
11.41£0.04
35.83+1.36
11.13£0.07
3.43£0.15
34.65+1.21
15.14£0.18

19.85£0.20

Ni
8.00£0.05
2.30+0.04
2.21+0.07
2.02+0.03
1.09£0.01
0.79£0.01

6.72£0.11

1.33+0.06

1.03+0.06

1.22+0.03

1.33+0.04

5.26£0.04
5.81+0.02
2.99£0.02
4.31£0.01
10.18£0.08
6.85£0.07
6.21£0.09
3.81£0.05
2.96+0.03
5.41+0.08
16.84£0.40

1.79£0.04
14.77£0.23
4.93£0.09

1.17£0.02

6.00+0.14

9.45£0.12

2.28+0.04

5.000.08
3.93£0.02

7.50+0.07

1.23£0.10

8.33£0.08

6.05£0.05

3.59£0.05

Zn
10.67£0.09
5.57£0.07
18.31+0.18
4.7810.04
5.80%0.06
6.99%0.10

22.5810.32

5.02+0.05

22.6810.23

9.10£0.09

4.02£0.03

37.2710.16
16.05£0.07

13.89£0.09
12.24£0.09
13.21£0.03
45.51£0.60
42.70£0.31
22.76£0.15
23.94+0.34
42.6210.08
28.17£0.16

39.09£0.54
44.19+0.37
14.62£0.09
48.5510.25
18.62£0.04
24.86£0.17
22.99+0.03

17.07£0.10
41.75£0.0.36

37.53%£0.51

6.5240.06

24.91£0.19

33.43+0.17

21.7940.20

2-50

TSA: Tayin sinir1 altunda (Below the limit of quantification)
KED: Kabul edilebilir en yitksek derisim (Maximum acceptable concentration)

2 Ortalama * Standart sapma (“ Mean = Standard deviation)
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Kadmiyumun viicuttaki ¢esitli enzimleri etkiledigi
bilinmektedir. Yiyecek alimi ve thtin kullanimi,
Cd'nin viicuda girdigi ana yollardir. Kadmiyum
insan viicudunda birikebilen ve bébrek fonksiyon
bozuklugu, iskelet sistemi hasarlari vb. ciddi saglik
sorunlarina sebep olan toksik bir elementtir
(Manahan, 2003). Cesitli sebzeler ve meyvelerde
Cd icin smur deger Turk Gida Kodeksinde 0.05-
0.2 mg/kg araliginda degismektedir (Anonymous,
2002). Meyve 6rneklerinde Cd, tayin smnirindan
daha digtk seviyelerde olmast sebebiyle tespit
edilemedi. Sebze o6rneklerinde sadece 1spanak
(0.10 mg/kg), tere (0.06 mg/kg), roka (0.27
mg/kg), biber (0.08 mg/kg) ve mantarda (0.04
mg/kg) tespit edildi.

Kobalt, beslenmede olduk¢a 6nem tagiyan bir
elementtir. Kobalt, B12 vitamininin merkez yap1
tasidir. Bugline kadar Dbilinen en etkili
biyokatalizérdiir. Kobalt eksikliginde anemi riski
artar. Kobalt baslica karaciger ve sakatatlar,
kirmizt et, istiridye ve balikta bulunur. Kobalt
hayvansal besinlerde daha ¢ok bulunur (Tezcan ve
Tezcan, 2007). Kobalt icin Tiurk Gida
Kodeksindeki bira ve alkolstiz biralar icin sinr
deger belirtilmis ve bu sinir deger 0.2 mg/kg’dir
(Anonymous, 2002). Sebze ve meyve Ornekleri
icin herhangi bir sinir deger belirtiimemektedir.
0.2 mg/kg sinir deger kabul edilirse, kobalt pazt
(0.34 mg/kg), roka (0.36 mg/kg), kabak (0.37
mg/kg), bakla (0.37 mg/kg), taze fasulye (0.35
mg/kg), taze sogan (0.40 mg/kg), maydanoz (0.34
mg/kg) ve salatalikta (0.25 mg/kg) yiksek olarak
bulundu.

Bakir, hem bitkilerin hem de hayvanlarin
biyiimesinde gerekli olan temel bir mikro besin
maddesidir. Bakir bircok enzimin fonksiyonunu
ve kalp calismasini diizenler. Insanlarda, kan
hemoglobin tretiminde yardimct olur. Bakir
yuksek dozlarda anemi, karaciger ve bobrek
hasari, mide ve bagirsak tahrisine neden olabilir.
Bakir viicut tarafindan emilimi zor olan bir
elementtir. Besinlerdeki bakirin ancak %5’ viicut
tarafindan alinabilir. Bakir eksikligi kansizlik ve
kemik yapisinda bozukluklarla kendini gosterir
(Martinez ve Motto, 2000). Bakir en dusiik taze
soganda (1.75 mg/kg), en yliksek mantarda (25.05
mg/kg) tespit edildi. Bakir icin Turk Gida

Kodeksindeki sinir  degetler 0.01-50 mg/kg
arahiginda degismektedir (Anonymous, 2002).
Bakir tim sebze ve meyvelerde tespit edilmekle

bitlikte 50 mg/kg ust sinirint asmadigi tespit
edildi.

Krom(III), insilin calismasini glclendirir ve
béylece  karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasint da duzenler. Bununla birlikte,
krom(VI) kanserojendir (Scragg, 20006). Krom i¢in
Tirk Gida Kodeksinde herhangi bir sinir deger
belirtilmemistir (Anonymous, 2002). Krom hi¢bir
sebze Orneginde tespit edilemezken, meyve
orneklerinden sadece ayva (0.33 mg/kg), armut
(0.10 mg/kg), mandalina (0.17 mg/kg) ve cilekte
(0.17 mg/kg) tespit edildi.

Demirin  viicut c¢alismasindaki  baglica islevi
oksijen tasinmast ile ilgilidir. Demir bitkilerde
sadece demir(Ill) halinde bulunurken hayvansal
gidalarda demirin %601 demir(I), %401 ise
demir(Ill) halindedir. Vicudumuzda demir,
demir(II) halinde bulundugunda daha fazla
emilim olmaktadir. Asiti ortam demir(I1I)
iyonlarini demir(II) iyonlarina indirger (Tezcan ve
Tezcan, 2007). Demir icin Tiirk Gida Kodeksinde
sinir degerler 0.2-25 ppm olarak verilmektedir
(Anonymous, 2002). Demir en yiiksek 1spanak
(353.26 mg/kg), tere (247.85 mg/kg), pazt (384.13
mg/kg), roka (554.86 mg/kg), 1sirgan otu (288.60
mg/kg), dereotu (173.48 mg/kg) ve kereviz
(240.13 mg/kg) gibi yesil yaprakli sebzelerde
bulundu.  Meyvelerdeki  demir  derisimleri
sebzelere gbre daha disiik bulundu.

Kursun esansiyel bir element degildir. Toksik
oldugu iyi bilinmektedir ve etkileri diger eser
metallerin etkilerinden daha kapsamli olarak ele
alinmaktadir. Kursun, beyin, sinir sistemi, kirmizt
kan hiicreleri ve bébreklerde ciddi yaralanmalara
neden olabilir (Baldwin ve Marshall, 1999). Turk
Gida Kodeksinde kursun i¢in sinir degerler farkls
gidalar icin 0.02- 3 mg/kg araliginda degisiklik
gostermektedir (Anonymous, 2002). Kursun en
yiksek tere (2.19 mg/kg), roka (2.08 mg/kg) ve
baklada (2.5 mg/kg) bulundu. Burada kursun icin
bulunan sonuglar sinir degetlerin altindadir.
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Mangan, vicutta ¢esitli metabolik siiregleri
kolaylastiran bir koenzim olarak calisir. Kemik
olusumu, tiroid fonksiyonu, kalsiyum emilimi, kan
sekeri diizenlenmesi, bagisiklik fonksiyonu, yag ve

karbonhidrat metabolizmasinda rol
oynamaktadir. Mangan  i¢in = Tirk  Gida
Kodeksinde  herhangi  bir  stmur  deger

belirtilmemistir (Anonymous, 2002). Mangan
toksisitesi dusuk bir element olarak bilinmektedir.
Mangan en yliksek 1spanak, pazi, roka, 1sirgan otu,
marul, dereotu ve maydanozda bulundu.
Meyvelerde sebzelere gére daha az bulunmakla
birlikte en yiksek cilek, cagla ve kestanede
bulundu.

Nikel, esansiyel element olmakla birlikte yiiksek
derisimlerde tehlikeli olabilmektedir. Insanlarda
kanserojen etki gostermekte, deride alerjik
reaksiyon yaninda solunum sistemine zarar
verebilmektedir (Khodadoust ve ark., 2004).
Nikel icin Turk Gida Kodeksinde sebzeler ve
meyveler icin  herhangi bir smir  deZer
belirtilmemektedir (Anonymous, 2002). Nikel en
yiksek havue (10.18 mg/kg), kabak (16.84
mg/kg) ve marul (14.77 mg/kg) oOrneklerinde
tespit edildi. Meyvelerde ise kivi (8.00 mg/kg) ve
cagla (6.72 mg/kg) Orneklerinde diger 6rneklere
gore daha yiiksek derisimlerde tespit edildi.

Igme suyu ve birgok gida maddesi belirli
derisimlerde cinko icerir. Cinko, 300” den fazla
enzim ve protein i¢in gerekli bir metaldir. Cinko
immun sistem i¢in esansiyel bir eser elementtir.

Cinko  eksikligi  sendromu, anemi, deri
farklilagmalari, biyiime ve mental gerilik olarak
kendini gosterir (Greany, 2005). Cinko icin Ttrk
Gida Kodeksinde sinir degetler 2-50 mg/kg
arahiginda degismektedir (Anonymous, 2002).
Cinkonun hemen hemen tim sebzelerde bol
olarak bulundugu tespit edildi. Sebzede bulunan
cinko derisimleri 50 mg/kg st sinirint asmamakla
birlikte, meyvelerde daha az bulundu.

BCR 191-liyofilize edilmis esmer ekmek standart
referans maddesinde, kadmiyum, bakir, demir,
kursun, mangan ve ¢inko derisimlerinin
belirlenmesiyle sonuglarin dogrulugu gésterildi.
Standart referans maddenin
cozlunurlestirilmesinde sebze ve meyveler icin
uygulanan aynt yontem kullanilarak
cozunitlestirildi.  Standart referans madde icin
kadmiyum, bakir, demir, kursun, mangan ve ¢inko
clementlerinin  onaylanmis  degerleri ile bu
elementler i¢in bulunan derisimleri Cizelge 3’de
verilmektedir. Bu sonuclar incelenen elementlerin
bagil standart sapmalart % 10.3°den az ve
onaylanmis derisimleri ile uyumlu olarak bulundu.
ICP OES ile analizlenen elementler icin
gozlenebilme sinir degerleri, Cd icin 0.45 pg/kg,
Co igin 1.52 pg/kg, Cu icin 1.80 pg/kg, Cr icin
4.51 pg/kg, Fe icin 3.64 pg/kg, Pb icin 14.77
pe/ke, Mn icin 0.29 pg/ke, Niicin 3.32 pg/kg ve
Zn i¢in 3.12 pg/kg olarak bulundu.

Cizelge 3. Standart referans maddede (BCR 191-liyofilize edilmis esmer ekmek) sertifikada bildirilen ve
olctlen element derisimleri (g /kg)
Table 3. Certified and measured elemental concentrations (Ug/ kg) in standard reference material (BCR 191-lyophilised

brown bread)

) Sertifikada bildirilen Olgiilen deger " Bagll hata, 7o Bagil stand.art

Element (Element) deser (Cortified valne) (Measured valie) (Relative error sapma (Relative
%) standard deviation %)

Kadmiyum  (Cadminm) 28.4 £ 1.4~ 302+28 6.3 9.3
Kursun (Lead) 187 + 14 205 + 21 9.6 10.2
Bakir (Copper) 2.63 £ 0.07 29103 10.3 10.3
Cinko (Zinc) 19.5+£0.5 210+ 1.3 7.7 6.2
Demir (Iron) 40.7 £ 2.3 452+ 38 11.1 8.4
Mangan (Manganese) 20.3 £ 0.7 21.6 £ 09 6.4 4.2

2 Ortalama * Standart sapma
(“ Mean £ Standard deviation)
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SONUCLAR

Bu calismada Aydin’da titketilen 25 adet sebze ve
11 adet meyve 6rneginin eser element derisimleri
tespit edildi. Bu sebzeler ve meyveler bol miktarda
demir, c¢inko, mangan, bakir ve kobalt
icermektedir ve giinliik karsilama dozunun 6nemli
bir kismini karsilamaktadirlar. Genel olarak
Aydin’da tiiketilen sebze ve meyvelerde agir metal
derisimleri insan saglhgi icin risk olusturabilecek
derisimlerde bulunmadi. Kadmiyum ve kursun
gibi toksik elementler icin elde edilen sonuglarin
Tirk Gida Kodeksindeki smir degerleri asmadigt
tespit edildi. Eser elementlerin ve agir metallerin
diizenli analizleri halk sagligi acisindan tim gida
orneklerine uygulanmali ve gida glivenligi
saglanmalidir.
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ABSTRACT

Hazelnut (Corylus avellana 1..) is a rich source of proteins which are concentrated in deoiled meals during hazelnut oil
manufacture. Here, an 4 vitro attempt was made to evaluate the biological functionality of tryptic hazelnut peptides. In
our i silico investigations, a specific subset of hazelnut proteins was predicted to demonstrate ACE-inhibitory and DPP-
IV-inhibitory activities. Consequently, hazelnut protein concentrates were produced from cold press deoiled meals and
subjected to tryptic hydrolysis (37°C). The progress of trypsinolysis was monitored using size exclusion chromatography
(SEC), fast protein liquid chromatography (FPLC) and Raman spectroscopy. While the protein hydrolyzates had limited
ACE-inhibitory activity, after 240 min of trypsinolysis, ACE-inhibitory activity was approximately 40% at a relatively
low protein concentration level. Although further clarifications are necessary, current findings demonstrated hazelnut
meal could be considered as a valuable source of ACE-inhibitory peptides that can be utilized in the formulation of
functional foods and food supplements.

Keywords: Cold press meals; plant protein peptides; common hazelnut (Corylus avellana 1..); trypsinolysis; ACE-
inhibition.

SOGUK PRES FINDIK POSALARINDAN URETILMIS TRIPTIK PEPTITLERIN IN
VITRO ACE INHIBE EDICI AKTIVITELERI UZERINE ON INCELEMELER
oz
Findik (Corylus avellana 1..) proteince zengin bir kaynaktir ve soguk pres findik yag: Gretimi siirecinde olusan
findik posalari proteince de zenginlesmektedir. Bu c¢alismada, triptik findik peptitlerinin = biyolojik
fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in iz vitro analizlerde bulunulmustur. Grubumuzun 6nceki ¢alismalarinda, 7
silico yontemlerle findik peptitlerinin biyoaktivitelerini incelemek i¢in findik proteinlerinin spesifik bir alt kiimesi
incelenmis ve ACE- ve DPP-IV-6nleyici aktivitelerin varligi 6ngorillmustiir. Bu bulgulara bagli olarak, soguk
pres yonteminde ortaya ¢ikan findik posalarindan, findik proteini konsantreleri tretilmis ve bu konsantreler
triptik hidrolize (37°C) tabi tutulmustur. Tripsinoliz prosesi, boyutsal ayrim kromatografisi (SEC), hizli protein
stvi kromatografisi (FPLC) ve Raman spektroskopisi kullanilarak takip edilmistir. Enzimatik muamele
gérmemis protein konsantrelerinin sinirlt ACE inhibe edici aktivitesi varken, 240 dakikalik tripsinolizde olusan
peptitlerin  ACE-inhibit6r aktivitesi, dusiik protein konsantrasyonlarinda dahi yaklasik %40 duzeyinde
gerceklesmistir. Mevcut bulgular, findik posasinin ACE-inhibitor peptitler agisindan énemli bir kaynak olarak
degerlendirilebilecegini ve findik posasindan hidrolizatlarinin fonksiyonel gidalarin ve gida takviyelerinin
formiilasyonunda kullanilabilecegini g&stermistir.
Anahtar kelimeler: Soguk pres posalary; bitki proteini peptitleri; findik (Corylus avellana 1..); tripsinoliz; ACE-
inhibisyonu.
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INTRODUCTION

Due to the ever increasing global demand for
proteins, affordable and high quality protein
products are highly sought after. Consequently
plant proteins represent a sustainable source of
proteins for human diets. Since the conversion
efficiency of plant proteins to animal proteins is
fairly poor (approximately 15%) (Day, 2013), it
makes perfect sense to search for alternative ways
to utilize plant proteins in foods and other
consumer products. Consequently, one of the
research priorities in our group is the valorization
of cold press and other oil processing by-products
(i.e., deoiled meals of oil fruits and oil seeds) with
the aim of generating a variety of economic plant
protein products and their corresponding
hydrolyzates. Since protein content in oilseeds
and oil fruits is relatively high and proteins are
further concentrated upon deoiling, they
represent a reasonably economic and sustainable
resource for protein manufacture.

Hazelnuts (Corylus avellana 1..) are among the
major agricultural products of Turkey, where
approximately 80% of the global production is
carried out (roughly 550,000 tonnes per year)
(Ozdemir and Akinci, 2004), while the other
major producers include other Mediterranean
countries and western USA. Hazelnuts are rich in
oil content (approx. 60%) and known to
demonstrate various bioactivities including their
cardioprotective effects. This effect is possibly
due to the mono- and polyunsaturated fatty acids
in the hazelnuts (Parcerisa et al., 1997). Other
bioactive compounds of the hazelnuts include
polyphenols, tocopherols and squalene (Alasalvar
et al., 2006, 2009; Dogan et al. 2007). According
to Miraliakbari and Shahidi (2008), phytosterols
and phytostanols contribute to the cholesterol
lowering and antioxidant properties of hazelnuts.

Industrial production of cold press hazelnut oil is
also increasing which means the deoiled meal
represents an increasing potential of valorization.
According to the data provided by Alphan et al.
(1996), it is possible to anticipate up to 45%
proteins in the meal. Although there is some data
on the technical functionality of hazelnut proteins
(Tatar et al., 2015), the data on possible bioactive

characteristics of hazelnut proteins (Aydemir et
al., 2014) and their hydrolyzates are truly scarce.
Most of the literature related to the hazelnut
proteins so far focused heavily on the reduction
of food allergies (Ortolani et al., 2000; Vieths et
al., 1999; Flinterman et al., 2008). It is noteworthy
that the relative digestive stability of hazelnut
allergens were found to be lower compared to
peanut allergens (Vieths et al., 1999).

Bioactive peptides may form during the
processing or digestion of protein-containing
foods (Vermeirssen et al., 2004). Furthermore,
using proteases, bioactive peptides can be
produced by breaking down food proteins 7 vitro.
Enzymatic preparation of bioactive peptides are
highly advantageous since the use of toxic
chemicals and organic solvents can be avoided
and the final products are suitable for use in food,
cosmetics and pharmaceutical products (Agyei
and Danquah, 2011), while the demonstration of
a variety of bioactivities including anti-oxidative,
anti-carcinogenic, antimicrobial activities as well
as ACE-inhibition activities can also be possible.

In our previous studies, an attempt to predict the
potential bioactivities of peptides generated from
hazelnut proteins was made i silico and a specific
subset of hazelnut proteins was predicted to
primarily demonstrate ACE-inhibitory and DPP-
IV-inhibitory activities, while anti-oxidative
activity was a much less likely third category
(Giilseren, 2018).

Angiotension  I-converting enzyme (ACE)
converts angiotensin I to angiotensin II, which is
a vasoconstrictor. Also, ACE hydrolyzes
bradykinin, which is a wvasodilator peptide.
Consequently, ACE action elevates blood
pressure in humans (Vermeirssen et al., 2004;
Hartmann and Meisel, 2007). ACE-inhibitory
peptides have the capabilities of reducing blood
pressure and the likelthood of hypertension
(Vermeirssen et al., 2004). Although bioactive
peptides are usually not as efficient as synthetic
drug molecules, due to the absence of
pronounced side effects, they can conveniently be
utilized in functional foods or food supplements
(Li et al., 2005). Furthermore, it is thought that the
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rate of bioactive peptide removal from the body
is lower than that of synthetic drugs and the
affinity to tissues is higher (Erdmann et al., 2008).

In this study, a further attempt was carried out in
order to investigate the ACE-inhibition
characteristics of tryptic hazelnut peptides i vitro.
Due to the promising results presented here, a
comprehensive study on the influence of various
proteases on bioactivities and allergenic
characteristics of hazelnut proteins is cutrently
being executed.

MATERIALS and METHODS

Production of protein concentrates

Cold press deoiled hazelnut meal samples were
generously donated by Oneva (Neva Foods Ltd.,
Istanbul, Turkey), a local manufacturer of cold
press oils. In all cases, the maximum temperature
observed by the cold press samples was lower
than 40°C. All chemicals used were of reagent
grade and purchased from Sigma-Aldrich, unless
otherwise stated.

Protein extraction was based on the alkaline
extraction-isoelectric  precipitation  (AE-IP)
method. In this technique, firstly, solubilization of
protein molecules at basic pH is carried out,
which was followed by the isoelectric
precipitation at acidic pH values (Boye et al.
2010). Briefly, 50 g of deoiled meal was dispersed
in water (1:15, w/v) and the pH of the medium
was adjusted to pH 9.5 using 1.0 N NaOH. The
dispersions were kept stirred at 500 rpm at
ambient temperature (22+1°C) for 2 h to facilitate
hydration.  Immediately  afterwards,  the
dispersions were centrifuged at 10000Xg for 15
min at 4 °C using a CR22N high-speed
refrigerated centrifuge (Hitachi Koki Co., Ltd,,
Tokyo, Japan). The supernatant containing the
solubilized proteins was collected and the
medium pH was adjusted to pH 4.5 in order to
induce isoelectric precipitation. To ensure the
completion of protein precipitation, the
supernatant was once again centrifuged at
identical conditions. The pellet was collected and
immediately frozen at —20 °C. Frozen samples
were lyophilized using a Teknosem TRS 2/2V
freeze drier (Teknosem Corp., Istanbul, Turkey).

In vitro trypsinolysis

Trypsinolysis was carried out based on the
previous literature (Glilseren and Corredig, 2013).
An aqueous dispersion of the protein concentrate
was prepared in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 7) at a protein concentration level of 1% by
stirring for 1 h. Trypsin was obtained from Sigma
Aldrich Corp. (T1426). Tryptic digestion was
carried out for 2 h at an enzyme to protein ratio
of 1:1000 (w/w) on a thermomixer (MIULAB
Thermo Shaker Incubator, 37°C, 1000 rpm).
Immediately afterwards, the digest was heated to
95°C and held at this temperature for 5 min. The
samples were rapidly cooled using ice. Upon
reaching the ambient temperature, the samples
were centrifuged for 30 min at 5000xg to remove
insoluble aggregates. Prior to chromatographic
analysis, all samples were filtered through 0.45 pm
PTFE syringe filters (Isolab, Germany).

Size exclusion chromatography (SEC)

In order to monitor the progress of trypsinolysis,
size exclusion chromatography was utilized on a
Shimadzu LC-20AD HPLC system (Shimadzu
Scientific Instruments) which consisted of a
pump, thermostated column compartment and
photodiode array detector. Immediately after

trypsinolysis, the molecular size distribution of

the partially hydrolyzed peptides were analyzed

using a desalting column (HiTrapTM desalting

column, Product No: 17-408-01, GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). The column equilibration and
elution buffer was 50 mM phosphate buffer (pH
7) which contained 0.5 M NaCl. An isocratic flow
was utilized (1 ml/min and 40°C). The detection
wavelength was 214 nm. As a molecular size

reference, a standardized BSA solution was used
(Product No: P5619, Sigma-Aldrich Corp).

Fast protein liquid chromatography (FPLC)
Hazelnut proteins and their
peptides  were  also analyzed
AKTA - Pure FPLC System (GE). In order to
facilitate separation, 1 ml HiTrap DEAE FF
anion exchange columns (GE) were utilized.
Analysis was carried out for 40 column volumes
(CV) using 50 mM Tris-HCl buffer as the eluent
(pH 8.5), while a NaCl gradient (0-0.6 M) to
ensure fractionation. UV detection was carried
out at 280 nm.

corresponding
using
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Raman spectroscopy

Raman spectroscopy was carried out using a
Rigaku Progeny X2 instrument. The spectral
range was 200 — 2000 1/cm, while the spectral
resolution was 7 — 10 1/cm. TE cooled CCD
detection was used at a wavelength of 785 nm.
BSA reference solution was utilized for
comparative purposes.

Measurement of ACE inhibitory activity

All the solutions and reactants used in this assay
were prepared in 100 mM sodium borate butfer
(pH 8.3). ACE-inhibition assay was carried out
based on the method described by Sheih et al.
(2009) with slight modifications. 200 pl of 5 mM
HHL substrate (N-Hippuryl-His-Leu hydrate)
was mixed with peptide dispersions prepared by
trypsinolysis. The mixture was incubated at 37°C
for 10 min. Immediately afterwards, 20 pl of
concentrated trypsin solution was added to
generate an enzyme concentration of 1.68 mU in
the mixture. The incubation was cartied out for 0-
4 h at 37°C and stopped by the addition of 250 pl
HCI (1 M). The final mixture was injected into the
HPLC device for the determination of hippuric
acid (Sheih et al., 2009). Ascentis C18 Column
(4.6 mm ID X 250 mm, Supelco) with a particle
diameter of 5 um was used in the analysis. The
mobile phase was composed of 1:1 mixture of
ethanol and water by volume containing 1 ml/L
TFA. The absorbance was detected at 228 nm.
The analysis was carried out at 40°C at a flow rate
of 1 ml/min. In order to determine % ACE
inhibition, the performance of the peptide
samples was compared to the blank sample (i.e.,

\Mx1,000.000

water was added instead of peptide dispersion).
0.02% sodium azide was added to all samples and
solutions as a bacteriostatic in all cases.

Statistical analysis

Data were presented as the means * standard
deviations from at least triplicate experiments in
all cases. The differences between samples were
also evaluated based on statistical significance (P
<0.05). Statistical significance was determined
based on ANOVA tests.

RESULTS and DISCUSSION

Firstly, using a thermomixer, trypsinolysis of
hazelnut protein concentrates was carried out at
37°C at an enzyme: substrate ratio of 1:1000. The
progress in hydrolysis (0-4 h) was monitored
based on size exclusion chromatography (Figure
1). As time passed, the peaks slightly shifted to the
right-hand side of the spectrum indicating that
there were smaller moieties in the samples due to
enzymatic hydrolysis. Since the total number of
moles in the system might have increased and
some of the peptide bonds (i.e., 214 nm detection)
became more detectable, in some cases the total

peak area significantly increased as well
Variations in the molar extinction coeefficients
could also lead to this observation. As

trypsinolysis took place, an increasing extent of
smaller peptides were observed. Furthermore,
UV absorbance values decreased with hydrolysis
time as previously observed by De Gobba et al.
(2014).

T T T T T y T
0.5 1.0 1.8 20 25 30 35

T
40

T T T T T T
45 580 55 8.0 65 7.0 7.8 min

Figure 1. Size exclusion chromatography (SEC) analysis of trypsin treated hazelnut protein
concentrates. Time of hydrolysis (0-240 min) increased in the direction of the arrow. Every curve
represented a single time point in trypsinolysis (0, 15, 30, 60, 120 and 240 min).
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To further illustrate the differences between the
untreated protein concentrates and trypsin treated
samples (4 h), FPLC was utilized (Figure 2). Using
an anion exchange column and a linear gradient
of NaCl (0-0.6 M) for 40 column volumes (CV),
untreated and trypsin treated protein concentrates
were analyzed. Figure 2 demonstrated the
differences between the two samples clearly
pointing out that trypsionolysis took place. In the
hydrolyzed sample, a number of new peaks were
found to exist. Previously, it was shown that
FPLC approach can be utiized in the

fractionation of bioactive peptides and evaluation
of their bioactivities including ACE-inhibitory
characteristics (Kapel et al., 20006). The values for
UV absorbance decreased considerably due to the
formation of the new peaks which corresponded
to the formation of new peptide fractions. While
unbound fractions were detected rapidly prior to
the salt gradient, the increasing salt
concentrations enabled the elution of various
bound fractions.
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Figure 2. Elution of (A) untreated and (B) trypsin treated hazelnut protein concentrates based on
anion exchange separation. Conductivity data was plotted as a function of column volume (0-40 CV).
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In order to confirm the data obtained from
HPLC-SEC and FPLC analyses, Raman
spectroscopy was utilized in the analysis of
identical samples (Figure 3). BSA was added as a
reference protein to this measurement. Firstly, at
all levels of trypsinolysis, the main features in the
spectrum were Amide I and III bands and C-C
bands. In most cases while the duration of
enzymatic treatment increased, the intensity of
these bands became more intense possibly
indicating that amide bands were more available
for detection due to hydrolysis of the proteins.

a measure of the presence of a-helical proteins.
Increase in the intensity of this band could point
out to the fact that during trypsinolysis a-helical
content increased for the current samples.
Meanwhile Amide III band is characterized by C-
N bond stretching and N-H bond bending (Li-
Chan, 1996; Herrero et al., 2008a, b). Based on the
changes in Amide III band, it might be possible
to hypothesize that structural changes including
secondary and tertiary level took place due to
enzymatic hydrolysis. This could possibly be
influential on the biological and technical
functionality of the proteins as well, such as their

Amide I band is generally characterized by C-O water and/or oil binding, solubility, and
bond stretching and N-H bond bending in  hydrophilicity/hydrophobicity characteristics
peptides and proteins. In addition, its intensity is (Herrero et al., 2008a,b).
16000
14000 30 min &0 min
— BS54
12000 . )
fy Amide ITT  Amide I
£ 10000
o
IS
= BOOO
Q
g
= 6000
o
2000
0

200 400 600 BOO

1000

1200 1400 1500 1800 2000

Spectral range (cm™)

Figure 3. Raman spectroscopy analysis of trypsin treated hazelnut protein concentrates. Enzymatic
digestion was cartied out at 37°C at an enzyme: substrate ratio of 1:1000 (w/w). In order to enhance
the reproducibility, a thermomixer was utilized (1000 rpm). Every curve represented a single time point
in trypsinolysis (0, 15, 30, 60, 120 and 240 min). Reference sample was BSA with no trypsin treatment.

Aliquots from tryptic digests studied in the SEC,
FPLC and Raman experiments were collected and
further investigated in the ACE-inhibition assays
(Figure 4). Although small, the untreated protein
concentrate demonstrated a limited extent of
ACE-inhibitory activity (7.6%). With the
increasing extent of hydrolysis (Figures 1), the
extent of ACE-inhibitory activity also increased

and reached to about 40% inhibition after 4 h of
trypsinolysis (Figure 4). These findings were
coherent with our previous findings since most of
the ACE-inhibitory peptides were predicted to be
di- or tripeptides (Gtlseren, 2018), for which
becoming dominant in the system might require
extended treatments. In the literature, Teh et al.
(2016)  demonstrated that ACE-inhibitory
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activities of hemp protein hydrolysates treated
with various proteases generally increased with
enzymatic treatment durations up to 4 h. Current
data were coherent with these earlier findings,
whereas the extent of increase in ACE-inhibitory
activities of pinto bean protein hydrolysates were
found to be limited beyond 1 h when treated with
subtilisins (Garcia-Mora et al., 2015).

All the treatments induced statistically significant
differences in ACE inhibition compared to the
controls (P <0.05). At the same level, all the

differences from each other with the exception of
30 and 60 min samples, which were statistically
similar. However, these samples differed from
both other treatments and control samples as well
(P <0.05). Based on the cutrent results, hazelnut
meal could be considered as a valuable source of
ACE-inhibitory ~ peptides, and  hazelnut
consumption could lead to cardioprotective
effects due to the combined effects of both its oil
and protein fractions. Meanwhile the potential
influence of hazelnut proteins and peptides on
other bioactivities remain largely unexplored.

treatments  also  demonstrated  significant
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Figure 4. % ACE inhibitory activity of tryptic peptides from the hazelnut protein concentrates as a
function of time. % Inhibition was calculated in comparison to a positive control where ACE activity
was taken as 100%.

CONCLUSION

In this preliminary report, i vitro studies were
carried out using hazelnut protein concentrates
and a modest extent of ACE-inhibitoty activities
were detected for all aliquots withdrawn from the
trypsinolysis  experiments. % ACE-inhibition
increased with the extent of trypsin treatment.
While studies on other bioactivities remain
unexplored so far, we are currently studying the
influence of protein isolation methodologies,
protein concentrations, and various proteases in
order to fully elucidate the bioactive potential of

hazelnut peptides as well as identifying the
cardioprotective proteins and peptides from the
hazelnuts. Another concern is the reduction of
allergenic effects during the enzymatic treatments,
which could further enhance the chances of
utilizing hazelnut peptides in food formulations.
Circulatory system diseases are the primary cause
of all death events in Turkey (approx. 40%)
(Anonymous, 2015) and many other countries
globally, ~which  practically implies the
cardioprotective potential of hazelnuts has to be
tully exploited.
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Bu calismada, kirmizi pancarin (Beta vulgaris 1) betalainlerinin ultrasonik banyoda, farklt sicalik ve siirelerde
(40-80°C, 5-210 dk) degisimi incelenmistir. Sicaklik derecesi (T), siire (t) ve Txt interaksiyonun betalainler,
toplam fenolik madde (TFM), DPPH radikal stiptirme aktivitesi (DPPH-RSA), Hunter L, a ve b degerleri
tzerine etkisi 6nemli (P <0.001) bulunmustur. Termal destekli ultrasonik ekstraksiyonun (TDUE), 60°C-40
dk ve 80°C-25 dk uygulamalari ile betalainlerin en yiksek degere ulastifi, daha sonra artan stirelerin ise
azalmalara neden oldugu beliflenmistir. TDUE’nun 40°C uygulamasinda ise betalainlerin yavas artis
gosterdigi fakat bu artisin diger proseslere (60-80°C) ait degerlerin altinda kaldig tespit edilmistir. Diger
taraftan, betalainlerin degisiminin TFM, DPPH-RSA ve Hunter L, a ve b degeri degisimi ile iliskili oldugu ve
TDUE kosullarinda elde edilen matematiksel esitliklerin (R?=%84-87), betalainlerdeki degisime ait optimum
kosullart belitlemede kullanilabilecegi ortaya ¢tkmustur.

Anahtar kelimeler: Kirmizi pancar, Befa vufgaris L., betalainler, dogal renk maddeleri, ultrasonik
ekstraksiyon

THE EFFECT OF THERMAL ASSISTED ULTRASONIC EXTRACTION ON
THE RED BEETROOT (Beta vulgaris L.) BETALAINS

ABSTRACT

In this study, the change of red beet (Befa vulgaris L.) betalains was investigated in ultrasonic bath at
different temperature and times (40-80°C, 5-210 min). The effect of temperature (T), time (t) and Txt
interaction on betalaines, total phenolic matter (TPM), DPPH radical scavenging activity (DPPH-
RSA), Hunter L, a and b values were significant (P <0.001). It was determined that maximum betalain
values were reached at 60°C-40 min and 80°C-25 min of thermal assisted ultrasonic extraction
(TAUE) then decreased with increasing time. In the 40°C application of TAUE, betalaines increased
slowly but remained below the values of other processes (60-80°C). On the other hand, it has been
found that the change of betalaines is related to TFM, DPPH-RSA and Hunter L, a and b value
changes, and the mathematical equations (R? = 84-87%) obtained in TDUE conditions can be used
to determine the optimum conditions for betalains changes.

Keyword: Red beetroot, Beta vulgaris L., betalains, natural colorants, ultrasonic extraction
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Betalainler lizerine ultrasonik ekstraksiyonun etkisi

GIRIS
Renk, tluketici kabuli ve uriinlerin tercihinde
o6nemli rol oynayan bir kalite parametresidir.
Tuketicilerin  gidalarda gérints, beslenme ve
givenlik konusundaki beklenti ve artan ilgisi, gida
endiistrisinde  alternatif renklendirici  olarak
kullanilacak betalainler gibi dogal pigmentlere
olan talebi artirmistir. Bu amagla gintimtizde suda
¢6zinlr antosiyaninler ve betalainler ile yagda
¢oziiniir karotenoidler ve kurkuminoidler gibi
cesitli pigmentler Uretilmekte ve bunlatin bir¢cogu
gida  boyast  olarak  mubhtelif  gidalarda
kullanilmaktadir (Gliszczyfiska-Swiglo vd. 2006;
Gengatharan, vd. 2015).

Kirmizi  pancarda  (Beta wulgaris L.)  yiksek
konsantrasyonda  bulunan betalainler, suda
¢oziinebilen ve c¢ekirdek yapisinda azot igeren
betalamik asit [4-(2-oksoetiliden)-1,2,3,4-
tetrahidropiridin-2,6-dikarboksilik ~ asit]  'den
olusur. Caryophyllales alunda simflandirilan 15'ten
fazla familyaya ait bitkilerde yapisal olarak ve kesin
olarak tanimlanmis yaklastk 75 betalain (32
betaksantin and 42 betasiyanin) vardir, bunlar
kemosistematik tanimlamada kullaniirlar.
Betalainler,  betasiyanin = (kirmizi-mor) — ve
betaksantin (sari-turuncu) olmak Uzere iki alt
siniftan olusmustur (Delgado-Vargas vd., 2000;
Khan ve Giridhar, 2015). Betalainlerin yillik
Uretiminin tahmini 96.8 Gt (Gigaton)’dur. Bu
oranin yaklasik % 99.99'u kirmizi pancardan ve
geri kalan kistm amarant tohumu (0.02t), kirmuz
pitaya (60.3t) ve kaktiis meyvesinden (18.7t) elde
edilmektedir (Khan ve Giridhar, 2015).

Gunimizde betalain pigmentleri ve pigment
karisimlart hem gidalar zenginlestirmek, hem de
renk degisikligini engellemek amaciyla, sekerleme,
yogurt, dondurma, salata soslari, hazir kek, et
trtinleri, toz icecek, krema, puding, marsmelov,
alkolstiz icecekler ve jelatin kaynakli tatlilarda
renklendirici  olarak  kullanilmaktadir.  Cogu
gidalara 50 mg/kg dizeyinde katilan betanin
istenilen rengi saglamada yeterlidir (Delgado-
Vargas vd., 2000; Khan, 2016). Ayrica pancar suyu
konsantresi veya pancar tozu seklinde gida yant
sira ilag ve kozmetik Urlinler icin de dogal katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. Gida renk
maddesi olarak betalainlerin = kullanilmasina

Avrupa bitligi E-162 kodu ile onay vermistir
(Gliszezyfiska-Swiglo  vd., 2006; Gengatharan,
vd., 2015). Diger taraftan sar1 turuncu renk aralig
icin karotenoidler dogal renk maddesi olarak
gidalarda  kullanilmaktadir,  ancak  suda
¢cozunurliginin zayif olmast nedeniyle yerine
betalainlerden betaksantin  daha c¢ok tercih
edilmektedir (KKhan, 2016).

Gidalara  kirmizi-mor renk tonunu vermek
amaciyla, antosiyaninler kullaniliyor olsa da
antosiyaninlere gére genis bir pH ve sicaklik
araliginda stabil olan betalainlerin kullanimi daha
yaygindir. Ekstraksiyonu sirasinda, ortamin pH’s,
su aktivitesi, sicaklik, 151k, oksijen, metaller (demir,
bakir, kalay ve aliminyum gibi metal katyonlar) ve
enzimatik aktivite betalainlerin konsantrasyonunu
etkilemektedir. Betalainlerin renk yogunlugu pH 3
ile 7 arasinda nispeten degismez, fakat 3'ten digik
pH degerlerinde mor-viyoleye déner. Renk 7'den
yiksek pH degetrlerinde ise betanin kaybt
nedeniyle daha sarimsi-kahverengiye dontsir.
Bununla birlikte, optimal pH'da betalain
parcalanmasini etkileyen en belirleyici fakt6r
sicakliktir. Diger taraftan, uygulanan 1si prosesler,
beta-baglart ve dolayisiyla gida rengini ve
antioksidan aktivitesini degistirmede etkilidir (Roy
vd., 2004; Stintzing ve Catle, 2004). Betalainleri
stabilize etmek i¢in, kompleks olusturma (B-
siklolodekstrin ~ (8-CD),  hidroksipropil-3-CD
(HP-B-CD) ve stlfobiitileter-3-CD (SBE-3-CD)
betanin,  kompleksleri), kopigmentasyon ve
enkapsulasyon teknikleri son yillarda bagariyla
uygulanmaktadir (Khan, 2016).

Yapilan calismalar, betalainlerin antimikrobial,
antiviral etkiye sahip oldugunu, antioksidan ve
radikal stuptiricii 6zelliklerinden dolayt ise bazt

oksidatif  stresle iligkili  hastaliklara  karst
korunmada, kardiyovaskiler hastaliklarin  ve
kanserin  (kemoterapik etki) 6nlenmesinde

kullanilabilecegini gdstermistir (Strack vd., 2003;
Gliszczyﬁska—Swiglo vd., 2006; Ravichandran vd.,
2013; Swarna, vd., 2013). Bir diger calismada,
betalainlerin  kaynagi olan kirmizi  pancar,
amaranth, kaktls meyvesi ve kirmizi pitahaya
(ejder meyvesi) gibi meyvelerin antioksidan, anti-
kanser, anti-lipidemik (kolesterolii ve kisa zincirli

yag asitlerin = olusumunu  engelledigi) ve
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antimikrobiyal ~ aktivite  gibi  farmakolojik
Ozelliklere sahip oldugunu, bu meyvelerin
fonksiyonel gidalarin  yapisinda yer almast

gerektigi belirtilmistir (Ninfali ve Angelino, 2013;
Gengatharan vd., 2015).

Kirmizt pancardan betalainlerin ekstraksiyonun-
da, 1sil prosesler (Delgado-Vargas vd., 2000;
Herbach, 2004; Ravichandran vd., 2013),
mikrodalga (Ravichandran vd. 2013; Cardoso-
Ugarte vd. 2014) ve konsantrasyonunda
mikrofiltrasyon (Amirasgari ve Mirsacedghazi,
2015) ve ozmotik distilasyon (Amirasgari ve
Mirsaeedghazi, 2016) yoéntemlerinin kullamldig
ve s6z konusu yontemlerin betalainler Uzerine
etkisinin tartigildigt caligmalar mevcuttur. Yapilan
bu ¢alismada, kirmizi pancara ultrasonik banyoda
farkli sicakhk ve siirede 1sil islem (TDUE)
uygulayarak betalainler yaninda TFM, DPPH-
RSA ve Hunter L, a ve b degerindeki degisimin

izlenmesi ve betalainlerdeki degisimin
matematiksel  esitliklerle ortaya  konulmast
hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada hammadde olarak kullanian kirmizt
pancar 6rnekleri Ordu ili ve ¢evresinden énceden
belirlenmis bahcelerden hasat olum evresinde
ornekleme kurallarina  gére sokiilmis, Ordu
Universitesi, Gida  Miihendisligi ~ Bolimdi,
aragtirma laboratuvarlarina  getirilen 6rnekler
yaprak, kok kesildikten sonra tizerindeki ¢camur
musluk suyunda yikanarak uzaklastirilmistir.
Dilimleme aparatinda 1x1 cm boyutlarinda
kiiplere ayrilan kirmizi pancar 6rnekleri falkon
tiplere tartlmus (3.0720.10 g) agirhiginin 15 katt
saf su ilave edilerek 40, 60 ve 80 °C’de 5-210 dk
icerisinde ultrasonik banyoda (ISOLAB-3L,
ultrasonik gii¢; 120W, 40 Hz, 5-80°C, 1-60 dk)
betalainlerin ekstraksiyonu saglanmistir. Ozellikle
uzun streli ekstraksiyonlarda sicakligin sabit
tutulmasi icin ortama soguk su ilavesi ve fazla
suyun tahliyesi saglanarak, sicaklik sapmalar
(x2°C)  dusturilmistir. Ekstraksiyon — siiresi
tamamlanan  Ornekler, buzlu su icerinde
sogutulup, stizildikten sonra analiz siiresine
kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

Betalainler ve toplam betalain miktar: tayini:
Ultrasonik banyoda belitlenen sicaklik (40, 60 ve
80°C) ve strelerde (5-210 dk) bekletilmis ve
stztlmus kirmizi pancar orneklerinin sulu (1:15
w/v) ekstraktlari santrifijde 4000 rpm’de 5 dk
santriftyj edildikten sonra elde edilen pigment
(betasiyanin ve betaksantin) 6ziitlerinin miktatlari,
1 cm kuvars kivet kullanilarak, iki farkli dalga
boyunda (483 ve 535 nm), Lambert Beer'in
yasasina gore UV-VIS spektrofotometrede
(Shimadzu UV mini-1240, Japonya) absorbans
okumast yapilmis ve agagida verilen formile gore
hesaplanmistir  (Castellanos-Santiago ve Yahia,
2008). Sonuglar kg ckstrakt basina mg pigment
olarak ifade edilmistir.

BC = [(A*DFfMW*Vd*1000/ e*1*Wd)]

BC: Betalain miktar1 (mg/kg)

A: 535 nm (betasyanin) ve 483 nm (betaksantin)
dalga boyunda okunan absorbans

DF: Seyreltme fakt6ra

MW: Betasiyanin (550 g/mol) ve betaksantin (308
g/mol) molekil agithg

Vd: Ekstraksiyon ¢dzeltisinin hacmi (ml)

Wd: Ornek miktar1 (g)

€: Molar absorptivite katsayisi, betasiyanin icin
60000 L./mol cm, (su icerisinde ) betaksantin icin
48000 L/mol cm, (su igerisinde)

I: Kivetin ¢apt (1cm)

Toplam fenolik madde tayini:

Fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu
cOzeltisi ile  verdigi  rengin  absorbansi
spektrofotometrede (UV-VIS Shamadzu UV
mini-1240), sahit numuneye karst 725 nm’de
okuma yapilarak saptanmistir (Singleton ve Rossi,
1965). Ornekler ekstrakte edildikten sonra
bulanikligs gidermek amaciyla 4000 rpm’ de 5 dk
santrifilj edilmis, ve renk olusumu karanlk
ortamda 90 dk bekletilerek saglanmustir. Toplam
fenolik madde miktar1 (TFM) gallik asit ¢6zeltisi
ile elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak gallik
asit esdegeri (mg GAE/100 g ekstrakt) tizerinden
hesaplanmustir.

DPPH radikal

Inhibisyon) tayini:
Orneklerin DPPH  radikal siipiirme aktivitesi
(DPPH-RSA veya % inhibisyon) mor renkli stabil

sipiirme aktivitesi (%
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bir  bilesik olan  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH") radikalini indirme gliciiniin 6l¢tilmesine
dayanan DPPH yontemi ile belirlenmistir
(Cemeroglu, 2010). Analiz icin 0.1 ml ekstrakt
alinarak 2.9 ml DPPH c¢ozeltisi ilave edilmistit. 30
°C’de 30 dk bekletildikten sonra 517 nm dalga
boyunda ki absorbans degerleri okunmustur.
DPPH radikalinin inhibisyon oran1 asagidaki
esitlige gére hesaplanmistir.

% Inhibisyon = (Abs kontrol — AbS tmel) / ADS kontrol
x 100

Hunter renk degerleri:

Orneklerin Hunter L, a ve b degetleri renk 6l¢iim
cihazt (Konica Minolta Cr-410) ile Sl¢tlmastiit.
Orneklerin renkleri, aletin beyaz plakaya gore
L.=97.79, a= -0.44 ve b=+2.04 olacak sckilde
kalibre edilmesinden sonra okunmustur (Mc
Guire, 1992).

Istatistiksel analiz:

Arastirma Tesaduf Parselleri Faktoriyel Deneme
diizende (3 sicaklik x 7 siire x 2 tekerriir olmak
lzere toplam 42 6rnek) kurulup yuritilmistir.

Verilerin analizinde MINITAB 18 istatistik
programi  kullandmistir.  Varyans  Analizi
(ANOVA) sonucunda 6nemli bulunan varyasyon
kaynaklarina ait ortalamalar Tukey Coklu

Kargilastirma  Test’t  ile  karsilastirilmistir
(Dizgtines vd., 1987).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Yapilan Varyans Analizi (ANOVA) sonucunda,
arastirmada  kullantlan ~ kirmuzi pancarin
betalainleri (betasiyanin, betaksantin), TFM
miktari, DPPH-RSA ve Hunter renk degerleri (L,
a ve b) tzerine, TDUFE’da kullanilan sicaklik (T
=40, 60 ve 80°C), sire (t =5-210 dk) ve Txt
interaksiyonlariin  etkisi 6nemli (P <0.001)
bulunmustur. Onemli ¢tkan ortalamalarin Tukey
Coklu Karsilagtirma Test sonuglari Cizelge 1°de ve
grafik ile Sekil 1, 2 ve 3’ de gosterilmistir.
TDUEun sicaklik derecesi (60 ve 80°C) ve
bekletme stresine (5-70 dk) baglt olarak
betalainlerin degisimini yansitan matematiksel
esitlikler ise Cizelge 2’de verilmistir.

40C-15dk

80C-35dk 600
80C-30dk

80C-25dk

80C-20dk

80C-15dk

80C-10dk

80C-5dk

60C-70dk

60C-60dk
60C-50dk

@ Betasiyanin (mg/kg)

Betaksantin (mg/kg)

40C-30dk
40C-60dk

40C-120dk

40C-150dk

40C-180dk

40C-210dk

60C-10dk

60C-20dk

60C-30dk
60C-40dk

e==nTop betalain(mg/kg)

Sekil 1. Betalainler tzerine termal destekli ultrasonik ekstraksiyonun (°C, dk) etkisi
Figure 1. Effect of thermal assisted unltrasonic extraction (°C, min.) on betalaines
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Cizelge 1. Termal destekli ultrasonik ekstraksiyona goére kirmizt pancarin bazi bilesimin 6gelerine ait
ortalamalarin Tukey coklu karsilagtirma testi sonuglari
Table 1. Tukey multiple comparison test results of means of some components of red beetroot according to thermal assisted
ultrasonic extraction

T B oo
(°C, da‘k) Betasiyan'in Betaksanti.n Top.Betala‘in GAE/) 100g) (DPPH-RSA) L a b
(C, min) (Betacyanin) (Betaxanthin) (Total Betalain) (TPC)

40-15 2 38.079 22.360H 60.440! 1.765- 2.34 57.704 17.98 -0.991
40-30 2 61.0491 33.977FGH 95.026GH! 5.608KL 4.381 52.938 22.351  0.88HI
40-60 2 109.592H1 61.181EFGH  17(,772FGH 12.513UKL 7.53Y 44.48C  33.26FGH  5006FG
40-120 2 140.554EFGH 76.155CDEE  216.708PEF  26.079GHIK 23.46GH] 39.01PE  40.21ABCD 9 27DE
40-150 2 142.788EFGH 79.409CDE 222.198DEF 28 223FGHIK 32 79DEFGH 37 G8DE 40 53ABCD 9 57DE
40-180 2 156.958DEFGH 82.774CDE 239 732CDEF 33 6(G7FGHI 32.41EFGH 37 29DEF 39 78ABCD 9 74DE
40-210 2 181.801CPEFG 98.767CPE  280.569CPE  3525]EFGHL 35 94DEFGH 36 73DEF 39 56ABCDE 1().41CD
60-10 2 58.507Y 30.740GH 89.247H1 9.244JKL 7.141 48.34C 31.03H  2.29GH
60-20 2 164.057CDEFGH  85889CDE 249 94GCDEF 29 731FGHI) 26.80FGHI 37 05DEF 41 .49AB  1(0.85C€D
60-30 2 232.7558C 114.631¢D 347.386BC 41.744EFGH 42 O5CDEFG 35 98DEFGH 41,894 1(.52¢D
60-40 2 326.3474 174.446A 500.7934 89.47448 69.74AB 32,510 37.10CDEF 13,(02BC
60-50 2 288.8304B 163.38648 452.215AB 91.1904 68.20AB 32.68GH  36.66PEFG  12.83BC
60-60 2 223.739BCD 120.0808¢ 343.8198C 66.061BCD 60.91ABC  333]1FGH 3(.81CDEFG 13.3GBC
60-70 2 170.64GCDPEFGH 93 019CDE  263.665CPEF  50.710CDEF 52 92ABCDE 35 GSEFGH  3(.43DEFG 14 51AB
80-5 2 119.393FGHI 59.98GEFGH  179.379EFGH 23 174HIKL 14.29H 39.93D 41.254B  5.80F
80-10 2 186.193CDEF 87.991CDE 274 183CDEF  3(.224EFGH 33 {(QDEFGH 38 51DE  40.91ABC 7 2GEF
80-15 2 203.695CPE 106.342¢D 310.037€D  44,022DEFGH 47 73BCDEF 36 G5DEFG  40.16ABCD  13.36BC
80-20 2 146.231EFGH 74.816PEFG  221.048DEF  40.767EFGH  551075ABCD 37 .85DE 38, G5ABCDE 14 69AB
80-25 2 132.701FGH 77.099CDEE  209.800PEF  48.676CDEFG  59.7926ABC 37 7GDE 37 4]1BCDE 15 ,(9AB
80-30 2 123.616FGHL 76.749CDEE  200.365EFG 71.115ABC 71.69744 38.23DE 35 50EFGH 16844
80-35 2 115.969GH! 70.655PEFG  186.624EFGH 57 76(0CDE 64.4393ABC  39.2225DE  32.83GH  17.064

TEFM (Toplam fenolik madde), TPC (Total phenolic content)

DPPH-RSA (DPPH-Radikal stiptirme aktivitesi), DPPH-RSA (DPPH-Radical scavenging activity)
AL Ayni harfle isaretlenmis ortalamalar birbirinden istatistiki acidan farkstzdir.

** Prosese gore bilesim unsurlart ortalamalart arasindaki farki gésterir (P <0.01)

AL The averages martked with the same letter are not statistically different from each other.

** Inducates the difference between composition component averages according to process (P <0.07)

Toplam betalainlerin igeriside betasiyaninlerin
betaksantinlere gére yaklastk 2 kat daha fazla
oldugu, ekstraksiyon ilerledikce artan sicaklik (40,
60 ve 80°C) ve stireye (5-210 dk) gére bu oranin
korundugu Cizelge 1 ve Sekil 1’den izlenebilir.
Kirmizi  pancarin 40°C-15 dk  ekstraksiyonu
sonrasinda ekstraktlardaki betasiyanin,
betaksantin ve toplam betalain degerleri sirasiyla
38.08, 22.36 ve 60.44 mg/kg, 40°C-210 dk

uygulamanin sonunda ise 181.80, 98.77 ve 280.57
mg/kg degerini almistir. TDUEun 60 ve 80°C’de
farklt strelerdeki uygulamalart ile mukayese
edildiginde, ulasilan en ytksek stire olan 210 dk’da
dahi betalainlerin ekstraksiyonun tamamlanma-
dig1 ve betalainlerde azalma veya 1s1l bozulmanin
ise  olmadigt tesbit edilmisti. TDUE’da
ekstraksiyon sicakliginin 20°C artirilarak 60°C” ye
ctkarilmast  halinde ik 10 dk sonunda
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betalainlerden, betasiyaninlerin % 52 (58.50
mg/kg), betaksantinlerin % 36 (30.74 mg/kg) ve
toplam betalainlerin % 48 (89.24 mg/kg) oraninda
artty  gOsterdigi  saptanmustir.  Betasiyanin,
betaksantin ve toplam betalainler, 60°C’de artan
ckstraksiyon siireleri ile 40 dk sonuna kadar artis
gOsterip, maksimum degere ulasirken (326.35,
174.45 ve 500.79 mg/kg), bu streyi takip eden
strelerde ise betainlerin azalmaya bagladigy,
60°Cnin 70 dk uygulamast ile % 48 kayipla en
dustk degeri (263.66 mg/kg) aldigt gorulmustit.
TDUE’un 80°C°de ilk bekletme stiresi olan 15 dk
sonunda sulu ekstraktda toplam betalainlerin en
fazla 310 mg/kg’ a kadar ciktigy, fakat artan streler
ile belirgin sekilde azaldigt izlenmistir. Aynt
zamanda 80°C’de 15 dk sonunda ulagilan en
ylksek toplam betalain degerinin, 60°C’nin 60 dk
uygulamasinda ulagilan degerin altinda kaldig:
saptanmistir (Cizelge 1 ve Sekil 1).

Diger taraftan, kirmizi pancar ve kaktiis meyvesi
betalainlerin ~ en  iyi = kaynaklari  arasinda
gosterilmektedir. Kaktis meyvelerinden (5.
stellatns) alinan 32 pulp 6rneginde toplam kuru
maddede olmak tzere 856.07-9248 ug/g arasinda
(Pérez-Loredo, vd., 20106), kirmiz1 pancarda 8600
ug/g, dikenli armutta (Opuntia spp.) 170-8150
ug/g, (Castellanos-Santiago ve Yahia, 2008), aynt
meyvenin (Opuntia  fiens indica) sart  renkli
meyvelerinde 37.8 pg/g (betaksantin olarak) ve
kirmizi renkli meyvelerinde ise 102 ug/g (betalain
ve betaksantin toplami) (Khatabi, vd., 2010)
betalain tesbit edilmistir. Orneklerimizden termal
ultrasonik ekstraksiyon yolu ile elde edilen toplam
betalain  miktar1  (500.79 mg/kg  ekstrakt)
yukardaki bulgular ile karsilastirildiginda nispi
azalis gostermesine ragmen, betalainlerin biyik
kismmnin  elde edilebildigi ortaya ¢tkmustir.
Kayiplarin  sicaklk ve sire yaninda kirmizi
pancarin bilesimi (su, mineral madde, ortamin
pH’s;, VitC, vs), pancarin pargalanmast ve
bekletilmesi sirasindaki enzimatik faaliyetler, 1sik
ve oksijen temast ilgili oldugu distntlmektedir
(Roy vd. 2004; Stintzing ve Carle, 2004). Nitekim,
konuyla ilgili olarak yapilan bir calismada,
betalainlerin ekstraksiyonunda renk maddelerinin
stabilitesinin saglanmast icin ortamin pH’nin 5,
Vit Cnin ise % 0.25 oraninda bulunmasinin
onemli oldugu, ayrica ortamdaki seker, pektik

madde ve organik asitlerin ¢Oziiciiye gegen
pigment konsantrasyonunu etkiledigi vurgulamig-
tir. Bununla birlikte ortamda bulunan flavanlarin
(katesinler ile schiff bazt olusturma) betalainleri
korudugu (Khan ve Giridhar, 2015; Khan, 2016)
belirtilmektedir ki, yapilan calismalar kirmuzt
pancarin fenolik bilesikler agisindan  zengin
oldugunu gostermektedir (Ninfali ve Angelino,
2013).

Bir diger Onemli sonug, termal ultrasonik
ekstraksiyonda uygulanan 60 ve 80°C’e ait artan
strelerin, betalainleri etkiledigi ve betalainlerde
kismi bir azalmaya veya parcalanmaya sebep
oldugudur. Farkli arastiricilar 70°C  altindaki

sicakliklarda  betalainlerin =~ parcalanmasinda
enzimlerin  (glikozoksidaz,  peroksidaz  ve
polifenoloksidaz) etkili olabilecegini,

inaktivasyonu i¢in 70°C’de 2 dk uygulamanin
yeterli oldugunu vurgulamuslardir  (Delgado-
Vargas vd., 2000; Ravichandran vd., 2013). Bir
diger arastirici, betalainlerin korunmasinda etkili
bir diger yontemin ortamdaki serbest suyun

baglanmast ((B-siklodekstrin (B-CD),
hidroksipropil-3-CD (HP-B-CD) ve
stlfobitileter-3-CD  (SBE-3-CD))  oldugunu

belirtmistir (Khan, 2016). Bir model sistemindeki
betaksantinlerin 151tk ve oksijen hari¢ tutulursa
40°C’de  stabil, fakat 40°C’nin lzerindeki
sicakliklarda ise betasiyaninler gibi sicaklik
derecelerine karst hassas oldugu vurgulanmistir
(Cai vd., 2001; Roy vd., 2004). Islenen gidalara
uygulanan mikrodalga, pisirme, kizartma ve
vakumda koyulastirma gibi 1s islemlerin,
betalainlerin parcalanmasina neden oldugu bircok
aragtirict tarafindan belirtilmektedir. Fakat bir
kisim arastiricl, 6zellikle mikrodalganin 900W, 30
s (% 7) ve 1800W, 30 s (% 19) gibi yiiksek
isinlamalarinin - betaksantinlerde artisa  neden
oldugunu belirtilmektedir (Ravichandran vd.,
2013). Cardoso-Ugarte vd. (2014) dondurularak
kurutulmus ~ kirmizt  pancarda  mikrodalga
ekstraksiyonu ile optimum miktarda betaninlerin
eldesinde 400W, 90-120 s’in, maksimum miktarda
betaksantilerinin eldesinde ise 400W, 140-180 s’in
yeterli oldugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada,
cozlcl icerisine ilave edilen 0.04 mol/L askorbik
asitin iki agamali mikrodalga ekstraksiyonunda
daha zengin  pigment  konsantrasyonu
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(187.67126.99 mg/100g) verdigi saptanmistir. Bir
diger calismada vakum altinda kurutulmus kirmizt
pancar dilimlerinden elde edilen ekstraklardaki
betasiyanin ve betaksantin miktarinin vakum
uygulanmadan kurutulmus 6rneklere gére daha
yikksek  bulunmus, kontrol Ornegine gére
betasiyaninlerin % 20 oraninda, betaksantinlerin
ise % 12 oraninda arttift  belirlenmistir.
Betalainlerin  korunmasini, ortamdaki oksijenin
olumsuz  etkisinin  ortadan  kaldirilmasiyla
aciklamiglardir.  Isil  islemlerde kaynama ve
kizartma derecelerine ulastlirsa  betalainlerde
parcalanma oldugu bildirilmektedir ki, konuyla
ilgili olarak kirmizi pancar ile yapilan galismada,
kaynama derecelerinde 60, 120 ve 180 s’lik kisa
stureli uygulamalarin betasiyaninleri sirastyla % 0,
% 22 ve % 51, betaksantinleri ise % 18, % 23 ve
% 33 oraninda azaltug belirlenmistir (Khan,

2016).  Sicakligin  etkisi ile  betalainlerin
parcalanmasi;  aldimin  baginin  bozulmasi,
1zomerizasyon, dehidrojenizasyon,

dekarboksilasyon, deglikosilasyon reaksiyonlart ve
isi-asit ortak  etkisi  ile  iligkilendirilerek
actklanmistir (Herbach vd. 2004; Ravichandran
vd., 2013; Khan, 2016).

TDUE’da 40°C’ de 15-210 dk arasinda bekletilen
ekstraktlardaki ~ TFM = miktann 176  mg

80C-30dk

80C-25dk

80C-20dk

80C-15dk

80C-10dk

80C-5dk

60C-70dk
60C-60dk

60C-50d
TFM (mgGAE/100g)

GAE/kg’dan 35.25 mg GAE/kg’a ve DPPH-
RSA ise % 2.34den % 35.94’de kadar artis
gostermistir. Toplam betalain degerinin yani sira
TFM miktart artttkca, DPPH- RSA degerinin de
artty gosterdigi gorilmustir. TDUE’da, 60°C°de
40-50 dk arasinda bekletilen sulu ekstraktlarda,
TEFM ve DPPH-RSA degeri maksimum degere
ulagmus sirastyla 89-91.2 mg GAE/100 g ekstrakt
ve % 68-69.7 arasinda degismistir. S6z konusu
sicaklik derecesinde artan streler, betalainlerde
oldugu gibi TFM’nin ve dolayisiyla DPPH-RSA
degerinin  de azalmasina neden olmustur.
TDUE’da sicaklik derecesinin 80°C’ye ¢ikarilmasi
halinde 5 dk sture sonunda TEM’nin, 40°C’nin 15
dk’a gore 13 kat ve 60°C’nin 10 dk’a gbre ise 2.5
kat, DPPH-RSA’nin ise aynt sicaklik derecelerinde
strastyla 2 ve 3 kat arasinda arttig1 belirlenmistir.
TEFM degisimine benzer degisim ve DPPH-RSA
degerinde  de  gOrilmustir.  Betalainlerin
degisiminden farkli olarak TFM miktar1 ve
DPPH-RSA degeri 80°C’nin 30 dk’a kadar arts
gOstermis, sonra dusmustir. Diger taraftan
800C’de ulagilan en yitksek TFM ve DPPH-RSA
degertleri, 60°C’de ulagilan maksimum TFM
degerinden daha diisiik deger vermis, DPPH-RSA
degeri ise benzer sinirlar igerisinde yer almustir.

40C-15dk
80C-35dk 100

40C-30dk
40C-60dk

40C-120dk

40C-150dk

40C-180dk

40C-210dk

60C-10dk

60C-20dk
60C-30dk

60C-40dk .
e % |nhibisyon

Sekil 2. TFM ve DPPH-RSA (% Inhibisyon) tizerine termal destekli ultrasonik ekstraksiyonun (°C, dk)
etkisi
Figure 2. Effect of thermal assisted uitrasonic extraction (°C, min.) on TPM and DPPH-RSA (Inbibition %)
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Hunter L degerinin tzerine 40°C’de farklt
strelerde uygulanan termal ultrasonik etki ile
azaldigl, baslangicta negatif olan (mor-viyole)
Hunter b degeri ortalamasinin daha sonra artan
TDUE siiresi ile artis gOstererek pozitif degere
yani betanin kayb1 nedeniyle rengin daha sarimsi-

80C-30dk

80C-25dk

80C-20dk
\

80C-15dk —

80C-10dk —

80C-5dk

60C-60dk

60C-50dk

—1L

Y /

kahverengiye doniistiigli, kirmiziligin gOstergesi
olan a degerinin ise 40°C-150 dk’hk TDUE
uygulamasina kadar arttigi daha sonra hafifce
azaldigl bu azalisin ise istatistiki olarak Gnemli
olmadigt saptanmustir (Cizelgel, Sekil 3).

40C-15dk
80C-35dk 060

40C-30dk
40C-60dk

/ 40C-120dk
40C-150dk
/

——— 40C-180dk

£ 40c-210dk

60C-10dk

60C-20dk

60C-30dk
60C-40dk

——

Sekil 3. Hunter renk degerleri (L, a ve b) tzerine termal destekli ultrasonik ekstraksiyonun (°C, dk)
etkisi
Figure 3. Effect of thermal assisted ultrasonic extraction (°C, min.) on Hunter color values (L, a and b)

Diger  taraftan TDUEwun  60°C-40  dk
uygulamasinin sonuna kadar Hunter L degeri
azalis gdstermis, aynt sicaklik derecesinin 50, 60 ve
70 dk sonunda ise hafifce yitkselme géstermistir.
Hunter a degeri 60°C-40 dk uygulamasina kadar
artts, aynt sicaklik derecesinin artan siirelerinde ise
azalma egilimi gostermistir. Hunter b degeri ise
60°C’nin tim bekletme siirelerinde dalgalanma
olmasina karsin artis géstermis ve 70 dk sonunda
14.51 ortalama degerine ulasmustr. TDUE’un
uygulandigi bir diger sicaklik derecesi 80°C’nin 5-
15 dakikalart arasinda Hunter L degerinin, 39.93
den 36.65’e diistiigii, 15-35. dakikalart arasinda ise
degisimin olmadigl veya ortalamalarin istatistiki
olarak benzer oldugu ortaya ¢ikmistir. Hunter a
degeri ise 80°C’nin 5-35 dakikalik bekletme
surelerinde 41.25 den 32.83’¢ kadar azalis
gosterirken, Hunter b degeri ise 5.80 den 17.06’a
kadar artis gbstermistir.

Kirmiz1 pancarin betalainleri, TDUEun 60 ve 80
0C’de 5-70 dk uygulamalari ile en ylksek degere
ulastp ve daha sonra artan sicaklik siiresi ile
belirgin sekilde azalis gbsterdigi icin bu sicaklik
derecelerinde degisim gosteren betalainlere ait
veriler, coklu regresyon analizine tabi tutulmus ve
regresyon katsayilart (R? > % 80) yiiksek olan
esitlikler ortak matematiksel model olarak Cizelge
2’ de verilmistir.

Betasiyanin, betaksantin ve toplam betalain
verilerine gbre regresyon analizi sonucunda daha
yitksek R? degerlerine (%o 85-87) sahip parabolid
regresyon esitligi veya U¢ boyutlu polinom
esitliklerinin hesaplamalarda kullandmas: halinde
TDUE kosullarinda sicaklik (T) ve stireye (t) bagh
olarak betalainlerin degisiminin daha dogru olarak
hesaplanabilecegi ortaya ¢ikmistir.
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Cizelge 2. Kirmizi pancar betalain bilesimi ile TDUE’nin farkl sicaklik (60-80°C) ve suireleri (5-70 dk)
arasindaki matematiksel esitlikler (P <0.01)

Table 2. The mathematical equations between betalaine composition of red beetroot and different temperature and time of
TAUE (P <0.01)

Parametre Matematiksel Esitlikler Model
(Parameter) (Mathematical Equations) R? (%)
Betasiyanin BS = 783+ 11.23T + 52.71 t - 0.2049 2 - 0.5749 T*t 87.80
(Betacyanin)

P (0.000) (0.000) (0.000) (0.000)  (0.000) (0.000)
Betaksantin BK = 23929 + 5531 T + 26.33 t - 0.1078 2 - 0.2769 T*t 85.22
(Betaxanthin)

P (0.000) (0.000) (0.000) (0.000)  (0.000) (0.000)
Toplam betalain TB = 1176 + 1676 T + 79.04 t - 0.3127 12 - 0.8518 T*t 87.36
(Total betalain)

P (0.000) (0.000) (0.000) (0.000)  (0.000) (0.000)

T: Stcaklik (°C), t: Siire (saat)
T: Temperature (°C), t: Time (hour)

Matematiksel modellerde, betalainlerin tzerine
sicaklik (T) ve siirenin (t) linear (primer), stirenin
kuadratik (sekonder) etkisi yaninda sicaklik ve
sirenin interaksiyon (T*t) etkisinin de 6nemli
oldugu tespit edilmistir (P <0.001). Modellerin T
ve t’ye ait katsayilari incelendiginde, betalainlerin
degisiminde t'nin linear etkisinin, T°nin linear
etkisi, t'nin kuadratik etkisi ile T*t etkisinden daha
yiksek oldugu gérilmistir (P <0.001). Ayrica,
tim regresyon esitlikleri incelendiginde T ve t'ye
ait katsayilarin linear etkisinin betasiyanin,
betaksantin ve toplam betalain esitliklerinde
pozitif, t ve T*t'nin katsayilarinin ise negatif yénde
etkide bulundugu tespit edilmistir. Bir bagka
ifadeyle, denklemin ilk kisminda T ve t’nin linear
etkisinin ekstraktlarda betalainlerin artisina neden
oldugu, denklemin ikinci kisminda yer alan t’nin
kuadratik ve T*t interaksiyon etkisi ile de
betalainlerin azalisina neden oldugu belirlenmistir.

SONUC

Kirmizi pancar tlkemizin de dahil oldugu
Akdeniz diyetinde yer alan, salatalarda ve tursu
veya fermente suyu olarak yaygin sekilde titketilen
bir sebzedir. Diger taraftan kirmizi pancardan elde
edilen  betalainler gida  sanayinde dogal
renklendirici  olarak  muhtelif  gidalarda
kullanilmaktadir. Betalainlerin dahil oldugu tim
dogal renk maddelerinin ekstraksiyonu i¢in uygun
ekstraksiyon metodlarinin  yani sira  optimal
kosullarinin ~ ortaya  konulmasi  gliniimtzde

tartistimakta ve arastirlmaktadir. Bu calisma
kapsaminda TDUE yénteminin uygunlugu
kirmizi pancar betalainleri tzerinde arastirilmis,
sonugta 40°C de uygulanan TDUE ait siirelerin,
hem betalainler hem de TFM’nin ekstraksiyon icin
yeterli olmadigi ¢ok uzun stre gerektirdigi ve
uygulamada kullanidmasinin - anlam  tagimadidt
ortaya c¢tkmustir.  TDUE  kullanilan  sicaklik
dereceleri ve strelerine karsilik betalainler, TEM,
DPPH-RSA, Hunter L, a ve b degerinin degisimi
karsilastirildiginda 60-80°C’de uygulanan strelerin
daha belirgin sonu¢ verdigi saptanmugstir. Elde
edilen matematiksel esitliklerin betalainlerdeki
degisimi yansittig1 ve optimum sicaklik ve stireleri
belirlemede yiksek dogrulukta (R? = % 84-87)
kullanilabilecegi ortaya ¢ikmusgtir.
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ABSTRACT

The aim of this study is to determine the effect of different microwave powers on the drying kinetics and
powder properties of foam mat dried egg white powder. For this purpose, the egg white foam was obtained
by using kitchen blender (1000W, 5min) and dried in a domestic microwave oven at five different microwave
powers (120-720W). According to the results, the drying time decreased from 360s to 80s according to
increasing microwave power (P <0.05). In order to determine the drying kinetic of egg white foam, the
experimental data was fitted to various semitheoretical models and one empirical model. Page model which
showed the highest R?values (0.983-0.994) was chosen as the most suitable model for determining the drying
behavior of egg white foam. In addition, the average effective moisture diffusivity and activation energy
values were calculated and ranged between 3.3389E-08 to 1.4139E-07 m2/s and 28.0640 W/g, respectively.
Keywords: Egg white, foam mat drying, drying kinetic, thin-layer modeling, powder properties

FARKLI MiKRODALGA GUCLERININ KOPUK KURUTMA YONTEMI ILE
KURUTULMUS YUMURTA BEYAZI TOZLARININ KURUMA KiNETIiGI
VE TOZ URUN OZELLIKLERI UZERINE ETKISI

oz

Bu galismanin amaci, farkl mikrodalga giiclerinin képtk kurutma yéntemi ile kurutulmus yumurta
beyazi képiginin kuruma kinetigi ve toz Ozellikleri Uzerine etkisinin belirlenmesidir. Bu amag
dogrultusuna, yumurta beyazi képigi blender kullanilarak (100W, 5dk.) elde edilmis ve mikrodalga
firinda bes farkli mikrodalga gliciinde (120-720W) kurutulmustur. Artan mikrodalga giicii ile kuruma
stiresi 360s’den 80s’ye azalmistir (P <0.05). Yumurta beyazi tozunun kuruma kinetigini belirlemek
icin, deneysel veriler ¢esitli yart teorik modeller ve bir empirik model kullanilarak modellenmistir.
Yiksek R? degeriyle (0.983-0.994) Page model yumurta beyazi képiginin kuruma davranisinin
belirlenmesi i¢in en uygun model olarak segilmistir. Ayrica, ortalama etkin nem diftizyon katsayist ve
ortalama aktivasyon enetjisi hesaplanmis ve sirastyla 3.3389E-08- 1.4139E-07 m?2/s ve 28.0640 W/g
olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Yumurta beyazi, koptk kurutma, kuruma kinetigi, ince tabaka modelleme, toz
ozellikler
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Foam-mat dried egg white powder

INTRODUCTION

Foam mat drying is a process in which liquids or
semi-liquid/solid foods are transformed into
stable foam by using foaming agent and stabilizer
and to subsequently be dried (oven, tray dryer,
microwave dryer, freeze dryer etc.) under thin-
layer conditions (Abbasi and Azizpour, 2016;
Venkatachalam et al., 2014; Rajkumar et al., 2007).
The drying rate of foam mat drying is
comparatively high compared to other drying
techniques due to an enormous increase in the
liquid-gas interface, in spite of the fact that the
heat transfer is impeded by a large volume of gas
present in the foamed mass (Sharada, 2013). A
high-quality food powder can be obtained by the
proper selection of the foaming method, agent,
stabilizers, and time and also selected drying
method and temperature (Venkatachalam et al.,
2014). The advantages of foam mat drying
process compared to the other drying techniques
are suitability for all types of liquids, rapid drying
at a lower drying temperature, high retention of
nutritional value, easy reconstitution, and being
cost-effective (Kudra and Ratti, 2000).

Egg white (albumen) powder which is rich in
protein commonly used as a food ingredient
especially in the bakery industry for its foaming
and gelling properties (Muthukumaran et al.
2008a). Egg white contains 56% of whole egg’s
total proteins (Ovalbumin, Ovotransferrin,
Ovomucoid, Ovomucin, Lysozyme, G2 and G3
globulin, avidin) along with the majority of the
minerals such as chlorine, magnesium, potassium,
sodium, and sulfur (Solval, 2011). Egg white
powder was used as a foaming agent and stabilizer
at several studies such as foam mat freeze-drying
of apple juice (Raharitsifa and Ratti 2010), foam
mat convective drying of cantaloupe (Salahi et al.,
2015) etc.. In addition, the egg white powder can
be used as an encapsulating agent in the food
industry (Solval, 2011).

There are several studies on the drying of egg
white by using different drying techniques such as
spray drying (Ayadi et al. 2008; Ma et al., 2013),
pulse-spouted bed microwave freeze drying
(Wang et al., 2013), and foam mat freeze drying
(Muthukumaran et al., 20082 and b). However,

from the authors’ knowledge, there is a paucity of
literature investigating the effect of foam mat
microwave oven drying technique on the drying
behavior, drying rate, effective moisture
diffusivity, and powder properties of foam mat
dried egg white powder. Foam mat microwave
drying method is one of the promising methods
which combines the advantages of microwave
and foam mat drying such as short drying time,
higher drying rate, effective moisture diffusivity,
surface area, and higher quality of the end product
etc. (Alibas, 2006; Kudra and Ratti, 2000;
Mathukumaran et al., 2008b). For this reason, the
aim of this study was to determine the effect of
different microwave powers on the drying
kinetics and powder properties of the foam mat
dried egg white powder.

MATERIAL AND METHODS

Material

The commercial pasteurized liquid egg whites
(15.0£0.0°Brix, 9.3£0.2 pH, foam capacity
1066.0£0.0, Salmonella absent in 25 g, Staph.
Aurens. <100 CFU/ml, Enterobacteriaceaec <10
CFU/ml) were obtained from Anako Yumurta ve
Urtinleri Gida San. Thr. Ith. ve Tic. A.S., Ankara,
Turkey. Egg whites were kept under refrigeration
(4°C) conditions until the next step of the
experiment.

Foam Preparation

In order to obtain egg white foam, the method
described by Mathukumaran et al. (2008a and
2008b) was used. Before the foaming process, the
egg white was removed from the refrigerator and
kept outside until reaching room temperature
(+24£2°C). Fifty milliliters of egg white was
added to the glass beaker (500ml) to make the egg
white foam. A kitchen blender (1000W power,
SHB 3107, Sinbo, Turkey) was used to make foam
and three different whipping periods as 1.5, 3, and
5min were used. According to visual inspection,
the most stable foam was chosen as the foam
which was whipped for 5 min.

Microwave Drying

The egg white foams were dried in a domestic
microwave oven (Arcelik MD574, Turkey) at 5
different microwave power (120W, 350W, 460W,
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600W, and 720W). The egg white foam of
approximately 6.00£0.20g was placed in a glass
dish (10.8cm diameter, 2mm side thickness)
which was put on the rotating glass of microwave.
The thickness of egg white foam was measured by
using the caliper. Samples were removed
periodically (at 10s intervals) from the microwave
oven and weighed. The experiments were
completed when the change in the mass of the
samples dropped to 0.01 (g) between the two
measurements. The drying processes were
repeated two times under the same conditions and
the average value of the results was taken into
consideration for calculations. The egg white
foam powder was obtained by grinding the dried
material (flakes) with a mortar and packaged in
aluminum polythene bags for further analysis.

Mathematical modeling of drying curves and
calculations of drying rate

The dried mass of the egg white was determined
after drying in the vacuum oven (Nuve
Laboratory and Sterilization Tech, EVO018,
Turkey) at 70+5°C in order to calculate the
moisture content (AOAC, 2000). The moisture
ratio (MR) of egg white foam during microwave
oven drying was calculated using the Eq. (1);

MM,
T MM, M

Where M:, My, and M, are the moisture content at
any time, initial, and equilibrium moisture
contents (kg water (H20)/ kg dry matter (DM)),
respectively.

Drying curves were fitted to seven well-known
semi theoretical thin layer drying models (Lewis
(MR=exp(-kt)), Page  (MR=exp  (-kt")),
Henderson and  Pabis  (MR=a*exp(-kt)),
Logarithmic ~ (MR=a*exp(-kt)+c), Two-Term
(MR=a*exp(-kot)+b*exp(-kit)), Two-Term
Exponential ~ (MR=a*exp(-kt)+(1-a)*exp(-kat)),
and Approximate Diffusion models (MR=a*exp(-
kt)+(1-a)*exp(-kbt))) and one empirical model
(Wang and Singh (MR=1+at+bt?)) (Onwude et
al., 2016). Nonlinear regression analysis was used
to evaluate the parameters of the selected model
by using statistical software SPSS 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, U.S.A). The goodness of fit was
determined using the coefficient of correlation

(R?) that can be described by the equations given
by Erbay and Icier (2009).

The assumptions for thin-layer drying models
which were also reported by Erbay and Icier
(2009) are;

-Moisture was initially uniformly distributed
throughout the mass of the product.

-The surface moisture content of the sample
instantaneously reached equilibrium with the
condition of the surroundings.

-Resistance to mass transfer at the liquid-gas
interface was negligible.

-The product characteristics  (diffusion
coefficient etc.) were constant and the shrinkage
was negligible.

Drying rate was defined as:

Drying Rate (DR) = )

At=S

where X is moisture content (kg HxO/kg DM), t
is the time (s), S is the total surface area of all egg
white foam in one container (m?) and DR is the
drying rate (kg HoO/kg DM.s.m?) (Tekin and
Baslar, 2018).

Calculation of Effective Moisture Diffusivity
and Activation Energy

The effective moisture diffusivity (Deg) values of
egg white foams were calculated by Fick’s
diffusion model as given in (Eq. 3).

MM, 8

= =3y : [_ _ 132 zﬂsff]
My-M, :12“=1c'2n—1j.3exp (2n—1)"n e

)

Where t is the time (s), Derr is the effective
moisture diffusivity (m?/s) and L (m) is the
thickness of samples. For sufficiently long drying
times (n=1) (Crank, 1975), the change in MR
value becomes linear, a limiting case of Eq. (3) is
obtained, that allows the calculation of Deg value
from the slope of the natural logarithm of MR
versus drying time curve by using the only first
terms (n = 1) of Eq. (4)

et (3)-(226) o

Defris typically calculated by plotting experimental
MR in logarithmic form versus drying time. From
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the Eq. (3), a plot of InMR versus drying time
gives a straight line with a slope of (Eq. 5):
=Dz
SIDPFT— (5)
The relation between Degr and microwave power

is assumed to be an Arrhenius function (Eq. 0)
(Dadali et al., 2007).

Desr=Doexp (—Ea %) (6)

where D.g is the effective moisture diffusivity
(m?2/s), Dy is the pre-exponential factor (m?/s), E,
is the activation energy (W/g), P is the microwave
power (W) and m is the mass of the sample (g).

Powder Properties

For the determination of bulk density, the
modified procedure described by Jinapong et al.
(2008) was used. For this purpose, one gram (m)
of egg white powder was loaded into a 10 ml
graduated cylinder. The directly measured volume
(V1) was used to calculate the bulk density (Qbul)
according to the ratio of mass to volume. The
tapped density (Qupped) Was calculated after
tapping the cylinder on a soft surface for 80 times
(V2). Flowability and cohesiveness values of the
powders were calculated by using the relationship
between the bulk and tapped densities and
evaluated in terms of Carr index (CI) and Hausner
ratio (HR), respectively (Jinapong et al., 2008).
The wettability times of powders were
determined by measuring the time for completely
wetting 1 g of sample placed around a beaker of
100 ml containing 10 ml of distilled water at room
temperature (Goula and Adamopoulos, 2008).

Statistical Analysis

The data was analyzed using statistical software
SPSS 16.0 (analysis of variance (ANOVA), (« =
0.05), SPSS Inc., Chicago, 1L, U.S.A.). All drying
experiments were replicated and all analyses were
triplicated.

RESULTS AND DISCUSSION

The drying behavior of egg white foam was
determined from the mass loss in the samples of
the known initial moisture content of 87.8 *
0.05% (wet basis, wb). The result was consistent
with the result of Mathukumaran et al. (2008b,
88% wb). The drying time of the egg white foam

ranged between 80s and 360s and an increase in
the microwave power resulted in a significant
decrease in the drying time except for 600W
microwave power (P <0.05). This situation may
be due to higher water evaporation rate at the high
microwave power which causes higher generation
in the sample (higher vapor pressure differences
between the center and surface of the product)
(Moradi et al., 2013). The drying time of foam mat
freeze-drying (25¢ sample, -40°C condenser
temperature, +20°C heating plate temperature) of
egg white foam was found to be as 20-24h by
Mathukumaran et al. (2008b). By using
microwave drying technique, the drying time of
egg white foam could be significantly decreased
compared to the freeze-drying technique. In
addition to the selected drying methods,
equipment, drying conditions, amount, thickness,
moisture content, and foam structure and stability
of egg white foam may cause different drying
times.

The drying behavior of egg white foam was
described by using seven  well-known
semitheoretical thin layer drying models and one
empirical model. The model parameters and
correlation coefficients (R?) are given in Table 1.
The highest coefficient of correlation was one of
the primary criteria for selecting the best model to
define the drying behavior of egg white foam
(Erbay and Icier, 2009). Drying behavior of egg
white foam can be adequately described by the
selected models due to higher R2 values of models
which were found to be higher than 0.800.
However, Page model which showed the highest
R? value was chosen as the most suitable model
for determining the drying behavior of egg white
foam. In addition, Arabhosseini et al. (2009)
reported that fewer numbers of the model
parameters are preferable to find a relationship
between the parameter and the drying conditions
which are wvalid for Page model. Several
researchers reported that Page model was chosen
to determine the microwave drying behavior of
corn husk (Akdogan et al., 2017), onion (Demiray
et al.,, 2017), spinach (Ozkan et al., 2007), and
apple pomace (Wang et al., 2007). The calculated
drying rate constant (k) of Page equation (1/s)
significantly increased according to the increasing
microwave power from 120W to 350W (P <0.05),
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however, further increase did not cause a  drying rate occurred during drying experiments
significant change in the k values (P >0.05).  which performed in the 350-720W microwave
According to the drying rate constant, it can be powers.

said that the higher moisture removal rate and

Table 1. The model parameters, and statistical results (R2) (n=3)

MODELS MODEL PARAMETERS R2
a b c k(s7) ko ki n
Newton - - . 0.050£0.000 . : - 0.848+0.040
Page 1.629E- . .
. - . iet000 - - 2.710+0.002 0.994+0.005
Hendersonand (1 009 - B 0.006+0.000 B - - 0.880+0.044
Pabis
Logarithmic 5.808+1.584 : 4.761+1.566 0.0010.000 . : : 0.950+0.051
120 | Two-Term 0.584+0.011 0.582+0.011 : - 0.006:£0.000 0.006::0.000 - 0.880£0.044
Two-Term 0.00020.000 - . 2036941359 . : : 0.848+0.036
Exponential
Approximation ) 11011575 (.08740.001 . 0.01240.00 . : : 0.932:+0.054
of Diffusion
Wang and Singh + 5.26E- o
~0.003+0.000 00 . . . . . 0.975+0.014
Newton , , E 0.018+0.001 , B B 0.885+0.006
Page - - - 0.001 : : 1.705+0.003 0.990£0.006
Hendersonand 10016 - . 0,020+ . . . 0.904+0.001
Pabis
Logarithmic 2.320+0.435 - 1.27140.425 0.006:0.002 : . . 0.969+0.005
Two-Term 0.563%0.080 0.565+0.084 . . 0.020+0.001 0.020+0.001 . 0.904+0,002
350 ]
Two-Term 0.000+0.000 - - 50.037+4.790 - - : 0.885+0.006
Exponential
Approximation -
+ . + . . . 5+
PP, Hesorisags | 0990%0.000 0.042:0.001 0.965+0.004
Wang and Singh 2.226E-
001240002 005+0.179E- : : : : : 0.967+0.003
005
Newton € , , 0.022:0.001 , B B 0.872+0.015
Page - - . 0.001 . . 1.904+0.003 0.983+0.011
Hendersonand ) 15,14 400 : . 0.025+0.002 . . . 0.895+0.117
Pabis
Logarithmic 2.75240.723 - 1.696+0.723 0.007+0.002 : - - 0.978+0.011
Two-Term 0.557+0.007 0.577+0.006 : : 0.02520.002 0.025+0.002 - 0.895+0.012
460 -
Two-Term 0.00020.000 - : 87.906+3.256 : . - 0.87240.015
Exponential
Approximation -
of Diffusion 12091115590 0.989+0.01 . 0.054+0.002 . . . 0.966+0.003
7
Wang and Singh 2.478E-
-0.014+0.001 005+0.608E- . . . . . 0.968+0.002
005
Newton - - g 0.0290.002 g , , 0.8940.007
Page - - . 0.001 . . 2,076+0.005 0.993+0.007
Hendersonand 117, 09 : . 0.032:£0.002 . . . 0.911+0.005
Pabis
Logarithmic 2175+0.285 - 1.119+0.290 0.010£0.002 : - - 0.973+0.004
Two-Term 0.559+0.005 0.559+0.005 : : 0.032£0.002 0.032:0.002 - 0.9140.001
600 i
Two-Term 0.000+0.000 - - 101.527+4.974 : . - 0.894+0.007
Exponential
Approximation -
)+ - + - - - +
o vl 127 5arso 55 0990£0.001 0.068+0.003 0.977+0.002
Wang and Singh 5.551E-
~0.018+0.001 005+1.348E- : : : . . 0.971%0.004
005
Newton - - - 0.03020.000 - - - 0.894%0.002
Page - - - 0.001 . . 2,000+0.001 0.990+0.01
Hendersonand 1,01 601 . B 0.033+0.001 - - - 0.912+0.002
Pabis
Logarithmic 1.662:£0.044 - 0.599+0.039 0.01520.001 : : : 0.963+0.001
Two-Term 0.555+0.013 0.5710.014 . : 0.03320.001 0.033+0.001 : 0.912:£0.001
720 | Teor
wo-term 0.000£0.000 : - 100.540+4.487 - : : 0.893£0.002
Exponential
Approximation -
+ - =+ - - - +i
o vt 12309955084 0989£0.000 0.073+0.001 0.979+0.001
Wang and Singh 8.999E-
~0.021%0.001 005+0.490E- . : : - - 0.9620.000
005
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The change in the experimental (MR..,) and
predicted (MRpr, Page Model) moisture ratio
values of egg white foam versus drying time
results are shown in Figure 1. The curves of egg
white foam showed an exponential tendency and
it was also observed that the drying kinetic of egg
foam at 120W microwave power had a different
trend compared to other microwave powers. The
drying kinetics of egg white foam at 350-720W
microwave powers showed a similar trend. As
expected, the moisture removal rate was high

N
1 %ﬁ -

Moisture Ratio (MR)

0 2Axeinyg
100

150

during the initial stage of drying and then slowed
down due to a reduced moisture content of the
egg white foam. Mathukumaran et al. (2008b)
reported that the moisture removal rate of egg
white foam during foam mat freeze-drying was
higher during the initial stage of drying due to the
higher surface area of egg white foam which
helped in faster removal of moisture from the
sample. In addition, the higher moisture content
of the egg white foam may be the reason of higher
moisture rate at the initial stages of the drying.

200 250 400

Drying Time (s)

& MRexp @120W
.................. MRpre @350W
A MRexp @600W
.................. MRpre @720W

------------------ MRpre @120W
® MRexp @460W
------------------ MRpre @600W =

B MRexp @350W
------------------ MRpre @460W
MRexp @720W

Figure 1. The experimental and predicted moisture ratio values of egg white foam during microwave
drying.

The drying rates of egg white foam were
calculated (kg H2O /kg DM.s.m?) and plotted
against the free moisture content (Xg, kg H2O /kg
DM) as shown in Figure 2. The drying rate
accelerated with an increase in the microwave
power and the highest values of drying rate were
obtained during the drying experiment at 720W
microwave power. Marzec et al. (2010) reported
that higher microwave powers resulted in a higher
evaporation rate which is related to the drying
rate. In the microwave drying, the water
molecules directly absorb and transmit the energy
which resulted in homogeneous heat generation
and fast boiling of water (Baysal et al., 2003). As a

result, at the higher microwave power, the higher
drying rate of egg white foam was observed due
to higher heat generation and faster evaporating
rate of water. As the drying progressed, the lower
moisture content of egg white foam resulted in a
decrease in the absorption of microwave power
and drying rate. Similar results were also obtained
by Moradi et al. (2013). According to Figure 2, it
can be stated that although the initial moisture
contents of the egg white foam were high, the
overall drying process takes place in the falling
rate periods for all drying experiments except for
120W microwave drying experiments.
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Figure 2. The drying rate (kg HoO/kg DM*s*m?) of egg white foam

The effective moisture diffusivity values were
calculated by plotting the natural logarithm of
moisture rate data versus drying time for egg
white foam (Figure 3). According to Figure 3, it
can be stated that two different kinetics were
observed for egg white foam. For this reason, two
different D values were calculated for all drying
experiments and results are given in Table 2. It
may be due to the changes in the structure of the
egg foam. At the initial stages of the drying
experiments, the foam volume and surface area
increased due to the porous structure of foam,
however, then the volume and surface area of
foam decreased. In order to calculate D.s values,
it was assumed that the moisture diffusion
coefficient is the same in all directions (isotropic
material) and shrinkage of the sample is negligible.
Similar  results were also obtained by
Mathukumaran et al. (2008b). Mathukumaran et
al. (2008b) reported that the increase in the
effective moisture diffusivity values as the drying
progress can be attributed to the foaming of egg
white. In addition, as drying continues, the
development of porous structure reduces the
resistance to mass transfer. According to Table 2,
it can be stated that the development of porous
structure resulted in higher effective moisture
diffusivity values (the 2 D.g values were found

to be higher than 1%t one). Mathukumaran et al.
(2008b) also reported that the egg white foam
with 0.125% xanthan gum had three diffusion
coefficients (2.677 E-08, 5.962E-08, and 1.247 E-
07 m?/s (Average=7.036E-08 m?/s)) where the
egg white foam without xanthan gum had only
two diffusion coefficients (2.413E-08 and 3.781
E-08 m?/s (Average=3.097E-08 m?2/s)). The Des
values of egg white foam were found to be in the
same range of the results of Mathukumaran et al.
(2008b). In addition, the average D.s values were
calculated and as expected, the average D.gr values
of egg white foam increased with increasing
microwave power due to higher moisture removal
and drying rate. Demiray et al. (2017) reported
that the Degvalue and drying rate have a directly
proportional relationship. Similar to drying rate
values, the higher Desr values were observed for
900W microwave power. In addition, Sadeghi et
al. (2013) reported that microwave energy causes
rotating bipolar molecules with high frequency
into the product. The generated heat inside the
product due to the existence of the friction against
the bipolar rotation causes moisture to be
diffused outside. Because of the high moisture
content of the product, employing microwave
power during drying considerably improves
moisture diffusion.
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300 350 400

In MR
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Drying Time (s)

+InMRexp @120W A In MRexp @350W @InMRexp @460W ©lIn MRexp @600W ®In MRexp @720W

Figure 3. Plots of the natural logarithm of MR (InMR) against drying time (s) for different microwave
powers

Table 2. The effective moisture diffusivity (Deg) (n=3)

Average

Microwave . . Effective Moistute Eff§ctlve
Power MR Equation R2 Diffusivity (m?/ Moisture

ower (V) usivity (m?/s) Diffusivity
(m?/s)

MR=20.157£0.08* vy = -0.0065x + 0.2330  0.8341£0.1281 1.0467E-08£1.4917E-092
120 3.3389E-08
MR=0.157£0.08* vy =-0.0347x + 7.2690  0.9557%£0.0377 5.6311E-08%1.6065E-09¢

MR>0.3861+0.08¢ y=-0.0150x + 0.0740  0.9166%0.0415 2.4342E-08+3.4424E-092
350 8.5602E-08
MR=0.386£0.08¢ vy =-0.0905x + 4.7963  0.9580%0.0036 1.4686E-07£9.6388E-094

MR=>0.4941+0.02¢  y =-0.0164x + 0.0574  0.8903£0.0486 2.6614E-08£1.8360E-092
460 9.5501E-08
MR<0.494£0.02¢ y=-0.1013x + 3.7585  0.94041+0.0191 1.6439E-07£1.8130E-084

MR>0.5591+0.05¢  y =-0.0190x + 0.0347  0.9556%0.0146 3.0833E-08+5.0489E-092b
600 1.1842E-07
MR<0.55910.05¢ y=-0.1270x + 3.7266  0.9096£0.0405 2.0601E-07£1.6868E-08¢

MR=20.289£0.02>  y =-0.0301x + 0.1428  0.9044+0.0022 4.8765E-08+2.1802E-09>
720 1.4139E-07
MR=<0.289%0.02> y =-0.1442x + 4.5563  0.9854£0.0102 2.3401E-07£6.4259E-09f

+f show the significant differences between the samples (P <0.05)
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The activation energy (E, is related to the
required energy to facilitate moisture diffusion.
Lower E, values indicate that the lower energy is
necessaty for moisture diffusion (Tekin and
Baglar, 2018). Plots of the natural logarithm of
Deir values (In Des) against m/P for different
microwave powers are shown in Figure 4. The
pre-exponential factor and activation energy
values were calculated to be as (by using first Des
values) 4.5983E-08m?2/s and 30.496W/g, (by

0,02

® Average Deff values

A 1st Deff values

using second Der values), 2.7459E-07m?/s and
32.187W/g, and (by using average D.s) to be as
1.3635E-07m?/s and 28.064W/g, trespectively.
According to results, it can be stated that the Do.1
and E, 1 values which were calculated by using 15t
De.sr values were found to be lower than the Do
and E.» values which were calculated by using 204
Desr values. In addition, the E, value which was
calculated by using average Des values was found
to be lower than both E. and E,.» values.

0,03 0,04 0,05 0,06

y=-32.187x-15.108
R*=0.9781

y=-28.064%-15.80
R2=10.9994

y=-30.496x-16.895
R*=0.8851

m/P

W 2nd Deffvalues

Figure 4. Plots of the natural logarithm of D values (In D.) against m/P for different microwave
powers

Powder properties of egg white powder

The powder properties of egg white powder are
given in Table 3. The bulk and tapped density
values of egg white powder ranged between
282.33 and 331.35kg/m? and 416.68 and 514.58
kg/m3, respectively. The bulk density values of
egg white powder insignificantly decreased when
the microwave power increased from 120W to
350W (P >0.05), however, the further increase
(350W to 460W) resulted in a significant decrease
(P <0.05). Beyond 460W microwave power, the
bulk density values of egg white powders
increased, however, this increase was not found
to be significant (P >0.05). Similarly, the tapped
density values of the samples decreased up to
460W microwave power (P <0.05). Lower Carr

index reflects better flowability whereas high
Hausner ratio shows that the powder is more
cohesive and less capable of flowing freely. The
egg white powder showed fair flow characteristic
and high cohesiveness. In order to improve the
flow properties of egg white powder, several
food-grade additives such as drying agent and
foam stabilizer which improve the flow properties
can be added or agglomeration process can be
applied to the obtained powders. Opposite to the
bulk and tapped density values, the wettability
times of the powders firstly increased (120W to
460W, P<0.05), however further increase resulted
in a decrease in the wettability times of powders
(460W to 600W, P <0.05).
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Table 3. The effect of different microwave powers on the powder properties of the egg white powder

(n=3)
%ﬁf;;’rwgzg B“gz [/) ensity  Tapped Density (fg;)r\: ?Elc]llg C(z?{e:;:ffcf N Wettability (s)
g/m’) (kg/m) o) Ratio, HR)
120 313.11416.020  49522429.82«d  36.74£1.00b  1.58+0.03b 1215.00£0.00b
350 301.86+16.16>  462.45+23.72> 346144720 1544011 1411.80+13.86¢
460 282.33+8.50 416.68425.46+  32.04+491h 1484011  1721.50%2.12¢
600 324.75+9.43¢ 514.58+20.40¢  36.83£2.60b  1.59+0.07b 1034.00%0.00¢
720 331.35%6.39¢ 4925646370 327241450 1494003  1042.00+10.110

+d show the significant differences between the samples (P <0.05)

CONCLUSION

In this study, it was observed that foam mat-
microwave drying is a suitable process to obtain
egg white powder. The obtained powder can be
used as an encapsulating agent in the drying
studies and as a food ingredient, especially in the
bakery industry due to its foaming and gelling
properties. The moisture removal rate, drying
rate, and effective moisture diffusivity values
increased with an increase in the microwave
power, however, the opposite effect was observed
for drying time. Page model (R? value>0.983) was
chosen as the most suitable model for
determining the drying behavior of egg white
foam. The average effective moisture diffusivity,
average pre-exponential factor, and average
activation energy values were calculated to be as
3.3389E-08- 1.4139E-07 m?/s, 1.3635E-07m?2/s
and 28.0640W/g (R2=0.9994), respectively. The
egg white powder showed fair flow characteristic
and high cohesiveness. The effect of different
storage conditions on the physical, chemical, and
powder properties of foam-mat dried egg white
powder could be studied in further studies.
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ABSTRACT

Raw Meatball (Cig Kofte) is a traditional Turkish food prepared from raw beef or lamb meat, bulgur, tomato
and/or pepper paste, spices, and condiments that is treated with any process and consumed raw. In this
study, high hydrostatic pressure (HHP) was applied to post-rigor minced beef meat at 50-300 MPa for 20
mins at room temperature to improve safety of Cig Kofte. Physicochemical (aw, moisture, pH, and colour)
and total aerobic mesophilic bacteria analyses were performed on both minced beef and raw meatball
samples. Significant (P <0.05) differences caused by the HHP treatment were observed in the
physicochemical and microbial analyses: Total aerobic mesophilic bacteria counts decreased as HHP levels
increased. Therefore, it is concluded that HHP treatment is a promising process for preparing Cig Kofte
while maintaining its traditional recipe. The application of the current study is expected therefore, would be
a new insight for ready-to-eat food sector.

Keywords: Food safety, high hydrostatic pressure, raw meatball

YUKSEK BASINC UYGULANMIS ETLE HAZIRLANAN CiG KOFTELERIN
BAZI FiZIKOKIMYASAL VE MiKROBIYOLOJiK KALITE
PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMESI

oz

Geleneksel bir Turk gidast olan Cig Kofte dana veya koyun eti, bulgur, domates ve/veya biber salcasi,
baharat ve ¢esniler ile hazirlanmakta ve higbir prosese tabi tutulmadan ¢ig olarak tiketilmektedir. Bu
calismada, Cig Koéftenin giivenliginin arttirilmast i¢in post-rigor dana kiyma etine 50-300 MPa’da 20
dakika oda sicakliginda ylksek hidrostatik basing uygulanmistir. Dana kiyma eti ve Cig Kofte
orneklerinde fizikokimyasal (ay, nem, pH ve renk) analizler ile toplam aerobik mezofilik bakteri
analizleri yapilmistir. Yiksek hidrostatik basing uygulanmast fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
analizlerde 6nemli (P <0.05) degisikliklere neden olmustur. Toplam aerobik mezofilik bakteri sayilari
ylksek hidrostatik basing degerleri arttikca azalma géstermistir. Bu nedenle, Cig Koftenin geleneksel
formulasyonunu koruyarak hazirlanmasinda yiiksek hidrostatik basing uygulamasinin gelecek vaat
eden bir proses oldugu sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada yer verilen uygulamanin tiiketime hazir
gida sektoriine yeni bir bakis acist getirecegi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Gida giivenligi, yliksek hidrostatik basing, Cig Kofte
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INTRODUCTION

High hydrostatic pressure, irradiation, pulsed
electric fields, high-intensity light pulses are
among the non-thermal technologies. Some foods
are requiring to be processed with these
technologies because of avoiding negative effect
of thermal treatment, such as non-enzymatic
browning,  accumulation  of  undesirable
compounds (furfural, acrylamide, etc.) and
nutritional and sensorial losses (San Martin et al.,
2002). Cig Kofte is one of these foods that
requires a non-thermal technology to conserve its
originality. Because it is prepared from raw meat
and consumed as is, in several hours. This
traditional raw meatball appetizer called Cig Kofte
is commonly consumed in Turkey. It is prepared
with raw minced beef or lamb meat, bulgur,
tomato and/or pepper paste, spices, and
condiments. Consumers are strictly advised to
cook meat due to its high perishability and food
poisoning risk, however Cig Kofte is prepared
from raw meat, which raises major food safety
concerns (Var and Kabak, 2005).

Due to the time-consuming nature of its
preparation, consumers prefer to buy Cig Kofte
from markets. Moteover, in the last decade
Turkish regulations prohibited the sale of Cig
Kofte that contains raw meat. However,
consumer interest in Cig Kofte endures and the
popularity of a meatless form of the dish has
recently increased to follow the sensorial
perception of the product. Cig Kofte is
traditionally prepared and consumed during a folk
ceremony that includes music in a process that
lasts no more than two hours. A new processing
method for raw meat is therefore needed to
increase the level of food safety for Cig Kofte
preparation.

High hydrostatic pressure (HHP) is the most
popular cold pasteurisation process used in non-
thermal technologies (Mert et al., 2013). Pressure
is usually applied in a range of 100-1000 MPa
(Barcenas et al., 2010). The quality of pressurised
foods has been documented to be better than
thermally pasteurised products (San Martin et al.,
2002), and regulatory agencies in several countries
(including the United States) have approved its

commercial use (Bermuidez-Aguirre and Barbosa-
Canovas, 2011).

The aim of the current study was to assess the
quality of Cig Kofte that prepared with HHP-
treated with meat. Because, there was a need to
implement a non-thermal technology to prepare a
safe Cig Kofte. The HHP treatment was applied
to post-rigor minced beef at 50-300MPa for 20
mins at room temperature, and the
physicochemical (aw, moisture, pH, colour) and
microbiological parameters of the fresh meat
were determined.

MATERIALS AND METHODS

Peptone water 0.1%, tryptic soy agar (TSA), and
1,2-Propanediol were used (Sigma-Aldrich,
United Kingdom). Minced beef, onion, spring
onion, tomato paste, black pepper, and salt were
purchased from local markets in Reading (United
Kingdom). Meat samples were purchased from
two different retailers. Bulgur and gamma-
irradiated red pepper were purchased from
Antalya (Turkey).

High hydrostatic pressure treatments

Fifty grams of minced beef samples were sealed
in polyethylene (PE) bags using a Multivac A300
instrument. Samples were placed in a Stansted
high-pressure rig (Stansted Fluid Power Ltd,
Stansted, United Kingdom). 1,2-Propanediol was
used as a pressurizing medium. Minced beef
samples were then separately pressure treated at
50 MPa, 100 MPa, 200 MPa, and 300 MPa for 20
mins at room temperature at the University of
Reading Food and Nutritional —Sciences
Department’s food processing centre. High
pressurized meat samples were then divided into
two groups. (I) Raw meat ball (Cig Kofte), and (1)
Minced beef.

Preparation of the Cig Kofte samples

To determine the contribution of ingredients
(other than minced beef) to the microbiological
load of Cig Kéfte, group (I) was used in Cig Kofte
preparation, while the remained group (II) was
evaluated as its control and kept at 4°C untl
further analyses. The following materials were
used to prepare the Cig Kofte samples: bulgur
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(36.43%), minced beef (29.13%), onion (11.65%),
irradiated red pepper (8.74%), tomato paste
(7.28%), spring onion (5.83%), salt (0.73%), and
black pepper (0.21%). The onion and spring
onion were chopped and dipped in a citric acid—
water solution (2.5% w/v) for 1 hr to decrease the
amount of initial microbial flora. All materials
were hand kneaded for about half an hour on a
metallic bench. Samples were then aseptically
placed in PE bags and sealed using a Multivac
A300 packaging unit at the food processing
centre. Duplicate bags were sampled in analyses.

Physicochemical analyses

A Rotronic HygroLab C1 (Bassersdorf, CH)
instrument was used to conduct ay, (water activity)
measurements at a temperature of 20°C. A
Mettler Toledo HE53 (Port Melbourne, Australia)
Moisture Analyzer (set at 105°C) was used to
determine the samples’ moisture content, and
ColorQuest (Hunter Lab, United States) was used
to measure the samples’ colour (the reflectance
mode was set, the observation angle was 10°, and
the illuminant was IIIA). Reflectance specula
included, the measuring spot size was 9 mm.
Triplicate readings were evaluated for CIE L*
(lightness), a* (redness), and b4* (yellowness)
parameters. Ten grams of each sample were
homogenised in 90 mL of distilled water to
determine their pH values, which were recorded
using a pH meter (SevenEasy, Mettler Toledo)
averaging three measurements (AOAC, 2000).

Microbiological analysis

A total of 10-g samples were weighed in sterile
stomacher bags containing 90 mL of peptone
water (0.1%) and homogenised in a stomacher
(Seward 400, UK) at 230 rpm for 2 min. Serial
decimal dilutions were prepared and spread onto
the TSA. Plates were incubated at 37°C for 24—48
hr prior to counting colonies. TSA was used
according to the reference; (Clavero and Beuchat,

1995).

Statistical analysis

Each trial was repeated twice, and duplicate
samples were tested at each sampling time. In
order to determine the effect of HHP treatment,
an analysis of variance (ANOVA) was conducted

to evaluate the data using SPSS, version 21(IBM,
United States). Duncan’s post hoc test was
applied at a significance level of P <0.05 (Steel and
Torrie, 1980).

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, it is found that preparation of Cig
Kofte from HHP-treated meat is a new and
contributively finding. In the colour analyses, CIE
L* values were lowered by decreased levels of
HHP treatment, indicating that the samples
became darker when less pressure was applied.
The lower pressure values for both sample sets
(raw meatball and minced beef) were found to be
similar to the control group’s (untreated samples)
values, meaning that lightness was lower than in
the samples that were exposed to increased levels
of pressurisation. Differences were found
significant (P <0.05) among each sample set of L*
values (Table 1). L* values of the minced beef
samples were found to be higher than those of the
raw meatball samples.

It has already been stated that HHP treatment
results in changes to the lightness of meat at
pressures of 200-400 MPa (Jung et al., 2003). The
findings—that L* values increased from 200 to
300 MPa—agreed with this. Moreover, the
addition of ingredients (e.g., tomato paste and red
pepper) eliminated colour losses.  This is
consistent with a similar study of Uzunlu and
Niranjan (20106)’s findings, which were observed
visually. Where, they treated minced beef samples
for use in a raw meatball preparation with 400
MPa of pressure for 15 min at 22°C. In eatlier
studies of raw meatballs, both Dogan et al. (2014)
and Kozan and Sarigoban (2016) found higher L*
values in their control group samples (prepared by
tap water) compared to ours. These differences
are likely the result of the different formulations
(including materials and proportions) used in each
study.

The redness (CIE a*) of the samples was found to
be similar for the raw meatball samples. However,
different pressures of HHP treatment resulted in
significant (P <0.05) differences between minced
beef samples. The * values decreased as levels of
HHP treatment increased, indicating that the
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redness of the meat samples was lost when
exposed to greater pressure (Tablel). The redness
of the minced beef samples decreased after 100—
300 MPa of HHP treatment, it was higher at 50
MPa of treatment compared to the control
samples. For the preparation of Cig Kofte, the
consumers who buy meat pay attention to their
original reddish colour. For this reason, high-
pressure processors must consider the pressutre

level. For example, moderate pressures (e.g., 130
MPa) improve meat colour by increasing redness
during the first few days of chilled storage (Jung
et al., 2003), which is why the current research
investigated low-pressure (50-and  100-MPa)
application for retail purpose. However, higher
pressures (>130 MPa) are required to sanitise
meat in industrial usage; therefore, pressures of
200 and 300 MPa were used in the current study.

Table 1. Physicochemical and microbial changes of RMB and MB as affected by HHP »

Control 50 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa

Ay

RMB 0.93%+0.00 0.93%0.00 0.94%0.01 0.95+0.02 0.93%+0.00

MB 0.96%0.01 0.97%0.00 0.97%0.00 0.97%0.00 0.98%+0.00
Moisture
0,

RMB 27.14%1.35 24.92+1.63 28.74%1.3 26.73%£1.22 26.78%0.31

MB 33.22+0.07 a 33.66x0.37 36.41£1.03 b 34.78+0.73 ab 36.9710.49 b
pH

RMB 5.17%£0.01 b 5.1%£0.00 a 5.1+0.00 2 5.15%0.02 ab 5.16x0.01 b

MB 5.58+0.02 b 5.49%0.00 a 5.51%£0.02 a 5.51£0.02 a 5.54%0.01 ab
I

RMB 33.12%£1.53 b 33.15%0.12 ab 35.10£0.83 ab 35.52%0.03 ab 36.16x0.05 »

MB 37.96%0.03 be 37.29+1.00 ¢ 38.28+0.83 ac 40.66+0.11 b 44.92+0.09 a
a*

RMB 8.8511.24 10.24%+0.76 9.45+0.08 9.52+0.39 9.42+0.63

MB 12.1710.26 b 13.14+0.69 b 11.30+0.40 b 11.65+0.32 ab 10.14+1.51 2
b*

RMB 6.14%0.16 b 7.224+0.09 a 7.3910.23 a 7.8110.24 » 7.47%£0.10 =

MB 4.54+0.26 b 5.30%0.15 a 5.50%0.24 5.27%0.30 a 5.6510.17a
TAMB

RMB 6.05%0.15 a 5.31£0.25 b 4.50+0.255 ¢ 3.60%0.055 4 0.15£0.05 ¢

MB 6.00%0.095 a 5.23%10.035 b 4.14%0.09¢ 3.23%£0.015 4 0.1+0.00¢

a Values are means * SD.

Values in rows with different letters indicate significant differences (P < 0.05). No letters indicate no significant

differences (P > 0.05) in rows.

RMB: Raw meatball, MB: Minced beef, TAMB: Total actobic mesophilic bactetia (exptessed as log CFU/g)

The yellowness (CIE 4*) of both sample sets
decreased when lower levels of pressure were
applied. The yellowness of the raw meatball
samples was higher than that of the minced beef
samples, and the HHP treated samples were
significantly (P <0.05) different than the control
samples indicating that yellowness were higher
than control samples (Table 1). Although, the a*
values of meat form a more significant parameter
than /* values according to consumer choice, the

addition of ingredients such as bulgur (boiled and
pounded wheat product) resulted in higher &*
levels in the raw meatball samples. Both Dogan et
al. (2014) and Kozan and Saricoban (2016) found
the /* values of the raw meatball samples in their
control groups to be higher than ours, which is
related to the different formulations used.

The ay values of the minced beef samples were
found to be higher than those of the raw
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meatballs (Table 1). It is likely that the highly
crude materials (e.g., bulgur, paste, and spices)
added to the minced beef became bound to free
water, leading to decreased values (0.4£0.1 unit
lower). Dogan et al. (2014) and Kozan and
Saricoban (2016) reported a, values of 0.94 and
0.94-0.95, respectively, for their raw meatball
control samples, both of which are very close to
the current reported values. While there were no
significant differences to the moisture content of
the raw meatball samples, significant differences
(P <0.05) were observed in the minced beef
samples according to the level of pressure used.
The HHP treatment resulted in an increase to the
moisture content of the minced beef samples. For
example, a 4% increase was observed in the
sample that was exposed to the highest level of
pressure (300 MPa) compared to the control
sample. As reported already, the HHP treatment
resulted in increases to water content caused by
drip losses (Jung et al., 2003). Both Dogan et al.
(2014) and Kozan and Saricoban (2016) reported
moisture content levels about twice as high as
those found in the current study; this was caused
by the amount of water used in their formulations.
Different levels of HHP treatment resulted in
significantly different (P <0.05) pH values for
each sample set (raw meatball and minced beef).
While these differences were significant, the pH
values for each sample set remained very close. In
keeping with the previously documented pH of
post-rigor meat (5.4-5.8), it is found that a pH
level of 5.5 in the minced beef samples. The
addition of ingredients to minced beef during the
preparation of raw meatballs resulted in a pH
decrease of about 0.4 units. However, Erol et al.
(1993), Uzunlu and Yildirim (2003), Dogan et al.
(2014), Kozan and Saricoban (2016) have
reported the pH of raw meatball samples to be
between 5.5-5.8. This difference could be
attributed to the water used in their formulations,
which was omitted from the recipe.

Meat and fish species are susceptible to oxidation
caused by HHP treatment, which could be
perceived by a sensory panel. Both the metal
(primarily iron) ions and free radicals released by
the pressure treatment are responsible for this
increased rate of oxidation (Ma and Ledward,

2013). In a similar study, Uzunlu and Niranjan
(2016) treated minced beef samples for use in a
raw meatball preparation with 400 MPa of
pressure for 15 min at 22°C. However, this level
(400 MPa) stands for a critical pressure by making
the polyunsaturated fatty acids in the fresh meat
more susceptible to oxidation. If 400 MPa upward
is required, metal chelating agents, such as
ethylene diamine tetra acetate (EDTA), might be
used to effectively inhibit increases to lipid
oxidation (Ma and Ledward, 2013). Gecgel (2013)
identified C18:1 and C18:2 as the main
unsaturated fatty acids in raw meatballs and found
that storage at 4°C for three weeks resulted in a
very negligible (0.05) decrease to the percentage
of total polyunsaturated fatty acids present
(Gecgel, 2013).

One important parameter for the sensorial
judgment of meat is its tenderness. Ma and
Ledward (2013) reported that the use of moderate
pressures (100—200 MPa) and high temperatures
(60-70°C) tenderised post-rigor meat better than
treatments at room temperature. This practice
could be adopted by raw meatball vendors.
Although the meat might appear cooked after
such a treatment, the addition of ingredients
(tomato paste, red pepper, bulgur) could mask
that appearance if consumers like the Cig Kofte
at sensory evaluation of further research.

Total aerobic mesophilic bacteria counts were
substantially affected by the HHP treatment. The
growth of microorganisms decreased as the level
of HHP treatment increased. For both sample
sets, different levels of HHP treatment resulted in
significant (P <0.05) differences (Table 1). Earlier
studies have reported that Cig Kofte has a high
microbial load, which is consistent with the
current findings. For instance, total aerobic
mesophilic bacteria were reported in the range of
4-7 logs, and coliform group bacteria and
Staphylococcns anrens were reported in the range of
2-5 logs (Pekel et al., 2003; Uzunlu et al., 2004;
Ardic and Durmaz, 2008; Cetin et al., 2008;
Cetinkaya et al,, 2012; Dogan et al, 2014).
However, the threat to public health comes not
only from the indigenous microbial load found in
Cig Kofte but also from food handlers’” improper
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hygienic practices. For example, in a study of the
recently introduced meatless form of Cig Kofte,
Taban (2012) found that 12 of the 70 samples
purchased in Ankara, Turkey were contaminated
with Listeria monocytogenes.

Proper hygienic practices are required to increase
the safety of Cig Kofte consumption. However,
the source of risk from raw meat majorly could be
removed by using HHP or partly be removed by
using natural antimicrobials. One such study
reported that plum sauce and pomegranate sauce
resulted to one log cycle decrease in Cig Kofte
samples when compared to control samples (Var
and Kabak, 2005). Again, using yoghurt or
yoghurt serum inhibited growth of Coliform
group bacteria and S. aurens in Cig Kofte samples,
while showed slight antimicrobial effect on total
aerobic mesophilic bacteria (Dogan et al., 2014).

The reason that the current study made use of
elevated pressure levels (200-300 MPa) at room
temperature was to provide microbiological safety
to the meat used to prepare Cig Kofte so that it
could be safely consumed raw, as is tradition. The
use of an HHP treatment at 300 MPa resulted in
a 6 decimal microbial reduction, which achieved
the targeted levels (5-log) of safety in the Cig
Kofte samples. This level of pressure meets the 5-
log microbial reduction specified by the National
Advisory Committee on the Microbiological
Criteria for Foods (NACMCEF), which was
released for high-pressure processors (Daryaei
and Balasubramaniam, 2012). In addition, the
300-MPa treatment falls in the range of 300—600
MPa, which has been found to cause the
inactivation levels of vegetative cells to increase
(Rastogi et al., 2007). Conversely, the 200-MPa
treatment provided only a 3-log decrease of cells.
However, a 200-MPa treatment would be enough
to sanitise a meat product with an indigenous
microbial load of 3 logs at the time of sale. Uzunlu
and Niranjan (2016) found 3 logs of indigenous
load in minced beef that was to be used to prepare
Cig Kofte. Additionally, they reported that a 400-
MPa treatment inactivated this initial microbial
load (Uzunlu and Niranjan, 2016). The current
study found that the 50- and 100-MPa treatments

resulted in decreases of 0.8 and 1.8 logs,
respectively.

Spore-forming bacteria are another threat to food
safety posed by raw meat consumption because
bacterial spores are highly resistant to high
pressures (above 1200 MPa). Therefore, thermally
assisted HHP (using a thermal treatment during
the HHP treatment) and non-thermal methods,
such as a pre-treatment ultrasound, should be
evaluated for microbial safety (Rastogi et al.,
2007). As is stressed by Rastogi et al. (2007), HHP
treatment should not be considered a replacement
for traditional processing methods.

CONCLUSIONS

The current study used low levels of pressure (50
and 100 MPa) to prevent the loss of redness in
raw meat for retail purposes; however, these levels
of HHP treatment were insufficient to inactivate
6 logs of the minced meat samples’ initial
microbial load. Elevated levels of pressure (200
and 300 MPa) were therefore used to substantially
decrease the microbial load in order to create a
treatment suitable for industrial (i.e., catering)
purposes. While a loss of redness occurs in meat
processed at these elevated pressures, the Cig
Kofte prepared is safer for consumption than the
untreated (control) samples and its original
appearance remains protected owing to the
ingredients added (i.e. tomato paste, red pepper).
Therefore, it is found that HHP to be an effective
process for the preparation of Cig Koéfte.
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ABSTRACT

In this study, 50 raw milk samples of Anatolian water buffalo (Bubalus bubalis, Linneaus, 1758) belonging to
different dairy farmers in the Kizilirmak Delta in Samsun, Turkey, were investigated for contamination by 9
organochlorine pesticides (OCPs) and 16 polychlorinated biphenyls (PCBs). The contaminants were
extracted cryogenically from the milk fat and their concentrations were determined with a gas
chromatography-electron capture detector (GC-ECD). The mean level of alpha-hexachlorocyclohexane
(HCH) in the milk samples was 6.34 ng/g/fat, beta-HCH was 20.41 ng/g/fat, gamma-HCH was 9.77
ng/g/fat, Y DDTs was 18.11 ng/g/fat and ) Indicator-PCBs was 127.27 ng/g/fat. The mean values, except
for aldrin and Y} DDT's, were above the maximum residue limits (MRLs) stated in the European Commission
(EC) Regulations and Turkish Food Codex (TFC). Regular monitoring and reporting of the levels of
persistent organochlorines in the meat, milk and processed products of water buffaloes is essential for the
assessment of human, animal and environmental health.

Keywords: Biomonitoring, organochlorine pesticides, polychlorinated biphenyls, water buffalo milk.

ANADOLU MANDASI SUTLERINDE BAZI KALICI ORGANIK KLORLU
KIRLETICILERIN BIYOIZLENMESI

oz

Bu c¢alismada, Samsun Kizilirmak deltasindaki farkls yetistiricilere ait mandalardan (Bubalus bubalis,
Linneaus, 1758) toplanan 50 cig siit 6rneginde, ¢evresel kontaminasyonu belirlemek icin 9 organik
klorlu pestisit ve 16 poliklorlu bifenil bilesik kalintist arastirildi. Stit yagindan kriyojenik yontemle
ckstrakte edilen analitlerin diizeyleri elektron yakalama detektérld gaz kromatografi (GC-ECD) ile
olculdu. Sut 6rneklerinde ortalama alfa-HCH duzeyi 6.34 ng/g/yag, ortalama beta-HCH 20.41 ng/g
yag, ortalama gamma-HCH 9.77 ng/g/yag, ortalama Yy DDT 18.11 ng/g/yag ve ortalama Zindikat('jr—
PCB 127.27 ng/g/yag olarak tespit edildi. Aldrin ve YDDT disindaki miktatlar Avrupa Bitligi
Yonetmelikleri ve Tirk Gida Kodeksi’nde belirtilen degerlerin tizerinde bulundu. Cevrede uzun yillar
etkinliklerini koruyabilen kalict organik klorlu bilesiklerin mandalardan elde edilen et, siit ve islenmis
hayvansal Urtinlerde diizenli araliklarla izlenmesi ve bildirilmesi insan, hayvan ve cevre saghiginin
degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Biyoizleme, organik klorlu pestisitler, poliklorlu bifeniller, manda sttd.
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INTRODUCTION

Organochlorine  contaminants  (OCs)  like
hexachlorobenzene (HCB), the insecticide
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) or its
persistent metabolite pp-
dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE) as well
as the polychlorinated biphenyls (PCB) are
substances that are characterised by their high
lipophilicity and high bioaccumulative potential
(Schettgen et al, 2015) .They enter the
atmosphere in numerous ways such as urban
runoff, municipal sewage, industrial waste,
outflow from agricultural area, chemical spill and
transport (El-Shahawi et al.,, 2010; Hong et al,,
2003). Once released in the environment they
resist for physical, biological, chemical and
photochemical breakdown processes and thus
persist in the environment (Mrema et al., 2013).
The persistency of the compounds allows them to
accumulate in animals, particulatly in the fat cells
(El-Shahawi et al., 2010). These substances are
still of environmental concern despite the
worldwide ban on their production and use in the
framework of the Stockholm Convention
(StockholmConvention, 2001). Exposure to these
persistent chemicals has been associated with
various disorders including cancer (Medrado-
Faria et al, 2000; Muscat et al, 2003),
reproductive diseases (Porpora et al., 2009) and
neurobehavioral effects (Colosio et al., 2003). It
has been reported that these effects are related to
their ability to disrupt the functions of certain
hormones, enzymes, growth factors and
neurotransmitters in the organism (Mrema et al.,
2013).

The human population is exposed to OCPs and
PCBs through several ways, food being the major
route of exposure (Mrema et al., 2013). Buffalo
milk is a preferential food source in different parts
of the world and the second most consumed milk
in the worldwide and in Europe. Italy, Turkey,
Bulgaria and Greece are the countries where the
largest amounts of buffalo milk being produced
(Pasquini et al., 2018).

Fat content is higher in buffalo milk than in cow
milk (Ménard et al., 2010) and the fat ratio of
Anatolian water buffalo milk ranged from 5.91%

to 8.15% with an average of 7.09% (Yilmaz et al.,
2017). The high fat content of buffalo milk makes
it highly suitable to accumulate persistent
organochlorinated chemicals due to their
lipophilicity. Although there is a public concern
on the use of pesticides, yet studies on residual
levels in water buffalo milk and their effects are
limited (Abbassy, 2017; Aslam et al, 2013;
Barman and Mishra, 2015; Bulut et al., 2011; John
et al., 2001; Makadiya and Pandey, 2017; Sajid et
al., 2016; Shaker and Elsharkawy, 2015), even
there is no data in the national summary reports
on pesticide residue analysis in food performed by
European Food Safety Authority (EFSA) (EFSA,
2018). Therefore, monitoring of residues of
pesticides and organochlorine contaminants in
water buffaloes milk can provide data about the
types and quantities of these hazardous
compounds in the environment as well as in the
milk. In this study, milk of Anatolian water
buffaloes has been examined because the
Kizilirmak Delta is one of the most important
regions in Turkey for the breeding of Anatolian
water buffaloes and the production of milk and
milk products. Therefore, urgent efforts should
be undertaken to determine the sources of the
contaminants and then apply practical measures
to reduce the levels of all the contaminants in the
milk fat below the stated MRLs.

MATERIALS AND METHODS

A total of 50 raw milk samples from individually
different Anatolian water buffaloes were
collected, belonging to different dairy farmers in
the Kizilirmak Delta in Samsun, Turkey, in
September 2017. Milk samples were stored at -80
°C until analysis.

The cryogenic extraction of the OCPs and PCBs
from the samples was performed according to the
method stated by Bordet et al. (2002). For the
cleanup, two types of ready-to-use cartridges (Cis
and Florisil, Phenomenex, USA) were used. The
method used by Aksoy et al. (2011) was utilized
for the analyses of the samples with the GC-ECD.
The injection block temperature was 260 °C and
the injection mode was set as splitless. The flow
rate of the nitrogen used as the carrier gas was set
at 1.5 mL/min. The column (TRB-1,
Teknokroma, Spain) was 60 m x 0.32 mm i.d. x
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0.25 um (phenyl methyl silicone) and the initial
temperature of the column oven was 100 °C. The
process conditions of the column were the
following: initial oven temperature 100 °C (3
min), 10 °C/min to 200 °C (maintained for 3
min), 3 °C/min to 225 °C (maintained for 3 min),
2 °C/min to 270 °C (maintained for 3 min) and 1
°C/min to 275 °C (maintained for 10 min). The
ECD temperature was set at 280 °C. Total
analysis time was 67.83 minutes.

Nine OCP (alpha-HCH, beta-HCH, gamma-
HCH (lindane), HCB, aldrin, DDT and its
metabolites (2,4-DDE, 44-DDE, 24-DDT,
4,4-DDT)) and 16 PCB (PCB 28, PCB 52, PCB
70, PCB 74, PCB 81, PCB 99, PCB 101, PCB 118,
PCB 128, PCB 138, PCB 153, PCB 156, PCB 170,
PCB 180, PCB 187 and PCB 208) standards (Dr.
Ehrenstorfer, Germany) were prepared at 7, 10,

30, 70, 100 and 300 ng/g and then injected into
the GC-ECD. The OCPs and PCBs were added
to milk fat at 25, 50 and 100 ng/g levels to
determine the recovery percentages. The limits of
detection (LODs) and limits of quantification
(LOQs) were calculated automatically by the
device’s software (Shimadzu, Japan) using the
standard chromatograms.

RESULTS AND DISCUSSION

Retention times, LOD and LOQ values, and
recovery percentages of the OCPs and PCBs, are
given in Table 1, residual levels of the OCPs and
PCBs in the milk samples are given in Table 2, the
mix standard chromatogram of the compounds
shown in Figure 1 and the mix spiked
chromatogram of the compounds is shown in
Figure 2.

Table 1. Retention times, LOD and LOQ values, and recovery percentages of the OCPs and PCBs

Compound Retention time (min) LOD (ng/g) LOQ (ng/g) Recovery (%0)
alpha-HCH 19.362 0.016 0.053 60
beta-HCH 19.989 0.035 0.117 82
HCB 20.117 0.018 0.060 48
gamma-HCH 20.713 0.018 0.060 74
PCB 28 23.640 0.184 0.613 63
PCB 52 25.446 0.298 0.993 89
Aldrin 26.862 0.021 0.070 55
PCB 74 28.940 0.218 0.727 65
PCB 70 29.137 0.221 0.737 63
24-DDFE 30.852 0.038 0.127 54
PCB 101 31.125 0.146 0.487 90
PCB 99 31.502 0.232 0.773 58
PCB 81 32.866 0.341 1.137 76
4,4-DDE 33.072 0.027 0.090 82
PCB 118 35.650 0.244 0.813 77
2,4-DDT 36.552 0.053 0.177 80
PCB 153 37.585 0.257 0.857 67
4.4-DDT 39.138 0.053 0.177 97
PCB 138 39.589 0.214 0.713 71
PCB 187 41.233 0.226 0.753 70
PCB 128 41.617 0.182 0.607 78
PCB 156 43.771 0.177 0.590 71
PCB 180 45.432 0.178 0.593 66
PCB 170 47.668 0.155 0.517 68
PCB 208 51.919 0.185 0.617 44
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Table 2. Residue levels of the OCPs and PCBs in the Anatolian water buffalo milk

Compound PS PS>MRL Mean Min Max (EII\J/[ i?ds ?ifliy)
alpha-HCH 50 5 6.34 2.07 25.17 10 (%)
beta-HCH 50 43 20.41 4.14 39.03 10 (%)
HCB 0 - - - - 10 ()
gamma-HCH 50 18 9.77 2.77 33.94 10 ()
Aldrin - 0.99 0.25 1.89 6 (M
24-DDE 2 - 2.49 1.89 3.10 -
4,4-DDE 50 - 4.36 1.71 10.32 -
2,4-DDT 4 - 1.37 0.09 2.26 -
4.4-DDT 50 - 13.54 5.08 27.63 -
PCB 28 2 - 15.09 11.72 18.46 -
PCB 52 50 - 122.06 14.86 246.89 -
PCB 70 0 - - - - -
PCB 74 0 - - - - -
PCB 81 0 - - - - -
PCB 99 0 - - - - -
PCB 101 0 - - - - -
PCB 118 28 - 8.99 0.47 28.11 -
PCB 128 4 - 9.71 1.18 11.23 -
PCB 138 0 - - - - -
PCB 153 2 - 109.60 45.18 174.01 -
PCB 156 3 - 5.14 4.60 5.87 -
PCB 170 2 - 5.27 0.55 9.99 -
PCB 180 1 - 11.00 11.00 11.00 -
PCB 187 11 - 8.70 0.58 34.64 -
PCB 208 0 - - - - -
ZDDTs 50 - 18.11 8.36 35.68 40
2Zin-PCBs 50 48 127.27 14.86 355.09 40
2OCPs 50 - 54.77 23.21 105.33 -
2PCBs 50 - 135.56 30.72 362.95 -
20Cs 50 - 190.33 87.03 431.29 -

PS: Positive samples

(*) Indicates lower limit of analytical determination (EC, 2016, 2017; TFC, 2016)

(") Aldrin and dieldrin combined expressed as dieldrin (EC, 2016; TFC, 2016)

Yin-PCBs: Sum of PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-138, PCB-153 and PCB-180 (EC, 2011; TFC, 2011)

2DDTs: Sum of p,p'-DDT,0,p'-DDT,p-p'-DDE and p,p'-TDE (DDD) expressed as DDT (EC, 2016; TFC, 2016)
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Figure 1. Mix standard chromatogram of the compounds at a concentration of 100 ng/g (alpha-HCH
1, beta-HCH 2, HCB 3, gamma-HCH 4, PCB 28 5, PCB 52 ¢, Aldrin 7, PCB 74 8, PCB 70 °, 2,4-DDE 10,
PCB 101 ', PCB 99 12, PCB 81 13, 4,4-DDE 4, PCB 118 15, 2.4-DDT 16, PCB 153 17, 4,4-DD'T 18,
PCB 138 19, PCB 187 20, PCB 128 2!, PCB 156 22, PCB 180 23, PCB 170 24, PCB 208 %)
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Figure 2. Mix spiked chromatogram of the compounds in buffalo milk fat at a concentration of 100
ng/g (alpha-HCH !, beta-HCH 2, HCB 3, gamma-HCH 4, PCB 28 5, PCB 52 ¢, Aldrin 7, PCB 74 8, PCB
70°,2,4-DDE 10, PCB 101 11, PCB 99 12, PCB 81 13, 4 4-DDE 4, PCB 118 15, 2 #-DDT ¢, PCB 153
174 4-DDT 18, PCB 138 1, PCB 187 20, PCB 128 2!, PCB 156 22, PCB 180 23, PCB 170 24, PCB 208 25)

In the present study, levels of certain OCPs and
PCBs were examined in the water buffalo milk by
using a validated analytical method. This work
provides the first data on the contamination status
of the milk of Anatolian water buffaloes by OCPs
and PCBs, breeded in the Kizilirmak Delta in

Samsun, Turkey. The results indicate that the
Kizilirmak Delta is still being contaminated with
some OCP and PCB compounds. The residual
levels of ZPCBs predominated, followed by Xin-
PCBs, ZDDTs, beta-HCH, gamma-HCH, alpha-
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HCH and Aldrin. PCB 52 was the dominant
congener among the indicator PCBs, showing the
highest incidence (100%) and concentration in
the milk samples. PCB 70, PCB 74, PCB 81, PCB
99, PCB 101, PCB 138 and PCB 208 were not
detected in any milk samples. With respect to
organochlorine pesticides, 4,4-DDE, 4,4-DDT,
alpha-HCH, beta-HCH and gamma-HCH were
detected in all milk samples. HCB was not
detected in any milk samples. The OCPs were
detected in descending order of concentration as
follows, beta-HCH > 4,4-DDT > gamma-HCH
> alpha-HCH > 44-DDE > 24-DDE > 24>-
DDT > Aldrin. The frequencies of occurrence of
the contaminated samples above MRLs were
96%, 86%, 36% and 10% for Xin-PCBs, beta-
HCH, gamma-HCH and alpha-HCH,
respectively. In contrast, there was no sample
above MRLs contaminated with XDDTs and
aldrin.

Although buffalo milk is the second most
consumed milk worldwide (Pasquini et al., 2018),
there have been limited reports on PCBs (Cirillo
et al,, 2008; Esposito et al., 2010; Santelli et al.,
2006) and OCPs (Abbassy, 2017; Aslam et al.,
2013; Barman and Mishra, 2015; Bulut et al., 2011;
John et al.,, 2001; Makadiya and Pandey, 2017,
Sajid et al., 2016; Shaker and Elsharkawy, 2015).
However, comparing the results was not feasible
as the researchers did not state the OC levels in
water buffalo milk on fat weight basis except a
small number of studies (Abbassy, 2017; Aslam et
al., 2013; Bulut et al., 2011; Cirillo et al., 2008;
Esposito et al., 2010).

Cirillo et al. (2008) investigated the presence and
the levels of six non dioxin-like (NDL) PCBs
(PCB 28, 52, 101, 138, 153 and 180) and one
dioxin-like (DL)-PCB 118 in water buffalo milk
and mozzarella cheese produced in Campania

region, Italy. The mean concentration of XNDL-
PCBs (indicator PCBs) was found as 13.53 ng/g
fat weight with a minimum level of 3.40 ng/g fat
and a maximum level of 43.00 ng/g fat. These
amounts in the milk were 9 fold lower than in the
present study as well as the distribution pattern of
individual PCBs were different. The Toxic
Equivalency Factor (TEF) methodology is used

to evaluate human health risks posed by DL
compounds. The TEF value (Toxicity
Equivalency Factor) of 0.00003 was attributed to
PCB 118 by World Health Organisation (WHO)
(Van den Berg et al, 2006). TEQ (Toxic
Equivalency) value was found 0.270 pg TEQ/g
fat which calculated considering the mean
concentration of PCB 118 in the samples. This
value was 8 to 9 times higher than that found by
Cirillo et al. (2008).

It was reported that the North and Middle Basin
areas of Kizilirmak River receive remarkably
higher pollutant loads, due to domestic and
industrial wastes which are discharged into the
river without any treatment (Bakan et al., 2010).
Gedik and Imamoglu (2012) examined the
occurrence and distribution of PCBs in surface
sediments of the Kizilirmak River near a scrap
yard in Kirikkale province. XPCB amounts were
detected up to 195 ng/g in sediments
downstream of the yard and concentrations of
individual PCB congeners wete lower than 1 ng/
g. One of the reason of PCBs pollution in the
Kizilirmak Delta may be due to the drift followed
by the distribution of these compounds to the
catchment with the stream of the Kizilirmak
River. In the present study, higher amounts of

ZPCBs (30.72 to 362.95 ng/g fat) were detected
in the milk than in the sediments, probably due to
the bioconcentration process of OC compounds
in the animals (Shaker and Elsharkawy, 2015).

In Turkey, Bulut et al. (2011) investigated the
contamination status of 50 milk samples of water
buffaloes by OCPs from Afyonkarahisar region.
They found beta-HCH levels above the MRL
established in EC regulation and reported that the
incidence were 64%, 16%, 8%, 6% and 2% for
beta-HCH, 4,4-DDT, Aldrin, gamma-HCH and
delta-HCH, respectively. For alpha-HCH, beta-
HCH, gamma-HCH, 4,4-DDT and 4,4-DDE
the incidence were 100% in the milk samples and
beta-HCH level exceeded the LODs stated in EC
and TFC in the present study (EC, 2017; TFC,
2016). The water buffaloes in the Kizilirmak Delta
stay in wetlands, lakes, marshes and swamps for
resting and getting cool on the hot hours of the
day (Selcuk, 2012). Therefore, they could have
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been exposed to the organochlorine compounds
much higher by dermal and/or oral routes. In
another study, 100 raw cow milk samples
collected from Samsun province were analysed
for nine OC and five synthetic pyrethroid
pesticides. They did not detect any pesticide
residues in the cow milk samples (Giiveng and
Aksoy, 2009).

The present results showed lower levels of OCPs
in water buffalo milk than in the study conducted
in Delhi City, India (Aslam et al., 2013). They
reported that mean values were 48 ng/g fat,
137.60 ng/g fat, 164.05 ng/g fat and 156.77 ng/g
fat for alpha-HCH, beta-HCH, gamma-HCH and
2DDTs, respectively. In another study conducted
in Rosetta region Northern of Delta, Egypt, OC
pesticide residue levels in buffalo milk were 2.0
ng/g fat, 1.58 ng/g fat, 1.70 ng/g fat, 2.09 ng/g
fat and 1.29 ng/g fat for alpha-HCH, beta-HCH,
gamma-HCH, 44-DDE and 44-DDT,
respectively (Abbassy, 2017). These quantities in
the water buffalo milk were lower than in the
present study. It has been thought that vatious
distribution patterns and concentrations of OC
compounds in the milk of water buffaloes from
different parts of the world may be related to
pollution status of the environments, seasonal
variations and some ethological characteristics of
the water buffalo species.

CONCLUSION

It can be concluded from the present study that
the OCPs, HCHs, 4,4-DDE, 44-DDT and
PCBs 52 and 118 were detected at high occurring
frequencies in the milk samples of Anatolian
water buffaloes breeded in the Kizilirmak Delta in
Samsun, Turkey. The mean values, except for
aldrin and Y DDTSs, were above the maximum
residue limit (MRLs) stated in the EC and TFC.
Due to its fat rich content and high nutritional
value, buffalo milk and milk products such as
butter, yogurt, cream and cheese are consumed
wortldwide as well as in Samsun region. Hence,
biomonitoring of hazardous chemical
compounds in the water buffalo milk or milk
products has a great importance for consumers
health. In addition, further research is needed
involving the pesticides which currently in usage

in agricultural purposes beside banned OCPs and
PCBs, to protect both human and animal health.
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oz

Bu calismanin amact sakaroz, sorbitol ve glikozun yer aldigr tg farkli karbonhidrat formilasyonu kullanarak
renklendirilmis sert seker Gretmektir. Bu kapsamda, siyah havu¢ konsantresi (SHK) katkili ve katkisiz olarak altt
farklt sert seker %100 sakaroz, %076 sakaroz + %24 sorbitol, %76 sakaroz + %24 glikoz olarak formiile edilerek
tretilmis ve bu drinlerin renk, karbonhidrat kompozisyonu, camst gegcis, higroskopite ile duyusal 6zellikleri
degerlendirilmistir. En yiiksek higroskopite degetlerinin sorbitolin yer aldigt formiilasyonlara ait oldugu tespit
edilmis ve SHK kullanimi tim formiilasyonlarda SHK katkisizlara kiyasla sert sekerlerin higroskopitelerinin
Onemli 6l¢tide azalmasint saglamustir (P <0.05). Duyusal analiz sonuglarina gére, SHIC katkili ve katkisiz en ¢ok
begenilen triinin glikozun yer aldig1 formilasyonlar oldugu beliflenmis, bunu sorbitol takip etmistir. Diferansiyel
taramalt kalorimetre (DSC) analiz sonuglarinin, yitksek performanslt stvt kromatografisi (HPLC) ile karbonhidrat
kompozisyonu, duyusal analiz ve higroskopite analizi sonuglartyla iliskilendirilebilir nitelikte oldugu gérilmistiir.
Anahtar kelimeler: Sert seker, dogal renk maddesi, higroskopite, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC),
formiilasyon.

PRODUCTION OF NATURAL COLORANT FORTIFIED HARD CANDY: EFFECTS OF
DIFFERENT CARBOHYDRATE FORMULATIONS ON COLOUR, GLASS
TRANSITION, HYGROSCOPICITY, CARBOHYDRATE COMPOSITION AND
SENSORY PROPERTIES

ABSTRACT

The objective of this study was to produce coloured hard candies using three different formulations of
carbohydrates which are sucrose, sorbitol and glucose. In this context, six different hard candies
formulated by 100% sucrose, 76% sucrose + 24% sorbitol, 76% sucrose + 24% glucose were produced
with or without addition of black carrot concentrate (BCC) and evaluated in terms of colout, carbohydrate
composition, glass transition, hygroscopicity and sensory properties. The highest hygroscopicity values
were determined in sorbitol included formulations and the use of BCC led to decrease hygroscopicities
compared to BCC not-included hard candies in all formulations (P <0.05). The most preferred candies
were glucose included formulations followed by sorbitol included ones regardless of BCC inclusion
according to sensory analysis. Differential scanning calorimetry (DSC) analysis revealed comparable
results among the results of high performance liquid chromatography (HPLC) analysis of carbohydrates,
sensory analysis and hygroscopicity analysis.

Keywords: Hard candy, natural colorant, hygroscopicity, differential scanning calorimetry (DSC),
formulation.
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GIRIS
Sekerin glintimizde endistriyel olarak yogun
sekilde tiretilmesi ve gelisen teknoloji ile beraber
ticaretinde ve tliketiminde meydana gelen artislar
sekerleme Uretimine yansimis ve bu sektoriin de
gelismesine olanak saglamustir (Elgtin, 2013;
Kugat ve Kosekahyaoglu, 2011). Seker tiketimi
gelismis Ulkelerde kisi basina yillik yaklasik 7 kg
iken az gelismis veya gelismekte olan tlkelerde
tiiketimin bu rakamin ¢ok altinda oldugu tahmin

edilmekte; ancak her gecen yil arttigt da
bildirilmektedir (Mutlu vd., 2018).

Sekerleme ve cikolatali mamullerin dinyada
toplam tretiminin yillik yaklagik 11.2 milyon ton
oldugu ve toplam iretimin yaklasik %457k
6nemli payimu belli bash c¢okuluslu biyik
firmalarin tstlendigi ve piyasada s6z sahibi oldugu
bildirilmektedir (flaslan, 2014; Anonim, 2017).
Turkiye’de ise 1924 yilinda biskivi Gretimi ile
baslayan biskiivi, ¢ikolata ve sekerli mamuller
sektérii  giintimiizde modern  teknoloji ile
donatilmis 40’1 askin fabrika ile faaliyet gdstererek
yillik yaklasik 1.7 milyon ton tretim kapasitesine
sahiptit (Onder, 2016). Anadolu’da sekerleme
tretiminin ve sekerleme tarihinin 14 - 15. yiizyila
kadar uzandigi tahmin edilmektedir. Nitekim
Osmanli Devletinin hentiz ilk dénemlerinde dahi
meyvelerin  tath  ve sekerleme yapiminda
degerlendirildigi  belirtilmektedir (Ozli, 2011).
Osmanlr’dan glinlimuze ulasan ve ginimiizde de
o6nemli yeri bulunan sekerleme, genelde Orta

Dogunun  6zelde ise Tiurkiye’nin  6nemli
geleneksel driinleri arasinda  yer almaktadir
(Glvemli, 2018).

Sekerleme urlnlerinin tiiketici tercithine gore
gelistirilmis bircok ¢esidi bulunmaktadir (Karagil,
2012). Bunlar; akide ve mevlana gibi sert
sekerlemeler, jole ve karamel gibi yumusak
sekerlemeler, dolgulu & kaplamali gibi karisik
sekerlemeler ve ayrica helva, ciklet, lokum,
cikolata gibi sekerleme trinleridir (Elgtin, 2013).
Sekerleme tretiminde Uriintn kalitesini etkileyen
bircok faktér bulunmaktadir. Formiilasyon, islem
sicakligt & siiresi ve son uriin nem igerigl en
onemli faktorler olarak bilinmektedit. Sekerleme
cesitlerinden biri olan sert sekerler; kati, parlak,
asir1  sogutulmus, camsi Ozellikte ve kristal

olmayan stiper doygun seker c¢oOzeltileridir
(Cardoso ve Abreu, 2004; Demir vd., 2010). Sert
sekerlerin  formilasyonunda sakaroz, glikoz,
friktoz, sorbitol ve maltoz yer alabilmektedir.
Actk veya vakum kazanlarinda pisirme agamasinin
sonlarina dogru inversiyon saglanmasi amactyla
sitrik, malik, laktik asit gibi organik asit ilave edilir
ve tercihen aroma ilave edilerek yogurma,
katlama, sekil verme ve sogutma uygulanarak trtin
elde edilir (Ergun vd., 2010).

Sert sekerlerin nem igerigi genellikle %5’in
altindadir. Sert seker gibi disiik nem igerigine
sahip olan tiriinlerde sekerler camsi - amotf yapida
bulunmaktadir. Sekerin camsi gecis formunda
bulunmasi, Grinin seffaf ve net bir gérinimde
olmasini ayrica sert ve kirllgan yapiya sahip
olmasint saglamaktadir. Camsi gegis sicaklig
(Tg)’nin altinda depolanan sert seker, depolama
esnasinda uzun stre stabil kalabilmekte; ancak
depolama sicakligi Tg'nin tizerinde olursa seker
camst yapisint kaybedip yapiskan bir form almakta
ve bu durum Uriniin fiziksel, kimyasal ve duyusal
kalitesini olumsuz etkilemektedir (Tan ve Kerr,
2017; Netramai vd., 2017). Bunun yaninda, sert
sekerler formiilasyona baglt olarak yitksek ya da
disik higroskopik 6zellik gosterebilmektedir.
Bulunduklart  ortamdaki havadan hizla nem
kazanabilmekteditler. Bu durumda seketlerin
camst gecis Ozellikleri degisebilmekte bunun
sonucunda da yapisal ve duyusal 6zelliklerinde
istenmeyen farklibklar ~ gbzlenebilmektedir
(Smidova vd., 2003; Altan, 2001).

Sert seker tiretinlerinde bir diger kalite parametresi
ise renktir (Smidova vd., 2003). Bir gida trintnin
rengi son urin kalitesini etkilemesi ve tiiketicide
olusturacagt beklentileri karsilamast agisindan
oldukca onemlidir (Zellner vd., 2018). Son
yillarda, tlketicilerin gidalarda kullanilan sentetik
renklendiricilerin givenilirligi hakkindaki
kaygilarinin yaninda yasal diizenlemeler nedeniyle
de yaygin olarak kullanilan sentetik boyalara
alternatif ~ olabilecek  dogal  pigmentlerin
kullaniminda artis gérilmektedir (Kog¢ vd., 2012;
Gutiérrez-Zaniga vd., 2014). Dogal renk
maddelerinin tUrtinde istenilen rengin saglamasinin
yani sira biyoaktif 6zellikleri ile serbest radikallerin
neden oldugu saglik problemlerini engelleyici
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etkileri oldugu da bilinmektedir (Hepsag vd.,
2012). Dogal pigmentlerin gidalarda kullanimi
actisindan siyah (mor) havug (Dawcus carota L
Ssp. sativus var. atrorubens Alef)  antosiyaninleri,
diger bitkisel kaynaklara kiyasla daha yiksek
miktarda antosiyanin icermesi ve
antosiyaninlerinin acillenmis olmasindan 6tiiri
sicaklik ve pH degisimlerine karst daha stabil
olmast nedeniyle gida endustrisinde tercih edilen
dogal renk maddesidir (Yilmaz ve Bilek, 2018).

Tim bu bilgiler 1s16inda bu calismanin amacy;
sakaroz, glikoz, sorbitol ve siyah havug
konsantresinin yer aldigr farkli formiilasyonlarla
geleneksel tiriinimiiz olan sert seker iiretmek ve
tretilen sekerlerin renk, camsi gegcis, karbonhidrat
kompozisyonu, higroskopite ve duyusal 6zellikleri
agisindan  karsilagtirilmast ve degerlendirilmesi
olarak belitlenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal ve Kimyasallar

Uretimde kullanilan sakaroz Balkiipti Keskinkilig
Gida (Aksaray)’dan, glikoz surubu (72 °Bx),
sorbitol (70 “Bx), sitrik asit ve ¢ilek aromasi Smart
Kimya Ltd. (Izmir)’den; siyah havuc konsantresi
(63.25 °Bx) Erkon Konsantre A.S. (Eregli,
Konya)’den temin edilmistir. Sakaroz, D-(+)-
glikoz, D-(-)-friktoz, D-sorbitol standartlart
Sigma (St. Louis, Mo, ABD)’dan; yuksek
performanslt stvi kromatografisi (HPLC) saflikta
su ise Merck (Darmstadt, Almanya)’den temin

edilmistir. Diger kullandan tim kimyasallar
analitik safliktadir.
Yoéntem

Bu calismada alt: farkli formiilasyon ile gelencksel
acik kazan Uretim yontemi kullanilarak sert seker
dretimi gerceklestirilmistir. Karbonhidrat
kompozisyonu bakimindan tg¢ farkli formtlasyon
kuru madde tzerinden %100 sakaroz (1), %76
sakaroz + %24 sorbitol (II) ve %76 sakaroz +
%24 glikoz (III) olarak kullandmistir. Bu
formiilasyonlarda siyah havuc konsantresinin
(SHK) vyer aldigt ve yer almadigi uretimler
yapilarak toplam altt farkli sert seker tretimi
gerceklestirilmistir. Tim uretimlerde sitrik asit
miktari, su miktari, aroma miktari, 1sitma sicaklhigt
& siiresi, kazandan alma sicakhigt & zamani gibi

parametreler sabit tutulmustur. Deneme planina
gore belirlenen seker tartimlari pisirme kazanina
alinmig, seker agirhiginin %11.251 kadar su
eklenmis ve 1sttma baglatlmustir.  Pisirme
stresince kazan i¢i karisim sicakligt data logger
(Testo 176 T4) ile takip edilmistir. Tam olarak
erime 110 * 2 "Cde gerceklesmis ve karigim
sicakhigt 140 °Cye ulastiginda seker tartiminin
%0.04’0 kadar %30’luk (w/v) sitrik asit ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Uretimler esnasinda suda ¢oziiniir
kuru madde miktari, 6l¢im araligi 0 — 95 °Bx olan
dijital  refraktometre (SOIF DBR95, Cin)
kullanilarak, deiyonize su ile seyreltme yapilarak
25 + 2 °Cde olgilmustir.  Sicaklik 170 “Clye
ulastiginda 96 £ 1 °Bx’e ulasidmis, kaynatma
islemine son verilmis ve SHK (renkli iretim olan
formilasyonlar icin) ile ¢ilek aromasi sirastyla
seker tartiminin %0.25’1 ve %0.01°1 (w/w) kadar
ilave edilmistir. Sicaklik 150 °Cye dustigiinde
karisim soguk mermer tizerine dokiilerek sogutma
asamasina gecilmis ve katlama teknigi ile 85 “C’ye
sogutulmustur. Daha sonra, bu sicakliktaki seker
hamuru 12 x 12 mm’lik seker kaliplarina
aktarilarak 24 — 25 "Cye sogutulmustur. Son
olarak kaliplardan ¢ikarilan sert sekerler cam

kavanozlarda karanlik ve nemsiz ortamda
analizlere dek bekletilmistir.

Analizler

Renk Analizi

Seker 6rneklerinin I ¥, a* ve /* renk degerleri renk
Olcim cihazt  (Konica Minolta, Japonya)

kullanilarak dl¢tlmustir. Elde edilen veriler ile C*
(chroma, renk yogunlugu) ve h° (hue, renk tonu)
sirastyla Hsitlik 1 ve 2 kullanilarak hesaplanmigtir:

Cx = (3*2 + b*2)1/2 (1)

© = arctan(b*/a¥) @)
HPLC ile Karbonhidrat Kompozisyonu
Analizi

Seker bilesiminin belirlenmesinde 10 g seker
ornekleri havan ile 6gitilmiis, behere aktarilmis
ve uzerine 30 ml %25 EtOH c¢o6zeltisi ilave
edilerek ultraturraks ile 6000 rpm’de 2 dakika
pargalanmistir. Karisim daha sonra 50 ml’lik balon
jojeye aktarilmus ve %25 EtOH ¢6zeltisi ile hacim
gizgisine tamamlandiktan sonra 0.45 um’lik
filtreden (Sartorius RC, Goettingen, Almanya)
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gecirilmistir. Ornekler ve hazirlanan standartlar
HPLCye (Shimadzu Prominence LC-20A)
enjekte edilmistir. Aminex HPX-87P
karbonhidrat kolonu (300 x 7.8 mm; 80 °C) ve
refraktif indeks dedektér (RID)’tun kullanildig
calismada HPLC saflikta su mobil fazinin akis hizt
0.6 ml/dk. olarak beliflenmistit (Rupérez ve
Toledano, 2003).

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
Analizi

Seker Ornekleri ezilerek toz haline getirilmis ve
DSC cthazina yiklemek tizere aliiminyum
numune kaplarma 0.06 g toz Ornekler
yerlestirilmistir. Analiz sicakligt - 40 "C’den 120
‘C’ye 10 °C/dk. yukselecek sekilde ayarlanmugtir.
Analiz sonunda elde edilen grafiklerden camst
gecis sicakliklart (Ty), erime sicaklart (Th) ve
entalpi degerleri (AH) belirlenmistir (Smidova vd.,
2003).

Higroskopite Analizi

Analiz i¢in, 16 litre hacimli desikator icinde %75.3
bagil nem (RH) saglamak amactyla 200 g NaCl/60
g su (1 L hacim igin) hazirlanmis ve gerekli
rutubetli ortam saglanmustir. Desikator icine
delikli tarttm  kaplari ile analiz  edilecek
orneklerden 40 + 1 g birakilmis ve toplam 48 saat
stre boyunca (22 + 2 °C) belitli araliklarla agirlik
degisimi kaydedilmistir. Orneklerin higroskopite
(nem  kazanma) degerleri Esitlik 3 ile
hesaplanmistir (Netramai vd., 2018).

Higroskopite = [(Son tartim — ilk tartim)/Ilk
tartim] x 100 3

Duyusal Analiz

Ug farkli seker formiilasyonu ve toplam altt gesit
tretilmis olan sert sekerler 27 — 47 yas araligindaki
Gida  Mihendisligi ~ Bolimi  Ogretim
Uyesi/Elemanlarindan  olusan 16 panelist ile
duyusal analize tabi tutulmustur. Duyusal analiz
oncesi panelistler ile bir egitim toplantist
yapilmustir. Her bir paneliste, her tirtin grubundan
sert seker Ornekleri rastgele tic basamakli bir say1
ile numaralandirilarak sunulmus ve
puanlamalarini hazirlanan degerlendirme
formunda yapmalar1 istenmistir. Duyusal analizde
panelistlerden trlnleri ‘gériints’, ‘yapr’, ‘lezzet’ ve

‘genel begeni’” olmak tizere dort farkli acidan 1 -5
puan skalasinda (1: Cok kotd, 2: Kotd, 3: Fena
degil, 4: 1Iyi, 5. Cok iyi) degerlendirmeleri
istenmistir (Lawless and Heymann, 2010).

Istatistiki Analiz

Verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS paket
programi (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) ile
yapimistir. Elde edilen verilerde, sonuglar tizerine
parametrelerin etkisi varyans analizi ile tespit
edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar (P
<0.05) Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
belitlenmistir.

SONUC ve TARTISMA

Sert seker grubunda yer alan akide sekerinin dogal
renk maddesi katkistyla Gretiminin amaglandigi bu
calisma kapsaminda 6ncelikle duyusal olarak
kabul edilebilir iiriind elde etmek icin en uygun
formilasyonlar ~ ve  islem  parametreleri
belitlenmistir. Sert seketlerde Onemli kalite
problemleri olan karamelizasyon, agizda yapisma
ve soguk erime g6z Oniinde bulundurularak
tiketici  tarafindan  kabul edilebilirligi  6n
denemeler ile ilk olarak ele alinmistr. Bu
kapsamda karbonhidratlarin farkli oranlarda
kullamildigt seri Gretimler gerceklestirilmis; aymi
zamanda formiilasyonda yer alan girdilerin hangi
asamalarda eklenmesi gerektigine ve pisirme
asamasinda sicaklik & siire parametrelerine karar
verilmistir  (On  denemelere ait  sonuglar
verilmemistir). On denemelerde gerceklestirilen
tretimlerde hammaddelerin farkli girdileri islak
agitlik  olarak ele alinmasmna ragmen asil
tretimlerin  formilasyonlart  karbonhidratlarin
kuru madde tzerinden agirligi hesaplanarak
sunulmugtur. Sonug olarak, ti¢ farklt karbonhidrat
formiilasyonunun yer aldigi denemeler ile dogal
renk maddesi katkili ve katkisiz akide sekerleri su
sekilde uretilmistir: I: %100 sakaroz (Suc), II:
Renklendirilmis %100 sakaroz (Suc — R), I1I: %76
sakaroz + %24 sotbitol (Sor), IV: Renklendirilmis
%76 sakaroz + %24 sorbitol (Sor — R), V: %76
sakaroz + %24 glikoz (Glu), VI: Renklendirilmis
%76 sakaroz + %24 glikoz (Glu— R). Uretilen sert
sekerlere ait gorseller Sekil 1’de sunulmustur.
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Suc Suc-R Sor

Sor-R Glu

Glu-R

Sekil 1. Altt farkls formiilasyon ile tretilmis sert seketler (Suc: %100 sakaroz; Sor: %76 sakaroz + %024
sorbitol; Glu: %76 sakaroz + %24 glikoz; R: Siyah havug konsantresi katkili renkli seker).
Figure 1. Hard candies produced with six different formulations (Suc: 100% sucrose; Sor: 76% sucrose + 24% sorbitol;
Glu: 76% sucrose + 24% glucose; R: Black carrot concentrate added colored hard candy).

Sert seker tretiminde sik karsilasilan durumlar
olan ‘soguk erime’, ‘agizda yapisma’ ve
‘kristalizasyon’ problemleri bu calismanin 6n
denemelerinde de gozlenmis ve en belirgin
sebeplerden birinin inversiyon amaciyla kullanilan
sitrik asit miktar1 ve eklenme asamasi oldugu
anlasimistr. Sitrik asit miktarinin formulasyonda
fazla olmasi agizda yapisma ve soguk erimeye;
yetersiz olmast ise kristalizasyona neden olmustur.
S6z  konusu  durumlar g6z  Ontinde
bulunduruldugunda seker tartiminin  %0.04’i
kadar %30’luk (w/v) sitrik asit ¢ozeltisinin pisirme
sicaklig 140 °C’ye ulastiginda ilave edilmesinin en
uygun ¢Ozim oldugu yazarlar tarafindan
belirlenmistir.

Sert Sekerlerin Renk Degerleri

Bir gidanin rengi, driintin tercih edilirligi etkileyen
o6nemli bir kriterdir ve triin gelistirmelerde renk
degerlerinin - Sl¢imi  bu agidan  Snemlidir
(Sukkwai vd., 2018). Alt farkhi formiilasyon ile
uretilmis renk maddesi katkili ve katkisiz akide
sekerlerin renk Ol¢im sonuclart Cizelge 1’de
gosterilmistir. Koyuluk — aydinlik ifadesi olan L*
degeri bakimindan en yiiksek deger SHK katkisiz
Suc Ornegine ait oldugu; buna karsin en disik
degerin ise Sor-R’ye ait oldugu belirlenmistir.
Kolorimetrede a* yani kirmuzilik —  yesillik
bakimindan pozitif en yiiksek degere sahip olan
trinin Glu-R oldugu bulgulanmistir. Bunu Suc-
R ve Sor-R takip etmistir. Sar1 rengin belirgin
olarak gozlemlendigi SHK katkisiz Glu kodlu
numunelerin en yiiksek b* degerine sahip oldugu

bulgulanmistir. Uretiminde pH degerinin 4.5
olarak ayarlanip 1 kg seker hamuruna 2.6 g SHK
katkistyla akide sekerinin tretildigi ¢alisma (Kog
vd., 2012) ile karsilastirldiginda a* degerlerinin bu
calismada tespit edilen degerler ile kiyaslanabilir
oldugu (12.8); ancak renk yogunlugu (C*) ve renk
tonu (h°) acisindan her iki calismada farkl
degerlerin elde edildigi anlasiimaktadir. Bu ¢alisma
kapsaminda formilasyonda yer alan farkl
karbonhidrat kompozisyonlarinin SHK katkil ve
katkisiz sert sekerlerde renk yogunlugu degerlerini
etkiledigi sonucuna ulasimaktadir. Bu etkinin
farkh  karbonhidratlarin = yiksek  sicaklikta
enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarinda
esmer renk olusum derecelerinin farkhihigindan
kaynaklandigi disinilmektedir (Wongwiwat ve
Wattanachant, 2014).

Sert Sekerlerin Karbonhidrat Kompozisyonu
Formilasyonda yer alan G¢ farkli karbonhidrat
kombinasyonu (sakaroz, sakaroz + sorbitol,
sakaroz + glikoz) ile tretilen akide seketlerinin
HPLC ile karbonhidrat kompozisyonu analizi
gerceklestirilmistir. Uretimde sicakhigin ve asidin
inversiyonu ne Olctide etkiledigi bu analiz ile
incelenmistir. Akide sekerlerinin RID dedektor
kullanilarak HPLC ile analizinde kromatogramda
sirastyla sakaroz, glikoz, friktoz ve sorbitol tespit
edilmis ve bu maddelerin alikonma sureleri
strastyla 10.1, 12.2, 19.7 ve 40.5 dk. olmustur.
Analize ait 6rnek bir HPLC kromatogrami Sekil
2’de sunulmustur.
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Cizelge 1. Farkli formiilasyonlarla tretilmis sert sekerlerin renk degerleri.
Table 1. Colour values of hard candies produced with different formulations.

Ornek
— L* a* b* C* h’
Sample
Suc 36.53 £ 1.37» -2.33 £ 1.15 359 £1.18 431 £1.51= -57.54 + 8.332
Suc-R 29.35 + 1.52b 6.85t 1.98b 2.55 1+ 0.88b 7.33 + 2.08b 20.57 + 4.73b
Sor 31.08 £ 1.03> -8.49 £ 1.61¢ 0.94 £+ 0.69> 8.55 £ 1.63b-« -0.33 + 4.20¢
Sor-R 9.56 £ 5.48¢ 5.62 = 1.02b -1.81 £ 1.17¢ 5.96 + 1.242b -17.29 + 8.65¢
Glu 22.71 + 1.494 -3.33 £ 1.922 475+ 1.614 6.18 + 0.55+P -54.02 + 22.58
Glu-R 10.77 + 0.40¢ 10.60 £ 3.53d 3.37 £0.79 11.13 + 3.57¢ 18.15 £ 3.57>
Aynit sttunda yer alan farkli harfler istatistiki farkliliklar: simgelemektedir (P <0.05).
Different letters in the same column indicate statistically significant differences (P <0.05)
mV
75_:De'(ector A 1
60
45
30
] 4
15
1 s 3
7T T rfrrrrfrrro [T T T T Tt
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 2. ‘Sor” numunesine ait HPLC kromatogrami (1: Sakaroz, 2: Glikoz, 3: Fritktoz, 4: Sorbitol).
Figure 2. HPLC chromatogram of Sor’ sample (1: Sucrose, 2: Glucose, 3: Fructose, 4: Sorbitol).

Uretimlerde friikktoz kullanilmamasina karsin
formilasyonlarda sorbitoliin ve glikozun yer aldig
seker numunelerinde inversiyon sonucu olarak
fritktoz da tespit edilmistir (Cizelge 2). Sicakligin
ve ortamda asidin varhiginin kombine etkisiyle
sakaroz inversiyona ugramakta ve bunun
sonucunda glikoz ve fritktoz olugsmaktadir (Finley
vd., 2018). Sonuglar incelendiginde, inversiyona
bagli glikoz olusumunun friiktoza kiyasla nispeten
daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir. Bu durum
glikoz ve friktozun vyiiksek sicaklikta asit
varliginda sakarozdan inversiyon sonucu olusum
hizlarindaki farklilik ile actklanabilir (Schnepel ve
Hoffmann, 2014). Bunun haricinde, sakarozun
%100 olarak yer aldig formilasyonlarda
frikktozun hig tespit edilemedigi; ancak sorbitol ve
glikozun bulundugu formiilasyonlarda glikozun
haricinde fritktozun da olustugu ve miktarinin
tespit edildigi bulgulanmistir. Bu durum, ortamda
invert seker varliginin inversiyon hizint artirmast
olarak yorumlanabilir (Nelson ve Theodore,

1924). Sorbitolun yer aldigt formiilasyonlarda
glikoz miktarinin yalnizca sakaroz kullanilarak
uretilen sekerlerdeki glikoz miktarindan daha
yitksek oldugu tespit edilmistir. Ticari sorbitol
endiistriyel  olarak glikozdan  dretilmektedir
(Wisnlak ve Simon, 1979) ve islemlerin etkisiyle
yapitagtnt  olusturan  glikoza  belli  Sl¢tude
parcalandigt yorumu da yapilabilir.

DSC Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sert sekerlerin DSC analizi sonucunda elde edilen
camst gecis sicakligt (Tg), erime sicakligt (T'm) ve
entalpi (AH) degerleri Cizelge 3’te sunulmustur.
Sert seker tretim esnasinda yitksek sicakliklarda
pisitme ve ardindan sogutma islemi, karbonhidrat
kompozisyonlarinin camst gegis Ozelliklerinde
onemli degisiklikler olugsturabilmektedir. Camst
gecls Ozelligi, gida icerisinde molekiiler hareketleri
etkileyen bir 6zelliktir. Sert seker gibi disiik nem
igerigine sahip gidalarin camsi gecis 6zelliklerinin
dogrudan yapisal Ozellikler ile iliskilendirildigi
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bildirilmektedir. ~ Yan:  sira, camsi  gegis
Ozelliklerinin diisik nem icerigine sahip yiksek
karbonhidrat kompozisyonlu gidalarin  yapisi,
mikro-yapist, kristalizasyon ve diftizyon olaylari ile
dogrudan iliskili oldugu belirtilmektedir. Cizelge 3
incelendiginde, en yiksek Tg degerlerinin
sukrozun %100 olarak yer aldig1 formulasyonlara
ait oldugu (42.05 ve 44.16 °C), bunu sirastyla
glikozun (38.81 ve 36.39 °C) ve sorbitolun (19.24
ve 19.06 °C) takip ettigi gorilmektedir. Sakaroza
glikoz ya da friktoz ilavesinin camsi gegis
sicakligini ve erime entalpisini diigiirdigi rapor
edilmistir (Wang vd., 2019). Bu calismada da

benzer sekilde formiilasyonda sakaroza glikoz ve
sorbitol ilavesinin Tg’yi distirdigt gorillmektedir.
Ug farkli karbonhidrat kompozisyonu ile {iretilmis
sert sekerlerin DSC  termogramlart Sekil 3’de
verilmistir. Sorbitole ait DSC egrilerinden Tm ve
AH degerleri hesaplanamamustir. Buna kargin,
glikozun yer aldigt formilasyonlarin %100
sakaroza kiyasla ¢ok daha yiiksek entalpi
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Entalpi
degerlerinin tretilen sert sekerlerin agizda erime
Ozellikleri ile dogrudan iliskilendirilebilecegi
yorumu yapilabilir.

Cizelge 2. Sert sekerlerin karbonhidrat kompozisyonu.

Table 2. Carbohydrate composition of hard candies.

Ornek Sakaroz (g/100 g) Glikoz (g/100 g) Friktoz (g/100 g) Sotbitol (g/100 g)
Sample Sucrose (g/ 100 g) Glucose (/100 g) Fructose (g/100 g) Sorbitol (g/100 g)
Suc 96.23 + 1.34» 0.64 £0.082 n.d. n.d.

Suc-R 95.08 + 0.852 0.71 £0.052 n.d. n.d.

Sor 7228 + 0.91b 0.90 + 0.132b 0.34 + 0.082 22.16 + 0.852
Sor-R 71.51 £ 1.04b 1.14 £ 0.17> 0.42 £ 0.102 21.95 + 0.662
Glu 71.36 £ 0.74b 23.13 £ 0.92¢ 0.40 £ 0.062 n.d.
Glu-R 71.29 £0.68b 23.63 = 0.88¢ 0.44 £ 0.07a n.d.

Ayni stitunda yer alan farkli harfler istatistiki farkliliklart simgelemektedir (P <0.05).

Different letters in the same column indicate statistically significant differences (P <0.05).
n.d.: tespit edilememistir.

n.d.: not defined.

Cizelge 3. Sert sekerlerin DSC analizi ile camst gegis (T'g), erime sicakligi (Tm) ve erime entalpisi (AH)
degerleri.
Table 3. DSC analysis of glass transition (T'g), melting temperature (T'm) and melting enthalpies (AH)
of hard candies.

ol Tg (O Tm (‘) AH (/g)
Suc 42.05 + 1.802 51.37 £ 1.73 0.04 = 0.01a
Suc-R 44.16 + 1.332 49.08 *+ 1.58 0.03 £+ 0.002
Sor 19.24 £ 0.79b n.d. n.d.
Sor-R 19.06 + 0.42b n.d. n.d.
Glu 38.81 £ 1.24¢ 46.45 + 1.070 8.99 + 0.44b>
Glu-R 36.39 + 1.36¢ 45.79 £ 1.30b 7.55 £ 0.28b

Ayni sttunda yer alan farkli harfler istatistiki farkliliklart simgelemektedir (P <0.05).
Different letters in the same column indicate statistically significant differences (P <0.05).
n.d.: tespit edilememistir.

n.d.: not defined.
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Sekil 3. Sert seker formiilasyonlarinin DSC termogramlar.
Figure 3. DSC thermograms of hard candy formulations.
Sert Sekerlerin Duyusal Ozelliklerinin entalpi degerleri hesaplanamasa da Suc, Suc — R
Degerlendirilmesi ile Glu, Glu — R entalpi degerleri sekerin agizda

Gida teknolojisinde yeni iriin gelistirmelerde veya
mevcut Uriine yeni Ozellikler kazandirildiginda
duyusal Ozelliklerin  degerlendirilmesi  6nemli
gorilmektedir (Carpenter vd., 2012). Bu calisma
kapsaminda  gerceklestirilen  duyusal  analiz
sonuclart (Cizelge 4) degerlendirildiginde farkls
formulasyonlarin  akide  sekerlerin  duyusal
Ozellikleri olan gorints, yapi, lezzet ve genel
begeni tzerine etkileri istatistiki olarak anlamli
oldugu bulgulanmistir (P <0.05). Panelde triinin
tiketmeden Onceki albenisinin test edildigi
‘g6runds’ kriterinde sorbitol ve glikozun yer aldig
formilasyonlar en  yiksek  puanlanirken;
sakarozun %100 oldugu formiilasyonlar daha
dustik puanlanmustir. Benzer sekilde agizda
yapisma, erime ve erime sonunda par¢alanmasinin
test edildigi ‘yapr’ kriterinde de sakoroz diger

formilasyonlara kiyasla daha dastk
puanlanmustir.  Sakarozun %100 yer aldig
formilasyonlarin  duyusal analizde en az

puanlanmasinin temelinde camsi amorf yapinin
diger formilasyonlara kiyasla agizda c¢ok hizli
bozulmast olarak degerlendirilmistir. Duyusal
degerlendirmede sekerin yapi kriteri ile DSC
analizi sonucunda elde edilen entalpi degerleri
iligkilendirilebilir. Her ne kadar sorbitole ait

erimesi ile ilgili bulgulari destekler niteliktedir.
Geleneksel akide sekeri tadmin alinip alinmadigt
ve tat, aroma Ozelliklerinin degerlendirildigi
‘lezzet’ kriterinde en ylksek puan glikozun yer
aldigt formilasyonlarda bulgulanmustir; ancak
uygulanan Duncan testine gore sorbitol ve glikoza
ait formilasyonlar aym grup icinde yer almustur.
Uriiniin topyekiin degerlendirildigi ‘genel begeni’
kriterinde ise seker formiilasyonlarinin etkisi daha
net gorilmistir. Buna goére formiilasyonda
glikozun yer aldigt akide sekerleri en yitksek
puanlanirken bunu sirasiyla sorbitol ve sakaroz
izlemistir. Panelde kirmizi renkli Grtinlerin de ¢ok
begenildigi; ancak renksiz formiilasyonlarin parlak

— camst gorinim  Ozelliklerinden — 6tlrd
begenildigi de vurgulanmustir. Dogal renk
maddesi ilavesi ile Ttretilmis renklendirilmis

sekerlerden %100 sakarozun yer aldigi driinler
diger iki formiilasyona kiyasla ‘goriinis’ kriterinde
daha disik puanlanirken; formilasyonda glikoz
ve sorbitolin yer aldig1 renkli sekerlerin puanlar
arasinda 6nemli fark bulunmamistir (P >0.05).
Renklendirilmis tirtinlerde glikoz ve sorbitoliin yer
aldig1 formilasyonlarin ‘gériintis’ kriterinde daha
yiksek puanlanmasinin sebebi yine patlak — camst
gorinime  sahip  olmalanidir.  Sekerleme
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endustrisinde sakaroz ve glikoz surubu gibi seker
kaynaklar1 yerine seker oranini azaltma stratejisi
olarak seker alkollerin  kullanimi  Gzerinde
durulmaktadir. Bu  kapsamda  sorbitolin
sekerlemelerde tatlilik oranini etkilememesi ve
sekerleme trinlerinin karakteristik gérinim ve
organoleptik kalitesini en az etkileyen seker alkol
olmast sebebiyle tercih edilen bir karbonhidrat
oldugu  vurgulanmaktadir ~ (O'Brien-Nabors,
2016). Sotbitoliin ayni zamanda sert scker
dretiminde teknolojik olarak iriinde arzulanan

sertligi saglamama ve yapiskanlk sorununa yol
acabilme risklerinden 6tirti  formilasyonun
dengeli bir sekilde ayarlanmasi giicliigiinden
bahsedilmektedir (Klacik vd., 1984). Bu calisma
kapsaminda kuru madde tizerinden %24 sorbitol
ilavesi ile tretilmis sert sekerlerin ‘yapr’ kriterinin
duyusal olarak iyi — ¢ok iyi olarak degerlendirildigi
gorilmustir. Sert sekerleme Uretiminde seker
oraninin azaltilmasina yonelik olarak sorbitolin
kullanilabilirligi bu ¢alisma kapsaminda test
edilmistir.

Cizelge 4. Alt1 farkli formiilasyonun sert sekerlerin duyusal ézelliklerine etkisi.
Table 4. The effect of six different formmulations on sensory properties of hard candies.

Ornek Gorunus Yapi Lezzet Genel begeni
Sample Appearance Texcture Flavour Overall acceptance
Suc 2.57 £ 1.34 2.64 £1.08» 293 £ 1.14 2.50 £ 0.762
Suc-R 2.43 £ 0.85 2.71 £1.200 2.86 £ 1.41» 2.64 + 0.74
Sor 4.21 £ 0.89° 4.43 £1.83> 4.07 £ 0.73b 3.57 £ 0.85b
Sor-R 4.57 £ 0.65b 3.14 £ 1.032 4.07 £ 0.73b 3.93 £0.73b
Glu 4.36 £ 0.74v 471 £ 0.47° 4.43 £ 0.76b 4.64 + 0.50¢
Glu-R 4.29 £0.83> 4.29 £ 0.73b 4.50 £ 0.52b 4.50 + 0.65¢

Ayni stitunda yer alan farkli harfler istatistiki farkliliklar1 simgelemektedir (P <0.05).
Different letters in the same column indicate statistically significant differences (P <0.05).

Sert Sekerlerin Higroskopik Ozellikleri

Akide sekerlerinin tretimi sonrasinda nem alma
kapasitesinin en az olmast istenir. Akide sekerleri
nem almalart durumunda su aktivitesi degerleri
yukselir, camst gecis Ozellikleri  bitintyle
degisebilir ve sonunda yapisal, duyusal 6zellikler
basta olmak Uzere Urlinde genel fiziksel ve

kimyasal ~ bozulmalar  gézlenebilir.  Uriine
uygulanan  higroskopite  analizi  sonuglart
degerlendirildiginde hem seker

formiilasyonlarinin hem de dogal renk maddesi
olarak SHK kullaniminin Grin nem alma
potansiyellerini etkiledigi anlasidmistr (P <0.05).
Sekil 4 incelendiginde en yliksek nem kazanma
potansiyelinin formtlasyonda sorbitolin yer
aldig1 akide seketlerine ait oldugu gorilmektedir.
Yalnizca sakarozun yer aldig1 formilasyonlarin ise
belirgin olarak en distik higroskopite degetlerine
sahip  oldugu  anlasimaktadir.  Gidalarin
higroskopik 6zellikleri ile camsi gecis sicakliklart
arasinda iliski bulunmaktadir (Shrestha vd., 2007;
Islam vd., 2016). Akide sekerlerinin Tg degerleri

incelendiginde, en yiksek higroskopik 6zellige
sahip olan Sor ve Sor — R numunelerinin diger
formiilasyonlara kiyasla en disiik Tg degerlerine
sahip oldugu gorilmektedir. Bu ¢alismada, SHK
kullamilarak dogal renk maddesi ile zenginlestirilen
akide seketlerinin tim formilasyonlarda SHK
ilavesiz sekerlere kiyasla daha dusiik higroskopite
degerlerine sahip oldugu da bulgulanmistir.
Literatiir incelendiginde, fenolik maddelerin film
yapist olusturan sistemlerde nem gecisini belirgin
olarak engelleyebilecegi rapor edilmistir (Insaward
vd., 2015; Fabra vd., 2011; Friesen vd., 2015). Bu
calismada da SHK fenolik maddelerinin akide
sekerlerinin yiizeyinde bariyer rold iistlenerek nem
gecisini  engelledigi yorumu yapilabilir.  Sert
seketrin ortamdan nem almast sonucunda amorf —
camst yapidaki gida amorf — kauguk (rubbery)
forma donisebilmekte; bu durum da lrtinde
yapiskanlik, elastikiyet ve renk &zellikleri basta
olmak tizere fiziksel ve kimyasal degisikliklere yol
acabilmektedir (Taub ve Singh, 1997).
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Sekil 4. Sert sekerlerin altt farkli formiilasyonunun %75 bagil nemde (RH) nem kazanma potansiyelleri.
Figure 4. Moisture gaining potentials of six different formulations of hard candies at 75% relative humidity (RH).
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oz

Bu calismada, nar kabugunun fenolik, flavonoid, antioksidan ve antimikrobiyal, 6zellikleri arastirdmustir. 17
farkli kosulda elde edilen ekstraktlarin fenolik ve flavonoid bilesiklerinin ekstraksiyon (sicaklik, stire ve etanol
konsantrasyonu) kosullari, cevap yiizey metodu kullanilarak optimize edilmistir. Optimizasyon ¢alismalarinin
sonunda nar kabugu icin 78°C, %33 etanol konsantrasyonu, 113 dakika optimum kosul olarak belirlenmistir.
Elde edilen ekstraktlarin yiiksek oranda antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin fenolik bilesikleri yitksek basingl stvi kromotografisi ile analiz
edilmis, nar kabugu ekstraktlarinin en fazla kuarsetin ve epikatesin icerdigi bulunmustur. Sonuclar, nar
kabuklarinin gerek gida gerekse gida dist endustrilerde, énemli bir kaynak olarak da kullanim potansiyeli
olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Nar kabugu, fenolik bilesik, flavonoid, antioksidan, antimikrobiyel, HPL.C

OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION CONDITIONS OF PHENOLIC
COMPOUNDS WITH ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY
FROM POMEGRANATE PEEL

ABSTRACT

In this study, phenolic, flavonoid, antioxidant and antimicrobial properties of pomegranate peel were
investigated. The extraction conditions (temperature, time and ethanol concentration) of phenolic
and flavonoid compounds obtained under 17 different conditions were optimized using the response
surface method. At the end of optimization studies; for pomegranate peels; 78°C, 33% ethanol
concentration 113 minutes were determined as the optimum conditions. The obtained extracts were
found to have high antioxidant and antimicrobial activity. Phenolic compounds of the extracts
obtained under optimum conditions were analyzed by high pressure liquid chromatography and
pomegranate peels extracts were found to contain the most quercetin and epicatechin. The results
support that pomegranate peels may be potentially useful as an important source of food or non-
food industries.

Keywords: Pomegranate peel, phenolic compound, flavonoid, antioxidant, antimicrobial, HPLC
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GIRIS
Punicaceae ailesinin icinde yer alan nar meyvesi;
antik dénemlerden bu yana mistik 6zellikleriyle 6n
plana cikan, oldukca farkli 6zelliklere sahip bir
meyvedir. Binlerce yildir farkli medeniyetler
tarafindan, halk arasinda tedavi amaciyla yaygin
olarak kullandmistir (Bayram vd., 2010). Son
yillarda, cok yonli ve besleyici olmast nedeniyle
poptlerlik kazanmustir. Ttrkiye’de son yillarda nar
{iretiminin 5 kat artti1 gozlenmektedir (TUIK
2017). Nar meyvesi, hastalik riskini azalttig
bildirilen tanen ve diger biyokimyasallardan
Ozellikle fenolik bilesikler acisindan zengindir
(Jaiswal ve Porter, 2010).

Son vyillarda, strese bagli kronik hastaliklarin
artmasi, antibiyotiklerin gelisi-glizel kullanim1
nedeniyle, insan patojeni bakterilerin ilaclara karst
diren¢ kazanmasi antioksidan ve antimikrobiyel
etkili fenolik bilesiklere olan ilgiyi artirmistir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi oksidatif
streci azalttugindan, hem insan viicudunda hem
de gida sistemlerinde oksidatif degisiklikleri
kontrol etmede O6nemli bir rol oynamaktadir
(Samaranayaka vd., 2011).

Narin fenolik bilesikler acisindan da  zengin
oldugu yapilan bircok calisma ile belirtilmigtir
(Wang vd., 2010; Prakash ve Prakash, 2011,
Ampyrgialaki vd., 2014; Nahar vd., 2014). Li vd,,
(2006)nin  nar kabuklar1 {zerine yaptiklar
calismada kabuk ve posa kisimlarinda toplam
fenolik madde, toplam flavonoid madde ve pro-
antosiyanidin miktarlart ayr1 ayn incelenmis ve
kabuk kisminda bu maddelerin daha yiiksek
oldugunu (Li wvd., 2006) ayrica antioksidan
aktivitenin  hem posadan hem de sentetik
antioksidanlardan daha Gstiin oldugu saptanmistir
(Singh vd., 2002; Negi ve Jayaprakasha, 2003;
Zoral ve Turgay, 2014). Nar meyvesinin ve
kabugunun antosiyaninler, gallotanenler,
hidroksisinamik asit, hidroksibenzoik asitler ile
elajitanenler ve gallagil esterler gibi hidrolize
edilebilir tanenler icerdigi tespit edilmistir (Yilmaz
ve Usta, 2011). Nar kabuklarinin bakterileri
gelisimini inhibe ettigi (Scalbert ve Sandos, 2000;
Al Zoreky, 2009; Panichayupakaranant vd., 2010,
Sweetie vd., 2010) patojen mikroorganizmalarin
enzim  aktivitelerini  durdurarak ve hucre

membranlarindaki  elektron tagima  sistemini
engelleyerek antimikrobiyal etki gosterdigi rapor
edilmistir (Prasanth vd., 2001).

Her ne kadar nar kabuklari ile ilgili calismalar olsa
da, hala fenolik maddelerin etkin bir sekilde
ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen bu bilesiklerin
biyolojik aktivitesinin arastirildigr  calismalara
ihtiya¢c  bulunmaktadir. Bu ¢aligmada nar
kabuklarindan yiksek miktarda fenolik bilesik
ekstraksiyonu icin ekstraksiyon kogullart optimize
edilmis ve optimizasyon icin istatistiksel ve
matematiksel testlerin kombine kullanildigt cevap
yuzey yontemi kullanilmistir. Bu  yOntemde;
sistemin verdigi cevabt ve Uzerinde etkili olan
bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek
icin modelleme teknikleri kullanilmakta ve bunun
yaninda  proses  degiskenlerinin  sistemin
cevabinda istenen etkiyi gosterdigi seviyelerin
bulunmasi amaglanmaktadir (Myers vd., 1995).

Bu calismanin  amact  nar  kabuklarindan
antioksidan ve antimikrobiyel 6&zellige sahip
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin uygun
uygun kosullari belirlemektir. Nar kabuklarinin
toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinin en fazla
olacak sckilde ekstraksiyonunu saglayabilmek
amactyla etanol/su orani, ekstraksiyon stiresi ve
sicaklik bakimindan optimize edilmis, farkl
kosullarda elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri de incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Nar  (Punica  granatum L.) kabuklari yerel

marketlerden temin edilen nar meyvesinden elde
edilmis olup, etivde (40°C) kurutulmustur.
Kabuklar égtitilerek, +4°C’de analiz edilinceye
kadar depolanmistir. Eosin Metilen Blue (EMB),
Chapman Agar, Sabouraud Glikoz Agar, Mueller
Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton Broth
(MHB) Merck (Merck KGaA, Almanya)
firmasindan alinmustir. E. coii (ATCC 25922),
Enterococcus  faecalis (ATCC  29212), S. aurens
(ATCC 29213), Aspergillus flavus (ATCC 9170) ve
Aspergillus niger (A\TCC 6275) mikroorganizmalart
Cumhuriyet Universitesi Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvart, kiltiir
koleksiyonundan temin edilmigtir. Ampicillin
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Nar kabugu fenolik bilesiklerinin optimizasyonu

antimikrobiyal duyarlilik diski Oxoid™ (Thermo
Fisher Scientific, ABD)’den alinmistir. Brownlee
Analitik C18 (4.6 x 250mm, 5um) HPLC kolonu
Petkin  Elmer’den (ABD) temin edilmistir.
Kullantlan  diger tim kimyasallar analitik
standartta olup Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
ABD) veya Merck (Merck KGaA, Darmstadt,
Almanya) firmalarindan alinmugtir.

Yontem

Ekstraksiyon ve Ekstraksiyon Kogullarinin
Optimizasyonu

Ogiitilmiis kabuklar; 10:1 (mL. solvent/g bitki)
oraninda solvent ile karistirilmis ve farkl sicaklik
ve slrelerde ekstraksiyona tabi tutularak
ckstraksiyon  kosullar1  optimize  edilmistir.
Ekstraksiyon siiresi sonunda 6érnekler santriiftj

Deneysel Tasarim ve Cevap Yiizey Metodu
(Response Surface Methodology-RSM) ile
Ekstraksiyon Kogullarinin Optimizasyonu
Bagimsiz degiskenler icin deger araliklarinin
seciminde literatir taramasi  sonuclarindan
yararlanilarak; fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
etanol  konsantrasyonu, sicaklik ve = sire
bakimindan optimize edilmistir. Nar kabugu
ekstraksiyonlart  icin  denenen  bagimsiz
degiskenlerin degerleri Cizelge 1’de verilmistir.
Toplam fenolik ve toplam flavonoid miktarinin
yiksek oldugu kosullar optimum ekstraksiyon
kosullart olarak secilmistir. Optimum kogullar icin
secilen model asagidaki esitlikte (Esitlik 1)
actklanmustir:

Y= bo+biXi+byX2+bsX3+b11X;2

(5000 rpm’de 10 dakika) sonra da filtre edilerek +b2X5? +b33X3? +b12XyXo +b13Xi X5 (Es. 1)
ekstraktlar elde edilmis ve -18°C’de muhafaza +b23 X X3
edilmistir (Cai vd., 2004).
Cizelge 1. Nar kabuklari ekstraksiyonu icin bagimsiz degiskenlerin degerleri
Table 1. Independent variables for the pomegranate peels extraction
Bagimsiz Degiskenler Sembol -1 0 +1
Independent 1 ariables Symbol
5 Etanol (%) Ethanol Xi 25 50 75
Ilf;;;;;;iupw ) Site (dk) Time (win) X, 20 70 120
Sicaklik (°C) Temperature X3 40 60 80

Esitlikte 1°de Y bagimli degiskenleri (toplam
fenolik ve flavonoid) by sabit, b1, bz ve bs lineer
terimleti, b1, b2 ve bss kuadratik terimleri ve X,
Xz ve X3 bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.
Design-Expert V7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis)
programi elde edilen datalarin regresyon ve
grafiksel analizi i¢in kullandmistir. Fischer’s testi
model esitligini elde etmek icin, Student’s t-testi
regresyon katsayilarinin  istatistiksel = Onemini
bulmak icin kullanilmistir.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri
Singleton ve Rosst (1965) tarafindan tanimlanan
yonteme gore belirlenmistir. 2 N 100 uL. Folin-
Ciocalteu fenol ayiraci, 100 pL ekstrakt, 2.3 mL
saf suve 1 mL %7 sulu sodyum karbonat ¢6zeltisi
karistirildiktan  sonra, oda sicakliginda 2 saat
bekletilmis ve stre sonunda 6rneklerin 750 nm
dalga  boyundaki  absorbanst  Slciilmustiir.

Sonuglar gallik asit esdegeri
actklanmustir,

(GAE) olarak

Toplam Flavonoid Miktarlarinin
Belirlenmesi

Nar kabugu ekstraktlarinin toplam flavonoid
miktarlar1 Zhishen (1999)’a gore belirlenmistir.
Ekstraktlar %5 NaNO,, %10 AICI; ile ve 1 M
NaOH ile reaksiyona sokulmustur. Karisimlarin
510 nm’de absorbanslart okunmus ve toplam
flavonoid miktarlar1 kuarsetin  esdegeri (KE)
olarak ifade edilmistir.

Antioksidan Aktivite

Radikal Siipiirme Aktivitesi — DPPH: 1.95 mL
2.2 difenil-1-pikrihidrazil ~ (DPPH) ¢alisma
cozeltisi ile ve 50 uL ekstraktlar/50 uL Troloks
standart ¢6zeltileri karistirtlmis ve oda sicakliginda
10 dakika  bekletilmistir. ~ Stre  sonunda
spektrofotometrede 517 nm dalga boyundaki
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absorbanslar1 6lctilmistiir (Brand-Williams vd.,
1995). Sonuglar Troloks esdegeri (TE) olarak
actklanmistir.

Demir (III) Indirgeme Antioksidan Giicii —
FRAP: FRAP yontemiyle antioksidan kapasite
tayini icin 300 mM sodyum asetat (pH 3.0)
tampon ¢ozeltisi, 20 mM sulu demir (III) kloriir
¢ozeltisi ve 10 mM sulu 2.4.6-Tris (2-pyridyl)-s-
triazine (TPTZ)  ¢Ozeltisi hazitlamp 10/1/1
oraninda karistirilarak FRAP calisma ¢ozeltisi elde
edilmistir. 2.9 ml. FRAP calisma ¢6zeltisi ile 100
uL ekstraktlar/100 pL Troloks standart ¢cozeltleri
karistirlarak  oda  sicakhginda 30 dakika
bekletilmis  ve sonunda  6rneklerin
absorbanslari 593 nm dalga boyunda él¢ilmistiir.
Sonuglar TE olarak aciklanmistir (Benzie ve
Strain, 1996).

sure

Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi —
TEAC: TEAC yontemiyle antioksidan kapasite
tayini icin 7 mM sulu ABTS [2.2-Azino-bis (3-
etilbenzothiazolin-6-sulfonik asit)] ¢ozeltisi ve
245 mM sulu potasyum persilfat c¢ozeltisi
karisimi (1/1, v/v) 16 saat stireyle oda sicakliginda
karanlk bir ortamda reaksiyona birakilmis, ABTS
radikal katyonu (ABTS'+) stok c¢ozeltisi elde
edilmistir. ABTS'+ calisma cozeldsi, 2.9 ml, 100
uL ekstrakt ile karstirilarak oda sicakliginda 30
dakika bekletilmis ve siire sonunda absorbanst
734 nm dalga boyundaki 6l¢iilmustiir. Sonuglar
TE olarak agiklanmustir (Re vd., 1999).

Antimikrobiyel Aktivite

Antimikrobiyel —aktivite testlerinde kullanilan
mikroorganizmalarin (E. coli, E. faecalis, S. anreus,
A. flavus ve A. niger) Gretiminde E. coli ve E. faecalis
icin EMB agar, S. awrens icin Chapman agar
(Staphylococcus Selective Agar), kiifler icin ise
Sabouraud glikoz agar kullanilmistir.

Disk Difiizyon Yéntemi

Ekstraktlarin antimikrobiyel aktiviteleri
Ebrahimabadi vd. (2010), tarafindan belirtilen
disk difiizyon yontemi modifiye edilerek
kullantlmustir.  Mikroorganizmalarin (Bakteri ve
Kif) kati besiyetlerinde tretilmis 18-24 saatlik
taze kultirlerinden alinan koloniler serum
tizyolojik icinde stispanse edilip ve 0.5 McFatland

bulaniklik tipiyle kiyaslanarak 108 kob/mIL lik
dilisyonlart hazirlanmistir. MHA iceren petrilere
bakteri dilisyonundan 100 pl ekim yapilmustir.
Elde edilen ekstraktlar (direkt kullanidmistir) 6
mm capindaki steril bos disklere emdirilmis,
diskler petrilere yerlestirildikten sonra bakteriler
37°Cde, kifler ise 30°C’de 24 saat sireyle
inktibasyona birakilmis ve inkibasyon sonunda
inhibisyon  zonlarinin  ¢aplart  Slcilmustiir.
Kontrol olarak ckstraksiyon solventi, su ve
standart antibiyotik disk olan Ampicillin
kullantlmistir.

Minimum Inhibisyon Konsatrasyonu (MiK)

Tayini

Ekstraktlarin minimum inhibisyon
konsantrasyonunun (MIK) degerlerini
belitflemede  Oskay vd. (2007), tarafindan

aciklanan makrobroth yOntemi esas alinmis ve
modifiye edilerek kullamlmustir. Hazirlanan her
bir mikroorganizma kiltiirlerinden (18 saatlik) 25
uL (1x108 kob/mL), 3 mL. MHB ve 10 mL farkli
dilusyonlarda hazirlanan ekstraktlara (30 mg
bitki/mIL.-0.46 mg bitki/ mL) aktarilmistir. Daha
sonra bakteriler 37°C’de, kufler ise 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra iiremenin
gortlmedigi tiiplerdeki en diisitk konsantrasyonu
MIK  degeri olarak belirlenmistir. ~ Ayrica
bulaniklik olusmayan tiiplerden 50 pL alinarak
MHA’ya ekim yapilmis, biiyime olup olmadigt
kontrol edilmis ve bu sekilde Minimum Bakterisit
Konsantrasyonu  (MBK) da  belirlenmistir.
Kontrol olarak ampicillin kullanilmigtir.

Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi

Optimum  kosullarda hazirlanan  ekstraktlarin
fenolik bilesik icerikleri kantitatif olarak DAD
detektére (Diode-Array Detektor; Perkin Elmer
Model Flexar, USA) sahip Perkin Elmer yiiksek
basin¢lt sivi kromatogratfisi (HPLC) sisteminde
analiz edilmistir. Sistemde kolon olarak Brownlee
Analitik C18 (4.6 x 250mm, 5pum) kolonu (Petkin
Elmer) kullanilmustir. Ortofosforik asit ile pH’st
2.5%¢ ayarlanan su Solvent A, asetonitril ise
Solvent B olarak kullanilmistir ve kullanilan
solvent sistemi Cizelge 2’de verilmistir. Ornekler
25°C’de 0.8 ml/dk akis hizi, asetonitril-
ortofosforik ile asitlendirilen su gradient ile
kolondan elut edilmistir.
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Gizelge 2. HPLC’de kullanilan solvent sistemi
Table 2. Solvent system used in HPLC

Solvent A Solvent B Siire (dk)
Solyent A Solvent B Time (min)
1 100-91 0-9 12
2 91-87 9-13 8
3 87-67 13-33 12
4 67-57 33-43 10
5 57 43 18
0 100 0 10
BULGULAR VE TARTISMA
Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilegiklerin
Ekstraksiyonu

Calismada incelenen nar kabuklarinin  farklt
sicaklik, stre ve etanol konsantrasyonlarindan
olusan, deneysel tasarim sonucu elde edilen 17
farklt kosulda ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik ve
toplam flavonoid madde miktarlari belirlenmistir
ve sonuglar Sekil 1’de sunulmustur. Nar kabugu
ekstraktlariin  toplam  fenolik  ve  toplam
flavonoid  sonuglart  incelendiginde, etanol
konsantrasyonunun artisi, ekstraksiyonlarda elde
edilen toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlarint  azaltirken, sicaklik ise artirmistir.

Ekstraksiyon stiresinin ise elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik ve toplam flavonoid icerigi tizerine
etkisi 6nemli olarak tespit edilmemistir. Toplam
fenolik madde miktarinda en yiksek deger 283.28
mg GAE/g nar kabugu olarak Deney 8de (%25,
80°C, 70 dk) gozlemlenmistir, en fazla toplam
flavonoid madde miktart ise 3.17 mg KE/g nar
kabugu olarak Deney 17°de (%50, 80°C, 120 dk)
elde edilmistir. Nar kabugu icin bagimsiz
degiskenlerden etanol konsantrasyonunun artis,
ekstraksiyonlarda elde edilen toplam fenolik ve
flavonoid madde miktarlarini azaltirken, sicaklik
ile artirmistir. Ekstraksiyon siiresinin ise elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi Uzerine etkisi Onemli olarak tespit
edilmemistir. Literatiirde nar kabugunun siire ve
sicaklik degiskenlerinin, ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktarina etkisinin arastirildigy bir
calismada; en yiiksek verimin etanol ile 45°C’de 60
dakikada elde edildigi bildirilmistir (59.2 mg
GAE/g nar kabugu ) (Pan vd., 2011). Farkli bir
calismada ise nar kabuklarnin degisen etanol
konsantrasyonlarinda ve farkli strelerde elde
edilen ekstraktlarinin  toplam fenolik madde
verimleri karsidastirilmis, en yiksek verim %63
etanol konsantrasyonunda 22 dk da, %14.8 olarak
tespit edilmistir (25°C) (Li vd., 2000).

SCKM: Suda Cézinir Kuru Madde
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Deney No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Siire (dk): 70 70 70 70 70 70 70 70 70 20 20 120 | 120 20 20 120 | 120
Sicaklik (°C): 60 60 60 60 60 40 40 80 80 60 60 60 60 40 80 40 80
Etanol (%): 50 50 50 50 50 25 75 25 75 25 75 25 75 50 50 50 50
SCKM (%) 16,02 15,35 | 15,86 16,02 | 16,55 13,55 | 16,25 14,12 | 18,3 | 13,2 | 16,32 | 13,85 | 16,05 16,92 | 17,4 156 | 18,22

Sekil 1. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri
Figure 1. Total phenolic and flavonoid content of pomegranate peel exctracts
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Bir baska calismada da en yliksek oranda fenolik
bilesikler 28.29 mg GAE/g nar kabugu ile %64
etanol konsantrasyonunda, 60°C’de, 25 dk da elde
edilmistir (Wang vd., 2008). Sonuglar literatir
bulgulati ile kiyaslandiginda, daha yiiksek sicaklik
ve sirede, buna karsin daha disuk etanol
konsantrasyonu ile elde edilen nar kabugu
ckstraktlarinda en yiiksek verime ulagilmistir.

Ekstraktlarin Antioksidan Ozellikleri

Incelenen nar kabugu ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri, radikal siptrme aktivitesi-DPPH,
TEAC ve FRAP yontemleri ile Olgtilmistir.
Antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin yapilart
ve Ozellikleri birbirinden ¢ok farklt oldugundan,

tek bir yontem ile 6lcim yetmemektedir. Bu

nedenle birden fazla Olcim yontemi ile
antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi
gerekmektedir (MacDonald vd., 2006). Nar
kabuklarin  farkli  kosullarda elde edilen

ekstraktlarinin, en yitksek antioksidan aktivitesi
Deney 8de (%25, 80°C, 70 dk) gbzlemlenmistir
ve DPPH, FRAP ve TEAC ile dlcilen
antioksidan aktiviteleri sirastyla 1.95 umol TE/g,
14.03 umol TE/g, 4.32 pmol TE/g nar kabugu
olarak bulunmustur. Denenen tiim kosullarda nar
kabuklarinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek
oldugu ve elde edilen ekstraktlarin; fenolik madde
icerikleti ile antioksidan aktiviteleri arasinda da
yiksek korelasyon gorilmustir (R2>0.9) (Sekil 2).
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Sekil 2. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktatlari ile antioksidan aktiviteleri
arasindaki iligki
Figure 2. The relation between total phenolic content and antioxidant activity of pomegranate peel extracts

Ekstraktlarin Antimikrobiyel Ozellikleri
Literatiirde pek c¢ok bitkinin patojenlere karst

olusturdugu bir seri reaksiyon sonucunda
antimikrobiyel =~ aktiviteye =~ sahip  oldugu
belirtilmistir. Fenolik bilesikler ve turevleri,

bitkilerin savunma sisteminde 6nemli bilesiklerdir
ve patojen bir c¢ok mikroorganizmanin
gelismelerini  durdurucu yonde etki etmektedir
(Aradjo vd., 2017). Mikroorganizma gelismesini
durdurmak ve daha sonrasinda olusabilecek
ikincil bir enfeksiyonun O6ntine gecebilmek,
bitkisel kdkenli antimikrobiyel ajanlarda beklenen
Ozelliklerdir (Farag vd., 2015). Bu ¢alismada, gida
kaynakli cesitli enfeksiyonlara (bakteriler) ve

intoksikasyonlara (kiifler) neden olan birgok
bakteri ve kif arasindan en 6nemli ve en stk
karsilasilan mikroorganizmalar secilmistir.
Bakterilerin seciminde kendi aralarinda farklilik
gOsteren gruplar g6z 6ntinde bulundurulmustur
(S. anrens; Gram (+), fakiltatif anaerob, hareketsiz
kok; E. faecalis; Gram (+), aerobik, hareketsiz kok;
E. colz; Gram (=), fakiiltatif anaerop, hareketli basil;
A. niger,; Aflatoksin Bo; A. flavus; Aflatoksin B)
(Anonim, 2016, Girgin vd., 2001).

Nar kabugu ekstraktlarinin segilen bakteriler ve
kiifler icin en yiiksek antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi, Deney 8de (%25, 80°C, 70 dk)



Nar kabugu fenolik bilesiklerinin optimizasyonu

saptanmis, inhibisyon zon caplari ise; sirastyla S.
anrens icin 23.0 mm, E. faecalis icin 18.5 mm, E. coli
icin 16.5 mm, kiflerde; A. niger i¢in 20.5 mm ve
A flavus igin 17.5 mm olarak bulunmustur. MIK

ler ise Deney 8de sirastyla 1.87 mg/mlL, 3.75
mg/ml, 3.75 mg/ml, 1.87 mg/ml, ve 3.75
mg/mL olarak bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Nar kabugu ekstraktlarinin minimum inhibisyon ve minimum bakterisit konsantrasyonlar
Table 3. Mininum inbibition and minimum bactericidal concentrations of pomegranate peel extracts

E —_ o . S, aureus E.fecalis
g §, < 2 (mg bitki /mL) (mg bitki /mL)
Z 0§ F £ . .
Eoa 2 @ MiK MBK MiK MBK
=
1 50 60 70 375=0o00 373 q5pozp00 1300
2 50 60 70  373=000 37F  1500=000 13.00-
3 50 60 70 375000 37%  1500=000 15.00-
4 50 60 70 3.75:000 373 1500000 13.00-
5 30 60 70 375000 373 15002000 1500
6 25 40 70 187=000 187 3752000 3.73-
7 75 40 70 750=000 730 15002000 13.00-
8 25 80 70 187=000 187 3732000 3.73-
g 75 80 70 37s=0m0 373 7s50z000 730-
10 25 60 20 375=000 373 750=p00 7-30-
11 75 60 20 750000 730~ 1500000 13.00-
12 25 60 120 187=000 187 375xp00 3.75-
13 75 60 120 373=000 373 13go0=000 13.00-
14 30 40 20 375000 37 750000 7-30-
15 50 80 20 375000 37% 7502000 @ 7-30-
16 30 40 120  7s50=000 730 1s00=000 13.00-
17 30 80 120 187=000 187- 7sp=000 730-
Ampicillin 048000 048 0482000 0.48-
Trems yox
Ekstraktlarin  fenolik madde icerikleri ile

antimikrobiyel aktiviteleri arasindaki iliski Sekil
3’de sunulmustur ve incelenen nar kabugu
ekstraktlarnin  farklt mikroorganizmalara karst
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite ile fenolik
madde igerikleri arasinda ylksek korelasyon tespit
edilmistir (R2>0.87).

Istatistiksel Modelleme

Yiksek oranda fenolik ve flavonid bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in; nar kabuklart sicaklik, stire ve
ctanol konsantrasyonu bakimindan 17 farkh
kosulda ekstrakte edilmistir. Incelenen kosullara
gbre nar kabuklarinin fenolik ve flavonoid
miktarlarinin oldukga farkli oldugundan (Sekil 1),
elde edilen verilerin  optimize  edilmesi
gerekmektedir. Optimizasyon sonucu elde edilen

E.coli A.niger A.flavus

(mg bitki /mL) (mg bitki /mL) (mg bitki /mL)

MIiK MEBK MIK MEBK MIK MBEK
15.00=000 13.00- 7s50=000 730  1500:000 13.00-
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
15.00=000 1300 7s50=000 730~ 1s500z000 15.00-
15.00:000 13.00-  750£000 730 1500:0.00 13.00-
1s.00=000 1300- 7502000 730 15002000 13.00-
750=000 7% 375z000 373 3752000 373-
15.00=0.00 1300- qspoxpo0 1300 g500=000 13.00-
3.75=000 37%  1s7=000 187 3752000 3.73-
750=000 7% 375z000 373 3752000 373-
750=000 70 375z000 373 3752000 373-
15.00=000 13.00- 1500=000 15.00- 1500=000 15.00-
375=000 373 1g7=000 187 37sxpo0 373
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
750=000 7% 375z000 373 7502000 730-
750=000 70 375z000 373 7502000 7-30-
15.00=000 13.00-  7s50=000 730 1500=000 13.00-
7.50=000 7.50- 3752000 375 3732000 373-
0482000 04% 0962000 048 00962000 096-

verilere gbre kuadratik model
sunulmustur.

esitlik 2 ve 3’te

Y1=173.48-52.58X1+36.61 X+
0.09X3+23.37X2+27.16X 2+

314X2423.18X,X0-4.99X, X5 (Es-2)
+17.33X,X5
Y>=1.94-0.41X,+0.28X,+0.12X5-
0.17X2+0.16X,2+0.82X 52 (Es. 3)

0.1X1X5+0.05X1X5-0.15X,X5

ANOVA ile degerlendirilen toplam fenolik ve
flavonoid miktatlar1 icin regresyon katsayilari
strastyla 0.98 ve 0.95 olarak bulunmus olup, her iki
model de wuyum eksikligi gOstermemis
regresyon %95 gliven araliginda istatistiksel olarak
6nemli bulunmustur (Cizelge 4 ve Cizelge 5).

ve
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Sekil 3. Nar kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlart ile antimikrobiyal aktiviteleri
arasindaki iligki
Figure 3. The relationship between the total phenolic content and the antinicrobial activity of pomegranate peel extracts

Cizelge 4. Nar kabugundan elde edilen toplam fenolik maddeler icin ANOVA c¢izelgesi
Table 4. ANOV A table for the total phenolic substances obtained from the pomegranate peel

Kaynak Kareler toplam1 ~ Serbestlik derecesi  Karelerin ortalamast  F-degeri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-value
Model

Model 42147.99 9 4683.11 40.05 < 0.0001
Residual

Residual 818.59 7 116.94

Uyum eksikligi

Lack of fit 368.06 3 122.69 1.09 0.4496
Saf hata 450.54 4 11263

Pure error

Toplam

Total 42966.58 16

R 098, AdjR%096, CV.%:5.44

Gizelge 5. Nar kabugundan elde edilen toplam flavonoid maddeler icin ANOVA cizelgesi
Table 5. ANOV A table for the total flavonoids substances obtained from pomegranate peel

Kaynak Kareler toplamt  Serbestlik derecesi Karelerin ortalamasi  F-degeri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-value
Model

Model 5.32 9 0.59 13.55 0.0012
Residual

Residual 0.31 7 0.04

Uyum eksikligi

Lack of fit 0.22 3 0.07 3.20 0.1452
Saf hata 0.09 4 0.02

Pure error

Toplam

Total 5.62 16

R%0.95. AdjR%0.88. C.V.%:8.99
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Sekil 4 ve 5’te nar kabugundan elde edilen toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarina sicaklik,
stire ve konsantrasyonun etkisini gdsteren cevap
ylzey ve kontlr grafikleri gosterilmistir. Sekil 4A
ve 5A’da 70 dakika ekstraksiyon sonucunda
sicaklik ve ¢6ziicti konsantrasyonun fenolik ve
flavonoid madde elde edilmesindeki etkisi
sunulmustur. Buna gére maksimum fenolik
maddeye (290 mg GAE/g nar kabugu) 80°C’de
%25 etanol konsantrasyonunda, maksimum
flavonoid maddeye (2.72 mg KE/g nar kabugu )
ise 25 dakikada 80°C’de %25 etanol
konsantrasyonunda erisilmistir. Sekil 4B ve 5B’de

sicaklik  60°C’de sabit tutuldugunda etanol
konsantrasyonunun ve siirenin fenolik ve
flavonoid madde elde edilmesindeki etkisi

gorilmektedir. Maksimum fenolik maddeye (258
mg GAE/g nar kabugu ) %25 konsantrasyonunda
ve 120 dakikada, maksimum flavonoid maddeye
(3.07 mg KE/g nar kabugu ) ise %25
konsantrasyonunda ve 120 dakikada erisilmistir
(3.07 mg KE/g nar kabugu ). Sekil 4C ve 5C %50
etanol  konsantrasyonu sabit  tutuldugunda,
maksimum  fenolik ve flavonoid madde

miktatlarinin 258 mg GAE/g nar kabugu ve 3.23
mg KE/g nar kabugu olarak 80°C sicaklikta 120
dakika ekstraksiyon siiresi sonunda oldugunu
gostermektedir.

Fenolik ve flavonoid bilesikleri yitksek oranda
tretmek icin ekstraksiyon kosullart optimize
edilmis; fenolik bilesikler miktarinin 250 mg
GAE/g nar kabugundan fazla ve flavonoid
bilesikler miktarinin 1,42 mg KE/g nar
kabugundan  fazla  olmast icin  yapilan
optimizasyon ¢alismalarinda program tarafindan
Onerilen kosullar arasindan %33 etanol, 78°C ve
113 dakika optimum kosul olarak secilmistir
(Gizelge 6). Bu kosullarda yapilan deneyler
sonucunda toplam fenolik miktart ve flavonoid
miktati strastyla 319.25 mg GAE/g nar kabugu ve
3.27 mg KE/g nar kabugu olarak bulunmustur.
Program ise ayni kosullar altinda, toplam fenolik
miktarint 280 mg GAE/g nar kabugu ve
flavonoid miktarini ise 3.16 mg KE /g nar kabugu
olarak tahmin etmistir. Deneysel verilerden elde
edilen bulgular, programmn tahmin ettigi
degerlerden ytliksek olarak bulunmustur.

Cizelge 6. Optimizasyon kosullart ve optimum kosullarda elde edilen nar kabugu ekstraktlarin toplam
fenolik, flavonoid, antioksidan aktivite sonuclart
Table 6. Optimum conditions of the pomegranate peel extraction and total phenolic, flavonoid, antioxidant activity results
of the pomegranate peel extract obtained under optimum conditions

Etanol (%) 33
Optimum kosullar Stcaklik (°C) 78
Optimum conditions

Stire (dakika) 113
Optimum  kosullarda  program Tahmini Toplam Fenolik (mg GAE/g nar

. . y 280.00
tarafindan tahmin edilen toplam kabugu )
fenolik ve flavonoid madde
miktarlart Tahmini Toplam Flavonoid (mg KE/g 316
Values estimated by the program at nar kabugu ) '
optimum conditions
Optimum kosullarda gerceklestiren Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu
. . 319.2514.40

ekstraksiyon sonucu toplam fenolik )
ve flavonoid madde miktarlari . N
Values  obtained at the end of the Toplam Flavonoid (mg KF/g nar kabugu 3.2710.04
extraction at optimum conditions )
Optimum ckstraksiyon DPPH (umol TE/L) 182.6241.30
kosullarinda elde edilen ekstraktin
antioksidan aktiviteleri FRAP (umol TE/L) 1288.39%5.73
Valnes obtained at the end of the

TEAC (umol TE/L) 305.92£7.23

extraction at optimum conditions

377



T. Demir, O. Akpinar, H. Kara, H. Glingér

Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu)
80.00 : -

2
2300 4
=
70.00 % 2525
=3
o & 205
¢ 3
2
Z oo O 1575
F} H
9 < 110
v o
°
50.00 E 80.00 75.00
E
&
3
&
40.00 - o
25.00 37.50 50.00 62.50 75.00 g
Etanol Konsantrasyonu (%)
Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu)
120.00

210

~
=
»o
=
2
g
EP
95.00 8
2
2 é 200
% 7000 | EEEI B0 2] (%0 7o % 1
= g
@ X
]
£
45.00 &
£
K]
A
13
20.00 4 | =
25.00 37.50 50.00 62.50 75.00
Etanol Konsantrasyonu (%)
Toplam Fenolik (mg GAE/g nar kabugu)
120,00 = 2
el
2 %0
B
2
= 2%
H
b 3
S 7000 5
g © m
@ £ &
X 10
]
5
&= 120.00
£
2
2
40.00 50.00 60.00 70.00 8000 §&
Sicaklik (°C)

Sekil 4. Nar kabugundan fenolik bilesik ekstraksiyonu tizerine sicaklik, zaman ve etanol
konsantrasyonun etkisini gsteren cevap yiizey grafikleri. A: 70 dakikada, sicaklik ve etanol
konsantrasyonunun fenolik madde tGzerine etkisi. B: 60°C sicaklikta, etanol konsantrasyonu ve siirenin
toplam fenolik madde tizerine etkisi. C: %50 etanol konsantrasyonunda sicaklik ve siirenin fenolik
madde tizerine etkisi.

Figure 4. The response surfaces plots showing the effect of temperature, time and ethanol concentration on the phenolic
compound exctraction from pomegranate peel. A: The effect of the temperature and the ethanol concentration on phenolic
content for70 minutes. B: The effect of the concentration of ethanol and time on total phenolic content at 60°C. C: The
effect of the temperature and the time on total phenolic content at 50% ethanol concentration.
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Sekil 5. Nar kabugundan flavonoid bilesik ekstraksiyonu tizerine sicaklik, stire ve konsantrasyonun
etkisini gdsteren cevap yiizey grafikleri. A: 70 dakikada, sicaklik ve etanol konsantrasyonunun flavonoid
madde Uzerine etkisi. B: 60°C sicaklikta etanol konsantrasyonu ve stirenin toplam flavonoid madde
tzerine etkisi. C: %50 etanol konsantrasyonunda sicaklik ve siirenin flavonoid madde tizerine etkisi.
Figure 5. The response surfaces plots showing the effect of temperature, time and ethanol concentration on the flavonoid
compound exctraction from pomegranate peel. A: The effect of the temperature and the ethanol concentration on flavonoid
content for 70 minutes. B: The effects of etanol concentration and the time on total flavonoid content at 60°C. C: The
effect of temperature and time on total flavonoid content at 50% ethanol concentration.
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Optimum  kosullarda elde edilen ekstraktlarin
antioksidan ~ ve  antimikrobiyel  aktiviteleri
Olctlmiis ve sonuglar Cizelge 6 ve Cizelge 7°de
gOsterilmistir. Optimum  kosullarda elde edilen
nar kabugu ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri;
DPPH: 182.62 pmol TE/L, FRAP: 1288.39 pmol
TE/L ve TEAC: 305.92 pmol TE/L oldugu
belirlenmistir. Antimikrobiyel aktivite bakimindan
da nar kabugu ekstraktt secilen
mikroorganizmalarin gelisimini ylksek oranda
engellemistir (Cizelge 7). Ekstraktin antibakteriyel

etkinligi, Gram (+) bakteriler tzerinde daha
duyatli oldugu gézlemlenmisken, antifungal etki
ise A. nigere karst daha ylksek bulunmustur
(CGizelge 7). Cizelge 7’de optimum ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlarin  MIK
sonuclart, secilen bakteriler ve kiifler icin disk
difizyon yonteminde bulunan sonuglara paralel
olarak bulunmustur. Optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarda yliksek antioksidan aktivite
gosteren  ekstraktlar, yiiksek —antimikrobiyel
aktivite gbstermislerdir.

Cizelge 7. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin farkli mikroorganizmalara karst antimikrobiyel

aktiviteleri
Table 7. Antimicrobial activities of extract obtained under optinnm conditions against different microorganisms
Nar Kabugu Ampicillin
Pomegranate Peel Ampicillin
Inhibisyon zonu 20.000.00 26.00
S. anreus ;
MIK (mg/mL) 3.75%0.00 0.48%0.00
MBK (mg/mL> 3.75- Ureme yok 0.48- Ureme yok
Inhibisyon zonu 16.00+0.71 24.00
E. faecalis .
MIK (mg/mL) 3.7520.00 0.48%0.00
MBK (mg/mL) 3.75-Ureme yok 0.48-Ureme yok
E i Inhibisyon zonu 14.50+0.71 23.50
s MiK (mg/mL) 7.50+0.00 0.96+0.00
MBK (mg/mL) 7.50- Ureme yok 0.96- Ureme yok
Inhibisyon zonu 18.00£0.71 25.50
A. niger ;
MIK (mg/mL) 3.75%0.00 0.96%0.00
MBK (mg/mL) 3.75- Ureme yok 0.96- Ureme yok
Inhibisyon zonu 16.00£0.00 25.00
A. flavus .
MIK (mg/mL) 3.7520.00 0.9620.00
MBK (mg/mL) 3.75- Ureme yok 0.96- Ureme yok

Disk Capi:6mm, %33 etanol tim mikroorganizmalar i¢in 7 mm inhibisyon zonu vermistir.

Optimum Kosullarda FElde Edilen Nar
Kabugu Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik
Kompozisyonlar1

Optimum kosullarda elde edilen nar kabugu
ckstraktlarinin fenolik bilesiklerinin tanimlanmast
HPLC ile yapilmis ve sonuclar Cizelge 8de
sunulmugtur. Cizelge 8de gorildugh gibi,
optimum kosullarda elde edilen nar kabugu
ekstraklarinda da 13 adet fenolik tanimlanmis ve
nar kabugu ekstraktlarinin en fazla kuarsetin ve
epikatesin igerdigi, bunu ferulik asit ve 2.4
hidroksibenzoik asitin izledigi goriilmektedir

Bu calismada nar kabugu ekstraklarinda gallik asit,
katesin, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,
elajik asit, ferulik asit, kuarsetin, kaempeferolin
yaninda pirogallol, siringik asit, 2.4
hidroksibenzoik asit, vanilik asit, rosmarinik asit
ve naringenin tanimlanmis ve literature benzer
sonuclar elde edilmistir (Seeram, 2005). Gil vd.,
(2000) tarafindan yapilan aragtirmada ise nar
kabugunun ytiksek oranda elajik asit, gallik asit ve
bu bilesiklerin izomerleri icerdigi ifade edilmistir.
Nar kabugu ile ilgili yapilan bir ¢alismada gallik
asit (2.69 mg/g), punikalajin (64.98 mg/g), katesin



Nar kabugu fenolik bilesiklerinin optimizasyonu

(12.65 mg/g); klorojenik asit (0.35 mg/g); kafeik
asit (0.02 mg/g); epikatesin (0.94 mg/g); trutin
(0.36 mg/g) ve elajik asit (2.83 mg/g)
tanimlanmustir (Singh vd., 2002). Bu calismada
elajik asit 0.84 mg/mg nar kabugu, gallik asit ise
0.15 mg/mg nar kabugu olarak bulunmustur.

HPLC  kromatograminda  yiksek  oranda
tanimlanamayan  piklerin  punikalajin =~ ve
tirevlerine (a, [) ait olabilecegi sonucuna

varilmustir (Thrkyilmaz vd., 2017).

Cizelge 8. Optimum kogullarda elde edilen
ekstraktin fenolik bilesik icerigi

Table 8. Phenolic compound content of the extract
obtained under optimum conditions

Nar Kabugu

Fenolik (mg/g nar

No Bilesik kabugu)
Phenolic Pomegranate Peel
Componnd (mg/ g pomegranate

pecl)

1 Gallik asit 0.15%0.00

2 Kafeik asit 0.56+0.00

3 Ferulik asit 1.10£0.01

4  Katesin 0.34£0.00

5 2.4 hidroksibenzoik asit 1.04%0.01

6  Klorojenik asit 0.40%0.00

7 Elajik asit 0.84%0.01

8  Vanilik asit 0.88%0.01

9  Kuarsetin 1.3240.01

10 Epikatesin 1.32+0.01

11  Kaempeferol 0.43+0.00

12 Rosmarinik asit 0.20£0.00

13 Naringenin 0.28%0.00

SONUC

Dogal olmayan antioksidan ve antimikrobiyel
maddelerin vicutta olusturduklart zararlardan
dolay1 sentetik maddelerin yerini alabilecek dogal
koruyucu madde arayislarini ve 6zellikle fenolik
bilesikler tzerindeki arastirmalart hizlandirmustir.
Bu calismada nar (P. granatum 1.) kabuklarindan
antioksidan ve antimikrobiyel aktiviteye sahip
yuksek oranda fenolik ve flavonoid eldesi i¢in
optimizasyon c¢alismalart yapilmis ve optimum
kosul olarak 78°C, %33 etanol konsantrasyonu,
113 dakika belitlenmistir. Sonu¢ olarak nar
kabuklarindan elde edilen fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellikleri ile sentetik antioksidanlarin

yerine, antimikrobiyel Ozellikleri ile patojen
mikroorganizmalarin  gelisimini  engellemede,
yasamin iletleyen stireclerinde olusabilecek

serbest radikaller ve bunlarin zararlt etkilerini
6nlemede ve bu sekilde insanlarin daha saglikli bir
yasam strebilmesini saglayabilecek
potansiyellerinin oldugu ortaya konmustur.

TESEKKUR

Bu calisma; Cumbhuriyet Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi tarafindan V-056 nolu proje
ile desteklenmistir.

KAYNAKLAR

Amyrgialaki, E., Makris, D. P., Mauromoustakos,
A., Kefalas, P. (2014). Optimisation of the
extraction of pomegranate (Punica granatum) husk
phenolics using water/ethanol solvent systems
and response surface methodology. Irnd Crops Pro,

59, 216-222.

Anonim, 2016 http://www.mikrobiyoloji.org/
TR/Genel/

Bayram, E., Kirci, S., Tansi, S., Yimaz, G,
Arabact, O., Kizil, S., Telci, 1. (2010). Tibbi ve
aromatik bitkiler Gretiminin arttirtlmast olanaklar,
Turkiye Ziraat Mihendisligi  VII. Teknik
Kongresi, Ankara.

Benzie, I. F. F., Strain, J. J. (1996). The ferric
reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: The FRAP assay. Ana/
Bioanal Chem, 239, 70-76.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M., Berset, C.
(1995). Use of free radical method to evaluate
antioxidant activity. Food Sei Technol Res, 28, 25—
30.

Cai, Y., Luo, Q., Sun, M., Corke, H. (2014).
Antioxidant activity and phenolic compounds of
112 traditional ~Chinese medicinal plants
associated with anticancer. Life Scz, 74 (17), 2157-
2184.

Ebrahimabadi, A. H., Bidgoli, Z., Mazoochi, A.,
Kashi, F. J., Batooli, H. (2010). Essential oil
composition, antioxidant and antimicrobial

activity of the leaves and flowers of Chaerophyllum
macropodum Boiss. Food Control, 21, 1173-1178.

381


http://www.mikrobiyoloji.org/

382

T. Demir, O. Akpinar, H. Kara, H. Gliingor

Farag, M. A., Al-Mahdy, D. A, Salah El Dine, R.,
Fahmy, S., Yassin, A., Porzel, A., Brandt, W.
(2015).  Structure activity relationships of
antimicrobial gallic acid detivatives from
pomegranate and acacia fruit extracts against
potato bacterial wilt pathogen. Chemistry &
Biodiversity, 12 (6), 955-962.

Girgin, G., Basaran, N., Sahin, G. (2001).
Dinyada ve Tirkiye’de insan saghgini tehdit eden
mikotoksinler. T7rk Hij. Den. Biyol. Derg, 58: 97-
118.

Jaiswal, V., DerMarderosian, A., Porter, J. R.
(2010). Anthocyanins and polyphenol oxidase
from dried arils of pomegranate (Punica granatum
L.). Food Chem, 118(1), 11-16.

Li, Y., Guo, C,, J. Yang, J., Wei, J., Xu, J., Cheng,
S. (2006). Evaluation of antioxidant properties of
pomegranate peel extract in comparison with
pomegranate pulp extract. Food Chen, 96 (2), 254-
260.

MacDonald-Wicks, L. K., Wood, L. G., Garg, M.
L. (2006). Methodology for the determination of
biological antioxidant capacity in vitro: A review.
] Sci Food Agrie, 86 (13), 2046-2056.

Nabhart, P. P., Driscoll, M. V., Li, L., Slitt, A. L.,
Seeram, N. P. (2014). Phenolic mediated anti-
inflammatory properties of a maple syrup extract
in RAW 264.7 murine macrophages. | Func Foods,
6, 126-136.

Oskay, M., Aktas, K., Sari, D., Azeri, C. (2007).
Asphodelus  aestivus  (Liliaceae)'un  antimikrobiyal
etkisinin ¢ukur ve disk diffizyon yoéntemiyle
karsilastirmali olarak belitlenmesi. Ekolgji Dergisi,
16, 62-65.

Pan, Z., Qu, W., Ma, H., Atungulu, G. G.,
McHugh, T. H. (2011). Continuous and pulsed
ultrasound-assisted extractions of antioxidants

from pomegranate peel. Ultrasonics Sonochemistry,
18(5), 1249-1257.

Prakash, C.V.S., Prakash, 1. (2011). Bioactive
chemical constituents from pomegranate (Punica
granatum) juice, seed and peel - a review. Inf | Res
in Chem Environt, 1 (1), 1-18.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A.,
Yang, M., Rice-Evans, C. (1999). Antioxidant

activity applying an improved ABTS radical cation
decolotization assay. Free Radic Biol Med, 26, 1231—
1237.

Samaranayaka, A. G. P., Li-Chan, E. C. Y. (2011).
Food-derived peptidic antioxidants: A review of
their production, assessment, and potential
applications. | Func Foods, 3 (4), 229-254.

Seeram, N. P., Adams, L. S., Henning, S. M., Niu,
Y., Zhang, Y., Nair, M.G., Heber, D.(2005). In
vitro antiproliferative, apoptotic and antioxidant
activities of punicalagin, ellagic acid and a total
pomegranate tannin extract are enhanced in
combination with other polyphenols as found in
pomegranate juice. | Nutr Biochem, 16, 360-367.

Singh, R.P.,, Chidambara-Murthy, K. N.,
Jayaprakasha, G. K. (2002). Studies on the
antioxidant activity of pomegranate (Punica
granatuni) peel and seed extracts using in vitro

models. | Agric Food Chem, 50 (1), 81-86.

Singleton, V. L. ve Rossi, J. A., 1965. Colorimetry
of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. A | Enol Viti,
16, 144-158.

TUIK, (2017). T.C. Basbakanlik Tiirkiye Istatistik
Kurumu
https:/ /biruni.tuik.gov.tr/bitkiselapp /bitkisel.zul

Tirkyillmaz, M., Tagy, S., Ozkan, M. (2017). Narin
farklt boliimlerinin polifenol igerigi, antioksidan
ve antibakteriyel aktivitesi Uzerine ekstraksiyon
cozgenlerinin etkisi. Akademik Guda, 15(2), 109-
118.

Wang, J., Sun, B., Cao, Y., Tian, Y., Li, X. (2008).
Optimisation of ultrasound-assisted extraction of
phenolic compounds from wheat bran. Food
Chem, 106 (2), 804-810.

Wang, R., Ding, Y., Liu, R., Xiang, L., Du, L.
(2010). Pomegranate: Constituents, bioactivities

and pharmacokinetics. Fruit, VVegetable Cereal Sci
Biotechn, 4 (2), 77-87.

Zhishen, J., Mengcheng, T., Jianming, W. (1999).
The determination of flavonoid contents in

mulberry and their scavenging effects on
superoxide radicals. Food Chem, 64 (4), 555-559.


https://biruni.tuik.gov.tr/bitkiselapp/bitkisel.zul
https://biruni.tuik.gov.tr/bitkiselapp/bitkisel.zul

Igindekiler / Content

Aragtirmalar (Ingilizce) / Researches (English)

Haruna Tela, A, Karatas, E, Saydam, S. Comparison of vitamin, peptide and malondialdelyde content of different eggs / Farkli yamurtalarin vitamin, peptid ve
malondialdehiticeriginin karsilastirilmast 216-225

Guven, B., Durakli Velioglu, S., Boyaci, 1. H. Rapid identification of some sweeteners and sugars by attennated total reflectance-fourier transform infrared
(ATR-FTIR), near-infrared (NIR) and Raman spectroscopy /| Bazt tatlandirict ve seketlerin zayiflatilmis toplam yansima-fourter déntsiimlii kizilotesi
(ATR-FTIR), yakin kizil6tesi (NIR) ve Raman spektroskopisi ile hizli tanimlanmast 274-290

Giilseren, 1., Cakir, B., Caglar, A. E. Preliminary investigations in vitro ace-inhibitory activities of tryptic peptides produced from cold press deoiled hazelnut meals |
Soguk pres findik posalarindan tiretilmis triptik peptitlerin in vitro ace inhibe edici aktiviteleri tizerine 6n incelemeler 309-317
Caliskan Kog, G., Cabuk, B. The ¢ffect of different microwave powers on the drying kinetics and powder properties of foam-mat dried egg white powder |

Farkli mikrodalga gliclerinin képiik kurutma yontemi ile kurutulmus yumurta beyazi tozlarinin kuruma kinetigi ve toz trtn 6zellikleri
tzerine etkisi 328-339

Uzuanlu, S. Assessment of some physicochemical and microbiological quality parameters of raw meatballs prepared with high pressurized meat / Yiiksek basing
uygulanmus etle hazitlanan ¢ig koftelerin bazi fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kalite parametrelerinin degerlendirilmesi 340-347

Atmaca, E. Biomonitoring of some persistent organochlorine contaminants in the milk of Anatolian water buffales /| Anadolu mandast sutlerinde bazi kalict
organik klorlu kitleticilerin biyoizlenmesi 348-356

Aragtirmalar (Tiirkge) / Researches (Turkish)

Ozpolat, B. Limon (Citrus limon) ve act portakal (Citrus aurantium) ugucu yaglarnin 4+1°C'de muhafaza edilen Gokkusagi alabaliklarinin
(Oncorhynchus mykiss) mikrobiyolojik kalitesi tzerine etkileti / Effects of lemon (Citrus limon) and bitter orange (Citrus aurantinm) essential oils on microbiological
quality of stored at 4£1°¢ rainbow trout (Oncorbynchus mykiss) 185-190

Alp, D., Kuleasan, H. Farkli kaynaklardan izole edilmis laktik asit bakterilerinin ekzopolisakkarit tiretimi ve kolesterol asimilasyon yeteneklerinin
belitlenmesi / Determination of excopolisaccharide production and cholesterol assimilation abilities of lactic acid bacteria isolated from different sources 191-201

Ugak, 1. Taze karideslerin raf émriiniin uzatilmasinda sogan kabugu ekstraktinin etkisi / The effects of onion peel extract in preventing shelf life of fresh
shrimp 226-237

Erginkaya, Z., Sarikodal, E., Ozkiitiik, S. T., Konuray, G., Unal Turhan, E. Probiyotik bitter cikolata tiretiminde mikroenkapsiile Lactobacillus
rhammnosus kallanimi / The use of microencapsulated Lactobacillus rhamnosus in probiotic bitter chocolate production 238-247

Bulut Ergin, D., Koca, N. Topraga gémerek veya buzdolabi kogullarinda olgunlastirmanin Sivas kiip peynirinin 6zellikleri tizerine etkisi / The effects
of ripening of Sivas kiip (jar) cheese storing under refrigerated conditions or being burried in the soil 248-259

Atl, O., Gilstinoglu, Z. Kilic Akyilmaz, M. Depo bagil nemi ve sicakliginin saray helvasinin kalitesine etkileri / Effects of storage relative humidity and
temperature on quality of palace halva 260-273

Bostanct, C., Ertugrul Karatay, S., Dénmez, G. Yer fistigt kabugundan biyoetanol tiretimi / Bioethanol production from peanut shell 291-300

Giiven, G. Aydin ilinde tiiketilen sebze ve meyveletin eser element detisimlerinin tayini / Defermination of trace element concentrations of vegetables and
fruits consumed in Aydin province 301-308

Simgek, A. Kirmizi pancar (Beza vufgaris 1) betalainleri tizetine termal destekli ultrasonik ekstraksiyonun etkisi / The ¢ffect of thermal assisted nltrasonic
exctraction on the red beetroot (Beta vulgaris 1..) betalains 318-327

Yilmaz, E. M., Yildirim, E., Karakus, M. Dogal renk maddesi katkili sert sekerleme tiretimi: farkl karbonhidrat formiilasyonlarinin renk, camsi gecis,
higroskopite, karbonhidrat kompozisyonu ve duyusal 6zellikler tzerine etkileti / Production of natural colorant fortified hard candy: Effects of different
carbohydrate formulations on colour, glass transition, hygroscopicity, carbohydrate composition and sensory properties 357-368

Demir, T., Akpinar, O., Kara, H., Giingét, H. Nar kabugundan antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesiklerin ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu / Optimization of the extraction conditions of phenolic compounds with antimicrobial and antioxidant activity from pomegranate
peel 369-382

Detlemeler (Tiirkge) / Reviews (Turkish)

Bilecen Sen, D., Kilig, B., Demir, E., Bagyigit Kili¢, G. Et ve et triinlerinde mikrobiyal dekontaminasyon icin bazi 1sil olmayan teknolojilerin
kullanimi / Applications of some non-thermal technologies for microbial decontamination in meat and meat products 202-215

ISSN 1300 - 3070






