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ABSTRACT

In the present study, the effects of smoking with different wood chips and barbecuing on some properties
(moisture content, pH value and lipid oxidation) of salmon fish were investigated. The smoking process was
carried out by cold smoking method using five different wood chips: oak, apple, bourbon soaked oak, cherry
and hickory. The lowest moisture content was determined in the samples smoked with bourbon soaked oak
wood chips. Smoking and barbecuing caused an increase in the pH values and the highest pH value was
determined in the samples smoked with hickory wood chips. In addition, both processes had a significant
effect on TBARS wvalue of salmon (P <0.05). Wood chip types showed both antioxidant and prooxidant
effects in the present study. The lowest TBARS values in smoking and barbecuing processes were
determined in the samples smoked with hickory wood chips.

Keywords: Smoking, wood chips, barbecue, lipid oxidation, salmon

FARKLI ODUN TALASLARI iLE TUTSULEME VE MANGALDA PiSIRMENIN
SOMON BALIGININ BAZI OZELLIKLERI UZERINE ETKILERI

(074

Bu calismada, farkli odun talaslar ile tiitsileme ve mangalda pisirmenin somon baliginin baz
Ozellikleri (nem icerigi, pH degeri ve lipid oksidasyonu) tzerine etkileri arastirilmistir. Tiitstileme
islemi bes farkli odun talast (mese, elma, burbon, kiraz ve ceviz) kullanilarak soguk tiitsiileme
yontemiyle gergeklestirilmistir. En diigiik nem icerigi burbon odun talast ile titstilenen Srneklerde
belirlenmistir. Tutstileme ve mangalda pisirme islemleri pH degerinde artisa neden olmustur ve en
yiksek pH degeri ceviz odun talasi ile tiitsiilenen 6rneklerde belirlenmistir. Ayrica, her iki uygulama
TBARS degeri tzerinde 6nemli (P <0.05) etki gdstermistir. Odun talasi tipleri bu ¢alismada hem
antioksidan hem de prooksidan etki gostermistir. Titsiileme ve mangalda pisirme islemlerinde en
disitk TBARS degeri ceviz odun talast kullanilan 6rneklerde belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tttstileme, odun talasi, mangal, lipid oksidasyonu, somon
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INTRODUCTION
In recent vyears, there has been increased
awareness of the beneficial effects of fish

consumption on nutrition and health. Therefore,
the demand for fresh and processed fish products
in the wortld is increasing day by day (Guizani et
al, 2014). The nutritional benefits of fish
consumption are related to the use of certain
vitamins and minerals, as well as the high quality
protein content of the fish. In addition, fish also
contain omega-3 polyunsaturated fatty acids that
play an important role in human health (Sidhu,
2003). Especially fatty fishes such as salmon are
noted as a good source of docosahexanoenoic
acid (C22:6n-3) and eicosapentaenoic acid
(C20:5n-3) (Guizani et al., 2014).

Besides its high nutritional value, fresh fish is also
an easily degradable protein source due to its high
water content (Slamova et al., 2017). Therefore,
vatious methods are used to maintain and extend
the shelf life of fish and other seafood (Chang et
al., 1998; Guizani et al., 2014). In this context, one
of the oldest methods of fish preservation is the
smoking and the smoking is still widely used in
fish processing. In the report published by FAO
(20106), in 2014, it was reported that while 46 %
(67 million tonnes) of the fish production were
presented to direct human consumption, about
12% of the rest of the production for edible
purposes were dried, salted or smoked. Some
components with antioxidant and antimicrobial
activity found in smoke increase the shelf life of
fish by acting on enzymes and microorganisms. In
addition, the sensory properties of the product are
also improved as a result of smoking (Sunen et al.,
2001; Slamova et al., 2017).

While wood chips used in smoking are generally
composed of 50% cellulose, 25% hemicellulose
and 25% lignin, the cellulose and hemicellulose
content may vary depending on the type of wood
chips. This may cause the smoke forming
temperatures of the wood chips types to differ
(PShlmann et al., 2012; Malarut and Vangnai,
2018). Therefore, in addition to factors such as
smoking temperature and duration, fish type and
fat content, wood chips type is also among the
factors affecting the quality of smoked product

(Slamova et al., 2017). Hardwoods such as beech,
cherry, oak and softwoods such as pine fir are the
most common types of wood chips (Stolyhwo

and Sikorski, 2005).

The fish is usually cooked using different
techniques, such as frying, oven, grilling or
barbecuing before being consumed. However,
one of the most common methods used especially
in the preparation of fatty fishes is the barbecuing
(Costa et al., 2009). Barbecuing is frequently used
in the preparation of fatty fishes such as salmon
in Turkey (Oz et al., 2010a, 2010b; Oz and Kotan,
2016).

Although there are many studies to determine the
qualitative properties of smoked fish (Leroi and
Joffraud, 2000; Espe et al., 2001; Espe et al., 2002;
Lin et al., 2003; Martinez et al., 2007; Guizani et
al. 2014; Messina et al., 2018), these studies have
focused on salting conditions and smoking time
and temperature. In addition, to the best of our
knowledge, a study investigating the effects of
smoking and barbecuing on some qualitative
characteristics of salmon has not been found in
the literature. Therefore, in the present study, it is
aimed to determine the effects of smoking with
different types of wood chips and barbecuing on
moisture content, pH and TBARS values of
salmon.

MATERIAL AND METHODS

Material

In the present study, salmon (Salwo salar) fishes
(n=14), grown in Black Sea, were used as material.
The fishes were obtained as frost from a local fish
store, Erzurum. Frozen fishes were brought to
the laboratory, and the fillets were prepared in the
laboratory.

Smoking

Salmon fillets were separated to seven groups and
these groups were smoked with cold smoking
method. Smoking process was performed by
using a smoking device (Polyscience, the smoking
gun PRO, ORKA, Turkey) in a special sealed
pouch (ORKA, Turkey) for 3 hours at 24°C. To
determine the effect of only smoking, fish fillets
were not subjected to salting. Two different
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control groups were used in order to determine
the changes in the control group during 3-hour
smoking.

Barbecuing

Wood charcoal was used in barbecuing process of
the salmon fishes and after all flames had
subsided, salmon fillets were barbecued. The
surface temperature of the grill was measured by
using a digital thermocouple with a surface probe
(0603 1992, Testo 926, Lenzkirch, Germany) and
the temperature was approximately 200 °C.

All fillets were turned over at half of (4 min) the
total cooking time (8 min). The experiment was
carried out in two replications and two different
salmon fillets were used for each group. After
barbecuing, the fillets were cooled to room
temperature. Then the skins of the fillets were
removed and homogenized for analysis.

Determination of moisture content

The moisture contents of the salmon fillets were
determined as weight loss of approximately 10 g
homogenized samples after drying at 100£2 °C
for 24 h (Goékalp et al., 2010).

Determination of pH values

To determine of pH values of the salmon fillets,
10 g sample with 100 mL distilled water were
homogenized with an ultra turrax IKA Werk T
25, Germany), then pH of the samples were
measured using a pH-meter (ATT ORION 420,
MA 02129, USA). The pH meter was calibrated
using suitable buffer solutions (pH 4.0 and pH
7.0) (Gokalp et al., 2010).

Determination of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) values

In the determination of lipid oxidation, analysis of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
value was used. TBARS value was determined by
the method of Kili¢ and Richards (2003). In this
method, 2 g samples were taken and 12 mL
trichloroacetic acid (TCA) solution (7.5% TCA,
0.1% EDTA, 0.1% propyl gallate, 1-propyl gallate
dissolved in 3 mL of ethanol) was added on them,
they were homogenized for 15-30 s and filtered
with Whatman 1 filter paper. 3 mL of the

obtained filtrate was taken in a tube and 3 m1. 0,02
M thiobarbituric acid (TBA) solution was added
on it. These mixtures were kept in boiling water
bath for 40 min, cooled under tap water for 5 min
and centrifuged at 2000 g for 5 min. Afterwards,
absorbance of the sample was measured at 532
nm wavelength against blind. 3 mL TBA solution
was added on 3 mL TCA extract for blind and the
steps for the samples were applied likewise.
1,1,3,3- tetracthoxypropane was used for the
calculation of k value. TBARS values were given
as mg malondialdehyde (MDA) /kg.

Statistical analysis

The data obtained in the present study were
subjected to analysis of variance. The experiment
was a completely randomized design with two
replications. Duncan multi comparison test was
applied to the data in order to determine the
statistical differences between the values detected
by using the Statistical Package for the Social
Sciences 11.5 statistical software package.

RESULTS AND DISCUSSION

Moisture content, pH and TBARS values of
salmon fishes non-smoked and smoked with
different wood chips

Moisture content, pH and TBARS values of the
salmon fillets non-smoked and smoked with oak,
apple, bourbon soaked oak, cherry and hickory
wood chips were given in Table 1.

As can be seen from the Table 1, smoking process
had a significant (P <0.05) effect on moisture
content and TBARS value and a very significant
(P <0.01) effect on pH value of the samples. The
average moisture content in the non-smoked and
non-stored  control  group  samples  was
determined as 72.56%. The moisture content of
raw salmon fillets was determined as 72.02% by
Oz and Kotan (2016) and as 72.1% by Mol et al.
(2008). These results are consistent with the
moisture content of the raw material used in the
present study. In the present study, the moisture
content of the samples smoked with different
wood chips varied between 66.80 and 72.93%.
Moisture content was determined as 60.7% in
smoked salmon samples by Mol et al. (2008), as
ranged from 50.7 to 71.6% in the hot smoked
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salmon by Lin et al. (2003). It is thought that the
difference in moisture content of the smoked
salmon is related to the wvariety of salmon,
processed applied to the fish (salting etc.),
smoking method and wood chips type. In
addition, Espe et al. (2002) reported that structure
of the raw material had an important effect on the
chemical composition of smoked fish. In the
present study, it was determined that the lowest

moisture content belonged to the samples
smoked with bourbon soaked oak wood chips.
This could be due to the smoke generation
temperatures of the wood chips used for the
smoking in the present study. Indeed, it was
reported that the smoke generation temperatures
of wood chips varied depending on the total
cellulose and hemicellulose content of the wood
chips (Malarut and Vangnai, 2018).

Table 1. Moisture content, pH and TBARS values of the salmon fillets non-smoked and smoked with
oak, apple, bourbon soaked oak, cherry and hickory wood chips (Mean +SD)

Group a Moisture content pH TBARS
(%) (mg MDA /kg)

C-1 2 72.56+0.934 6.36%0.01¢ 0.21£0.06¢
C-11 2 70.87+1.142 6.37£0.03¢ 0.40%0.114b
S-1 2 72.931+0.552 6.44%0.07¢ 0.28%0.02abe
S-11 2 70.7410.062 6.69£0.06b 0.37£0.03abc
S-111 2 66.80%1.44> 6.58%0.09b 0.35%0.11abe
S- 1V 2 72.86+1.322 6.43%0.01¢ 0.41£0.07»
S-v 2 71.11+2.892 7.03%0.022 0.22%0.01bc
Sign * ok *

C-I: control group salmon fillets non-smoked, non-stored; C-1I: control group salmon fillets non-smoked, stored,;
S-I: salmon fillets smoked with oak smoking wood chips; S-1I: salmon fillets smoked with apple smoking wood
chips; S-I1I: salmon fillets smoked with bourbon soaked oak smoking wood chips; S-IV: salmon fillets smoked
with cherry smoking wood chips; S-V: salmon fillets smoked with hickory smoking wood chips; Sign: significance;

*: P <0.05; **: P <0.01; SD: Standard deviation

The average pH value of raw salmon fillets was
determined as 6.36 (Table 1). The pH value of raw
salmon fillets was determined as 6.29 by Oz and
Kotan (2016) and as ranged between 6.29 and
6.73 by He et al. (2014). These results are
consistent with the pH values of the raw material
used in the present study. In the present study,
smoking process caused an increase in pH values
compared to those of the raw salmon fillets non-
smoked, however, this increase was not
statistically significant in the raw salmon fillets
smoked with oak and cherry smoking wood chips.
On the other hand, there are studies showing that
smoking process caused decrease in pH values of
salmon fishes (Espe et al., 2002; Messina et al.,
2018). This difference is thought to result from

the lack of application of salting process prior to
smoking in the present study. Indeed, it was
declared that ionic strength increased as a result
of the combined effect of salt and smoke and this
situation leads to a decrease in pH value (Leroi
and Joffraud, 2000). In addition, the authors also
reported that salt is 3-4 times more effective than
phenols in smoke on pH decrease.

As can be seen from Table 1, TBARS value, 0.21
mg MDA /kg in raw material, varied between 0.22
and 0.41 mg MDA /kg in smoked salmon fillets
depending on the type of wood chips used. It was
determined that the storage of the raw salmon
fillets at 24°C for 3 h and the smoking with cherry
wood chips of the salmon fillets significantly
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increased TBARS values, while TBARS values of
the other samples were not significantly different
from each other (P >0.05). Similatly, Espe et al.
(2002) reported that smoked salmon samples had
slightly higher TBARS wvalues than fresh salmon
fillets. On the contrary, Martinez et al. (2007)
reported that TBARS wvalues of salmon smoked
with beech and oak chips were lower than those
of non-smoked salmon fishes. In the present
study, compared to the salmon fillets non-smoked
and stored at 24°C for 3 h, it is determined that
the smoking with all of wood chips, except for the

cherry smoking wood chips, caused a reduction in
the TBARS wvalues, but this decrease was not
statistically significant (P >0.05).

Moisture content, pH and TBARS values of
barbecued salmon fishes non-smoked and
smoked with different wood chips

Moisture contents, pH and TBARS values of the
barbecued salmon fillets non-smoked and
smoked with oak, apple, bourbon soaked oak,
cherry and hickory wood chips were given in

Table 2.

Table 2. Moisture content, pH and TBARS values of barbecued salmon fillets non-smoked and
smoked with different wood chips (Mean +SD)

Group a Moisturoc content pH TBARS

(o) (mg MDA/kg)
C-1 2 65.7410.462 6.44%0.044 0.42%0.0.022
C-11 2 66.5910.99- 6.43%0.054 0.36%0.122b
S-1 2 66.4510.862 6.59£0.01<d 0.39£0.13q>
S-11 2 65.051+0.622 6.85%0.11b 0.43%+0.11»
S-111 2 64.30+2.332 6.72%0.16b¢ 0.27£0.022b
S-IV 2 66.81+1.202 6.60£0.01< 0.35%0.07b
S-V 2 65.71+1.202 7.12%0.01» 0.17£0.01b
Sign ns ok *

C-I: control group salmon fillets non-smoked, non-stored; C-1I: control group salmon fillets non-smoked, stored,;
S-I: salmon fillets smoked with oak smoking wood chips; S-1I: salmon fillets smoked with apple smoking wood
chips; S-I1I: salmon fillets smoked with bourbon soaked oak smoking wood chips; S-IV: salmon fillets smoked
with cherry smoking wood chips; S-V: salmon fillets smoked with hickory smoking wood chips; Sign: significance;
ns: not significant; *: P <0.05; **: P <0.01; SD: Standard deviation

As can be seen from the Table 2, barbecuing had
no significant effect on the moisture content of
the samples, but had a very significant (P <0.01)
effect on the pH value and a significant (P
<0.05) effect on the TBARS value. The moisture
content of the barbecued salmon fishes varied
between 64.30 and 66.81%. Similarly, Oz and
Kotan (2016) reported that the average moisture
content of barbecued salmon fillets was 65.17%.
In the present study, it was found that the
significant effect of the smoking process on the
moisture content of the samples disappeared with
the barbecuing. This result is thought to be due to

the fact that the temperature achieved during the
barbecuing is more dominant than the effect of
the smoking. Compared to salmon samples
before barbecuing, barbecuing resulted in a
decrease in the moisture content of all samples as
expected. Sanchez del Pulgar et al. (2012)
reported that three main processes cause water
losses in meat after cooking. First, water in meat
can be evaporated due to increased temperature.
Second, increased temperature during cooking
cause myofibrillar proteins to shrink. Due to this
shrink, a parallel decrease occurs in the
intetfibrillar volume, which in turn leads to a
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reduction in the myofibril’s ability to hold water.
Third, a contraction of the perimysial connective
tissue seems to take place, causing a compression
of the muscle fiber bundles, which in turn
encourages water to be released from the meat
cut.

The average pH value of the barbecued salmon
fishes non-smoked was determined as 6.44 (Table
2). The pH value increased in barbecued samples
smoked with different wood chips and the highest
pH value was determined in the samples smoked
with hickory wood chips. The pH value influences
spoilage of fish because of its effect on the
microorganism and enzyme activity (Ashie et al.,
1996). The variation in pH value was reported to
influence proteolytic activity of salmon (Hultman
et al., 2004; He et al., 2014). Hultman and Rustad
(2002) reported that proteolytic enzyme activity
was highest at pH values close to neutrality or
higher. Therefore, it is thought that fish samples
smoked with hickory may be more sensitive to
deterioration due to the high pH value. On the
other hand, the increase in pH value of the
salmon fishes non-smoked and smoked with
different wood chips after barbecuing is
attributed to the cleavage of bonds involving
imidazole, sulfthydryl and hydroxyl groups
(Girard, 1992).

The TBARS values of the barbecued samples
varied between 0.17 and 0.43 mg MDA /kg and
the lowest TBARS values were found in the
barbecued samples smoked with hickory wood
chips. In addition, TBARS values of the samples
non-smoked and non-stored and the samples
smoked with apple wood chips were higher than
those of the samples smoked with oak, bourbon
soaked oak and cherry wood chips. It is thought
that these results may be due to different
antioxidant activities of the wood chips.
Pohlmann et al. (2013) reported that phenolic
compounds found in the wood chips at different
levels play an important role in antioxidative
activity of smoked products. On the other hand,
the effect of meat cooking process on TBARS
values of meat is still contradictive. Although it is
known that many factors such as temperature,
oxygen, light, catalysts etc. affect lipid oxidation

in foods, cooking is more effective on the level of
lipid oxidation in meat and meat products.
Therefore, it is expected that lipid oxidation will
increase by cooking of meat and meat products
due to the fact that the iron released from
myoglobin and hemoglobin that are denatured by
the cooking process catalyzes the lipid oxidation
(Rojas and Brewer, 2007). In addition, cooking
destroys the cell structure of meat and can cause
prooxidant interactions with polyunsaturated
fatty acids that promote lipid oxidation (Ramirez
et al., 2005). On the other hand, there are also
studies in the literature showing that cooking does
not affect lipid oxidation due to the reaction of
the highly reactive compound measured by the
TBARS test with various compounds such as
proteins and amino acids present in the meat.
(Serrano et al., 2007; Weber et al., 2008; Alfaia et
al., 2010).

CONCLUSION

As a result of the present research, it was
determined that smoking and barbecuing had
varying effects on the moisture content, pH and
TBARS values of salmon fishes examined in the
research. In addition, it was found that the type of
wood chips used in the smoking process caused
differences in the moisture content, pH and
TBARS values of the salmon fishes. It was
determined that the barbecuing was more
effective than the smoking process on the
moisture content. In addition, TBARS values, an
indicator of lipid oxidation in meat and meat
products, have proved that the type of wood
chips used may have antioxidant or prooxidant
effect. On the other hand, it is thought that the
use of different types of wood chips in the
smoking process should be examined for some
harmful components (polycyclic —aromatic
hydrocarbons and heterocyclic aromatic amines)
that may occur as a result of smoking and/or
barbecuing.
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oz

Vanilin, diinyada en ¢ok kullanilan aroma maddelerinden biridir. Son yillarda, dogal vanilin tretimindeki
yetersiz arz ve yiksek maliyet nedeniyle arastirmalar biyodéniisim yollart Gizerine yogunlasmustir. Bu
calismada, Pseudomonas putida (HUT 8100) kiltirt kullandarak izodjenolden dogal vanilin tiretim imkant
arastirilmug; sicaklik, pH ve havalandirma kogullarinin vanilin tiretimi tizerine etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, kullamilan P. putida killtiriinin tek karbon kaynag: olarak izodjenolii kullanabildigi ve bunu
vaniline doénistiirme yetenegine sahip oldugunu géstermistir. En yiiksek vanilin Giretim kapasitesine 28°C’de,
biyodéniisim ortaminin baslangic pH’st 6.3 olarak ayarlan(hglnda ulasilmustir. Havalandirmanin kesilmesiyle
biyokatalistin iiretkenliginde belirgin bir diistis g6zlenmistir. Uretim icin en uygun sartlarin segilmesiyle 120
saat sonunda %25.1 molar verimle 877.9 mg/L diizeyinde bir tiretim gerceklestirilmistir. Yapilacak daha ileri
optimizasyon ¢alismalart ile birlikte Uretilen vanilin miktarinin arttirlabilecegi ve yontemin endistriyel
proseslere uygun hale getirilebilecegi distniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Vanilin, izo6jenol, biyodéntstim, dogal aroma, Pseudomonas putida

EFFECT OF CULTURE CONDITIONS ON MOLAR YIELD OF NATURAL
VANILLIN PRODUCTION FROM ISOEUGENOL BY Pseudomonas putida

ABSTRACT

Vanillin is one of the most widely used aroma compounds in the world. In recent years, studies are
focused on bioconversion routes due to insufficient supply and high cost of natural vanillin
production. In this study, possibility of natural vanillin production by using Pseudomonas putida and
effects of temperature, pH and aeration conditions on the production yield were investigated. Results
showed that P. putida culture had ability to use isoeugenol as sole carbon source and convert it into
vanillin. The highest production yield was reached at 28°C when setting the initial pH of
bioconversion medium at 6.3. A distinct fall was observed in productivity of biocatalyst by
interruption of aeration. Using optimal conditions, 877.9 mg/L vanillin production was achieved
with 25.1% molar yield in 120 h. It is thought that produced vanillin may be enhanced with further
optimization studies and the method can be made suitable for industrial processes.

Keywords: Vanillin, isoeugenol, bioconversion, natural aroma, Pseudomonas putida
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GIRIS
Vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit) vanilya
bitkisinin karakteristik aroma bileseni olup gida,
icecek, parflimeri ve farmasotik endistrisinde
stkca kullanilan oldukca degerli bir triindir
(Gonzalez vd., 2018; Ostovar vd., 2018).
Ginimiizde dogal vanilin Gretimi sadece vanilya
bitkisi ile siurlt kalmistir (Wang vd., 2018).

Orkidelerin  dustik gelisim hizi ve tohum
zarflarinda az  miktarlarda  vanilin @ ihtiva
etmelerinden otura vanilinin botanik

kaynaklardan saflagtirilmast oldukg¢a zahmetli ve
pahali bir yontemdir. Ayrica yillik tiretim miktart
iklim kosullar, bitki hastaliklari ve ticaret
politikalarina  baglt  olarak da  degiskenlik
gosterebilmektedir (Gallage ve Moller, 2018).
Kiiresel olcekte vaniline olan talep 2016 yili icin
18700 ton olarak  belirlenmistit.  Tohum
zarflarindan elde edilen ekstrakt miktart yillik 40-
50 ton civarinda iken bu miktar ihtiyacin
%7’inden daha azint karsilamaktadir (Fache vd,,
2016; Wongtanyawat vd., 2018). Talebin biytik
bir kismu Szellikle guaikol ve glioksilik asit gibi
petrol tirevi bilesiklerden elde edilen vanilin ile
giderilmektedir. Bu siirecte Riedel prosesi gibi
cevre dostu olmayan ve digtk kaliteli son Urin
veren kimyasal uygulamalardan faydalanil-
maktadir (Ostovar vd., 2018). Pazar ihtiyacinin
%80-85’lik kismint karsilayan guaikol sentezinin
yamu sira, kalan %12-15lik kisim da lignin icerigi
yuksek atiklarin stlfitle muamelesiyle elde edilen
vanilin ile giderilmektedir (Wangrangsimagul vd.,
2012; Fache vd., 2016). Vanilya zarflarindan elde
edilmis vanilinin ticari degeri enflasyondan
bagimsiz olarak 1200-4000 USD/kg arasinda
degismektedir (Perkins vd., 2015; Marquez-
Medina vd., 2018). Ancak yapay vanilin
formlarinin  degeri  yalnizca 10 USD/kg
civarindadir (Wilde vd., 2019). Kimyasal prosesler
istenmeyen  bazt  durumlart  beraberinde
getirmektedir. Kiral molekiiller i¢cin enantiyomerik
spesifikligin ~ olmamasi,  ekstrem  proses
uygulamalart gerektirmesi ve digsik etkinlik
siklikla katstlagilan sorunlardandir (Perkins vd.,
2015). Ayrica ¢evreye zararli uygulamalar
icermesi, tlketici saghgina Uzerine endiseler
(Banetjee ve Chattopadhyay, 2019),
givenligine iliskin stipheler ve yiksek enerji
ihtiyact da kimyasal sentezin tasidigi diger

urun

olumsuzluklar arasindadir (Wangrangsimagul vd.,
2012).

Biyovanilin tretimi pazar ihtiyactnin karsilanmasi
icin botanik kaynagindan ekstraksiyon ve kimyasal
sentez yontemlerine alternatif t¢linct bir secenek
sunmaktadir. Dogal hammadde kullanilarak
biyoteknolojik yontemlerle elde edilen vanilin
Avrupa Bitligi mevzuatlarinca (EC 1334/2008)
‘dogal aroma maddesi’ olarak kabul edilmektedir.
Uriiniin ‘dogal’ olarak sinuflandirtlmast iiriine
pazarlama agisindan oldukca giglii bir nitelik
kazandirmaktadir (Wilde vd., 2019). Pek ¢ok
bakteri tiriniin ferulik asit, 6jenol, izodjenol ve
sinamik asit tirevlerini (p-kumarik asit gibi)
kullanigli  aromatik  maddelere  donustirme
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Taira vd.,
2018). Dogal wvanilin tretimi ic¢in yapilan
calismalar da  Ozellikle bu  bilesikler gibi
yenilenebilir kaynaklar tzerine yogunlasmugtir
(Wangrangsimagul vd., 2012). Kullanilacak dogal
terulik asit biyodéntisim prosesleri i¢in pahali ve
yetersiz bir kaynak olustururken, izodjenol ise
ucuz ve temini kolay bir hammadde olarak 6ne

ctkmaktadir (Zhang vd., 2000).

Rekombinant Escherichia coli kiltirleri ile yapilan
calismalarda  olduk¢a yitksek  biyod6nistim
verimleri elde edilmistir (Yamada vd., 2008; Zhao
vd. 2018). Ancak genetik modifiye gidalarin
tilketici nezdinde ¢ogunlukla olumsuz bir goriis
olusturdugu da bilinmektedir (Funk vd., 2015). Bu
nedenle calismalar cogunlukla genetik
modifikasyon uygulamast icermeyen alternatifler
tzerinde yogunlasmustir. Zhao vd. (2005), Bacillus
Susiformis kiltirint %060 izodjenol igeren cift fazl
biyodontsim ortaminda kullanarak 32.5 g/L
diizeyinde vanilin dretmeyi bagarmiglardir. Ancak
substrat buyik oranda tiketilmeden ortamda
kaldigindan endustriyel uygulamalar icin verim
oldukea dusiik kalmustir. B. paumilisin kullaniddigt
biyod6niisim c¢aligmasinda ise 150 saat sonunda
10 g/L izo6jenolden %40.5’lik molar verimle 3.75
g/L vanilin tretilmistir (Hua vd., 2007). Ayrica,
Psendomonas tirtlerinin de izodjenolden vanilin
tretme yetenegine sahip oldugu pek c¢ok
aragtirmact  tarafindan  ortaya  konmugtur
(Furukawa vd., 2003; Yamada vd., 2007; Kasana
vd., 2007; Ashengroph vd., 2010; Ashengroph
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vd., 2011; Vasudevan ve Bhat, 2011). P.
chlororaphis ile 24 saatte 10 g/L izo6jenolden 1.2
g/Lvanilin tretilebildigi bildirilmistir (Kasana vd.,
2007). Bu ¢alismada elde edilen molar verim %13
olarak hesaplanmustir. Biyokatalist olarak P.
aerunginosa ile cahgildiginda ise %17.3 molar
verimle 1.62 g/ duzeyinde vanilin elde edilmistir
(Ashengroph vd., 2011). Biyodéniisim verimleri
aynt cins icerisinde yer alan mikroorganizma
tirlerine gére degiskenlik gsterebildigi gibi ortam
kogullarina  baglt olarak da farklihk arz
edebilmektedir. Psychrobacter sp. CSW4 susuyla
baslangicta %16.4 olan biyodénisim verimi
calisma kosullarinin optimize edilmesiyle %36.3’¢
kadar arttunlmistir  (Ashengroph vd., 2012;
Ashengroph vd., 2013). Pseudomonas sp. KOB10
kiltird ortam bilesiminin optimizasyonuyla 15
g/L izoGjenolden 3.14 g/L wvanilin Gretimi
gerceklestirmis olup; 88 saatte %22.5’luk molar
verim degeri yakalanmistir (Ashengroph vd.,
2010). Yamada vd. (2007), P. putida IE27 susunu
kullanarak 24 saatte %717lik bir molar verimle
1zod6jenolin vaniline biyodénisimiini
gerceklestirmeyi basarmislardir.

Dogal triinlere olan ilgi her gecen giin artarken;
tretimde de daha cevreci, saglkli, giivenilir ve
ekonomik yaklagimlar gelistirilmeye
calisiimaktadir. Gida ve icecek sanayiinde en ¢ok
kullantlan  atoma maddelerinden biri  olan
vanilinin dogal formu mevcut talebi karsilamaya
yetmemektedir. Bu calismada, P. putida (HUT
8100) kultirinin biyodéntsim ile izodjenolden
vanilin lretme potansiyeli aragtirilmis; sicaklik,
ortam pH’st ve havalandirmanin  biyokatalist
uretkenligi tzerine etkileri incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

P. putida kiltira (HUT 8100) HUT Culture
Collection’dan  (Hirosima, Japonya) temin
edilmigtir. Kultir +4°C’de IFO 802 besiyerti
ortaminda muhafaza edilmistir. Besiyeri icerigi 10
g/L pepton, 2 g/L. maya eckstraktt 1 g/L
MgSO4+H2O ve 15 g/I. agar olacak sekilde
hazirlanmustir.  Calismada  kullanilan  bitkisel
kokenli izodjenol ve diger tim mikrobiyolojik
bilesenler Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistit.

Ekstraksiyon icin gerekli gida kullanimina uygun
etanol  (%96) Tekkim  (Bursa, Tirkiye)
firmasindan temin edilmistir. Asetik asit Catlo
Erba (Milano, Ttalya) firmasindan; geri kalan tim
kromatografik safliktaki kimyasallar ise Sigma-
Aldrich  (St. Louis, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Yiksek safliktaki azot gazt (%99.9)
yerel firmalardan tedarik edilmistir.

Mikroorganizma Kiiltiiriiniin ve
Biyodéniisiim Ortaminin Hazirlanmasi

Zhao vd. (2005) tarafindan 6nerilen bilesimde
kiictik modifikasyonlar yapilarak Glukoz-Maya-
Pepton (GMP) besi ortamt hazirlanmistir. Ortam
5 g glukoz, 5 g maya ekstraktt, 5 g pepton, 14 g
KoHPOL3HO, 52 g KHPO4 ve 1 ¢
MgSO4.7H2O  bir litre distile su icerisinde
cozundirilerek hazitlanmustir. P. putida kultirt 50
mlL steril GMP besiyeri iceren etlen icerisine
inoklle edilmistir. Kaltiar, 28°C’de ve 180
devir/dakika (d/d) ¢alkalama hiz1 esliginde inktibe
edilmistir. Inkiibasyon 7 giin devam ettirilmis ve
periyodik olarak ekim sonuglart alinmustir.

Duragan faza giren hiicreler besi ortamu ile birlikte
santrifiyj tiplerine alinarak, karisim +4°C’de 3600
gkuvvetle 15 dk santrifiij edilmistir. Besi ortamimnt
olusturan supernatant kismi uzaklastirilarak 0.62 g
yas biyokiitle (0.12 g kuru biyokiitle) elde
edilmistir. Kuru biyokiitle agithg, 105°C’de sabit
tartima ulagana kadar kurutulan yas numune esas
alinarak hesaplanmistir (Ashengroph vd., 2012).
Tipte kalan pellet 20 mL steril biyodénisim
ortamit ile sulandirilarak erlen icerisine alinmustir.
Biyodonisim ortamt sirastyla pH 5.3 icin 0.40
g/L KoHPO4 ve 15.53 g/ KH,POy; pH 6.3 icin
4.84 ¢/L KoHPO4 ve 16.65 g/L KHPOy; pH 7.3
icin 14.0 g/L KoHPO4 ve 5.2 g/1 KH,PO4 ve pH
8.3 i¢in 21.62 g/L KoHPO, ve 0.82 g/ KH,PO4
icerecek  sekilde  ayarlanarak  denemeler
gerceklestirilmistir. Tim denemelerde izoGjenol
baslangic konsantrasyonu %1 (w:v) olarak
ayarlanmustir.

Sicaklik, pH ve Havalandirma Kosullar1

P. putida kiltiri tarafindan izodjenolin vaniline
biyodéniisim strecinde her denemede tek
degisken esasinda goére hareket edilmistir. Her bir
denemede hem vanilin tretimi hem de izoGjenol
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tiketimi g6z Ontnde bulundurularak en iyi
sonucu veren uygulama secilmis ve bu uygulama
bir sonraki deneme icin sabit kabul edilmistir.
Tim denemelerde 180 d/d calkalama ile 120
saatlik bir biyodéntsim stiresi uygulanmistir.
Biyodoniisim ortamindaki vanilin ve izodjenol

miktatlarinin  tespiti  igin  periyodik  olarak
ortamdan ornek alinmis ve etanol
ekstraksiyonunu  takiben HPLC  analizleri
gerceklestirilmistir.

Sicaklik denemesinde ortamin baslangic pH’st 7.3
olarak ayarlanmistir (Zhao vd., 2005). 24, 28 ve
32°C olmak tzere 3 farklt sicakhik degerinde
killtiirtin vanilin dretme kapasitesi incelenmistir.
pH’nin vanilin Gretimi tzerine etkisini incelemek
icin ortamin KoHPO43H,O ve KH,POy icerigi
diizenlenerek pH 5.3, 6.3, 7.3 ve 8.3’te denemeler
gerceklestirilmistir. Uygulanacak sicaklik degeri
bir 6nceki denemede elde edilen sonuca gore
belitlenmistir. Havalandirmanin
mikroorganizmanin Uretkenligi Uzerine etkisini
incelemek  icin  kultir  inokile  edilmis
biyodéniisiim ortami igeren siselerin tepe boslugu
azot gazi ile doldurulmustur. Kontaminantlar
tutmak icin 0.22 um’lik steril naylon membran
filtreden gecirilen gazin 1 dk boyunca tepe
bosluguna dolmast saglanmustir. Havalandirmasiz
ortamin saglanabilmesi icin sigelerin kapaklart siki
bir sekilde kapatilmis ve biyodéntisim stiresince

actlmamustir.  Yart  havalandirmalt  ortam
denemeleri ise agzi sadece pamukla kapatilmis
erlenlerde  gerceklestirilmistir. ~ Havalandirma
denemesinde uygulanacak sicaklik ve pH degerleri
daha  6nceki  deneme  bulgularina  gére
ayarlanmistir.

Canlilik Testi

Kiltirin canlilik durumu -
iyodonitrotetrazolyum (INT) indikatori

kullanilarak kontrol edilmistir. Her deneme i¢in
ayrica hazirlanmis 2 ml biyodonisim ortami
iceren deney tlpleri icerisine inkiibasyon stireleri
sonunda 100 ul INT (0.2 mg/mL distile su)
indikatorii eklenmistir. 28°C’de 30 dk’lik ilave

Uretilen vanilin (g) x izodjenoliin molar agirligt (%)

inkiibasyonun ardindan deney tiplerinde kirmuzt
halka  olusumu  bakteriyel — canhlik  ile
iligkilendirilmistir (Al-Bayati, 2008).

Kiiltir Ortamindaki Vanilin ve Izoéjenol
Miktarinin Belirlenmesi

Periyodik araliklarla biyodoniisim ortamindan
alinan Ornekler 50 mL’lik tiplere aktarimis,
%96lik etanol ile 1:1 (v/v) oraninda seyreltilmis
ve 1 dk boyunca homojenize edilmistir. Elde
edilen siispansiyon daha sonra +4°C’de 3600 g
kuvvetle 15 dk santrifiij edilmistir ve siipernatant
yeni bir tipe aktanlmistr. Geriye kalan
biyokiitlede 2 kez daha 7.5 mL %96’lik etanol ile
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrast
elde edilen ekstraktlar bitlestirilmis ve 0.45 um’lik
naylon membran filtrelerden gegirilerek HPLC ile
analiz edilmigtit.

Vanilin ve izo6jenol miktarlarinin belirlenmesinde
Shimadzu marka HPLC (Shimadzu, Japonya)
sistemi kullanidmistir. Sistem UV-gbrintr bolge
dedektort, gaz giderici ve otomatik 6rnekleme
tnitelerinden olusmaktadir. Kromatografik ayrim
Licrospher RP18 (0.25 m, 6.35x4.60 mm, 5.5 um
partikiil  boyutu) kolonda oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Hareketli faz A olarak %0.01
asetik asit iceren su ve hareketli faz B olarak ise
kromatografik  saflikta  (%99.9)  metanol
kullamlmistir.  Akis profili icin Li vd. (2004)
tarafindan belirtilmis proseditler esas alinmig
olup; metotta analiz siiresini kisaltacak kiiciik
modifikasyonlar yapilmistir. Buna gére akis 0-3 dk
arast %60 B, 3-5 dk arast %60-50 B, 5-9 dk arasi
%50-100 B, 9-13 dk arast %100 B, 13-15 dk arast
%100-60 B ve bir sonraki enjeksiyona hazirlik icin
15-18 dk arast %60 B olacak sekilde
programlanmistir. Eluat stirekli olarak 270 nm’de
UV dedektor ile goruntilenmistir. Tanimlama,
izobjenol ve vaniline ait dogal standartlar
kullanilarak ~ gerceklestirilmistir. Molar verim,
asagida verilen [1] denklige  gore
hesaplanmustir:

no’lu

Molar verim (%) =

Tiiketilen izo6jenol (g)x Vanilinin molar agirlagt (—)

x100  [1]

mol



izodjenolden dogal vanilin Gretimi

Istatistiksel Analizler

Analizler 3 tekrar halinde gerceklestirilmis olup,
sonugclar ortalamatstandart sapma seklinde ifade
edilmistir. Tstatistiksel degerlendirmeler icin SPSS
16.0 yazilmi kullanilmis ve veriler tek yonli
varyans analizi  (One-Way ANOVA) ile
incelenmistir. Denemeler arasindaki  farklart
karsilastirmak amactyla Tukey coklu karsilastirma
testi uygulanmustir. Sonuclar P <0.05 6nem
seviyesinde degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Mikroorganizmanin Gelisme Durumu

GMP broth ortamina inokile edilen baslangic
mikroorganizma sayist yaklasik 1.9x106 kob/mL
olarak hesaplanmistir. Poptilasyon en yiksek
degerine (6.8x108 kob/mlL) 48. saatte ulagmigtir.
Mikroorganizma sayist 36 ve 48. saatler arasinda
artis gostermekle birlikte logaritmik artis ivmesini
kaybettigi gérilmistir. 48. saatten itibaren kalan
5 ginlik inkiibasyon boyunca popilasyonda
o6nemli bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir (P
<0.05).

Yapilan calismalar, substrat ile besleme zamaninin
mikrobiyal vanilin dretiminde oldukca 6nemli
oldugunu ifade etmektedir (Ashengroph vd.,
2010). Geg logaritmik evre veya duragan fazdaki
hiicreler biyodoniisim calismalart  icin  daha
clverisli olmaktadir. Kullanilan substrat hentiz
olgunluga erismemis genc hiicreler iizerinde
toksik etki gosterebilmektedir (Hua vd., 2007;
Ashengroph vd., 2011). Bu nedenle 48. saatte

duragan faz baslangicindaki hicreler
biyodéniisim  ortaminda  kullanilmak  Gzere
secilmistir.

Olgun hiicrelerden olusan ve gelismeyi strdiiren
poptilasyonlarda  enerjinin ~ buyik  kismu
biyokitleyi arttirmak ve cogalmak amactyla
kullanilmaktadur. Bu durum Ozellikle
biyodéniisim ¢alismalarinda verimin dismesine
neden olmaktadir. Bunun yant sira, statik hiicreler
(nicelik olarak artis gstermeyen ancak metabolik
aktivitelerine devam eden) ylksek spesifik aktivite
ve Urtin verimi gerektiren biyokatalitik stireclerde
daha etkin bir performans ortaya koymaktadir
(Julsing vd., 2012). Bu hiicrelerin kullanimi sadece

vanilin  dretimini  arttirmakla kalmayip aymnt
zamanda  reaksiyon  slresini  kisaltmaktadir
(Ashengroph vd., 2012). Biyodéntisiim siiresince
hticrelerin statik sekilde kalabilmelerini saglamak
amaciyla  biyodénlsim ortaminda  substrat
disinda yalnizca KoHPO4 ve KHoPO, tuzlan
kullanilmistir.

Izoéjenol
Canlilig1
P. putida kiltirinin kullanildigr tim denemelerde
vanilin olusumu gézlenirken; kiltir inokdle
edilmemis kontrol erlenlerinde vanilin olusumuna
rastlanmamistir. Bu durum, izodjenolin vaniline
abiyotik olarak déntsemediginin bir kanitt olarak
gosterilebilir. Olusabilecek substrat toksisitesine
baglt olarak kiltirin  canliligini  koruyup
korumadigt INT indikatoéri ile incelenmistir.
Renksiz gorinimde bir elektron alicist olan
tetrazolyum tuzu indirgendiginde kirmizi renkli
formazan olusturmaktadir. Meydana gelen renk
degisimi biyolojik aktivitenin bir sonucu kabul
edilmektedir (Al-Bayati, 2008). Kiltir icermeyen
kontrol ortamlarinda indikatére bagl renk
degisimi gézlenmemistir. Ancak biyoddniigime
konu olan deneme Unitelerinin tamaminda kirmizi
renk olusumu gézlenmis olup; kultiiriin canliligint
korudugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
iginda P. putida (HUT 8100) susunun tek karbon
kaynagi olarak izodjenolii kullanabildigi ve vanilin
tretme yetenegine sahip oldugu
varilmustir.

Varhiginda Mikroorganizmanin

sonucuna

Sicakligin Vanilin Uretimine Etkisi

Farkli sicakliklarda gerceklestirilen biyodéntstim
denemelerine iliskin  sonuglar  Sekil 1°de
verilmistir. 120 saat sonunda en yitksek vanilin
Uretimi  718.8143.7 mg/L. ile 28°Cde
gerceklesmistir. Bu sartlarda tiiketilen izoGjenol
miktar1 3556.21298.1 mg/L olarak belitlenmistir.
24, 28 ve 32°C’de elde edilen biyodéniisim molar
verimleri strastyla %019.1, %22.0 ve %19.5 olarak
hesaplanmistir.  Uygulanan  sicaklik  degerleri
arasinda gerek vanilin Gretimi gerekse izoGjenol
tiketimi agisindan anlamli bir fark olmadig
saptanmistir (P >0.05).
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Sekil 1. P. putida kiltirintn farkl sicakliklardaki biyodontisim verimi (Acik isaretciler: Gretilen vanilin,
kapali isaretgiler: ortamda kalan izodjenol)
Figure 1. Bioconversion yield of P. putida culture at different temperatures (Open markers: produced vanillin, closed
markers: remained isoengenol in medium)

Sicaklik bakteri gelisimi, biyodéniisim ortaminin
reolojik 6zellikleri ve Griin verimi tizerine etkili bir
parametredir. Bilindigi Uzere fermentasyon
proseslerinde mezofilik sicaklik degerleri daha az
1sitma ve sogutma ihtiyact gerektirdiginden enerji
tasarrufu saglamakta; ayrica substrat stabilitesine
de katkida bulunmaktadir (Yan vd., 2016). Dusiik
sicaklk ~ degerleri  bakteri  gelisimi  ve
metabolizmasint olumsuz cetkilemektedir.
20°C’nin altindaki sicakliklarda vanilin Gretimin
oldukea azaldig1 belirtilmistir (Yamada vd., 2007).
Sicaklik artist metabolik salgilart arttirabilecedi gibi
substratin dispersiyonunu da kolaylastirmaktadir.
Yiksek sicakliga bagli disik viskozite kiitle

transferini ve yag fazinin diflizyon hizint
arturmaktadir  (Yan vd., 2016). 120 saatlik

inkiibasyon sonunda en yiksek vanilin tretimi
28°C’de gerceklestirilmistir. Bu baglamda elde
edilen sonuglar literatiir verileri ile uyumluluk

gostermektedir. P. patida kiltird kullanilarak
gerceklestirilen izodjenolden vaniline
biyodénistim calismasinda 30°C’lik  sicakligin
vanilin birikimini azalttig1 bildirilmistir. Sicakligin
40 ve 50°Cye ¢ikarlmasiyla hticrelerin vanilin
tretim kapasitesinde sirastyla %30 ve %100’k
kayiplar meydana gelmistir. (Yamada vd., 2007).
Sicaklik artisina bagl olarak vanilin Uretiminde
gozlenen bu disisin, izoGjenoli indirgeyen
enzim(ler)in termal olarak stabil olmamasindan
kaynaklandig1 diistintilmektedir.

Ortam pH’sinin Vanilin Uretimine Etkisi

Enzimatik reaksiyon temelli proseslerde pH kilit
rol oynamaktadir (Zhao vd., 2006; Yan vd., 2016).
Baslangic pH’sina bagl olarak biyodoniisiim
ortamindaki izoGjenol ve vanilin miktarlarindaki
degisim Sekil 2’de g0sterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore hafif asidik ortam kosullarinda
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vanilin ~ Uretiminin  daha  yliksek  oldugu
belitlenmistir. pH 6.3’te 877.9136.1 mg/L vanilin
birikimi varken pH 8.3’te bu deger yalnizca
613.2128.9 mg/I’dir. pH 6.3’te elde edilen
vanilin miktar1 ile diger deneme uniteleri arasinda
anlamlt bir fark oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Ayrica asitligin azalmasi ile kullanilan izoGjenol
miktarinda bir diisiis meydana gelmis; dolayisiyla
vanilin dretimi de azalig gOstermistir. Ancak
tiketilen izodjenol miktarlart arasindaki fark
6nemli seviyede bulunmamustir (P>0.05). pH 5.3,
6.3, 7.3 ve 8.3te elde edilen molar verimler
strastyla %022.4, %25.1, %21.2 ve %21.4 olarak

hesaplanmistir.  pH’daki degisim enzim ve
substratin iyonik durumlarini etkilemekte ve buna
bagli olarak hiicrede gerceklesen biyokimyasal
stregler de etkilenmektedir (Yan vd., 2010).
Ortam pH’sinin 6.3’4n  altina  disirilmesiyle
birlikte molar verimin azalmasi da yine aynt
sebeptendir. Ayrica baslangic pH’sindan bagimsiz
olarak biyodonistim ortamlarinin 120  saat
sonunda ulastiklart son pH degetlerinin pH 6.3-
7.3 arasinda seyrettigi gorilmustir. Bu duruma
inkiibasyon boyunca basta vanilin olmak tizere
ortama birakilan hiicresel metabolitlerin sebep
oldugu dustintilmektedir.
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Sekil 2. Biyoddéniisim ortaminin baslangic pH’sina baglt olarak gerceklesen vanilin tretimleri (A¢tk
isaretgiler: Uretilen vanilin, kapalt isaretciler: ortamda kalan izoGjenol)
Figure 2. Vanillin production affected by initial pH value of bioconversion medium (Open markers: produced vanillin,
closed marfkers: remained isoengenol in medinm)

Havalandirma Kosullarinin Vanilin
Uretimine Etkisi

Istenmeyen  kosullarin  ortaya  cikmastyla
mikroorganizmalar ~ yliksek  enerji  girdili

biyosentez mekanizmalarini devreye sokatlar.

Hiicrede, besin eksikligi gibi pek c¢ok stres
faktorinden sakinmak icin sekonder
metabolitlerin tretimi baglatilir (Magan ve Aldred,
2007).  Pseudomonas cinsi bakterilerin  aerobik
kosullara fazlastyla bagimli oldugu bilinen bir
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gercektir (Molina vd., 2013). Bicas vd. (2010)
duragan fazdaki P. fluorescens hiicrelerini kullanarak
gerceklestirdikleri  calismada  aycicek  yagt
kullanarak biyodéniisim yiizeyinin atmosferik
hava ile temasini kesmistit. Oksidatif stres,
limonenden  a-terpineol tretiminde Gnemli
diizeyde bir artisa sebep olmus ve literatiirdeki en
yuksek tretim degerine ulagtlmigtir.

Bu calismada biyodéniisiim ortam atmosferi azot
gazi ile doldurularak kiiltiiriin yalnizca stvi besi
ortamindaki ¢éziinmiis oksijenden faydalanmast

saglanmustir. Oksijen miktarinin kisitlanmastyla
izo6jenol tiketiminde dikkate deger bir azalma
gorilmustir. Yari havalandirma kosullarinda
izodjenol  tiketimi 3764.61256 mg/L. iken
havalandirmanin kesildigi kosullarda bu miktar
2062.0+225 rng/ L olarak kalmistir. Buna paralel
olarak wvanilin Uretiminde de keskin bir disus
gozlenmistir (Sekil 3). 120 saat sonunda tretilen
vanilin miktari yalnizca 198.7+28.7 mg/L olarak
bulunmugtur. Daha 6nce yart havalandirma
kosullarinda %25.1 olarak kaydedilen molar verim
havalandirmasiz kosullarda %10.6’ya gerilemistir.
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Sekil 3. Havalandirma kosullarinin vanilin tiretimine etkisi (Actk isaretciler: iiretilen vanilin, kapalt
isaretciler: ortamda kalan izo6jenol)
Figure 3. Effect of aeration conditions on venillin production (Open markers: produced vanillin, closed markers:
remained isoengenol in medinm)

Daha o6nceki calismalarda ¢6ztinmiis  oksijen
konsantrasyonun bakteri gelisimi ve substrat
tilketim orant Uzerinde oldukga etkili oldugu
bildirilmistir ~ (Seker  vd., 1997).  Aerobik
proseslerde oksijen miktart transkripsiyon ve
enzim  sentez  sureclerini  etkilemektedir.
Dolayistyla ortamdaki oksijen miktarina baglt

olarak hiicre metabolizmasi ve uretkenliginde de
farkliliklar meydana gelebilmektedir (Yan vd.,
2016). P. putida kiltiri oksijene bagimlt
oldugundan anaerobik kosullarda izo6jenolden
vanilin olusturmadigy belirtilmistir (Furukawa vd.,
2003). Literatiirde oksijen miktarinin kisitlandigt
durumlarda vanilin tretimine iliskin yeterli bilgi
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bulunmamaktadir. Arastirma sonuglari,
biyod6éniisim  ortamimnimn  hava ile temast
kesildiginde vanilin Gretiminin c¢arpict bicimde
distigini  ortaya koymustur. P.  patiddnin
kullanildig1 vanilin biyodéniisim ¢alismalarinda
etkin bir Giretim icin normal atmosfer kosullarinin
saglanmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

SONUC

Aroma pazarinda ihtiya¢ duyulan dogal vanilin
dretimi icin son yillarda alternatif yontem
arayislart devam etmektedir. Bu calisgmada, P.
pautida ile biyodéntsim yoluyla izodjenolden
vanilin dretimi gergeklestirilmis ve molar verim
tzerine sicaklik, baglangic pH’s1 ve havalandirma
kosullarinin etkisi incelenmistir. Uretilen vanilin
dogal bir o6nciil madde olan izodjenolden
mikrobiyal déniisiim ile elde edildigi icin Avrupa
Birligi mevzuatlar1 acisindan da ‘dogal aroma
maddesi’ kapsaminda degerlendirilmektedir. Elde
edilen sonuglara gbre en yiksek vanilin Gretimi
28°C’de, 6.3 baslangic ortam pH’sinda ve yar
havalandirmali kosullarda ger¢eklesmistir. 120
saatlik biyodontsiimin ardindan %25.1 molar
verimle 877.9 mg/L. vanilin elde edilmistir.
CGalismanin endistriyel uygulamalar icin kayda
deger sonuglar ortaya koydugu ve yapilacak ileri
optimizasyon c¢alismalart ile vanilin miktar ve
veriminin arttirabilecegi diisintlmektedir. Yuzey
yatut yontemi ile farkli degiskenler arast etkilesim
incelenerek Uretim veriminin daha yiksek bir
seviyeye ctkarilabilecegi ongorulmektedir.
Biyodéniisim  siiresinin  uzatilmasi, izodjenol
konsantrasyonu ve c¢alkalama hizinin arttirilarak
disperse olan substrat miktarinin yiikseltilmesi de
tzerinde durulmast gereken baglica konulardir.
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Bu calismayt maddi olarak destekleyen Inonii
Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine
(Proje  No: 2015-17) ve mikroorganizma
kiltiring saglayan HUT Kaltir Kolleksiyonu’na
tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

Al-Bayati, F.A. (2008). Synergistic antibacterial
activity between Thymus vulgaris and Pimpinella
anisum essential oils and methanol extracts. |

Ethnopharmacol, 116: 403-400, doi:

10.1016/j.jep.2007.12.003.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Amini, J. (2013).
Application of Taguchi design and response
surface methodology for improving conversion
of isoeugenol into vanillin by resting cells of
Psychrobacter sp. CSW4. Iran | Pharm Res, 12(3):
411-421.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2010). Optimization of media
composition for improving conversion of
isoeugenol into vanillin with Psexdomonas sp. strain
KOB10 using the Taguchi method. Biocatal
Biotransformation,  28(5-6):  339-347,  doi:
10.3109/10242422.2010.530660.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2011). Use of growing cells of
Psendomonas aernginosa for synthesis of the natural

vanillin via conversion of isoeugenol. Iran | Pharm
Res, 10(4): 749-757.

Ashengroph, M., Nahvi, 1., Zarkesh-Esfahani, H.,
Momenbeik, F. (2012). Conversion of isoeugenol
to vanillin by Psychrobacter sp. strain CSW4. App/
Biochem Biotechnol, 166: 1-12, doi: 10.1007/s12010-
011-9397-6.

Banerjee, G., Chattopadhyay, P. (2019). Vanillin
biotechnology: the perspectives and future. | Su
Food Agric, 99: 499-506, doi: 10.1002/js£a.9303.

Bicas, J.L., Fontanille, P., Pastore, G.M,
Larroche, C. (2010). A bioprocess for the
production of high concentrations of R-(+)-a-
terpineol from R-(+)-limonene. Process Biochem,
45: 481-486, doi: 10.1016/j.procbio.2009.11.007.

Fache, M., Boutevin, B., Caillol, S. (2016). Vanillin
production from lignin and its use as a renewable
chemical. ACS Sustain Chemr Eng, 4: 35-46, doi:
10.1021/acssuschemeng.5b01344.

Funk, C., Rainie, L., Page, D. (2015). Public and
scientists’ views on science and society.
www.pewinternet.org/wp-
content/uploads/sites/9/2015/01/PI_Sciencea
ndSociety_Report_ 012915.pdf (Accessed 24
June 2019).

Furukawa, H., Morita, H., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2003). Conversion of isoeugenol into vanillic

17



18

H. Karakaya, M. Yilmaztekin

acid by Pseudomonas putida 158 cells exhibiting high
isoeugenol-degrading activity. | Biosci Bioeng, 96(4):
401-403, doi: 10.1016/S1389-1723(03)90145-9.

Gallage, N.J., Moller, B.L.. (2018). Vanilla: the
most popular flavor. In: Biotechnology of Natural
Products, Schwab, W., Lange, B.M., Wist, M.
(editors). Springer International Publishing,
Switzetland, pp. 3-24, doi: 10.1007/978-3-319-
67903-7.

Gonzalez, C.G., Mustafa, N.R., Wilson, E.G.,
Verpoorte, R., Choi, Y.H. (2018). Application of
natural deep eutectic solvents for the ‘green’

extraction of vanillin from vanilla pods. Flavour
Fragr ], 33: 91-96, doi: 10.1002/££].3425.

Hua, D., Ma, C., Lin, S., Song, L., Deng, Z.,
Maomy, Z., Zhang, Z., Yu, B., Xu, P. (2007).
Biotransformation of isoeugenol to vanillin by a
newly isolated Bacillus pumilus strain: identification
of major metabolites. | Biotechnol, 130: 463-470,
doi: 10.1016/j.jbiotec.2007.05.003.

Julsing, M.K., Kuhn, D., Schmid, A., Bihler, B.
(2012). Resting cells of recombinant E. co/i show
high epoxidation yields on energy source and high
sensitivity to product inhibition. Biotechno! Bioeng,
109(5): 1109-1119, doi: 10.1002/bit.24404.

Kasana, R.C., Sharma, U.K., Sharma, N., Sinha,
AK. (2007). Isolation and identification of a
novel strain of Pseudomonas chlororaphis capable of

transforming isoeugenol to vanillin. Curr Microbiol,
54: 457-461, doi: 10.1007/500284-006-0627-z.

Li, Y.H.,, Sun, ZH. Zheng, P. (2004).
Determination of vanillin, eugenol and isoeugenol
by RP-HPLC. Chromatographia, 60: 709-713, doi:
10.1365/510337-004-0440-4.

Magan, N., Aldred, D. (2007). Why do fungi
produce mycotoxins? In:  Food Mycology: a
multifaceted approach to fungi and food, Dijksterhuis, J.,
Samson, R.A. (editors), Volume 25, CRC Press,
the USA, pp. 121-133.

Marquez-Medina, M.D., Prinsen, P., Li, H., Shih,
K., Romero., A.A., Luque, R. (2018). Continuous-
flow synthesis of supported magnetic iron oxide
nanoparticles for efficient isoeugenol conversion
into vanillin. ChemSusChem, 11: 389-396, doi:
10.1002/¢ss¢.201701884.

Molina, G., Pimentel, M.R., Pastore, G.M. (2013).
Psendomonas: a promising biocatalyst for the
bioconversion of terpenes. _App/  Microbiol
Biotechnol, 97: 1851-1864, doi: 10.1007/s00253-
013-4701-8.

Ostovar, S., Franco, A., Puente-Santiago, A.R.,
Pinilla-de Dios, M., Rodriguez-Padron, D.,
Shaterian, H.R., Luque, R. (2018). Efficient
mechanochemical bifunctional nanocatalysts for
the conversion of isoeugenol to vanillin. Front

Chem, 6:77, doi: 10.3389/fchem.2018.00077.

Perkins, C., Siddiqui, S., Puri, M., Demain, A.L.
(2015). Biotechnological applications of microbial
conversions. Crit Rev Biotechnol, 36(6): 1050-1065,
doi: 10.3109/07388551.2015.1083943.

Seker, S., Beyenal, H., Salih, B., Tanyolag, A.
(1997).  Multi-substrate growth kinetics of
Psendomonas  putida for phenol removal. _App/
Microbiol  Biotechnol,  47: 610-614, doi:
10.1007/s002530050982.

Taira, J., Toyoshima, R., Ameku, N., Iguchi, A,
Tamaki, Y. (2018). Vanillin production by
biotransformation of phenolic compounds in
tungus, Aspergillus luchnensis. AMB Express, 8: 40,
doi: 10.1186/513568-018-0569-4.

Vasudevan, S., Bhat, S.V. (2011).
Biotransformation of isoeugenol catalyzed by
growing cells of Pseudomonas putida. Biocatal
Biotransformation, 29(4): 147-150, doi:
10.3109/10242422.2011.589898.

Wang, Y., Sun, S., Li, F., Cao, X., Sun, R. (2018).
Production of wvanillin from lignin: the
relationship between B-O-4 linkages and vanillin
vield. Ind Crops Prod, 116: 116-121, dot:
10.1016/j.indcrop.2018.02.043.

Wangrangsimagul, N., Klinsakul, K., Vangnai,
A.S., Wongkongkatep, J., Inprakhon, P., Honda,
K., Ohtake, H., Kato, J., Pongtharangkul, T.
(2012). Bioproduction of vanillin using an organic
solvent-tolerant Brevibacillus agri 13. Appl Microbiol
Biotechnol, 93: 555-563, doi: 10.1007/s00253-011-
3510-1.

Wilde, A.S., Frandsen, H.L., Fromberg, A,
Smedsgaard, J., Greule, M. (2019). Isotopic
characterization of vanillin ex glucose by GC-



izodjenolden dogal vanilin Gretimi

IRMS - new challenge for natural vanilla flavour
authentication? Food Control, 106: 106735, doi:
10.1016/j.foodcont.2019.106735.

Wongtanyawat, N., TLusanandana, P,
Khwanjaisakun, N., Kongpanna, P., Phromprasit,
I Simasatitkul, L.,  Amornraksa, S.,
Assabumrungrat, S. (2018). Comparison of
different kraft lignin-based vanillin production
processes. Comput Chem Eng, 117: 159-170, doi:
10.1016/j.compchemeng.2018.05.020.

Yamada, M., Okada, Y., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2007). Biotransformation of isoeugenol to
vanillin by Psendomonas putida 1E27 cells. Appl
Microbiol — Biotechnol,  73:  1025-1030,  doi:
10.1007/s00253-006-0569-1.

Yamada, M., Okada, Y., Yoshida, T., Nagasawa,
T. (2008). Vanillin production using Escherichia
coli cells over-expressing isoeugenol
monooxygenase of Pseudomonas putida. Biotechnol
Lett, 30: 665-670, doi: 10.1007/510529-007-9602-
4.

Yan, L., Chen, P., Zhang, S., Li, S., Yan, X., Wang,
N., Liang, N., Li, H. (2016). Biotransformation of
ferulic acid to wvanillin in packed bed-stirred
fermentors. S Rep,  6: 1-12,  doi:
10.1038/step34644.

Zhang, Y., Xu, P., Han, S., Yan, H., Ma, C. (2000).
Metabolism of isoeugenol via isoeugenol-diol by
a newly isolated strain of Bacillus subtilis HS8. App!
Microbiol  Biotechnol,  73: 771-779,  doi:
10.1007/500253-006-0544-x.

Zhao, L., Xie, Y., Chen, L., Xuefeng, X., Zhao,
CX, Cheng, F. (2018). Efficient
biotransformation of isoeugenol to vanillin in
recombinant strains of Escherichia coli by using
engineered isoeugenol monooxygenase and sol-
gel chitosan membrane. Process Biochens, 71: 76-81,
doi: 10.1016/j.procbio.2018.05.013.

Zhao, L.Q., Sun, Z.H., Zheng, P., He, ].Y. (20006).
Biotransformation of isoeugenol to vanillin by
Bacillus fusiformis CGMCC1347 with the addition
of resin HD-8. Process Biochems, 41: 1673-1676, doi:
10.1016/j.procbio.2006.02.007.

Zhao, L.Q., Sun, Z.H., Zheng, P., Zhu, L.L.
(2005). Biotransformation of isoeugenol to
vanillin by a novel strain of Bacillus fusiformis.
Biotechnol — Let?, 27: 1505-1509, doi:
10.1007/510529-005-1466-x.

19



20

Research / Arastirma
GIDA (2020) 45 (1): 20-30
doi: 10.15237/¢gida.GD19139

DETERMINATION OF PHYSICOCHEMICAL AND SENSORY PROPERTIES
OF KOMBUCHA BEVERAGE PREPARED WITH SAFFRON

Senem Suna', Kiibra Ciftgi', Canan Ece Tamer*
'Bursa Uludag University, Faculty of Agticulture, Department of Food Engineering, Bursa, Turkey

Received | Gelis: 29.10.2019; Accepted / Kabul: 09.12.2019; Published online / Online bask:: 27.12.2019

Suna, 8., Ciftei, K., Tamer, C.E. (2020). Determination of physicochemical and sensory properties of Rombucha beverage
prepared with saffron. GIDA (2020) 45 (1): 20-30 doi: 10.15237/ gida. GD19139

Suna, S., Cift¢i, K., Tamer, C.E. (2020).Safran kullanilarak hazirlanan kombucha iceceginin
fizikokimyasal ve duyusal Ozelliklerinin = belirlenmesi. GIDA  (2020) 45 (1): 20-30 doi:
10.15237/¢ida.GD19139

ABSTRACT

This research aimed to explore the impacts of saffron extract (SE) on composition and sensorial features of
kombucha beverage prepared with green tea (GT). For this point, SE was added to GT infusion then
fermented at 2812 °C (120 h). Total acidity of samples prepared with GT (control) and saffron extract added
kombucha (SEK) reached to 3.96 and 4.02 g/L, respectively at the end of the fermentation. Total phenolic
content (TPC) and total antioxidant capacity (TAC) of the beverages raised in proportion to uncultivated
samples. The current findings demonstrated that SE addition to GT infusion resulted with an increment in
TPC and TAC. At the end of the fermentation, increase of TPC in control and SEK were determined as
73.51% and 43.85%, respectively. The results revealed that SE addition to GT for kombucha fermentation
provided enhanced nutritional properties as well as improving functional and sensorial attributes of the
beverage.

Keywords: Kombucha, saffron, fermentation, antioxidant capacity

SAFRAN KULLANILARAK HAZIRLANAN KOMBUCHA ICECEGININ
FiZIKOKIMYASAL VE DUYUSAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

oz

Bu calisgmada safran ckstakti (SE) kullaniminin, yesil ¢ay (YC) ile hazirlanan kombucha igeceginin
bilesimi ve duyusal dzellikleri tizerine olan etkilerinin aragtirilmasi amaclanmistir. Bu amacla SE, YC
infizyonuna eklenmis ve 28%2 °C'de (120 saat) fermente edilmistir. YC ile hazirlanmis (kontrol) ve
SE ilave edilmis kombucha 6rneklerinin toplam asitlik degerleri fermentasyon sonunda sirastyla 3.96
ve 4.02 g/1 ye ulasmustir. Iceceklerin toplam fenolik madde icerigi (TFM) ve toplam antioksidan
kapasite degerlerinde (TAK), kiiltiir icermeyen 6rneklere gore artis gérilmustiir. Mevcut bulgular, YC
infiizyonuna SE ilavesinin, TFM ve TAK degerlerinde artts meydana getirdigini gostermistir.
Fermentasyon sonunda YC ile hazirlanan ve SE ilave edilen kombucha drneklerindeki TFM artist
sirastyla %73.51 ve %43.85 olarak belirlenmistir.  Bu calismaya ait sonuglar, kombucha
fermentasyonunda kullanilan yesil ¢aya safran ektrakti eklenmesi ile, icecegin fonksiyonel ve duyusal
Ozelliklerinin iyilestirilmesinin yant sira, besleyici 6zelliklerinin gelistirildigini ortaya koymustur.
Anahtar kelimeler: Kombucha, safran, fermentasyon, antioksidan kapasite
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Kombucha beverage

INTRODUCTION

Customers awareness to consume food products
which support the maintenance of a good health
and wellness and also prevent the risk of several
illnesses through their bioactive components has
been substantially increased. This demand had led
to the development of functional foods as a major
sector in the food market (Salmerdn et al., 2015;
Mousavi and Mousavi, 2019). Functional
beverages are the most rapidly growing segment
with strong consumer demand. Therefore, many
studies have concentrated on the potential
utilization of health promoting ingredients for
functional beverages (Marete et al., 2011).

Kombucha is a very popular, non-alcoholic
[<0.5% (v/v)], fermented functional drink
consumed worldwide due to many health benefits
(i.e. antimicrobial, antioxidant, antidiabetic, and
anticancer) (Marsh et al.,, 2014a; Chakravorty et
al,, 2019). The sweetened black or green tea and a
mixed culture known as SCOBY (Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast) including acetic
acid bacteria and yeast species from the genus
Acetobacter, Gluconobacter, Saccharomyces, Torulopsis,
Pichia, Brettanomyces, and Zygosaccharomyces are used
for kombucha production (Marsh et al., 2014b).
Firstly, the yeasts convert the carbon sources to
ethyl alcohol, which is subsequently converted to
organic acids by the bacteria (Jayabalan et al.,
2014). In traditional process, during fermentation,
a layer of bio-cellulose pellicule segment is
formed. Kombucha has high antioxidant capacity
that have been associated with prevention of
cancer, supporting of the immune system,
improvement of joint theumatism (Jayabalan et
al., 2014, Srihari et al. 2013 a, Deghrigue et al.
2013; Shenoy et al. 2019). Jasmine tea, lemon
balm tea, peppermint tea, mulberry tea, echinacea
tea and winter savory tea can be used for
kombucha production (Velicanski et al., 2007;
Cvetkovi¢, 2008; Jayabalan et al, 2014).
Motreover, these herbs can be wused in
combination with black or green tea for
fermentation. All of these ingredients include
many phytochemicals, provide the preferred
antioxidant and antimicrobial activity and may
prevent diseases related with oxidative stress

(Cetkovié¢ et al., 2007; Velicanski et al., 2014;
HEssawet et al., 2015).

The aim of this study was to reveal the possibility
of using saffron as an ingredient with high
phytochemical content for kombucha preparation
to improve nutritional value, functional and
sensory properties of the beverage.

Saffron (Crocus sativus L.) is one of the valuble
herbs widely cultivated in India, Iran, Turkey,
Morocco, Spain, Italy, France and Greece
(Pasayeva and Tekiner, 2014; Azarabadi and
Ozdemir, 2018). It is widely used as a a food
colouring and flavouring spice, preservative and
also utilized in cosmetics, textile, and medical
applications (Rahaiee et al, 2015; Bathaie and
Mousavi, 2010; Azarabadi and Ozdemir, 2018).

The main bioactive compounds of saffron are
crocin, picrocrocin and flavonoids (Termentzi
and Kokkalou, 2008) presenting many health
benefical features into the food and beverages
(Urbani et al, 2016). It also contains
carbohydrates, mucilage, starch, gums, proteins,
amino acids, fats, anthocyanins, fiber, vitamins
(B1 and B2), minerals, alkaloids, saponins,
safranal and picrocrocin together with other
chemical compounds (Negbi, 1997; Melnyk et al.,
2010; Shahi et al., 2016; Serrano-Diaz et al., 2013;
Alavizadeh et al., 2014). Azarabadi and Ozdemir
(2018) analysed volatile compounds in saffron
samples and found acetic acid, 2-(5H)-furanone,
isophorone, 4-ketoisophorone, 2,6,6-trimethyl-
1,4-cyclohexanedione, eucarvone and safranal as
significant compounds.

Novel researches have focused on the
antioxidant, antidepressant, anticancet,
neuroprotective, and cardioprotective effects of
bioactives of saffron (Hosseinzadeh et al., 2009;
Ghasemi et al., 2015; Ashrafi et al., 2015; Aung et
al., 2007; Mehri et al., 2012; Goyal et al., 2010).
The reseach of Akbari- Fakhrabadi et al. (2019)
indicated that saffron improved mitochondrial
biogenesis, reduced oxidative stress,
inflammation, and modulated  metabolic
biomarkers in exercised rats. Several researches
have reported that saffron has also
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antiinflammatory,  cytotoxic, anticonvulsant,
antihypertensive, antitussive, aphrodisiac and
immunomodulating  effects (Pasayeva and

Tekiner, 2014). Melnyk et al. (2010) reported that
gastric disorders, cardiovascular disease, insulin
resistance, premenstrual syndrome, depression,
insomnia and anxiety are alleviated or prevented
by saffron constituents. To the best of our
knowledge, this was the first study related to the
use of saffron in kombucha production.

MATERIALS AND METHODS

Green tea (Camellia sinensis) and sucrose were
purchased from a local market in Bursa. Saffron
stigmas harvested in 2018 was also purchased
from Karatas Tic. in Safranbolu, Karabuk,
Turkey.

Preparation of kombucha

Preparation of sweetened green tea was shown in
Figure 1. Firstly, 70 g of sucrose were dissolved in
Figure 1

900 mL of water and pasteurized at 98 °C for 15
min. Then, 8 g of green tea (ready to use tea bags)
was infused with this water at 95 °C for 12 min
and then filtered. Saffron was extracted according
to the previous literature, in which a new saffron-
based probiotic beverage was produced (Dabbagh
Moghaddam et al.,, 2018). 1 g of dried saffron
stigmas poured into 100 mL distilled water and
stirred at 300 rpm overnight at room temperature.
According to the results of preliminary tests,
saffron extract was added as 10% (v/v) to cooled
green tea infusion then inoculated with kombucha
culture [10% (v/v)]. Kombucha culture used
[10% (v/v)] in this study, was fermentation liquid
of kombucha obtained after 2 weeks of
fermentation (2812 °C) on green tea infusion (10
g/L) sweetened with sucrose (70 g/L).
Fermentation monitored at 28%2 °C. The green
tea kombucha beverage was analyzed as the
control sample.

[ Water (900 mL) + Sucrose (70 g) ]

Pasteurization
(98 °C / 15 min)

[ Infusion (95 °C/12 min) ]

[ Green tea leaves (8 g/L) J

k-]

Filtration

[ Saffron extract [10% (v/v)] ]

Cooling to room
temperature

Kombucha culture [10%
(viv)]

Fermentation (28%2 °C)

I

[

Filtration ]

s

[ Storage at 4 °C ]

Figure 1. Kombucha beverage production



Kombucha beverage

ANALYSES

Determination of
chemical properties
Total acidity analysis were conducted with the
potentiometric method, in which the samples
were titrated with 0.1 N NaOH to pH 8.1 and the
results were expressed as g/L acetic acid.
(Cemeroglu, 2007). The pH was analyzed by a
digital pH meter (Mettler Toledo Sevencompact
pH/Ion pH meter, Canada). For colout analysis,
Konica Minolta Chroma Meter, CR-5 (Japan) was
used and L*, a*, b* chroma (C*) and hue (h°)
values were measured. L*, a* b* values were

some physical and

displayed as lightness/darkness,
redness/greenness, and yellowness/blueness
respectively. Chroma indicated the colour

intensity and it changes from 0 (completely
unsaturated) to 100 or more (pure colour) while
hue value reflects the tone and is represented by
the angles in red, yellow, green, and blue colour
(Bakker et al., 1980).

Extraction of Samples

Samples were extracted in accordance with the
procedure of Vitali et al. (2009). 2 mL of sample
was mixed with 20 ml extraction solution
including HCl /methanol/water (1:80:10, v/v)
and then shaken in a water bath at 250 rpm for 2
h at 20 °C. Right after, centrifugation was applied
to the mixture at 3500 rpm for 10 min at 20 °C
then they were stored at —20 °C until analyzed.
Total Phenolic Content and Total
Antioxidant Capacity Analyses

Previously prepared extracts (according to Vitali
et. al.,, 2009) were used for the determination of
total phenolic content (TPC) and total antioxidant
capacity (TAC). Shimadzu (UV  1208)
spectrophotometer (Japan) was used for TPC and
TAC analyses and all trials were performed in
triplicate. TPC was determined according to
Folin—Ciocalteu FC) spectrophotometric
method (Spanos and Wrolstad, 1990). Gallic acid
was used for the calibration of the standard curve
(R2=0.9835). 0.2/2.3/0.15 mL of extract/distilled
water/ FC were added respectively and vortexed
for 15 s. After the addition of 0.3 mL NaxCOs3
(35%) solution, the test tubes stayed at the dark
for 2 h. Absorbance was measured at 725 nm and

the result was calculated as “mg gallic acid
equivalent (GAE)/100 ml. total soluble solid
(tss). Total antioxidant capacity was determined
with  DPPH  (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant
capacity) and FRAP (Ferric reducing antioxidant
power) assays respectively. Trolox were used as
the standard for the calibration curve in TAC
analyses and determined as R2 = 0.9929, R2 =
0.9987 and R2 = 0.9993 for DPPH, CUPRAC and
FRAP methods respectively. All of the TAC
results were expressed as umol trolox/mL tss. For
the DPPH assay, 0.1 mL extract was mixed with
3.9 mL DPPH radical (6x10-5 M) and vortexed for
30 s. Test tubes were stayed in dark at room
temperature for 30 min to let the reaction occur
and then the absorbance was measured at 515 nm
(Katalinic et al. 2000). In CUPRAC method,
CuCl: (1X1072 M), neocuproine (7.5X1073 M) and
ammonium acetate (IM) were mixed for the
preparation of CUPRAC. 0.1 mL of extract, 0.9
ml distilled water and 3 mL. CUPRAC were
mixed and the final absorbance was measured at
450 nm after 30 min (Apak et al., 2008). In FRAP
assay, 3 mL of daily prepared FRAP reagent was
added to 0.3 mL of distilled water and 0.1 mL of
the extract. FRAP was prepared with the mixture
of 25 mL of 0.3 mol/L acetate buffer (pH 3.6),
2.5 mIL 20 mmol/L FeCl; x 6H,O and 2.5 mIL 10
mmol/L TPTZ solution in mmol/L HCI. The
test samples and FRAP solution were incubated
at 37 °C for 30 min. Afterwards, absorbance was
measured at 595 nm (Benzie and Strain, 1990).

Sensory analysis

Sensory analysis was completed at 0, 1 and 3
storage days. Colour, odour, appearance,
sweetness, sourness and overall acceptability of
the samples were evaluated. A nine-point hedonic
scale test differing from “like extremely (9)” to
“dislike extremely (1)” was used for these quality
criterias (Altug and Elmact, 2011). Ten panellists
scored the beverages coded with three digit
random numbers.

Statistical analysis

Statistical evaluation was conducted using JMP
software package version 8.0 (SAS Institute Inc.
NC, 27513). As the significant differences were
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determined (P <0.05), the least significant
difference (LSD) test was used in defining the
differences among means in three replications
(Granato et al., 2014).

RESULTS AND DISCUSSION

pH and Total Acidity

pH and total acidity values of samples were given
in Table 1. Samples were analyzed for their
physicochemical properties during 120 hours of
fermentation. The pH got a dramatic decline.
Total acidity of kombuchas prepared with green
tea (control) and saffron extract added kombucha

reached to 3.96 g/L and 4.02 g/L, respectively at
the end of the 5th days of fermentation. All
samples were accepted ready for consumption
with these acidities and then stored at 4 °C for 3
days. Depending on the organic acid production,
pH of kombucha beverages decreased. During
storage, decrease in pH continued. Similar pH
values were determined when kombucha
beverages were prepared with thyme, lemon balm,
peppermint and sage (Velicanski et al., 2013). The
pH values of red and black goji berry kombucha
beverages were monitored as 3.23 and 3.37,
respectively (Abuduaibifu and Tamer, 2019).

Table 1. pH and total acidity of kombucha samples

Samples* Total acidity (g/L)
(as acetic acid)
GTI 7.24%1.53b 0.2710.00m
GTSI 7.40£1.60¢ 0.26£0.00m
Gl 4.6010.07¢ 0.36£0.00%
SK1 4.60£0.05¢ 0.34£0.004
G2 4.49£0.02de 0.74£0.01!
SK2 4.51140.074 0.60£0.00/
G3 4.45£0.22¢F 1.10£0.01h
SK3 4.41£0.21f 1.2110.008
G4 4.07£0.168 2.3020.00f
SK4 4.0410.17s 2.64£0.00¢
G5 3.81£0.02hi 3.9610.01»
SK5 3.7420.04 4.0220.01»
GS1 3.84+0.03h 3.60£0.00¢
SKS1 3.79£0.021 3.87£0.00P
GS3 3.81£0.06h 3.4820.004
SKS3 3.70£0.01] 3.59£0.00¢

Different letters in the same column are significantly different (P<0.05).

Samples*:

GTI: Sweetened green tea infusion

GTSI: Sweetened green tea and saffron extract added infusion

G1: 24 h fermented green tea kombucha

SK1: 24 h fermented saffron extract added kombucha
G2: 48 h fermented green tea kombucha

SK2: 48 h fermented saffron extract added kombucha
G3: 72 h fermented green tea kombucha

SK3: 72h fermented saffron extract added kombucha
G4: 96 h fermented green tea kombucha

SK4: 96 h fermented saffron extract added kombucha
G5: 120 h fermented green tea kombucha

SK5: 120 h fermented saffron extract added kombucha
GS1: 24 h stored green tea kombucha

SKS1: 24 h stored saffron extract added kombucha
GS3: 72 h stored green tea kombucha

SKS3: 72 h stored saffron extract added kombucha
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Colour analyses

Table 2 represented the colour values of the
samples. As visual attribute of beverages, colour
is an important for quality and acceptability
(Ulusoy and Tamer, 2019). As shown in Table 2,
there were significantly different changes (P
<0.05) in L*, a*, b* chroma and hue values of
kombucha beverages. While saffron extract
addition to green tea infusion decreased L* and
hue values, it caused an increase of a*, b* and
chroma values. Saffron is able to present a yellow
to red range of colours, related with the utilized
amount of saffron (Bathaie and Mousavi, 2010).

The effect of pH, temperature, light, and oxygen
on the stability in water extracts of pigments of
saffron was previously determined (T'simidou and
Tsatsaroni, 1993). During fermentation and
storage, L* values of both green tea kombucha
and saffron extract added kombucha increased.
Ayed et al. (2017) reported that the change of
colour values due to chemical modifications of
the  phenolics and  carotenoids  duting
fermentation and storage. Watawana et al. (2018)
indicated that microbial transformation of
polyphenols causes the colour decrease in
kombucha beverages.

Table 2. Colour values of the samples

Samples* L a’ b* Chroma (C") Hue (h°)

GTI 85.03+0.01F 2.80£0.16' 37.15+0.04> 37.30£0.04c  87.36%3.042
GTSI 75.27£0.01m 20.04£1.914 91.64£0.36* 91.77£1.284 82.07+2.71¢
Gl 89.32£0.002 -0.38+0.22n 28.68%7.394 24.42%0.01! 89.71£2.04
SK1 78.27+0.01h 17.07£1.30h 94.86£0.222 95.92£0.04¢ 81.87%0.58¢
G2 85.62%+0.01¢ 1.43%0.50i 33.33£7.70bd 37.84£0.02¢  87.77%0.67*
SK2 77.30%0.02i 19.05£1.24f 94.55%0.64 96.62%0.04> 81.5240.58¢
G3 86.391+1.13d 0.84+£0.25% 35.16+2.32b¢ 33.83+£0.01f  88.80£0.39
SK3 78.79140.02¢ 17.26£1.47¢ 95.36+0.362 96.74%0.01> 81.78%0.64¢
G4 88.07£0.03b 0.3910.02! 31.93%1.63¢ 30.9940.01s  89.2840.13qb
SK4 77.72£0.00! 19.84£0.52¢ 95.71£0.13¢ 97.48+0.35¢ 80.88+0.25¢
G5 87.9520.00° 0.36%0.08! 30.6220.03¢ 30.41+0.05s  89.06%0.442>
SK5 77.0210.025 20.76%0.59¢ 95.45%0.262 97.04£0.06®>  80.43%+0.28¢
GS1 86.9210.06¢ 0.86£0.39% 32.69£2.03bcd 33.87£0.01f  88.90£0.63
SKS1 76.6620.05k 21.83%+0.372 95.19%0.922 96.98+0.07>  80.15%+0.11¢
GS3 88.15%0.01b 0.18%0.04™ 30.24%3.134 28.4210.03h 806.58%3.26"
SKS3 76.00£0.04! 21.22%0.01> 94.74£0.79- 95.73£0.02¢ 80.28+0.01¢

Different letters in the same column are significantly different (P<0.05).

Samples*:

GTI: Sweetened green tea infusion

GTSI: Sweetened green tea and saffron extract added infusion
G1: 24 h fermented green tea kombucha

SK1: 24 h fermented saffron extract added kombucha
G2: 48 h fermented green tea kombucha

SK2: 48 h fermented saffron extract added kombucha
G3: 72 h fermented green tea kombucha

SK3: 72h fermented saffron extract added kombucha
G4: 96 h fermented green tea kombucha

SK4: 96 h fermented saffron extract added kombucha
G5: 120 h fermented green tea kombucha

SK5: 120 h fermented saffron extract added kombucha
GS1: 24 h stored green tea kombucha

SKS1: 24 h stored saffron extract added kombucha
GS3: 72 h stored green tea kombucha

SKS3: 72 h stored saffron extract added kombucha
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Total Phenolic Content and Total
Antioxidant Capacity

TPC and TAC results of kombucha samples were
given in Table 3. The current findings indicated
that saffron extract addition to green tea infusion
caused a 33% increase of total phenolics. After 24
h fermentation increase of total phenolics in green
tea kombucha and saffron extract added
kombucha were determined as 37.96% and
20.57%, respectively. However, at the end of the
5 days fermentation, this increment was
monitored as 73.51% and 43.85% for green tea

kombucha and saffron extract added kombucha,

respectively. The highest total phenolic content
was determined in the saffron extract added
kombucha sample which was stored at 4 °C for 3
days. Gismondi et al. (2012) determined the total
phenolics of Italian saffron as 53.52+ 1.75 ug
GAE/mg dry weight (DW). Their result was
higher than that reported by Rikabad et al. (2019)
for Iran saffron (48.08 £ 2.25mg GAE/g DW).
Karimi et al. (2010) also reported the total
phenolic content of methanolic extract of saffron
as 6.5 mg GAE/g DW.

Table 3. Changes of total phenolic content and total antioxidant capacity of kombucha samples

Samples* Total Phenolic Content DPPH

CUPRAC FRAP

(mg GAE** /100 mL tss***) (umol trolox/mL tss) (umol trolox/ mL tss) (umol trolox/ mL tss)

GTI 1923.814£89.528 171.94£11.37% 285.26144.410 303.44+70.37f
GTSI 2558.72+383.65f 196.921.8.22¢de 382.02+51.33¢ 369.78+40.11f
G1 2654.05+588.27¢f 189.5217.43def 364.861+33.99s 386.02+74.43f
SK1 3085.03£630.144¢ 234.25+4.96* 528.881+50.59bcd 591.81113.304de
G2 2960.41£138.36def 157.76£6.838 478.33118.75d 629.85+97.72¢cde
SK2 3370.60£585.963b<d 211.37£24.97b¢ 531.09£58.61bcd 737.69£93.23b¢
G3 3046.30+129.14d<f 193.81£6.42¢de 416.52117.73f% 718.16+65.42b¢
SK3 3670.80£71.31% 227.73£9.94 578.29£15.69* 738.51£69.37b¢
G4 3215.50£215.48bcd 179.87+4.46¢f 462.23119.79¢¢ 723.64£44.65b¢
SK4 3727.35+48.55 245.64+12.622 504.86+27.69<de 867.82£46.922
G5 3338.09+110.992bcd 202.25£9.66< 487.65110.10<de 696.78£52.98bcd
SK5 3680.691125.72 237.38%+3.102 632.12+37.012 740.56£90.37b¢
GS1 3156.19£251.31cde 207.96£16.27b<d 545.701+16.47b¢ 774.52+27.012b
SKS1 3653.24+121.774b¢ 188.13113.92def 545.511+31.97b¢ 575.82199.50¢
GS3 3243.80+28.622bcd 149.01+24.20" 490.69£50.49<de 573.631£90.57¢
SKS3 3738.19+95.58 200.91£7.68< 521.69125.32bcd 544.39%30.62¢

Different letters in the same column are significantly different (P <0.05).

Samples*:

GTI: Sweetened green tea infusion

GTSI: Sweetened green tea and saffron extract added infusion

G1: 24 h fermented green tea kombucha

SK1: 24 h fermented saffron extract added kombucha
G2: 48 h fermented green tea kombucha

SK2: 48 h fermented saffron extract added kombucha
G3: 72 h fermented green tea kombucha

SK3: 72h fermented saffron extract added kombucha
G4: 96 h fermented green tea kombucha

SK4: 96 h fermented saffron extract added kombucha
G5: 120 h fermented green tea kombucha

SK5: 120 h fermented saffron extract added kombucha
GS1: 24 h stored green tea kombucha

SKS1: 24 h stored saffron extract added kombucha
GS3: 72 h stored green tea kombucha

SKS3: 72 h stored saffron extract added kombucha

**: GAE: gallic acid equivalent, ***tss: total soluble solids


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019303425?via%3Dihub#bib0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019303425?via%3Dihub#bib0160
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After 5 days of fermentation, TAC results
determined by the DPPH (17.63%), CUPRAC
(70.95%) and FRAP (129.63%) assays of green tea
kombucha were significantly increased (P <0.05).
Saffron extract addition significantly increased
TAC determined by all assays. After 120 h
fermentation of saffron extract added sample,
TAC values (DPPH, CUPRAC and FRAP) were
increased as 20.55%, 65.47% and 100.27%,
respectively. Finally, at the end of the kombucha
fermentation, DPPH (17.37%), CUPRAC
(29.63%) and FRAP (6.28%) values of saffron
extract added samples were found higher when
compared to control. However, after 3 days of
storage, except CUPRAC value of green tea
kombucha, total antioxidant capacity of the
samples reduced. In a previous study, it was also
reported that saffron methanol extract solution

exhibited high antioxidant activity (DPPH) above
2000 ppm (Assimopoulou et al., 2005).

Sensory evaluation

Table 4 displayed the sensory evaluation of
kombucha samples. In light of colour and
appearance, saffron extract added kombucha
samples attained higher scores than green tea
kombucha. When odour scores of green tea
kombucha and saffron extract added kombucha
compared, no statistically significant difference
were found between each storage day (P >0.05).
Sourness scores of both samples fell during
storage. Although sweetness score of saffron
extract added kombucha was lower than control
after 5 days fermentation, it was higher than
control during storage. Green tea kombucha
samples attained higher scores by panelists in case
of overall acceptability.

Table 4. Sensorial properties of kombucha beverages

Samples* Colour Odour Appearance  Sweetness Sourness Overall
acceptability

G5 8.00+0.70>  7.80£0.44*  8.40+0.54®>  9.40+0.89:  8.60£0.54*  8.20+0.442
SK5 9.40£0.89:  7.40%0.54>  9.00£0.70»  8.20£0.83bc  7.20£0.44>  7.40%+0.54>
GS1 0.60£0.54c  6.80£0.83bc  7.60£0.54><  8.00£0.70b¢  7.00£0.70>  7.40%0.54>
SKS1 8.80+1.09®>  6.40+0.54c  8.60£0.89*  8.40£0.89>  6.00+0.70c  7.00+0.70>
GS3 0.00£0.70c  6.40+0.54c  6.40+0.544  7.20+0.83¢  5.80£0.83¢  6.60£0.54¢
SKS3 8.80£0.83>  6.20+0.44c  7.40%1.10c  7.40%£0.89> 520%0.44c  6.40%0.54¢

Different letters in the same column are significantly different (P<0.05).

Samples*:
G5: 120 h fermented green tea kombucha

GTSK5: 120 h fermented saffron extract added kombucha

GS1: 24 h stored green tea kombucha
SKS1: 24 h stored saffron extract added kombucha
GS3: 72 h stored green tea kombucha
SKS3: 72 h stored saffron extract added kombucha

CONCLUSION

Generally, in the view of current results, it can be
concluded  that kombucha  fermentation
significantly increased the nutritional and
functional characteristics of the beverages. TPC
and TAC values of the kombucha beverages
raised in comparison to their infusions. The
results of several studies reflect the high
nutritional value and antioxidant properties of
saffron. Considering the health benefits, saffron
is a promising ingredient for functional foods,
drinks and kombucha analogs.
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ABSTRACT

The purpose of the current study was to investigate the biogenic amine production of lactic acid bacteria
(LAB) strains (Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus paraplantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactococcus raffinolactis, Pediococcns pentosacens and Lenconostoc mesenteroides) which in
fermented foodstuff. Biogenic amine production of LAB strains was monitored in histidine decarboxylase
broth using HPLC method. Significant differences were observed on ammonia (AMN) and biogenic amines
accumulation among LAB strains (p<<0.05). Although P. acidilactici produced lesser AMN than other LAB, it
was observed that all LAB strains produced high amount of AMN. LAB strains produced all amines in
amounts between 1.48 and 1187.50 mg/L. Histamine production by LAB was in range from 17.20 mg/L
by P. acidilactici to 126.26 mg/L by Lb. fermentum. The lowest tyramine concentration was obsetved by P.
acidilactici with value of 14.66 mg/L whilst the highest tyramine production was found by L. raffinolactis with
value of 64.43 mg/L.

Keywords: biogenic amine, lactic acid bacteria, histamine, tyramine

BAZI LAKTIK ASIT BAKTERI UYELERININ HiSTIDIN DEKARBOKSILAZ
SIVISINDA BIYOJEN AMIN URETIMLERI

oz

Bu calismada fermente gida trtinlerinden izole edilen yedi laktik asit bakteri tirtintin (Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus fermentum,
Lactococens  raffinolactis, Pediococcus  pentosacens ve Lenconostoc  mesenteroides) biyojen amin Uretimi
arastirilmistir. LAB tyelerinin, histidin dekarboksilaz sivisinda biyojen amin tretimleri HPLC yontemi
kullanilarak belirlenmistir. LAB tiyeleri arasinda amonyak (AMN) ve biyojen amin tretimi bakimindan
istatistiksel farkhiliklar gozlenmistir (p<<0.05). P. acidilactici diger LAB’lardan daha az amonyak
Uretmesine ragmen bitiin LAB suslarinin yitksek miktarda biyojen amin trettigi gbzlenmistir. LAB
suslari butiin aminleri 1.48 ila 1187.50 mg/L arasinda cesitli miktarlarda tiretmistir. En digtik histamin
uretimi 17.20 mg/L ile P. acidilactici tarafindan uretilirken en yuksek histamin tGretimi 126.26 mg/L ile
Lb. fermentum tarafindan gerceklesmistir. En dustk tiramin konsantrasyonu 14.66 mg/L ile P.
acidilactici bakterisinde belitlenitken en yiksek tiramin Uretimi 64.43 mg/L ile L. raffinolactis
bakterisinde gdzlenmistir.

Anahtar kelimeler: biyojen amin, laktik asit bakterileri, histamin, tiramin
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INTRODUCTION

The consumption of foods with high quantities of
biogenic amines especially histamine and tyramine
can be implicated in various pharmacological
reactions or demonstrate toxicological effect on
the consumer’s health (Spano et al, 2010).
Therefore, the formation of biogenic amines such
as histamine, cadaverine and putrescine in fish is
an important concern for consumers since they
are responsible for histamine poisoning and are
indicator for spoilage of fish (Jorgensen et al.,
2000; Alberto et al.,2002; Kuley et al.,2013).
Histamine, tyramine, putrescine, cadaverine,
tryptamine, agmatine, spermine and spermidine
are the basic biogenic amines found in fish, fish
products and fermented foods such as dairy and
meat products and beverage such as beer and
wine (Visciano et al., 2012).

The interest of the food biotechnology sector and
researchers towards lactic acid bacteria has
increased recently since LAB have the potential to
inhibit disagreeable spoilage and pathogenic
bacterial growth and have an important function
in reducing biogenic amine formation. However,
some species of lactic acid bacteria are able to
convert amino acids into amine containing
compounds called biogenic amines by means of
decarboxylase activity during fermentation
processes of different food products such as
seafood, meat, dairy products, vegetables and
wine (Griswold et al., 2006; Coton et al., 2010;
Ozogul and Hamed 2018). Therefore, lactic acid
bacteria are considered to be the major biogenic
amine producer in fermented foods. Certain lactic
acid bacteria strains produce histamine due to
their capacity to own the histidine decarboxylase
gene (Landete et al., 2005; Lucas et al., 2005;
Kuley et al., 2013; Gezginc et al., 2013). Tyramine
is also the most widely detected biogenic amine in
cheese and fermented meat product. LAB strains
such as  Eunterococcns  and  Lactobacillus — are
responsible for the tyramine accumulation in
these products. In particular, Enferococcus faecalis,
Enterococcns faecium, and Enterococcus  durans are
regarded as main tyramine-producer (Russo et al.,
2010). Some LAB strains e.g. Lactobacillus
Sfermentum, and Lactobacillus paracasei isolated from
meat, cheese and sausage are able to accumulate

putrescine (Wunderlichova et al., 2014; Ozogul
and Hamed, 2018). Several LAB strains are
commonly used as starter culture in fermented
food products. They are used in foodstuff
because of their inhibitory constituents against
fish spoilage and food borne pathogen bacteria
(Galvez et al., 2010).

Biogenic amine accumulations have been
reported in seafood products such as fish salads,
cold-smoked fish, fish paste and fish sauce
(Leuschner and Hammes, 1999; Petaja ez a/., 2000;
Yongsawatdigul ¢z a/., 2004; Jorgensen ez al., 2000;
Gonzalez-Rodriguez et al., 2002; Thapa et al,
2006; Udomsil ez al., 2010; Zhong-Yi ez al., 2010).
Lorencova et al., (2012) reported that most of the
tested LAB isolated from dairy products and beer
demonstrated decarboxylase activity. Thus, it is
important to determine biogenic amine producing
LAB strains in these product due to providing
food safety. The purpose of the current study was
to investigate the biogenic amine production
potential of selected LAB possess of
bioprotective properties in fermented foodstuff.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

The lactic acid bacteria used in this research were
Lb. pentosus, Lb. plantarum, P. acidilactici, Lb.
paraplantarum, Lb. fermentum, L. raffinolactis, P.
pentosacens and Leu. mesenteroides that were isolated
from various fermented foods commercially
available in market. In our previous (unpublished)
study, the LAB strains were identified using
biochemical (AP1 50 CHL) and molecular tests
(polymerase chain reaction; PCR). The food
sources for isolation of lactic acid bacteria were as
tollow; Lb. pentosus and Lb. plantarum from
marinated and smoked fish, P. acidilactici and 1en.
mesenteroides from Turkish traditional cheese, I.A.
paraplantarum from butter, Lb. fermentum from
smoked salmon, L. raffinolactis and P. pentosaceus
from kefir.

Culture Media and Bacterial Extraction for
Biogenic Amine Analysis

Histidine decarboxylase broth (HDB) proposed
by Klausen and Huss (1987) was used to monitor
biogenic amine production of Lactobacillus strains.
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HDB was prepared using 1 g peptone, 0.5 g Lab-
Lemco powder (Oxoid CMO0017, Hampshire,
England), 2.5 g NaCl (Merck 1.06404.1000,
Darmstadt, Germany), 4.01 ¢ L-histidine HCI
(Sigma H8125, Steinheim, Germany) and 2.5 mg
pyridoxal-HClI ~ (Sigma  P9130,  Steinheim,
Germany) in 500 mL distilled water. The pH (5.5-
6.8) were adjusted according to their optimum
growth pH 1 KOH (Riedel-deHaen 06005,
Seelze, Germany) or 6% TCA (Riedel-deHaen
27242, Seelze, Germany). HDB was pipetted in 10
mL microbiologic tube and then autoclaved at
121 °C in 15 min prior to use. After propagation
of Lactobacillus strains, 0.5 ml. of bactetial
cultures (~108 cfu/mL) was removed and put into
10 mL of HDB. Samples were incubated at 30 °C
for 72h. Extraction process and derivatization of
biogenic amines were performed according to the
method of Kuley and Ozogul (2011). For the
extraction, 5 mL of the HDB including LAB
strain was removed to separate microbiologic
tube and then 2 mL of sulphosalicylic acid was
added. They were centrifuged at 3000 g for 10 min
and then filtered through a filter paper (Whatman
GmbH, Dassel, Germany). Afterwards, 4 mlL of
bacterial supernatant was taken to derive from
cach of LAB strains.

Preparation of Standard Amine Solutions for
HPLC Analysis

The biogenic amine standards used in current
study were purchased from Sigma Alderich
(Munich, Germany). The mobile phase consisting
of acetonitrile and HPLC grade water were also
used for amine analysis. Ammonia chloride (296.9
mg), putrescine dihydrochloride (182.9 mg),

cadaverine  dihydrochloride (1714  mg),
spermidine  trihydrochloride  (175.3  mg),
Tryptamine hydrochloride (122.8 mg), 2-
phenylethylamine hydrochloride (130.1 myg),

spermine tetrahydrochloride (172.0 mg), 5-
hydroxytryptamine  (serotonin) (133.9 my),
trimethylamine hydrochloride (161.7 mg), 3-
hydroxytyramine  hydrochloride  (dopamine)
(123.8 mg), agmatine sulphate (175. 4 mg),
tyramine hydrochloride (126.7 mg), and histamine
dihydrochloride (165.7 mg) were dissolved in 10
mL HPLC grade water.

Derivatization Procedure

To increase the reaction with amines, a stock
solution was prepared by dissolving 2% benzoyl
chloride in acetonitrile. Briefly, 100 uLL was taken
(4 mL for extracted bacterial culture) from each
free base standard solution (Sigma Alderich,
Munich, Germany) at 10 mg/ml to derive the
standard amine solution and mixed with 1 mL
sodium hydroxide (2 M). After that 1 mL of 2 %
benzoyl chloride (dissolved in acetonitrile) was
added and the solution was stirred in a vortex
shaker for 1 min. The reaction mixture was left at
ambient temperature to reacted for 5 min and
then centrifuged for 10 min. Afterwards, the
benzoylation was stopped by adding 2 mL of
saturated sodium chloride solution and the
solution extracted twice with 2 mL diethyl ether.
The upper organic layer was transferred into a
clean tube after mixing. Then, the organic layer
was evaporated to dryness in stream of pure
nitrogen (99.9 %, Linde Gas, Adana, Turkey). The
residue was dissolved in 1 ml. of acetonitrile, and
5 uL aliquots were injected into the HPLC.

Analytical Method

The confirmation of biogenic amine production
was carried out using a rapid HPLC method
(Ozogul, 2004) with a reversed-phase column by
using a gradient elution program. For ammonia
and trimethylamine (TMA) analysis, same analytic
method was conducted.

Statistical Analysis

To find the average value and standard deviation,
the data obtained from the three samples for each
treatment was used. The significance of
differences (P<0.05) was determined using
Duncan’s multiple compatison test with SPSS
version 19.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago,
IL. USA).

RESULT AND DISCUSSION

Ammonia and biogenic amine production by
selected LAB isolates in HDB were presented in
Table 1. Significant differences were observed on
ammonia  (AMN) and biogenic  amines
accumulation among LAB strains (p<0.05).
Although P. acidilactici produced lesser AMN than
other LAB strains, it was observed that all LAB
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strains produced high amount of AMN (Table 1).
On the other hand, AMN production of LAB
strains including P. pentosacens, Lb. fermentum, Lb.
paraplantarum, Lb. pentosus and Lb. plantarum were
found to be statistically similar. Similar results
were also obtained by Ozogul et al. (2012) who
reported that LAB strains of Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lb.
plantarnm and Streptoccocns thermophilus produced
high amount of AMN in arginine decarboxylase

broth at level of 2554.86, 2349.01, 1872 and 1079
mg/L. In other study conducted by Arena et al.
(1999), AMN production by Lb. plantarum N8 and
N4 strains in arginine decarboxylase broth was
reported to be over 1070 mg/L. In the current
study, putrescine production of LAB strains
except for Lb. fermentum and Lb. paraplantarum

were detected low concentration in range of
17.80-96.24 mg/1..

Table 1. Ammonia and biogenic amines production (mg/L) of selected LAB strains in histidine
decarboxylase broth (HDB)

Ammonia Lactic Acid Bacteria
jfd.BlOgen P. Len. Lb. L. Lb. Lb. P, L.
mines . . .
pentosacens | mesenteroides | fermentum | paraplantarum | pentosus | plantarum | acidilactici | raffinolactis
AMN 2413.82x | 2067.76>x | 2358.862 235526 | 2376.18 > 2166.46%x 1490.12< 2008.16 bx
(235.32)y (129.20)y (32.27)y (21.97)y 15191y | (7.77) (29.81)y (10.57)y
PUT 63.064 20.40f 887.04 2 801.46b 96.24 ¢ 43.76¢ 17.80f 21.46f
(4.10) (0.50) (18.57) (12.36) (5.65) (2.20) (0.79) (0.70)
CAD 183.9¢ 128.104 131.184 1187.50% 931.24b | 105.34de | 89.82¢ 206.04 ¢
(6.64) (1.72) (8.73) (0.31) (35.18) (4.94) (3.87) (7.58)
SPD 136.46b 20.68¢ 220.22a 133.82b 97.28¢ 136.22° 36.624 30.00 de
(5.006) (0.96) (7.38) (1.44) (3.84) (5.79) (2.29) (1.41)
349¢ c 264.702 98.44b 17.104 494« 3.90¢ c
TRP (1.72) 0.00 (10.77) (43.33) (1.60) (1.32) (0.28) 0.00
140.86¢ 92.28¢ 167.40b 145.72¢ 78.72fF 237.022 123.484
PHEN (2.90) (1.81) (4.24) 0.00 (3.39) (2.09) (1.83) (0.19)
56.62b 119.762 43.20¢
d d d d d
SPN 0.00: 0.00: 0.00: 0.02) 0.00: (152) (1.97) 0.00:
SER 140.484 36.808 348.42¢ 401.80b 414.90= 45.28¢ 35.94s 41.02f
(1.13) (0.84) (1.66) (2.37) (1.41) (1.69) (2.40) (1.21)
75.85¢ 125.80b 207.68% 46.604 11.18¢<f 1.48¢ 21.48¢
TMA (0.07) (9.67) (10.806) 0.00 (1.35) (0.19) (0.04) (0.73)
DOP 312.32b 85.624 85.964 19.98f 86.684 321.262 78.86°¢ 24432 ¢
(0.22) (1.60) (3.90) (1.44) (2.54) (2.40) (2.00) (0.96)
AGM 234902 104.40°P 10.86f 27.62¢ 42984 55.26¢ 21.56¢ 4.46fF
(12.30) (1.24) (0.84) (0.70) (2.51) (0.65) (0.79) (0.14)

Explanation; AMN, ammonia; PUT, putrescine; CAD, cadaverine; SPD, spermidine; TRP, tryptamine; PHEN, 2-Phenyl-
ethylamine; SPN, spermine; SER, serotonin; TMA, trimethylamine; DOP, Dopamine. AGM, agmatine. x: Values represents

mean, y: Values mean standard deviation. The same superscript (a-f) in the same row was not significantly different (P>0.05)
Cadaverine were also produced in various
amounts by the tested all of the LAB strains.
However, the highest cadaverine formation were
observed with values 931.24 and 1187.50 mg/L
by Lb. pentosus and Lb. paraplantarum respectively.
Spermidine, tryptamine, 2-phenyl-ethylamine,

spermine, serotonin, dopamine, agmatine were
also produced all LAB strains in various amounts
ranging from 148 to 414 mg/L. However,
spermine was not produced by P. pentosacens, Len.
mesenteroides, Lb.  fermentum, Lb. pentosus, L.
raffinolactis. In addition, tryptamine was not
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produced by Lew. mesenteroides and L. raffinolactis
(Table 1). Ozogul (2011) found that in HDB,
three LAB strains containing Lactococcus lactic
subsp. eremoris MG 1363), Lactococcus lactic subsp.
lactic (11.1403), Lactobacillus plantarum (F18595)
strains produced putrescine, spermidine, 2-
phenyl-ethylamine, dopamine, agmatine,
tyramine, trimethylamine (TMA), tryptamine and
serotonin.  Similarly, in the present study 2-
phenylethylamine and TMA were not produced
by Lb. paraplantarum. It has been reported that Lex.
mesenteroides, Lb. brevis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
P. pentosacens isolated from fermented Uzicka
sausage displayed very low concentration of
biogenic amines production in vitro. Histamine,
spermine and tyramine formation were observed
with values 12.76-20.42 pg/mlL, 5.54-14.93
ug/mL and 16.39-21.92 ug/ml by vatious
isolates of Lesx. mesenteroides. Lb. brevis produced
histamine and tyramine up to 12.45 and 15.10
wg/mL (Moracanin et al., 2015). Bunkovi et al,
(2009) demonstrated that LAB strains containing
L. Lactis subsp. cremoris, Strep. thermophilus and Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus produced tyramine but
did not produce other biogenic amines such as

spermidine and spermine, which is in no
agreement with this study since all LAB used in
the present study produced these biogenic
amines. In another research conducted by Thapa
et al., (2000), it was reported that none of strains
of Le. lactis subsp. cremoris, Le. lactis subsp. lactis,
Lb. plantarum, Len. mesenteroides and P. pentosacens
isolated from traditionally processed fish
products produced biogenic amines.

In this research, low amount of histamine
production was detected in all of monitored LAB
bacteria. Histamine production by LAB strains
were the lowest by P. acidilactici (17.20 mg/L) and
the highest by Lb. fermentum (126.26 mg/L). P.
acidilactici  and  Leu.  mesenteroides  produced
histamine at very low concentration with value of
17.20 and 47.8 mg/L (Figure 1.). Gezginc et al.
(2013) found that most of 58 isolates of
Streptococcus thermophilus isolated from home-made
natural yogurt formed low amounts of histamine
(1-50 mg/L) from histidine amino acids.
Histamine production by Lb. plantarum strains
grown in MRS broth supplemented with L-
histidine monohydrochloride was also reported as

histamine, putrescine, cadaverine, agmatine,  below the 250 mg/L by Alan et al. (2018).
Histamine
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Figure.1 Histamine production of LAB strains in histidine decarboxylase broth.
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All LAB strains produced not only histamine but
also produce tyramine in HDB. Tyramine
production by LAB strains were range from 14.66
to 64.43 mg/L. The lowest concentration of
tyramine was produced by P. acidilactici with value
of 14.66 mg/L whilst the highest concentration of
that was produced by L. raffinolactis with value of
64.43 mg/L (Figure 2). P. acidilactici produced
particularly low quantities both histamine (17.20
mg/L) and tyramine (14.66 mg/L). Forty-seven
isolates of 8. thermophilus from home-made natural
yogurt were reported to produce tyramine at low

medium  concentration  (101-500 mg/mlL).
Furthermore, most of the S. thermaophiles isolates
were reported to produce low amount of
histamine (1-50 mg/mlL) (Gezginc et al., 2013). It
has been also reported that Lactobacillus casei
(isolated from different fermented food products)
produced high quantities of histamine (1820.9
mg/L) and tyramine (5486.99 mg/L) in MRS
broth enrichment with histidine and tyrosine
amino acids while Lactobacillus delbrueckii (isolated
from different fermented food products)
produced only histamine (459.1 mg/L) in MRS

concentration (1-100 mg/mL), while the other  broth enrichment with histidine (Deepika
ten isolates were reported to produce tyramine at  Priyadarshani et al., 2011).
Tyramine
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Figure 2. Tyramine production of LAB strains in histidine decarboxylase broth
CONCLUSION done to understand their exact antimicrobial

The tresults of current study demonstrated that all
LAB strains tested had the capability to produce
twelve biogenic amines mainly cadaverine,
serotonin, dopamine, agmatine and spermidine in
HDB. They formed histamine and tyramine at
low concentrations, which are the most important
amines for human health. Our results emphasize
the potential use of LAB as a bio-protective agent
in the food industry. Further research should be

mechanism in food system.
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ABSTRACT

The proteins were extracted from de-oiled sunflower seed cake and protein powder was produced using a pilot-
scale spray dryer. Mild-acidic protein extraction and co-extraction of phenolic compounds were employed in
order to obtain protein extracts. A pilot-scale spray dryer was used to convert protein extracts into protein powder.
Micro-spherical particles were obtained having irregular surface properties. The protein powders showed poor
flow behaviour having hausner ratio and angle of tepose values around 1,58 and 49°, respectively. They showed
poor solubility, sufficient emulsifying and oil-binding capacity. Despite their poor solubility, they had moderate
wettability. The denaturation temperature of sunflower protein powder was found around 80 °C from DSC
thermogram. FTIR spectrum was found to be very similar to those of soy protein and milk protein extract
powders reported previously.

Keywords: sunflower protein, protein powder, de-oiled sunflower meal, spray dryer, powder propetrties

PUSKURTMELI KURUTUCU iLE YAGI ALINMIS AYQIQEGI PROTEIN
EKSTRAKTI TOZU URETIMI: FONKSIYONEL OZELLIKLERI VE TOZ
KARAKTERIZASYONU

oz

Bu calismada yagi alinmis aycicegi ¢cekirdegi kiispesinden protein fraksiyonu ekstrakte edilerek pilot 6lgekli
puskirtmeli kurutucu kullanilarak protein tozu tretilmistir. Protein ekstraktlarini elde etmek icin asidik
protein ekstraksiyonu kullanidmistir. Protein ekstrakti ¢ozeltisini protein tozuna dontstirmek i¢in pilot
6lcekli puskirtmeli kurutucu kullanilmistir. Elde edilen protein tozunda diizensiz yiizey 6 zelliklerine sahip
mikro kiresel parcaciklar gbzlemlenmistir. Protein tozlarinin, sirastyla yaklagik olarak 1.58 ve 49 © Hausner
oranina ve durus acisina sahip olduklari ve zayif akis davranist gosterdikleri tespit edilmistir. Protein tozlar
zayif ¢Ozuntrlik, orta seviyede emilsifiye etme ve yag baglama kapasitesi gostermislerdir. Zayif
¢Ozunurliklerine ragmen, orta derecede 1slanabilitlik 6zelliklerine sahip olduklari anlasilmistir. Aycicegi
proteini tozunun denatiirasyon sicakligt, DSC termograminda yaklasik 80 °C olarak belitlenmistir. FTIR
spektrumunun, daha 6nce bildirilen soya proteini ve siit proteini ekstrakti tozlarina ¢ok benzer oldugu
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: aycicegi proteini, protein tozu, yagsiz aygicegi kuspesi, puskirtmeli kurutucu, toz
ozellikleri
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INTRODUCTION

There has been an increase in demand to plant
proteins due to the growing population, changing
consumer preferences and increasing awareness
of their importance for health and nutrition
(Amagliani et al., 2016; Egerton et al., 2018). Soy
and dairy are the main sources of proteins used in
food industry even though proteins derived from
wheat, rice, corn, pea, canola and potato are also
commercially  available. ~ However,  food
processing by-products may have significant
amount of proteins which could be utilized by
food industry due to their nutritional, functional
and technological properties (Pickardt et al.,
2015). After extracting oil from sunflower seeds,
the remaining part is called as cake or meal which
are rich in proteins (Ivanova et al., 2012). Due to
low amounts of antinutritive compounds and no
toxic substances found in these raw materials,
they can be counted as promising sources for
food proteins (Gonzalez-Pérez and Vereijken,
2007).

Sunflower seeds may contain from 1 to 4%
phenolic compounds (Weisz et al., 2009). The
phenolic compounds present in sunflower press-
cakes were reported to be responsible for the dark
colour, bitter taste and astringency (Gonzalez-
Pérez and Vereijken, 2007; Pickardt et al., 2015).
For these attributes, the press-cakes have been
used as low-value animal feed to date (Ivanova et
al., 2012). Sunflower proteins were reported as
comparable to soy and other leguminous proteins
in terms of functional properties and nutritive
value except low lysine content (Gonzalez-Pérez
and Vereijken, 2007). Therefore, removing the
phenolic substances from protein extracts from
de-oiled sunflower press cakes would result in
high quality protein ingredient for the food
industry. The technological functional properties
(i.e. emulsifying capacity, solubility, oil binding
capacity) of sunflower proteins need to be
evaluated in order to better understand their
potential use in food applications and therefore
those properties need to be determined (Romero
etal, 2012).

Proteins are usually produced in powder form at
industrial scale to increase the shelf life and to

preserve the nutritional, organoleptic and
physicochemical properties and spray drying has
been a widely used method for the production of
protein powders due to its low cost and
availability in industrial production (Amagliani et
al., 2016; Khanji et al., 2018; Torres et al., 2017).
The behaviour of food powders such as
flowability is affected by several factors such as
temperature, humidity, particle-patticle
interactions, particle properties, and bulk
properties of powders (Fitzpatrick et al., 2004). It
is crucial to understand, predict and control the
behaviour of powder material to improve the
effectiveness of the processes like storage,
discharge, mixing, rehydration etc. Even though
some of the functional characteristics have been
studied, no information has been found in
literature about particle and powder properties of
sunflower seed cake protein powders.

This study aimed to determine the feasibility of
producing protein powder from de-oiled
sunflower seed cake using a selected isolation
method and a pilot scale spray dryer unit. Some of
the physicochemical, functional, particle and
powder properties of the extracted protein
isolates were investigated in order to elucidate
their suitability to be used in food processing.

MATERIALS AND METHODS

Materials

De-oiled sunflower seed cakes were obtained
from a local oil manufacturing company (Trakya
Birlik, Edirne, Turkey). The cakes were in dry and
ground form (a mix of fine and coarse particles)
containing husks. The cakes were sieved using
laboratory-scale sieve shaker (AS200, Retsch,
Germany) and the size fractions below 500 pm
were used in protein extraction process. Salt was
purchased from a local market. The chemicals
were obtained from Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Germany). The miracloth filter (Calbiochem, 22-
25 um pore size) was purchased from Merck
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and
Styrene-divinylbenzene Copolymer resin (18-
100 mesh size) was purchased from Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Germany).
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Methods

Protein extraction and spray drying

The method given by Pickardt et al. (2015) has
been used with some little modifications to
extract proteins. For this purpose, the de-oiled
cakes were soaked in salt (table salt) solution
containing approximately 2% salt. One kg of cake
was added to 9 L of salt solution (cake to water
ratio was 1:9). The pH of the slurry was adjusted
to 6 by using HCl or NaOH solutions and kept at
room temperature (21 £ 2 °C) for one hour while
stirring at 150 rpm. The liquid part containing
proteins were seperated from precipitated part by
centrifugation (INO HT, Inovia, Istanbul,
Turkey). To remove the phenolic compounds,
Styrene-divinylbenzene resin was added to the
solution (around 50 g per L) and kept at room
temperature for 4 hours while stirring at 150 rpm.
The resins with phenolics adsorbed were
removed by filtering through a miracloth filter.
The solution was kept at 4-6 °C until conducting
the protein recovery procedure.

HCI solution was added to the protein solution
until the pH decreased to 4.0 to precipitate
proteins. Precipitated proteins were seperated by
using a centrifuge (3300 g for 10 min) and the
seperated proteins were washed twice by using
distilled water. The washed protein mass was
mixed with deionized water at a ratio of 1:8 and
the mixture was homogenized wusing a
homogenizer — (WiseTis  HG-15A,  witeg
Labortechnik GmbH, Wertheim, Germany) and
neutralized to pH 7.0 by adding NaOH solution.
The homogenized and neutralized protein
solution was spray-dried using a pilot-scale spray
drying unit (Toption Instruments, TP-S100,
China) equipped with a disc atomizer. The spray
dryer was operated at an inlet temperature of 175
1+ 5 °C and outlet temperature of 80 £ 4 °C.
Atmospheric air was used as the drying gas at a
flow rate of 290 kg/h. The flow rate of the protein
solution was set to 2 L/h (34 mL/min).

Proximate analysis

Ash, moisture and dry matter contents were
determined using AOAC 942.05 and 925.10
standard methods, respectively. The protein and
lipid contents were determined based on total N

content by Kjeldahl method (981.10) and Soxhlet
method (920.39), respectively (AOAC, 2000).

Particle morphology by SEM imaging

For investigation of microstructure and surface
properties of the particles, scanning electron
microscopy experiments (Philips ESEM X130
FEG, Nederlands) were performed. Before
coating with gold (to avoid the charge buildup
under the electron beam), particles were mounted
onto a adhesive tape on a stub. The images of the
particles were captured at different magnifications
(100x to 10000x).

Determination of Angle of repose and
Hausner Ratio values

For evaluation of the flowability of sunflower
seed cake protein powder (SPP), angle of repose
(Fraczek et al, 2007) and Hausner Ratio (HR)
values were determined. To determine the angle
of repose, a steel funnel was used. It was
positioned on a stand and placed at a height of 10
cm over the flat surface of a counter. 5 gram of
SPP sample was poured into the funnel to let it
flow by gravity to form a heap on the counter
surface. An image of cross section of the heap was
captured (Figure 1) and the angle of the triangular
base was measured using an image analysis
software (Image |, open Java source code). The
Hausner Ratio (HR) (Eq. 3) was calculated from
the bulk (o,) and tapped density (o) values
(Hausner, 1967). The flow behaviour of SPP was
evaluated based on the data given in Table 1
(Ermis et al., 2018).

HR= o/ M

Table 1. Evaluation of flowability of powders

Hausner Ratio Angle of repose  Flowability
1.00-1.11 <25° Excellent
1.12-1.18 25-30° Good
1.19-1.25 30-38° Satisfactory
1.26-1.34 38-45° Poor
1.35-1.45 45-55° Very poor
1.46-1.59 >55° Cohesive

Source: (Ermis et al., 2018)
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Figure 1. Angle of repose profile of‘SPP

Determination of the emulsifying properties
The methods given by previous researchers (Sila
et al., 2014; Zhang and Zhao, 2013) were used to
determine emulsion stability index (ESI) and
emulsion activity index (EAI) with slight
modifications. One gram of SPP sample was
dissolved in distilled water (10 mL) to final
concentration of 10% (w/v). SPP solution was
mixed with 5 mL of olive oil and homogenized
for one min at room temperature. 50 pL. of the
emulsion was taken immediately after the
homogenization and 10 min after. The aliquots
were diluted with 0.1% SDS solution (w/v) at a
ratio of 1:100 and mixed for 10 s. The absorbance
was measured using a Shimadzu UV-1280 UV-
VIS spectrophotometer (Shimadzu Co. Ltd.,
Kyoto, Japan) at 500 nm wavelength.

The ESI and EAI were calculated using the
equations given below (Egerton et al., 2018; Sila
et al,, 2014; Zhang and Zhao, 2013):

EAI (m?/g) = (2 x 2.303 x Ag) / (0.25 x protein
weight (g) @)
ESI (%) = (A1o/ Ag) x 100 3)

Where Ay and Ajp were absorbance values at 0
min and 10 min, respectively.

Determination of the oil binding capacity
Oil binding capacity (OBC) of SPP was
determined by using a method described by

Egerton et al. (2018) and Zhang and Zhao (2013)
with some modifications. 1 g of SPP solution was
taken into a tube containing 10 mL of refined
olive oil and kept for 30 min at room temperature.
The mixture was centrifuged (5000 x g) for 25 min
at room temperature and the volume of
supernatant was determined. OBC was calculated
using equation given below:

OBC (mL/g proteins) = (Vi - Vz) / (protein
weight (g) “

where V1 was the initial volume of oil and V; was
the volume of supernatant after centrifugation

Solubility Analysis

The solubility of SPP was evaluated using the
method given by Shittu and Lawal (2007) and
Zungur Bastioglu et al. (2016). For this purpose,
1 g was taken from SPP sample and mixed with
10 mL distilled water in a tube. The mixture was
homogenized at 50 Hz for 10 min. The
supernatant was transferred into an eppendorf
tube and centrifuged at 6000 rpm for 10 min.
After centrifugation, the supernatant was taken to
an aluminium plate and dried for 24 h at 105 °C.
The solubility percentage (mass of soluble powder
/ mass of total powder) was calculated by the
weight difference.
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Wettability analysis

Dynamic wettability was evaluated using the
Washburn method given by Washburn (1921) (Ji
et al.,, 2015) with small modifications. The method
measures the wettability of powder based on
capillary rise. To measure the dynamic wettability,
1 g of SPP was taken into a plastic tube (2 cm
diameter) which is covered by filter paper fixed
with parafilm at the bottom to prevent powder
discharge. The weight of whole tube containing
powder sample was determined (m1). The tube
was placed and fixed on the surface of distilled
water (21 2 °C) to allow capillary rise for 10 min.
The tube was weighed after 10 min (m2). The
amount of water absorbed by SPP was calculated

per g of powder [(m?>m1)/g sample].

Fourier-transform infrared

spectroscopy (FTIR) and differential
scanning calorimetry (DSC) characterization
The chemical structure of SPP was obsetved
using FT-IR (Fourier Transform Infrared)
Spectroscopy. A Shimadzu  IRTracer-100
(Shimadzu  Co.  Ltd, Kyoto, Japan)
spectrophotometer equipped with an ATR
(Attenuated Total Reflectance) (Shimadzu
MIRacle) accessory was used to obtain the
spectrum. The spectra of SPP was recorded with
a resolution of 2 cm™' (accumulating 16 scans per
spectra). The absorbance values were obtained
from 4000 cm to 600 cm!. Crystal surface was
cleaned using a piece of a soft tissue paper wetted
with ethanol and a background (air) scan was
done prior to analysis (Ermis et al., 2018). The
thermal behaviour of SPP was characterized using
a Shimadzu differential scanning calorimeter,
DSC-60 Plus (Shimadzu Co. Ltd., Kyoto, Japan).
Around 2-3 milligrams of sample were sealed in a
hermetic aluminium pan and heated from 25 to
100 °C at a rate of 10 °C/min. An empty
aluminium pan was considered as reference
(Ermis et al., 2018).

Statistical analysis

The mean values and standard deviations were
calculated using the data obtained from the
experiments performed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Proximate composition of press cake

The grounded cake with husks contained around
35%4% protein (conversion factor=>5.6), 6.9 *
0.6% ash and 1.4 = 0.4% crude fat content based
on dry matter (around 90 = 1% total dry matter).

Protein extraction

Production of sunflower protein extracts from
de-oiled sunflower seed cake has been
demonstrated by some previous researchers on a
pilot plant scale Pickardt et al., (2011) and Salgado
et al., (2012) while some of the research works
have been performed on a laboratory scale
(Pickardt et al., 2009; Taha et al., 1981). However,
those researchers have not charaterized the
particle and powder properties of protein
powders they obtained. The optimised conditions
given by Pickardt et al. (2011) and Weisz et al.
(2010) were used for absorption of phenolic
substances to obtain a light- colored protein
powder with improved economic viability.

The low yield of precipitated protein from de-
oiled sunflower seed cake protein extracts
(around 30% of total proteins) was noted in this
study and this could be attributed to decreased
protein solubility due to denaturation occurring
during oil production (Ivanova et al, 2012).
According to a recent study (Pickardt et al., 2011),
approximately 3/4 of the extracted protein could
be precipitated. In addition, Pickardt et al. (2015)
reported that the washing precipitated proteins
with water account for losses up to 17% of the
precipitated proteins. Despite the loss of proteins
during precipitation and purification, the
percentage of protein fraction in precipitated
proteins was quite high (around 90% in dry basis)
and was in agreement with the previous
researchers’ findings (Gonzalez-Pérez et al., 2002;
Pickardt et al., 2015; Shchekoldina and Aider,
2012).

Microstructure analysis

The morphology of protein particles was
investigated using scanning electron images
(Figure 2). The SEM images revealed that the SPP
consisted of varied size fractions of particles. As
can be seen in Figure 3, the particles had irregular
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and wrinkled surface properties. Amagliani et al.
(20106) reported similar particle properties of rice
protein concentrate powder. They also reported
that the particle properties such as irregular,

Flowability and compressibility

Determination of flow properties is needed to
predict the behaviour of a powder material during
processing steps such as storage, handling,
transportation and discharge to prevent flow
problems (i.e. rat-holing, arching, erratic flow and
flooding) (Ermis et al., 2018). The compressibility
of SPP was found to be high and this might be
attributed to the closer particle packing, irregular
particle properties and increase in inter-particle
surface contact (Amagliani et al., 2016). It was
reported by Babu et al. (2018) that the higher
protein content, irregular particle shape, existence
of  interparticle  voids  and  surface
irregularity/roughness resulted in high degree of
compressibility and cohesion (as a result of Van
der Waals forces and mechanical interlocking)
which agreed with the findings of this study. High

fractured, hollow, wrinkled and porous were
typical of spray-dried protein powders.

-~
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cohesive behaviour and high compressibility lead
to poor flowability. The values of tapped density
(09 and bulk (poured) density (o) determined for
SPP  were around 639 and 403 kg.m-3,
respectively. The hausner ratio (o./ ) of SPP was
found to be around 1.58 which corresponded to
cohesive attribute and hence very poor flow
behaviour (Table 1). The degree of angle of
repose (around 49°) also confirmed that the
flowability of SPP was very poor. Therefore SPP
might have a greater tendency to compress under
self-weight during storage in silos, which may
adversely affected their handling properties
(Crowley et al., 2014).

Emulsifying properties
Due to the diversity of methods used and
pretreatments  applied in  the literature,
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quantitative comparison with other studies was
found to be difficult in terms of emulsifying
properties and oil binding capacity. It has been
previously reported that sunflower proteins can
form stable emulsions (Gonzalez-Perez et al.,
2005). In addition, it has been shown that
sunflower proteins showed similar or better
emulsifying properties compared to soy proteins,
carotenoproteins, skim milk powder and egg
powder (Gonzalez-Pérez and Vereijken, 2007;
Shchekoldina and Aider, 2012; Sila et al., 2014).

The emulsifying properties (EAI and ESI) for soy
protein isolate were reported as 99.7 m2g'and
12.1%, respectively (Zhang and Zhao, 2013). In
this study, those values (EAI and ESI) were
determined as around 74 m2g! and 5.25%,
respectively (Table 2). Even though EAI of SPP
was found lower than that of soy protein isolate,
the data derived from this study indicated that
SPP can be potentially used in food formulations.

Table 2. Some physico-chemical and powder properties of SPP

Arzﬁfsgf Hausner dfrlllsliy giﬁg‘? Solubility ~Wetwbility =~ OBC ~ mulsifying properties
o Ratio % water ml./
@) (kgm?)  (kg.m?) ) & ) L7y EAI (m2/g)  ESI (%)
4942 1.58+0.11 403%14 639+19 3754052 039+0.03 2.85+0.43 73.6910.44  5.25%0.15

EALI: emulsion activity index, ESI: emulsion stability index, OBC: oil binding capacity

The oil binding capacity (OBC) of proteins
contribute to functional characteristics and taste
of the food products particulatly for meat and
confectionery products (Pickardt et al., 2015). In
addition, OBC s closely related to texture of food
product and OBC is affected by bulk density of
protein powder (Tanuja et al., 2012). The OBC
value obtained from this study (2.85 mL.g"") was
found to be lower than that of soy protein isolate
(4.00 mL.g!) (Zhang and Zhao, 2013).

Solubility and wettability

Since the solubility of proteins is as an important
phenomenon in terms of functional and
technological ~properties, it needs to be
determined and evaluated (Gonzalez-Pérez and
Vereijken, 2007, Saeed and Cheryan, 1988).
Functional properties such as emulsifying and
foaming properties are directly affected by
solubility and lowest solubility of proteins was
reported at around pH 4.0 (Karayannidou et al,,
2007; Sila et al., 2014). Solubility may vary due to
net charge of peptides and surface hydrophobicity
(Sila et al., 2014). SPP had the solubility value
around 3.75% in water (21 £ 2 °C) at pH 7.0. This
is very low when compared with the data reported
previously (Pickardt et al., 2011, 2015). They
report the solubility of sunflower proteins in the

range from 7 to 13% depending on the type of
production  process  they applied. The
denaturation of proteins due to thermal and
chemical treatment during processing, binding of
phenolics during extraction and precipitation and
formation of firm aggregates during precipitation
and separation might be considered to be
responsible for low solubility of SPP (Gonzalez-
Pérez and Vereijken, 2007; Ivanova et al., 2012;
Pickardt et al., 2011). It was reported that the
increase in protein content resulted in decreased
solubility (Babu et al., 2018) which explains the
low solubility obtained from SPP in this study.

Wettability of powders are influenced by the size
of the particles, the size of the pores in between
and also contact angles and powders with high
protein content lead to poor wettability and
dispersibility (Ji et al., 2015). The wettability for
milk protein isolate powder containing around
86% protein was reported as 0.236 g water (Ji et
al., 2015). The wettability of SPP was found to be
higher (0.390 g water) than that value in this study.
The reason might be attributed to the variation of
size of the particles used, particle surface
properties and the gaps between the particles.
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FTIR characterization

The FTIR spectrum of SPP is given in Figure 3.
As can be seen in Figure, the peak around 3290
cm! was assigned to O-H and N-H group
stretching vibration. The peak located around
3080 cm? was assigned to C-H stretching
vibration. A component close to 2960 cm! was
assigned to CH3 asymmetrical stretching. Peaks
around 1640 cm and 1535 cm! were assigned to
Amide I (protein C=0O stretch) and Amide 11

(protein N-H bend, C-N stretch) groups,
respectively. In addition, peaks around 1450 cm-!
and 1240 cm! were assigned to CHz bending
vibration and C-N stretching properties,
respectively (Chen et al., 2013; Kher et al., 2007).
The FTIR spectrum of SPP exhibitied similar
peaks to those of soy proteins (Chen et al., 2013)
and milk protein concentrate powders (Kher et
al., 2007).
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Figure 3. FTIR spectra of SPP

DSC characterization
The thermal properties of SPP was determined

researchers (Amagliani et al., 2016; Fitzsimons et
al., 2007). The curve in the temperature range of

using differential scanning calorimetry and DSC
curve is shown in Figure 4. SPP showed an
endothermic peak at around 80 °C which was in
agreement with the findings of previous

6.00)

40-80 °C, indicated denaturation of the protein
structures (Hashimoto et al., 2004) and thus it
could be used to evaluate the thermal stability.

0.00—
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Figure 4. DSC thermogram of SPP
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CONCLUSION

In this study, proteins were extracted from de-
oiled sunflower seed cake (a by-product of
industrial oil production from heat-treated
sunflower seeds), precipitated and its powder
form was obtained using a pilot scale spray dryer.
Some physical, functional and microstructural
attributes were investigated. The powders
exhibited varying physical and functional
characteristics which adversely affected the
flowability. Low flowability indicated the
challenges in bulk flow of the powders and the
need for higher energy to make the powder flow
at unconfined conditions. The powders exhibited
low solubility while the emulsifying and
wettability properties were found to be satisfying.
The results obtained in this study provided useful
information for the evaluation of the behaviour
of SPP at industrial applications such as storage,
handling and processing and of potential use in
formulations of vegan, confectionary and meat
products.
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Aroma, tiiketicilerin yogurt tercihlerini etkileyen ana etkendir. Giday: tiiketirken olugan aroma algtst, agizda
salnan aroma bilesiklerinin gida matriksi ve insan tikirigi arasindaki etkilesimlerine baghdir. Yapilan
arastirmalar, aroma algisinin ve yogurttan 7z vivo aroma saliiminin bircok faktdrden etkilendigini
gOstermistir. Yag bileseninin, yogurdun aromasinin tutuklanmasinda ve algilanmasinda 6nemli rolt vardir.
Ovzellikle yagt azaltilmis yogurtlarda, aromanin kontrollii salinmasini desteklemek iin ilave edilen protein,
yag, aroma tutuklayici bilesenlerin, kivam verici maddelerin ve tatlandiricilarin 7z vivo aroma salinimi ve aroma
algst Gzerine farkl etkileri vardir. Bununla bitlikte yogurdun formiile edilmesi sirasinda degisen tekstiir de
agizda aroma salintmim etkilemektedir. Yogurtta aroma algist tizerine etki eden faktdrleri anlamak, gida
sanayinde yenilikci ve kabul géren gida tirtinleri tiretmede 6nemlidir. Bu derlemede yogurdun 7 vive titketimi
strasinda matriksin etkisini ortaya koyan calismalar incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Yogurt matriksi, [z vivo aroma salimmi, protein, yag, aroma tutuklayici, kivam verici,
tatlandirict

THE IMPACT FACTORS OF YOGURT MATRIX ON IN VIVO AROMA
RELEASE DURING CONSUMPTION OF YOGURT

ABSTRACT

The flavour is the main factor affecting consumers’ preferences in yogurts. Flavour perception while
eating depends on the volatile compounds release in the mouth influenced by the interactions of
those compounds between both food components and human saliva. Several studies reported that
flavour perception and 7z vivo aroma release from yogurt were impacted by many factors. The fat
component has an important role in retention and perception of yogurt aroma. Particularly in light
yogurts, protein, fat, encapsulating agent, thickening agent and sweetener added to promote
controlled release of aroma, have different effects on 7 vivo aroma release and perception. In addition
to this, the texture formed during the formulation of yogurt affects the release of aroma in the mouth.
Understanding impact factors on flavour perception in yogurt is an important challenge for food-
processing industry to produce innovative and appreciated food products. In this article, the studies
determined the effect of the matrix during 7z vivo consumption of yogurt were reviewed.

Keywords: Yogurt matrix, 7z vivo aroma release, protein, fat, aroma encapsulating, thickening agent,
sweetener
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Yogurt matriksi ve aroma etkilesimleri

GIRIS
Ustiin 6zelliklere sahip bir gida maddesi olan siit,
fermantasyon siireciyle, raf 6mri uzatilmus, tat ve
aromasi farklilasmus, sindirilebilitligi artmis ve
fonksiyonel 6zellik kazanmis bir Urtin olan
yogurda dontismektedir. Yogurdun saglik tzerine
etkilerini  belitleyen  caligmalar  neticesinde
yogurdun titketimine iliskin tiiketici bilinci gittik¢e
artmaktadir  (Kizilaslan  ve  Solak, 2010).
Tuketiciler, tam yagl yogurdun tekstirel
Ozelliklerine ve aromasina sahip ancak az yagl
veya yagsiz ayni zamanda da katkisiz yogurt talep
etmektedir. Bu nedenle yogurt pazari tliketici
beklentisini karsilayacak sekilde, yogurdun giincel
teknolojik uygulamalar ile birlikte fonksiyonel
(probiyotikler, lif, omega yag asitleri) ve yag
ikame edecek dogal bilesenlerle desteklenmesi ile
her gecen gin biyimektedir (Soukoulis vd.,
2012).

Bir gidanin agizda ¢ignenmesi sirasinda, aroma
bilesikleri, cigneme hareketleri ve tikirik-gida
maddesi etkilesimi ile ag1z bosluguna yayilir ve bu
bilesenler koklama veya geniz yoluyla algilanirlar
(Boesveldt ve de Graaf, 2017; Mosca ve Chen,
2017). Gida matriksinin, agizda ¢igneme
kosullarinin veya kisiler arast farkliliklarin aroma
salinimi tizerine etkisini anlamak icin gidalarin
tiketimi  swrasinda  kigilerin = burun  veya
agrzlarindan nefes 6rnegi almaya yarayan ve bu
nefes komposizyonunu belirleyen  teknikler
gelistirilmistir  (Esteban-Fernandez vd., 2016;
Ployon vd., 2017; Frank vd., 2017; Pu vd., 2019).
Bu teknikler genel olarak, gidalardan aroma
salinimint gidanin tiketilmesiyle es zamanh bir
sekilde belitlenmesi veya kisilerin nefeslerindeki
(zn vivo) aroma bilesenlerinin gidanin titketilmesi
sirasinda  bir polimere tutturulmast esasina
dayanir. Aroma salinimi ¢alismalarinda kullanilan
in vivo ve in vitro yontemler daha Onceki bir
calismada detaylt olarak agiklanmistir (Eker ve
Cabaroglu, 2018).

Tuketici tarafindan kabul edilebilirligi biyik
oranda duyusal 6zelliklerine baglt olan yogurt, i
vivo ve in vitro yontemlerinin kullanildigt bir¢ok
aroma salinimi calismasina konu olmustur (Saint-
Eve vd., 2006b; Kant vd., 2004; Decourcelle vd.,
2004; Mei vd., 2004). Dinamik gida tiiketimi
stireci boyunca gidadan salinan aroma maddeleri,

Ozellikle yogurt gibi agizda kalma stiresi kisa olan
drinler icin O6nemli bir rol oynamaktadir
(Mesurolle vd., 2013). Aroma salinimint ve
algilamasini  arttirmak  icin, agizda aroma
salinimini etkileyen faktdrlerin daha iyi anlasilmasi
biiyitk 6nem tagimaktadir. Yogurtta aroma algisint
dizenleyen mekanizmalarin daha iyi anlasilmast
icin literatiirde tekstiir-aroma veya matriks-aroma
iligkilerini  aragtiran ¢ok sayida arastirma
yapilmustir (Kant vd., 2004; Decourcelle vd., 2004;
Mei vd., 2004).

Bu c¢alismada, yogurtta gida otoritelerince
kullanimina izin verilen gida katki maddelerinin
yogurt matriksi icinde 7 vipo aroma salinimina
katkisint ve duyusal 6zelliklerine etkisini arastiran
calismalar detlenmistir.

YOGURDUN BILESENLERI VE AROMA
ETKILESIMLERI

Yogurt yari-katt fermente bir sit Urinidur.
Neredeyse dinyanin tim tlkelerinde bilinmekte
ve tuketilmektedir. Kivam, lezzet ve aroma
bakimindan bir bélgeden digerine  farklilik
gosterse de temel bilesenleri ve dretimi genel
olarak aymidir (Yildiz, 2016). Yogurt, su
molekiillerinin genis bir zayif protein a1 icinde
tutuklandigt karmasik, kolloidal bir sistemdir.
Yogurttaki aroma algis1, matriksinin bilesimsel,
kolloidal, yapisal ve reolojik karakteri kadar siitiin
laktik asit bakterileri tarafindan fermantasyonu
strasinda  meydana  gelen  biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu olusur (Soukoulis vd., 2012).
Bircok calismada yag, protein tird (f-
laktoglobulin, — o-laktobumin  ve  kazeinler),
polisakkaritler, seketler ve tatlandirict  gibi
bilesenler ile yapay aroma maddeleri ilave edilmis
model yogurt matriksinden salinan aroma
bilesenleri arasindaki iliski aragtirdmustir (Saint-
Eve vd., 2006a; Saint-Eve vd., 2006b; Deletis vd.,
2007; Chua et al. 2017). Bu faktorlerden biri olan
yag, yogurt pthtisint olusturan ag yapidaki temel
bilesenlerden biridir. Yogurt pihtisy, 1s1l islem ve
asitlik  etkisiyle k-kazein ve B-laktaglobulin
arasinda olusan interaksiyon sonucu proteinlerin
hidrofilik niteliklerinin artmasint saglar. Bu ag
yapinin i¢ine yag globiilleri de girmekte ve béylece

pthtt daha stabil olmaktadir. Yag yogurt
tekstiiriinti  iyilestirir.  Genellikle tam  yagh

yogurtlar daha siki, daha viskoz ve daha elastik
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Ozellikler gosterir (Chua vd., 2017). Yogurt
tretiminde yagin bu kadar 6nemli olmasinin
yaninda son yillarda fazla yag tiketiminin neden
oldugu saglik problemleri nedeniyle tiiketiciler az
yagl veya yagsiz urtinler ile birlikte antioksidan
icerigi  yuksek  gidalart  tiiketme  egilimi
gostermektedir  (Zhao vd., 2018). Tuketim
egilimindeki degisiklikler ile birlikte yagi ikame
edici bilesenlerle (nisasta, pektin, guar gam,
keciboynuzu gami) zenginlestirilmis az yaglt
yogurtlar ve ¢esiti meyve pureleri, meyve

karisimlart, dondurulmus meyveler, meyve
recelleri  veya meyve  konsantreleri ile
aromalandirilmig yogurtlar uretilmeye

baslanmustir (Vosgan vd., 2016).

Yogurdun aromasina katkida bulunan etmenler; 1)
laktik asit, ii) sttte bulunan aroma bilesenleri ve
iif) fermantasyon ile olusan spesifik aroma
bilesikleri olarak siniflandirilabilir (Tian vd., 2017;
Tian vd., 2019). Yogurt icinde alkoller, aldehitler,
ketonlar, asitler, estetrler, laktonlar, stlfirla
bilesikler, pirazinler ve furan tiirevlerini igeren
90’dan fazla farkli ugucu bilesen tespit edilmistir
(Zhao vd., 2018). Hentiz kesin olmamakla birlikte
yogurtta istenen aromadan sorumlu karakteristik
bilesikletin laktik asit, asetaldehit, diasetil, asetoin
ve 2-butanon oldugu bildirilmistir (Chen et el.
2017). Yogurtta aroma saliimini etkileyen
matriks kaynakli faktSrler asagida bagliklar halinde
tartigtlmustir.

Yag bileseninin aroma salinimina etkisi
Aroma bilesikleri ile gida bilesenleri arasindaki
molekiiler  etkilesimler, aromanin  gidadan

Hava .
-

- -

salinimini etkiler. Aroma  bilesiklerinin
hidrofobik-hidrofilik  karakterleri  birbirinden
farklidir. Hidrofilik aroma bilesiklerinin salinim1
yag bileseninden bagimsiz iken, hidrofobik aroma
bilesiklerinin salinimi gida igerisindeki yag miktart
arttkca azalir. Disik ve yliksek miktarda yag
iceren peynitlerde yapilan  bir  ¢alisgmada,
hidrofobik aroma bilesenlerinin 6ncelikle yag fazt
icinde dagilacaklarini ve giday: tiiketitken aroma
bilesenlerinin ~ uguculugunun  yavaslayacagt
bildirilmektedir (Delahunty vd., 1996). Cogu
aroma bilesigi hidrofobik karakterinden dolayt
lipitler icinde ¢6ziunir. Yag hidrofobik aroma
bilesenleri icin ¢ézgen gbrevi goriir ve gidanin
hem dokusunu etkiler hem de aroma salinimini ve
algisim degistirir (Chua vd., 2017). Bu nedenle az
yagll yogurdun aroma saltumi ile tam yaglt
yogurdun aroma salmimi ayni degildir. Az yagh
yogurtlar tiketici beklentisini kompozisyon olarak
karsilar ancak duyusal olarak daha zayif
Ozelliktedir.  Brauss vd. (1999), in  wivo,
Nongonierma vd. (2006), in vitro kosullarda, yagin
aroma bilesenlerinin salimmint yavaslattigini ve
salinim  siiresini uzattigint bildirmistir. Aroma
salintminin eszamanl olarak izlenmesine olanak
saglayan atmosferik basing iyonizasyonu-kiitle
spektrometresi  (API-MS)  sonuglart  aroma
bilesenlerinin az yaglt yogurtlardan (%0.2) daha
hizli ve daha yogun bir sekilde salinirken bu
bilesiklerin %0.2 yag iceren ortamda, %3.5 ve
%10 yag iceren yogurtlara gbre daha az kalici
olduklarint gostermistir (Brauss vd., 1999).

“ | Simir tabakas:

-omemememgmeae
.. » (2)

s (@ “] . H:f Yag damlacig

’ L@ .;__ﬁ,_/ Aroma bilesigi

Sekil 1. Gidadan agiz bosluguna salinan aroma bilesiklerinin adim adim salinimini g&steren sematik
diyagram
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Yagsiz yogurt, proteinler ve polisakaritlerden
olusan kompleks bir matrikstir. Gida sistemleri

icinde  bulunan  protein ve  polisakkarit
bilesenlerinin  birbiri ile etkilesime girdigi
bilinmektedir. Her iki makro molekilin

elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari ve Van
der Waals kuvvetleri gibi kovalent olmayan
etkilesimler ile kurduklari ag, aroma saliniminda
rol oynayan karmastk bir yap:t olusturur (Lubbers
vd., 2004).

Manda sitii yogurdunda yag icerigi artttkca L*
degeri, viskozite ve tutunabilirlik degeri artarken
a* degeri, serum ayrilmasi, sertligi ve esnekligi
azalmistir. Yogurt Orneklerinin yag icerigindeki
distis yapiskanlik, cignenebilirlik gibi tekstirel
Ozellikleri yaninda titrasyon asitligi, b* degeri ve
Streptococcus thermophilus popilasyonunda anlamlt
bir degisiklise neden olmamistur (Akgun vd.,
2010).

Onceki arastirmalar, aroma saliniminin yalnizca
toplam yag icerigine degil, ayn1 zamanda yagin
fizikokimyasal Ozelliklerine de bagli oldugunu
gostermistir (Heilig vd., 2016). Ayed vd. (2018),
model agiz yontemiyle gercek tikiiriik ve yapay
tikirik esliginde, farkli yag-protein tipinin ve
miktarinin bir siit Griind olan dondurmanin aroma
salinimina etkisini aragtirmistir. Yag tipinin aroma
tzerindeki etkisi yag miktar ile kiyaslandiginda
daha az olarak bildirilmistir. Yag aroma salinimint
proteinden daha ¢ok etkilemis ve yag oram
arttkca  hidrofobik aroma bilesigi salinimi
azalmustir.

Ilging bir sekilde, bazt aroma maddelerinin de yag
ile ilgili duyusal algiy1 (yaglilik ve kremsilik gibi)
etkiledigi bildirilmistir. Yagt azalulmig, pihtist
kirlmis yogurtlara hindistan cevizi ve tereyagi
aromalart ilave edildiginde bu yogurtlar yesil elma
ve badem aromasi ilave edilenlere kiyasla daha
kivamlt olarak algilanmistir. Yag ile ilgili aroma
maddelerinin ilavesi, ¢esitli gtda maddelerinde yag
ile ilgili duyusal Ozelliklerin  algilanmasint
arttrmustir (Saint-Eve vd., 2004; Syarifuddin vd.,
2016; Schoumacker vd., 2017).

Aroma  tutuklayici
salinimina etkisi
Aroma bilesiklerinin gida dretim stirecinde gida
bilesenleri ile tutuklanmast (enkapsiilasyonu) ve
gidanin tiiketilmesi sirasinda saliniminin kontrol
edilmesi gida Ureticileri ve aroma bilimi ile
ilgilenen arastirmacilar icin ilgi konusu olmustur.
Aroma bilesenlerinin gida sistemine tutuklanmas:
ile gidanin islenmesi veya depolanmast sirasinda,
aroma bilesenlerinin kimyasal olarak degisiminin
veya kaybinin 6nlenmesi hedeflenmektedir. Bu
sebeple dogal bilesenlerin tutuklama ajant olarak
kullanilmast tiiketici beklentisini karstlamaktadir
(Reineccius, 2019).

bilesenlerin  aroma

Aroma tutuklanmasinda oOncelikli hedef, aroma
bilesiginin bagarili bir sekilde kapsiile edilmesi ve
stabile edilmesidir (Reineccius, 2019). Aroma
maddelerinin ¢ok ucucu olmasi, polarliklarinin
degiskenlik géstermesi, 6zellikle kigiik molekul
agirligina sahip olanlarnin  tutuklandigr kapsul
duvarindan  kolaylikla  difiize  olmasi  ve
oksidasyona duyarlt olmalart sebebi ile tutuklama
isleminin diger bilesenlere kiyasla bazt zorluklar
vardir. Aromanin algilanabilmesi icin ise gida
tiketilirken aroma bilesiginin gidadan serbest
kalmast 6nemlidir. Aksi takdirde aroma basarilt bir

sekilde tutuklansa bile gidayr tiiketen kisi
tarafindan  algllanamaz. Tutuklanmis aroma
bilesiklerinin  yeniden salinma oramt kapsiil

duvarinin bozulmasi, sismesi ve erimesi yolu ile
kontrol  aluna  alinabilmektedir. Aroma
bilesiklerinin  gidadan kontrolli bir sekilde
saltverilmesinde proteinler ve karbonhidratlar gibi
dogal triinlerden elde edilen tutuklayict ajanlarin
kullanimi daha 6n plandadir (Goncalves vd., 2016;
Tan vd., 2019; Reineccius, 2019).

a-1,4-glikozidik bagli glukopiranoz alt
birimlerinden olusmus, halkali yapidaki nisasta
tirevleri olan siklodeskstrinler aroma
tutuklanmasinda kullanilan en basit molekillerdit.
B-siklodesktrin aroma tutuklanmasinda en ¢ok
kullantlan ~ molektldir.  Molekil  yapisinda
hidrofobik bosluk vardir ve aroma bilesenlerini
burada tutarak kompleks olusturur. Bu
kompleksin stabilitesi tutuklanmis molekilin
buytkligiine ve hidrofobik 6zelliklerine baglidir.
Aroma  bilesenleri  hidrofobik  6zellikleri,
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molekdler biytkligi ve geometrisine baglt olarak
B-siklodesktrin ile sitokiyomettik olarak 1:1 oranlt
bir sekilde kompleks olusturur. Aroma
maddesinin  @-siklodesktrin  ile kararli  bir
kompleks olusturmast icin, aroma bileseninin
hidrofobik bosluga sigacak uygun biytiklikte bir
apolar kisim ve siklodekstrinin disinda kalan,
molekiile hidrojen baglart ile stabilize olan polar
bir kistm icermesi gereklidir (Voilley ve Etiévant

2006). Sun vd. (1999), PB-siklodesktrin ile
yapilarinda diiz bir karbon zinciri veya polar
olmayan bir fenil grubu iceren n-biitanol,
benzaldehit ve siklopentanon arasinda kararli bir
etkilesim oldugunu bildirmistir. Kant vd. (2004),
B-siklodesktrin ilave edilmis yagsiz yogurtta yapay
limon aroma saltiminin normal yag iceren
yogurtla benzer oldugunu bildirmistir.

;: S [ = FT]JZkEIZ
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Sekil 2. B-siklodesktrin’in molekiil yapist ve sematik gosterimi

Kivam arttirict ve tatlandirict bilesenlerin
aroma salinimina etkisi

Kivam arttirict bilesenlerin iki 6nemli gbrevi
vardir; 1) suyu tutmak ve ii) viskoziteyi arttirmak.
Kivam arttirict bilesenler, ti¢ boyutlu bir jel ag1
olusturur ve bu ag serbest suyu baglayarak stit
bilesenlerinin (6zellikle proteinlerin) su baglama
kapasitesini arttirir. Yagt azaltlmis yogurtlarda
yapi, tekstiir ve aroma algisiu iyilestirmek icin
kivam arttirict  ajanlarin  etkisinin - belirlendigi
bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda meyve
pektini, modifiye nisasta, guar gam, keci boynuzu
gami, ksantan, karragenan ve jelatin gibi
hidrokolloitlerin ~ kivam  arttirict  6zellikleri
incelenmistir (Aziznia vd., 2008; Decourcelle vd.,
2004; Mei vd., 2004).

Nisasta icindeki glikoz molekiilleri, diiz (amiloz)
veya dalll  zincir  (amilopektin)  halinde
baglanmuslardur. Ozellikle, diiz amiloz fraksiyonu,
iyot, lipidler, alkoller, aldehitler, terpenler ve
laktonlar gibi dusiik molekdl agirlikli aroma
bilesikleri ile kompleks olusturma yetenegine
sahiptir ve bu etkilesimi tanimlamak icin ligand

baglanma teorisi gelistirilmistir. Uygun  bir
molekiilin varliginda amiloz zinciri hidrojen
baglari ile kuvvetlenerek sarmal yapiyt olusturur.
Bu sarmal yapinin i¢ ylzeyi hidrofobik iken dis
yuzeyl hidrofiliktir. ~ Genel olarak baglanma
kuvveti, terpen gibi hacimli molekiillere kiyasla
uzun ve dogrusal molekillerde daha yiiksektir
(Conde-Petit vd., 20006). Nisasta-aroma kompleksi
nisasta tipi, nisastanin fizikokimyasal
karakteristigi, fiziksel durumu, aroma maddesinin
molekiiler agiehigt ve uzunlugundan etkilenir.
Farkli nisasta tipinin on farkli aroma bilesiginden
olusan cilek aroma kompleksinin salinimi tizerine
etkisi 7z witro (katt faz mikroekstraksiyonu-gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi, (SPME-GC-
MS)) kosullarda belirlenmis ve nisastanin sulu
cozeltilerinden, tepe bosluguna en ¢ok salinan
bilesik metil-hekzanoat olurken cis-3-hekzenol bu
sistemde en glcli tutulan bilesik olmustur.
Hazirlanan model nisasta tipinin  aroma
bilesiklerinin ~ salinimi  Uzerine etkili oldugu
bulunmustur (Vidrih vd., 2009).
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Sekil 3. Amiloz sarmal yapist ve hidrofobik boslukta tutulan molekiliin sematik gosterimi

Yogurda nisasta, pektin ve guar gam gibi
hidrokolloitlerin  ilavesinin, estetlerin aroma
saliimint etkiledigi bildirilmistir (Lubbers vd.,
2004). Decourcelle vd., (2004) 7z vitro kosullarda
yagstz, pthtist kirllmis yogurtlarda viskozite ile
bitlikte tatlandiricilar, nisasta, pektin, keci
boynuzu gami (LBG) ve guar gum gibi kivam
arttrict ajanlarin kullaniminin aroma  salinmi
lzerine etkisini aragtirmustir. Tatlandirict ve guar
gamin aroma saliumi tzerine etkisi 6nemsiz
bulunurken, LBG ve nisastanin etkisi 6nemli
bulunmustur. Nisastanin sarmal zincir yapist ile
aroma  bilesenleri  arasindaki  molekdiler
etkilesimler tepe bosluguna salinan aroma
bilesiklerinin konsantrasyonunu azaltmistir. LBG,
ortamda serbest halde bulunan suyu baglayarak
(salting-out etkisi) tepe bosluguna salinan aroma
bilesiklerinin konsantrasyonunu arttirmistir. Mei
vd. (2004), ise 7n wivo kosullarda, yapay cilek
aromast ilave edilmis model yogurtlarda
tatlandiricilarin (%8 ve 12 seker, aspartam ve
friktoz surubu-6zellikle fritktoz surubunun) etil-
blitanoat salimimint  azalttging, tatlandiricilarin
aroma saltimi Uzerine etkisinin kivam arttirict
ajanlardan daha fazla oldugunu bildirmistir.
Pektin ve modifiye nisastanin etil-biitanoat, etil-3-
metilbiitanoat ve (Z)-3-hekzanol aroma salinimi
tzerine etkisi 6nemsiz bulunmustur. Bununla
birlikte, yag ikame maddelerinin %1,5’den ytksek
konsantrasyonlarda kullanilmast yogurdun fiziksel

ve duyusal Ozelliklerini  zayiflatmugtir.  Aymt
zamanda misir surubunun, pektin jelinde de
aroma salinimini yavaslattigi ve aroma algisini
azaltugl bilinmektedir (Lubbers vd., 2004).
Pektinin ve viskozitenin aroma salinimi Uzerine
etkisinin arastirildigs bagka bir calismada, disiik
seker icerikli model gida matriksinde pektinin 7
vitro aroma salinimi Uzerindeki etkisi Onemsiz
bulunmustur (Bylaite vd., 2003).
Hidroksipropilmetil ~ seliloz ~(HPMC) veya
karragenan ile kivami artturilmis model viskoz
sistemlerde 7z wivo aroma konsantrasyonunun
degismedigini ancak yiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda, duyusal analiz ile belirlenen aroma
yogunlugunun azaldigi bildirilmistir. Ilave edilen
kivam arttirict maddeler ile birlikte aroma
algisindaki bu dustis i) aroma maddelerinin
polimere tutunmast/baglanmast veya ii) olusan
polimer ag1 nedeniyle viskozitenin artmast ve
aroma bilesenlerinin diftizyonunun azalmast ile
actklanmustir (Cook vd., 2003).

Baska bir calismada sakkaroz
konsantrasyonundaki artis uguculugu yiksek
bilesiklerin (etil asetat, 2-pentanon) salinimint
arturmug, ucuculugu az olan bilesiklerin aroma
salinimini yavaglatmistir. Sodyum siklamatin etkisi
ise 6nemsiz bulunmustur (Nahon vd., 1998).
Bununla birlikte, analitik olarak tespit edilen bu
farkliliklar, duyusal algida 6nemli bir farkliliga
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neden olmamistir. Seker ilavesinin aroma
salinimint arttirmast stvi fazda bulunan ucuculugu
yuksek aroma bilesenlerinin konsantrasyonlarinin
artmast ile aciklanabilir. Daha az ucucu bilesikler
icin aroma salimiminda gdzlemlenen azalma,

viskozitenin  artigina  baglt  olarak  aroma
bilesiklerinin  diflizyonunun  yavaslamast ile

actklanmistir (Guichard, 2002). Bununla birlikte,
benzer viskoziteye sahip hidrokolloit c¢ozeltileri
aynt aroma salinimi gstermemistir. Bu da aroma
bilesenlerinin saliniminda hem viskozitesinin hem
de aroma bilesenlerinin kivam arttirict ajanlara
baglanmasinin  etkili oldugunu g6stermektedir.
Malkki  vd. (1993), aroma bilesiklerinin
hidrokolloitlere tutunmasinin ve bu maddelerin
tiketim sirasinda agizdaki davramiginin  bazi
durumlarda viskoziteden daha buyiik etkiye sahip
olabilecegini 6ne strmislerdir. Polisakkaritler,
polisakkarit matriksinin tizikokimyasal
Ozelliklerine bagli olarak aroma bilesiklerinin

alikonmasini,  salinmasimu  ve  algtlanmasint
etkilemektedir. Polisakkaritin = viskozitesi ve
yutulabilme kabiliyeti aroma molekullerinin

matriksten salinimini etkilemektedir. Bunun da
aroma algist izerine etkisi vardir (Cook vd., 2018).
Bu durum duisik yagh sistemlerde aromanin
dengelenmesinde bir avantaj olabilir (Cook vd.,
2017).

Protein bileseninin aroma salinimi tizerine
etkisi

Kazein, kazeinat, peyniralti suyu proteinleri, -
laktoglobulin ve sigir serum albiiminleri gibi siit
proteinlerinin emilsifiye edici 6zellikleri cok uzun
zamandir  bilinmektedir ve stit Urlinlerinde
jellestirme, koyulastirma, emulsifikasyon ve
kopirme gibi gesitli 6zelliklerinden faydalanmak
icin gida katkist olarak kullanilirlar (Bottger vd.,
2019). Globiler yapilarindan dolayt denge
kosullar1  altinda  bulundugu  cevre  ile
hidrodinamik, hidrostatik, hidrojen baglari, Van
der Waals kuvvetleri ve konfigiirasyonel
etkilesimlerde bulunurlar (Voilley ve Etiévant,
2000). Globiiler proteinlerde yapiyi stabilize eden
ana etken hidrofobik etkilesimlerdir;
sistem, polar olmayan gruplar ve su arasindaki
temas ylzey alanini strekli olarak azaltma
egilimindedir (Chen ve Engelen, 2012). Sit
proteinleri arasinda B-Laktoglobulin (3-LG) en

cunki

¢ok calisilan protein olmustur. 8-LG birbirinden
bagimsiz iki baglanma bolgesi igerir. B-LG,
tersiyer yapistnin  bir pargast olan, retinol
baglanma bélgesi olarak da bilinen, molekilin
merkezinde hidrofobik bir bosluga sahiptir.
Model sulu ¢ozeltilerde yapilan calismalarda B-
LG’nin hidrofobik aroma bilesiklerini
merkezindeki  boslugunda  alitkoyarak  bu
bilesiklerin ucuculugunu azalttigr bildirilmistir
(Guichard ve Langourieux, 2000; Guichard, 2002;
Paravisini ve Guichard, 2016). Hidrofobik
bilesikler, 3-LG’nin merkezinde bulunan protein
bosluguna hidrofobik etkilesimler ile
baglanmaktadir  (Guichard ve Langourierux,
2000). Bu etkilesimler pH, sicaklik, basin¢ gibi
cevre kogullarindan etkilenir (Voilley ve Etiévant,
2000).

Saint-Eve vd. (2006a), iz vitro (SPME) kosullarda,
kazeinat (CAS) ilavesinin yogurtlarin aroma
salinimini, peyniraltt suyu proteini (WP) ve stt
tozu (MPO) ilaveli yogurtlardan daha fazla
geciktirdigini  bildirmistir.  Yogurtta kazeinat
konsantrasyonu arttik¢a, yogurt daha kivamli ve
daha grantler bir yapt kazanmistir. Ayni matriks
kompozisyonunda olsa da viskozite aroma
salinimi ve algisini etkilemis, aroma salinimi distik
viskoziteli yogurtlarda daha fazla olmustur.
Protein ilavesi yogurtlarin vizkozitesi ve tekstiiri
degistiginde ancak aroma salinimi izerine etki
etmistir.  Yogurt tiketimi sirasinda, dusik
viskoziteli yogurtlar agiz ve bogazdaki mukoza
zarinl daha genis 6lciide kaplar ve ## vivo olarak
yogurttan nefese salinacak aroma bilesikleri icin
daha genis bir ylzey alani olusur. Tiketim
sirasinda, gidadan agiz/burun bosluguna salinan
aroma bilesigi miktari, transferin olacagi yiizey
alani ne kadar yitksek olursa o kadar yiiksek olur
(Saint-Eve vd., 2006b).

Chua vd. (2017), yagsiz siit proteini, peynir altt
suyu proteini ve sodyum kazeinat ilaveli yagsiz
yogurtlarda 7z wvitro (SPME) aroma salinimu ile
birlikte reolojik Ozellikleri incelemistir. %0,5
konsantrasyonunda peynir altt suyu proteini ile
zenginlestirilmis yagsiz yogurtlar aroma salinimi
ve reolojik Ozellikleri bakimindan tam yaglh
yogurtlar ile benzer 6zellikler g6stermistir. Peynir
altt suyu proteini, yagsiz slit proteini ve sodyum
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kazeinata kiyasla diasetil salinimint daha da
azaltirken, bu proteinin asetaldehit ve biitirik asit
salinimt Uzerine etkisi 6nemsiz bulunmustur.
Bagka bir calisgmada ise peyniralti suyu proteini
ilavesi sodyum kazeinattan daha iyi tekstirel
Ozellikler gostermistir (Akalin vd., 2012).

Bruzantin vd. (20106), yagsiz keci yogurdunun
fiziksel ve duyusal 6zelliklerini iyilestirmek amaci
ile farklt oranlarda kivam arttirict ve yagsiz siit
tozu ilavesi ile yaptig1 formiilasyonlarda siit tozu
ilaveli yogurtlarin ticari olarak tretilen yogurtlara
en benzeyeni ve duyusal olarak en begenileni
olmustur. Gursel vd. (2016), keci sttine ilave
edilen peyniralti protein izolatinin ve konsantre

peyniraltt suyunun keci sitd  yogurdundaki
asetaldehit konsantrasyonunu arttirdiging
bildirmistir.

Meyve ve diger bilesenlerin yogurda

ilavesinin aroma salintm iizerine etkisi
Yogurt endiistrisinde kullanilan meyve karigimlari
1) dogrudan meyve olarak veya (ii) yapay aroma
bilesikleri ile birlikte meyve parcalart seklinde
olmak tuzere iki farkli gekilde ilave edilebilir
(Yildiz, 2016). Mesurolle vd. (2013), meyve
sertliginin ve parcactk buyukluginin 77 v
kosullarda yagsiz, pihtist kirilmis yogurtta aroma
salinimi tzerine etkisini incelemistir. Sertligi en
yiksek meyve pargasi (armut) ilaveli yogurtlarda,
in wvivo kosullarda Ozellikle yutmadan Once,
nerdeyse tim aroma bilesenlerinin salinimi
artmistir.

Celik vd. (20006), meyve ezmesi ve seker ilavesinin
yogurdun viskozitesini diigirdiigiini ve peynir altt
suyunun ayrilmasin arttrdiginn bildirmistir. %10
meyve ezmesi ve %Z20 seker ilavesi duyusal
analizde tim parametreler bakimindan kabul
edilebilir bulunmustur, ancak sonuglar arasindaki
farklar istatistiksel actdan 6nemsiz bulunmustur.

Ginimiizde gida sanayinde dogal bilesenlerin
kullanimina olan egilim artmustir. Keten tohumu
misilaji (FSM) sagliga faydali 6zellikleri ile 6n
plana ¢ikmaktadir. Basiri vd. (2018), FSM ile
birlikte karboksimetilseliloz (CMC) ilavesinin
yogurt 6zelliklerine etkisini incelemistir. FSM ve
FSM + CMC ilavesi yogurtta viskoziteyi arttirarak

serum ayrilmasint azaltmisur. Ancak FSM ve
CMC ilaveli yogurtlarin genel kabul edilebilitlik
puanlari, kontrol grubuna kiyasla diisitk ¢tkmistur.
Kiros vd. (2016), %10-15 havug suyu ve %0.7
stabile edici madde ilavesinin yogurdun besin
degerini ve toplam karotenoid igerigini arttirarak
serum ayrilmasint baskiladigini bildirmistit.

SONUC

Farkli gidalardaki aroma salinimimnin esaslarint
anlamak, gidalarin tiiketilmesi sirasinda ortaya
ctkacak aroma algisint agiklamak icin glicli bir
aractir. Bu anlayis ile birlikte bir Grintn
gelistirilmesi veya formilasyonu sirasinda gida
bilesiminin istenen aroma salinimint saglayacak
sckilde  degistirilmesi mumkindir.  Yogurt
bilesiminde yag bileseninin aroma bilesiklerinin
alikonmast tizerine 6nemli bir etkisi vardir. Yag
aroma bilesiklerini ¢6zerek yogurdun tiketimi
sirasinda  aroma  bilesiklerinin  salinimint
yavaslatarak aroma algisini arttirmigtir.  Yogurt
formiilasyonunda kullanilan farklt polisakkarit ve
kivam arttirict maddeler, fizikokimyasal 6zelligine
ve miktarina bagl olarak aroma alikonmasinda,
salmiminda  ve algilanmasinda farkhi etkiler
gOstermis ancak genel olarak artan viskoziteye
baglt olarak aroma salimmini azaltmustir. Bu da
distik yag icerigine sahip yogurtlarda aromanin
dengelenmesinde bir avantaj olarak
goziikmektedir.  Siklodekstrinler, — molekiiler
boyutlarina ve geometrilerine baglt olarak farkls
aroma bilesikleri ile inkliizyon kompleksleri
olugturabilen en yaygin ve en  basit
tutuklama/kapsiilleme ~ sistemletinden  biridir.
Gidalarda en yaygin kullanidan tutuklama ajani
olan B-CD, yogurtta bazi aroma bilesiklerini
tutarak bu bilesiklerin salinimint azaltmis ve 3-CD
ilaveli yagsiz yogurdun aroma salinimi normal
yaglt yogurt ile benzer olmustur.

Tiketici taleplerini karsilamak tzere saghkli, az
yaglt veya dusiik sekerli gidalarin yeniden formiile
edilmesi Grtintin aroma salinimini etkilemektedir.

Istenen aroma profilini elde etmek icin
formilasyonu yapilan bilesenlerin  Grtindeki
aroma salmimint 7z wvivo  kosullarda nasil

degistirdiginin bilinmesi Grinin son aroma algist
hakkinda fikir vermesi bakimindan 6nemlidir.
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oz

Bu calismada, ultrason destekli ekstraksiyonla elde edilen yer fistif1 yaginin ekstrakiyon verimi ve yag asidi bilesimi
tizerine farklt frekans ve ultrasonik giicin etkileri incelenmistir. Ayrica yag ekstraksiyonunda yaygin olarak tercih
edilen hekzan yerine, daha az toksik ve cevreye daha duyarlt bir ¢bziici olan etanoliin kullandabilirligi
arastirlmustir. Etanol ve hekzana ait en yiksek ekstraksiyon verimleri 37 kHz frekans ve %80 giicte elde edilmistir
ve sirastyla %040.55 ve %45.19 olarak hesaplanmustir. Hekzan verimlerinin tiim 6rneklerde etanole gore yiiksek
oldugu tespit edilmistir. 37 kHz ve 80 kHz frekanstaki etanol ekstraktlarinin verimleri arasindaki fark istatistik
olarak 6nemli bulunmustur. Varyans analizi sonucunda, hekzan verimleri Gizerine yalnizca frekansin etkili oldugu
belitlenirken, etanol verimleri tizerine islem kosullarinin interaksiyon etkileri tespit edilmigtir. Bulgular frekans
artisinin verimde azalmaya neden oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, uygulanan farkl islem kosullarinin yag
asidi bilesiminde 6nemli bir etki géstermedigi tespit edilmistir.

Anabhtar kelimeler: Ultrason destekli ekstraksiyon, etanol, yer fistig1 yagy, oleik asit, frekans, ultrasonik giic

ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF PEANUT (Arachis HypogaeaL.)
OIL UNDER VARYING POWER AND FREQUENCIES USING DIFFERENT
SOLVENTS

ABSTRACT

The effects of extraction frequency and ultrasonic power on the extraction yield and fatty acid
composition of peanut oil were studied. Also, the usability of ethanol as a less toxic and environmentally
friendly alternative to hexane —the most common solvent in conventional oil extraction— was investigated.
The highest extraction yields for ethanol and hexane were respectively %40.55 and %45.19 at 37 kHz
frequency and 80% ultrasonic power. It was determined that all samples extracted with hexane had higher
extraction yields than those of ethanol. The differences between the ethanolic extraction yields at 37 and
80 kHz were statistically significant. The major factor affecting the extraction yield was the frequency for
hexane; while interactional effects of all process conditions were significant for ethanolic extraction. The
increment of ultrasonic frequency caused a decrease in the extraction yields. Results revealed that different
processing conditions did not significantly affect fatty acid compositions.

Keywords: ultrasound-assisted extraction, ethanol, peanut oil, oleic acid, frequency, ultrasonic power
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GIRIS
Yer fistg1 (Arachis  hypogaea 1.), baklagiller
familyasina ait Gliney Amerika kokenli tek yillik
bir bitki olup, bilesiminde %55’ varan oranlarda
yag icerebilmektedir (Kadiroglu, 2018). Yer
fistiginin insan diyetindeki Onemi, icerdigi bu
yagin buyik miktarinin saglik tzerine olumlu
etkileri bilimsel olarak aragtirilmis ve raporlanmis
olan tekli (oleik asit) ve coklu (linoleik asit)
doymamis yag asitlerinden olusmasidir. Yer
fisuginin bazi rapor edilen oleik ve linoleik asit
konsantrasyonlart sirasiyla su sekildedir: %69 ve
%43 (Rodriguez-Estrada vd., 2017), %45-60 ve
%20-40 (Kadiroglu, 2018), %35-69 ve %12-43
(Anonim, 2012), %58 ve %21 (Aluyor vd., 2009).
Bugiin diinyada en fazla yer fistif1 Gretimine sahip
tlkeler arasinda Cin ve Hindistan 0One
ctkmaktadir. Tirkiye'nin 2017 FAO verilerine
gore, kabuklu yer fistigi hasadi yapilan alant 40 bin
hektar civarinda olup, Uretim kapasitesi ise 165
bin tondur (FAO, 2019). Cin, tlkemize kiyasla
ortalama 104 kat daha fazla tretim kapasitesine
sahip olup, FAO verilerine gére 2017 yili Gretim
miktar1 yaklastk 17 milyon tondur (FAO, 2019).
Bilimsel veriler 1siginda bu  yaglarin  saglik
agisindan elzem olan yag asitleri bakimindan
zengin olmasi dolayist ile Uretim ve tiketimi
dinyada yaygindir.

Yer fistig1 yagy, yiksek sicakliga dayaniklt olup,
kizartma isleminde rahatlikla kullanilabilen bir
yagdir (Onat, 2018). Piyasada genellikle rafine
edilmis olarak satisa sunulan bu yag, tiiketicinin
islem g6érmemis ve dolayistyla kalitesinde degisim
meydana gelmemis soguk stkim yag talebine
istinaden soguk pres yontemiyle de elde
edilebilmektedir. Ancak, herhangi bir rafinasyon
uygulanmamis yer fistig1 yagi tiketicinin algisinda
olumsuz etki birakabilecek yogun karakteristik tat
ve kokuya sahiptir. Ayrica rafinasyon islemi,

ekstraksiyon sirasinda yer fistigindan  yaga
gecebilecek  bazt  aletjenlerin  de  etkisinin

azaltlmast veya ortadan kaldirilmasinda da rol
oynamaktadir (Crevel vd., 2000).

Bununla birlikte geleneksel yontemlerden farkls
olarak, yagli tohum ve meyvelerden yag eldesinde
1sil olmayan yenilik¢i teknolojilerin  kullanimit
giderek 6nem kazanmaktadir.

Bu teknolojiler arasinda popiilarite kazanmis olan
ultrason destekli ekstraksiyon yontemi daha az
siire, enerji ve ¢bziici gereksinimi ve daha yitksek
saflikta Griin eldesi bakimindan iyi bir alternatif
olarak o6ne ctkmaktadir (Chemat vd., 2008).
Ultrason  destekli ekstraksiyonda, ultrasonik
banyo veya sonikatdr problar kullanilarak gesitli
frekanslarda ses dalgalart tretilmekte ve bu ses
dalgalart biyolojik materyal tizerine génderilerek
akustik  kavitasyon  yaratilmaktadir. Bunun
sonucunda  hicre yapist  bozulmakta ve
bilesenlerin aciga ctkmast saglanmakta, béylece
ckstraksiyon gerceklestirilmektedir. Temizleme,
¢ozindiirme, homojenizasyon, gaz giderme
(degassing), emdlsiyon olusturma gibi farkl
amaclar  icin  de  kullaniabilen  ultrason
teknolojisinin ekstraksiyon amactyla kullaniminin
diger avantajlart arasinda; daha hizli kiitle ve enerji
transferi, secici ekstraksiyon, daha kii¢iik boyutlu
ckipman kullanimi, daha homojen ekstraksiyon
ortamt olusturulmast ve ekstraksiyon boyunca
sicaklik ve konsantrasyon gradyant olusmamasi
stralanabilir (Chemat vd., 2008). Ttum bu siralanan
Ozellikleri  bakimindan  ultrason  destekli
ekstraksiyon yontemi, yag ekstraksiyonu ile sinirlt
kalmamis ve bir ¢ok gida triiniinde kendine
uygulama alant edinmistit. Bu uygulamalara;
caydan fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu (Afroz
Bakht vd., 2019), tziim cekirdeginden yag ve
fenolik bilesen ekstraksiyonu (Da Porto vd.,
2013), medikal bitkilerden antioksidan madde
ekstraksiyonu (Dong vd., 2010), mikroalglerden
yag ckstraksiyonu (Escorsim vd., 2018), ultrason
destekli kurutma prosesleri (Topdas ve Ertugay,
2013; Tiifekgi ve Ozkal, 2015), ve gesitli yagh
materyallerden yag ekstraksiyonu (Chanioti ve
Tzia, 2017; Li vd., 2004; Ma vd., 2019; Perrier vd.,
2017, Taticchi vd., 2019) 6rnek olarak
gOsterilebilir.

Petrol tiirevi bir bilesen olan hekzan polar
olmayan yapist, yaga karst olan yiksek segiciligi ve
¢cozlici  kabiliyeti  nedeniyle, glntimizde
geleneksel yag ekstraksiyonunda en ¢ok tercih
edilen ¢6zicidiur. Bununla birlikte, hekzan
kullantminin insan saglig ve c¢evre Uzerine
olumsuz bir ¢ok etkisi rapor edilmistir. Yanict ve
tahris edici 6zelliklerinin - yani  sira, Ureme



Ultrason destekli yag ekstraksiyonu

sistemleri Uzerine olan olumsuz etkisi ve cevre
acisindan tehlikeli bir bilesen oldugu bildirilen
hekzana uzun stireli maruz kalmanin merkezi sinit
sistemini de olumsuz etkiledigi ifade edilmistir (Li
vd., 2014). Bu sebeplerden otiird, rafinasyon
sonrasinda yagda kalinti olarak bulunabilen bu
¢ozlclinln yerine gecebilecek alternatif ¢oziict

arayislart  lzerine  olan  ilginin  arttgl
belirtilmektedir ~ (Baimler vd., 2016). Bu

alternatifler arasinda ise petrol tiirevleri yerine
cesitli bitkisel kaynaklardan elde edilen, daha
givenli ve toksisitesi distik alkol turevleri 6n
plana ¢tkmaktadur.

Bu calisgmanin amact, yenilik¢i ve 1s1l olmayan bir
teknoloji olan ultrason destekli ekstraksiyon
tekniginde degisken islem kosullarinin (frekans ve
glic) elde edilen ekstraktlar tizerine etkilerinin
irdelenmesi ve ayrica hekzan alternatifi olarak 6ne
surilebilecek etanoliin farkli islem kogullarinda
yer fistig1 yagi ekstraksiyonundaki
kullanilabilirliginin incelenmesidir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Calismada hammadde olarak kullandan ve

herhangi bir 6n isleme tabi tutulmamus
(tuzlanmamig, kavrulmamis) ¢ig yer fistiklart
CGankirr’daki yerel marketlerden satin alinmugtir.
Fistiklardan yag ekstraksiyonu amaciyla kullanilan
analitik safliktaki etanol ve n-hekzan Merck
firmasindan (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
temin edilmistir. Yag asidi metil esteri karigimi
(Supelco®, 37 Component FAME Mix) ve yag
asitlerini  estetlestirme icin gerekli analitik
safliktaki diger kimyasallar ise Sigma-Aldrich
firmasindan (Sigma-Aldrich, St. Louis, A.B.D)
temin edilmistit.

Ultrason destekli ekstraksiyon

Cig yer fistiklari bir kahve degirmeni (Sinbo
SCM2934, Tirkiye) yardimiyla 6gutildikten
sonra, 10+0.05 ¢ numune 100 mL 6l¢ekli cam bir
behere aktarilarak tzerine 90 ml. ¢ozlcu ilave
edilmistir. Coziici olarak etanol ve n-hekzan
secilmistir. Behetler daha sonra maksimum ctkis
glicti 580 W olan sicaklik kontrolli bir ultrasonik
su banyosunun (Elmasonic P60-H, Elma
Schmidbauer ~ GmbH,  Almanya) merkez

noktasina yerlestirilmistir. Denemede uygulanan
degisken ultrasonik frekans ve glic degerleri ile
diger sabit parametreler asagidaki gibidir:

-Ekstraksiyon siiresi: 8 dakika

-Ekstraksiyon sicakligr: 3012 °C

-Ultrasonik gti¢: %060 (348 W), %80 (464 W),

%100 (580 W)
-Ultrason frekanst: 37 ve 80 kHz

Ultrasonik  ekstraksiyon  sirasinda  sicaklik
yitkselmesinin 6ntne ge¢mek icin buz tamponlar
kullantlmustir. Ekstraksiyonu tamamlanan
numuneler bir balona aktarildiktan sonra
icerisindeki ¢6ziici doner buharlastiricida (Hei-
VAP Precision ML/G1, Heidolph Instruments
GmbH & CO.KG, Almanya) 50 °C sicaklik ve
150-200 mbar vakum altinda uzaklastirilmistir.
Daha sonra, elde edilen ekstraktlarda mevcut
olabilecek ¢6zlch kalintillarint  uzaklagtirmak
amactyla numuneler 40 °C sicakliktaki etiivde
(Wisd Thermostable, Daihan Scientific, Kore) bir
gece bekletilmistir. Elde edilen numunelere ait
ckstraksiyon verimleri Denklem 1’de verildigi
sekilde hesaplanmistir:

m
Verim (%) = (m—e> x 100
b

Denklem (1)

Bu denklemde, ™e: elde edilen ekstraktin
agitligin,,  Mb:  numunelerin

agithgin ifade etmektedir.

baslangictaki

Yag asidi dagiliminin gaz kromatografi (GC)
ile belirlenmesi
Ekstraktlarin yag asidi bilesiminin belirlenebilmesi
icin 6ncelikle numuneler ISO standart yontemde
(No: 12966-2:2011) (ISO, 2011) aciklanan sekilde
yag asidi metil estetleri formuna
doéntstirilmustir. Hazirlanan esterler, tzerinde
alev iyonlastirmali dedektore (FID) baglt 60 m
uzunluk X 0.25 mm i¢c ¢ap X 0.20 pm film
kalinligina sahip bir TR-CN100 (Teknokroma,
Ispanya) kapiler kolon bulunan bir Shimadzu GC-
2010 Plus gaz kromatografi cihazina (Shimadzu,
Japonya) enjekte edilmistir. Gaz kromatografi
cihazina ait yontem parametreleri asagidaki
gibidir:

-Enjeksiyon blogu sicaklig: 230 °C

-Kolon firint sicakligs: 190 °C
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-Dedektor sicakligt: 240 °C

-Kolon akis hizt: 0.10 mL/dk

-Akis modu: Split (Split orant 1:150)
-Tastyict gaz: Helyum

Elde edilen piklerin tanimlanmast i¢in yag asidi
metil esteri karisimindan (37 Component FAME
Mix) ve 6n calismalardan faydalanilmuistir.

Istatistiksel analiz

Tium ekstraksiyon islemleri ve GC analizleri 2
tekerriirli olacak sekilde yapilmustir. Elde edilen
veriler ortalamatstandart hata seklinde ifade
edilmigtir. Farkli c¢oziuculer kullanarak farkli
ultrasonik kosullarda gerceklestirilen
ckstraksiyonlarin, elde edilen ekstraktlarin oleik
asit miktart ve ekstraksiyon verimleri tizerindeki
etkileri Minitab 16 paket programi (Minitab Inc.,
AB.D.) yardimiyla yapilan cift yonli varyans
analizi (Two-Way ANOVA) ile belirlenmistir.
Varyans analiz tablolari olugturulurken uygulanan
frekans,  ultrasonik  giic  ve  bunlarin
interaksiyonlarinin ortalamalar tzerindeki
Oneminin istatistiksel olarak incelenmesindeki

giiven araligt %95 olarak belirlenmistir. Istatistik
olarak 6nemli oldugu tespit edilen ortalamalarin
coklu karsilastirmalarinda ise yine %95 gliven
araligina sahip Tukey testi uygulanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Ekstraksiyon verimi

Yapilan ¢alismada, bir yandan ultrason destekli
ekstraksiyon isleminde degisken ultrasonik gii¢ ve
frekanslarinin yer fistig1 yagi ekstraksiyonuna olan
etkileri  incelenirken, diger yandan yag
ekstraksiyonunda geleneksel olarak kullanilan
hekzanin yant sira toksisitesi daha az ve daha cevre
dostu olan bir ¢Ozici olarak  etanolin
kullanilabilirligi ~ arasurilmistir.  Elde  edilen
bulgulara gére, tim c¢alisma boyunca hekzan ile
ekstrakte edilen 6rneklerin ekstraksiyon verimleri
etanol ile ekstrakte edilen gruba gére daha yuksek
bulunmustur (Cizelge 1). Kullanidan ¢6ziciler
kargilastirildiginda, etanol ve hekzana ait en
yitksek verimler 37 kHz ve %80 giicte elde edilmis
olup, sirastyla %40.55 ve %45.19 olarak tespit
edilmistir.

Cizelge 1. Farkli kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyonlara ait verimler (%0)
Table 1. Yields of extractions performed at different conditions (%)

Verim
Frekans Frequency Ultrasonik gii¢ Yield
(kHz) Ultrasound power (%o)
Etanol Hekzan
Ethanol Hexane
60 14.42+0.408 43.10%0.544b
37 80 40.55+3.27A 45.1940.542
100 39.01+1.834 44.49+1.222
60 4.48+0.87¢ 29.65+1.32¢
80 80 4.68+0.17¢ 36.9142.33be
100 4.5210.10¢ 32.63%4.00bc

*Veriler ortalamatstd.hata seklinde ifade edilmistir (n=2).
*fFarkli biytk harfleri (A, B, C,.) tastyan ortalamalar ¢oziicii olarak etanol kullanidan 6rneklere ait olup,

aralarindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P <0.05).

*#*Farkll kicik harfleri (a, b, c,.) tasiyan ortalamalar ¢6zici olarak hekzan kullanilan 6rneklere ait olup,

aralarindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P <0.05).
* Values are expressed as mean=std.error (n=2).

** Difference between means baving different uppercase letters for ethanolic extraction are statistically significant (P <0.05).
**% Difference between means having different lowercase letters for hexane extraction are statistically significant (P <0.05).
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Uygulanan ultrasonik gii¢ sabit tutuldugunda, her
iki grubun 37 kHz frekanstaki ekstraksiyon
verimleri 80 kHz’teki verimlere gére daha ytiksek
bulunmustur. Ornegin, 37 kHz frekansta %60 giic
uygulandiginda etanol ve hekzanin ekstraksiyon
verimleri sirastyla %14.42 ve %43.10 olarak tespit

edilmisken, aymt glicte frekans 80 kHze
cikarlddiginda  etanol ve hekzan verimlerinde
strastyla %069 ve %312 oraninda dusts
saptanmistir.

Her iki grubun ekstraksiyon verimlerinde her iki
frekansta da, uygulanan gic %060’tan %80’e
cikanldiginda artis gézlenmis, ancak uygulanan
gic %100 cikarildiginda gdzlenen disisin
istatiksel olarak énemli olmadid tespit edilmistir
(P >0.05). Cizelge 1’e gbre, etanol ekstraksiyonu
ile elde edilen en distk verim %4.48 ile 80 kHz
frekans ve %060 gli¢ uygulamasinda elde edilirken,
hekzana ait en disik verim ise yine aynt
ckstraksiyon  kosullarinda  %29.65  olarak
bulunmustur.

Literattir verileri incelendiginde, ekstraksiyon
verimleri kullanilan ¢6ziiciiye gore kiyaslandiginda
—kullanilan materyal ve yontemler degismekle
bitlikte— hekzan veriminin etanole gbre disik
oldugunu (Breil vd., 2016) ya da verimler arasinda
o6nemli bir fark olmadigint belirten calismalar
(Sbihi vd., 2018) mevcut olsa da, genel olarak
kabul edilen kani, bu c¢alismanin sonuglarina
benzer sekilde hekzan veriminin  etanol
veriminden daha yiiksek oldugudur (Ferreira-Dias
vd., 2003; Li vd., 2014; Zhuang vd., 2018). Li vd.
(2014), etanol veriminin hekzandan daha distk
olmasinin sebebini ¢6ziict polariteleri arasindaki
farkldik ile agiklamaktadir. Arastiricilar, terpen ve
alkol gibi maddelerin genellikle 7-hekzandan daha
polar olduklarini ifade etmislerdir. Ayrica,
etanoliin hekzana gére daha az segici bir ¢dziici
olmast sonucunda yag dist diger bilesenleri de
¢cozerek blnyesine kattug —distintlmektedir.
Bunun sonucu olarak bu ¢alismadaki géze carpan
diger bir nokta, hekzan ile elde edilen ekstraktlarin
daha yaga benzer bir yapiya sahip olduklari, buna
karsin etanol ckstraktlarinin ise daha katt ve
strtlebilir bir yapiya sahip olduklaridir. Nitekim,
etanoliin daha az secici oldugu gercegi daha
Onceden yapilan calismalarda da ifade edilmistir

(Batimler vd., 2016; Batimler vd., 2017; Ferreira-
Dias vd., 2003).

Orneklerin 37 kHz ve 80 kHz frekanslardaki
ekstraksiyon verimleri sirastyla Sekil 1 ve Sekil
2°de gosterilmektedir. Buna gore, etanol veriminin
her kosulda hekzana gére diigik bulundugu ve her
iki ¢ozucunin de ekstraksiyon veriminin ise 37
kHz frekanstan 80 kHz frekansa gecildiginde
dusts gosterdigi acikca goézlenmektedir. Benzer
sekilde, Muatasim vd. (2018) yaptiklart ¢alismada
ultrason frekansint 20 kHzten 50 kHze
ctkardiklarinda  ekstraksiyon veriminin = yartya
distigini ifade etmislerdir. Arastiricilara gore,
ihtiya¢ duyulan akustik genisleme icin gereken
zaman yuksek  ultrason frekanslarinda
saglanamamakta ve bu ylzden ultrasonik
kavitasyonda azalma olugmaktadir. Cozucilerin
farkli  ultrasonik  kosullarda  verimlerinin
karsilastirilmast ise etanol icin Sekil 3’te, hekzan
icin ise Sekil 4’te verilmektedir. Buna gére, etanol
ekstraksiyonunun verimi 37 kHz frekansta, %60
glicten %80 glce ¢ikildiginda keskin bir artis
gostermekle birlikte, benzer bir artis daha iliml
olmakla bitlikte hekzan ile ekstrakte edilen grubun
veriminde de goézlenmektedir. Sekil 3 ve 4’te
gozlendigi frekans artginin  verimde
azalmaya yol acabilecegi 6nceki calismalarda da
ifade edilmistir (Muatasim vd., 2018; Afroz Bakht
vd., 2019).

uzere

Cizelge 1’e gbre, 37 kHz frekansta ve %060 giic
uygulandiginda etanol icin elde edilen verim
degeri ile ayni frekansta diger giic degerlerinde
elde edilen verimler arasindaki farklilik istatistik
olarak 6nemli bulunmustur (P <0.05). Frekans 80
kHz’e c¢ikarldiginda ise farkhi glic degerlerinde
elde edilen verimler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark goézlenmemistir (P >0.05).
Bununla birlikte etanol kullanilarak  farklt
frekanslarda ve ayni glic degerlerinde elde edilen
verim ortalamalari istatistiksel olarak birbirinden
farklt bulunmustur. Hekzan ekstraksiyonunda ise,
80 kHz frekans ve %060 giicteki elde edilen verim
ortalamasi (%29.65), 37 kHz frekansta elde edilen
tim ortalamalardan farkli bulunmustur. Cift yonli
ANOVA bulgularina gére, ultrasonik giic ve
frekans interaksiyonunun etanol ile ekstrakte
edilen 6rneklerin verim ortalamalar arasindaki
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farklara etkilerinin istatistik olarak énemli oldugu
(P <0.05) belirlenmistir. Hekzan ile elde edilen
ekstraktlarin ortalamalari arasindaki fark tizerinde

ise sadece uygulanan ultrason frekansinin etkili
oldugu ve istatistik olarak 6nem yarattig1 (P <0.05)
tespit edilmistir.
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Yag asidi bilesimi ve eikosenoik asit (C20:1) gibi doymamis yag

Elde edilen ekstraktlarin yag asidi bilesimleri
incelendiginde, yer fistig1 yaginda yaygin olarak
bulunan 7 adet yag asidi tespit edilmistir. Bunlarin
bir kismini palmitik asit (C16:0), stearik asit
(C18:0), arasidik asit (C20:0) ve behenik asit
(C22:0) gibi doymus yag asitleri olusturmakla
birlikte, geri kalan kismint basta yer fistigt yaginin
baslica yag asidi olan oleik asit (C18:1), ve daha az
miktatlarda olmakla birlikte linoleik asit (C18:2)

asitleri olusturmaktadir. Yer fisugt yagiyla yapilan
diger calismalarda da benzer yag asitleri tespit
edilmistir (Aluyor vd., 2009; Ozcan, 2010; Ozcan
ve Seven, 2003; Siddeeg ve Xia, 2015). Farkl
ultrasonik kosullarda elde edilen etanol ve hekzan
ekstraktlarnin - yag asidi  bilesimleri sirastyla
Cizelge 2 ve Cizelge 3’te verilmektedir. Cizelgeler
dikkatle incelendiginde, ekstraksiyonda uygulanan
farkli parametrelerin yag asidi bilesimlerinde
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onemli degisikliklere yol agmadigt gortilmektedir.
Ultrason destekli ekstraksiyon uygulamalarinda
yag asidi bilesiminin degismedigi veya c¢ok az
etkilendigi 6nceki arastiricilarin ¢alisgmalarinda da
ifade edilmistir (Da Porto vd., 2013;
Mohammadpour vd., 2019; Stevanato ve da Silva,
2019). Ekstraktlarin yag asidi bilesiminin %094-95
diizeyinde oleik, linoleik ve palmitik asit
toplamindan olustugu gorillmustir. Uygulanan

ultrason giicti ve frekans gbz ardi edildiginde,
etanol ile elde edilen ekstraktlarda ortalama oleik
asit, linoleik asit ve palmitik asit konsantrasyonlart
strastyla %062.64, %21.68 ve %10.41 seviyelerinde
tespit edilmistir. Hekzan ile elde edilen
ekstraktlarda ise, uygulanan kosullardan bagimsiz
olarak bu ortalamalar sirastyla %63.07, %21.37 ve
%9.51 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 2. Farkli ultrasonik kosullarda etanol ile elde edilen ekstraktlarin yag asidi bilesimi (%o)
Table 2. Fatty acid composition of the ethanol extracts at different nltrasonic conditions (%)

Frekans Ultra“somk Yag asidi (%)
Freguenyy 0 i Fatly acids
(H2) er o) C16:0 180 c18:1 C18:2 €200 C20:1 €220
60 10.35+£0.10  2.60+0.15 62.31%+0.21 21.36x0.19  0.78+0.04  0.52+0.00 2.09+0.48
37 80 10.02+0.17 2.45+0.07 62.96+0.07 21.46%0.21 0.80%0.01 0.57£0.01 1.7410.38
100 9.984+0.20 2.671£0.02  62.83+0.06 21.56+0.02 0.77+£0.06  0.45%+0.01 1.73£0.04
60 10.90+0.46 2.2710.11 62.8410.26  21.69+£0.18 0.56*0.11 0.51+0.01 1.22+0.16
80 80 10.58+0.12  2.53+0.20 62.5410.47 22.11+0.18 0.70£0.05 0.51£0.12 1.04+0.03
100 10.62+0.19 2.45+0.16 62.3710.23 21.9240.05 0.63+0.16  0.52%+0.07 1.491+0.07

Veriler ortalamatstandart hata seklinde ifade edilmistir (n=2).

Valnes are expressed as mean=std.error (n=2).

Cizelge 3. Farkli ultrasonik kosullarda hekzan ile elde edilen ekstraktlarin yag asidi bilesimi (%o)
Table 3. Fatty acid composition of the hexane extracts at different nltrasonic conditions (%)

Ultrasonik

Frekans N Yag asidi (%o)
; gue Fatty acid.
Freqéeng/ Ultrasound aty acds
(kHz) power (Yo) C16.0 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C20:1 C22:0
60 9.49+0.09  2.65+0.03  63.07£0.32  21.48%+0.07 0.82+0.15 0.52+0.03  1.97£0.26
57 80 9.47+0.02  2.59+0.08  62.88%£0.10  21.39+0.04  0.80£0.00  0.66%£0.02  2.21£0.02
100 9.61+0.01  2.57+0.00 62.87£0.18 21.33+0.26  0.83+0.02  0.55+0.19  2.24+0.25
60 9.52+0.03  2.60+0.04  63.60£0.12  21.09+0.04  0.79£0.07  0.66£0.01  1.73%£0.03
80 80 9.34+0.06  2.62+0.07  62.73£0.22  21.41+0.04 1.02£0.10  0.76£0.17  2.13£0.09
100 9.62+0.05  2.62+0.02  63.25+0.02  21.52+0.13  0.82+0.09  0.53*£0.05 1.63%0.01

Veriler ortalamaztstandart hata seklinde ifade edilmistir (n=2).

Values are expressed as mean=std.error (n=2).

Uygulanan ekstraksiyon yonteminden bagimsiz
olarak, genel olarak yag asidi bilesiminde 6énemli
farklar yaratmamakla birlikte palmitik asidin
etanol ekstraktlarinda ve oleik asidin hekzan
ekstraktlarinda bir miktar daha ytiksek bulundugu
literatiirdeki galismalarla da kanitlanmistir (Breil
vd., 2016; Li vd., 2014; Zhuang vd., 2018). Yer
fistig1 yaginin bir diger ayirt edici yag asidi olan
aragidik asit (C20:0) miktarinin da uygulanan farkls
islem parametrelerinden etkilenmedigi gbzlenmis

olup, etanol ekstraktlarinda ortalama %0.71 ve
hekzan ekstraktlarinda ise ortalama %0.85
diizeyinde arasidik asit tespit edilmistir. Bununla
birlikte diger tespit edilmis yag asitleri olan stearik
asit (C18:0), eikosenoik asit (C20:1) ve behenik
asit (C22:0) ortalama miktarlart ise etanol ve
hekzan ekstraktlarinda sirasiyla; %2.50—%00.51—
%1.55 ve %2.61-%0.61-%1.98 olarak tespit
edilmistir.
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Istatistik analiz verilerine gore, ekstraksiyon
sirasinda uygulanan ultrasonik giic ve frekans
interaksiyonlarinin hem etanol hem de hekzan
ekstraktlarindaki oleik asit konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak OGnemli bir fark yaratmadig
belitlenmistir (P >0.05). Bununla bitlikte, oleik
asit konsantrasyonlart arasindaki fark tzerine
frekans ve gii¢c uygulamalarinin bireysel etkilerinin

de istatistik olarak O6nemsiz oldugu tespit
edilmigtir (P >0.05).

SONUC

Elde edilen bulgular sonucunda, yer fistig1 yaginin
ultrason  destekli  ekstraksiyonuna  iligkin

verimlerin frekans sabit tutuldugunda, uygulanan
glicin belli bir seviyeye kadar artistyla bir miktar
arttif1, fakat maksimum gii¢ uygulandiginda ise bir
miktar distigl tespit edilmistir. Esit glc
uygulamasinda ise, duastk frekanstaki
ckstraksiyonlarda hem etanol hem hekzan icin
yiksek frekansa gére daha yiksek verim elde
edilmistir. Coziictlerin kiyaslanmast sonucunda
ise, etanol ile elde edilen ekstraktlarin verimlerinin
her kosulda hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen
orneklere gore daha disitk oldugu belirlenmistir.
Uygulanan ultrason islem kosullarinin yer fistig
yag asidi bilesimi tzerine 6nemli bir etkisi
olmadigs yapilan kromatografik analiz sonucunda
tespit edilmistir. Ekstraktlardaki baskin yag asidi
olan  oleik  asit ortalamalarinin  hekzan
ekstraktlarinda etanol ekstraktlarina gére bir
miktar fazla oldugu, bununla bitlikte palmitik asit
ortalamalarinda ise bir miktar disis oldugu
belirlenmistir. ~ Yapilan  istatistiksel ~ analiz
sonrasinda, ultrason destekli ekstraksiyona ait
farkli frekans ve ultrasonik glclerin bireysel
etkilerinin elde edilen ekstraktlara ait oleik asit
konsantrasyonlart  lzerinde 6nemsiz  oldugu
sonucuna varidmistur (P >0.05). Tum bu bulgular
isiginda, yenilikgi bir teknoloji olan ultrason
tekniginin yer fistig1 yagr ekstraksiyonunda
kullanilabilirliginin yaninda, farklt frekans ve glic
uygulamalarinin ekstraksiyon verimi ve yag asidi
bilesimi tzerine olan etkileri ortaya konmustur.
Ayrica, geleneksel ¢coziicti olan hekzanin olumsuz
etkilerine alternatif olarak, biyolojik kaynaklardan
kolaylikla elde edilebilen etanolin bu islem
dogrultusunda kullanilabilirligi arastirlmugtir. Elde
edilen bulgulara gére tim denemelerde etanoliin

ekstraksiyon verimlerinin hekzana gore dusik
bulunmast ve etanolin hekzandan daha az secici
bir ¢oziicii olmast sebebiyle, bu ¢dziiciinin yag
ekstraksiyonu amactyla kullanimt icin daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu kanisina varilmstir.
Bu arastirmadan elde edilen bulgularin ileriki
aragtirmalara ve endustriyle uygulamalara 11k
tutmasi Ongorillmektedir.
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Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa sunulan markastz, paketsiz kefir érneklerindeki laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, tanimlanmast ve patojen test mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyel etkinligi degerlendirilmistir. 5
farklt kefir 6rneginden 6 adet laktik asit bakterisi izole edilmis ve izolatlarin molekiler tanimlanmasi icin 16S rDNA
PZR analizi yapilmustir. Izolatlarm 16S fDNA sekans analiz sonuclarina gore, izole edilen bakteriler; Lactobacillus
Sfermentum, Enterococcus faecinm ve Enterococcus durans tirleri olarak tanimlanmustir. Laktik asit bakteri izolatlarnin patojen
test mikroorganizmalart tizerindeki antimikrobiyel aktivitesini belirlemek i¢in agar spot ve agar kuyu diftizyon testi
kullamlmugtir. Ttm izolatlar, test edilen patojen mikroorganizmalar tizerinde farkli seviyelerde antimikrobiyel etki
gostermistir. Laktik asit bakteri izolatlart, Kiebsiella pnenmoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ANTCC 11778, Listeria
monocytogenes ATCC 1911 tizerinde diger test mikroorganizmalarina (Szaphylococcus aurens ATCC 25923, Streptococcus feacalss,
Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis NRS-744) gbre daha yiksek antimikrobiyel etki gostermistit.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel etki, [zolasyon, Identifikasyon, Kefir, Laktik asit bakterileri

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
KEFIR SAMPLES AND EVALUATION OF THEIR ANTIMICROBIAL EFFECTS

ABSTRACT

In this study, lactic acid bacteria were isolated from unmarked, unpacked kefir samples that sold in
Afyonkarahisar province, and their antimicrobial activity on pathogen test microorganisms were evaluated. 6
lactic acid bacteria were isolated from 5 different kefir samples and 16S rDNA PCR analysis was performed
for molecular identifications of these isolates. According to results of 16S tDNA PCR analysis; isolated bacteria
from kefir samples were identifed as Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecinm and Enterococcus durans. Agar spot
and agar-well diffusion assay methods were used to determine the antimicrobial activity of the lactic acid
bacteria isolates on pathogen test microorganisms. All of the isolates showed antimicrobial activity at different
levels on the tested pathogenic microorganisms. Lactic acid bacteria isolates showed higher antimicrobial
activity on Klebsiella pneumoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC
1911 than other test microorganisms (Staphylococcus anreus ATCC 25923, Streptococcus feacalis, Escherichia coli ATCC
35218, Bacillus subtilis NRS-744).

Key words: Antimicrobial effect, Isolation, Identification, Kefir, Lactic acid bacteria

* Yazismadan sorumlu yazar/Corresponding author
DA<: sfeyza@aku.edu.tr ©: (+90) 505 494 9906 =i (+90) 272 718 1159

Sevim Feyza Erdogmus; ORCID no: 0000-0002-4319-7558
Barig Bostanci; ORCID no: 0000-0002-5068-1268



Laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve antimikrobiyel etkileri

GIRIS
Gudalar, mikroorganizma cesitliligi bakimindan
olduk¢a zengindir. Bunlardan bazilart gida
uretiminde kullanilirken, bazilari ise gidalarin
bozulmasina ve gida kaynakli hastaliklarin ortaya
ctkmasina  neden  olmaktadir.  Bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler siklikla
kullanilmaktadir ancak antibiyotiklere karst
mikroorganizmalarda  diren¢ olusmast  tim
dinyada 6nemli bir problem haline gelmistir
(Blaser, 2011; White, 2011; Cooper ve Shlaes,
2011; Arabestani vd., 2014). Mikroorganizmalarin
faaliyetleri nedeniyle gida Girtinlerinin bozulmalari,
yiksek miktarda ekonomik kayiplarin meydana
gelmesine sebep olmaktadir. Gudalart
mikroorganizmalara karst korumak amaciyla
kullanilan kimyasal katki maddeleri ise canlilar
Uzerinde ctkiler ~yaratarak cesitli
hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, yiiksek kalitede, kimyasal koruyucu katk:
maddeleri icermeyen, giivenilir ve raf omirleri
uzun urinler tiketiciler tarafindan  tercih
edilmektedir (Schnurer ve Magnusson, 2005;
Abriouel vd., 2007; Dincer vd., 2010). Son yillarda
bilim adamlari, kimyasal koruyucularin yerini
alabilecek  alternatif  dogal  koruyucularin
arastirilmast  tizerine yonelmislerdir. Ozellikle
antimikrobiyel bilesenler Uretebilme yetenegine
sahip, GRAS (genel olarak glivenli) statiisinde yer
alan Laktik asit bakterileri (LAB) aragtirmacilarin
ilgi odagt olmustur (De Martinis vd., 2002; Eijsink
vd., 2002; Corrt vd., 2007; Nespolo ve Brandelli,
2010; Goh ve Philip, 2015). LABleri gram
pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
anaerob  veya  fakiltatif  aerob  olup
karbonhidratlar: fermente ederek laktik asit gibi
fermantasyon trinleri olusturmaktadirlar (Zhang
vd., 2014; Lépez-Cuellar vd., 2016). Bu bakteriler
tarafindan tretilen metabolik triinler, patojen
mikroorganizmalarin  Uremelerini  engelleyerek,
bagisiklik sistemini gliclendirerek enfeksiyonlara
karst  direncin  artmasini  saglamaktadir
(Amirbozorgi vd., 2016). Pek ¢ok calismada, gida
givenligi icin antagonistik mikroorganizmalarin
ve yine onlar tarafindan tretilen, protein yapidaki
antimikrobiyel bilesenler olan bakteriyosinlerin
kullanimiyla patojenlerin inaktive edilmesinin
hedeflendigi biyokontrol yontemlerinin
kullanilmasi 6nerilmektedir (Rodriguez vd., 2000;

olumsuz

Deegan vd., 2006; Evren vd., 2006; Moshood ve
Tengku, 2013; Giilgér ve Ozgelik, 2014; Yang vd.,
2014; Kaur 2015; Goh ve Philip, 2015; Lopez-
Cuellar vd., 2016). LAB'leri gida kaynakli patojen
mikroorganizmalarin Uremesini engellemek ve

gidalarin  raf Omrlind arttirmak amact ile
kullanilabilme  potansiyeline — sahiptitler. Bu
nedenle yeni LAB suglarin  izolasyonu ve
identifikasyonu icin yapilan calismalar oldukca
onemlidir.

Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa

sunulan markasiz, paketsiz, dogal yéntemler ile
uretilen kefir Orneklerinden 6 adet laktk asit
bakterisi izole edilerek molekdler
identifikasyonlart yapilmustir. Bu laktik asit
bakterilerinin ~ antimikrobiyel bilesik  tretme
yetenekleri  belirlenerek  onlarin  patojen
mikroorganizmalar lzerine olan antimikrobiyel
etkinlikleri degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Kefir Orneklerinin Hazirlanmast

Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa
sunulan markasiz, paketsiz, dogal yéntemler ile
tretilen bes farkl kefir 6rnegi kullanilmistir. Kefir
ornekleri aseptik  kosullar altinda  toplanip
aragtirma laboratuvarina getirilmis ve steril pipet
yardimiyla 10'ar ml alinarak steril 90 ml % 0.1' lik
steril peptonlu su  ¢6zeltisinde homojenize
edilmistir. Her 6rnek % 0.1' lik steril peptonlu su
iceren tiplerde 1/10 olacak sekilde ardisik olarak
seyreltilmistir.

Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve
Saflagtirilmasi

Her bir kefir 6rnegiicin 104, 10-° diliisyonlarindan
0.1 ml almarak LAB izolasyonu icin segilen
besiyerlerine yayma plak yontemiyle ekim
yapilmis, 37 ©°Cde oksijenli ve oksijensiz
kosullarda 48 saat siire boyunca inkiibe edilmistir.
Laktokoklar icin M17 agar (Liofilchem 610192),
Laktobasiller icin Man, Rogosa ve Sharpe (MRS)
agar (Oxoid CM0361), Enterokoklar icin Nutrient
agar (NA) (Oxoid CMO0003) ve Kanamycin
aesculin azide agarli (Oxoid CM0591) besiyerleri
kullantlmigtir. Oksijensiz ortamda inkiibasyon icin
anaerobik  kavanoz (Oxoid Anaero Jar)
kullanilmigtir ~ (Azadnia ve Nazer, 2009).
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Oksijensiz ortamin saglanabilmesi icin Merck
Microbiologia Anaerocult A (1.13829.0001) ve
ortamin oksijensiz olup olmadigindan emin
olabilmek i¢in  test indikatéri  (Merck
Microbiology Anaerotest 1.15112.0001)
kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda LLAB olma
olasithigi olan tum koloniler secilerek MRS
besiyerine ckilerek seri pasajlamalar yapilmis ve
saf kiltiirler elde edilmigtir (Azadnia ve Nazer,
2009). Laktobasil olmast beklenen kolonileri
secerken krem renkli, mat diizgiin kenarh
koloniler, laktokoklar i¢in beyaz diiz kenarlt parlak
koloniler tercih edilmistir. Enterokok olmasindan
stphelenilen koloniler i¢in kii¢iik, beyaz ya da agik
renkli ve diz kenarlt tipik kolonilere &ncelik
verilmistir. Kanamycin Aesculin Azide agarda ise
siyah zon olusturan Enterokoklarin secimleri
yapimistir  Elde edilen izolatlar, mikroskop
altinda incelenerek gram reaksiyonu ve katalaz
aktiviteleri  belitlenmistir. Izolatlarin  katalaz
enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla ilk izolasyon esnasinda saflastirilan
izolatlar temiz bir lam Gizerine alinip %3’lik H2O,
¢Ozeltisi  damlatlmistir. Gaz  kabarciklarinin
olusumu katalaz testi agisindan pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000; Halkman
2005; Ozteber 2013).

Genomik DNA Izolasyonu

LAB'm genomik DNA'larini izole etmek icin
Roche, High Pure PCR Template Preperation Kit
kullantlmistir.  Her bir izolattan MRS  stvi
besiyerine ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Kit kullanimi igin gerekli hazirhiklar
yapilarak  prosediire uygun sekilde DNA
izolasyonu  gerceklestirilmistir.  Elde  edilen
genomik DNA’larin  bitiinlikleri agaroz jel
elektroforezinde, saflik kontrolleri ve miktar
tayinleri  spektrofotometrik  olarak  Thermo
Scientifik-Nanodrop 2000c cihazi ile yapilmistir
(Turner vd., 2004). Elde edilen genomik DNA’lar
kullanilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

Laktik Asit Bakterilerinin 16S rDNA PZR
Yontemi ile Tanimlanmasi

LAB izolatlarinin  16S rDNA  yontemiyle
tanimlanabilmesi icin Taq DNA Polimeraz Kiti
(Helix Amp TM, (11796828001)) kullanilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in; 20F (5'-

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3") ve
1390R (5'- GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3")
primerleri kullanilarak gen bolgesi PZR (Blue Ray
Biotech Turbo Cyler) ile ¢ogaltiimistir (Ozteber
2013). Baz buyuklugh tespiti i¢in, markir
(Fermentas Gene Ruler TM) kullanilmistir. PZR
tiptine eklenecek bilesenler ve reaksiyon
basamaklari kit icerigine gére dizenlenmis olup
Cizelge 1' de belirtilmistir. Istenilen gen bolgesini
cogaltabilmek icin kullanilan PZR kosullari; 94
°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 sn
denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn baglanma ve 72
°Cde 90 sn wuzama olugan 35 dongulik
amplifikasyon ve 72 °Cde 15 dakika son
uzamadan olacak sekilde ayarlanmistir. PZR
trinleri %71’lik agaroz jelde yiritilerek UV Jel
gorintileme sistemi cihazi (Quantum, France)
kullamilarak géruntilenmis ve DNA fragmentleri
DNA markir ile karsilastirtlarak
degerlendirilmistir.

Cizelge 1. PZR bilesenleri ve miktarlar
Table 1. PCR components and quantities

PZR Bilesenleri Miktar

PCR Components Quantity

DNA 5uL

10X Taq Buffer 5uL

dNTP 1 uL

Primer — F 1 uL

Primer — R 1 uL

5X Tune Up Buffer 10 uLL

Taq Polimeraz 1.25 Unit

Destile Su 50 Wl ve t !

Distilled water pye tamamiantt
Niikleotid Sekans Analizi ve Verilerin

Degerlendirilmesi

PZR drinlerin nikleotid sekans analizlerinin
yapilmasi icin hizmet alimi yapilmistir. Sekans
analizi, Sanger dideoksi sekans metoduna dayalt
ABI 3730 XL otomatik sekans analiz cihazt
kullanilarak Altigen Bio Firmast (Izmir\ Tiirkiye)
tarafindan yapilmistir. Orneklerin sekans analizi
sonuglart Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide BLAST
(blastn) programi kullanilarak karsiastirilmis ve
her bir izolat i¢in gen bankasindaki homolojileri
belirlenmistit.
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Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki
Spektrumlarinin Belirlenmesi

LAB  izolatlarinin  antibakteriyel — aktivitesi
belirleyebilmek icin agar spot test ve kuyu
difizyon yontemleri kullanilarak test edilmistir.
Agar spot testi i¢cin, LAB izolatlarinin MRS sivi
besiyerine (Oxoid CM0359) ekimleri yapilarak 37
°C’de bir gin sire ile inkibe edilmistir. Daha
sonra her bir izolattan 2 ul MRS agarli besiyerine
damla seklinde inokiile edildikten sonra petriler
bir giin siire ile 37 °C’de inkiibasyona birakilmustur.
Kualtir  koleksiyonumuzda  yer alan  test
mikroorganizmalart (Listeria monocytogenes ATCC
1911, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus substilis
NRS-744, Staphylococcus.  anrens ATCC 25923,
Kiebsiella pnenmoniea NRRLB 4420, Psendononas
aenroginosa NTCC 11778, Streptococcus  feacalis)
Nutrient broth besiyerinde, 24 saat boyunca 37
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
%0.5 agar ile hazirlanmis 5 ml'lik yumugak agar
icerisine, indikat6r test mikroorganizmalarin sivi
kiltirlerinden 0.5 ml inokile edilerek petrilerin
yuzeyine doékilmis ve 37 °Cde, 24 saat
inkiibasyona birakilmistir (Schillinger ve Luke,
1989). Agar spot testi sonuglar; +<0.5 cm, 0.5
cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olacak sekilde
degerlendirilmistir.

Agar kuyu difiizyon testi i¢in, LAB izolatlarinin
her birinden 10 ml'lik MRS sivi besi ortamina
ekim yapilarak 37 °C’de, 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra sivi kiltirler 8000 rpm’
de 10 dakika (+4°C’de) santriftjlenmistir (Ntve
NF 1200). Santriftyj islemini takiben kultiir st
stvilart steril, yeni falkon tiiplere aktarilmis ve asit
inhibisyonunu ekarte edebilmek icin 1 M
NaOH/HCI kullanilarak pH: 6.0’ya ayarlanmustir.
Elde edilen bu siipernatantlar steril siringalarla
cekilerek 0.2 pum por caply, steril membran
filtreden (GUS 7041361) siizilerek steril deney
tiiplerinde  toplanmistir.  Antimikrobiyel —etki
spektrumlarini  belitleyebilmek icin kullanilan
indikator test mikroorganizmalart Nutrient broth
besiyerine ekilmis ve 37 °C'de, 24 saat inkilbe
edilmislerdir. Bir giinlik kiltirlerinden steril
distile suda 0.5 McFarland bulanikligina esdeger
stspansiyonlar hazirlanmistir. Her bir indikator
bakteri susunun Nutrient agar besiyerine, steril
ektivyon ¢ubugu kullanilarak ekimleri yapilmustir.
Steril agar delici kullanilarak agarlt besiyer ortamt

iceren petrilere 6 mm c¢apinda kuyucuklar
acilmustir. Hazirlanan kuyucuklara daha Once
laktik asit bakteri izolatlarindan elde etmis
oldugumuz  sipernatantlardan  (Cell  free
supernatatnt) 100 pl koyulmustur. Petriler 37
°C'de, 24 saat inktbe edildikten sonra olusan zon
caplart  Olcilmis ve  kontrol grubu ile
karsilastirlarak  degerlendirilmistir  (Pringsulaka
vd., 2012).

BULGULAR

M17, MRS, Nutrient ve Kanamycin aesculin azide
agarli besiyerlerinde treyen kiltirlerden farklt
koloniler secilerek MRS besiyeri kullanilarak saf
kultirler elde edilmistir. 27 adet izolat elde edilmis
ve bunlarin gram boyamast ve katalaz testleri
yapilmistir. Bu izolatlardan sadece 6 adeti gram
(+) ve katalaz (-) olarak belirlenmistir. Bu alti
izolat arasinda yer alan K1 ve K4’iin mikroskop
altinda gérinimi cubuk, digerleri ise yuvarlak
(kili yuvarlak veya zincir seklinde) olarak
gozlenmistir. LAB’lar katalaz negatif olduklari icin
bu izolatlarin molekiller identifikasyonlari, 16S
rDNA PZR y6ntemi kullanilarak yapilmustir. PZR
driinlerinin  agaroz jel gorintisi Sekil 1°de
gosterilmistir. PZR Urlnlerin nitkleotid sekans

analizi sonuglart Gen Bank
(www.ncbinlm.nih.gov) adresinde yer alan
Nucleotide-nucleotide BLAST programi

kullanilarak karsilastirilmis ve her bir izolat igin
gen bankasindaki homolojileri  belirlenmistir.
Karsilastirma  sonucunda, izolatlar ile veri
tabaninda bulunan diger tiirler arasindaki
homolojiler  yizde olarak  Cizelge 2’de
gOsterilmistir. Enterococcus cinsine ait izolatlar,
Enterococcus  faecinm, Enterococcus  durans  olarak
tanmmlanmustie.  Ayrica  Lactobacillus — fermentum
izolatlart tanimlanmustir.

Laktik asit bakteri izolatlarinin antibakteriyel etki
spektrumlar icin agar spot test ve agar kuyu
difizyon testi kullandmistir.  Agar spot testi
sonucunda Cizelge 3’de verildigi gibi 6rneklerin
hepsinin  ¢alismada  kullanidlan  tim  patojen
mikroorganizmalara  karst zon olusturdugu
goriilmistiir. Inhibisyon zonlarinin ¢aplart +<0.5
cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olarak
kontrol grubuyla kargilastirlarak
degerlendirilmistir.

75



76

S.F. Erdogmus, B. Bostanci

AL I'|'|'!-
2000 bp
1 500 bp
JLNLIER] |_\E'|
750 bp
500 bp

00 ]'r]':.

100 by

Sekil 1. PZR tirtinlerinin agaroz jel fotografi [Tzolatlar (K1-6), Markir (M)]
Figure 1. Agarose gel photo of PCR products

Gizelge 2. LAB izolatlarinin 16S rRNA analiz sonuglart
Table 2. 165 RNA analysis results of LAB isolates

Izolatlar Karsilagtirilan baz
Isolates 16S tRNA Analiz Sonucu sayist (%) Benzerlik
Abnalysis of 165 RNA Compared base Swilarity
number
K1 Lactobacillus Sfermentum strain .
CAU:3341(Sequence ID: MF354239.1) 1402 /098
K2 Enterococcus durans strain CAU6145 (Sequence .
ID: MF424830.1) 1407 /099
K3 Enterococcus faecinm strain BL6-4 (Sequence ID: .
MFE784205.1) 1330 /099
K4 Lactobacillus  fermentum  strain ~ CAU:3341 .
(Sequence TD: MF354239.1) 1402 /098
K5 Enterococcus  faecium  strain - CAU10244 .
(Sequence ID: MF429017.1) 1377 /099
K6 Enterococcus  faecinm  strain  LO30(LBF2)D03
1098 %99

(Sequence 1D: KM269699.1)

Agar spot test sonuclarina gbre; LAB izolatlart
deney asamasinda kullandan  patojen  test
mikroorganizmalarina karst orta ve\veya yuksek
duiizeyde antimikrobiyel etkinlik géstermistir. LAB
izolatlar1 en cok, K. punenmoniea NRRLB 4420, §.
anrens ATCC 25923, Pseudomonas aenroginosa ATCC
11778, L. monocytogenes ~ ATCC 1911,
mikroorganizmalari  tzerinde etkili olmustur.
Izolatlarin  antimikrobiyel etki spektrumlarint
belirleyebilmek icin ayrica agar kuyu difiizyon testi

uygulanmustir. Laktik asit bakteri izolatlarinin
indikator bakteriler tizerine olan antimikrobiyel
etkiletinin sonuglart ise Cizelge 4'de gosterilmistir.
Izolatlar tiim patojen test mikroorganizmalart
tzerinde antimikrobiyel etki gOstermislerdir.
Ozellikle K. pneumoniea NRRLB 4420, P.
aeuroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC
1911  karst yluksek antimikrobiyel aktivite
belirlenmistir. Elde edilen zon c¢aplari kontrol
grubuna oldukea yakin degetler gdstermistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=6SSZTWUM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF424830?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZSSYMW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF784205?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZY3JZM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0762JT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF429017?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=7E0HNKHJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM269699?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0UPJEV014
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Cizelge 3. LAB izolatlarinin indikat6r test bakterileri tizerine olan inhibisyon etkisi

Table 3. The inbibitory effect of LAB isolates on indicator test bacteria
%

= 3 S
s- 8 5 9 1§ E
. 225 & > ST T &
Izolatlar 5= 3 Z. <8 S; ¥Z S
S Q 2 A N s N
Isolates SO z £ N N 5 S- =
D I:: R < 3 B g “
. S 3 o M ZoR
g a5 a;
K1 Lactobacillus fermentum strain  +++ ++ ++ +++ A+
CAU:3341
K2 Enterococcus  durans  strain  +++ +++  +++  +++ .+
CAU6145
K3 Enterococcns  faecinm  strain - +++ +++  +++ -+ At
BL6-4
K4 Lactobacillus fermentum strain  +++ ++ ++ +++  +++ 4+
CAU:3341
K5 Enterococcus  faecium  strain  +++ +++  +++ 4+
CAU10244
K6 Enterococcus  faecium  strain  +++ +++  +++ 4+
LO30(LBF2)D03
Kontrol 10 ug amikasin +++ +++  +++  +++ .+
Control

+<0.5 cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2

Gizelge 4. LAB izolatlarinin indikatér bakteriler tizerine olan antimikrobiyel etkilerinin agar kuyu
difizyon testi sonuglart (cm)
Table 4. Agar well diffusion test results of antimicrobial effects of LAB isolates on indicator bacteria (cm)
[Se)

=3 Q
S8 L 8§15 E
S o E ST £
Izolatlar a5 S Z <3 f3 2 3%
S) L}i - T Q Nl S i~ “‘2
Isolates SO X S N %I
CRERE BN LI
: S B 43
A o) A~
K1 Lactobacillus fermentum strain
CAU-3341 17 9 10 12 21 18 15
K2 Enterococcus durans strain
CAUGL45 18 16 13 18 17 23 12
K3 Enterococcus faecinm strain
BL6-4 18 14 9 14 22 19 16
K4 Lactobacillus fermentum strain
CAU:3341 19 9 11 12 20 18 15
K5 Enterococcus faecium strain
CAU10244 18 14 10 15 22 19 16
Ko6 Enterococcus faecium strain
1030 (LBF2)D03 18 14 10 14 22 19 16
Kontrol .
Control 10 pg amikasin 20 21 22 20 24 20 20
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TARTISMA

Son yillarda gida ve ilag giivenliginin gelistirilmesi
konusunda giderek artan bir egilimin olmasi,
aragtirmacilart yeni antimikrobiyel alternatifler
bulmaya tesvik etmektedit. Bazi
mikroorganizmalar  antimikrobiyel  bilesenler
tretebilme yetenegine sahiptitler (Goh ve Philip,
2015). Bu mikroorganizmalar arasinda yer alan
laktik asit bakterileri, antimikrobiyel 6zellikte
bakteriyosin tretebilen, gidalarda uzun yillardan
beri givenli bir sekilde kullandan en 6nemli
mikroorganizmalardandir (Nespolo ve Brandelli,
2010; Lopez-Cuellar vd., 2016). Bakteriyosinler,

uretici  huicreler  lizerine  olduructi  etki
gOstermeyen, stnurlt sayidaki bakterilere etkili olan
antagonistik maddeler olduklarindan

antibiyotikler icin alternatif rol oynayabilirler
(Evren vd., 2006). Bugtne kadar yapilan pek ¢ok
calismada; cesitli gida Urlnlerinden LAB izole
edilerek, antimikrobiyel etkinlikleri
degerlendirilmis ve cesitli bakteriyosinler izole
edilerek tanimlanmistir (Erdogrul vd., 2002; Yang
vd., 2014; Wassie ve Wassie, 2016; Masalam vd.,
2018). Literatiir taramalart sonucunda kefir
orneklerinden LAB  izolasyonu ve onlarin
antimikrobiyel etkinliklerine dair sinirli sayida
calismaya rastlanmistir  (Simova  2002). Bu
nedenle, LAB bakimindan zengin olmast
beklenen kefir 6rneklerinin ¢alisma kapsaminda
kullanidmasi tercih edilmistir.

Bu calismada, LLAB'lat1 izole etmek amaciyla
Afyonkarahisar 1li'nde satisa sunulan paketsiz 5
farkl kefir 6rneginden 6 adet LAB izole edilmistir.
Kefir Orneklerinden izole edilen LAB'lar16S
rDNA sekans analiz sonuglarina gére, Lactobacillus
Sfermentum (2), Enterococeus faecium (3), Enterococcus
durans (1) titleri olarak tanimlanmistir. Bu
calismadan elde edilen bulgular daha O&nce
yapilmis olan bazi caligmalarla olduk¢a benzerlik
gostermektedir (Simova 2002; Chen vd., 2008;
Bennani vd., 2017, Masalam vd., 2018).

CGalismamizda, LAB izolatlarinin antimikrobiyel
aktivitelerini belirleyebilmek i¢cin agar spot testi ve
agar kuyu diflizyon testi yapilmustir. Agar spot test
sonugclarina gore; elde edilen LAB izolatlari, en
cok K. pneumoniea NRRLB 4420, S. anrens ATCC
25923, P. aenroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes

ATCC 1911 zerinde antimikrobiyel etki
gOstermistir. Simova vd. (2002); kefir ve kefir
tanelerinden LAB izole etmislerdir. Elde ettikleri
izolatlaryy Lactococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus
thermophilus, — Lactobacillus — delbrueckii  subsp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei
subsp. pseudoplantarum ve Lactobacillus brevis olarak
tanimlamuslardir. Bagka bir calismada Chen vd.
(2008); kefir tanelerindeki LAB’lar tzerine
mikrobiyolojik bir ¢alisma yapmustir. Calisma
sonucunda, kefir tanelerinde,  Lacfobacillus,
Lenconostos,  Lactococcus  tirtlerinin - bulundugu
belirlenmistir. Isleroglu vd. (2008), yéresel peynir
orneginden antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteri
izole etmislerdir. Karbonhidrat fermantasyonu ile
yag asidi profili testleri sonucunda bakterinin
Enterococcus faecalis oldugunu saptamislardir. Bu
bakteri  tarafindan  dretilen  antimikrobiyel
maddenin  Lactobacillus ~ plantarum, — Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium ve Listeria monocytogenes’e
karsi inhibitdr aktiviteye sahip oldugu, ancak
Escherichia coli, Staphylococcus aurens ~ve  Bacillus
cerens’a karst etkili olmadigi gbzlenmistir. Bu
calismaya benzer olarak bizim ¢alismamizdan elde
ettigimiz verilerde en yitksek antimikrobiyel etki
K. pneumoniea NRRLB 4420, P. aeuroginosa ATCC
11778, L. monocytogenes ATCC 1911 karst tespit
edilitken E. coli ATCC 35218 ve B. subtilis NRS-
744 tzerinde daha digstk etki tespit edilmistir.
Diger bir ¢calismada ise Bayram ve Yildirim (20106),
yoresel bir peynir ¢esidinden izole edilen bakteri
ve bu bakterinin Grettigi antimikrobiyel bilesikleri
karakterize etmislerdir. Izole edilen bakteri, genel
mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat
fermantasyonu ve yag asidi profili testleri
sonucunda  Ewnferococcus  faecium  BP  olarak
tanimlanmustir. Antimikrobiyel bilesigin
antimikrobiyel spektrumu beliflenmis ve inhibitér
aktivitesi Uizerine bazi enzimlerin, organik
¢ozlctlerin, 1s1l islemin, depolama kogullarinin ve
tretici  bakterinin = gelisim  fazinin  etkileri
aragtirtlmistir.  Antimikrobiyel  bilesigin - bir
bakteriyosin oldugunu ortaya koymuslardir.
Antimikrobiyel ~ bilesigin, test edilen bazt
Lactobacillus,  Lactococcus, — Listeria,  Bacillus,
Campylobacter ve  Citrobacter  cinslerine  karsi
inhibitor etki gbsterdigini belirlemislerdir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nespolo%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
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Bu calismanin sonucunda; kefir 6rneklerinden
izole edilen LAB'latin antimikrobiyel etkili
madde\maddeler Uretebildikleri ve patojen test
mikroorganizmalart tzerinde yuksek
antimikrobiyel etkinlikleri oldugu belirlenmistir.
Bundan sonra yapilacak olan calismalar ile izole
edilen LAB'larin tretmis olduklart bakteriyosin
ve\veya  bakteriyosin  benzeri  maddelerin
saflastirilmast ve karakterizasyonu
hedeflenmelidir. Boylece LAB’lar tarafindan
tretilen bu antimikrobiyel bilesiklerin hem gida
hem de saglik sektérinde, biyoteknolojik
calismalarda potansiyel olarak kullanilabilecegi
dusinulmektedir.
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ABSTRACT

In this study, fresh orange juice fortified with reishi (Ganoderma lucidum) extract was produced and its quality
parameters were investigated. 330 mL and 200 mL of fresh orange juice samples containing different
amounts (5 or 10 mL) of reishi extract were formulated. Brix and pH of the samples ranged from 10.90.8
to 11.5£1.2, and 3.66 to 3.68, respectively. Ascorbic acid content (mg/100mL) of the samples was between
54.512.2 and 64.818.5, and total carbohydrate contents (g/L) were found as 12.96£4.19 - 17.34+4.94. Total
phenolic contents of the samples were determined as 313.6£3.3 - 329.5+3.3 pg GAE/100 mL. Color
measurements indicated no significant difference between the control and fortified samples. Five-point
hedonic scale (65 volunteers) and ranking tests (29 volunteers) showed that an alternative functional
beverage with acceptable quality properties was produced when recommended daily intake dose of reishi
extract (10 mL/day) was added to 330 mL of orange juice.

Keywords: Functional orange juice, reishi extract, physicochemical properties, sensory properties.

REISHI (Ganoderma lucidum) EKSTRAKTI KATKILI TAZE PORTAKAL
SUYUNUN FIZIKSEL, KIMYASAL VE DUYUSAL OZELLIKLERI

oz

Bu calismada reishi (Ganoderma lncidum) ckstrakti iceren taze sikilmis fonksiyonel portakal suyu
tretilmis olup kalite 6zellikleri arastirilmistir. Farkli miktarlarda (5 and 10 mL) ekstrakt iceren 330
mL ve 200 mL hacminde taze sikilmis portakal sulart hazirlanmustir. Uriinlerin askorbik asit miktarlari
54.512.2 ve 64.818.5 mg/100mL, toplam karbonhidrat miktarlart 12.9614.19 ve 17.34+4.94 ¢/L
arasinda degismistir. Folin-Ciocalteu metodu ile analiz edilen toplam fenolik madde icerikleri
313.6%3.3 - 329.543.3 ug GAE/100 mL olarak bulunmustur. Uriinlerin Brix ve pH degerleri sirastyla
10.9+0.8 - 11.5%£1.2 ve 3.66 - 3.68 olarak Olcilmustir. Ekstrakt icermeyen kontrol driun ile
fonksiyonel trtinler arasinda denk degerleri arasinda 6nemli fark gorilmemistir. Duyusal analiz
calismalarina gbre, 5-noktali hedonik skala (65 génillt) ve siralama testleri (29 génillit) sonucunda,
tavsiye edilen giinliik tiketim miktart 10 mL olan ekstrakt, 330 mL’lik 6rneklere eklendiginde kabul
edilebilir tatta oldugu bulunmustur. Reishi iceren fonsiyonel portakal suyunun kalite 6zellikleri
bakimindan tiiketime uygun alternatif bir icecek oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fonksiyonel portakal suyu, reishi ekstrakti, fizikokimyasal 6zellikler, duyusal
Ozellikler.
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INTRODUCTION

Trends in the consumption of foods that have
good health benefits increases in the last decades
due to higher demand on a better life quality.
Consumers become more aware about the
functional foods with health promoting effects to
prevent disease risks, improve body functions,
and boost immune system (Siro et al,, 2008).
Functional foods should consist of some
bioactive compounds, such as antioxidants,
probiotic  microorganisms  and  prebiotic
substances that they affect health in a positive
manner (Roberfroid, 1999; Meral and Dogan,
2009; Dayisoylu et al., 2014). According to
Turkish Food Law (5179), in addition to their
nutritional effects, functional foods have health-
protective, corrective or disease- reducing effect
due to one or more effective components that are
scientifically and clinically proven (Anonymous,
2004).

Mushrooms are food species with more than 2000
types known for centuries but only about 25 types
can be consumed. Because of the high nutritional
value of the mushroom and its medicinal
properties, it is accepted as a functional and
nutraceutical food and attracts great attention
(Chang, 1996; Cheung, 2008). One of the fungus
species with therapeutic properties is Reishi
mushroom, also known as Ganoderma lucidum. 1t is
widely used in the far eastern countries and it is a
species of Basidionycetes fungi comes from the
tamily Ganodermataceae (Wachtel-Galor et al.,
2011). Some pharmacological properties of the
active components of Reishi mushroom -
triterpenoids ~ and  polysaccharides-  were
determined as the result of several studies. The
effects of polysaccharides, amino acids,
triterpenes, ascorbic acid, sterols, lipids, alkaloids
and trace elements in the immune system were
extensively studied. For example, beta-D-glucans
-one group of the polysaccharides- are widely
used in the formulation of cancer preventive
drugs (Wasser and Weiss, 1999). Reishi
mushroom is not edible due to its hard structure.
For this reason, it is consumed in two different
forms either in the extract or powder form.
Ganoderma extracts have numerous therapeutic
effects including analgesic, anti-allergic, anti-

bronchitis, anti-bacterial, anti-oxidant, antitumor,
blood pressure lowering effects. Therefore, it is
widely used in the treatment of many diseases
including migraine and headache, high blood
pressure, arthritis, bronchitis, asthma, anorexia,
gastritis, hemorrhoids, high cholesterol, nephritis,
constipation,  skin  tuberculosis,  hepatitis,
cardiovascular problems and leukemia (Wachtel-
Galor et al., 2005; Tang et al., 20006). Because of
its health promoting effects, Ganoderma lucidum
has been used for many nutraceutical and
medicinal purposes for years (Deepalakshmi and
Mirunalini, 2011; Bishop et al., 2015).

Orange juice is widely consumed beverage all over
the world. There are some functional orange juice
development studies carried out in the literature.
Prebiotics, probiotic bacteria and vitamin fortified
orange juice products were formulated and their
physicochemical and sensory evaluation studies
were performed (Luckow and Delahunty, 2004;
Costa et al., 2017). In Pesti et al.,, 2014, it was
explained that fungal extracts would give benefit
to the human health by showing anti-cholesterol
activity (Gil-Ramirez and Soler-Rivas, 2014). Reis
et al., 2017 summarized health benefits of various
types of mushroom extracts and mentioned that
either mushrooms themselves could be listed as
functional foods or their extracts could be
incorporated  into vatrious nutraceutical
formulations (Reis et al, 2017). To our
knowledge, there is no any food or beverage
formulation  including  Ganoderma — Ilucidum
mushroom extracts. Therefore this will be the
first study to analyze the quality parameters of
functional beverage which is fresh orange juice
fortified with Ganoderma lucidum extracts.

The aim of this study was to develop a functional
orange juice fortified with reishi (Ganoderma
lucidum)  extract and examine the quality
parameters of the newly formulated orange juice
samples and perform sensory analyses to compare
with the control fresh orange juice without the
extract.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Ganoderma Ilncidum extract solutions in 10 mL of
dark brown bottles were purchased from Erkel
Food Company Ltd. $ti. Oranges were purchased
from Carrefour Supermarket, in Istanbul. All
chemicals used in the analyses were purchased
from Sigma —Aldrich and they were of analytical
grade. Double distilled water was taken from
Milli-Q  Gradient A10 water purification
system (Bedford, MA, USA).

Methods

Preparation of fortified orange juice samples
The oranges purchased from the supermarket in
Istanbul were freshly squeezed using household

portable juice squeezer, and the pulp was
immediatley filtered using glasswool. The control
sample was defined as freshly squeezed orange
juice with no added extract, and the functional
juices were prepared according to the commercial
serving sizes of canned (330 mL) and tetra-packed
(200 mL) fruit juices. Daily consumption of 3 g
reishi extract in 10 mL solution is mentioned as
the required dose to get benefit from the health
promoting effects of the mushroom. Therefore, 5
mL and 10 mL of ready to consume extract
solution was added to the freshly squeezed orange
juices as to be consumed once or twice with a fruit
juice to get the beneficial health effect from the
extract (Table 1). These juice samples were freshly
prepared prior to the analyses.

Table 1. Formulation of fresh orange juice samples fortified with reishi extract

Sample names

Freshly squeezed orange juice

Concentration of

Reishi extract .
reishi in juices

(mL) (ml) v
Control sample 330 or 200 0 0
Sample 1 325 5 1.52
Sample 2 320 10 3.03
Sample 3 190 10 5

Determination of total soluble solids (Brix)
and pH

The pH of fresh orange juice with reishi extract
was measured by pH meter (Radiometer
Analytical PHM210, USA). The amount of total
soluble solids (Brix®) in fruit juices was measured
using a portable refractometer (Bellingham +
Stanley DR103L, UK).

Determination of vitamin C (ascorbic acid)
content

Vitamin C (ascorbic acid) analysis of the control
and fortified orange juice samples was performed
using 2,6-dichloroindophenol titrimetic method
(AOAC Method 967.21, 20106).

Determination of total carbohydrate content

The total carbohydrate content of the juice
samples were determined by the phenol-sulfuric
acid method. Glucose standard solutions (0-100
ug glucose/2 ml) were first prepared. Then the
freshly squeezed fortified and control orange juice
samples were diluted to 1:2000 ratio with ddH20

and 0.05 ml 80% phenol was added to 2 mL of
each sample and standart solution and then 5 mL
H>SO4 was added to the tubes and total volume
was vortexed and held in the water bath at 25 °C
for 10 min. The absorbances of the samples were
measured at 490 nm using UV-VIS
spectrophotometer (Thermoscientific, Genesys
10S UV-Vis, USA). The total carbohydrate
concentration of each sample was calculated using
the equation obtained by calibration curve of
standart glucose solutions, and expressed in units

of g/L of sample (Nielsen, 2017).

Determination of total phenolic content

Total phenolic content of fresh orange juices
fortified with reishi extract were determined by
using Folin - Ciocalteu Method (Singleton and
Rossi (1965). 0.5 mL of each fruit juice was mixed
with 2.5 mL of distilled water. 0.5 mL of F-C
reagent was added and incubated for 30 minutes
in the dark. 2 mL of sodium carbonate (10% w/v)
was added to each tube, and then the tubes were
vortexed and the absorbances of reaction mixture
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were read at 725 nm in UV-Vis spectroscopy
(Thermoscientific, Genesys 10S UV-Vis, USA). A
standard curve was plotted using different
concentrations of gallic acid standard (0-10
wg/mL). Total phenolic content was estimated as
ng gallic acid equivalents (GAE)/mL of fruit

juice.

Color measurements

The color characteristics of the control and
fortified fresh orange juices were determined
using a color analyzer (KKonica Minolta CM-5,
Japan). L* (lightness), a* (+ redness; - greenness)
and b* (+ yellowness; - blueness) values were
recorded for each sample of three replicates.

Sensory analyses

Sensory analyses were performed to compare the
sensory properties of the control and fortified
fresh orange juices with different concentrations
of reishi extract. Four samples were coded with
three-digit numbers randomly. A panel group of
65 voluntary consumers at the ages of 20 to 45,
were asked to rate the taste, odor, appearance,
color and overall liking of the samples using 5-
point hedonic scale of which level of liking was
correlated with the numbers as the followings; 1:
Dislike, 2: Like a little, 3: Like moderately, 4: Like,
5: Like very much (Stone et al, 2012). A
preference ranking test was applied to express the
overall acceptance of the samples by a group of
29 voluntary consumers as in the order from the
most liked to the least liked (BS ISO 8587: 2006
+ A1: 2013). A group of 36 voluntary consumers
were asked to evaluate the taste and aftertaste
attributes of 4 samples in terms of unrecognized,
sweet, salty, sour and bitter and for whom
‘unrecognized’ row was checked for any of the
sample, description of the taste that they felt were
asked to be written. Taste and after taste profiles
of the fortified orange juices and the control

sample were constructed using radar graphs
(Microsoft Office Excel 2010) for comparison.

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate, and
the results were expressed as mean T standart
deviation, significant difference analyses at 95%
confidence interval were conducted using one-
way ANOVA statistical tool of Microsoft Office
Excel 2010.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical properties of orange juice
samples

Total soluble solid content (Brix°) of the fresh orange
juice samples were measured using refractometer
and determined as 11.53, 10.97, 11.43 and 11.07,
in the control, sample 1, 2, and 3, respectively
(Table 2). According to the Turkish Food Codex
Legislation 2014/34, the Brix value should be at
least 11.2° (Anonymous (2014). In our study, pH
valnes of the samples were also measured using a
pH-meter to characterize the fortified orange
juice samples, and there was no significant
difference between the control and fortified
samples that had the pH range of 3.66-3.68 (Table
2). Tifek¢i Benli (2008) investigated the pH
values of different commercial orange juices
ranged between 3.81 and 4.01. Furthermore, the
Brix values changed between 11.23 and 12.27.
Brix values of fortified orange juices were very
consistent to the limit in the legislation and the
findings in the literature as well (Ttfekei Benli, H.,
2008; Anonymous, 2014). Topuz et al. (2005) also
indicated that there might be differences in the
chemical properties of juices of different orange
varieties and they found different pH (3.19 to
3.84), Brix values (11.00-12.82), and vitamin C
contents (34.27 - 51.51 mg/100mL) in different
orange varieties.

Table 2. pH, Brix, total carbohydrate, ascorbic acid and total phenolic contents of orange juice samples

Sample name pH Total soluble bT(;taé Ascorbic acid ~ Total phenolics
solids Bx%) ' (‘; /YL) € (mg/100mL)  (ug GAE/100 mL)
Control sample ~ 3.68%0.12 11.5£1.2 17.34+4.94 54.47£2.22 313.6£3.3
Sample 1 3.66%0.14 11.4£1.0 16.6516.25 64.80%8.49 315.7+4.6
Sample 2 3.66£0.13 10.9£0.8 12.96+4.19 56.60%5.23 318.6£3.3
Sample 3 3.68%0.13 11.1%+1.1 12.6245.97  62.83%£10.17 329.5%£3.3
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Ascorbic acid content of orange juice samples

Ascorbic acid content of the functional orange
juices and the control sample were analysed by
titrimetric method and the values for the control
and fortified orange juice samples were given in
Table 2. There was no significant difference (P
>0.05) between the ascorbic acid contents of the
samples. However fortified orange juices had
higher amounts of vitamin C (56.60+5.23 to
64.818.5 mg/100 mL) than the control fresh
orange juice (54.512.2 mg/100 mL). Thus,
fortification with reishi extract increased vitamin
C content of the control sample. In the literature,
there were studies on the changes of vitamin C
content during shelf life of commercial 100%
orange juices and fresh squeezed orange juices
(Lee and Goates, 1999; Kabasakalis et al., 2000).
Lee and Goates (1999) determined that fresh
squeezed orange juice had 40.6 mg/100mL when
analyzed by HPLC chromatographic method.
Moreover, Kabasakalis et al. (2000) wused
titrimetric method to analyze vitamin C contents
of the orange jucie samples, and they found 42.6
mg ascotbic acid/100 mL in commercial 100%
orange juice, and 52.3 mg ascorbic acid/100 mL
in fresh orange juice. In another study published
in 1983, the required amount of ascorbic acid in
orange juice was given as 44.5-66.8 mg/100 mL
(Park et al., 1983). The results of our study were
found similar to the data in the literature.

Total carbobydrate content of orange juice samples

Total carbohydrate contents of the fortified fresh
orange juice were analyzed using UV-Vis
spectrophotometer and compred with the value
of the control orange juice. The values are found
as 17.34, 16.65, 12.96, and 12.62 g/L, for the
control, sample 1, sample 2, and sample 3,
respectively (Table 2). As the concentration of the
added reishi extract solution increased, total
carbohydrate value of the control fresh orange
juice is decreased. It was expected that total
carbohydrate level would be increased by the
addition of reishi extract to the juice, since reishi
was known as the good source of polysaccharides.
However, the decrease in total carbohydrate
content could be attributed to the dilution of the
orange juice by the addition of a diluted reishi
extract solution, since the commercial solution

that was used to fortify was containing only 3 g
active reishi extract per 10 mL of solution. The
sucrose, fructose and glucose levels of the fruit
juices were investigated and experimental studies
were carried out using HPLC. Once the sum of
these sugars were considered, orange juice
samples contained a total of 8.07 to 10.89 g/ of
carbohydrates which had closer values to the
fortified orange juice samples in our study
(Leopold et al., 2011). Moreover, in the study of
Kelebek et al. (2009), sugar contents of fresh
bloody orange juice samples were analyzed by
HPLC method, and the total sugars were found
as 120.19 g/L. The differences in the resulted
values might be derived from the production
method of fresh orange juices since almost all the
fiber was removed in this study and mono- and
di-saccharides were concentrated, or the
difference in orange fruit variety might cause the
changes in total sugar content in the juices.

Total phenolic content of orange juice samples

Consuming foods or beverages with higher
phenolic compounds are of high interest among
the consumers since they have great contribution
to human health and well-being. It is well known
that fruits and vegetables are good sources of
these compounds (Crozier et al., 2000). Ganoderma
lncidum  had  many  functional  bioactive
compounds, such as polysaccharides,
triterpenoids, and the phenolics as well (Ahmad,
2018). Therefore, in order to investigate the
quality of the fortified orange juice as the
functional beverage, total phenolic content
analysis was carried out using Folin-Ciocalteu
method. The control, sample 1, 2 and 3 had 313.6
+ 3.3, 315.7 + 4.6, 318.6 £ 3.3, and 329.5 = 3.3
pug GAE/100 mL of total phenolics, respectively
(Table 2). When the concentration of the extract
in the orange juice increased, total phenolic
content of the sample increased which might be
due to the contribution of added reishi extract.
However, there was no significant difference
observed between the phenolic compound
contents in the fortified orange juices (P >0.05).
Phenolics of several fruit juices were studied in
Gardner et al. 2000, and orange juice sample had
total phenolics of 755 ug GAE/mL. Rekha et al.
(2012) investigated the total phenolics in fresh
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juices of ripe and unripe oranges, and the values
were found as 820 and 960 pg GAE/mL in ripe
and unripe Citrus sinensis, respectively. In another
study, fresh orange juice samples obtained from
several varieties showed total phenolic content
values of 3614 to 11472 png ferulic acid
equivalents/mL (Rapisarda et al., 1999). The
differences between the results may be due to the
modifications in the methods, such as wavelength
in spectrophotometer and variation in the
standard solutions.

Color measurements of orange juice samples

According the results of the color analyses (Figure
1), lightness (L*) values were decreased by the
increased amounts of added reishi extract. This
might be due to the original dark brown color of
reishi extract which lead to decrease in lightness
of the samples. Other hue characteristics, a* value
and b* values of all samples were in the positive
range, and these values were prone to be increased
by the addition of increasing amounts of reishi
extract (a* and b* values of sample 1 < sample 2

50

< sample 3). Thus, fresh orange juice sample was
tended to get more red and yellow color than
green or blue when it was fortified with reishi
extract. Furthermore, there was no significant
difference (P >0.05) in color characteristics of the
control and the fortified samples which made it
easier to market the newly produced fresh orange
juice. In the literature, the color analyses of some
orange juice samples were done and the color
values were found very compatible with the
results of our study. In the study of Tiwari et al.
(2008), the effect of sonication parameters on the
quality of orange juice was investigated, and L*,
a* and b* values of fresh orange juices were
changed between 59.69-63.54, 5.04-7.53, and,
56.12-58.94, respectively at different sonication
treatments. In another study, color attributes of
ultrafrozen orange juice samples were determined
as 73.59 * 1.40 for L*, 13.71 £ 1.10 for a*, and
66.80 £ 2.58 for b* values, which showed similar
results to our study with slight changes caused by
the treatments applied on the fresh juice
(Meledndez-Martidnez et al., 2007).
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Figure 1. Color values of the control and fortified fresh orange juice samples; L* (Lightness); a* (+
redness; - greenness); b* (+ yellowness; - blueness)
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Sensory evaluation of consumer preference
and taste profiling of the samples

Overall acceptance values of the samples analyzed
by consumer preference tests; 5-point hedonic
scale and ranking test were given in Table 3. The
control sample got the highest score of odor,
appearance and overall liking, whereas Sample 3
which contained app. 5 % (v/v) of reishi extract
had the lowest scores in overall attributes. Sample
1 was rated as closest sample which had the most
similar taste, odor, appearance to the control
sample. Sample 1 and 2 showed very similar
overall liking results, however odor scores
indicated that the odor had changed a little when
the added amount of the resihi extract was

increased to 3 and 5 % (v/v) as in Sample 2 and 3
(Table 3). 6 out of 36 people rated for the
unrecognized taste which were perceived as ‘tart’,
‘medicinal’, ‘acidic’, ‘woody’, and ‘earthy’ tastes in
the fortified orange juices. These attributes might
be derived from the incorporation of resihi
mushroom extract. Furthermore, sour and bitter
tastes could be perceived more in Sample 3 that
contained 5% (v/v) of reishi extract. According to
the results of the preference ranking test for
which 29 people joined for rating, orange juices
fortified with 1.5 and 3 % (v/v) reishi extract were
liked moderately, wheras Sample 3 containing 5%
(v/v) extract was not liked when compared to the
control orange juice sample (Table 3).

Table 3. Consumer preference test results

Samples
125 7624 4274 3284
Attributes
Appearance? 3.81%+1.08 3.39£1.11 3.39£1.09 3.03£1.30
Odor?b 3.86+1.08 3.25+1.09 2.08%1.09 2.08£1.09
Overall liking® 4+1.22 3.09t1.24 3.06+1.11 2.08%1.13
Rank totalsc 52 69 76 103

2 3-digit codes for sensory analyses; control sample: 125; fortified orange juice samples 762: Sample 1, 427: Sample

2, 328: Sample 3.

b 5-point hedonic scale for odor, appearance and overall liking attributes (1: Dislike, 2: Like a little, 3: Like

moderately, 4: Like, 5: Like very much)

¢ Rank totals as a result of ranking test for 29 persons: <59 Like, 59-86: Like moderately, >86 Dislike.

A five-point hedonic scale evaluation of the
orange juices fortified with probiotics and
prebiotics were performed in the study of da
Costa et al. (2017), and they found that the
sensory attributes of functional beverages showed
no significant diiference with the pure orange
juice. Luckow and Delahunty (2004) conducted
consumer preference ranking tests to evaluate the
conventional and functional orange juices, and
the results indicated that a small group of
consumers liked the functional orange juices
fortified with probiotic/prebiotics. Moreover,
functional juices revealed ‘dirty’, ‘medicinal’, and
‘dairy’ which could be attributed to the added
probiotics.

Taste and after taste attributes of the samples in
four basic tastes (sweet, salty, sour, bitter) were
illustrated by taste profiles and a unrecognized
category was added in order to allow the panelists

to evaluate the taste they could describe (Figure
2a and 2b). It was observed that the taste profiles
of the control sample and Sample 1 which
contained 320 mL fresh orange juice plus 5 mL
reishi extract were very similar with the highest
rating of sweet taste, however Sample 3 which
contained app. 5% (v/v) of reishi extract had the
lowest scores in overall attributes. When the taste
difference in the mouth during tasting and after
tasting was examined, the taste profiles of the
products were found as similar. As a result of
these analyses, fruit juices containing 1.25 ¢
(Sample 1) and 3 g of active extracts (Sample 2
and 3) were compared and it was observed that
the amount of added extract had no significant
effect on the overall quality characteristics of the
fruit juice.
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Figure 2a. Taste profiles of the control (125) and fortified orange juice samples (Sample 1: 762; Sample
2: 427; Sample 3: 328)
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Figure 2b. After taste profiles of the control (125) and fortified orange juice samples (Sample 1: 762;
Sample 2: 427; Sample 3: 328)

CONCLUSION

In this study, the effect of addition of health-
beneficial reishi extract on the quality properties
of fresh orange juice was investigated.
Incorporation of reishi extract did not
significantly alter the quality characteristics of
natural fresh orange juice (P >0.05). However, the
most important parameter that distinguished four
different samples was the sensory analysis. The

result of 5-point hedonic scale consumer
preference study showed that the functional
orange juices were moderately appreciated and
arised a slight taste difference compared to the
fresh orange juice. According to these results, the
recommended daily intake dose of the extract (10
ml / day) was acceptable when added to 320 mL
of packed orange juice, which could be drunk
once a day. When 5 mL extract was added to 325



Fresh orange juice fortified with reishi extract

mL orange juice, 80% of the panelists found it
acceptable for consumption, in that way
consumers could drink fruit juice twice a day to
get suggested amount of the extract for health
promoting effects. However, when both the
extract's unique bitter taste and the orange juice's
own taste were combined, bitter taste of 10 mL
extract was perceived more in 200 mL than 330
mlL of fruit juice and thus less appreciated by the
panelists. Finally, freshly squueezed orange juice
may be a very good candidate to mask the bitter
taste of reishi extract and consumers can prefer
this functional drink as an alternative for their
daily diet. Additonally, therapeutic effects of the
recommended dose of the extract in functional
orange juice would be better to be analyzed in the
further studies.

The authors declare no conflict of interest.
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oz

D-sorbitol birgok meyvede dogal olarak bulunan bir seker alkoludiir. L-askorbik asit ise bitkiler ve bazi
hayvanlar tarafindan sentezlenebilen ancak insanlar tarafindan L-gulono-y-lakton oksidaz enzimi eksikligi
nedeniyle sentezlenemedigi icin disaridan alinmasi zorunlu olan bir bilesiktir. D-sorbitol ve L-askorbik asit
gida, kimya, ilag ve kozmetik sektorlerinde siklikla kullanilan ve insan saghg tizerine bir¢ok olumlu etkileri
bulunan iki drindir. Bu drinler D-glikozdan kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar ile ticari olarak
tretilmekteditler. Bu bilesiklerin ticari uretiminde genellikle Reichstein-Griissner veya iki asamali
fermantasyon yontemleri kullamlmaktadir. Bu ¢alismada D-sorbitol ve L-askorbik asidin bazt 6zellikleri,
kullanim alanlari, saglik tizerine etkileri ve tiretim yontemleri derlenmistir.

Anabhtar kelimeler: D-glikoz, hidrojenizasyon, fermantasyon, Gluconobacter oxydans, Ketognlonicigenum vulgare

PRODUCTION OF D-SORBITOL AND L-ASCORBIC ACID FROM D-GLUCOSE:
THEIR PROPERTIES, FIELDS OF USAGE AND EFFECTS ON HEALTH

ABSTRACT

D-sorbitol is a sugar alcohol naturally found in many fruits. L-ascorbic acid is a compound that can
be synthesized by plants and some animals but must be externally taken by humans because it cannot
be synthesized due to the lack of L-gulono-y-lactone oxidase enzyme. D-sorbitol and L-ascorbic acid
are two ingredients that are frequently used in the food, chemical, pharmaceutical and cosmetic
industries and may have a number of positive effects on human health. These ingredients are generally
produced commercially from D-glucose by a series of chemical and biochemical reactions. In the
commercial production of these compounds, Reichstein-Griissner or two-step fermentation methods
are generally used. In this study; the properties, fields of usage, effects on human health and
production methods of D-sorbitol and L-ascorbic acid are reviewed.
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D-sorbitol ve L-askorbik asit Gretimi

GIRIS
D-sorbitol ve L-askorbik asit gida, kimya, ila¢ ve
kozmetik sektorlerinde genis kullanim alanlart
bulunan iki ticari Griindtr. Bu ticari Granler D-
glikoz  kullanilarak  bir seri kimyasal ve
biyokimyasal dontsim reaksiyonlart dizisi ile
dretilmekte  ve  bircok  ilkede  pazara
sunulmaktadir. Dinyada yillik D-sorbitol ve L-
askorbik asit Uretimi sirastyla yaklagik 800.000
(Zhang vd., 2016) ve 110.000 ton kadardir (Bhand
ve Patwardhan, 2015). Sorbitol, tatliliga ve diisik
glisemik indekse sahip olmasi nedenleriyle diger
sekerlerin yerine gidalara ilave edilmektedir (Deis
ve Kearsley, 2012). L-askorbik asit ise sahip
oldugu antioksidan 6zelligi nedeniyle et, st,
meyve-sebze ve yag trlnlerine katkilanarak gida
sanayinde kullanilmaktadir (Deli¢ vd., 1989). Bu
calismada D-sorbitol ve L-askorbik asidin genel
Ozellikleri, kullanim alanlari, saglik tizerine etkileri
ve dretim yontemleri derlenmistir.

Sorbitol ve Ozellikleti

Bircok meyvede (armut, elma, kayisi, seftali vb.)
dogal olarak bulunan sorbitol ilk olarak 1872
yiinda Gvez agact (Sorbus ancuparia) meyvelerinde
kesfedilmistir. Altt karbonlu bir seker alkolii olan
sorbitolin kimyasal formuli CsH14Os seklindedir.
Sorbitolin molekil agithgt 182.17 g/mol, erime
noktast 93-112°C ve suda ¢oézunirligh ise 72
¢/100 mL olarak bildirilmistir (Ghosh ve Sudha,
2012). Sorbitol olarak isimlendirilmesinin yant sira
D-sorbitol, D-glusitol ve sorbol olarak da
adlandirlmaktadir (Grembecka, 2015b). Hos bir
tadi olan ve tiketildiginde agizda serinlik hissi
veren sorbitoliin tatliliginin sakkarozun %50 ila
%060t kadar oldugu bildirilmistir (Ghosh ve
Sudha, 2012). Sorbitoliin diger karbonhidratlarla
karsilastirildiginda tatliligina ragmen daha disik
kalori ve glisemik indeks degerlerine sahip oldugu,
kalorisinin 2.7 kcal/g ve glisemik indeks degerinin
ise 9 oldugu bildirilmistir (Grembecka, 2015b).

Sorbitoliin Kullanim Alanlari

Sorbitol ticari olarak surup veya kristal halinde
tretilmekte olup (Mishra vd., 2014), diinyada yillik
dretimi yaklagik olarak 800.000 ton kadardir
(Zhang vd., 2016). Uretilen sorbitoliin %25 kadar
L-askorbik asit tretiminde hammadde olarak
kullandirken, %25 kadari ise seker surubu

tretiminde  degerlendirilmektedir.  Sorbitoliin
geriye kalan %50 kadarindan ise kimya, ila¢ ve
kozmetik  scktorlerinde  farkli  amaclarla
yararlanilmaktadir  (Mishra vd., 2014). Gida
sektoriinde kullanilan sorbitoliin surup ve toz
kristalleri E420 koduyla ifade edilmekte olup,
GRAS (Generally Recognised As Safe) listesinde
bulunan katki maddeleri arasinda yer almaktadir
(Deis ve Kearsley, 2012). Sorbitol, kalori ve
glisemik  indeks  degerlerinin  mono  ve
disakkaritlere gére daha disiik olmast nedeniyle
diyet ve diyabetik gidalarda diger tatlandiricilarla
birlikte istenilen aroma ve tathhigi ayarlamaya
yardimct olarak kullandmaktadir. Ayrica bu
Ozelligi nedeniyle gidalara ilave edilmesinin yani
sita  tabletler halinde de Utetilerek satisa
sunulmaktadur.

Sorbitol, tatliitk verici Ozelliginin  yant sira
gidalarda nem c¢ekici, hacim ve kivam arttirict ve
stabilizatdr olarak da  degerlendirilmektedir
(Grembecka, 2015b). Islenmis et iriinlerinin
lezzetini gelistirmek ve pisme sirasinda mevcut
seklin korunmasi amaciyla plastiklestirici ajan
olarak da bu gibi driinlere ilave edilmektedir.
Ayrica bu trtinlerde sorbitoliin sicaklik etkisi ile
esmerlesmemesi son Urtn kalitesi bakimindan
o6nemli bir avantajdir (Deis ve Kearsley, 2012).
Firinlanmis Grtnlere ve kahvaltilik gevreklere
uzun yilardir ilave edilen sorbitol, higroskopik
Ozelligi nedeniyle drinin nem igeriginin sabit
tutulmast ve raf 6mrinin daha uzun olmast
amagclartyla kullanidmaktadir (Ghosh ve Sudha,
2012). Sotbitol sakizlarda plastige benzer bir
tekstlir olusturarak sakizin nemli bir sekilde
kalmasint saglamakta ve kalip halinde kurumasim
engellemektedir. Bunlarin yani sira ekzotermik
olarak ¢ozindiginden agizda bir ferahlik hissi de
olusturmaktadir (Deis ve Kearsley, 2012).

Sorbitol gidalarin icerigine ilave edilmekle birlikte;
gida ambalajlarinda da ambalajlarin  fiziksel
Ozelliklerini gelistirmek amaciyla plastiklestirici
ajan olarak kullanilmaktadir (Sanyang vd., 2015;
Kowalczyk vd., 2016; Ma vd., 2018). Sorbitol
ayrica polimer ve ila¢ sanayilerinde kullanilan
sorbitan veya izosorbidin (Robinson vd., 2015;
Zada vd., 2017) yani stra gesitli disik molekil
agithiklt  alkollerin ve parafin gibi Urlnlerin
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sentezinde hammadde olarak da degerlendiril-
mektedir (Garcia vd., 2019).

Sorbitoliin Insan Sagligi Uzerine Etkileri

Guda sanayi, 6zellikle biyolojik ¢aligmalarin artist,
insanlarin yasam tarzlarindaki degisim ve gida
tiketimi ile ilgili saglikli beslenme bilincinin
yayginligina baglt olarak tretimde saglik kaygisint
daha fazla g6z 6niinde bulundurmaktadir. Yitksek
miktarda seker tiiketiminin diyabet ve obezite gibi
hastaliklarin artisina neden oldugu bilinen bir
gercektir.  Bu  hastaliklarin  Onlenmesi  veya
azaltlmast amactyla gida sektériinde  alternatif
tatlandirict madde arayist sonucu sakkaroz, glikoz
ve fruktoz gibi diger ticari karbonhidratlarin
yerine seker alkolleri kullanilmaya baglanmistir
(Deis ve Kearsley, 2012; Grembecka 2015b).
Seker alkollerinden biri olan sorbitol, sakkaroza ve
diger karbonhidratlara gére ¢esitli  saglik
avantajlarina  sahiptir  (Grembecka, 2015b).
Sorbitol, reaktif aldehit ve keton gruplarii
icermediginden Maillard reaksiyonuna katilama-
makta (Ghosh ve Sudha, 2012) ve bu nedenle 1sil

islem uygulanan driinlerde sagligi  olumsuz
etkileyen  hidroksimetilfurfural ~(HMF) gibi
trtinlerin - olusumu da gerceklesmemektedir

(Fennema vd., 2008).

Sorbitol, distk glisemik indekse sahip olmast
nedeniyle viicut agirliginin diizenlenmesi ve kilo
kaybina yardimct olmasi bakimlarindan diger
sckerlerin yerine gidalara ilave edilmektedir (Deis
ve Kearsley, 2012). Ayrica kanda glikoz seviyesini
arttrmadigindan ve metabolik sindirimi icin ¢ok
az dizeyde insiline ihtiya¢c bulundugundan
diyabet hastalifina sahip kisiler icin 6nemli bir
tatlandirict kaynagidir (Ghosh ve Sudha, 2012).

Agiz igerisinde bulunan mikroorganizmalar
sekerleri parcalayarak asit olusumuna neden
olmakta ve dis yiizeyindeki pH degerini 5.7’nin
altna  disurdiginde ise dis  minesinde
dekalsifikasyon meydana getirerek (Deis ve
Kearsley, 2012) agiz ve dis sagligini olumsuz
etkilemektedir (Grembecka, 2015b). Sotbitol ise
bircok karbonhidrattan farkli olarak agiz
icerisinde ve dislerde bulunan mikroorganizmalar
tarafindan metabolize edilemediginden ag1z ve dis

sagligt bakimindan bir tehdit olusturmamaktadir
(Grembecka, 2015a).

Yapilan  arastirmalarda  sorbitolin  demirle
kompleks olusturarak gastrointestinal sistemde
demirin ¢Ozintrligini ve bdylece emilimini
arttrdigt bildirilmigtir. Ayrica sorbitoliin vitamin
sentezi yapan bagirsak mikroflorasinin gelisimini
destekleyerek de vicutta Biz vitamini sentezini ve
emilimini arttirdigi da rapor edilmigtir (Ghosh ve
Sudha, 2012). Ayrica seker alkollerinin prebiyotik
bilesenlere benzer etkiler gosterdigi ve bagirsak
fonksiyonlarinin diizenlenmesine yardimet oldugu
da rapor edilmistir. Sorbitol i¢in saglik ac¢isindan
yasal olarak sinirlandirlmig bir glinlik tiketim
limiti bulunmamakla birlikte, Ametikan Gida ve
llac Kurumu tarafindan insanlar icin kabul
edilebilir ginlitk maksimum sorbitol alim miktari
50 g olarak onerilmistir (Sheet vd., 2014). Ancak
diger seker alkollerinde de oldugu gibi 6nerilen
miktarlarin  Uzerindeki tuketimi laksatif etki,
siskinlik ve karin agris1 gibi rahatsizliklara neden
olmaktadir (Grembecka, 2015a). Bu rahatsiz-
liklarin goriilme sikliginin ve siddetinin  seker
alkolii tiiketim miktar1 ve stresi ile ortaya ¢tkan
adaptasyona baglt olarak azaldigr bildirilmistir
(Deis ve Kearsley, 2012).

L-Askorbik Asit ve Ozellikleri

L-askorbik asit bitkiler ve bazt hayvanlar
tarafindan  sentezlenebilen, ancak insanlar
tarafindan L-gulono-y-lakton oksidaz enzimi
eksikligi nedeniyle sentezlenemeyen (Deli¢ vd.,
1989) ve viicuttaki metabolik fonksiyonlarin
devamliligt icin disaridan alinmasi zorunlu olan bir
bilesiktir (Bhand ve Patwardhan, 2015; Padayatty
ve Levine, 2016). L-askorbik asit ilk olarak 1928
yilinda bébrek ustii bezlerinden izole edilerek
kristal hekzo-uronik asit adiyla tanimlanmis ve
daha sonra ise bitki dokularinda tespit edilmistir
(del Rocio Gémez-Garcia ve Ochoa-Alejo, 2010).
L-askorbik asidin C vitamini olarak adlandirilmast
ise 1965 yiinda IUPAC-IUB komisyonu
tarafindan tavsiye edilmistir (Vandamme, 2016).

L-askorbik asit beyaz-sari renkte ve kristal katt
formdadir (Deli¢ vd., 1989). Kimyasal formiilii
CsHsO¢ olup, molekil agirligr 176.13 g/mol,
erime noktast 190-192°C (Vandamme, 2016) ve
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suda ¢ozunirligh ise 30 g/100 mL olarak
bildirilmistir (Eitenmiller vd., 2016). Oksijene
karst hassas olan L-askorbik asit, kristal formda
veya dusik su aktivitesine sahip ortamda
bulundugunda oksijen varhiginda dahi yuksek
stabilite gOsterebilmektedir. Ancak yiksek su
aktiviteli bir ortamda bulundugunda ise hizla
okside olarak dehidroaskorbik aside
donusmektedit. Dehidroaskorbik asit de daha
dustik olmakla birlikte L-askorbik asit gibi
biyolojik aktivite g&stermekte olup, oksidasyonun
ileri asamalarinda biyolojik aktivitesi bulunmayan
2,3-diketo-L-gulonik asit bilesigine déntsmek-
tedir. Biyolojik sistemlerde indirgeyici ajanlar ile
dehidroaskorbik asit formu L-askorbik aside geri
donisturalebilitken,  2,3-diketo-L-gulonik  asit
bilesigi ise geri donlisimsiiz olarak kalmaktadir.
Oksijenin yant sira sicaklik, 1sik, pH ve metal
katalizorler de L-askorbik asit stabilitesi Gzerine
etki etmektedir (Eitenmiller vd., 2016). L-askorbik
asit 1stk varhginda ve yitksek sicaklikta Fe®3 ve
Cu*?  katalizorliginde  kolaylikla  okside
olmaktadir (Vandamme, 2010).

L-Askorbik Asidin Kullanim Alanlari

L-askorbik asit ¢cogunlukla ilag, gida, icecek, yem
ve kozmetik sanayilerinde kullanilmakta olup
(Zhou vd., 2012; Pappenberger ve Hohmann,
2013; Bhand ve Patwardhan, 2015; Vandamme,
2016), dinyada yilik Uretim miktar1 yaklasik
olarak 110.000 tondur (Bhand ve Patwardhan,
2015). Uretilen L-askorbik asidin énemli bir kismi
ila¢ sanayinde degerlendirilmektedir. L-askorbik
asit, iskorbit hastaliginin yam sira ¢esitli patolojik
durumlarin 6nlenmesi ve tedavisi icin kullanil-
makta ve metabolik fonksiyonlarin saglikli bir

sekilde surdirtlebilmesini saglamaktadir. L-
askorbik asit bazt anemi tirlerinin  ve
kardiyovaskiler  hastaliklarin = tedavisine  ve

yaralarin iyilestirilmesine yardimect olmaktadir.
Bagisiklik sistemine yonelik uyarict  roliinden
dolayt soguk alginligi, grip vb. gibi cesitli
enfeksiyonlarin énlenmesinde de L-askorbik asit
takviyesinden yararlanilmaktadir  (Vandamme,
2010).

L-askorbik asit sahip oldugu antioksidan &zelligi
nedeniyle gida sektériinde genis bir uygulama
alanina sahiptir. Sivi ve katt yaglara, et ve siit

uriinlerine, konserve ve dondurulmus gidalara ve
iceceklere antioksidan madde olarak ilave
edilmektedir. Ayrica L-askorbik asit unlara da
ilave edilerek hamurlarda yap: dizenleyicisi olarak
kullanilmaktadir (Deli¢ vd., 1989). L-askorbik asit
ilavesi ile gidalarda oksidasyon ve esmerlesme
reaksiyonlart engellenerek, aroma ve renkte
istenilmeyen degisimler azaltilabilmekte veya
onlenebilmektedir. Icecek  endistrisinde  ise
belirtilen 6zelliklerinin yani sira antiseptik koruma
saglamast sebebiyle 6nemli bir katki maddesi
olarak degerlendirilmektedir.

Yem sanayisi hayvanlarin; strese karst yetenek-
lerini  arttirmak,  bagisiklik  fonksiyonlarini
gelistirmek, kemik gelisimini hizlandirmak ve
treme yeteneklerini arttirmak gibi amaglarla
yemlere L-askorbik asit ilavesi yapmaktadir.
Kozmetik tiriinlere ise deride olusan pigmentlerin
onlenmesi, serbest radikallerin pargalanmasi ve
yaslanma belirtilerinin geciktirilmesi gibi amaglarla
L-askorbik asit katkilamast yapilmaktadir (Zhou
vd., 2012).

L-Askorbik Asidin Insan Sagligi Uzerine
Etkileri

Iskorbit, otoimmiin idiopatik trombositopenik
purpura, yeni dogan bebeklerde hipoksik-iskemik
beyin hasari, viral miyokarditler, kronik ve akut
viral hepatit, askaris, gastrointestinal kanal tlseri,
damar setligi, kornea yanmasi ve konjonktivit,
grip, kanser, bronsiyal astim ve nitrit zehirlenmesi
gibi saglik sorunlarinin engellenmesinde ve
tedavisinde L-askorbik asit kullanilmaktadir
(Zhou vd., 2012). L-askorbik asit 6karyot hiicre
yapisina sahip canllarin hidroksilasyon reaksiyon-
lar1 gibi metabolik faaliyetlerinde enzim kofaktori
olarak 6nemli rol oynamaktadir (Canali vd., 2014).
Prolin aminoasidi ve kolajen sentezinde kullanilan
lisinin hidroksilasyonunda gérev alan prolil-3-
hidrolaz, prolil-4-hidrolaz ve lisil hidrolaz
enzimlerinin aktiviteleri icin metabolizmada 1-
askorbik asit gereksinimi bulunmaktadir. ATP
tretiminde yag asitlerinin mitokondriye tasinmast
icin gerekli olan karnitin bilesiginin sentezinden
sorumlu olan e-N-trimetil-L-lisin hidrolaz ve y-
butirobetain hidrolaz enzimlerinin faaliyetleri icin
de L-askorbik aside ihtiya¢ duyulmaktadir
(Vandamme, 2016). L-askorbik asit histonlar ve
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ntkleik  asitlerin  demetilasyonuna  katkt
saglamaktadir (Camarena vd., 2016). Ayrica
mikrozom metabolizmasinda, ndérotransmitter-
lerin  sentezinde ve tirozin sentezi ve
katabolizmasinda yer almaktadir. Antioksidan
Ozelligi nedeniyle demir ve bakir atomlarinin
indirgenmis hallerinin korunarak, oksidasyonla-
rinin 6nlemesine katk: saglamaktadir (Vandamme,
2016). Ayrica bu Ozelligi ile vicutta saghk
problemlerine neden olan ve metabolik faaliyetler
sonucu olusan hidrojen peroksit (H2Os) gibi
reaktif oksijen tlirlerine ve bir¢ok serbest radikale
karst korunmaya yardimct olmaktadir (Sies, 2014;
Wheeler vd., 2015). Askorbik asit beyindeki
oksidasyon-reditksiyon mekanizmasinda da rol
almakta ve cksikliginin meydana gelen redoks
dengesizligi ve oksidatif strese baglt olarak
Alzheimer ve Parkinson gibi saglik sorunlarinin
ortaya  citkmastyla  iligkisinin = bulundugu
belirtilmektedir (Covarrubias-Pinto vd., 2015).

Saglik acisindan faydali 6zelliklerinin yani sira ag
olarak yiiksek dozda L-askorbik asit tiiketildiginde
hazimsizhk ve ishal gibi sorunlarin ortaya
ctkabilecegi bildirilmistir. Ayrica asirt titketimin,
demir yiikini arttirdigt ve bébrek tagt olusumuna
neden oldugu da rapor edilmistir (Thomas vd.,
2013). Insanlarda giinliik yaklasik olarak 60 mg I.-
askorbik asidin metabolik faaliyetler sirasinda
parcalandigt  belirlenmistir.  Organizma  i¢
ortaminda normal dengelerin  ve  saghigin
korunmasi icin giinlik L-askorbik asit tiketim
miktarinin kadimnlarda 70 mg ve erkeklerde ise 90
mg kadar olmast gerektigi rapor edilmistir (Knight
vd., 2016).

D-Glikozdan D-Sorbitol ve L-Askorbik Asit
Utretimi

Askorbik asidin kesfinden sonra saf L-askorbik
asit ihtiyact ortaya ¢itkmis ve bu durum 1930’lu
yillarin basinda ticari olarak L-askorbik asit tiretim
proseslerinin  arastirtlmast  i¢in  ¢aligmalarin
baslamasina yol ac¢mustir (Pappenberger ve
Hohmann, 2013; Vandamme, 2016). 1933-1934
yillart arasinda Tadeus Reichstein ve Anton
Grissner isimli bilim adamlart tarafindan L-
askorbik  asit  Uretimi  gerceklestirilmistir
(Vandamme, 2016). Ginimiizde Reichstein-
Grissner prosesi olarak bilinen bu yontem ile

ticari  olarak  L-askorbik  asit  Gretimi
gerceklestirilmektedir. Ayrica bu yéntem disinda
iki asamali fermantasyon yontemi de L-asorbik
asidin 6ncii maddesi olan 2-keto-L-gulonik asit (2-
KLG) tretimi icin kullanilmaktadir (Zhou vd.,
2012).

Reichstein-Griissner Yontemi ile D-Sorbitol
ve L-Askorbik Asit Uretimi
Reichstein-Griissner yontemi, bir seri kimyasal ve
mikrobiyal basamaktan olusmaktadir (Zhou vd.,
2012). Bu yontem ile L-askorbik asit iiretim stresi
U¢ giin ve verim ise yaklastk %55 kadardir
(Bommarius ve Riebel-Bommarius, 2004). Proses
sirasinda, D-glikozun hidrojenizasyon ile D-
sorbitole donustirilmesi ve ilerleyen asamalarda
ise L-askorbik asit Gretimi gerceklestirildiginden
tek bir yontem ile iki farkli ticari trtin elde
edilebilmektedir. ~ L-askorbik  asit  Gretim
basamaklari ve olusan molekiller Sekil 1°de
verilmistir.

Yoéntemin ilk basamaginda yiksek sicakhik (140-
150°C) ve basing (80-125 bar) alunda D-glikozun
aldehit grubunun hidrojenizasyon ile sorbitole
dontstirilmesi islemi yer almaktadir. Hidrojeni-
zasyon ile monosakkaritlerde bulunan aldehit veya
keton gruplart hidrojen ile doyurulmakta ve alkol
gruplart olusturulmaktadir (Deis ve Kearsley,
2012). Karbonhidratlarin hidrojenizasyonu gida
kimyast calismalarinin  temel proseslerinden
birisidit ve sorbitol Uretimi igin yapilan ilk
hidrojenizasyon isleminde, D-glikoz bilesigi
Raney-nikel (Ni) katalizort kullanidarak sorbitole
doniigtirilmistir. Ancak daha sonra yapilan
aragtirmalarda elde edilen iriinlerde nikel kalintist
tespit edilmis ve hidrojenizasyon islemi icin
nikelin katalitik aktivitesi ve stabilitesinin yeterli
olmadigt bildirilmistir (Zhang vd., 2013; Murzin
vd., 2015). Bu nedenlerle sonraki calismalarda,
Raney-nikel diger elementler ile kombine edilmis
(Romero vd., 2017) veya dogrudan nikel yerine
katalizor olarak rutenyum (Ru) (Guo vd., 2014;
Wang vd., 2015; Sulman vd., 2016) ve platin (Pt)
(Kobayashi vd., 2014; Lazaridis vd., 2015;
Yamaguchi vd.,, 2016) gibi elementler de
kullantlmugtir. Ayrica sorbitol tretimi icin cesitli
calismalarda D-glikoz yerine fruktoz surubu,
cesitli  oligosakkaritler, nisasta ve seliloz da
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hammadde olarak denenmistir (Deis ve Kearsley,
2012; Negahdar vd., 2015; Romero vd., 2016;
Yamaguchi vd., 2016).

ek CH,OH CH,OH
H OH H OH O
HO H Katalitik HO H Oksidasyon HO H
H OH Hidrojenizasyon H OH G. oxydans H OH
H OH H OH HO——F—H
CH,0H CH,0H H,O0H
D-glikoz D-sorbitol L-sorboz
1 2
HO—
© Laktonizasyon HO H Oksidasyon
Esterifikasyon H OH Aseton uzaklastirma
HO—+—H
HO - H,OH
L-askorbik asit 2-KLG Diaseton-L-sorboz
6 5 4

Sekil 1. L-askorbik asit tiretim basamaklart ve olusan molekiller

Reichstein-Griissner prosesinde hidrojenizasyon
islemi icin D-glikoz ¢6zeltisi kat1 katalizorii iceren
kolon reaktoriine yiksek basingli bir pompa
yardimityla enjekte edilmektedir. Katalizor, reaktor
icerisinde amorf bir materyale tutturulmus ve
sabit bir halde bulunmaktadir. D-glikoz ve sisteme

beslenen  hidrojen,  katalizér  yiizeyinden
gecirilmekte ve uygulanan yitksek sicaklik ve
basing altinda reaksiyona girmektedir

(Vandamme, 2016). Yaklagik iki saatlik bir
reaksiyon stiresi sonunda D-sorbitol olusmakta ve
clde edilen urin filtre edildikten sonra aktif
karbondan gecirilerek rengi giderilmekte, iyon
degisim recineleri kullanilarak saflagtirilmakta ve
evapore edilerek surup halinde veya puskiirterek
kurutma uygulanarak toz halinde ticari bir iiriine
dontstirilmektedir (Bommarius  ve Riebel-
Bommarius, 2004).

Prosesin ikinci basama@i tretilen D-sorbitoliin
mikrobiyal fermantasyon yoluyla L-sorboza
okside edilmesinden olusmaktadir. Biyolojik
oksidasyon icin Gluconobacter oxydans
mikroorganizmast kullamlmakta ve sorbitoliin

oksidasyonu mikroorganizmada bulunan sorbitol
dehidrojenaz enzimi ile gerceklestirilmektedir
(Vandamme, 2016). D-sorbitol G. oxydans
tarafindan 30°C sicaklik ve pH degeri 5-6 olarak
ayarlanmis bir ortamda yaklastk 24 saat siire
sonunda (Bommarius ve Riebel-Bommarius,
2004) L-sorboza okside edilmektedir
(Vandamme, 2016). Elde edilen irin filtre
edilerek, anyon ve katyon iyon degistirme
regineleri iceren kolonlardan gecirildikten sonra
buharlastirilarak  konsantre  edilmekte
kristalizasyon isleminden sonra ticari bir uriine
dontstirilmektedir (Deli¢ vd., 1989).

ve

Prosesin  Uglinci  basamaginda  L-sorboz
bilesiginde  bulunan  hidroksil  gruplarinin
korunmast amaciyla ortama aseton ilave edilmekte
ve diaseton-L-sorboz bilesigi olusturulmaktadir
(Pappenberger ve Hohmann, 2013; Vandamme,
2016). Bu islem 24 saat boyunca L-sorboz, aseton,
stlfurik asit ve eter cozeltilerinin 30°C sicaklikta
birlikte 1sitilmasi ile gerceklestirilmektedir. Daha
sonra elde edilen karisim filtre edilmekte ve
kullanilan ¢6zeltiler vakum distilasyon islemi ile
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uzaklastirilmaktadir. Bu islemlerden sonra olusan
diaseton-L-sorboz bilesigi diger bilesenlerden
ayrilarak  saflastirilmaktadir  (Bommarius — ve
Riebel-Bommarius, 2004).

Prosesin doérdincii basamagt diaseton-L-sorboz
molekilinin potasyum permanganat
katalizorliiglinde okside edilerek diaseton-2-keto-
L-gulonik aside donustiirilmesinden olugmak-
tadir (Pappenberger ve Hohmann, 2013). Elde
edilen diaseton-2-keto-L-gulonik asit, asetondan
ayrilarak 2-KILG bilesigine hidroliz edilmekte ve
yapilan ¢Oktiirme ve slizme islemlerinden sonra
kurutularak kristalize 2-KLL.G uretilmektedir.

Daha sonraki calisgmalarda Uclinci basamakta
gerceklestirilen L-sorbozun hidroksil gruplarinin
aseton ile korunduktan sonra 2-KL.G bilesigine
okside edilmesi basamaklarini gerceklestirmeden,
dogrudan ikinci basamakta elde edilen L-sorboz
molektlinin paladyum katalizoérliginde, asidik
kosullarda, 50°C sicaklik ve 6 saat stre ile okside
edilmesi ile de 2-KLLG molekilinin elde
edilebilecegi belirlenmistir (Bommarius ve Riebel-
Bommarius, 2004).

Prosesin son basamagt ise 2-KLG molekiiliiniin
asidik kosullarda 1sitilmasi ile 1,4-lakton formuna
dontsimli  ve enolleserek L-askorbik —asit
olusumu islemlerini icermektedir. Lakton formu
olusmadan 6nce 2-KI.G molekiliiniin metanol ile
edilerek  metil-2-KLLG ~ formuna
doéntstirilmesinin -~ L-askorbik  asit  olusum
verimini arttirdidt bildirilmistir. Esterifikasyon ve
laktonizasyon islemleri 100°C sicaklikta ve pH 2
degerinde HCl ve metil alkol ¢6zeltileri
kullanilarak iki saatlik reaksiyon siiresince
gerceklestirilmektedir. L-askorbik asit Uretimi
oksijensiz ortamda (N2 ve COy) yapilmakta olup,
elde edilen urine distilasyon, evaporasyon ve
kristalizasyon islemleri uygulandiktan sonra L-
askorbik asit elde edilmektedir (Bommatius ve
Riebel-Bommarius, 2004).

muamele

Iki Agsamali Fermantasyon Yontemi ile L-
Askorbik Asit Uretimi

Reichstein-Grissner prosesinde  gerekli  olan
yitksek enetji girdisi (sicaklik, basing vb.) ve cevre
icin zararlt kimyasallarin atik olarak ortaya ¢tkmast

nedenleriyle daha az maliyet gerektiren ve daha az
cevre zarart olusturan mikrobiyal Uretim
basamaklarinin gelistirilmesi 6nem kazanmustir.
Bu amacgla 1960’ yillarda Cin’de iki agamalt
fermantasyon yontemi denenmis ve bu yontem L-
askorbik asit {iretimi yapan bircok firma
tarafindan da uygulanmaya baglanmistir (Zhang
vd., 2010). Tki basamakli fermantasyon yéntemi
“gelistirilmis Reichstein-Grissner prosesi” olarak
nitelendirilmekte olup (Vandamme, 2010),
ginimiizde dinyada uUretilen L-askorbik asit
miktarinin = %90 kadart bu yéntem ile elde
edilmektedir (Yang vd., 2017). Reichstein-
Griissner prosesi ve iki asamali fermantasyon
yontemleri arasindaki en temel fark, D-
sorbitolden fermantasyon yoluyla iretilen L-
sorbozun kimyasal prosesler yerine mikrobiyal
fermantasyon  yoluyla  2-KLLG  bilesigine
doniistiirilmesidir. Tki asamali fermantasyonun
birinci asamasinda, D-sorbitol fermente edilerek
L-sotboza ve ikinci asamasinda ise L-sorboz
fermente edilerek 2-KLG bilesigine donustiiril-
mektedir (Vandamme, 2016). L-askorbik asit
tretiminde kullanilan iki agamali fermantasyon
prosesi Sekil 2’de verilmigtir.

Iki asamali fermantasyon prosesinin ilk asamast
olan D-sorbitoliin  fermantasyonunda ticari
tretim icin daha ylksek verimle tiretime olanak
saglayan G. oxydans mikroorganizmast tercih
edilmektedir (Ge vd., 2013). Gram negatif bir
bakteri olan  G.  oxydans,  Acetobacteraceae
familyasinda yer almaktadir. Bu mikroorganiz-
manin ticari acidan 6nemi oksidasyon tepkime-
sinde rol oynayan dehidrojenaz enzimlerine
(pirolokinolin  kinon  bagimh  D-sorbitol
dehidrojenaz  (PQQ-SLDH), flavin adenin
dintikleotide bagimli D-sorbitol dehidrojenaz
(FAD-SLDH) ve NADP bagimli D-sorbitol
dehidrojenaz (NADP-SLDH)) sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir.  Endistriyel —olarak  D-
sorbitolden L-sorboz, D-glikozdan D-glukonik
asit, 5-keto- ve 2-keto-glukonik asitler ve
gliserolden dihidroksiaseton tretmek amaclariyla
da bu mikroorganizmadan faydalanimaktadir (Ge
vd., 2013; Vandamme, 2010).

Iki asamali fermantasyon prosesinin ikinci
asamast  olan  L-sorbozun fermantasyonu,
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doéntstimi gerceklestiren ana mikroorganizma ve
onun gelisimini destekleyen yardimct mikroorga-
nizma olmak tzere iki farkli mikroorganizma ile
gerceklestirilmektedir. Ticari Uretim i¢in ana
mikroorganizma olarak Ketogulonicigenum vulgare
kullanilmaktadir (Zhang vd., 2010). K wulgare
toprakta bulunan, Gram negatif ve fakiltatif
anaerob bir mikroorganizmadir. Bu mikroor-
ganizmanin ticari 6nemi; L-sorbozu, L-askorbik
asidin 6ncii maddesi olan 2-KLG bilesigine
déniistirebilecek enzimlere (L-sotrboz
dehidrojenaz ve L-sorbozon dehidrojenaz) sahip
olmasindan  kaynaklanmaktadir (Huang vd,,
2018). Bu mikroorganizma L-sorboz, L-guloz, L-
sorboson, L-galaktoz ve L-idoz gibi bilesenleri
kullanarak 2-KL.G bilesigini sentezleyebilmek-
tedit (Zou wvd., 2013). Ticari Uretim icin
cogunlukla L-sorboz igeren besiyeri kullanilmakta
olup, besiyerine yalnizca K. wulgare inokile
edildiginde mikroorganizma gelisiminin olduk¢a
yavas ve 2-KLG Uretiminin ise disiik oldugu (Sun
vd., 2018) ve iiretim verimini arttirmak amaciyla
Bacillus megaterium, Bacillus cereuns, Bacillus subtilis ve
Bacillus -~ thuringiensis  gibi  yardimer mikroorga-

nizmalarin ~ besiyeri  ortamimna  eklendigi
bildirilmistir (Ding vd., 2014; Ma vd., 2014; Jia
vd., 2017). Yapilan calismalar K vulgare
mikroorganizmasinin besiyeri ortamina yalniz

inokile edilmesiyle ptrin nikleotitlerini  ve
deoksimidilat ve folat tirevlerini yetersiz
sentezlemesi  nedenleriyle gelisiminin  yavas

oldugunu géstermis ve besiyerine ilave dilen
yardimecl sus tarafindan salgilanan proteinler,
amino asitler, eritroz, eritritol ve inositol gibi
endojen ve eksojen metabolitlerin ve yardimci
susun htcrelerinin parcalanmasindan elde edilen
plrin substratlarin K. pwfgare mikrooorganiz-
masinin gelisimini ve boylece 2-KLG birikimini
artturdigt bildirilmistir (Zhang vd., 2010; Ye vd.,
2014; Yang vd., 2015). 2-KLG bilesiginin Gretimi
icin fermantasyon genellikle 29-30°C sicaklikta ve
pH 6-7 degerlerinde  gergeklestirilmektedir
(Zhang vd., 2010; Yang vd., 2013). Fermantasyon
ile elde edilen 2-KLLG molekili Reichstein-
Grissner prosesinde de oldugu gibi esterifikasyon
ve laktonizasyon islemleri ile L-askorbik aside
dontsturilmektedit.

H 0
Se” CH,OH CH,OH
H———OH H—1—0H —0
HO——H Katalitik HO—+—H  Birinci asama fermantasyon HO—F+——H
H——OH Hidrojenizasyon H——OH G. oxydans © H——OH
H——OH H——OH HO——F—H
CH,OH CH,OH CH,OH
D-glikoz D-sorbitol L-sorboz
1 2 3
Tkinci asama fermantasyon| & vulgare
Bacillus spp.
CH,0H
HO——F——0
H OH 0
— ]
H 0 Laktonizasyon HO——H
B Esterifikasyon H——OH
HO——H
HO O - CIH,OH
L-askorbik asit 2-KLG
5 4

Sekil 2. L-askorbik asit Giretiminde kullanilan iki agamali fermantasyon prosesi
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SONUC

D-sorbitol ve L-askorbik asit cogunlukla bitkilerin
yapisinda bulunan iki bilesendir. Bu bilesenler
dogal olarak bulunmalarinin yani sira Reichstein-
Grissner prosesi veya iki asamali fermantasyon
yontemleri gibi kimyasal ve biyokimyasal siirecleri
iceren prosesler ile de uretilerek ticari olarak satisa
sunulmaktadir. Gida, kimya, ila¢ ve kozmetik
sektorleri gibi bircok alanda kullanim ihtiyact
bulunan bu bilesenlerle ilgili tiretim yontemlerinin
arastirilmasi, ¢alistlarak optimize edilmesi ve
diunyanin farklt ilkelerinde dretilen bu katma
degeri ylksek iki ticari triintin tlkemizde de
uretilmesine yonelik caligmalarinin yapilmasinin
6nemli bir konu oldugu degerlendirilmistir. Bu
amagla; bu bilesenlerin genel 6zellikleri, kullanim

amagclary, saglk dzerine etkileri ve Uretim
yontemleri  bu  derlemede  genel  olarak
actklanmistir.
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oz

Bu arastirma, [zmir’in Bornova ilgesinde yasayan bireylerin probiyotik ve prebiyotik gidalar hakkindaki bilgi diizeylerini
ve tiketim durumlarint belitlemek amaciyla planlanmistir. Ankete katilan gontllt 196 kisi tesadiifi 6rneklem yontemi
kullanilarak belitlenmistir. Ankete katilan kisilerin %51.5ini kadin, %48.5’ini erkekler olusturmus ve yas araligt
cogunlukla (%031.6) 22-24 arasinda degisim gOstermistir. Anket sonuglart tiiketicilerin %49’unun probiyotik ve
prebiyotik kavramuni bildigini ortaya koymustur. Tiketicilerin %52.3’tiniin probiyotik/prebiyotik trtin satn alirken
besin etiketine dikkat ettigi, %41’inin haftada en az bir kere probiyotik titkettigi, %054.1’inin ise tiikettigi bu gidalardan
yarar gordigi saptanmistir. Probiyotik ve prebiyotik gida tiketenlerin %063.9’unun bu triinleri sindirim sistemine olan
faydalarindan dolay tiikettigi belirlenmistir. Yiriitilen bu ¢alismanin sonuglari, saglik tizerine birgok olumlu etkisi olan
probiyotik ve prebiyotik driinlerin 6nemini vurgulamast ve toplumun bu gidalarla ilgili olarak dogru bir sekilde
bilgilendirmesi gerektigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Probiyotik, prebiyotik, bilgi diizeyi, anket ¢calismasi, tiiketici

DETERMINATION OF KNOWLEDGE LEVEL AND CONSUMPTION
STATUS OF CONSUMERS ON PROBIOTIC AND PREBIOTIC FOODS:
A SAMPLE OF IZMIR/BORNOVA

ABSTRACT

This research is planned to determine the level of knowledge and consumption status of consumers living in
Bornova/Izmir about probiotic and prebiotic foods. 196 volunteers participated in survey were determined by
random sampling method. 51.5% females and 48.5% males participated in the survey and the age range
consisted between 22-24 years (31.6%). The results of survey show that 49% of the consumers know the
definition of probiotic and prebiotic terms. It was detected that 52.3% of the consumers take care of food
label, 41% consume probiotics at least once a week and 54.1% take benefit to consume these foods. 63.9% of
the consumers declared that they are consuming these foods for their benefits on digestive system. The results
of this study show that the importance of probiotic and prebiotic products, which have many positive effects
on health, should be emphasized and the public should be informed correctly on these foods.
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GIRIS
Giunimiizde saglik ve beslenme arasindaki iligki
giinden gline 6nem kazanmaktadir. Bazt gidalarin
tretiminde rol alan mikroorganizma gruplatinin
saglik tzerine 6nemli etkiler gbsterdigi ve cesitli
hastaliklart  6nlemek amaciyla kullanilabilecegi
yapilan calismalar ile belirlenmigtir. Ttketici
saghgl Uzerinde yaratugl etkilerin detaylt bir
sekilde incelendigi mikroorganizma gruplari
icerisinde yer alan bazi laktik asit bakterileri (LAB)
normal floranin bir pargast olmasinin yant sira
cogu zaman  probiyotik  6zellik  de
tastyabilmektedir. Gilinimizde immin sistem
hastaliklarinin ve sindirim sistemi bozukluklarinin
bircok kisi tarafindan yaganir hale gelmesi,
probiyotik Urin sayist ve cesitliliginin ve buna
bagli olarak da bu yondeki arastirma gelistirme
faaliyetlerinin artmasina neden olmustur. 2018
yilinin son ¢eyregindeki rakamlar gbz Oniine
aldiginda global probiyotik market degerinin 45.6
milyar dolar oldugu, 2024 yilinda ise bu degerin 65
milyar  dolara  (Global Market Insights)
yikselecegi tahmin edilmektedir (Anonymous,
2018).

Probiyotikler Diinya Saglik Orgiitii tarafindan

“yeterli miktarda alindiginda kisinin  sagligi
tzerinde  olumlu  etki  gdsteren  canl
mikroorganizmalar”  olarak  tanimlanmaktadir

(FAO/WHO, 2001). Yapilan calismalarla
probiyotiklerin laktoz intoleransi, alerji, astim,
¢olyak, diyare gibi hastaliklarin; enflamatuar ve
irritabl  (hassas bagirsak sendromu) bagirsak
hastaliklar1 gibi bir¢ok gastrointestinal sistem
hastaliklarimin;  HIV  ve  Helicobacter — pylori
enfeksiyonlarinin tedavisinde; ag1z, iirogenital ve
vajinal saglig1 iizerinde etkili oldugu belirlenmistir
(Markowiak ve Slizewska, 2017; Sanchez vd.,
2017). Bifidobacterium, Lactobacillus ve
Streptococcus’an bazt titleti ile Saccharomyces bonlardii
en iyi bilinen probiyotik mikroorganizmalar
arasinda yer almaktadir (Raghuwanshi vd., 2015;
Zemzemoglu vd., 2019). Fermente siit triinleri,
kefir gibi gidalar, dogal olarak probiyotik 6zellikte
mikroorganizmalar icermektedirler (Yagct, 2002;
Zemzemoglu vd., 2019). Ancak bir gidanin
probiyotik olarak degerlendirilmesi i¢in icerisinde
en az 10° kob/g seviyesinde probiyotik 6zelikte
canlt hiicre icermesi gerekmektedir (Yurttas ve

Yilmaz, 2017). Prebiyotikler ise kolonda bulunan
bir veya sturli sayidaki bakterinin aktivitesini
secici bir sekilde uyararak konaket saghgini olumlu
bir sekilde etkileyen, Gst gastrointestinal sistemde
sinditilemeyen ancak kolonda bulunan bakteriler
(Bifidobacterinm ve Lactobacillus tirleri) tarafindan
fermente edilebilen gida bilesenleri olarak
tanimlanmaktadir (Guerreiro vd., 2018). Gunlik
diyet ile gida formunda tiiketilen, tiiketici saghgi
tizerinde olumlu bir etkiye sahip olan ve hastalik
riskini azaltarak mevcut sagligini  gelistirdigi
diigtiniilen gidalar ise fonksiyonel gidalar olarak
tanimlanmaktadir (Mak vd., 2018; Sengiin ve
Bingol, 2018). Fonksiyonel gidalarin énemli bir
kismint probiyotik ve prebiyotik 6zellikteki gidalar
olusturmaktadir.

Fonksiyonel gidalara olan tiketici egilimlerini ve
tutumlarint  belirlemeye yonelik  yurt disinda
yapimis ¢ok sayida calisma bulunmasina karsin
(Labrecque vd., 2006; Urala ve Lahteenmaki,
2007; Viana vd., 2008; Annunziata ve Vecchio,
2011; Batcellos ve Lionello, 2011; Oliver vd.,
2014; Philip vd., 2019), ulusal literatiirde bu tir
calismalarin oldukea az ve genellikle de tniversite
cevresi ile sinirlt olarak yiiriitildigi (Ozdemir vd.,
2009; Derin ve Keskin, 2013; Secer vd., 2014;
Yurttas ve Yilmaz, 2017; Zemzemoglu vd., 2019)
gorilmektedir. Bu nedenle, yuritilen calisma
kapsaminda Izmir'in Bornova ilgesinde ikamet
eden kisilerin probiyotik ve prebiyotik gidalar
hakkindaki bilgi diizeylerinin ve bu driinleri
titketme durumlarin belirlenmesi amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Orneklem

Tiketicilerin  probiyotik ve prebiyotik gidalar
hakkindaki bilgi diizeyleri ve tiketim durumlarint
saptamak amaci ile 2019 yilt Nisan-Haziran aylar
arasinda Izmir ilinin Bornova ilcesinde ikamet
eden kisiler (N=445.232) tizerinde gergeklestirilen
bu anket calismast tesadufi Orneklem metodu
kullanlarak  uygulanmustir  (Baltaci,  2018).
Aragtirmanin  evreni,  Tirkiye  Istatistik
Kurumu’ndan (TUIK, 2018) alinan ana kitle
verileri ile Hsitlik 1 kullanilarak belitlenmistir
(n=383.828) (Yikselen, 2009; Dolekoglu vd.,
2015). Anket calismasina goéntlli 196 kisi
katdmistir (Katihim orant: %51.2).



Probiyotik/prebiyotik gidalara yonelik anket ¢calismasi

NxZ*xpxg
NxEi*4+7Zixpxg

(Esitlik 1)

n: 6rnek hacmi

p: incelenen olayin ana kitle icinde gerceklesme
olasiligt (%50)

q:1-p

E: 6rnekleme hatast (%05)

zq/2: guvenirlilik derecesi (%95, tablo degeri =
1.96)

N: 445,232

Anket Uygulama

Anket baglamadan Once kisilere arastirma ve
uygulama hakkinda gerekli aciklamalar yapildiktan
sonra sOzel onay alinmis ve anket uygulanmistir.
Anket calismasina katiim konusunda gontllilik
esas alinmistir.

Anket Verilerinin Elde Edilmesi

Arastirmada  kullantlan anket formu literatir
aragtirmasi sirasinda elde edilen bilgiler 1s1g1nda ve
daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalardan (Aydin vd.,
2010; Derin ve Keskin, 2013; Zemzemoglu vd.,
2019) vyararlandarak  hazrlanmistir.  Veriler,
arastirmactlar tarafindan hazirlanan online anket
formu ve yliz yize anket teknigiyle toplanmugtir.
Anket formu ii¢ bolimden olusmaktadir. Ilk
bélimde cinsiyet, yas, 6grenim diizeyi sorularak
katitimeilarin demografik 6zellikleri saptanmistir.
Ikinci bolimde tiiketicilerin  probiyotik  ve
prebiyotik gidalarin ne oldugu, bu gidalar ile ilgili
bilgiye wulasmalarinda hangi faktérlerin - rol
oynadigt ve bu faktStlerin sattn almayr nasi
etkiledigi ve ayrica tiketicilerin probiyotik ve
prebiyotik gidalara olan bakisint degerlendirmek
lizere bazi sorular sorulmustur. Son bolimde ise
probiyotik ve prebiyotik gidalari tiketim durumu
ve amacina yonelik sorular sorulmustur. Bazi
sorular coktan se¢cmeli olurken, bazilart 3 ya da
414 likert 6lgegi ile yonlendirilmistir.

Anket Verilerinin Degerlendirmesi

Elde edilen verilerin istatistiksel degetlendirmesi
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 20
paket programit ile gerceklestirilmistir. Tanimlayict
istatistiklerden yiizde (%), ortalama (x) ve standart
sapma (S) degerleri kullanilirken kategorik

degiskenler arasindaki iliskinin belirlenmesi ki-
kare (y?) testi ile P <0.05 Onem seviyesinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler ¢izelgelerde
bolim bazinda smuflandirilmis, sayt ve ylzde
oranlari icerecek sekilde verilmistir. Cizelgelerde
verilen bazi ylzdelik oranlar ilgili soruya cevap
katillmecr  sayist  toplamina  gbre
hesaplanmustir. Bazi sorular ise bir 6nceki soruya
verilen “evet” ya da “hayir” cevabina gdre farkls
sayida kisi tarafindan cevaplanmustir.

veren

BULGULAR VE TARTISMA

Tiiketicilerin Sosyo-Demografik Durumlari
Ankete katilan tiketicilerin cinsiyete gére dagilhimi
incelendiginde %51.5’inin kadin ve %48.5’inin
erkek, egitim durumlart incelendiginde ise
%4.1’inin ortaokul, %21.4Untn lise, %66.8’inin
universite mezunu, %06.1’inin yiksek lisans ve
%1.5’inin doktora yapmis oldugu ortaya ¢tkmigtir
(Cizelge 1). Lisans ve lzeri egitime sahip olanlarin
oransal yiksekliginin nedeni olarak anket
calismasinin Universite ve c¢evresinde yapilmug
olmast gosterilebilir. Ankete katilan tiiketicilerin
yas dagilimlari incelendiginde ise %11.2’sinin 45
ve uzeti, %05.6’sinin 40-44, %9.7’sinin  35-39,
%12.2’sinin 30-34, %13.8’inin 25-29, %31.6’s1nin

22-24, %15.8inin  18-21 arasinda oldugu
gorilmektedir (Cizelge 1).
Tiiketicilerin  Probiyotik ve Prebiyotik

Kavramlar1 Hakkindaki Bilgi Diizeyleri

Arastirmaya katilan tiketicilerin “Probiyotik ve
prebiyotik kavramlarinin ne oldugunu biliyor
sorusuna %49u “evet” ve %51’
“hay1r” cevabini vermistir. Cinsiyete gore bilgi
diizeyleri degerlendirildiginde kadinlarin
%05.3’iniin, erkeklerin ise %31.6’sin1n probiyotik
ve prebiyotik kavramlarint bildigi belirlenmistir (P
<0.05) (Cizelge 2). Egitim durumuna gore
tiketicilerin - bu  kavramlar hakkindaki bilgi
diizeyleri degerlendirildiginde, kavramlar
hakkinda bilgiye sahip olan en ylksek grubu
(%060.7) yiksek lisans seviyesindeki tiketicilerin
olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Ayrica

musunuz?”’

probiyotik ve prebiyotik arasindaki fark:
tiketicilerin =~ %71.9unun  bilmedigi  tespit
edilmistit. Bu sorunun devaminda sorulan

“Cevabiniz evet ise probiyotik ve prebiyotik
kavramlarint  kisaca aciklar misiniz?”  sotusu,
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tiketicilerin verdigi cevaplarin dogrulugunu teyit
etmek ve bilgisini daha detaylt bir sekilde 6lgmek
icin hazirlanmistir. Alinan yanitlar dogrultusunda
probiyotik ve prebiyotik kavramlarinin bilindigi
ifade edilse de, ilgili sorunun bos birakildigt ya da
yanlis bir sekilde cevaplandigt tespit edilmistir.
Zemzemoglu vd. (2019) tarafindan yapilan benzer
bir calismada Ogrencilere sorulan “probiyotik
nedir biliyor musunuz?” sorusuna alinan cevabin
%55.6’s1n1n “evet”  ve %44.4%nlin - “hayir”
oldugu, devaminda sorulan “Cevabiniz evet ise;
probiyotikler ile ilgi bilgi dlzeyiniz hangi
seviyededir?”  sorusuna ise cevap  veren
ogrencilerin  %068.6’sinin orta ve  %25.47Untn
dustik bilgi diizeyine sahip oldugu belirtilmistir.
Yapilan bir diger calismada probiyotik irtinler
hakkinda bilgi diizeyi kiz 6grencilerde (%069.2)
erkek &grencilere  (%40) goére daha yiksek
bulunmustur (Yabanct ve Simsek, 2007). Benzer
sekilde Zemzemoglu vd. (2019) tarafindan yapilan
calismada da cinsiyet ile probiyotik triinler
hakkinda bilgi diizeyi karsilastirildiginda, kiz

Ogrencilerde  bilgi diizeyinin daha  yiiksek
bulundugu bildirilmistir (P <0.05). Yapilan baska
bir ¢alismada da bilgi sahibi olanlarin %715.1’inin
erkeklerden, %31.6’siun bayanlardan olustugu,
dolayistyla bayanlarin erkeklere gére daha fazla
bilgi sahibi oldugu bildirilmistir (P <0.05) (Aslan
vd., 2019). Kadinlarin, probiyotik ve prebiyotik
triinler hakkindaki bilgi diizeyinin yiiksek olmast,
saglik, beslenme ve gbrintimiine
erkeklerden daha fazla oOnem vermeleriyle
iliskilendirilebilir. Dolayistyla bu durum kadinlarin
bilgi seviyesinin ve bu tip Uriinleri tiketim
miktarinin  daha  fazla olmasini  anlaml
kilmaktadir. Bilgi diizeyinin yas gruplarina gore
dagilimi incelendiginde en yiksek degerin 22-24
yas araliginda oldugu ve artan yagla beraber bilgi
diizeyinin azaldigi gérillmektedir (Cizelge 2). Yas
grubu dustiikce bilgi seviyesindeki yitkselme, yeni
neslin sosyal iletisim kanallarint daha verimli
kullanmasi sonucunda dogru bilgiye ulasarak
sagliklt beslenmeye verdigi 6nemin arttugini da
gostermektedir.

vicut

Cizelge 1. Tiketicilerin sosya-demografik 6zellikleri
Table 1. Social-demographic characteristics of consumers

Genel bilgiler Say1 (n)

General information Number (n) (%)
Cinsiyet Gender

Kadin Female 101 51.5
Erkek Male 95 48.5
Toplam Total 196 100
Yas (yil) Age (year)

18-21 31 15.8
22-24 62 31.6
25-29 27 13.8
30-34 24 12.2
35-39 19 9.7
40-44 11 5.6
45 ve Uzerl 45 and upper 22 11.2
Toplam Total 196 100
Egitim Diizeyi Education Level

Ortadgretim Secondary Schoo! 8 4.1
Lise High School 42 21.4
Universite University 131 66.8
Yiksek Lisans Master 12 6.1
Doktora Doctorate 3 1.5
Toplam Total 196 100
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Cizelge 2. Tiketicilerin probiyotik ve prebiyotik kavramlarini bilme duizeylerinin cinsiyet ve yas
gruplarina gére dagilimi
Table 2. Distribution of consumers' knowledge level of probiotic and prebiotic terms according to gender and age grounps

Probiyotik ve prebiyotik kavramlarinin bilinme diizeyi
The level of knowledge about probiotic and prebiotic terms

Cinsiyet Evet Yes Hayir No Ortalama (x) Standart sapma (S)
Gender n % n % Mean (x) Standart deviation (S)
Kadin Female 66 653 35 34.7 1.35 0.47
Erkek Male 30 31.6 065 68.4 1.08 0.46
Toplam Total 96 49 100 51

Ogrenim Durumu

Edncation Level

Orta 6gretim 1 125 7 87.5 1.87 0.35
Secondary level

Lise 25 59.5 17 40.5 1.40 0.49
High School

Unversite 62 473 69 52.7 1.52 0.50
University

Yiiksek lisans 8 66.7 4 333 1.33 0.49
Master

Doktora 0 0 3 100 2 0
Doctorate

Yas (y1)

Age (years)

18-21 17 548 14 45.2 1.45 0.50
22-24 30 484 32 51.6 1.51 0.50
25-29 13 481 14 51.9 1.51 0.50
30-34 11 458 13 54.2 1.54 0.50
35-39 10 526 9 47.4 1.53 0.51
40-44 4 364 7 63.6 1.54 0.51
45+ 11 50 11 50 1.50 0.51

Tiiketicilerin Probiyotik Mikroorganizmalar
Hakkindaki Bilgi Diizeyleri

Bifidobacterium, Lactobacillus ve Streptococens turleri
le Saccharomyces boulardii, en bilinen ve gidalarda
yaygin olarak bulunan probiyotik
mikroorganizmalardir (Raghuwanshi vd., 2015;
Zemzemoglu vd., 2019). Tiketicilere sorulan
“hangi probiyotik mikroorganizmalari
(Lactobacillus  tatleri,  Bifidobacterium  tirleri,
Streptococcus  tutleri,  Saccharomyces  cerevisiae  ve
Aspergillus  niger)  biliyorsunuz?”  sorusu  ile
titketicilerin %69.4’iniin probiyotik
mikroorganizmalarin hicbirini bilmedigi
belirlenmistir. Bilinmeme ylzdesinin yiksek
olmasinin nedeni olarak tiiketicilerin marketlerde
gidalarin  etiketlerine yeteri dlzeyde dikkat

etmemeleri gosterilebilir. Ayrica 6grenim durumu
ile bilinen probiyotik tirler arasinda yapilan
degerlendirme sonucunda istatistiksel acidan
anlamh bir farkliik bulunamamustir (P >0.05).
Probiyotik tlirler arasinda verilen cevaplar
istatistiksel acidan degerlendirildiginde ise anlamli
bir farkliik oldugu (P <0.05), en ¢ok verilen
cevabin hicbir mikroorganizmanin bilinmedigi
(%69.4) yontnde olup, en az verilen cevabin
Streptococcus spp. (Y08.2) oldugu belirlenmistir.

Tiiketicilerin Probiyotik ve Prebiyotik Gida
Tercihleri

Anket calismasindan elde edilen sonuglara gore
kefir, tiketiciler tarafindan en fazla tiiketilen
probiyotik gida  (%51), kurubaklagiller ise
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tikketiciler tarafindan en fazla tiiketilen prebiyotik
gida (%79) olarak tespit edilmistir (Cizelge 3).
Probiyotik gidalara olan ilginin ve marketlerde
kefir cesitliligin artmast ile tlketicilerin kefir

tiketme oranlarinin yitksek olmast beklenen bir
sonug olarak degetlendirilmistir.

Cizelge 3. Tiiketicilerin probiyotik ve prebiyotik gida tercihlerinin dagilim1
Table 3. Distribution of probiotic and prebiotic food preferences of consumers

Probiyotik Gidalar Tercih durumu
Probiotic Foods The status of preference
Kadin Female Erkek Male Toplam Total

n % n % %
Probiyotik yogurt Probiotic yoghurt 66 65.3 31 32.6 49.5
Probiyotik peynir Probiotic cheese 15 14.9 9 9.5 12.2
Kefir Kefir 61 60.4 39 411 51
Higbiri None 9 8.9 18 18.9 13.8
Prebiyotik Gidalar
Prebiotic Foods
Kurubaklagiller Dry beans 80 79.2 74 78.7 79
Soya Soybean 25 24.8 21 223 23.6
Sogan, sarimsak Ownion, garlic 80 79.2 72 76.6 77.9
Bugday, yulat Wheat, oat 74 73.3 62 66 69.7
Muz, elma Banana, apple 85 84.2 63 67 75.9
Higbiti None 3 3 2 2.1 2.6
Cinsiyete gbre tiketilen gidalar arasinda  Tiketicilerin  Probiyotik ve Prebiyotik
istatistiksel acidan degerlendirme yapildiginda; Gidalari Tiiketme ve Tiiketmeme
yogurt ve kefir tiketiminin cinsiyete bagl Nedenlerinin Degerlendirilmesi
degisiklik gosterdigi (P <0.05); peynir titketiminde Probiyotik ve prebiyotik gida tiiketiminin
cinsiyete  bagl bir degisim gbzlenmedigi = nedenleri incelendiginde, titketicilerin

belitlenmistir (P >0.05). Zemzemoglu vd. (2019)
tarafindan yapilan c¢alismada, 6grencilerin %7.81
kefiri haftada bir kez titketirken, %73.1’inin hi¢
titketmedigi belirtilmistir. Benzer sekilde Taraket
vd. (2015) tarafindan yapilan calismada,
tuketicilerin %15.3’0 kefir tuketirken, %84.7’sinin
kefir tiketmedigi; yogurt tiketimi ile ilgili olarak
ise erkeklerin %53.5’intin, kadinlarin %39.3’uniin
yogurt tiketmeyi sevdigi belitlenmistir. Eser
(2017) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, en
fazla tlketilen drlnlerin yogurt (%39) ve
probiyotikli yogurt (%25) oldugu, kefirin ise
(%10) en fazla tiketilen Giriin olarak ti¢clinct sirada
yer aldigi bildirilmistir. Bornova ilgesinde
yurttilen bu c¢aligmada ise, kefir tiketen kisi
yluzdesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3). Bunun sebebinin, c¢alismanin
Universite  ¢evresinde yapilmis olmasi  ve
tilketicilerin kefir konusunda bilgi diizeylerinin
ylksek olmast ile ilgili oldugu dustintilmektedir.

%063.9’unun bu Urlnleri sindirim sistemi Gzerine
faydali olarak gbérmesi, %19.5’inin kansere karsi
koruyucu  etkilerinin  oldugunu  disiinmesi,
%49.1’inin  bu  Urtnleri lezzetli  bulmasi,
%49.1’inin  bu urinlerin  bagisiklik  sistemini
giclendirdigini  disiinmesi ve %13™nln ise
reklamlarin etkisi ile bu drinleri tikettigi
belirlenmistir (Cizelge 4). Zemzemoglu vd. (2019)
tarafindan yapilan calismada probiyotik besin
tiketiminizde neyin etkist var sorusuna
ogrencilerin %24.6’s1 saglik sorunlart ve %11.81
reklamlarin  etkisi cevabini vermigtir. Yapilan
benzer bir ¢alismada probiyotik iriin titketiminde
etkili olan faktdrler sirastyla; reklamlar (%31.06),
saglik sorunlart (%27.9), tavsiye (%22.1), okulda
alinan egitim (%18.4) olarak belirlenmistir (Derin
ve Keskin, 2013). Bornova il¢esinde yurttilen bu
calismada da bu urunleri tiketmede en 6nemli
nedenin, sindirim sistemine olan faydalari oldugu
ve tiketicilerin ¢ogunlugunun (%41) bu driinleri
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haftada 1 kez tikettigi belirlenmistir. Derin ve
Keskin (2013) tarafindan yapilan bir calismada,
erkek (%31) ve kiz (%31.1) 6grencilerin en fazla
oranda haftada 1 kez probiyotik urtnleri
tikettikleri  bildirilmistir.  Yapilan bir  diger
calismada ise 116 kisinin probiyotik gidalart
tiketme sikliginin  haftada 2-3 kez oldugu
bildirilmistir (Eser, 2017).

“Probiyotik ve prebiyotik gidalart tiketmiyorsa-
niz nedenleriniz nelerdir?”
cevaplar incelendiginde, tlketicilerin bu gidalart
tilketmeme nedenlerinin %55.6’s1n1n ne oldugunu
bilmeme, %7.7’sinin dogal bulmama, %34.6’sinin
ihtiya¢ duymama, %30.8’inin pahali bulma ve
%15.4"niin lezzetsiz bulma oldugu belirlenmistir
(Gizelge 4). Yapilan bagka bir calismada,
probiyotik  driin  tiketmeyen — &grencilerin
%54.7’sinin - bu  Urtnd bilmedigi, %Z24.8’inin
ihtiyag duymadigs, %10.4’tintin dogal bulmadigy,
%5.8’nin lezzetsiz buldugu ve %4.4tnin ise
pahali buldugu icin bu Urtnleri tiiketmedikleri
belitlenmistir (Aydin vd., 2010). Yabanci ve
Simsek (2007) tarafindan yapilan calismada ise
probiyotik Urtinleri tiketmeyen Ogrencilerin bu
trtinleri bilmedikleri (%43.5), dogal olmadigint
distndikleri  (%19.5), ihtiya¢ duymadiklar
(%14.9), pahalt (%12.9) ve lezzetsiz bulduklart
(%8.5) icin  bu Urlnleri  tiketmedikleri
belitlenmistir. Zemzemoglu vd. (2019) tarafindan
yapilan  calismada ise “probiyotik  besin
tiketmiyorsaniz nedenleri nelerdir?” sorusuna
ogrencilerin %75.7’si ne oldugunu bilmedigi ve
%11.2’sinin ihtiya¢ duymadigr icin tiketmedigi
ortaya  koyulmustur. Bu takiben
tiketicilere “probiyotiklerle ilgili endiseniz var
m1?”, “cevabiniz evet ise nedenleri nelerdir?”
sorusu yoneltilmis ve katilimetlarin %52.2’sinin
“hazir paketli probiyotik iriinlerin iceriginden
emin degilim” cevabini verdigi bildirilmistir.
Yapilan tim bu ¢alismalar, probiyotikler hakkinda
bilgi sahibi olunmamasinin bu gidalarin tiiketimini
dogrudan etkiledigini ortaya koymustur.

sorusuna vetilen

soruyu

Probiyotik ~ ve Prebiyotik Gidalarin
Tiiketiminde Iletisim Araglarinin (reklam,

gazete, internet vb.) Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Arastirma  sonucunda iletisim  araclarinin,
tiketicilerin -~ (%49unun)  probiyotik  gida

tiketmeleri tzerine etkisi oldugu belirlenmistir.
Tiketicilerin  probiyotik ve prebiyotik gida
tiketiminde reklam, gazete, internet vb. iletisim
araglarinin  cinsiyete gore etkileri istatistiksel
olarak degerlendirildiginde kadimnlarin iletisim
araglarindan erkeklere gére daha fazla etkilendigi
tespit edilmistir (Cizelge 5) (P <0.05). Yapilan
benzer bir ¢alismada probiyotik gida tiiketimini
etkileyen faktorler birbirleriyle  kiyaslanmus,
probiyotik tiketimi ile reklamlar arasinda anlamlt
bir fark bulundugu belirtilmistir (P <0.05)
(Zemzemoglu vd., 2019). Zeren (2015) tarafindan
yapilan calismada radyo, gazete ve reklamlarin
probiyotik  besin  tiketimini nasd  etkiledigi
incelenmis ve tiketicilerin %51.8’inin  iletisim

araclarindan  olumlu, %4.4’Gniin  olumsuz
ctkiledigi,  %43.9unun  ise  etkilenmedigi
belirlenmistir.

Tiiketicilerin Probiyotik Kullanimi ile Fayda
Goriip Gormedikleri Bilgisinin
Degerlendirilmesi

Probiyotik kullanimi ile immiin fonksiyonlarinin

diizenlenmesi, sistemik  enfeksiyonlarin  ve
kanserin ~ Onlenmesi,  antibiyotiklerin  yan
etkilerinin  azaltulmasi,  konstipasyonun  ve

inflamatuar bagirsak hastaliklarinin tedavisi gibi
bircok olumlu etkinin elde edildigi, yapilan
bilimsel ¢alismalarla kanitlanmistir (Tithonen vd.,

2010).

Yiriatilen bu calismadan elde edilen sonuclara
gore, tuketicilerin %54.1°lik kisminin
probiyotiklerden fayda gordigl, %039.3’lik
kisminin ise bu konuda fikrinin olmadig tespit
edilmistir (Cizelge 6). Probiyotik gida tiiketiminin
tiiketicilerin %68.6’sinda kabizliga, %42.3"inde
ishale, %16.7’sinde ise alerjiye iyi geldigi, laktoz
intoleransina iyi gelme oraninin ise %12.2 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 6). Ttketicilerin biytik bir
kisminin  probiyotik  kaynaklar  hakkindaki
bilgisinin  kisitli  olmasi, probiyotik Griinleri
tiketseler dahi faydalarini degerlendirmelerini
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zotlastrmaktadir. 2015 yilinda yapilan baska bir
calismada, katimcdarin  %72’si  probiyotik
gidalardan fayda gérdigint belirtirken, %281 bu
gidalardan fayda gérmedigini belirtmistir (Zeten,
2015). Aynt ¢alisgmada probiyotik triinlerin etkisi
ile kattlmeidarin %58.2°si kabizlik, %22.4’G ishal,
%29.97u alerji ve %19.4u laktoz intoleransinda
fayda  sagladigint  belirtmigtir. ~ Universite
Ogrencileri tizerinde yapilan benzer bir ¢calismada,
probiyotik triinlerden fayda gérenlerin orant

%84.9 iken, fayda gérmeyenlerin orant %15.1
olarak belirlenmistir (Yabanct ve Simgek, 2007).
Balkis (2011) yapmis oldugu c¢alismada, kiz
ogrencilerin %31.9’unun, erkek Ogrencilerin ise
%29.9unun  probiyotik gidalar1  tikettigini,
%70.2’sinin bu uriinlerden fayda gbrdigi ve
fayda goéren 6grenciler arasinda kiz Ggrencilerin
%71.2, etkek 6grencilerin ise %68.8’1 olusturdugu
belitlenmistit.

Gizelge 4. Tiketicilerin probiyotik ve prebiyotik gida tiketme ve titketmeme nedenleri
Table 4. The reasons of consumers’ consumption and nonconsumption of probiotic and prebiotic foods

Tiketim Nedenleri

Cinsiyet Gender

Consumption reasons Kadin Female Erkek Male Toplam Total
n % n % %

Sindirim sistemine olan faydalart 74 79.6 34 44.7 63.9

Benefits to the digestive system

Kansere  karst  koruyucu  oldugunun 24 25.8 9 11.8 19.5

disuntlmesi

Thinking that it is protective against cancer

Lezzetli bulunmast 39 41.9 44 57.9 49.1

Finding delicions

Bagisiklik sistemini gliclendirmesi 55 59.1 28 36.8 49.1

Strengthening the immune system

Reklamlar 12 12.9 10 13.2 13

Advertisements

Tiketmeme Nedenleri

Nonconsumption Reasons

Ne oldugunu bilmeme 4 50 11 57.9 55.6

Lack of knowledge

Dogal bulmama 0 0 2 11.1 7.7

Not natural

Ihtiyag duymama 4 50 5 27.8 34.6

No need

Pahalt bulma 2 25 6 33.3 30.8

Finding expensive

Lezzetsiz bulma 1 12.5 3 16.7 15.4

Finding tasteless

Sagliga yararli olmadigini diigtinme - - - - -

Thinking that it is not beneficial to health

Tiketim Sikliklart

Frequency of consumption

Giinde 1 kez Once a day 30 29.7 22 23.4 26.7

Ginde 2-3 kez Two and three times a day 7 6.9 1 1.1 4.1

Haftada 1 kez Once a week 40 39.6 40 42.6 41

Ayda 1 kez Once a month 20 19.8 16 17 18.5

Tiketmiyorum [ do not consume 4 4 15 16 9.7
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Gizelge 5. Probiyotik ve prebiyotik gida titketiminde iletisim araclarinin etkileri
Table 5. Effects of communication tools on probiotic and prebiotic food consumption

Olumlu Olumsuz Etkilemiyor Toplam
Positive Negative It does not affect Total
n 65 10 26 101
RKadin Female 64.4 9.9 25.7 100
n 31 7 57 95
Brkel Male Yo 32.6 7.4 60 100
n 96 17 83 196
Toplam Toal 49 8.7 23 100

Cizelge 6. Probiyotik kullanimt sonucu fayda gértlip gériilmedigine iligkin bulgular
Table 6. Findings about the benefit of probiotic use

Kadin Erkek Toplam
Female Male Total
n % n % n %

Evet Yes 69 68.3 37 38.9 106 54.1
Hayir No 4 4 9 9.5 13 6.6
Fikrim yok I have no idea 28 27.7 49 51.6 77 39.3
Toplam Total 101 51.5 95 48.5 196 100
Probiyotik kullaniminin iyilestirdigi hastaliklar
Diseases that benefit from probiotic use
Kabizlik Costiveness 63 72.4 44 63.8 107 68.6
Ishal Diarrbea 29 33.3 37 53.6 66 42.3
Aletji Allergy 19 21.8 7 10.1 26 16.7
Laktoz intoleransi Lactose intolerance 12 13.8 7 10.1 19 12.2

Tiiketicilerin  Probiyotik ve Prebiyotik katiimcilarin %49.7’si Grtntn fiyatina, %37.9’u
Gidalar1 Satin Alirken Goéz Oniine Aldig1 markasina, %>52.3’i besin etiketi ve igerigine,
Kriterlerin Degerlendirilmesi %7.2’s1 ise ambalajina bakarak gidanin alimina
Ttketicilerin probiyotik ve prebiyotik gida alirken karar verdigi gérilmustir (Cizelge 7).

dikkat ettikleri kriterler incelendiginde;

Cizelge 7. Tiketicilerin probiyotik ve prebiyotik gida satin alma kriterlerine iligkin bulgular
Table 7. The findings of consumers' probiotic and prebiotic food purchasing criteria
Satin Alma Kriterleri

Purchasing criteria Cinsiyet Gender
Kadin Female Erkek Male Toplam Tozal
n % n % n %
Fiyat Price 52 51.5 45 47.9 97 49.7
Marka Brand 47 46.5 27 28.7 74 37.9
Besin etiketi ve igerigi
Product label and content 65 o4 37 394 102 52:3
Ambalaj Package 7 6.9 7 7.4 14 7.2
Satin almtyorum [ do not buy 6 5.9 21 223 27 13.8
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Satin alma kriterleri cinsiyete gore istatistiksel
olarak incelendiginde, kadinlarin fiyat (P >0.05),
marka (P <0.05) ve besin etiketi ve igerigine (P
<0.05), erkeklere goére daha fazla dikkat ettigi
belirlenmistir. Secer vd. (2014)’nin  yaptigt
calismada, tliketicilerin fonksiyonel gida satin
alirken dikkat ettikleri unsutlar incelenmis ve
tiketicilerin %84.5’inin saglik faydasi; %84 intin
uzmanlarin verdigi bilgiler; %79.9’unun ise marka
cevabini  verdigi  bildirilmistir.  Yapilan = bir
caligmada etiket bilgilerini okudugunu
belirtenlerin %45.4’lik oranla en kalabalik grubu
olusturdugu, markaya Onem verenlerin ise
%06.2’lik oranla ¢ok disiik grubu olusturdugu
bildirilmistir (Eser, 2017).

SONUC

Diinya’da  ve Tirkiye’'de probiyotik gida
drinlerine yonelik talep hizla biyimektedir.
Bununla birlikte istek ve ihtiyaglara uygun tGriinler
gelistirmek i¢in tiketicilerin  probiyotik  ve
prebiyotik gidalara iliskin tutumlarini anlamak,
tiketici kabulini arttirmada olduk¢a 6nemlidit.
Izmirin Bornova ilcesinde yasayan kisilerin
probiyotik ve prebiyotik gidalar hakkindaki bilgi
dizeylerini ve tiketim oranlarini  belitlemek
amactyla tesadiifi olarak secilen tiiketiciler (196
kisi) tzerinde yapilan bu ¢alismada, katilimcilarin
%49 unun probiyotik ve prebiyotik terimlerini
bildigi, bununla birlikte %71.9’unun probiyotik ve
prebiyotik  gida arasindaki  farki  bilmedigi
belirlenmistir. Tiketicilerin bu trtinler hakkinda
yeterli bilgiye sahip olmamasi, bu urinleri ne
amagcla kullanilacagini bilmemesine ve bu tir
trtinleri satin alirken tereddiit etmelerine neden
olmaktadir. Yuritilen bu ¢alisma kapsaminda
tiketicilerin ~ probiyotik  gidalarin  kullanimi
konusunda bilinglendirilmesi gerektigi ortaya
konmustur. Calismada probiyotik ve prebiyotik
gida tiketen katthmcilarin bu trinleri tiketim
sikhigr en ¢ok %41 ile haftada bir kez olarak
belirlenmistir.  Ancak  probiyotik  Urlinlerin
kullanimindan ~ beklenen  faydalarin  elde
edilebilmesi, bu Urlinlerin duzenli tiiketim ve
viicuda alinan hiicre sayisinin belitli seviyenin
tzerinde (>10° olmasina baghdir.  Ayrica
katilimcilarin probiyotik ve prebiyotik gida alirken
dikkat ettigi kriterler icerisinde en yiksek sirada
%52.3 oranla “besin etiketi ve icerigi” yer alirken

ikinci sirada %49.7 oranla “fiyat” yer almustir.
Sonug olarak saglik tizerine bircok olumlu etkiye
sahip olan probiyotik ve prebiyotik gidalar
hakkinda  halk  bilin¢lendirilmeli,  firmalar
tiiketicilerin isteklerini ve ihtiyaglarini g6z 6niinde
bulundurarak triin cesitliligini, ulasiabilir fiyat
politikalat1 cercevesinde gelistirmelidir.
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oz

Bu calismada, yiiksek basing homojenizasyon (YBH) islemi %4 findik proteini iceren siispansiyonlara 0, 25, 50,
75, 100 ve 150 MPa diizeylerinde uygulanmis ve bu siispansiyonlardan iiretilen yenilebilir filmlerin optik, mekanik,
bariyer ve mikro-yapisal 6zellikleri beliflenmistir. YBH islemi protein silispansiyonlarinin  partikil boyut
dagilimlarinda 6nemli bir azalma saglamis ve daha homojen bir protein sispansiyonu olusturmustur. Elde edilen
filmlerin kalinliklari artan basmncin etkisiyle kismen artis sergilerken, L* ve 4* renk degetlerinde azalma tespit
edilmistir. Basincin 100 MPa diizeyine kadar ¢ikmast filmlerin 15tk gecirgenligini arttirmus, ancak 150 MPa
diizeyinde kontrole yakin bir deger belirlenmistir. Findik proteini siispansiyonlarina uygulanan YBH isemi, tiretilen
filmlerin su buhar gecirgenliklerini azaltitken, mekanik 6zelliklerini iyilestirmis ve bu durum mikro-yapt
gorintileri ile dogrulanmustir. Protein sspansiyonlarina 75 ve 100 MPa diizeylerinde YBH isleminin uygulanmast
tretilecek yenilebilir filmlerin mekanik ve bariyer 6zelliklerini iyilestirme potansiyeline sahiptir. Béylelikle, bu
filmlerin gida ambalajt olarak kullandabilme potansiyellerinde artis séz konusu olabilecektir.

Anabhtar kelimeler: Yiksck basing homojenizasyon, yenilebilir film, findik, protein.

THE EFFECT OF HIGH PRESSURE HOMOGENIZATION ON THE
MECHANICAL AND BARRIER PROPERTIES OF EDIBLE FILMS PRODUCED
FROM COLD PRESS HAZELNUT MEAL PROTEINS

ABSTRACT

In this study, high pressure homogenization (HPH) was applied to hazelnut protein suspensions at 0, 25,
50, 75, 100 and 150 MPa and optical, mechanical, barrier and microstructural properties of edible films
produced from these suspensions were determined. HPH treatment resulted in significant reduction to
particle size distribution of protein suspensions. The thicknesses of films showed a partial increase due
to the effect of increasing pressure, while L* and /* values were decreased. Increasing pressure up to 100
MPa increased the light transmittance of films, but light transmittance at 150 MPa was closed to control.
HPH treatment improved the mechanical properties of films while reducing the water vapor permeability
and these results were confirmed by microstructural images. HPH treatment up to 75 and 100 MPa has
the potential to improve mechanical and bartier properties of films. Thus, the potential of these films for
food packaging applications may be increased.

Keywords: High pressure homogenization, edible film, hazelnut, protein.
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GIRIS
Sentetik gida ambalaj malzemelerinin dogada
kaybolmalari yiizlerce yil siirebilmekte ve bu
nedenle biyolojik olarak bozunmayan ambalaj
grubunda yer almaktadirlar. Cevresel kirlilige yol
acan sentetik ambalaj maddelerinin kullanimint
azaltmak amactyla protein, karbonhidrat, lipit
veya bunlarin ¢esitli karisimlart ile yenilebilir film
ve kaplama tretimi son doénemlerde oldukca
yayginlasmustir.  Yenilebilir film ve kaplamalar,
gidalardan nem kaybint azaltmak, oksijen, karbon
dioksit ve ucucu aroma bilesiklerinin gidadan
cevreye veya c¢evreden gidaya gecisini Onlemek,
renk degisimini yavaglatmak, fiziksel olarak giday1
sarmak ve korumak gibi 6nemli fonksiyonlara
sahiptir (Pavlath ve Otts, 2009; Rocha, vd., 2014;
Saricaoglu, vd., 2018b). Son zamanlarda yapilan
calismalar yenilebilir film ve kaplamalarin gesitli
gidalarin  raf  Omrinid  gelistirmede  etkili
olabilecegini ortaya koymaktadir (Salgado, vd.,
2013; Saricaoglu ve Turhan, 2019; Tural ve
Turhan, 2017). Bu ambalajlar ¢evre dostu, dogal,
dénisturilebilir ve biyolojik olarak parcalanabilir
ozellige  sahip  olduklarindan  dolayr  ilgi
gormelerine ragmen, yeterli fiziksel dayanim ve
gaz bariyer 6zelligine sahip olmadiklari icin gida
endistrisinde yaygin kullanilmamaktadir.

Zengin protein iceriklerine ragmen gida enduistrisi
yan urinleri giniimiizde katma degeri disik
trtinler olarak degerlendirilmekte ve bu da 6nemli
ckonomik kayiplara yol agmaktadir. Bitkisel yaglik
tohumlardan soguk pres teknigi ile yagin
alinmasindan sonra kalan posa, 6nemli miktarda
protein icermekte ve genellikle hayvansal yem
karisimlarinda kullanilmaktadir. Ulkemizde findik
(Corylus avellana 1..), bitkisel yag ve findik kremasi
tretimi gibi sektorlerde kullanilmasinin yant sira,
kavrulmus veya ¢ig olarak da tiiketime sunulan
o6nemli bir gida maddesidir. Diinya geneli findik
tretiminin %751 tlkemizde gerceklesmekte ve
tretilen findigin %801 ihra¢ edilmektedir (Turan,
vd.,, 2015). Fidigin  kimyasal  bilesimi
incelendiginde %062 yag, %16 protein ve %11
karbonhidrat icerdigi gérilmekte ve bu bilesimin
yetistiricilik faktorlerine baglt olarak degistigi
bilinmektedir (Alasalvar, vd., 2003). Yagi
alindiktan sonra geriye kalan findik kispesi %35-
41  arasinda  degisen oranlarda  protein

icermektedir. Bu kiispeden proteinlerin izole
edilmesi ile yenilebilir film ve kaplama tretimi
gerceklestirilebilmekte ve boylece katma degeri
daha yiiksek uriinler elde edilebilmektedir.

Proteinlerden  tretilen  yenilebilir  filmlerin
mekanik ve gaz (su buhari, oksijen, karbon dioksit
ve ucucu bilesikler) bariyer Ozellikleri zayiftir
(Jiang ve Tang, 2013; Saricaoglu, vd., 2018b). Bu
nedenle filmlerin mekanik direnclerini  ve
gecirgenlik  Ozelliklerini  iyilestirmek amaciyla
enzim uygulamalari, mekanik, ultrasonik veya
yiksek basing homojenizasyon (YBH) gibi
tekniklerden yararlanilmaktadir (Kang, vd., 2015;
Saricaoglu, vd., 2018b; Yayli, vd., 2017). Sivt bir
stispansiyona YBH islemi uygulandiginda stvinin
dar bir delikten strekli gecmesi saglanmakta ve
béylece yiksek turbilans, kayma gerilimleri ve
kavitasyon kuvvetleri araciligiyla siispansiyonun
akis hiz1 artmaktadir. Bu kuvvetler, siispansiyonda
bulunan makro  boyutlardaki  molekillerin
bukilmesine, deforme olmasina ve hatta
bozulmasina neden olmakta ve bu sayede de
makro molekillerin  yapisal ve fonksiyonel
6zellikleri modifiye edilebilmektedir (Floury, vd.,
2004). Yapilan bir ¢alisgmada soguk pres findik
kispesinden izole edilen proteinlerin fonksiyonel
ve reolojik 6zellikleri tizerine YBH isleminin etkisi
incelenmis ve partikil boyut dagiliminin azalmast
ile proteinlerin suda ¢6zuntrliklerinin, emiilsiyon
ve kopik olusturma  Ozelliklerinin  arttid
bildirilmistir (Saricaoglu, vd., 2018a).

Aydemir, vd. (2014) findik proteininden tretilen
yenilebilir filmlerin esnek, suda eriyebilen ve aktif
bilesen  tastyict ambalaj maddesi olarak
kullanilabilecegini ~ bildirmislerdir. Bir bagka
calismada Gul, vd. (2018), karanfil ucucu yagt ile
findik  proteini siispansiyonlarina  ultrasonik
homojenizasyon islemi uygulayarak urettikleri
filmlerin  Ozelliklerini  katrakterize etmislerdir.
Goruldiga gibi, findik proteinleri ile yenilebilir
film dretimi tzerine c¢alismalar bulunmasina
ragmen, findik proteini filmlerinin mekanik ve
bariyer 6zellikleri Gizerine YBH isleminin etkilerini
arastiran  bir calisma bulunmamaktadir. Bu
calisma, YBH uygulanmus findik proteini esaslt
yenilebilir filmlerin fiziksel, mekanik, bariyer ve
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mikro-yapisal Ozelliklerinin belitlenmesini
amaclamaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Yenilebilir  film dretiminde kullanidlan  findik

proteinleri Saricaoglu, vd. (2018a) tarafindan
belirtilen yontem esas alinarak tretilmistir. Elde
edilen protein tozlart %97.36 protein, %0.5 yag,
%0.8 kil ve %1.34 nem (AOAC, 1990) icerecek
sekilde agz1 kapali kavanozlarda buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Protein saflastirma ve
filmlerin dretilmesinde kullanilan  kimyasallar
analitik saflikta temin edilmistir.

YBH teknigi ile
hazirlanmasi

Film ¢ozeltileri %4 findik proteini igerecek sekilde
saf su ile sulandirilmis (4.11 g protein tozu/100
mL saf su) ve stispansiyon pH’s1t 5 M NaOH ile
12’ye ayarlandiktan sonra manyetik karistirict
tzerinde 1 saat siireyle kartstirilmistir. Daha sonra
film ¢o6zeltisi oda sicakhiginda YBH cihazina
(Panda Plus 2000 model, GEA Niro Soavi, Italya)
beslenmis ve 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100 ve 150
MPa basinglardan tek sefer gecirilerek homojenize
edilmistir. ~ Homojenizatérden — ¢ikan  film
cozeltilerini hizlt bir sekilde sogutmak icin buzlu
su banyosu icerisindeki beherde ¢6zeltiler
toplanmistir.  Film  ¢6zeltileri 90 °C’deki su
banyosunda 1 saat sire ile karistirllmis ve oda
sicakligina sogutulduktan sonra protein miktarlari
tzerinden plastiklestirici olarak %40 gliserol ilave
edilmistir. Plastik petri kaplarina (9 cm ¢aply) 25
mlL film ¢Ozeltisi bir pipet yardimiyla aktarilmis ve
fanl etivde (JSR Research Inc., JSOF-50 Model,
Gongju, Korea) 40 °Cde 16 saat siireyle
kurutulan filmler daha sonra petri kaplarindan
soyularak, doygun magnezyum nitrat iceren
desikatérde (%54 nemli) 3 giin streyle
bekletilmistir. YBH islemi 2 tekrarli olarak
gerceklestirilmis ve filmler 3 tekrarl Gretilmisgtir.

film  ¢ozeltilerinin

Partikiil boyut dagilimi

YBH isleminin film ¢6zeltilerinin partikil boyut
dagilimlar1 tUzerine etkileri lazer difraksiyon
partikiil boyut cihazt (Mastersizer 3000 model,
Malvern Instruments Ltd., Ingiltere) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla film ¢6zeltileri

1:100 oraninda ultra saf su ile seyreltilmis ve
stispansiyon dagilim ortaminin stk kirilganlig
suyun kirtlma indisine (1.33) ayarlanmustir.

Film kalinlig1
Filmlerin kalinliklart 0.001 mm hassasiyete sahip
dijital mikrometre (Insize digital outside

micrometer, 3101-25A model, Cin) kullanilarak
belitflenmistit. Bu amacla her bir filmin 15 farkli
noktasindan  Sl¢im  yapilmis  ve ortalamast
alinmustir.

Optik 6zellikler

Filmlerde optik 6zelliklerden renk, opaklik ve 1stk
gecirgenligi  degerleri  Olcilmistir.  Film
orneklerinin renk degerleri Hunter L¥*, a* ve b*
renk sistemine gére CR 300, Minolta (Japonya)
cihazt ile tespit edilmistir. Bu amagcla her filmin 5
farkli noktasindan Sl¢im yapilmustir.

Opaklik icin filmlerin 600 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri spektrofotometre (Agilent
Technologies, Cary 60 model, Avustralya) ile
Olctilmistir. Bu amagla filmler dikdértgen (2 x 1
cm) seklinde kesilerek test hiicresine yerlestitilmis
ve bos hiicre referans olarak kullanilmustir. Istk
gecirgenligi asagidaki esitlige gore belitlenmistir:

Ab
Opaklik = £7%00 o)
x

Bu esitlikte Absgo; 600 nm’deki absorbanst, xise
film kalinligini (mm) ifade etmektedir.

Su buhar gegirgenligi (SBG)

Filmlerin su buhati gecirgenligi (SBG) 25 °C’de
gravimetrik olarak ASTM (2003) yonetiminde
bazi degisiklikler yapilarak belitlenmistir. Bu
amagcla 10 mL’lik cam deney tiplerine (ic cap=14
mm) 1 g civarinda silika jel tartilmis ve tiipler 105
°Cde %0 nispi nem dizeyine kadar
kurutulmustur. Tuplerin agz1 film 6rnekleri ile
kapatildiktan sonra saf su igeren desikatore
(%982 nispi nem) yerlestirilmis ve tiip agirliklari
analitik terazi yardimiyla 8 saat boyunca 1 saat
araliklarla tartilarak asagidaki esitlik yardimiyla
SBG degerleri hesaplanmistur:
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W x
S5BG =—x
t AP wA

©)

Burada; w/# zamana baglt agirlik degisimini
(g/saat), x: film kalinligini (mm), A: film ylzey

alanint  (m?), AP: basing farkint  (kPa)
gostermektedir.
Mekanik 6zellikler

YBH uygulanmis findik proteini filmlerinin
gerilme (G) ve kopma uzamasi (KU) gibi mekanik
ozellikleri TA-XT Plus Texture Analyser cihazi
(TA-XT32, Stable Micro System, Godalming,
Ingiltere) kullanilarak ASTM (2001) yontemine
gore belitlenmistit. G ve KU degetlerinin
belirlenmesi amaciyla film 6rnekleri 20 x 40 mm
olacak  sekilde kesilmis ve %53 nemli
desikatorlerde 3 giin bekletilmistir. Kesilmis film
Ornekleri sabit ve hareketli problara tutturulmus
ve 2 mm/s ¢ekme hiziyla test edilmistir. Kopma
aninda filme uygulanan maksimum kuvvet ve
kopma uzamasi miktart test cihazina bagh
bilgisayar programi ile kaydedilmistir.

Mikro-yapisal 6zellikler

Filmlerin ylizey ve kesit yapilart JSM-7001F Jeol
(Japonya) marka taramali elektron mikroskobu
cihazi ile belitlenmistir. Olciim éncesi 6rneklerin
yuzeyi palladyum-altin karisimt ile kaplanmistir.
Film ylzeylerinin ve kesitlerinin
gorintilenmesinde  sirastyla x2000 ve  x500
btytitme oranlart kullanilmistir.

Istatistiksel analiz

Arastirmada findik proteini stspansiyonlart 2
tekrarll olacak sekilde YBH islemine tabi
tutulmus, her bir basinctan elde edilen film
cozeltilerinden 3 tekrarlt olacak sekilde yenilebilir
film Gretimi gerceklestirilmistir. Mikro-yapisal
Ozellikler icin yapilan analiz haric olmak tzere,
tim testler 3 tekrarli olacak sekilde analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglara SPSS paket
programi (SPSS 21, IBM, Chicago, 1L, USA)
kullanilarak tek yonli varyans analizi uygulanmisg
ve ortalamalar arasindaki istatistiksel farkliik %95
given simirinda Duncan c¢oklu karsilagtirma
testleri ile belitlenmistir. Sonuglar ortalama =+
standart sapma olarak verilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Findik  proteini  siispansiyonlarinin  farklt
basinglarda homojenize edildikten sonra partikiil
boyut dagilimlart ve yenilebilir film olusturma
Ozelliklerine ait arastirma bulgulart alt bagliklar
seklinde asagida verilmistir.

Protein siispansiyonlarin partikiil boyut
dagilimlan
YBH islemine tabi tutulan findik proteini

stspansiyonlarinin partikiil boyut dagilimlari Sekil
1’de gorilmektedir. Kontrol 6rnegi (0 MPa),
homojen bir partikil boyut dagilimi gésterirken,
100 MPa’a kadar basin¢ uygulanan Ornekler
homojen olmayan bir partikiil boyut dagilimi
sergilemistir. Protein stspansiyonlarinin basing
islemi ile farklt boyutlara indirgenmesi, kigtlen
partikiillerin birleserek aglomere olmast basing
islemi ile homojen olmayan bir partikiil boyut
dagilim1 olusmasina yol agmustir. Siispansiyonlar 0
ile 1 um arasinda degisen boyutlarda partikiil
boyut dagilimt sergilemis ve bu durum homojen
olmayan bir sispansiyon yapisinin olugmasina yol
acmustir. Ancak, basincin 150 MPa seviyelerine
ctkarilmast bu durumu 6nlemis ve daha homojen
ve kigik partikil boyutunda stspansiyon
olusmasina vesile olmustur. Boylelikle 150 MPa
basing uygulama islemi ile partikiil boyut dagilimz
o6nemli Ol¢lide azalulmus ve homojen bir
stispansiyon olusmast saglanmustir.  Protein
stspansiyonlarinin homojenizasyon esnasinda dar
bir delikten gecirilmesi kavitasyon etkisi yaratarak
partikiillerin kiictilmesine ve daha homojen bir
stispansiyonun olusmasina yol agmustir (Keerati-
u-rai ve Corredig, 2009; Saricaoglu, vd., 2018b).

Film kalinlig1 ve optik 6zellikler

YBH uygulanan findik protein
stspansiyonlarindan  elde edilen  yenilebilir
filmlerin kalinlik ve optik 6zellikleri Cizelge 1’de
verilmistir. Film kalinliklart 0.331 ile 0.447 mm
arasinda degisim gostermis ve basincin artmast
genelde film kalnhgini arttirmistir. Bu durum
muhtemelen artan basincin etkisiyle proteinlerin
suda daha c¢ok ¢oziinmesinden kaynaklanmistir
(Saricaoglu, vd., 2018a). Proteinlerin basmncin
etkisiyle suda daha ¢ok ¢Oziinmesi film
yapisindaki protein miktarint ve dolayisiyla kuru
madde oranini arttirmig ve bu durum da kalinligin
artmasina yol agmustir.
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Sekil 1. YBH isleminin findik proteini siispansiyonlarinin partikiil boyut dagihimina etkisi
Figure 1. The effect of HPH on particle size distribution of hazelnut meal protein suspensions

Gizelge 1. Filmlerin kalinlik, renk ve 15tk gecirgenligi tizerine YBH isleminin etkisi
Table 1. Effect of HPH treatment on thickness, color and light transmission of films

YBH (MPa) Kalinlik (mm) L* a* b* Opaklik
HPH (MPa) Thickness (mm) L* a* b* Opacity

0 0.331%+0.019» 60.68%3.622 3.21£0.76 22.6710.3062 1.57£0.222b

25 0.348£0.021> 54.42%0.50P 3.91£0.34 20.53%0.27¢ 1.75%0.14»

50 0.447£0.071= 55.43£2.82b 4.1910.63  21.12%0.52b¢ 1.18%0.04¢

75 0.347£0.044> 53.59%0.66P 4.49£0.32 20.43£0.39¢ 1.37%0.08b¢

100 0.390%0.024+> 52.73%1.80b 4.561+0.37 20.31%0.56¢ 1.28%0.11¢

150 0.378£0.034 55.04%1.64° 4.35£0.30 21.52£0.49> 1.52%0.12#

Degetler ortalama F standart sapma olarak verilmistir. Ayni kolonda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05). YBH: Yiksek Basing Homojenizasyon.

Values are means * standard deviations. The difference between the means indicated by different letters in the same column is statistically
significant. HPH: High pressure homogenization.

Gida ambalaj materyallerinin optik 6zellikleri,
icerisine  yerlestirilecek oldugu gibi
gOstermesi  acgisindan son derece Onem arz
etmektedir. Findik proteinlerinden  tretilen
filmlerin L.* degerleri 52.73 ile 60.68 arasinda
degisim gbstermis YBH isleminin [.*
degerlerini 6nemli Slgiide azalttigr belirlenmistir
(»p<0.05). Ayrica, HPH uygulanan protein
stspansiyonlarinin beyaza yakin bir renge sahip

arinid

ve

olmast bu stispansiyonlardan elde edilen filmlerin
distik «* degerine (3.21-4.56) ve yiksek &%
degerine (20.31-22.67) sahip olmasina ve boylece
filmlerin sarimsi bir renkte olmasina yol agmistir.
Uygulanan basincin artmast ile film ¢6zeltilerinin
partikil boyut dagilimlarinin azalmasi, elde edilen
filmlerin daha koyu gériinmesine neden olmustur.
Nagarajan, vd. (2014) nano-kompozit jelatin
filmlerine ait renk degetlerinin homojenizasyon
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sartlarindan  6nemli  Slgiide  etkilenmedigini
bildirmislerdir. ~ Filmlerin  opaklik  degetleri
uygulanan basingla birlikte 6nemli  degisim
gbstermis (p<<0.05) ve 25 MPa basing uygulanmis
filmler en yiksek opaklik degeri sergilemistir.
Opaklik degerinin ytksek olmasi, filmlerin 15151
gecirmedigi ve yansitigint  ifade etmektedir.
Basincin 50 MPa seviyesine ¢ikmast, opaklik
degerini 1.18 diizeyine distirmis ve daha yitksek
basinglarda opaklik degerlerinin arttig1  tespit
edilmistir. Bu durum muhtemelen artan basincin
etkisiyle ~ stspansiyon  icerisinde  protein
¢cOziinirligiinin - artmasindan  kaynaklanmistur.
Yapilan bir ¢alismada YBH islemi uygulanmuis
mekanik ayrilmis tavuk eti proteini filmlerine ait
151k gecirgenligi degerlerinde basing uygulamast ile
o6nemli bir degisiklik olmadigr bildirilmistir
(Saricaoglu, vd., 2018b).

Su buhar gegirgenligi (SBG)

Yenilebilir film ve kaplamalarin su buhart
gecirgenliklerinin  (SBG) belirlenmesi, gidalara
uygulanabilirlikleri acisitndan olduk¢a 6nem arz
etmektedir. YBH wuygulanan findik proteini
suspansiyonlarindan tretilen yenilebilir filmlerin
SBG degetleri Cizelge 2°de verilmistir. Gortldigi

gibi, filmlerin SBG degerleri 1.30 ile 1.80
g'mm/kPa-h-m? arasinda degisim gostermis ve
YBH islemi filmlerin SBG degerini 75 MPa
basinca kadar 6nemli Slgtide azaltmis (p<<0.05),
ancak bu degerden sonra O6nemli bir degisim
gozlenmemistir  (p>0.05).  Homojenizasyon
basincinin  artmasi, protein stspansiyonlarinin
partikiil boyut dagilimlarinin azalmasina ve daha
stabil bir stispansiyon olusmasina neden olmus ve
bu durum, basing uygulanmayan kontrol grubuna
kiyasla filmlerin SBG degerlerinin  azalmasini
saglamistir.  Siispansiyonlarin - homojen  hale
getirilmesi, elde edilen film ylizeylerinin de
puriizsiz olmasint  saglamustir.  Su  buhar
molekiilleri  piiriizsiiz ~ ylzeyden daha zor
gecmekte ve bu nedenle SBG degerlerinde YBH
islemi ile azalma meydana gelmektedir. Mikro-
akiskanlastirma islemi kullanilarak homojenize
edilen sodyum kazeinat-oleik asit (Fabra, vd.,
2011), kitosan-oleik asit (Vargas, vd., 2011),
jelatin-zeytinyagi (Ma, vd., 2012) emiilsiyon esaslt
filmlerin ~ SBG  degerleri  homojenizasyon
kosullarina baglt olarak azalma gdstermis ve bu

durum partikil boyut dagiliminin azalmast ile
iliskilendirilmistit.

Cizelge 2. YBH isleminin filmlerin su buhart gecirgenligi ve mekanik 6zellikleri tizerine etkisi
Table 2. Effect of HPH treatment on water vapor permeability and mechanical properties of films

YBH (MPa) SBG (gmm/kPa-h-m?) G (MPa) KU (%)
HPH (MPa) WVP (g-mm/ kPa b n?) TS (MPa) EAB (%)

0 1.800.042 3.03+0.24 193.06+8.09:

25 1.6820.04 4.1240.79b 152.9448.75¢

50 1.5540.04¢ 4.04£0.34b 177.4849.95b

75 1.3720.03¢ 6.2010.38 114.26%9.19¢

100 1.3240.05¢ 5.6630.23 108.46%7.29¢

150 1.30£0.114 5.6610.342 61.0124.62¢

Degetler ortalama F standart sapma olarak verilmistir. Ayni kolonda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05). YBH: Yiksek Basin¢ Homojenizasyon; SBG: Su buharti gecirgenligi; G:

Gerilme; KU: Kopma uzamasi.

Values are means * standard deviations. The difference between the means indicated by different letters in the same column is statistically
significant. HPH: High pressure homogenization; WV'P: Water vapor permeability; TS: Tensile strength; EAB: Elongation at

break.

Filmlerin mekanik 6zellikleri

Gerilme (G) ve kopma uzamast (KU) analizleri ile
filmlerin mekanik Ozelliklerinin belirlenmesi, film
dayaniklihigr ve gidalarin mekanik biitiinligiintin
saglanmasi agisindan Onemlidir (Sothornvit ve
Krochta, 2000). Ambalaj materyali olarak
kullanilmak istenen yenilebilir filmlerin Griinleri

sarma esnasinda esnek olmasi arzu edilirken,
nakliye sirasinda tiriin bitinliging saglamak icin
gerilme degerlerinin yitksek olmast istenmektedir
(Nuthong, vd., 2009). YBH uygulanan findik
stispansiyonu filmlerinin G ve KU degerleri
Cizelge 2’de  verilmistir. ~ Homojenizayon
basincinin 75 MPa seviyesine kadar artmasi,
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filmlerin G degerlerini 6nemli Slciide arttirmistir
(»<0.05). Basincan 75 MPadan 100 MPa
seviyesine ¢ikmast G degerini azaltmis (p>0.05) ve
bu durum, artan basincin etkisiyle proteinlerin
aglomere olmast ile iliskilendirilmistir (Sablani,
vd.,, 2009). Mekanik ayrlmig tavuk eti
proteinlerinden dretilen stispansiyonlara
uygulanan YBH islemi, bu siispansiyonlardan
dretilen filmlerin mekanik Gzelliklerinden G
degetlerinin 5.13 MPa’dan 13.25 MPa seviyesine
¢tkmasint saglamis ve bu durum artan basincin
etkisiyle protein-protein etkilesimlerinin artmast
ile iliskilendirilmistir (Saricaoglu, vd., 2018b). Fu,
vd. (2011) nisasta esash film ¢ozeltilerine YBH
islemi uygulamis ve elde edilen filmlerin G
degerlerinin arttigini belirlemiglerdir.

Findik proteini siispansiyonlarna YBH islemi
uygulandiktan sonra elde edilen filmlerin KU
degerleri, G degerlerinin aksine artan basincin
etkisiyle azalma gostermistir. En yiksek KU
degeri kontrol filminde belirlenirken, en dustk
deger 150 MPa basing ile muamele edilmis findik
stispansiyonundan  elde  edilen  filmlerde
belitlenmistir. Basincin etkisiyle proteinlerin suda
¢Ozuntrliklerinin artmast ve protein
stspansiyonunun partikiil boyutu yéntinden daha
homojen hale gelmesi, filmlerin KU degerlerinin
azalmasina neden olmustur. Ayrica, basincin 50
MPa’dan daha yitksek degetlere cikarilmasi,
proteinlerin  muhtemelen aglomere olmasina
neden olmus ve bu durum daha sert ve esnek
olmayan bir film yapisinin olusmasina yol agmistir
(Sablani, vd., 2009). Saricaoglu, vd. (2018b), YBH
islemi uygulanmis mekanik ayrilmis tavuk eti
protein sispansiyonlarindan tretilen filmlerin KU
degerlerini kontrol filmlerinde %275.60 olarak
belirlemisler ve basincin  artmasiyla KU
degerlerinin 6nemli azaldigint bildirmislerdir.

Mikro-yapisal 6zellikler

Dogal biyopolimerlerden tretilen  filmlerin
taramalt elektron mikroskobu (SEM) gorinttleri,
filmlerin mikro yapisal gérintilerinin alinmasini
saglamakta ve bu bilgiler sayesinde filmlerin SBG
degerleri, mekanik, optik ve gbzenek yapilart
hakkinda detaylt bilgiler elde edilebilmektedir.
YBH islemi uygulanmis findik  proteini
stspansiyonlarindan tretilen yenilebilir filmlerin
yuzey ve kesitlerine ait mikro yapisal gériintileri

Sekil 2 ve Sekil 3’te gbsterilmistir. Filmlerin yizey
gorintlleri bazt 6rneklerde (kontrol, 25 ve 50
MPa) ¢bziinmeyen protein  pargaciklarinin
oldugunu, basing dizeyinin 75 ve 100 MPa
dizeyine c¢ikmast ile ¢Ozinurligin artarak, bu
¢bziinmeyen kisimlarin ortadan kayboldugunu
gostermektedir. Ancak, basincin 150 MPa
diizeyine ¢ikmasy, kiiglilen protein pargaciklarinin
bastincin etkisiyle aglomere olmasina neden olmus
ve neticesinde purizli bir ylzey yapist
gozlemlenmistir. Film yizeyinin pirizli olmasi
filmlerin daha yiiksek SBG degeri sergilemesine
ve mekanik O6zelliklerinin zayif olmasina yol
acmaktadir. Bu nedenle kontrol, 25 ve 50 MPa
basinglarla muamele edilmis protein
stispansiyonlarindan elde edilen filmlerin SBG ve
G degerlerinin diigitk oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda, ylizey purizliligiinin azalmas: ve
homojen bir ylizey gorintlisinin olusmast,
filmlerin optik Ozelliklerini iyilestirerek seffaf
filmlerin olusmasina vesile olmaktadir. Bu
baglamda filmlerin mikro yapisal gérintileri optik
Ozellikler, mekanik ve SBG degerleri ile
ortismekte ve bulgularimizi  dogrulamaktadur.
Benzer sonuglar YBH islemi uygulanmis mekanik
ayrilmis tavuk eti protein slspansiyonlarindan
tretilmis filmlerde de belitlenmistir (Saricaoglu,
vd., 2018b).

Filmlerin yan kesitlerinin gbriintiisi Sekil 3’te
verilmistir. Gorildaga gibi, kontrol ve 25 MPa
basing ile muamele edilmis stispansiyonlardan
elde edilen filmlerin kesitlerinde bazt catlak ve
delikler tespit edilmis ve bu durum filmlerin daha
yiksek SBG ve daha dustik mekanik 6zellik
sergilemesine neden olmustur. Homojenizasyon
basincinin  artmast ile filmlerin  kesitlerindeki
catlak ve delikler kaybolmus, 6zellikle 75 ve 100
MPa basing uygulanmus filmlerde homojen bir
kesit goriintisii elde edilmistir. Ayrica, basincin
150  MPa  seviyesine  ¢ikmasi,  protein
partikillerinin aglomere olmasina neden olmus ve
kesit yuzeyindeki pargaciklar bu  durumu
dogrulamistir. YBH islemi uygulanmis findik
proteini siispansiyonlarindan dretilen yenilebilir
filmlerin mikro yapisal gériintileri, 75 ve 100 MPa
diizeyindeki homojenizasyon isleminin filmlerin
SBG ve mekanik o6zelliklerini iyilestirebilecegini
ortaya koymaktadir.
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75 MPa 100 MPa 150 MPa

Sekil 2. YBH ilemi ygulanm1§ protein sﬁsnsyonlarndan iiretilen filmlerin yuzeylerin ait
mikroyapisal gériintiiler
Figure 2. Microstructural images of the surfaces of films produced from protein suspensions treated with HPH

25 MPa

Sekil 3. YBH islemi uylarn1§ protein siispnslyolrman iiretilen filmlerin kenar kesitlerine ait
mikroyapisal goriintiiler
Figure 2. Microstructural images of film edges produced from protein suspensions treated with HPH
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SONUC

Bu calismada YBH islemi uygulanmis findik
proteini siispansiyonlarindan tretilen yenilebilir
filmlerin optik, mekanik, batiyer ve mikro-yapisal

Ozellikleri  lzerine YBH  isleminin  etkisi
incelenmistir. Homojenizasyon  basincinin
artmast, findik proteini suspansiyonlarinin

partikiil boyut dagilimlarini azaltmis, ve artan
basingla birlikte stispansiyonlar homojen olmayan
(bi-modal)  bir  partikiil  boyut  dagilimi
sergilemislerdir. YBH islemi, filmlerin kalinliginda
kismi bir artisa neden olmus ve bu durum
muhtemelen protein ¢ozunirliglinin
artmasindan kaynaklanmustir. Kontrol Srnegine
kiyasla L* degerinde Onemli bir azalma
gozlemlenmis, ancak basincin artmasi L* degerini
o6nemli etkilememistir. Filmlerin a* degerleri
homojenizasyon basincindan etkilenmezken, &*
degetlerinde 6nemli bir degisim belirlenmis ve
filmler sarimst bir renge sahip olmustur. Basincin
50-100 MPa arasinda degismesi, filmlerin opaklik
degetlerini  6nemli  etkilemezken,  kontrol
orneklerine kiyasla filmlerin opakligt G6nemli
azalma sergilemis ve filmlerin 1stk gecirgenligi
artmustir.  Findik  proteini  siispansiyonlarina
uygulanan YBH islemi, filmlerin SBG degerlerini
onemli 6lclide azaltmis ve bu durum mikro-yapt
gorintlleri ile paralellik géstermistir. YBH islemi
ile partikil boyutu azalan stspansiyonlarda
protein-protein etkilesimi artmis ve bu durum
filmlerin daha yiksek G degerlerine sahip
olmasina yol agmustir, ancak KU degerleri kontrol
grubuna kiyasla 6nemli azalma sergilemistir.
Findik proteininden iretilen yenilebilir filmler,
genelde dizgln, homojen ve goézenekli yapi
icermeyen bir gérintiiye sahip  olmustur.
Mikroyapt goriintileri filmlerin mekanik, optik ve
bariyer Ozelliklerine ait sonuglart  dogrular
niteliktedir. Mevcut arastirma bulgularina gore,
findik proteini siispansiyonlarina 75 ve 100 MPa
basingta homojenizasyon islemi uygulamasi,
findik proteinlerinden tretilecek filmlerin optik,
mekanik ve bariyer 6zelliklerini iyilestirmekte ve
bu filmlerin gida ambalajlamada kullanilabilme
potansiyelini arttirmaktadir.
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Diinya genelinde saglik sorunlarinin artisi, yasam kalitesini bozan beslenme ve ¢evre sorunlariyla iliskilendirilmektedir. Bunun
sonucu olarak, insanlarin saglikli bir ¢cevreye ve zengin besin igerigine sahip gidalara talebi artmaktadir. Bu ¢aligmada, beyaz un
ve tam bugday unu ile Gretilen ve Uretim asamasinda su yetine bes farkli oranda (%0-kontrol, %25, %50, %75 ve %100) peynir
alti suyu (PAS) ilave edilerek besinsel igerigi zenginlestirilen ekmeklerin fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zelliklerinde meydana
gelen degisimlerin ve PAS1tn hamur olusturma suyu olarak kullandabilifliginin arastirlmast amaglanmugtir. Arastirma
sonucunda PAS oranmnin artmastyla; ekmeklerin kabuk renklerinin koyulastigi, HMF iceriginin arttugl ve sertlik degerinin
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica PAS kullanilarak dretilen tim ekmekler panelistler tarafindan 5 puanlik hedonik skalada orta
deger olan 3 ve tlzerinde puanlanmistir. Sonug olarak; PAS’mn ekmek tiretiminde %50’ye kadar hamur suyu ikamesi olarak
kullanilabilecegi ve béylelikle besin igerigince zengin olan bu triiniin ¢evreye atik olarak salinmast yerine hamura katilarak
ekmegin besleyici 6zelliklerini ilave masraf olmadan gelistirebilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Peynir altt suyu, cevre, ekmek, HMF

THE EFFECTS OF WHEY ADDITION AT DIFFERENT RATIOS ON THE PROPERTIES
OF BREADS PRODUCED FROM WHITE AND WHOLE WHEAT FLOUR

ABSTRACT

Increasing health problems in worldwide relate to the nutritional and environmental problems affected life quality
negatively. Therefore, people’s demands to the healthy environment and nutritional foods increased. In this study,
bread production was performed by using white and whole wheat flour with the whey addition (0%-control, 25%,
50%, 75% and 100%). This study aimed examining the changes in some properties of these breads, and investigation
of whey usage as dough water. As a result; as the whey ratio increased, the breads’ crust colour became darker, HMF
content increased and hardness decreased. Also, all breads were scored 3 or more points on the hedonic scale.
Consequently; it was evaluated that whey can be used up to 50% as dough water in bread production. Thus, this
product can be added to the dough instead of releasing to the environment as waste and it can improve the bread’s
nutritional properties without additional costs.
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GIRIS
Diinya genelinde saglik sorunlarinin artmasi ve
Diinya Saglik Orgiiti'niin  protein ve enetji
yetersizligini yasam kalitesini bozan beslenme
sorunlarindan birisi olarak kabul etmesi ile bitlikte
bilingli gida tiiketim konusu biyik 6nem
kazanmistir  (Pekcan, 2009). Bu nedenle,
titketicilerin beslenme aligkanliklarinda
degisiklikler meydana gelmis ve saglik Uzerine
olumlu etkileri bulunan fonksiyonel gidalara
normal diyet diizeni igerisinde daha ¢ok yer
verilmeye baslanmistir (Gongalves Cibely vd.,
2017; Salazar vd., 2017). Bu kapsamda peynir altt
suyu (PAS) gibi sagligs koruyucu ve gelistirici
nitelikteki sanayi yan triinlerinin
degerlendirilmesi, hayvansal protein ihtiyacinin
karsilanabilmesi ve ¢evre sagligi bakimindan
biyik 6neme sahiptir (Kurt ve Giillimser, 1987;
Metin, 1998).

PAS; organik asit ya da peynir mayasi kullanilarak
pthtilastirlan siitten elde edilen pihtinin, peynir
tretiminde kullanilmak tizere ayrilmasindan sonta
geriye kalan yesilimsi sart renkteki siviya verilen
isimdir (Yerlikaya vd., 2010). Peynir tGretiminde
yaklastk olarak 6 kg sttten 1 kg peynir elde
edilitken 5 kg PAS aciga ¢ikmaktadir. Her ne
kadar 2017 yili TUIK verilerine gore Tiirkiye’de
yaklasik 517 bin ton PAS elde edildigi rapor
edilmis olsa da, yine TUIK verilerine gore
Turkiye’nin yaklastk peynir tGretim miktart olan
690 bin ton dikkate alindiginda iilkemizde yaklasik

3.5 milyon ton PAS agga c¢ktugt hesap
edilebilmektedir (Anonim, 2017).
PAS, insan gidast olarak dogrudan

kullanilmamaktadir (Metin, 1998). Bu nedenle,
patojenik mikroorganizmalarin tamamint yok
edecek sicaklik ve siirede 1sil islem uygulanarak
pastorize edilen PAS (Harding, 1999); peynir altt
suyu konsantresi, peynir altt suyu tozu, yogurt,
tereyagl, lor peyniri, icecek, tarhana, yenilebilir
film ya da organik asit gibi cesitli Griinlere
islenerek  degerlendirilebilmektedir. ~ Ancak
Turkiye’de  maliyetinin ~ yiksek,  kullanilan
miktarlarin ise ¢ok az olmasi gibi nedenlerle
PAS'n  ¢ok az bir bolimi bu sekilde
degerlendirilirken geri kalan 6énemli bir kismu ise
attk olarak dogrudan dogaya salinmaktadir

(Bodnar vd., 2007; Koca ve Taraket, 1997; Kurt
ve Gilumser, 1987).

PAS; icerigindeki laktoz (%5), serum proteinleri
(%0.7), mineraller (%0.2) ve vitaminler (B grubu)
gibi besin bilesenleri nedeni ile mikroorganizmalar
icin iyi bir besin kaynagidir. PAS’in akarsulara ve
denizlere bosaltlmast sonucu suyun organik
madde icerigi artmakta ve mikroorganizmalar bu
ortamda agir1 ¢cogalarak sudaki ¢oztinmiis oksijeni
kullanmaktadirlar. Bu durum sudaki oksijen
seviyesinin ~ diisgmesine  sebep  olurken su
ekosisteminde bulunan dogal popilasyona da
zarar vermektedir (Kurt ve Gulumser, 1987;
Ucgiincii, 2004). Bu nedenlerle peynir sanayinin
yan driind olan PAS, 6nemli bir ¢evre kirleticisi
konumuna gelmektedir (Gongalves Cibely vd.,
2017; Gamba vd., 2016; Paul vd., 2016). Onemli
besin bilesenlerini yapisinda bulunduran PAS’1n
attk olarak dogaya salinmasi yerine (Yerlikaya vd.,
2010; Paul vd., 20106), tahida dayali beslenme
aliskanligi olan tlkelerde fazlaca tiketilen, ucuz,
doyurucu, fakat esansiyel aminoasitler ac¢isindan
fakir olan ekmek ve diger hububat mamullerinin
zenginlestirilmesi amaciyla kullandmast bu triine
alternatif bir kullanim imkant sunmaktadir.

Ekmek temel olarak; un, tuz, maya ve suyun belli
oranlarda karistirilmast ile olusturulan hamurun
sekillendirilmesi, fermantasyona birakilmast ve
pisirilmesiyle elde edilen temel bir gida maddesidir
(Salazar vd., 2017; Paul vd., 2016; Demir vd.,
2009). Yaklasik 100 kg undan 60 L kadar su
kullamilarak 140 kg kadar ekmek uretilmektedir.
Turkiye’de giinde kisi bagt ortalama ekmek
tiketimi 400 g kadardir (Demir vd., 2009).
Dolayistyla, Turkiye’de giinde yaklasik 32 bin ton,
yilda ise 12 milyon ton kadar ekmek
tiketilmektedir. Yillikk bu kadar ekmegin
tretiminde ise bilesen olarak yaklasik 5 milyon ton
su kullanim1 gerekmektedir. Yillik ekmek tiretimi
icin gerekli olan su miktarinin yaklastk yarist PAS
ile karsilanabilir. Boylelikle cevreye salindigt icin
atiga dontisen PAS ortadan kaldirilirken, ekmegin
besin iceriginin zenginlestirilmesi de mimkiin
olmaktadir (Salazar vd., 2017).

PAS proteinleri kullanilarak mayali ve mayasiz
hamurdan ekmek tretiminin gerceklestirildigi bir
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calismada, pisirme islemi sonucunda PAS
proteinlerinin antioksidan potansiyelleri ve elde
edilen ekmegin tekstiirel 6zellikleri aragtirilmis ve
sertlik ve cignenebilitlik degerlerinin PAS proteini
ile artig gOsterdigi belitlenmistir  (Gongalves
Cibely vd., 2017). Kope¢ vd. (2014) ise eksi maya
ve PAS proteinleri ilavesiyle tiretilen tam bugday
ekmeginin bazi kimyasal 6zelliklerini (protein, yag,
karbonhidrat ve lif miktarlari) ve bu ekmegin
icerigindeki proteinlerin ve minerallerin deney
hayvanlari tizerindeki biyolojik degerini incelemis
ve eklenen PAS proteinleri ile ekmekteki diisitk
kaliteli proteinin kalitesinin arttigini belirlemistir.
Konsantre PAS ilavesiyle besinsel olarak
zenginlestirilmis ekmek Uretiminin
gerceklestirildigi bir ¢alismada, ¢ok tahilli hamur
ve bu hamurdan kabul edilebilir kalitede bir
ckmek dretilmesi icin su yerine %15 oraninda
konsantre PAS kullanilabilecegi belirtilmistir (Paul
vd., 2016). Divya ve Rao (2010) da Hindistan’a
Ozgl bir peynirin PAS11 %15 ve %26 kuru
madde iceriklerine konsantre ettikten sonra su
ikamesi olarak eckmek dretiminde kullanimint
arastirmiglardir. Kinoa unu ve PAS ilavesinin
ekmek 6zellikleri tzerine etkilerinin arastirildig
bir ¢alismada, ekmek tiretiminde kullanilan suyun
tamamu yerine PAS kullaniabilecegi sonucuna
vartlmistir. Ancak bu calismada PAS ve kinoa
ununun  ekmek  Uzerindeki ortak  etkileri
incelenmis ve sadece PAS kullanimiyla meydana
gelen degisimler tespit edilmemistir (Salazar vd.,
2017). Bilgin vd. (2000) ise, pastorize PAS ve yayik
altt suyunu ekmek Uretiminde su ikamesi olarak
kullanmis ve %0, %50 ve %100 oraninda PAS ve
yayik altt suyu kullantmiin hamur ve ekmek
kalitesi tzerindeki etkisini inceleyerek PAS
kullanimiyla ekmek i¢inde zamanla meydana gelen
sertlesmenin ~ geciktigini ve mineral madde
miktarinda artis oldugunu belirlemislerdir.

Literatirde ~ PAS  ile  yapildan  ¢alismalar
incelendiginde genel olarak firin trtinleri icerisine
PAS  tozu, PAS proteinleri ve PAS
konsantrelerinin ilave edildigi, pastorize PAS
kullaniminin ise firin Grinlerinde, 6zellikle de tam
bugday unuyla tretilen trtnlerde, sinirl oldugu
gorilmektedir.  Ayrica bu rlnlerin  ilave
edilmesiyle elde edilen nihai drtnlerin HMF
icerikleri Uzerinde herhangi bir ¢alisgma da

yapilmamustir. Bu  calismada; peynir dretimi
sirasinda ¢ok yiiksek miktarlarda ortaya ciktig
icin, zengin besin icerifine ragmen ekonomik
olarak degerlendirilemeyip Onemli bir ¢evre
kirleticisine doniisen PAS1n; pastérizasyon ile
dayaniminin  arttirilmasi, beyaz ekmek ve tam
bugday unu ekmeklerinin iretiminde su ikamesi
olarak kullanilma imkanlarinin ve bu ekmeklerin
HMF igerikleri tzerine etkisinin arastirilmast
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Aragtirma  kapsaminda gerceklestirilen ekmek
tretiminde; beyaz (ekmeklik) un ve katkisiz tam
bugday unu, rafine tuz, ticari pres yas maya ve
icilebilir nitelikte su kullanidmistir. Arastirmada
kullamlan PAS; %0.88 protein, %0.08 yag ve
%06.05 yagsiz kuru madde igeriginde, pastorize
stitten Uretilen beyaz peynir altt suyu olarak bir
peynir fabrikasindan (Ekici Peynir, Antalya) temin
edilmistir. Analizler icin gerekli olan kimyasal

maddeler analizin  niteligine gbre analitik,
kromatografik ve mikrobiyolojik safliklarda
kullanilmistir.

Arastirma plani ve istatistiksel analiz
Arastirmada iki farkli un (beyaz un ve tam bugday
unu) kullaniarak hazirlanan ekmek
formiilasyonlarina 5 farkli oranda pastorize PAS
(eklenmesi gereken toplam suyun %0, %25, %50,
%75 ve %100’4) ilave edilerek 2x5 deneme
desenine gére 10 farkli ekmek iretimi
gerceklestirilmistir. Arastirma 2 tekerriirli olarak
gerceklestirilmis, analizler ise paralelli olarak
yapilmustir.  Laboratuvar — analizlerine  dayalt
parametrelerin  istatistiksel hesaplamalari SAS
istatistik programi (SAS Institute Inc., Cary, NC,
ABD) kullanilarak, verilere varyans analizi
(ANOVA) ve oOnemli bulunan parametrelere
Duncan Coklu Karsilastirma Testi (P <0.05)
uygulanarak gerceklestirilmistir. Duyusal analiz
sonugclarinin istatistiksel hesaplamalart ise SPSS
istatistik programi (IBM SPSS Statistics, ABD)
kullantlarak ~ Kruskal =~ Wallis  testi  ile
gerceklestirilmistir. Degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir.
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Arastirma kapsaminda temin edilen PAS’ta var
olan patojen mikroorganizmalarin tamamen yok
edilmesini saglayabilmek icin, bu PAS’a 5 farklt
stcaklikta (55, 60, 65, 70 ve 75°C) 4 farkli sure (5,
10, 15 ve 20 dakika) boyunca 1sil islem
uygulanarak denemeler yapilmistir. Denemelerde;
farkls tiiplere alinan PAS, belirtilen sicaklik ve stire
kosullarinda 1s1l isleme tabi tutulmus ve bu tiipler
8 giin stireyle +4°C’de depolanarak, depolamanin
her giiniinde mikrobiyolojik analizler yapilmustir.
Arastirmada PAS’in pastorize olmasini saglayan
en distk sicakhk ve siire kombinasyonunun
75°C’de 15 dakika 1sd islem uygulamast oldugu
tespit edilmis ve bu sartlarda pastérize edilen PAS
ekmek iretiminde kullandmistir.

Mikrobiyolojik analizler

Isil islem uygulanan ve uygulanmayan PAS’in
toplam maya/kuf sayist APHA (1976)’ya, toplam
mezofilik aerobik bakteri sayist ISO (2001)’ya,
toplam koliform sayist TSE (1992)’ye, toplam
Escherichia coli sayist Anonim (1999)’e ve toplam
Enterobacteriaceae sayisi ise Halkman (2005)’a gore
belirlenmistir.

Un analizleri

Un 6rneklerinin kuru madde miktart ICC (1976)
Metot No: 110/1%, toplam kil miktari ICC
(1990) Metot No: 104/1’e ve protein miktari ise
ICC (1994) Metot No: 105/2ye gore
belirlenmistir. Orneklerin yas gluten miktart ICC
(1994) Metot No: 137/1%e gore ve kuru gluten
miktar1 ise yas glutenin Glutork 2020 (Perten
Instruments Co., Ltd., Isve¢) cihazinda 5 dakika
kurutulup desikatérde sogutularak tartilmasi ile
belitlenmistir  (Ozkaya ve Ozkaya, 2005).
Sedimantasyon degerleri ICC (1994) Metot No:
116/1’e ve disme sayist degetleri ise ICC (1995)
Metot No: 107/1% gore belitflenmistir. Unlarin
farinograf analizi ICC (1992) Metot No: 115/1%
gore, ekstensograf analizi ise ICC (1992) Metot
No: 114/1’e gore farklt oranlarda PAS
kullanilarak gerceklestirilmistir. Farinograf analizi
ile unun su absorpsiyonu (%), ekstensograf analizi
ile ise 45., 90. ve 135. dakikalardaki enerji degeri
(A, cm?), hamurun uzama kabiliyeti (mm) ve
hamurun uzamaya karst gosterdigi max direng
(R, BU) belirlenmistir. Ekstensograf analizine ait

sonuclar icin 45., 90. ve 135. dakikalardaki
degerlerin ortalamalart tzerinden
degerlendirmeler yapilmustir.

Ekmek iiretimi

Un (2000 g), maya (40 g), tuz (40 g) ve ICC (1992)
Metot No: 115/1%¢ gore farinograf analizi ile
belitlenen miktarda su ve/veya PAS (%0, %25,
%50, %75 ve %1004), teknigine uygun olarak
hamur yogurma makinesinde (Ayhandemir,
Konya, Ttrkiye) karistirilip, 20 dakika yogurularak
hamur olusturulmustur (Elgiin ve Ertugay, 2002).
Yogurulan hamur 30 dakika kitle
fermantasyonuna birakilmis ve yaklasik 100 ¢
yuvarlak ekmek (roll ekmek) tiretmek tizere bu
hamurdan 115 g kesilmistir. Elle kiiresel sekil
verilen hamurlar daha sonra 10 dakika
dinlendirilmistir. Stre sonunda hamutlar elle
yuvarlanip tekrar kiiresel sekil verilerek ekmek
tavasina yerlestirilmistir. Tavaya alinan hamurlar
%85 nisbi nem igerigine sahip 32°C sicakliktaki
fermantasyon  kabininde 60 dakika daha
fermantasyona  birakidlmustir.  Fermantasyon
sonunda pisirme sicakligindaki (250°C) elektrikli
firina (Fimak EKF60, Konya) alinan hamurlar, 6n
denemelerle 40 dakika olarak belirlenen stirede
(ekmek nem igeriginin <%40 olmasint saglayan
stre) pisirilmistir.

Uretilen ekmeklerin fiziksel analizleri tiretimden 2
saat sonra, duyusal analizi ise 3 saat sonra
gerceklestirilmistir. Kimyasal analizler ise; 2 saatlik
dinlenme periyodu sonunda kabuk ve i¢ olarak
ayrilan ve analiz edilinceye kadar -18°C’de kilitli
plastik ambalajlar icerisinde muhafaza edilen
ornekler kullanilarak yapilmustir.

Ekmeklerde yapilan fiziksel analizler

Spesifik  hacim, ekmeklerin hacim degerinin
ekmek agitligina bolinmesi ile cm3/g olarak
belirlenmistir. Ekmek agirliklart  ekmeklerin
firindan alindiktan 2 saat sonra tartilmasi ile;
ekmek hacimleri ise kolza tohumuyla dolu 6lgme
kabindan tasan kolza miktarinin cm3 cinsinden
belirlenmesi ile tespit edilmistir (Elgtin vd., 2002).

Ekmeklerin renk degerleri, renk 6lcer (Minolta,
Kyoto, Japonya) kullandarak I* (siyahlik -
beyazlik), a* (kirmizilik - yesillik) ve /* (sarilik -
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mavilik)  degetlerinin  tespit  edilmesiyle
belitflenmistir (Clerici vd., 2009). Ekmeklerin
kabuk rengi tst ve alt kabuklarinin, i¢ rengi ise
ekmek dilimlerinin ticer farkli noktasindan yapilan
Olcimlerin ortalamalari alinarak beliflenmistir.

Ekmeklerin  sertlik,  kirlganlik,  elastikiyet,
cignenebilirlik ve esneklik 6zellikleri tekstiir profil
analiz (TPA) cihazt (TA, Stable Microsystems,
Surrey, Ingiltere) kullanilarak, 3 cm kalinliginda
kesilen ekmek dilimleri Gizerinden belitlenmistir.
Analiz 100 mm’lik silindirik prop ve 5 kg’lik yik
hiicresi ile gerceklestirilmistir. Test 6ncesi hiz 2
mm/s, test hizt 3 mm/s, test sonrast hiz 3 mm/s,
bekleme siiresi 5 s, tetik kuvveti 10 g ve uzaklik ise
%70 deformasyon saglayan mesafe olacak sekilde
ayarlanmustir (Gdmbaro vd., 2002).

Ekmeklerde yapilan kimyasal analizler

Orneklerin kuru madde icerikleri; sabit agirliga
getirilmis ve darast alinmis petri kaplarina yaklasik
10 g 6rnek tartilip, bu 6rneklerin 105°C°de sabit
agirliga gelinceye kadar kurutulmasiyla, agirlikta
meydana gelen degisim Uzerinden belirlenmistir

(Elgtin vd., 2002).

Ekmek 6rneklerinin hidroksimetil furfural (HMF)
icerigi, Fallico vd. (2004)’nin metodu modifiye
edilerek kromatografik olarak belirlenmistir. Bu
amagla, 0.5 g 6rnek tzerine 5 mL deiyonize su
cklenmis ve tip icerigi 1 dakika sireyle
karistirildiktan sonra 6rnek ¢ozeltist tzerine 0.25
ml. Carrez 1 ve Carrez 11 c¢Ozeltileri ilave
edilmistir. Elde edilen karisim santrifdj edilerek
berrak olan stpernatant kismu baska bir tiipe
aktarilmis ve hacmi deiyonize su ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Kromatografi islemi; Cis (250 x
4 mm, 5 um) kolon ve DAD dedekt6r kullanilarak
280 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Bunun
icin 0.45 um filtreden gecirilen 6rnekten 20 uL
alinarak HPLC sistemine enjekte edilmis, hareketli
faz olarak 1 mL/dak akis hizina sahip
asetonitril:su (5:1) kullanilmis ve kolon firint
sicakligt  32°C’ye  ayarlanmustir.  Orneklerdeki
HMF miktar1 harici standart metodu kullanilarak
hesaplanmistir.

Ekmeklerin duyusal analizi
Ekmeklerin  duyusal degetlendirmesi, duyusal
degerlendirme hakkinda bilgi sahibi 10 panelist

tarafindan dis (hacim, kabuk rengi, sekil simetrisi,
kabuk ve kenar 6zelligi) ve i¢ (gbzenck yapisy, tat,
cigneme ve tekstiir) Gzellikler dikkate alinarak 5
puanlik hedonik skalaya gére (1: hi¢ begenmedim;
5: ¢ok begendim) yapilmistir (Elglin ve Ertugay,
2002).

BULGULAR VE TARTISMA

Pastérizasyon 6ncesi ve sonrasinda PAS’1in
toplam mikroorganizma yiikii

Calisma kapsaminda; pastotizasyon icin 75°C’de
15 dakika 1sil isleme tabi tutulan PASin
mikrobiyolojik yikid 8 gin boyunca takip
edilmigtir. ~ PAS  icerisinde  pastdrizasyon
oncesinde 1 kob/ml koliform, 6 kob/mL
Enterobacteriaceae ve >107 kob/mL toplam canl
bulundugu, pastdrizasyon sonrasinda ise koliform
grubu bakteriler ve Ewnferobacteriaceae familyasina
ait bakterilerin tamami yok edilirken, toplam canlt
miktarinin 8.1x10% kob/ml’ye distigi tespit
edilmigtir. Takip edilen 8 giin boyunca toplam
canlt sayisinda dalgalanmalar meydana gelse de
ortamda ortalama 6.6x102 kob/ml  canlt
bulundugu belirlenmistir. Isi islem, temel amact
patojenik  ve  bozulmaya  neden  olan
mikroorganizmalari etkisiz hale getirmek olan ve
gida guvenligini saglamak icin uygulanmast
gereken bir islemdir (Ma vd., 2019; Wang vd.,
2018). Yaygin olarak uygulanan 1sil islemler ultra
yiksek sicaklk (UHT) ve pastdrizasyondur.
Koliform grubu bakteriler ¢evresel kaynaklardan
gida trinlerine bulasmaktadir ve pastérizasyon
sonrast kontaminasyonu gosteren  indikator
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Kang
vd. (2018) yaptiklart calismada, pastorizasyon
sonrast sitteki koliform grubu bakterilerin ve
Enterobacteriaceae Gyesi bir bakteri olan Escherichia
colfnin tamamen yok edildigini, toplam mezofilik

aerobik bakterilerin ise neredeyse yarisinin
oldugini tespit etmislerdir.
Ekmek iretiminde kullanilan unlarin

kimyasal ve teknolojik 6zellikleri

Ekmek tretiminde kullanilan unlarin kimyasal
Ozelliklerinden nem, kil ve protein miktarlart
beyaz un icin strasiyla %13.00, 0.92 ve 11.30
olarak; tam bugday unu icin ise sirastyla %711.20,
1.65 ve 13.55 olarak tespit edilmistir. Bu unlarin
teknolojik 6zelliklerinden yas gluten ile kuru
gluten miktarlart beyaz un ve tam bugday unu icin
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strastyla %28.55-9.31 ve %22.45-7.53 olarak
belirlenmistir. Sedimantasyon ve disme sayist
degetleri ise beyaz un icin sirastyla 20.65 mL ve
255.43 s olarak tespit edilirken, tam bugday unu
icin strastyla 16.95 mL ve 255.31 s olarak tespit
edilmistir.

Arastirmada kullandan beyaz ve tam bugday
unlarinin genel kimyasal 6zelliklerinin Tirk Gida
Kodeksi Bugday Unu (2013/9) Tebligi'ne
(Anonim, 2013) ve teknolojik 6zelliklerinin ilgili
ekmegi tretmeye genel olarak uygun oldugu
belitlenmistir (Elgin  vd.,, 2002). Tiark Gida
Kodeksi Bugday Unu Tebligi (Anonim, 2013)’ne
gbre beyaz bugday ununun nem igerigi en ¢ok
%14.5, kil igerigi en ¢ok %00.8, protein miktar: en
az %10.5, sedimentasyon degeri en az 26 mL ve
diisme sayist en az 250 s olmalidir. Tam bugday
unu icin ise sedimentasyon ve diisme sayist
degerleri aranmazken, nem igerigi en ¢ok %014.5,
kiil icerigi en az %1.2 ve protein miktari en az %11
olmalidir. Ekmeklik beyaz un ic¢in yas gluten
miktatinin en az %27 olmasi istenmektedir. Tam

bugday wununun sedimantasyon ve gluten
degerlerinin  ekmeklik beyaz undan duisik
olmasinin, kepek iceriginin yitksek olmasindan
kaynaklandig1 degerlendirilmistir.

Un ¢esidi ve farkli oranlardaki PAS kullanimina ait
temel farinograf ve ekstensograf Ozellikleri ise
Cizelge 1’de verilmistir. Un cesidi ve farkls
oranlarda PAS kullaniminin; su absorpsiyonu ve
Rm degeri tizerine 6nemli (P >0.05) bir etkide
bulunmadigi, ancak uzama kabiliyeti ve enetji
degerleri tzerine 6nemli (P <0.05; P <0.01) bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ekstensografta
test stresine baglt olusarak kurve taban
uzunlugunu  goésteren  hamurun  uzama
kabiliyetinin ve kurve altinda kalan alandan
hesaplanarak ~ hamurun  ekmege dontisme
kabiliyeti hakkinda bilgi veren enerji degerinin
beyaz unda ve PAS ilavesinde daha ytiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumun beyaz unda gluten
iceriginin yiiksek olmasindan ve PAS ilavesinin ise
ilave protein ile gluten igerigini desteklemesinden
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

Cizelge 1. Unlarin farklt PAS oranlarindaki temel farinograf ve ekstensograf ézellikleri
Table 1. Base farinograph and extensograph characteristics of flour in different PAS ratios

Farinograf Ekstensograf

Un cesidi Farinogmlp/y ” Extemogr‘a]’)b ‘ .
Flour type Su absorpslyqnu Enerji Uzama ka}b.ﬂ}yeu Max d1Feng

Water absorption Energy Exctensibility Max resistance

(%) (cm?) (mm) (R, BU)

]EI;JF 61.062£0.46 62.732£2.06 103.072£4.37 486.47°126.16
TBU 61.702£0.55 52.73b+2.07 76.20v£2.38 529.200£19.46
W .702£0. 7312, 20012, .20:£19.
Onem o o
Significance
PAS orant
Whey ratio
%0 60.40210.91 47.67°+2.33 76.33>15.94 495.172+34.20
%25 60.552£0.79 62.50°£3.28 92.502 £9.23 540.00°£36.20
%50 62.10220.70 56.832%3.11 92.67217.93 481.502+37.79
%75 61.352£0.70 60.67*£5.17 93.00°£8.86 508.501£41.24
%100 62.50220.70 61.002%+1.83 93.672%6.89 514.002+43.64
Onem ok «
Significance

BU: Beyaz un, TBU: Tam bugday unu

Onem: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (6nemsiz)

WE: White flour, WWTE: Whole wheat flour

Significance: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (insignificant)
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Uretilen ekmeklerin baz1 fiziksel 6zellikleri
Farkli cesit un ve farkli oranlarda PAS kullanilarak
tretilen ekmeklerin renk 6zellikleri Cizelge 2°de,
TPA 6zellikleri Cizelge 3’te ve spesifik hacim
degerleri Cizelge 4’te verilmistir. Ekmeklerin
spesifik hacim degeri lzerine un cesidinin (P
<0.01) ve PAS oraninin (P <0.05) istatistiksel
olarak 6nemli bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Beyaz un ve tam bugday unu ile duretilen
ekmeklerin spesifik hacim ortalamalari sirastyla
2.07 ve 248 cm?3/g olarak belitlenmis ve PAS
ilavesi ekmeklerin spesifik hacim degerini kontrol
ornegine (%0 PAS) gore arttirmistir. Bilgin vd.
(2006) galismalarinda, ekmeklerin spesifik hacim
degetlerinin pastorize PAS kullanimindan 6énemli
sckilde etkilenmedigini belirlemislerdir. Isil islem
gérmemis PAS proteinleri bugday unundaki
glutene etki ederek ckmek tzerinde olumsuz
etkiler meydana getirmektedir. Ancak PAS 1sil
islem gordugiinde proteinlerin dogal, siki sekilde
katlanmis ve kararlt yapisi, denatiirasyon sonucu
¢cozunlrligld azalmis ve katlanmamis bir yapiya
déniismektedir (Guemes-Vera vd., 2014). Bu
doéntstimle birlikte ekmek 6zelliklerinin gelistigi
ve spesifik ~ hacim degerinin arttdt
degerlendirilmistir.

Un c¢esidinin ekmeklerin kabuk ve i¢ rengini
6nemli diizeyde (P <0.05; P <0.01) etkiledigi, PAS
kullaniminin ise yalnizca ekmeklerin kabuk rengi
tzerinde 6nemli (P <0.05; P <0.01) bir etkisinin
oldugu tespit edilmistit. Tam bugday unuyla
tretilen ekmeklerin kabuk ve i¢ renkleri, bugday
kepeginin kendine has renginden dolayr daha
koyu olarak belirlenmistir. Uretimde kullanilan
PAS oraninin artmastyla ekmeklerin kabuklarina
ait I* ve /* renk degerleri azalmustir. Artan PAS
orantyla birlikte indirgen seker olan laktozun ve
azotlu madde iceriginin de artmastyla ekmek
kabugunda gerceklesen Maillard reaksiyonuna
bagli olarak rengin koyulastigr degerlendirilmistir
(Paul vd., 2016; Elgtn, 1986). Yapilan bir
calismada, ekmek formilasyonundaki seker
iceriginin arttirilmastyla ekmek rengine ait I*
degeri azalirken, #* degerinin artis gdsterdigi rapor
edilmistir (Dogan ve Yidiz, 2009). Sit sanayisi
yan urinlerinin ekmek formilasyonuna artan
oranlarda ilave edilmesiyle benzer sekilde ekmek
rengine ait I* degerinde azalma meydana geldigi

bildirilmistir (Demir vd., 2009; Guemes-Vera vd.,
2014).

Un cesidinin ekmeklerin tim TPA 6zelliklerini
6nemli bir diizeyde (P <0.05; P <0.01) etkiledigi,
kullanilan PAS oranmnin ise yalnizca ekmeklerin
sertlik ve elastikiyet parametreleri izerinde énemli
(P <0.05) bir etki gosterdigi belirlenmistir. Tam
bugday unu kullaniarak dretilen ekmeklerin
sertlik, kohezif yapiskanlk (i¢ yapiskanlik),
cignenebilirlik ve esneklik degerlerinin olduk¢a
yiksek, elastikiyet degerinin ise beyaz un ile
tretilen ekmeklere gére daha distik oldugu tespit
edilmistit. Bu durumun ekmek Uretiminde
kullanilan tam bugday ununun kepek iceriginden
kaynaklandig1 dastintilmektedir. PAS oraninin
artmastyla birlikte sertlik degerinin azalmasi, PAS
ilavesinin ekmeg@i daha yumusak bir hale getirdigi
ve  yutulmasini  kolaylasturdigt  seklinde
degerlendirilmistir. PAS proteinlerinin  ekmek
hamuruna dahil edilmesi su emilimini arttirmakta
ve sonug olarak ekmek dokusunu
iyilestirmektedir. Ayrica PAS  proteinlerinin
denatiirasyon derecesinin artmast da ekmek
tretim strecinin iglevselligini arttirict  etki
yapmaktadir (Guemes-Vera vd., 2014).

Uretilen ekmeklerin baz1 kimyasal 6zellikleri
Farkli cesit un ve farklt oranda PAS kullanilarak
uretilen ekmeklerin bazt kimyasal Ozellikleri
Cizelge 4'te verilmistir. Ekmeklerin kuru madde
icerikleri Uzerine un c¢esidi (P <0.01) ve PAS
oraninin (P <0.05) 6nemli bir etkisinin oldugu
tespit edilmistir. Ekmeklere ilave edilen PAS orant
arttkea  (%25-100) ekmeklerin  kuru madde
iceriklerinde de arttis meydana gelmistir. Bu
durumun PAS1n kuru madde igeriginin yiksek
olmasindan  kaynaklandigi  degerlendirilmistir.
Salazar vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada
da benzer sekilde ekmeklere ilave edilen PAS
oraninin artmastyla ekmeklerin  kuru madde
icerikleri artmistir. Rafine edilmis beyaz bugday
unu ile karsdlagtirildiginda tam bugday unu;
vitamin, mineral, diyet lif ve diger 6nemli gida
bilesenlerince daha zengindir (Tebben vd., 2018).
Bu nedenle, tam bugday unundan elde edilen
ekmeklerin kuru madde igeriklerinin daha yitksek
oldugu dustiniilmektedir.
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Cizelge 2. Uretilen ekmeklerin renk 6zellikleri
Table 2. Colour properties of produced bread

132

. Kabuk rengi
g/n gesidi Colonr of crust
lonr type
BU 55.912+1.51 8.37°%+0.40 33.062+0.70
WF - - -
TBU
b4 at b+
W 45.32b+0.79 9.572%0.18 28.045+0.54
Onem o * o
Significance
PAS orant
Whey ratio
%0 54.81a+3.83 8.122+1.01 32.692+1.38
%25 52.773b+4.28 8.772+0.57 31.94ab+1.99
%50 49.42bc+3 53 9.502+0.47 30.31bc+1.31
%75 48.31b<+3.07 9.312+0.15 29.54<d+1.91
%100 47.75¢+1.08 9.152£0.19 28.264+0.91
Onem . i ok
Significance
- Ic rengi
g/n cesidi Colonr of crumb
our type
Op L* &Z* /7*
BU
77.623%£0.50 -6.04+0.06 23.845+0.20
WF
TL;SL;JF 57.795%0.63 3.062x0.07 24.702+0.17
Onem ok ok ok
Significance
PAS orant
Whey ratio
%0 66.612+5.66 -1.422+2.56 23.962+0.24
%25 67.892+5.07 -1.41212.61 23.922+0.43
%50 67.502+6.57 -1.5224£2.71 24.082+0.35
%75 68.38:+5.45 -1.46212.63 24.752+0.39
%100 68.162+6.12 -1.65212.65 24.632+0.34
Onem . _ -
Significance

BU: Beyaz un, TBU: Tam bugday unu

Onem: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (6nemsiz)

WE: White flour, WWF: Whole wheat flour
Significance: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (insignificant)
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Cizelge 3. Uretilen ekmeklerin TPA &zellikleri
Table 3. TPA properties of produced bread

Un c¢esidi 135;3;; Elastikiyet 7i<?izzlﬁk
Flour type Springiness yapisx

) Cobesiveness
BU
WF 3417.40+100.58 0.942%0.00 0.80b£0.03
TBU

a4 b4 a+
WWE 12633.902£510.69 0.66>x0.01 0.91210.01
Onem ok ok ok
Stgnificance
PAS orant
Whey ratio
%0 8316.472»+3018.39 0.802>+0.08 0.83210.05
%25 8779.6421+3239.30 0.802>+0.08 0.87210.02
%50 8501.502+2762.59 0.78>x0.09 0.89210.02
%75 7664.32:01+2308.34 0.792b%0.08 0.802£0.08
%100 6866.53>+2019.03 0.82a%0.08 0.90210.01
Onem , N
Significance )
Un cesidi ngggnezmrhk Esneklik
Flour type wmness Resilience
©
BU b+ b+
WF 2559.80b+113.49 0.38>x0.02
TBU
a-+ a4

WIWF 7455.122+310.90 0.433%0.00
Onem - .
Significance
PAS orani
Whey ratio
%0 5066.462+1683.96 0.392%0.02
%25 5569.232+1802.57 0.42ax0.01
%50 5227.532+1329.76 0.43210.01
%75 4551.232£1297.35 0.38210.04
%100 4622.85211014.42 0.44210.01
Onem ) B
Significance

BU: Beyaz un, TBU: Tam bugday unu

Onem: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (6nemsiz)

WE: White flour, WWTE: Whole wheat flour

Significance: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (insignificant)
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Cizelge 4. Uretilen ekmeklerin spesifik hacim degetleri ve bazt kimyasal ézellikleri
Table 4. Specific volume values and some chemical properties of produced bread

134

Un cesidi Spesifik hacim Kuru madde HMF
£ IOﬂE"e;pe Specific volume Dry matter HMF
(cm’/g) (7o) (mg/kg)
BU 2.07°£0.07 64.32°£0.30 15.48:+3.33
wr
TBU
at at a2+

W 2.48:%0.04 66.55*%£0.13 11.192+1.18
Onem - - )
Stgnificance
PAS orant
Whey ratio
%0 2.07°£0.16 65.35+1.04 7.810+1.81
%25 2.29%+0.12 64.90v£0.72 7.36°£0.78
%50 2.26£0.18 65.01°+0.74 11.015+1.47
%75 2.442%0.12 65.75%%0.52 19.822£3.84
%100 2.32240.09 66.182%0.25 20.692+4.97
Onem ” . ok
Significance

BU: Beyaz un, TBU: Tam bugday unu

Onem: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (6nemsiz)

WE: White flour, WWTE: Whole wheat flour

Significance: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (insignificant)

Ekmeklerin HMF icerigi tizerine PAS oraninin bulunan kepek materyalinin Maillard

istatistiksel olarak 6nemli (P <0.01) bir etkisinin
oldugu, ancak un c¢esidinin 6nemli bir etkisinin
olmadigs tespit edilmigtir. PAS oraninin artmasiyla
ckmeklerin HMF iceriklerinde tespit edilen artigin
PAS bilesiminde bulunan indirgen seker ve
serbest aminoasitlerin  Maillard  reaksiyonunu
arturmasindan kaynaklandigi degerlendirilmistir.
Firin drtnlerinde meydana gelen temel kimyasal
reaksiyonlar, enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlari olarak da bilinen Maillard reaksiyonu
ve karamelizasyondur. Bu reaksiyonlar sirasinda
hem renk ve aroma bilesenleri gibi faydali, hem de
HMF ve akrilamid gibi potansiyel olarak zararli
bilesikler meydana gelmektedir (Capuano vd.,
2009; Liu ve Zhong, 2015). Un ¢esidi icin ise;
ortalamalar Uzerinden tasviri olarak bir deskriptif
degerlendirme yapidiginda, tam bugday unu ile
uretilen ekmeklerin HMF igeriklerinin, beyaz un
ile Gretilen ekmeklerin HMF iceriklerinden daha
dusiik oldugu belirlenmistir. Tam bugday ununda

reaksiyonunda rol alan reaktantlari seyreltmesi
nedeniyle  bu  sonucun  elde  edildigi
degerlendirilmistir. Capuano vd. (2009) tarafindan
yaptlan bir calismada da tam bugday unuyla
tretilen ekmeklerin HMF iceriginin normal unla
ve c¢avdar unuyla Uretilen ckmeklerin HMF
iceriginden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Uretilen ekmeklerin duyusal 6zellikleri

Farkli cesit un ve farklt oranda PAS kullanilarak
tretilen ekmeklerin bazt duyusal dis (hacim, kabuk
rengi, sekil simetrisi, kabuk ve kenar 6zelligi) ve i¢
(g6zenek yapisi, tat, c¢igneme ve tekstiir)
Ozelliklerine ait sonuglar Cizelge 5’te verilmistir.
Ekmeklerin =~ duyusal  6zelliklerini  belirten
parametreler panelistlerin begeni diizeyine gore
ifade edilmis olup bu parametrelerden hi¢birinin
tzerine un ¢esidi ve PAS ilave oraninin istatistiksel
olarak etkili olmadigi (P >0.05) tespit edilmistir.
PAS ilavesi ile tretilen tim ekmeklerin panelistler
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tarafindan 5 puanlk duyusal hedonik skalada orta ~ nedenle de ekmeklerin duyusal olarak kabul
deger olan 3 ve tzerinde puanlandigt ve bu edilebilir oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 5. Uretilen ekmeklerin bazi duyusal 6zellikleri
Table 5. Some sensory properties of produced bread

Un c¢esidi Hacim Kabuk rengi Sekil simetrisi Kabuk ve kenar 6zelligi
Flour type Volume Colonr of crust Symmetry of form Crust and corner properties
]EI;F 4.38:+0.24 4.2421+0.10 4.382+0.13 4.272+0.04
TBU

a+ a2+ a+ a+
WIWF 3.162+0.33 3.202+0.27 3.281+0.37 3.81210.31
Onem
Significance ) ) i )
PAS oranmt
Whey ratio
%0 3.352+0.95 3.3524+0.61 3.202+0.94 3.45:£0.61
%25 3.652+0.54 3.4524+0.61 3.302+0.42 3.652%0.36
%50 4.0021+0.44 3.8521+0.32 3.9521+0.28 4.302+0.12
%75 3.302+0.19 3.802+0.16 4.102+0.25 4.262+0.09
%100 4.5521+0.26 4.152+0.25 4.602+0.16 4.51220.19
Onem
Significance ) ) i )
Un ¢esidi Gozenek yapist Tat Cigneme Tekstir
Flour type Pore structure Flavour Chewing Texcture
]LSI;]J: 3.962+0.27 4.302+0.13 4.36210.14 4.3424+0.12
TBU

a+ a+ a4 a+
WIWE 3.702+0.19 3.58:+0.19 3.742+0.19 3.3421£0.23
Onem
Significance ) ) ) )
PAS orant
Whey ratio
%0 3.652+0.50 3.7524+0.41 3.7524+0.30 3.40:£0.47
%25 4.402+0.22 3.652+0.24 3.902%+0.30 3.60:£0.50
%50 4.352+0.13 3.8521+0.31 4.102+0.37 4.002+0.39
%75 3.4524+0.38 3.9524+0.24 3.95240.17 3.85:£0.10
%100 3.302+0.17 4.502+0.31 4.552+0.33 4.3524+0.33
Onem i i i i
Significance

BU: Beyaz un, TBU: Tam bugday unu

Onem: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (6nemsiz)

WE: White flour, WWF: Whole wheat flour

Significance: ** P <0.01, * 0.01< P <0.05, - P >0.05 (insignificant)
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SONUC

Ekmek uretiminde hamur olusturucu olarak
PAS1n su ikamesi olarak kullanimmnin hamur
olusumu tzerine olumsuz bir etki yaratmadigt ve
ekmegin fiziksel ve duyusal kalitesini kontrol
Ornegine gbre Onemli bir diizeyde azaltmadigt
tespit edilmistir. Ekmek kabugunda olusan ve bir
islem kontaminantt olarak kabul edilen HMF
iceriginde ise %50 PAS ilavesine kadar kontrol
Ornegine gbre 6nemli bir artis olmadigl, ancak
daha yiksek oranlarda PAS ilavesinin HMF
diizeyini 6nemli 6lgiide arttirdigr belirlenmistir.

Sonug olarak; peynir Gretiminin besin igerigi ve
ekonomik olarak degerli bir yan tiriini olan, ancak
dogrudan cevreye salindift icin 6nemli bir ¢evre
kitleticisine dontsen PAS’m ekmek iretiminde
%50’ye kadar hamur suyu ikamesi olarak
kullaniminin - uygun oldugu tespit edilmistir.
Boylelikle ekonomik olarak degerli olan bu yan
drinin degerlendirilerek buyik bir ekonomik
kaybin engellenebilecegi ve bu sekilde hem
cevresel bir tehdidin azaltlabilecegi hem de
ekmegin besleyici 6zelliklerinin gelistirilebilecegi
degerlendirilmistir.
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Cokelek peyniri, yogurttan tiretilen ve daha ¢ok semt pazarlarinda satigt yapilan geleneksel bir peynir ¢esididir.
Galismada ¢okelek peyniri Gretiminde kefir kullaniminin uygunlugu arastirdmustir. Yogurt ve kefirden elde
edilen ¢okelek peynitleri (YC, KC) fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal nitelikleri yontinden 1., 14. ve
28. glinlerde kargilagtirmali olarak incelenmistir. Yogurt ve kefir kullanilarak dretilen ¢Skelek peynitlerinde
toplam kurumadde, kdl, tuz ve protein degerleri bakimindan énemli bir fark belitflenmemistir. Bununla
birlikte kefirden tretilen ¢Skelek peynirinin tat ve koku 6zellikleri yoniinden yogurttan tretilen ¢Skelek
peynirinden farklt oldugu ve panelistler tarafindan daha fazla begenildigi tespit edilmistir. Mikrobiyolojik
ozellik bakimindan degerlendirildiginde, kefirden tretilen ¢okelek peynirinde toplam aerobik mezofilik
bakteri (TAMB) sayilarinin (2.71-2.96 log kob/g) yogurttan iretilen ¢okelek peynitlerinde belitlenen
degetlerden (3.31-3.58 log kob/g) daha dusiik oldugu gortlmustir. Sonuglar, Cokelek tretiminde kefir
kullantminin Griintn duyusal 6zelliklerini ve raf émriind olumlu yonde etkiledigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Kefir, Cokelek peyniri, fizikokimyasal ve mikrobiyolojik Ozellikler, duyusal
degerlendirme.

USE OF KEFIR IN COKELEK CHEESE PRODUCTION

ABSTRACT

Cokelek, is a traditional type of cheese produced by using yogurt and mainly sold in local bazaars. In
the study, the opportunities of using kefir in Cokelek cheese production were investigated. The
Cokelek cheese samples (YC, KC) obtained from yogurt and kefir were examined comparatively in
the 151, 14t and 28" days in terms of their physicochemical, microbiological and sensory properties.
Distinct difference was not observed in samples' total dry matter, ash, salt and protein content.
Moreover, panelists remarked that Cokelek cheese produced from kefir was different from the cheese
produced from yogurt in terms of taste and smell characteristics and more liked. Total aerobic
mesophilic bacteria (TAMB) counts in Cokelek cheese produced from kefir (2.71-2.96 log kob/g)
were lower than cheese produced from yogurt (3.31-3.58 log kob/g). Results indicated that use of
kefir in Cokelek cheese production was favorable for sensory and also shelf life characteristics.
Keywords: Kefir, Cokelek cheese, physicochemical and microbiological properties, sensory
evaluation.
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GIRIS
Cokelek  peyniri, ilkemizde 6zellikle kirsal
bolgelerde Beyaz peynir ve Tulum peynirinden
sonra en c¢ok tiketilen peynir cesitlerinden
birisidit.  Geleneksel —olarak yaytk tereyagi
tretiminde, yogurdun sulandirilarak yayiklanmast
islemi sonrasinda kalan yayikaltina 1sil islem
uygulanarak tretilmektedir (Karabulut vd., 2007;
Sanlidere Aloglu vd., 2012). Cokelek peyniti ucuz
olmasinin yant sira, kazein ve serum proteinlerini
bir arada icermesi ve az yaglt ya da yagsiz olmasi
ile saglikhi beslenmede tercih edilmesi gereken bir
peynir cesididir (Kavaz vd., 2012; Celem vd.,
2018; Ergene ve Arslan 2019).

Kefir orijini Kafkasya olan ve geleneksel olarak
sutin kefir danesi ile fermantasyonu sonucu
tiretilen bir siit iiriiniidiir (Kakisu vd., 2011; Urkek
vd., 2011; Dertli ve Con, 2017; Yildiz-Akgil vd.,
2018). Endustriyel diizeyde ise; kefir ve kefir
danelerinden izole edilmis saf
mikroorganizmalardan olusan hazir ticari starter
kaltir ile tiretim saglanir. Diger siit triinlerinden
farkli olarak kefir, tek bir ture ait mikrofloranin
metabolik aktivitesi sonucu degil karisik bir
mikrofloranin fermantasyonu sonucu agiga ¢ikan
bir drindir. Kefir mikroflorast  baslica
laktobasiller ~ olmak  tUzere,  streptokoklar,
laktokoklar, asetik asit bakterileri ve mayalardan
olusmaktadir (Simova vd., 2002; Giizel Seydim
vd,, 2011; Nielsen vd., 2014). Cok sayida
mikroorganizmay1 iceren kefirin, sahip oldugu
mikrofloranin fermantasyon siirecinde Urettikleri
metabolitlere  bagh  olarak  antibakteriyel,
antihipertansif, bagisiklik sistemini destekleyici,
bagirsak florasint dengeleyici 6zellikleri ile saghk
tzerine olumlu bir¢ok etkisinin  bulundugu
bilinmektedir (Urkek vd., 2011; Esmek ve
Ghizeler, 2015; Bengoa vd., 2018; Weschenfelder
vd., 2018). Konuyla iliskili olarak da literatirde
kefir ile ilgili yapilan ¢alismalarin yant sira, kefir
starter kulturt kullanilarak uretilen, 6zellikle bazt
peynir cesitleri ile yapilan c¢aligmalar dikkat
cekmektedir (Dimitrellou vd., 2015; Ribeiro Melo
vd., 2018; Weschenfelder vd., 2018). Bu
calismada, yirmi birinci yiizyihn yogurdu olarak
bilinen kefirin besleyici 6zelligi ile tanimnan,
geleneksel olarak tretilen ve lokal olarak tiiketilen
bir peynir c¢esidi olan ¢6kelek Uretiminde

kullanilabilirligi arastrilmistir. Yogurt ve kefir
kaynakli olarak tretilen ¢6kelek peynirlerinin
kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri
incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Aragtirmada hammadde olarak kullanilan ¢ig inek
sttt Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Hayvancilik  Isletmesi’nden temin edilmistir.
Cokelek peyniri tretiminde kullanilan yogurt ve
kefir icin starter kultlr olarak sirastyla YO-MIX
R0O6 LYO (500 DCU, Danisco, Germany) ve
CHOOZIT® Kefir DC (LYO 1000 1, Danisco,
Germany) kullanidmistir.  Liyofilize kiltirlere
kullanmadan 6nce % 12 (w/w) kurumaddeli
rekonstitiie  siitte  6n  aktiflestirme  islemi
uygulanmustir.

Yoéntem

Deneme 6rneklerinin iretimi Ankara Universitesi
Ziraat Fakiltesi Stit Teknolojisi Egitim Arastirma
ve Uygulama isletmesinde mevcut donanimlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Cig stite 85°C'de
15 dakika 1s1 islem uygulanmis ve daha sonra kefir
ve yogurt Uretimi i¢in iki kisma ayrilmistir. Kefir
tretiminde kullamilacak ilk kisim sit, 22°Clye
sogutulduktan sonra % 5 kefir starter kiltiir ilave
edilerek 22°C'de pH 4.5-4.6’ya ulagincaya kadatr
(vaklastk 18 saat) inkiibasyona birakilmigtir.
Yogurt iiretiminde kullanilan ikinci kisim stite ise,
45°C'ye sogutulduktan sonra % 2 yogurt starter
kiltirt ilave edilerek 43-44°C'de pH 4.6> ya
ulasincaya kadar inkiibasyon islemi uygulanmistir.
Cokelek peyniri  tretim yontemi Sekil 1°de
verilmistir. Cokelek peynir OSrnekleri, 4°C'de
depolanarak 1., 14. ve 28. giinlerde fizikokimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri yoniinden
incelenmistir.

Kimyasal analizler

Peynir 6rneklerinde toplam kurumadde ve kil
igerikleri gravimetrik yontemle, yag icerigi Gerber
metodu ile, tuz icerifi ise Mohr titrasyon
yontemiyle belirlenmistir (Hooi vd., 2004). Peynir
orneklerinin  titrasyon asitligi Hooi vd. (2004)
tarafindan bildirilen yénteme gére belirlenmis ve
sonuclar % laktik asit cinsinden ifade edilmistir.
Orneklerin pH degeri dijital pH-metre (MP 225,
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Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Germany) toplam protein miktart belirlenmistir. Orneklerin
kullandarak saptanmustir. Toplam azot (TN) % nem igerikleri OHAUS marka nem tayin cihazi
icerikleri Kjeldahl yontemine gore tayin edilmigtir (MB 45; Parsippany, NJ, USA) ile tespit edilmistir.
(IDF, 1993). Bulunan deger 6.38 ile carpilarak %

Yogurt / Kefir

Su Ilavesi
(0.5:1.0)

] Yayiklama
Yagin ayrilmast (18 °C, ~ 1 saat)

Yayikaltt

Isil Islem
(85 °C/15 dak)

Pihtt Olusumu

Bez Torbaya Aktarma

Stzme

(4 °C / 12 saat)

Tuz Ilavesi

(% 1)

Cokelek

Ambalajlama

Depolama
(4°C)
Sekil 1. Cokelek peyniri tiretim akis semast
Figure 1. Flow chart Cokelek cheese production
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Renk analizi

Cokelek peyniri 6rneklerinin renk 6zelliklerini
ifade eden L*, a* ve /* degerleri, depolamanin 1.,
14. ve 28. giinlerinde kromametre cihazt (Konica
Minolta CR 410, Sensing Inc., Osaka, Japan)
kullanilarak 6lciilmiistiir. Ornekler arast renk
farkliligini  ortaya koymak tizere Orneklerde
depolama  gilinlerinde  asagidaki  esitlikten
yararlanilarak AE degeri hesaplanmistir (Chudy
vd., 2019). Esitlikte verilen AL, Ada ve Ab
degerleri s6z konusu ginlerde deneme 6rnekleri
icin Ol¢tlen ¥, a* ve b* degerleri dikkate alinarak
ve yogurt cOkelegi kontrol 6rnegi olarak kabul
edilerek hesaplanmistr.

1
AE = (AL + Aa® + Ab2)2

Mikrobiyolojik analizler

Orneklerin mikrobiyolojik analizinde 10’ar gram
¢okelek peyniri 6rnegi 90 mL steril ringer (V4
strength,  Merck, Darmstadt,  Germany)
¢ozeltisinde magnetik karistirict (Heidolph MR
Hei-Tec, Schwabach, Germany) ile homojen hale
getirilmistir. Hazirlanan  seri  dilisyonlardan
dokme plak yontemi ile ekim yapilmistir. Toplam
mezofilik aerobik bakteri (TAMB) sayiminda
Plate Count Agar (PCA, Merck) besiyeri
kullandmustir. Ekimi yapilan Srnekler 37°C'de 48
saat slreyle inkiibasyona birakilmistir. Sayim
sonuglart  koloni olusturan birim  sayisinin
logaritmast alinarak  (log kob/g) verilmistir
(Halkman, 2005).

Duyusal degerlendirme

Peynir Orneklerinin - duyusal — degerlendirmesi
Ankara  Universitesi ~ Ziraat  Fakiiltesi ~ Siit
Teknolojist Bélumi  6gretim  elemanlarindan
olugan, sit ve sit uUrlnlerinin  duyusal
degerlendirmesi konusunda deneyimli 8 panelist
tarafindan gerceklestirilmistir. Orneklerin duyusal
Ozellikleri depolamanin 1., 14. ve 28. giinlerinde
yaptlmistir. Iki asamali olarak yapilan duyusal
degerlendirmede ilk olarak koku, lezzet, gdriintis
ve yapt Ozellikleri yoninden sunulan 2 6rnek
arasinda fark olup olmadigi degerlendirilmis,
ikinci asamada ise puanlama testi ile yine aynt
Ozellikler  yontunden  farkliigin  derecesi
belirlenmeye calisitlmistir  (Altug- Onogur ve

Elmaci, 2015). Duyusal degerlendirme icin
Ornekler 3 haneli sayilar ile rastgele kodlanmis,
plastik kapakli kaplar icerisine yerlestirilmis ve
ag1z tadint iyilestirmek tizere 1 bardak su egliginde
panelistlere sunulmustur.

Istatistiksel analiz

Arastirma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesinde SPSS (SPSS Version
20.0, IBM Cotp. Armonk, NY, USA, 2011)
programi kullanlmustir. Ornekler arast farkliligin
belirlenmesinde bagimsiz gruplar arast t-testi
uygulanmustir. Tki tekerriirlii olarak gerceklestiri-
leren calismada elde edilen veriler ortalama *+
standart hata olarak verilmistir.  Verilerin
depolama giinlerindeki karsilastirilmasinda ise tek
yonli varyans analizi (ANOVA) uygulanmis ve
istatistiksel olarak o6nemli olan farkliiklar (P
<0.05) Tukey testi ile belirlenmistir.

TARTISMA VE SONUC

Kimyasal 6zellikler

Cokelek  peyniri  Orneklerinin  {iretiminde
kullantlan yogurt ve kefir yayikaltlarina iliskin
genel bilesim Gzellikleri ortalama olarak % 2.5
protein, % 0.1 yag ve % 6 kurumadde olarak tespit
edilmistir.

Cokelek peyniri 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri
Cizelge 1’de verilmigtir. Yogurt ve kefir
kullanilarak Gretilen ¢6kelek peynitlerinin toplam
kurumadde, kil, tuz ve protein degerleri
arasindaki farkhiligin istatistiksel acidan Gnemli
olmadigt bulunmustur (P >0.05). Her 6rnek kendi
icerisinde degerlendirildiginde, depolama
sirecinde de séz konusu kimyasal 6zelliklerde
belirlenen degisimlerin istatistiksel a¢idan 6énemli
olmadigi (P >0.05) gbrilmustiir.

Cokelek  peynitlerinin - toplam  kurumadde
(%21.47 - 24.54) ve yag icerikleri (%1.5 - 2)
bakimindan Celem vd. (2018) tarafindan 20
¢okelek peynirinde belirlenen toplam kurumadde
(ortalama %23.912.4) ve yag icerikleri (ortalama
%1.6%£0.8) ile benzerlik gOsterdigi tespit
edilmistir. Bununla birlikte, Cardak (2012) ve
Kavaz vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda
¢okelek peynirlerinin toplam kurumadde ve yag
iceriklerinin daha yiksek oldugu belitlenmistir.
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Nem degerleri %70-82 araliginda olan yagsiz
peynitler yumusak ve taze peynir olarak
siniflandiridmaktadir (Fox, 1993). Bu
siniflandirmaya gére deneme 6rnekleri ¢okelek
peynitlerinin %71.35 — 73.36 araliginda degisen

nem degerleri ile taze peynir grubunda yer aldigt
tespit edilmistir. Cokelek peyniri olgunlastirma
olmadig1 siirece taze olarak tiketilen bir peynir
cesidi olarak bilinmektedir.

Cizelge 1. Cokelek peynitlerinin kimyasal 6zellikleri
Table 1. Chemical properties of Cokelek cheeses

Ozellikler Depolama (Gtin)
Properties Storage (Day) Y6 KRG
1 22.8612.19 24.54+1.17
0
g‘“maddﬁ ) 14 20.98+1.62 24.2240.75
ry matter (7o)
28 21.47+1.07 23.97+1.12
1 73.360.01 71.35£0.01
Nem (%) 14 3.26+1.05 1.7620.16
Moistute (%) 73.26%1. 717620,
28 73.350.66 71.7240.09
o st 00 LA 1 1.59£0.04 1.6820.02
1 I"rlSYOfl ast lgl 0
Tiatatts ity (% LA 14 1.6620.02 1.7240.04
28 1.70£0.08 1.7240.09
1 4.35+0.04 4.4240.01
pH 14 42740.07 4.38+0.01
28 4.29+0.06 4.40+0.01
il (% 1 1.4420.21 1.47+0.06
u 0
b ) 14 1.4120.49 1.5120.53
28 1.5520.01 1.59+0.09
1 19.71£2.14 20.79+0.62
1 0
Protein (%) 14 19.55+1.25 20.15+1.53
Protein (%)
28 21.2140.02 20.34+0.03
1 1.59+0.01 1.61£0.01
0
Tuz (%) 14 1.55+0.07 1.52+0.07
Salt (%)
28 1.3820.09 1.3420.06

YC: Yogurt kullanilarak tiretilen Cokelek peyniri (kontrol), KC: Kefir kullanilarak tretilen Cokelek peyniri
YC: Cokelek cheese produced from yogurt (control), KC: Cokelek cheese produced from kefir.

Cokelek peynirlerinin kil degerlerinin = %1.41-
1.59 araliginda degistigi belirlenmistir (Cizelge 1).
Elde edilen sonuglarin Sanlidere Aloglu vd. (2012)
tarafindan Karadeniz bélgesine has bir ¢okelek
peyniri olan Minci peynirlerinde tespit edilen
ortalama kil degerleri (%1.68) ile benzerlik
gOsterdigi, ancak; Karabulut vd. (2007) ve Kavaz
vd. (2012) tarafindan bulunan degerlerden
(strastyla %041 ve  %4.78)  dusik oldugu
belirlenmistir. Orneklerin kil ~degerlerindeki
farkliliklarin  kullandan hammaddenin  bilesim

Ozellikleri ve ¢6kelek peynitlerinin tuz igeriklerine
baglt oldugu distinilmistir.

Protein diizeyleri bakimindan yogurt ve kefirden
uretilen ¢okeleklerdeki degisimin %19.55-21.22
arasinda oldugu Cizelge 1’den gorilmektedir. Bu
degerlerin Minci peynir Orneklerinde belirlenen
ortalama degetlerden (%9.56) daha yiiksek oldugu
(Sanldere Aloglu vd., 2012), ve Karabulut vd.
(2007) tarafindan yapilan bagka bir calismada elde
edilen degerler ile (%20) benzerlik g&sterdigi
tespit edilmigtir. Cokelek peyniri Srneklerinin
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protein icerikleri bakimindan istatistiki olarak
o6nemli bir farkin olmamast (P >0.05) tretimde
aynt  hammaddenin  kullanimindan  ileri
gelmektedir. Cokelek peyniri konusunda yapilan
calismalar ile mevcut calisma 6rneklerinin bilesim
Ozellikleri  yoninden farkli  sonuclarin  elde
edilmesinin  kullanillan hammadde ve Uretim
yontemine baglt oldugu sdylenebilir.

(Gokelek peyniri  6rneklerinin - asitlik  diizeyini
gosteren pH ve titrasyon asitligi degerleri Cizelge
1’de verilmistir. Orneklerin pH degerlerinin 4.27 -
4.42 ve titrasyon asitligi degerlerinin ise laktik asit
cinsinden %1.59 - 1.72 araliginda degistigi
belitlenmistir. Kefirden elde edilen ¢6kelek
peynirinde asitlik diizeyinin, yogurttan uretilen
¢okelek peynirinden daha yiksek oldugu tespit
edilmistir. Ancak, ¢okelek peynitlerinin asitlik
degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel agidan
o6nemli olmadigt (P >0.05) tespit edilmistir.
Depolama strecinde orneklerin asitlik
duizeylerinde artis oldugu belirlenmis, ancak; pH
ve titrasyon asitligi dizeylerinde gorilen bu
degisimin istatistiksel acidan Onemli olmadigt
bulunmustur (P >0.05). Depolama siirecinde
Orneklerin  asitlik duzeyindeki artig laktozdan
laktik asitin olusumu ile actklanmaktadir (Temiz
vd., 2009; Irkin, 2011). Peynirlerde asitlik diizeyi

hammadde bilesimi, kullanidan starter kiltir,
tretim yontemi, depolama kogullart gibi pek ¢ok
faktore baglt olarak degisebilmektedir (Fox vd.,
1993). Cardak (2012) calismasinda ¢okelek
peynitlerinde pH ve titrasyon asitligi degetlerini
strastyla, 2.96-5.35 ve %0.25-0.79 (% Laktik asit)
arahiginda degisim gosterdigini ve Karabulut vd.
(2007) ise Orneklerde pH degerini 3.95 ve
titrasyon asitligini laktik asit cinsinden %00.97
olarak tespit etmislerdir. Sanlidere Aloglu vd.
(2012), Minci peynirlerinde pH degerinin 4.25-
7.25 araliginda oldugunu ve titrasyon asitliginin ise
laktik asit cinsinden %0.30-1.24 oldugunu tespit
etmislerdir.

Renk é6zellikleri

Cokelek peyniri 6rneklerinin depolamanin 1., 14.
ve 28. giinlerinde 6l¢tlen L¥*, a* ve b* degerleri
Cizelge 2’de verilmistir. Gidalarda renk, tiketici
begenisini, Urinin kabul edilebilitligini ve
tiiketicinin tat algisin1 etkileyen Onemli kalite
kriterlerinden  bir tanesidir (Wadhwani ve
McMahon, 2012). Peynirin renk 6zelligi tizerinde,
basta hammadde ¢ig siitlin rengi olmak Uzere,
dretim yontemi, peynirin olgunlasma durumu,
ambalajlama teknigi gibi bircok faktoriin etkili
oldugu bilinmektedir (Juric vd, 2003).

Cizelge 2. Cokelek peynitlerinin renk degerleri.
Table 2. Color values of ¢okelek cheeses

Ozellikler ..

Properties D(}%‘SZ;]%ZFH) YC K¢
1 70.69+0.02 70.47+0.02

L* 14 69.87+0.18 70.02+0.35
28 70.36+0.36 69.70+0.54
1 0524013 20.55+0.00

ax 14 -0.66%0.28 -0.52+0.11
28 -0.62+0.04 -0.47+0.09
1 6.88+0.01 7.0840.16

b* 14 7.26+0.25 7.1240.14
28 6.98+0.16 6.9140.23

YC: Yogurt kullanilarak tretilen Cékelek peyniri (kontrol), KC: Kefir kullanilarak tretilen Cokelek
YC: Cokelek cheese produced from yogurt (control), KC: Cokelek cheese produced from kefir
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(okelek peyniri taze olarak tiketildiginde beyazlik
Ozelligi ile bilinen bir peynir ¢esididir (Kalender ve
Giizeler, 2013). Bu durum geleneksel olarak
dretiminde hammadde yogurdun yayiklama
islemiyle yaginin ayrilmasiyla elde edilen yayik
ayraninin kullanimina baghdir. Cokelek peyniri
ornekleri renk Ozellikleti acisindan
karsilastirildiklarinda elde edilen degerlerin benzer
oldugu  saptanmustir (P >0.05).  Ayrica,
depolamanin  ¢Okelek  peynirlerinin  renk
Ozelliklerini istatistiksel agidan Snemli dizeyde
etkilemedigi (P >0.05) belitlenmistir. .* degeri
parlakligt simgeleyen bir renk parametresi olarak;
0 = karanlik, 100= parlaklik olmak tizere bir
degisim araligina sahiptir. 4* degerinin (-) olmast
yesil rengin, (+) olmast ise kirmuzi rengin
gOstergesi iken, /'degerinin (-) olmast mavi rengin,
(+) olmast ise sart rengin gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Pathare vd., 2013). Yogurt ve
kefirden dretilen ¢Okelek peynirlerinin - L
degerlerinin 69.70-70.69 arasinda degistigi Cizelge
2’den gorilmektedir. Sanlidere Aloglu vd. (2012)
calismalarinda farkli dreticilerden toplanan 21
adet Minci peynirinde L¥* a* ve b* degerlerini
strastyla, 83.99-97.40, -1.84-0.73 ve 8.02-18.81
olarak belirlemislerdir. Minci peyniri 6rneklerinin,
hammadde ve tretim yéntemi yoniinden olast
farklliklar  tagimast nedeniyle renk degetleri
bakimindan genis bir degisim  gbsterdigi
belirtilmistir. Mevcut calisma 6rneklerinde ise 1%
a* ve b* degerlerinin degisim araligi daha dardur.
Yogurt ve kefir ¢okelek peynitlerinin «* degeri
bakimindan yesil ve 4* degeri bakimindan ise sart
renk bolgesinde yer aldigt séylenebilir. Benzer
sonugclar, Sanlidere Aloglu vd. (2012) ¢okelek
orneklerinde tespit etmis olmasina ragmen Celem
vd., (2018), ¢Okelek oOrneklerinde & degerleri
bakimindan farklt sonuclar elde etmistir.

Ayni hammadde kullanilarak tretilen yogurt ve
kefirden tretilen ¢6kelek peynirlerinde, kullanilan
starter kiltiitler ve inkiibasyon kogullart disinda
aynt prosedirin takip edilmis olmast genel
bilesim Ozellikleri ve renk degetleri bakimindan
benzer sonuglarin elde edilmesinin nedenidir. Bu
durumu ortaya koymak Uzere Orneklerin renk
degerleri bakimindan farkini ortaya koyan bir renk
indisi olan AE degeri depolama gilinlerinde
hesaplanmistir. Hesaplama yapilirken, cokelek

peyniri idretiminde kefir kullanimiin etkisini
gbzlemlemek amactyla yogurttan tretilen ¢ékelek
peyniri kontrol 6rnegi olarak kabul edilmistir. A5
degerinin  ylksekligi  Orneklerin  kontrol
orneginden farkliliginin derecesini géstermektedir
(Chudy vd., 2019). AE <1.5 iken renk acisindan
kiciik farkliligin - oldugu ifade edilmektedir
(Pathare vd., 2013). Kefir ¢okelegi 6rnegi icin
depolamanin 1., 14. ve 28. glinlerinde hesaplanan
AE degetleri sirastyla, 0.24, 0.25 ve 0.40°dir. Bu
degerler AE <1.5 oldugu icin kefirden tretilen
¢cokelek peynirinin = renk Ozelligi  acgisindan
yogurttan  iretilen  ¢Okelek  peyniri ile
kiyaslandiginda ¢ok kiiciik bir farkhihigin oldugu
sOylenebilir.

Duyusal degerlendirme

Cokelek peynirlerinin koku, gorinds, tat, yap1 ve
genel kabuledilebilirlik gibi duyusal 6zellikleri
panelistler tarafindan 10 tam puan izerinden
degerlendirilmistir. Depolama giinlerinde elde
edilen sonuglarin ortalama degerleri Sekil 2’de
verilmistir. Degerlendirmenin ik asamasinda
panelistler tarafindan O6rneklerin tat ve koku
Ozellikleri bakimindan farkh  oldugu ifade
edilmistir. Ancak gorunts ve yapt Ozellikleri
yoniinden ise Ornekler arasinda fark olmadigt
belirtilmistir. Bu durum ayni hammadde ¢ig siit
kullanilarak dretilen yogurt ve kefirin benzer
bilesime sahip olmalari ve aymt prosedir ile
uretilen ¢Okelek peynitlerinin - benzer nem
icerikleri ile iliskilendirilmistit.

Duyusal degerlendirmenin 2. asamasinda tat ve
koku yontinden farkliligin derecesi puanlama testi
ile  degetlendirilmistir. ~ Koku  yoninden
degerlendirildiginde  depolamanin 1. glnde
Ornekler arasinda fark c¢ok buylik olmamakla
beraber yogurttan elde edilen ¢okelegin daha
yiksek puan aldigy, 14. ve 28. giinlerde ise kefirden
uretilen ¢Okelegin daha yiksek puan aldig
belirlenmistir (Sekil 2). Tat yoninden ise yine
ornekler arasinda O6nemli bir fark olmamakla
birlikte tim depolama giinlerinde kefirden
tretilen ¢Okelegin  daha yiksek puan aldigt
gorilmektedir. Bu duruma kefir Griinine has
tat/aromadan sorumlu olan maya populas-
yonunun etkisinin olabilecegi dustintilmektedir.

Kefir urtintunin tat/aromasindan mayalarin
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trettigi alkol ve karbondioksitin sorumlu oldugu
ve kefir kulttirintn peynirde tat/aroma yontunden
katki sagladigt bildirilmistir (Nielsen vd., 2014;
Bengoa vd., 2018). Genel kabul edilebilirlik
ozelligi yoninden depolama giinleri ortalamast

Koku
10 Odour

0 J I I
1 14 28

=]

s & 0
RS
- <
[ o
KA 4 mYC
2 KC

Dep olama siiresi (Giin)
Storage period(Day)

dikkate alindiginda, kefirden duretilen ¢Okelek
peynirinin daha fazla begenildigi belirlenmistir
(Sekil 2).
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Sekil 2. Cokelek peynitlerinin duyusal degerlendirme sonuglari
Figure 2. Sensory evaluation results of Cokelek cheeses

Mikrobiyolojik sayim sonuglari

Yogurt ve kefir kullamilarak iretilen c¢okelek
peynitlerinin  TAMB  sonuglart  Cizelge 3’de
verilmigtir. ~ Cokelek  peyniri  Srneklerinin
depolamanin 1., 14. ve 28. giinlerinde belirlenen
TAMB duzeyleri arasindaki farklilik istatistiksel
actdan 6nemli bulunmustur (P <0.05). Bununla
birlikte, Orneklerin TAMB sayilart {izerinde
depolama glnlerinin etkisi degerlendirildiginde
meydana gelen degisimin istatistiksel acidan
o6nemli olmadigt belirlenmistir (P >0.05). TAMB

sayisy, Urlnlerde hijyenik yetersizligin  bir
gOstergesi olarak kabul edilir. Cokelek peyniri gibi
1s1l islem etkisiyle pthtt elde edilen peynir
tirlerinde TAMB sayisindaki muhtemel ytkseklik,
¢ig sitiin mikrobiyel kalitesi, 1stya dayaniklt
mikroroganizmalarin varhigt ve 1s1l islem sonrast
uygulamalara (torbadan siizme, baskt uygulamast,
paketleme vb.) bagl olabilmektedir (Temiz vd.,
2009). Yogurttan ve kefirden iretilen cokelek
peynirlerinde TAMB  diizeylerinin  depolama
suresince strastyla, 3.31-3.58 log kob/g ve 2.71-
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ey

2.96 log kob/g araliginda degistigi belitlenmistir.
Dimitrellou vd., (2015), tarafindan Feta tipi
peynirlerde kefir kiltiri kullantminin bozulma
etmeni olan ve patojen mikroorganizma faaliyetini
baskilayict etki yarattigi bildirilmistir. Bengoa vd.,
(2018) calismalarinda  kefir mikroflorasinda
bulunan laktik asit bakterilerinin Grettikleri laktik
asit, asetik asit ve antimikrobiyel bilesenlerin
driinlerde koruyucu etki yarattigint
belirlemislerdir. Nielsen vd., (2014) tarafindan,
peynir Uretiminde kefir kiltari kullanimimin
tat/aroma yonunden Umit vadedici oldugu ve
mikrofloranin antimikrobiyel etkisi nedeniyle
peynirin  raf Omrind uzatict etki yarattif
bildirilmistir. Benzer sekilde, calismada kefirden

tretilen ¢okelek peyniri 6rneklerinde daha digik
TAMB degerleri elde edilmistir (Cizelge 3).
Depolamanin 1. giininde TAMB degetlerinin 14.
gin degerlerine goére daha yiksek oldugu
gorilmektedir. Fox vd. (1993) tarafindan TAMB
sayistnin depolamanin 7. giiniine kadar artis
gOsterip, 7. glinde maksimuma ulastigi ve ilerleyen
giinlerde azaldigi belirtilmistir. Bu durum her iki
deneme Orneginde de depolamanin 14. giiniine
kadar gbzlenmistir. Ancak depolamanin 28.
gintinde her 2 6rnekte de TAMB degerlerinde
artty gbzlenmis, degerler 1. gin degerlerine
ulasmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Cokelek peynitlerinin mikrobiyolojik sayim sonuglari (log kob/g)
Table 3. Microbiological counts of cikelek cheeses (log ¢fu/ g)

Depolama (Gln)

Storage (Day) Ye KG
Toplam aerobik 1 3.5840.06 2.9640.06b
mezofilik bakteri
Total aerobic mesophilic 14 3.311+0.222 2.71%+0.01b
bacteria
28 3.51+0.082 2.95+0.07>

YC: Yogurt kullanilarak tiretilen Cokelek peyniri (kontrol), KC: Kefir kullanilarak tretilen Cokelek peyniri
Ay satirda farkl harflerle gosterilen 6rnek ortalamalart arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (P <0.05)
YC: Cokelek cheese produced from yogurt (control), KC: Cokelek cheese produced from kefir

Difference between sample averages indicated by different letters in the same line was found significant (P <0.05)

Calismadan elde edilen sonuglara gore; titketicinin
son dénemde sagligi iyilestirmeye katki saglayan
gidalara egilimi nedeniyle, kefirden iretilen
¢Okelek peynirinin enddistriyel Uretim
potansiyeline sahip bir peynir ¢esidi olabilecegi
dustintlmektedir.
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ABSTRACT

The scope of this study is to determine the effect of different drying air temperatures on the drying behavior,
effective moisture diffusivity, physical, powder, and functional properties of foam mat dried egg white
powder. For this purpose, the egg white foam was obtained by using kitchen blender (1000W, 30s) and dried
at convective hot air oven at three different drying air temperatures (60, 70, and 80°C, %20 ventilation rate).
Drying took place in a falling rate period for all drying temperatures. The effective moisture diffusivity values
increased depending on the drying air temperature and the activation energy was calculated as 13.81k]/mol.
The moisture content has a proportional relationship with ash content, b*, Chroma, yellowness and
browning indexes, flowability, cohesiveness, emulsification stability, water holding capacity, and foam
holding capacity values, whereas it has an inverse proportional relationship with L*, a*, hygroscopicity,
emulsification activity, oil holding capacity, and foam holding stability values.

Keywords: Egg white, foam mat drying, powder properties, functional properties, foaming.

KOPUK KURUTMA YONTEMI ILE KURUTULMUS YUMURTA BEYAZI
TOZLARININ KARAKTERIZASYONU

oz

Bu calismanin amaci, farkli hava sicakliklarinin képik kurutma yontemi ile kurutulmus yumurta
beyazi képuginin kuruma davranigi, etkin nem difiizyon katsayist, fiziksel, toz drin ve fonksiyonel
Ozellikleri tizerine etkisinin belirlenmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda, yumurta beyazi képtigt blender
kullanilarak (1000W, 30s) elde edilmis ve konvektif firinda t¢ farkls sicaklikta (60, 70, ve 80°C, %20
fan hiz1) kurutulmustur. Tim hava sicakliklarinda, kuruma diisen hiz periyodunda gerceklesmistir.
Etkin nem diflizyon katsayist hava sicakligina baglt olarak artmis ve aktivasyon enetjisi 13.81kJ /mol
olarak hesaplanmistir. Nem icerigi; kil icerigi, b*, kroma, sarilik ve esmerlesme indeksleri, akabilirlik,
yapiskanlik, emilsiyon stabilitesi, su tutma kapasitesi ve kopik tutma kapasitesi degerleri ile dogru,
L*, a*, higroskopisite, emiilsiyon aktivitesi, yag tutma kapasitesi ve kopik tutma stabilitesi ile ters
oranli bulunmustut.

Anahtar kelimeler: Yumurta beyazi, koplik kurutma, toz Ozellikler, fonksiyonel o6zellikler,
koéptklenme
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INTRODUCTION

Whole egg and egg-derived proteins are generally
used in dressings, baking, and confectionery
products due to their functional properties such
as foaming, emulsifying, gelling agents, etc. (Ayadi
et al., 2008). An egg can be divided into two parts
including the egg white (approximately 67% of an
egg’s liquid weight) and egg yolk. Egg white (egg
albumen) consists of about 87.8% water, 9.7 to
10.6% protein, and 0.5 to 0.6 % carbohydrate. In
addition, egg white contains 56% of its total
proteins along with the majority of the vitamin A
and minerals (chlorine, magnesium, potassium,
sodium, and sulfur) in the egg (AEB, 1999). Egg
white is qualified as a multi-purpose food
ingredient and commercialized under various
forms such as liquid solutions, pasteurized form,
etc. But the more frequently encountered form is
powder form obtained by several drying
techniques such as spray, freeze, foam mat drying,
etc. due to its short self-life (Talansier et al., 2009).
Egg white powder was used as foaming agent and
foaming stabilizer at several studies such as foam
mat convective drying of Cantaloupe (Salahi et al.,
2015), foam mat freeze-drying of apple juice
(Raharitsifa and Ratti, 2010), etc. In addition, the
egg white powder can be used as a drying agent in
the food industry (Solval, 2011).

Foam mat drying is an alternative technique to
drum, spray, and freeze-drying techniques to
obtain food powders due to its suitability for all
types of liquids and rapid drying at a lower drying
temperature, high retention of nutrition, easy
reconstitution, and  being  cost-effective
(Sangamithra et al., 2014; Kudra and Ratti, 2000).
In this technique, liquids or semi-liquid/solid
foods are transformed into stable foams followed
by drying under thin layer conditions (Abbasi and
Azizpour, 2016; Sangamithra et al, 2014
Rajkumar et al., 2007). In order to reduce the
surface tension between liquid-liquid or liquid-
solid interphase and increase the stability of
foams, various foaming agents (proteins) and
stabilizers (polysaccharides) are generally used
(Sangamithra et al., 2014). Foam mat drying rate
is very high compared to other convective drying
techniques due to the higher surface area
(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
(Sangamithra et al., 2014). 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), foam mat
freeze-drying (Mathukumaran et al., 20082 and b)
and microwave-assisted foam mat drying
(Caliskan Kog and Cabuk, 2019). However, from
the authors’ knowledge, there is a paucity of
literature investigating the effect of drying air
temperatures on the quality characteristics of
foam mat dried egg white powder. Kudra and
Mujumdar (2002) and Araya-Farias and Ratti
(2009) reported that the conventional drying
methods are still widely preferred industrially as
compared to novel technologies due to the
simplicity of dryer construction, ease of
operation, and status of familiarity. For this
reason, the aim of this study is to determine the
effect of different drying air temperatures on the
drying behavior, effective moisture diffusivity,
physical, powder, and functional properties of hot
air assisted foam-mat dried egg white powder.

MATERIAL AND METHODS

Material

The commercial pasteurized liquid egg whites
were obtained from Anako Egg and Products
Food Industry Import, Export and Trade Co.
Ankara, Turkey. Egg whites were kept under
refrigeration (51£2°C) until the next step of the
experiment.

Experimental Procedure

Foam Preparation

The egg foam was obtained by the method
described by Mathukumaran et al. (2008a and
2008b). In order to obtain egg foam, fifty
milliliters of egg white (+24+2°C) was added to
the glass beaker (500ml) and a kitchen blender
(1000W power, 30s, SHB 3107, Sinbo, Turkey)
was used for making foam.

Convective Hot Air Drying

The egg white foam samples were dried in a
convective hot air oven (Memmert, UF 110,
Germany) at 60, 70, and 80°C temperature and at
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20% ventilation rate. The total amount of egg
white foam was 40.00£0.20g for each drying
experiment. Samples were placed as a slab 35x50
cm (width x length, 2mm thickness, drying took
place from one side) and located at the center of
the convective hot air oven. The weight loss was
measured every 10 min until the constant weight
was reached. Then, the obtained pellets were
ground in order to obtain egg white powder.

Drying Behavior and Drying Rate
The moisture ratio (MR) of egg white foam during
convective hot air drying was calculated using the

Eq. (1);

MR = Mi~Me o)
Mo—Me

Whete M, My, and M. are the moisture content at

any time, initial, and equilibrium (kg water (H.O)/

kg dry matter (DM)), respectively.

Drying rate was defined as:

Dryi Rate (DR} 4%
T VI are =
ying At =5

)

where X is the moisture content (kg H.O/kg
DM), tis the time (min), 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.min.m?)
(Tekin and Baslar, 2018).

Calculation of Effective Moisture Diffusivity
and Activation Energy

In otder to calculate Des values, it is assumed that
the moisture diffusion coefficient is the same in
all directions (isotropic material) and shrinkage of
the sample is negligible. The effective moisture
diffusivity (Des) values of egg white foams were
calculated by Fick’s diffusion model as given in

(Eq. 3).

MM, 8 e 1 [_ PEY: zﬂsff}
MR: Mp-M, :Jznzlc'zn—lfem (2n—1)°n a2 ©

€)

Where t is the time (s), Deg is the effective
moisture diffusivity (m?/s), and L (m) is the
thickness of samples. A limiting case of Eq. (2)
was assumed and expressed in the logarithmic
form as in Eq. (4);

mren(3)-(28) 0

Deis typically calculated by plotting expetimental
MR in logarithmic form versus drying time. From
the Eq. (4), a plot of InMR versus drying time
gives a straight line with a slope of (Eq. 5):

=D
Slope= —-.—4;3 5)

The relation between the effective moisture
diffusivity and drying temperature was assumed
to be an Arrhenius function (Eq. 0).

Deer = Do exp (- 22 ) ©)

where Do is the pre-exponential factor of the
Arrhenius equation in m?2/s, E, is the activation
energy in kJ/mol, R is the universal gas constant
(R = 831451 J/molK), and T is the hot air
temperature expressed in K.

Determination of Physicochemical Properties
The moisture and ash contents of the egg white
powders were determined according to AOAC
(2000) and AOAC (2005). The water activity and
color values of the egg white powders were
measured using a Testo-AG 400, Germany water
activity measurement device and Konica Minolta
CR-400, Japan colorimeter, respectively. Chroma,
total color change (AE), browning (BI), and
yellowness (YI) index values were calculated
according to Pathare et al. (2013).

Determination of Powder Properties

Bulk and tapped densities, flowability (Carr Index
(CI)) and cohesiveness (Hausner Ratio (HR))
values, wettability time, and hygroscopicity (%o)
analysis were performed according to the
procedure described by Jinapong et al. (2008),
Gong et al. (2008), and Cai and Corke (2000),
respectively.

Determination of Functional Properties

Emulsification (Emulsification Activity (EA) and
Stability (ES)) and foaming properties (Foam
Holding Capacity (FC) and Stability (FS)), as well
as water and oil holding capacities of foam mat
dried egg white powders were determined
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according to Yasumatsu et al. (1972), Stone et al.
(2015), and Liu et al. (2010), respectively.

Statistical Analysis

All experiments were performed in duplicate and
measurements were performed in triplicate.
Statistically significant differences between the
samples were determined using ANOVA (analysis
of variance, P-test for multiple samples or two
samples with a = 0.05, SPSS 20.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, U.S.A.). Significant differences were
indicated by different letters when the p-value was
below 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Drying Kinetics

The changes in moisture ratio values of egg white
foam depending on drying time (min) is shown in
Figure 1. The egg white foam showed a similar
trend for all drying temperatures. The drying time
of the egg white foam ranged between 30 min and
50 min and an increase in the drying air
temperature resulted in a significant decrease in
drying time (P <0.05). When the drying
temperature increased, the moisture removal rate

1 N
B0
=3 0.5
E. 0.0 o]
&
=]
B 04
z A
S 0.2 *
=
=i
0 A
0 5 10 15 20

L

accelerated and thus, drying time reduced. It can
also be stated that the drying air temperature is an
important variable in the foam mat drying
process. Similar findings were also observed by
several researchers (Rajkumar et al., 2007; Kadam
and Balasubramanian, 2011). Kadam and
Balasubramanian (2011) reported that drying time
of foam-mat dried of tomato juice powder ranged
between 450 min to 510 min and decreased
according to drying air temperature (60, 65, and
70°C). According to Figure 1, it can also be stated
that the moisture reduction rate of egg white foam
was high until 30 min for 60°C drying air
temperature and 20 min for 70 °C and 80°C drying
air temperatures. After these periods, the
moisture removal rate stayed almost stable and
reached the final moisture content. The freeze-
drying time of egg white foam (25g sample, -40°C
condenser temperature, +20°C heating plate
temperature) was found to be as 20-24h by
Mathukumaran et al. (2008b). By using convective
hot air drying technique, the drying time of egg
white foam could be significantly decreased
compared to the freeze-drying technique.

*50°C
70°C

A30°C

s

A
30

A

35 40 45 50

DRYINGTIME (MIN)

Figure 1. The changes in MR values of the egg white foam depending on drying time

The drying rates of egg white foam were
calculated (kg H2O/kg DM.min.m?) and plotted
against the free moisture content (kg H.O /kg
DM) as shown in Figure 2. It can be seen that
drying took place in the falling rate period at all
drying temperatures which indicates that the
internal  moisture  diffusion = phenomenon
controlled the drying process except for the initial
temperature-rise period. It may be due to the

rapid removal of moisture from the thin surfaces
of foams. Similarly, Rajkumar et al. (2007)
reported that drying (batch-type thin layer cabinet
dryer, at 60, 65, 70, and 75°C) of foamed mango
pulps with egg albumen occurred during the
falling rate period with the rapid removal of
moisture from the thin surfaces of foams. In
addition, Caliskan Ko¢ and Cabuk (2019)
reported that the overall drying process of the egg
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white foam (6.00£0.20g, 10.8 cm diameter, 2mm
side thickness) took place in the falling rate
periods for all microwave drying experiments
(350W, 460W, 600W, and 720W) except for
120W. The drying rate values of egg white foam
ranged between 0.1614-0.001, 0.1938-0.002, and
0.2245-0.002 kg H>O /kg DM.min.m? for 60, 70,
and 80°C drying air temperatures, respectively.
The higher drying rate values were observed for

0,25

0,2

g H,0/kg

DM.min.m?2

0,15

0,1

0,05

o

0,5 1 15 2

the drying experiment which was performed at
80°C. The higher temperature difference between
the drying medium and sample increases the heat
transfer coefficient which is related to higher heat
and mass transfer rate. In addition, the higher
drying rate values were observed at the initial
phase of the drying for all drying temperatures
due to the higher moisture diffusion rate.

arere M
........................... A
A60°C
70°C
m80°C
2,5 3 3,5 4 4,5

X¢ (Free Moisture Content, kg H,0, kg DM)

Figure 2. The drying rate (kg H2O/kg DM*min*m?) of egg white foam

The effective moisture diffusivity, pre-
exponential factor, and activation energy values of
foam mat dried egg white powders values are
given in Table 1. According to the results, it can
be stated that an increase in the hot air drying
temperature resulted in an increase in the effective
moisture diffusivity values, however, this increase
was not found to be statistically significant (P
>0.05). The reasons for high effective moisture
diffusion values of egg white foam may be due to
a larger exposed surface area of egg white foam.
Mathukumaran et al. (2008b) reported that the
freeze-dried egg white foam with 0.125% xanthan
gum had three effective moisture diffusivity
values (2.677x108, 5.962x10%, and 1.247x107
m?/s (Average=7.036x10-% m?/s) where the egg
white foam without xanthan gum had only two
effective moisture diffusivity values (2.413x10-8
and 3.781x10% m?2/s (Average=3.097x10%
m?2/s)). In this study, the Deg values of convective
hot air assisted foam mat dried egg white powders
were found to be higher than the results of

Mathukumaran et al. (2008b). It may be due to a
higher drying rate of convective hot air drying
technique compared to the freeze-drying
technique. In addition, the egg white foam had
one effective moisture diffusivity value for all
drying temperatures.

The activation energy (Ha) is related to the
required energy to facilitate moisture diffusion.
Lower E, values indicate that the lower energy is
necessary for moisture diffusion (Tekin and
Baslar, 2018). The pre-exponential factor and
activation energy values for hot air assisted foam
mat dried egg white foam values were calculated

to be as 2.8960x10+ m?/s and 13.81kJ/mol,
respectively.

Physicochemical Properties

Physicochemical properties of convective hot air
assisted foam mat dried egg white powders are
shown in Table 2. The moisture content values of
the powders were found to be lower than 10%.
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The moisture content values decreased when
drying ait temperature increased from 60°C to
70°C (P >0.05), however, the opposite effect was
observed for the further increase (P <0.05). It may
be due to crust formation which did not let to
remove the moisture from the egg white foam.
The moisture content values of foam mat freeze-
dried egg white powder with xanthan gum and
without xanthan gum were found to be as 7.74%
and  8.47%  (wet  basis),  respectively
(Mathukumaran et al, 2008b). The different
drying techniques may be the reason for different
moisture content values. The ash contents of the
samples were ranged between 4.38%-4.43% and

were not significantly changed depending on the
drying air temperature (P >0.05). Ayadi et al
(2008) reported that the ash content of spray-
dried whole egg powder and egg white powder
were 6.13 £ 0.11 and 5.69 + 0.09 g/100g dry
basis, respectively. The results (4.70-4.76 g/100g
dry basis) obtained in this study were found to be
slightly lower compared to the findings of Ayadi
etal. (2008). The water activity values of egg white
foam were found to be lower than 0.6 which can
be acceptable as microbiologically safe. The water
activity values decreased depending on an
increase in the drying air temperature (P <0.05).

Table 1. Effective moisture diffusivity, pre-exponential factor, and activation energy values of foam
mat dried egg white powders (n=3).

Drying Air Effective Moisture Pre-Exponential Activation
Temperature Diffusivity (Detr, m?/s) R Factor (Do, m?/s) 0oy (Ba
°C) eff, ’ kJ/mol)
60 1.9879x106+5.1637x1072  0.9208+0.0531

70 2.2719x10-6£3.4424x107 2 0.9373£0.0182 2.8960x104 13.81
80 2.6370x10-6£1.7212x1072  0.9158%0.0214

< Different letters in the same column indicate a significant difference between the samples at P <0.05.

Table 2. Physical properties of foam mat dried egg white powders (n=3).

. . Moisture
TDrr};llngrAi Content C[?jsthnt Water Chrom Yellowness ~ Browning
CTAPCATITE 0 Vet onre Activity O™ Index (YD)  Index (BI)
(°O Basi (%)
asis)
60 6.44£0.80"> 4.40£0.14* 0.458%£0.01>  20.30£0.02¢  31.24£0.03¢  20.57£0.02¢
70 6.3010.212  4.38%0.64* 0.455+0.02> 17.94£0.05* 27.10£0.08 17.48%0.06
80 6.97£0.26>  4.43+0.74* 0.438+0.01=  18.99£0.07> 28.67+0.08> 18.33+0.05P

< Different letters in the same column indicate a significant difference between the samples at P <0.05.

The color values of egg white foam are given in
Figure 3. The effect of drying air temperature on
the color values was found to be significant (P
<0.05). The L* and a* values of egg white
powders significantly increased when the drying
air temperature increased from 60°C to 70°C,
however, further increase resulted in a significant
decrease (P <0.05). But, the opposite effect was
observed for b* values of powders. The a* values
of egg white powder was found to be on the
negative scale which indicates the green color.
The chroma, YI, and BI values were calculated
and results are given in Table 2. Similar to b*
values, the chroma, YI, and BI values decreased

when drying air temperature was increased from
60°C to 70°C, however, the opposite effect was
observed for further increase (P <0.05).

Powder Properties

The powder properties of egg white powder are
illustrated in Table 3. The wettability times of egg
white powders changed between 453.50s and
706.25s and significantly decreased depending on
the increasing drying air temperature (P <0.05).
The higher water holding capacity of the samples
which were dried at 80°C may also be the reason
for fast wetting behavior (Table 4). Caligkan Kog
and Cabuk (2019) reported that the wettability
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times of microwave-assisted foam mat dried egg
white powder ranged between 1034.00s and
1721.50s. According to this finding, it can be
stated that the convective hot air drying technique
resulted in faster wettable egg white powder
compared to the microwave drying technique.
The different drying techniques, moisture content
values, and surface properties may be the reason
for different wetting behavior. Higher bulk
density values are desited because of low
packaging and transportation costs. For this
reason, the egg white powder dried at 60°C has
the advantages of low packaging and
transportation costs due to significantly higher
bulk density values compared to other drying
temperatures (P <0.05). The bulk and tapped
density values of egg white powders significantly
decreased depending on an increase in the drying
air temperature (P <0.05). The bulk and tapped
density values of egg white powders were in line
with Caligkan Ko¢ and Cabuk (2019) who
reported that 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/m?3,
respectively. The egg white powder showed fair

100
80
60
40

20

Color Values (L*, a*, b*)

60°C

70°C
-20 Drying Air Temperature (°C)

flow characteristic and high cohesiveness which
may be due to an intermediate moisture content
values of the powders. Similar findings were also
obtained by Caliskan Kog¢ and Cabuk (2019) for
microwave-assisted foam mat dried egg white
powder. The higher CI and HR values were
observed for the powders which were dried at
80°C. It may be due to the stickiness effect of
moisture. Igbal and Fitzpatrick (2008) and
Fitzpatrick et al. (2007) reported that high
moisture content increases the cohesion between
powder particles and resulting in lower
flowability. In order to improve the flow
properties of egg white powder, different types of
food-grade additives such as maltodextrin, gum
Arabic, whey powder, etc. which improve the
flow properties can be added or agglomeration
process can be applied to the obtained powders.
According to Tables 2 and 3, it can also be stated
that the moisture content and hygroscopicity have
an inverse proportional relationship. It may be
due to the high-moisture concentration gradient
between the egg white powders and the
surrounding atmosphere.

WL
| Pl
M b*

80°C

Figure 3. Color values of foam mat dried egg white powders.
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Table 3. Powder properties of foam mat dried egg white powder (n=3).

Drying  Air

Cobesiveness

Wettability Bulk Density Tapped Density Flowability Hygroscopicity
Temperature . (Hausner o
C) Time (5) (kg/n’) (kg/n’) (Carr Index) Ratio (%)
+ +
60 706.25£91.31¢  323.12422.92>  471.89114.43> 31'53._4'24 1'47._0'09 12.24%0.322
(Fair) » (High) 2
+ +
70 596.33£76.89>  259.76132.63*  385.601£52.07 30'56._1‘68 1‘46._0‘04 13.44%0.52¢
(Fair) » (High) 2
+ +
80 453.50£75.90¢  230.70%£10.922  356.081£36.53% 34'92._3‘92 1‘54._0‘09 12.90£0.14b
(Fair) (High) 2

< Different letters in the same column indicate a significant difference between the samples at P <0.05.

Functional Properties

The functional properties of egg white foam are
given in Table 4. The water holding capacity
(WHC) of proteins is important due to its effect
on physical (elasticity, swelling, etc.), chemical
(emulsification, etc.) and sensory (juiciness, etc.
properties of foods (Wong and Kitts, 2003).
Similar to moisture content values, the WHC of
egg white powders significantly decreased when
the drying air temperature increased from 60°C to
70°C, however, further increase (70°C to 80°C)
resulted in a significant increase (P <0.05). It may
be due to higher protein denaturation at the
higher drying temperatures. Wagner and Anon
(1990) reported that the denatured protein
entraps a significant amount of water. Ndife et al.
(2010) reported that the water holding capacity of
oven-dried whole egg powder, egg yolk, and white
powders were 1.00g, 0.50g, and 1.80g,
respectively. The WHC of commercial spray-
dried egg white powder was also found to be 1.68
1 0.06 g H,O/ g protein (Wong and Kitts, 2003).
The differences between the results may be due
to the different drying techniques, analysis
methods, material, etc. Opposite to WHC results
the OHC values of egg white powders firstly
increased when the drying air temperature
increased from 60°C to 70°C, however, further
increase resulted in a decrease (P <0.05). It was
previously reported that WHC and OHC can be
changed due to denaturation and partial unfolding
of the protein structure (Ayadi et al. 2008). Han et
al. (2019), Van Der Plancken et al. (20006), and
Folawiyo and Apenten (1997) also found that the
content of total dissociated sulphydryl groups
increased, ovalbumin and lysozyme unfolded by

heat treatment contributing to the exposition of
hydrophobic groups buried in the core of proteins
and increasing surface hydrophobicity thus
influencing the binding ability of water and oil
molecules.

Significant differences in emulsifying and foaming
properties were detected among treated samples
(P <0.05). Egg white powder dried at 70°C had
the lowest ES, while this sample obtained the
highest FS. Egg white powder treated at 70°C had
the highest emulsion activity, which means that it
had the best ability to produce a
cohesive protein layer at the oil-water interface.
On the other hand, it was observed that ES
followed an opposite trend and the lowest ES was
calculated at 70°C showing that at that
temperature protein molecules were unable to
form a well-ordered network structure to form
stable emulsions. This might be related to the re-
arrangement of protein structure during the
heating procedure involved in ES measurement
assay. Moreover, dry heating might also induce
partial hydrolysis of egg white proteins. It is
known that protein hydrolysates can migrate to
the oil-water interface more efficiently due to
lower molecular size whereas protein hydrolysates
could form less stable network structure due to
fewer hydrophobic binding sites (Pokora et al.,
2013), resulting in a relative worse ES of protein
hydrolysates. In the current study, it was cleatly
observed that functional properties change
significantly (P <0.05) by during drying and are
influenced by processing conditions. From Table
4, it can be observed stated that when the heating
temperature was 70°C foam holding capacity
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decreased followed by a further increase to
139.00£18.42% when temperature increased. The
increased temperature might cause a reduction in
the viscosity of the continuous phase in stabilizing
foam structure (Kinsella, 1981). In contrast to our
research, Ibanoglu and Ercelebi (2007) obtained

the foamability 80°C when effects of temperature
(65, 70, 75, and 80°C) and protein concentration
on egg white foam was investigated. In terms of
ES, no significant (P >0.05) differences could be
found between the different treatments applied.

Table 4. The functional properties of foam mat dried egg white powders (n=3).

. . . . . . . Foam Foam
Drying Air Water qudlng Oil Holdmg Emuls%ﬁ;atlon Emulsﬁ;atlon Holding Holding
o Capacity Capacity Activity Stability . .
Temperature (°C) D) o) ) ) Capacity Stability
(%) (%)
60°C 299.5+13.50* 145.67+10.25* 256.94%£2.55% 136.00£2.87* 140.00£0.00* 88.57£0.00°
70°C 252.50£13.00* 202.50£9.19> 265.3111.80* 106.6913.45> 124.00£4.00> 90.4212.922
80°C 300.00£15.00* 196.00£1.41> 256.97£1.10> 137.84+2.67* 139.00£18.42* 84.11%7.67

< Different letters in the same column indicate a significant difference between the samples at P <0.05.

CONCLUSION

In this study, it was observed that hot air assisted
foam mat drying is a suitable process to obtain egg
white powder which can be used as a food
ingredient especially in the bakery industry for its
foaming, gelling, and encapsulating properties.
The moisture contents of foam-mat dried egg
white powders are below 10% which is sufficient
to make foods microbiologically safe. The ash
content of the samples was not significantly
changed depending on the drying air temperature
(P >0.05). Results indicated that the bulk and
tapped density values and average wettability
times of foam-mat egg white powders
significantly decreased depending on the increase
of drying air temperature (P <0.05). Water
holding capacity values were first decreased down
when the temperature increased to 70°C and then
increased with an increase in the temperature of
treatment. However, the opposite effect was
observed for oil holding capacity values. Heat
treatment showed to have an influence on egg
white protein conformation, which impairs their
sensitivity to water and oil binding. The
emulsification activity was also significantly
influenced by the change in drying temperature
and followed a similar trend as oil holding
capacity (P <0.05). The strongest effects are
rather observed at 70°C. The effect of the
different drying processes on the chemical

composition and the effect of 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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Calismada, farkl bitkilerin yapilarina gdre soguk stkma yontemi veya soguk maserasyon yoluyla elde edilen
ckstraktlarinin antimikrobiyel etkileri, kuyu difizyon yontemi ile belilenmistir. Sarimsak soguk sikma
ekstrakt, 22.00 £1.73 ile 41.00 £1.00 mm arahginda zon ¢aprt ile antimikrobiyel etki gosterirken, defne
ckstrakti ise S. aurens'a karst 12.6710.58 mm zon ¢api ile en dusiik antimikrobiyel etki gdstermistir. En dustk
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK), degerlerini sarimsak soguk stkma ekstrakti gdstermistir.
Soguk maserasyon ektraktlarmnin farkli seviyelerde antimikrobiyel etki gésterdigi ve ¢zgen ¢esidinin 6nemli
etkileri oldugu sonucuna varilmistir. HPLC analiz sonuglar incelendiginde antimikrobiyel etkiden biiyiik
olcide fenolik bilesenlerin sorumlu oldugu disiintlmektedir. Sarimsak, biberiye, defne ve glnlitk agact
ckstraktlarinin birlikte kullanildiklarinda sinerjist etki gdstererek antimikrobiyel etkiyi arttirabildigi, ancak bazt
durumlarda ise azaltabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel etki, bitki ckstrakti, ekstraksiyon, soguk sikma, maserasyon, bitki
ekstrakt karisimi

ANTIMICROBIAL EFFECTS OF PLANT EXTRACTS OBTAINED BY COLD
PRESS AND COLD MACERATION METHODS ON SOME PATHOGENS

ABSTRACT

In this study, antimicrobial effects of plant extracts obtained by cold press or cold maceration
regarding their structures on microorganisms were determined by well diffusion method. While cold
pressed garlic extract showed strong antimicrobial effect with a zone diameters between 22.00 £1.73
to 41.00 £1.00 mm, bay extract was the lowest against . awrexs with 12.6720.58 mm zone diameter.
Besides cold pressed garlic extract showed the lowest Minimum Inhibition Concentration (MIC)
levels. It can be concluded that the cold maceration extracts showed various levels of antimicrobial
effect and the type of solvent employed were important factors. When HPLC analysis results were
examined, it was determined that phenolics compounds are mainly responsible for the antimicrobial
effect. Gatlic, rosemary, bay and styrax tree extracts was found to be able to increase the antimicrobial
effect by showing synergistic effects when used together, but the effect can be reduced in some cases.
Keywords: Antimicrobial effect, plant extract, extraction, cold press, maceration, plant extract
mixture
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GIRIS

Bitkiler, cesitli kullanim alanlarinin yani sira sahip
olduklar1 antimikrobiyel etki nedeniyle gidalarin
korunmasinda da kullanilabilmektedir (Toroglu ve
Cenet, 2006; Bayramoglu vd., 2009; Aksoy, 2010).
Antimikrobiyel etkiye sahip bitkilerde, bu etkiyi
saglayan ~ maddeler denen  genis  grubu
olusturanlarin ~ basinda  fenolik  bilesenler
gelmektedir (Erdogan ve Everest, 2013).
Bitkilerin sahip olduklart bu antimikrobiyel
etkinin,  bilesimlerinde ~ bulunan  esansiyel
yaglarinin icerikleri, aldehitler, organik asitler ve
fenolik bilesiklere baglt olarak degismekte oldugu
ve cogunlugunun patojen bakteriler basta olmak
tizere mikotoksin olusturan kiifler ve mayalarin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir
(Valero ve Salmeron, 2003; Sahin, 2000).
Calismamizda soguk sikma ve soguk maserasyon

yontemleri ile elde edilen ekstraktlarin, yaygin
olarak rastlanan bazi patojen mikroorganizmalara
karst antimikrobiyel etkileri ve minimum
inhibisyon  konsantrasyonlart  belitlenmistir.
Calismada yer verilen bitki ekstraktlarinin fenolik
madde icerikleri ve bu ekstraktlardan bazilarinin
karisimlarinin, patojenlere karst antimikrobiyel
etkileri belirlenmistir.

MATERYAL-YONTEM

Calismada kullanilan tim bitkilere 6ncelikle soguk
stkma yOntemi uygulanmis, ancak bu yéntemle
ekstrakt elde edilemeyen bitkilerden soguk
maserasyon yontemiyle ekstraktlar elde edilmistir.
Cizelge 1°de calismada kullanilan bitkiler ve temin
edildikleri bolgeler verilmistir.

Cizelge 1. Bitkiler ve temin edildigi bolgeler
Table 1.Plants and geographic locations

Bitki /Kullanilan Kisimlar Botanik Adt Familya Temin Edildigi
Plant/ parts used Botanical name Family Ye.r .
Geographic location
Gunluk/Yaprak Liguidambar orientalis Hamamelidaceae Mugla
Biberiye/Yaprak Rosmarinus officinalis 1. Labiatae Mugla
Zeytin/Yaprak Olea enropeae Oleaceae Mugla
Muskat cevizi Myristica Myristicaceae Yerel aktardan
satin altnmustir.
Sarimsak Allinm sativum Alliaceae Mugla
Defne/Yaprak ve cicek Lanrus nobilis L., Lanraceae Mugla
Corek otu Nigella sativa Ranunculaceae Mugla
Stevia/ Yaprak Stevia rebandiana Asteraceae Mersin
Turung/Kabuk Citrus anrantium Rutaceae Mugla
Soguk  Stkma  Yontemi  ile  Bitki elde edilmistir. Diger ekstraktlar ise santrifij

Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Bitkiler, ogutilme 6zelliklerine gbre mekanik
ogutiici, havan ya da laboratuvar tipi elektrikli
degirmen (IKA, Almanya) yardimiyla parcalanmus
ve ince goOzenekli bir bezin arasina sartlarak
hazitlanan pres sisteminde 8-10 kg/cm?basing
etkisiyle ekstraktlarin elde edilmesi saglanmustir.
Turung meyvesinde farkl olarak kabuklari meyve
etinden soyularak ayrilmis, deneylerde sadece
kabuk kistmlart kullanilmistir. Pres sistemiyle elde
edilen icerisinde  bulunan  baz
partikillerin ayrilmasi amactyla 20 dakika 4000
rpm’de santriftijlenmis ve berrak turung ekstraktt

stizunty,

islemi olmaksizin sonraki asamalarda kullanilmak
tzere -18 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada
elde edilen tiim ekstraktlar, antimikrobiyel aktivite
denemesi icin 0.45 um ¢aplt steril filtreden
gecirilerek sterilize edilmistir.

Soguk Maserasyon Yontemi ile Bitki
Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Presleme yOntemiyle ekstrakt elde edilemeyen
bitkilerin ekstraktlari, Copuroglu(2013)
calismasinda kullanilan maserasyon ydnteminde
bazi degisiklikler yapilarak elde edilmistir. Bitkiler,
ogutiicti veya degirmen yardimiyla parcalandiktan
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sonra, bitkilere bitki/¢ozgen orani, 1:3 (w/v)
olacak sekilde cesitli ¢6zgenler ilave edilerek oda
sicakliginda 151k almayan bir ortamda 5-7 giin
bekletilmislerdir. Maserasyon siresinin ardindan
karisim kaba filtre kagidindan siiziildiikten sonra,
¢ozgenler uygun sicaklikta, doner evaporator
(Heidolph Laborota 4000, Almanya) cihazt
yardimtyla ucurularak elde edilen saf ekstraktlar,
antimikrobiyel etki denemesi i¢in 0.45 pm caplt
steril filtreden gecirilerek steril edildikten sonra -
18 oC’de muhafaza edilmistir.

Antimikrobiyel Etkinin Belirlenmesi
Antimikrobiyel etkinin belirlenmesinde, temel bir
yontem olan kuyu difiizyon yontemi kullandmustir
(Tagg ve McGiven, 1971). Denemede kullanilan
mikroorganizmalar  (Staphylococcus — aurens  (SA),
Bacillus subtilis (BS), Enterococcus faecalis (BEF), klinik
mikrobiyolojide nadir endokarditis etmeni bir
mikroorganizma olan Micrococcus  lutens (ML),
Listeria monocytogenes (LM), Salmonella Enteritidis
(SE), Salmonella Typhi (ST), Klebsiella pneunmoniae
(KP), Yersinia enterocolitica (YE), Campylobacter jejuni
(C)), Escherichia coli Tip 1 (EC1), Escherichia coli
O157:H7 (EC2), Siileyman Demirel Universitesi
Gida Mithendisligi Bolimu kaltir
koleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan
bakteriler, Mueller Hinton Broth (Merck)
besiyerine asilanarak uygun sicakliklarda 18 saat
stiresince gelistirilmislerdir. Inkiibasyon sonunda
aktif kiltirlerin - yogunlugu, 0.5 McFarland
degerine ayarlanmustir. Bu kaltirler %1 oraninda
45 «C sicaklikta tutulan 40 ml besiyeri icerisine
inokile edilmis ve 15 cm capli petri kutularina
dokilerek  oda  sicakliginda  katilasmalart
saglanmustir. Katilasan besiyerlerine metal delgec
ile 10 mm ¢apl kuyular agilmis ve bu kuyulara 80
pl. bitki ekstraktt konulmustur. Petri kutular,
icerdikleri bakteriye uygun sicaklikta 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan
zon caplar, kumpas yardimiyla mm olarak
Olctlmustir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin
(MIK) Belirlenmesi

Minimum inhibisyon konsantrasyonlarin
belirlenmesi amactyla Celikel ve Kavas (2008)
calismalarinda  kullandigt  yontemde  bazt
degisiklikler yapilarak ekstraktlarin = minimum

inhibisyon  konsantrasyonlart  belirlenmistir.
Onceki bolimde anlatildigr sekilde hazirlanan
kuyulara  konulan  saf  ekstrakt, %100
konsantrasyon olarak kabul edilmis ve farkli
konsantrasyonlarin (%75, %50, %25, % 18,75 ve
% 12,5) antimikrobiyel etkisi kuyu difiizyon
yontemi ile belirlenmistir.

Farkli Ekstraktlarin Birlesik Antimikrobiyel
Etkisinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalara  karst  her  bir  bitki
ekstraktinin ~ bireysel ~ olarak  sagladiklar
antimikrobiyel etkilerin degerlendirilmesi
sonrasinda, yiksek antimikrobiyel —etkinin
belirlendigi (Zon ¢apt >20 mm) sarimsak (soguk
stkma), giinlik yapragi ve biberiye maserasyon
(hegzan), defne yapragi maserasyon (metanol)

ekstraktlart kombinasyonlar seklinde
kullandmustir. Secilen bitkisel ekstraktlar, esit
oranlarda  (v/v)  kanstrilarak,  indikator

mikroorganizmalara karsi tekrar antimikrobiyel
etkileri belirlenmistir.

Bitki Ekstraktlarindaki Fenolik Maddelerin
Belirlenmesi

En yiksek oranda antimikrobiyel etki gbsteren
bitki ekstraktlarinin fenolik madde icerikleri,
Silleyman Demirel Universitesi Deneysel ve
Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama
Merkezi tarafindan HPLC cihazt  (Shimadzu,
Japan) ile belirlenmistir. Analizde, C18 (Agilent
XDB-C18) kolonda30 C sicaklik uygulanmis ve
mobil faz olarak %3 asetik asit ve metanol
karisimi kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bitki Ekstraktlarinin  Mikroorganizmalar
Uzerindeki Antimikrobiyel Etkisi

Calismada, ckstraklarin cesitli
mikroorganizmalara karst antimikrobiyel aktivitesi
belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 2°de
verilmistir. Elde edilen zon ¢aplarindan 11-15 mm
zon capt zayif antimikrobiyel etkiyi, 16-20 mm
arasi zon ¢apt orta diizey antimikrobiyel etkiyi, 20
mm tzeri zon ¢apt ise giicli antimikrobiyel etkiyi
belirtmektedir. Sonuglar, CLSI antimikrobiyel test
standard1 (Anonymous,  2019)Yna  gbre
degerlendirilmistir. Elde edilen zon caplari
degerlendirildiginde ekstraktlarin, agilikli olarak
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Gram pozitif bakterilere karst daha etkili oldugu
gorilmis, bu durumun Gram pozitif bakterilerin
hiicre =~ duvart  yapisindan  kaynaklandigt
dastintlmistir. Benzer sonuglar, Salar vd., (2015)

calismasinda da elde edilmis olup, Gram pozitif
bakterilerin ~ antimikrobiyel etkiye karsi daha
hassas olduklari sonucuna varmuslardir.

Cizelge 2. Bitki ekstraktlarinin mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel etkileri

Table 2. Antimicrobial effects of plant extracts against microorganisms

Mikroorganizma 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Microorganism
28.67 0 12.67  31.33  25.67 2500 1233 20.67 21.33 0 3033 25.00 23.33

S. anreus +0.58 +0.58 £1.15 *1.53 +2.00 =£1.15 =058 =£1.53 +2.08 +1.00 =*1.53
32,67

S. Enteritidis +2.08 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28.00 13.33 11.67 15.00

S. Typhi +2.00 0 0 +1.15 0 0 +0.58 0 0 0 0 +1.00 0
3233 1533 0 22.67 11.67 2533 0 11.67 0 2333 23.00 0 12.00

B. subtilis +0.58 +£1.15 +0.58 +0.58 £1.53 +0.58 +1.15  £1.00 +0
25.33 17.00 1433 11.33

E. faecalis +1.15 0 0 0 0 0  £0.58 *£1.15 0 0 0 0 0
41.00 0 17.00  28.00 24.00  26.00 0 18.00 0 24.00 18.00  25.00 0

M. lutens +1.00 +1.53 £0.58 +2.00 £2.00 +1.15 +0.58 £1.00 £2.00

K. pneunsoniae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22.00 0 16.67  22.00  20.67 0 0 18.00 0 22.00 4200 2233 1533

Y. enterocolitica +1.73 +0.58 £1.73 £0.58 +1.00 +1.73 £2.00 *1.53 *£1.15
25.67 12.67

C. jejuni +0.58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1.15 0
31.67 14.00 13.33 12.67

L. monocytogenes +1.53 0 0 +0 +0.58 0 0 0 0 0 0 0 +0.58
31.33

E ol Tip 1 115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
33.67 0 0 14.67 14.00  26.33 0 17.33 0 0 0 18.67 0

E. coli O157:H7 +2.08 +1.53  +2.00 £0.58 +1.15 +0.58

Ekstraktlar, 1:Sarimsak (soguk stkma), 2:Turun¢ kabugu (soguk sikma), 3:Defne yapragt (soguk stkma), 4:Defne
yapragl (metanol), 5:Defne ¢igegi (metanol), 6:Biberiye yapragi (hegzan), 7:Muskat cevizi (aseton), 8:Muskat cevizi
(metanol), 9:Stevia yapragi (hegzan), 10:Stevia yapragi (metanol), 11:Cérek otu (hegzan),12:Giinliik yaprag:

(hegzan), 13:Zeytin yapragt (metanol)

Calismada kullandan bitkilerin  hepsine soguk
stkma yontemi uygulanmis, sadece sarimsak,
defne, biberiye, turun¢ kabugu ve zeytin
yapragindan soguk sikma yontemi ile ekstrakt elde
edilebilmistir. Presleme yontemi ile elde edilen
sarimsak ekstrakti, patojenlere karst yiiksek
oranda (22,00£1,73-41,00£1,00 mm) antimikro-
biyel etki gosterirken, en yiksek antimikrobiyel
etkiyi (41,00£1,00 mm) ise klinik mikrobiyolojide
nadir endokarditis etmeni olan M. /utens’a karst
gOstermistir. Aynt ekstrakt, K. puenmoniade karst
herhangi bir antimikrobiyel etki gdstermemistir.
Sarmmsak ekstraktinin farkli ydntemler kullanilarak
elde edildigi calismalarda (Abdou vd., 1972;
Kivang ve Kunduhoglu, 1997; Ahmad ve Beg,
2001; Nazir ve Latif, 2012), E. coli, 8. aurens, B.
subtilis ve S. typhi Gzerinde calismamiza gore daha
dusiik antimikrobiyel etki tespit edilmistir. Bu
farkliligin, soguk sikma yonteminde etken

maddelere daha az zarar verilmesinden ve/veya
presleme Oncesi uygulanan yogun pargalama
isleminden kaynaklandig1 diistiniilmustiir. Benzer
sekilde soguk stkma yéntemi ile elde edilen turung
kabugu ve defne ekstraktlar1 ise sarimsak
ckstraktina kiyasla daha distik antimikrobiyel etki
gostermislerdir. Calismamizda metanol ile elde
edilen zeytin yapragi ekstrakti, en yuksek
antimikrobiyel etkiyi, 5. aurens’a kars1 (23,33+1,53
mm) gosterirken, biberiye (hegzan) ekstrakt1 ise
M. lutens (26,001£2,00 mm) ve E. coli O157:H7’ye
(26,00+£0,58 mm) karst daha yiiksek bir etki
gOstermistir. Zeytin yapraklarinda bulunan fenolik
bilesiklerin, antimikrobiyel etkiden sorumlu
olduklar1 ve kullandan ¢6zgene bagh olarak
mikroorganizmalar tzerinde farkll diizeylerde
antimikrobiyel =~ etki  gOsterdikleri  cesitli
calismalarda ortaya konmustur (Markin vd., 2003;
Pereira vd., 2007; Gilci ve Demirci, 2008;
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Sudjana vd., 2009; Yildiz ve Uylager, 2011; Salar,
2015). Biberiye yapragindan soguk sikma
disindaki yontemler kullanilarak elde edilen
ekstraktlarin, antimikrobiyel etkisinin incelendigi
calismalarda (Erdogrul, 2002; Sagdic ve Ozcan,
2003; Abu-Shanab vd., 2004 ; Dilger ve Gonuz,
2004; Oskay ve Sar1, 2007; Aydin, 2008; Ugar vd.,
2015), E. faecalis, S. aurens, M. luteus, ve B. subtilise
karst mevcut calismamiza kiyasla daha dusik
antimikrobiyel etki tespit edilmigtir. Giinlik
yapraginin antimikrobiyel etkisinin incelendigi
calismalara (Oskay ve Sari, 2007; Aydin, 2008;
Okmen vd., 2014) kiyasla giinliik yapragt (hegzan)
ekstrakty, S. aurens, Y. enterocolitica, M. lutens’a karst
daha giicli bir antimikrobiyel etki gOstermistir.
Calismamizda maserasyon yontemi ile elde edilen
ekstratlar  arasinda, C. jguniye karst tek
antimikrobiyel etkiye sahip olan ekstrakt bu
olmustur. Cézgen olarak metanolin kullanidigt
defne yaprag ekstraktinin, soguk stkma yontemi
ile elde edilen ekstraktlara kiyasla antimikrobiyel
etki acisindan daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Defne bitkisinde metanol ile elde edilen
ekstraktlardan yaprak ekstrakts, cicek ekstraktina
gore daha yiiksek antimikrobiyel etki gbstermistir.
Calismamiza kiyasla bazi mikroorganizmalar
tzerinde daha disiik bir antimikrobiyel etkinin
elde edildigi calismalarda (Sagdi¢ vd., 2002; Sagdi¢
vd., 2003; Celikel ve Kavas, 2008; Al-Hussaini ve
Mahasneh, 2009), kullanilan ¢6zgenin tek basina
etkili olmadigi, uygulanan yontemin de farklidik
sagladigt sonucuna varlmstir. Gupta vd. (2013)
tarafindan yapilan bir calismada, muskat cevizi
(metanol) ekstraktt, S. aurens’a karst antimikrobiyel
aktivite gbstermezken, yaptigimiz ¢alismada tersi
sekilde muskat cevizinden metanol ile elde edilen
ckstrakti, orta diizeyde (20,67£0,58 mm) etki
gOstermis olup aynt bitkinin aseton ekstraktt ise
metanol ckstraktina kiyasla daha zayif bir etki
gOstermistir.  Corek otu-hegzan ekstrakt, en
yuksek antimikrobiyel etkiyi Y. enterocolitica’ya karsi
(42,00£2,00 mm) gdostermistir. Corek otundan
farkli yontemler ile elde edilen ekstraktlarin
incelendigi cesitli calismalarda ise Y. enterocolitica’ya
karst daha distk bir antimikrobiyel etki tespit
edilmistit (Hanafy ve Hatem., 1991; Ahmad ve
Beg, 2001; Dulger ve Gonuz., 2004; Arici vd.,
2005). Stevia bitkisi ekstraktlari incelendiginde,
metanolin hegzana gbre daha etkili oldugu

belitlenmistir. Benzer calismalar ile
karsilastirildiginda  (Tadhani ve Subash, 2006;
Debnath, 2008; Ghosh vd., 2008; Muanda vd.,
2010; Ucar vd., 2015), B. subtilis, S. aurens ve E.
Saecalis, M. Iutens’a karst daha disik veya daha
yiksek antimikrobiyel etkiler tespit edilmistir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlart

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyel etki denemesi
sonucunda, 20 mm ve Uzeri zon veren bitki
ekstraktlart icin seyreltilmis dozlardaki inhibisyon
etkileri belirlenmigtir. Seyreltilmis ekstraktlara ait
sonugclar incelendiginde, en dustk
konsantrasyonlarda etki gbsteren ekstraktin soguk
stkma ile elde edilen sarimsak ekstrakti oldugu
(%12.5-%25) ve konsantrasyonunun azalmasiyla
birlikte zon caplarinin belirgin sekilde azaldig
gozlenmistir. Cizelge 3’te ekstraktlarin azaltilmag
konsantrasyonlardaki inhibisyon etkileri

gosterilmektedir. Sekil 1°de 6rnek olarak secilen
farkh konsantrasyonlardaki sarimsak ekstraktinin,
L. monocytogenes’e  karst
verilmistir.

antimikrobiyel etkisi

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlardaki soguk sikma
sarimsak ekstraktinin L. wonocytogenes’e karst
antimikrobiyel etkisi
Figure 1. Antinicrobial effect of cold pressed garlic
extract at different concentrations against L.
monocytogenes
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Minimum inhibisyon konsantrasyonlart (MIK)
incelendiginde, en duastk inhibisyon
konsantrasyonlarinin ~ sarimsak  ekstraktinda
oldugu belitlenmistir. En yitksek MIK degerini ise
(%50), S. anreus’a karst muskat cevizi maserasyon
(metanol) ekstraktinin verdigi dikkati
¢cekmektedir. Farkli  bitkiler  kiyaslandiginda
sarimsak ekstraktinin % 12.5 minimum inhibisyon
konsantrasyonunda etkili olabildigi gézlenirken,
defne ekstraktlarinin ancak %25 seyreltilmis

gosterebildigi  belirlenmistir.  MIK  degetleri
acisindan en zayif etkiye, muskat cevizi metanol
ekstraktinin sahip oldugu gézlenmistir. Esansiyel
yaglarin ve ekstraktlarin minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin  incelendigi  ¢alismalar
(Pereira vd., 2007; Celikel ve Kavas, 2008; Sudjana
vd., 2009; Ekren vd., 2013) degerlendirildiginde,
mikroorganizmaya ve ekstraksiyonda kullanilan
yonteme bagli olarak MIK degerlerinin farklilik
gosterebildigi belirlenmistir.

konsantrasyonlarda

inhibisyon etkisi

Cizelge 3. Bitki ekstraktlarinin minimum inhibisyon konsantrasyonlari (%) ve zon ¢aplart (mm) (delge¢

capt déhil)

Table 3. Mininum inbibition concentrations of plant extracts (%o) and zone diameters(mm) (with puncher diameter)

Minimum Inhibisyon

Mikroorganizma Bitki Ekstrakti/ Yontem Konsantrasyonu(%) /zon ¢aplart (mm)
Microorganism Plant exctract/ Method Minimum inbibition concentration(%o) [ zone
diameters (mm)
B. subtilis Sarimsak / Soguk sitkma 12.5/ 14
Bibetiye / Maserasyon (Hegzan) 25/ 18
Defne cicek / Maserasyon (Metanol) 25/ 16
Stevia / Masetrasyon (Hegzan) 25/ 16
Corek otu / Maserasyon (Hegzan) 18.75 / 20
S. Enteritidis Sarimsak / Soguk stkma 12.5/ 20
S. Typhi Sarimsak / Soguk stkma 12.5 /18
L. monocytogenes Sarimsak / Soguk stkma 125/ 14
E. faecalis Sarimsak / Soguk stkma 25/ 14
Biberiye / Maserasyon (Hegzan) 25/ 14
Y. enterocolitica Sarimsak / Soguk sitkma 125/ 12
Defne ¢igek / Maserasyon (Metanol) 25/ 14
Cotek otu / Maserasyon (Hegzan) 25/ 18
Gunlik / Maserasyon ( Hegzan) 25/ 14
Defne / Maserasyon (Metanol) 25/ 14
S.aureus Sarimsak / Soguk sitkma 12.5 / 20
Biberiye / Maserasyon (Hegzan) 25/18
Stevia / Maserasyon (Hegzan) 25 /12
Corek otu / Maserasyon (Hegzan) 18.75 / 24
Gunlik / Masetasyon (Hegzan) 25/18
Defne / Maserasyon (Metanol) 18.75 / 22
Muskat cevizi / Maserasyon (Metanol) 50 /16
Defne cicek / Maserasyon (Metanol) 25/ 20
E. coli Sarimsak / Soguk sitkma 18.75 / 16
O 157:H7 Biberiye / Maserasyon (Hegzan) 18.75 / 20
C.jejuni Sarimsak / Soguk sitkma 25 /12
M. luteus Sarimsak / Soguk sitkma 25/ 26
Defne / Maserasyon (Metanol) 25/18
Stevia / Maserasyon (Metanol) 25 /12
Defne ¢igek / Maserasyon (Metanol) 25/18
Bibetiye / Maserasyon (Hegzan) 25/18
Gunlik / Masetasyon (Hegzan) 25/ 14
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Ekstrakt  Karigimlarinin  Antimikrobiyel
Etkisi

Calismada elde edilen cesitli  ekstraktlardan,
bireysel olarak en yiksek etki gosteren

ekstraktlarin farkli kombinasyonlart olusturulmus
ve antimikrobiyel etkileri belitlenmistir. Sonuglar
incelendiginde, mikroorganizmaya bagl olarak,
karisimlarin  sinerjik  etki  gOsterdigi, bazt
durumlarda ise antimikrobiyel etki gOsteren bitki

ekstraktlarinin birlikte kullaniminin
antimikrobiyel  etkiyi = ortadan  kaldirdigt
gorilmustir. Ucucu yag bilesenlerinin karisim
halinde  kullaniminin  antimikrobiyel  etkiyi
arttirdigt yapilan calismalarda (Cerit, 2008; Lee ve
Lee, 2010) belirtilmistir. Cizelge 4’te bitki ekstrakt
kombinasyonlarinin  mikroorganizmalara karst
antimikrobiyel etki denemesi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4. Bitki ekstrakt karisimlarinin antimikrobiyel etkisi
Table 4. Antimicrobial effect of plant extract combinations

Kartgimlar/ SE ST CJ] SA ML BS LM EF YE EC2 ECI
Combinations

S+B 24 24 18 30 30 22 24 22 34 22 24
S+D 24 22 12 32 30 22 26 16 20 22 24
S+B+D 22 18 24 24 28 20 20 22 24 20 20
B+D 0O 0 24 30 24 20 0 0 24 18 0
G+B 0O 0 20 24 20 18 0 14 18 22 0
G+D 0O 0 18 24 24 18 11 16 20 12 0
G+B+D 0O 0 20 28 22 20 0 12 16 16 0

S:Sarimsak soguk stkma, D:Defne ekstrakti, B:Biberiye ekstrakti, G:Giinlik ekstrakti

Bitki Ekstraktlarindaki Fenolik Maddeler

Bitki ekstraktlarindaki fenolik madde analiz
sonuglarina gore, sarimsak ckstraktinda gallik asit,
defne soguk maserasyon (metanol) ekstraktinda
basta rutin olmak tizere fenolik maddeler tespit
edilmis olup, bu maddelerin antimikrobiyel

etkiden sorumlu olduklari yapilan ¢alismalarda da
(Pereira vd., 2007; Sudjana vd., 2009., Muanda
vd., 2011) belirtilmistir. Cizelge 5te bazt bitki
ekstraktlarindaki fenolik maddeler verilmistir.

Cizelge 5. Bitki ekstraktlarindaki fenolik maddeler ve konsantrasyonlari (mg/kg)
Table 5. Phenolic substances and their concentrations in plant extracts (mg/ kg)

Bitki Ekstraktt
Plant extract

Fenolik Maddeler ve Konsantrasyonlari (ppm)
Phenolic compounds and concentrations (ppm)

Sarimsak (soguk stkma) Gallik asit (144.7 pp

Muskat cevizi (metanol)

m)

Siringik asit (25.7 ppm), Vanilin (21.3 ppm), p-kumarik asit (3.0 ppm), Ferulik

asit (14.1 ppm), Sinnamik asit ( 10.6 ppm)

Corek otu (hegzan)

Stevia (metanol)

Gallik asit, Luteolin (13.8 ppm), Apigenin (3.0 ppm), Karvakrol (195.3 ppm)
Gallik asit ( 23.8 ppm), Protokatesik asit ( 352.6 ppm), Rosmarinik asit (623.4

ppm), Karvakrol (94.9 ppm)

Ginlik yapragt (hegzan)
Biberiye yaprag: (hegzan)

Defne yapragi (metanol)

(44.1 ppm)
Detne gicek (metanol)

(104.3 ppm)
Turung kabugu (soguk stkma)

Zeytin yapragt (metanol)

Gallik asit ( 222.2 ppm), Protokatesik asit ( 27.3 ppm), Vanilin (3.3 ppm)
Siringik asit ( 0.2 ppm), Karvakrol ( 44.3 ppm)
Rutin (455.8 ppm), Ferulik asit (210.7 ppm), Kafeik asit (239.1 ppm), Luteolin

Rutin (2447.0 ppm), Ferulik asit (85.5 ppm), Kafeik asit (294.9 ppm), Karvakrol

Rutin ( 35.9 ppm), Eriodiktiol (1.8 ppm)
Oleuropein (2426.3 ppm), Hidroksitirosol (524.1 ppm), Apigenin (218.4 ppm),

Kuarsetin (145.7 ppm), Luteolin (92.4 ppm)
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SONUC

Bitkilerde bulunan pek c¢ok aktif bilesenin elde
edilmesinde  yaygin  olarak  kullanilan  ve
ekstraksiyon ortamina 1s1 verilmesini gerektiren
geleneksel damitma ve ekstraksiyon yontemleri,
sicaklik artislarinda kararsiz yapidaki bilesiklerin
kaybina sebep olabilmektedir (Biyiiktuncel, 2012;
Yaman ve Kuleasan, 2016). Benzer bulgular
yapilan farkli arastirmalarda bildirilmistir (Dulger
ve Goniiz, 2004; Sagdic ve Ozcan, 2003;
Benkeblia vd., 2014; Belguith vd., 2010). Séz
konusu  arastirmalarda, hidrodistilasyon ve
soksalet gibi 1sil islem uygulanarak elde edilen
ckstraktlarin antimkrobiyel etki yeteneklerinin, 1sil
islem uygulanmadan elde edilen ekstratlara kiyasla
daha disik sonuglar verdigi gorilmistir. Isil
islemin bitkilerdeki etken maddelere zarar
verebildigi (Kaya ve Ergonil, 2015; Siger vd.,
2008), ayrica ugucu bilesenlerin uzaklagabildigi, bu
nedenle sicaklik ve kimyasal uygulama igermeyen
ve ucucu olan bilesenlerin  kaybolmamasin
saglayan soguk stkma yOnteminin, ekstrakt elde
edilebilen bitkiler icin daha avantajli olabilecegi
distinilmistir.

Biberiye, defne gibi bitki ekstraktlarinin karigim
halinde uygulanmasinin antimikrobiyel etkiyi
arttirabildigi belirlenmigtir. Calismada elde edilen
sonugclara gore, bazt bitki ekstraktlarinin karigim
halinde kullanilmast durumunda antimikrobiyel
etkinin azalmasinin sebebi olarak, karisim halinde
uygulandiklarinda bireysel kullanim
durumlarindaki  MIK  degertlerinin  altindaki
degerlere diisilmus olmast ile iliskilendirilmistir.
Ayrica bitki ekstrakt karigimlarindaki  etken
bilesenlerin, birbitleriyle biyokimyasal etkilesime
girerek yapilarinin  degismesi ve ekstraktlarin
birbirlerinin pH’siu degistirebilecekleri,
dolaystyla mikroorganizmalar tizerinde bireysel

kullanimlarina gore bazi durumlarda
antimikrobiyel etkilerinin azalabilecegi
dustnilmektedit.

Soguk ekstraksiyon uygulamalart incelendiginde,
kullanilan ¢6zgenin c¢esitinin de antimikrobiyel
etki Uzerinde etkili oldugu belirlenmistir.
Bitkilerdeki hedef etken maddelerin polarite
(polar, apolar) oOzelliklerine gore, yontemlerde
kullantlan ~ ¢Ozgenlerin  polaritelerinin - uygun

olmasinin, ekstraksiyonda bu maddelerin eldesi ve
dolayisiyla  antimikrobiyel — etkinin  eldesinde
o6nemli bir kriter oldugu sonucuna ulasilmistir.
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oz

Bu calismanin amaci, Bursa’ya ait unutulmaya yiiz tutmus geleneksel bir gida olan Anjelika regelinin biyoaktif
bilesenlerini ortaya koyarak fonksiyonel ézelliklerini degerlendirmektir. Bu baglamda, farkli 6zitleme yontemlerinin
toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik madde ve toplam flavonoit madde miktarlarina olan etkisi ve  vitro sindirim
modeli ile bu biyoaktif bilesenlerin biyoerisilebilirligi de incelenmistir. Geleneksel yontemine gére tiretilen Anjelika regeli
%0.1 formik asit iceren %75 metanol, %00.5 asetik asit iceren %70 aseton ve %70 etanol ile 6zitlenmistir. Elde edilen
sonugclara gore biyoaktif bilesen miktarlari 6ziitleme yontemlerine gore farklilik gstermistir. Regelin toplam antioksidan
kapasitesi en fazla metanolik bazli 6zttiinden, DPPH, CUPRAC ve ABTS yontemleriyle sirastyla 21.7713.38 mg troloks
esdegeti (TE)/100 g kuru madde (KM), 69.97 £ 10.85 mg TE/100g KM ve 111.97 + 9.17 mg TE/100g KM olarak
elde edilmistir. Sonuglara gore, fenolik ve flavonoit madde miktart en fazla aseton bazli 6zitten sirastyla 12.10+0.55 mg
gallik asit esdegeri/100 g KM ve 10.48%0.63 mg rutin esdegeri/100 g KM olarak elde edilmistir. Ayrica, recellerin
bagirsakta sindirimi neticesinde elde edilen toplam fenol miktari ve toplam antioksidan miktarlarinda (DPPH
metoduyla) artts gbzlenmistir.

Anahtar kelimeler: Anjelika, regel, biyoaktif bilesen, gelencksel gidalar, antioksidan kapasite

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC COMPOUND, ANTIOXIDANT CAPACITY
OF THE TRADITIONAL ANGELICA JAM AND THEIR BIOACCESIBILTY WITH IN
VITRO DIGESTIVE MODEL

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the functional properties of Angelica jam, a traditional food produced in
Bursa, by revealing its bioactive components. In this context, the effect of different extraction methods on
total antioxidant capacity, total phenolic and total flavonoid contents and bioavailability of those bioactive
components with the iz vitro digestion model were also investigated. For this purposes, Angelica jam produced
according to its traditional method was extracted with three different solvents including 75% methanol
containing 0.1% formic acid, 70% acetone containing 0.5% acetic acid, and 70% ethanol. According to the
analytical results, the antioxidant capacity of the jams changed with extraction methods and the samples
extracted by methanolic solvent showed more antioxidant capacity using DPPH, CUPRAC and ABTS
methods, as 21.7713.38 mg TE/100 ¢ DM, 69.97 £10.85 mg trolox equivalent (TE)/100 g dry matter (DM),
and 111.97£9.17 mg TE/100 g DM, respectively. Moreover, the highest amount of phenolic and flavonoid
contents were obtained from acetone-based extracts as 12.1010.55 mg gallic acid equivalent/100 g DM and
10.4810.63 mg rutin equivalent/100 g DM, respectively. Increased total phenol content and total antioxidant
levels (by DPPH method) were observed as a result of intestinal digestion of the jam.

Keywords: Angelica, jam, bioactive compounds, traditional foods, antioxidant capacity
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GIRIS
Kiltirel mirasin bir parcast olan geleneksel
gidalar, bir yérenin iklimi, cografyasi, geleneksel
gida isleme yOntemleri ve beslenme bigimleri
hakkinda bilgi veren 6nemli degerleridir. Nesilden
nesile aktarilarak kiltiirel bir miras haline gelen
geleneksel gidalar saglikli ve lezzetli olmalarinin

yaninda,  bulunduklart  bélgenin  ihracat
potansiyelini artirarak bolge ekonomisine katki
saglamaktadir  (Trichopoulou  vd.,  2000).

Turkiye’nin zengin meyve ve sebze cesitliliginin
bir sonucu olarak, geleneksel gidalari arasinda
receller de bulunmaktadir. Anjelika (melek otu)
receli, Bursa’ya ait unutulmaya yiz tutmus
geleneksel trtinler arasinda siralanmistir (Kog ve
Yolct Omeroglu, 2019).

Turk Gida Kodeksi (TGK) Regel, Jéle, Marmelat
ve Tatlandirlmis Kestane Piresi Tebligi'nde
regeller; regel, ekstra recel, geleneksel recel ve
ckstra gelencksel recel olmak tzere dort farklh
grupta stniflandirmaya tabi tutulmustur (Anonim,
2000). TGK’ne gore ekstra geleneksel regel, en az
%068 oraninda ¢O6zinir kuru madde ve %45
oraninda meyve icermektedit. Ko¢ ve Yola
Omeroglu (2019), geleneksel Anjelika regelinin
fizikokimyasal ve duyusal O6zelliklerini ortaya
koymus ve mevzuatta belirtilen kriterlere
uygunluk  gbsterdiginden  dolayt  “ekstra
geleneksel” sinifinda yer aldigini kanitlamustir.

Anjelika receli, Uludag’in essiz bitki 6rtiistinde
nadir bulunan bir bitki olan _Angelica sylvestris
govdesi (melek otu) ile dretilmektedir (Akkor,
2009). Maydonozgiller familyasinin bir tiyesi olan
Angelica sylvestris, uzunlugu 2 m’ye yaklasan ¢ok
yillik bir bitkidir. .Angelica sylvestris genellikle sulak
alanlarda, nemli ve golgeli yerlerde yetismekte
olup Avrupa ve Asya’nin iliman ilkelerinde
gorilmektedir. Cicekleri actk formda ve ¢ok
katmanl semsiye seklinde olan bu bitkinin
yapraklari, yesilimsi veya beyaza yakin tozpembe
renktedir (Stpiczynska vd., 2015). Bu familyanin
Turkiye’de yetisen iki ¢esidinden biri olan Angelica
sylvestris endemik bir tlr olarak bilinmektedir ve
Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Bélimii
Herberyumu'nda 26232 sayt ile kayit altina
alinmistr (Daskin ve Kaynak, 2012).

Uzak Dogu basta olmak tizere pek ¢ok tlkede
geleneksel tipta  kullantlan  _Angelica  sylvestris;
bronsit, astim, grip ve solunum, vaskiler ve
sindirim  sistemlerinde gorilen  hastaliklarin
tedavisinde antibakteriyel ajan gérevi gérmektedir
(Stankovic vd., 2016). Gida ve ila¢ olarak
kullantminin yani sira Avrupa’da kadinlar icin bir
besin takviyesi olarak da kullanildigs bilinmektedir
(Wei vd., 2016). Antioksidanlar, serbest radikalleri
noétralize ederek oksidasyonu engelleyen ve bu
sayede bagisiklik ve sinir sistemi ile kalp damar
hastaliklarinda koruyucu etkileri olan biyoaktif
maddelerdir.  Stankovic vd. (2016) yaptg:
calismada Angelica sylvestris'in antioksidan bilesikler
icerdigini ortaya koymustur. Angelica cinsinin
cesitli tlrlerinde ve ayni zamanda Apiasceae
(maydanozgiller) familyasinda goriilmekte olan
kumarinler, steroller ve fenolik asitler hakkinda
kapsamli calismalar mevcuttur (Wei vd., 2016).
Antioksidan bilesiklerin analizleri icin etkin bir
sekilde spektrofotometrik ve kromatografik
yontemler kullaniimaktadir (Rice-Evans vd., 1997;
Apak vd., 2004; Kumaran ve Karunakaran, 2000;
Kamiloglu, 20192). Bu yontemlerin ik
asamasinda, bu bilesenlerin numuneden etkin bir
sekilde oziitlenmesi gerekmektedir. Oziitleme
¢ozlcust, sicaklik, kati-stvi orani ve partikil
buytukligi, Ozitleme islemini etkileyen 6nemli
parametrelerdir (Qu vd., 2010).

Gidayla alinan  biyoaktif bilesenlerin  saglik
tzerindeki etkilerini gdsterebilmeleri igin; yeme
sonrasinda gida matriksinden serbest birakilmast,
mide-bagirsak sisteminde biyoerisilebilir olmast
(gtda matriksinden salinim ile daha sonraki alim ve
emilim i¢in elverisli olan form) ve etki gésterecegi
hedef bolgeye ulagsmast, yani bir baska deyisle,
biyoyararli olmasi gerekmektedir (Manach vd.,
2005). Gida ve beslenme arasindaki iliskinin
anlagilabilmesi  i¢in  saglik ile ilgili gida
bilesenlerinin biyoyararliliklarinin ve
biyoerisilebilirliklerin degerlendirilmesi 6nemlidir
(Fernandez-Garcia vd., 2009). Bu baglamda, insan
sindirim sistemini simiile eden z vitro yontemler;
hizli ve giivenilir olmalari, uygulama kosullarinin
standardize edilebilir olmasi ve (i vivo yontemler
icin bir dezavantaj olan) etik kurallar nedeni ile
kisitlamalarin  olmamasi gibi avantajli yonleri
sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (You vd.,
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2010). Regel yapmminda meyvelere uygulanan
kesme, ezme (parcalama) ve kaynatma (isil islem
uygulamast) prosesleri, farkli antioksidan grubu
bilesenler agisindan zengin bilesenlerin (meyve,
baharat, limon suyu, vb.) birlikte kullanimi, seker
lavesi gibi, biyoerisilebilirlik ve biyoyararlilik
tzerine etkili olabilecek, cok sayida faktSr bir
arada bulunmaktadir (Kamiloglu vd., 2015;
Tomas vd., 2017).

Osmanli déneminde macun yapiminda kullanilan
bu bitki ve regeli glnimizde pek fazla
bilinmemektedir. Bu  baglamda, literatiire
bakildiginda _Angelica sylvestrisin  antimikrobiyal
(Canlt vd., 2016), fizikokimyasal ve duyusal
zellikleri (Kog ve Yolet Omeroglu, 2019) ile ilgili
calismalarin  oldugu; fakat bu bitkinin gdvde
kismindan dretilen gelencksel regelin biyoaktif
bilesen miktarinin ve bunlarin
biyoerisilebilirliginin tanimlanmadigt
gorilmistir. Bu ¢alismadaki amacimiz; Bursa’da
geleneksel olarak tretilen ancak unutulmaya yiiz
tutmus Anjelika recelinin igerdigi biyoaktif
bilesenlerini tanimlamak (toplam antioksidan,
toplam fenol ve toplam flavonoit olarak), farkls
oziitleme yontemlerinin  biyoaktif bilesenlerine
olan etkisini ve standartlagturilmis iz vitro
gastrointestinal sindirim modeli kullanarak bu
bilesenlerin biyoerisilebilirligini incelemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Recel Uretimi ve Numune Hazirlama
Anjelika receli, Bursa’da bulunan tek yerel
treticisinin (Ulus Pastanesi) yillardir stiregelen
geleneksel formiiliine uygun olarak uretilmistir.
Regelin - hammaddesi  olan _Angelica  sylvestris,
Uretimin yapidigt 2017 yiin  Mayis-Haziran
aylarinda Uludag’in eteklerindeki dag koylerinde
yasayan ciftciler tarafindan el ile hasat edilerek,
recel Uretiminde kullanmilan govdeleri, kék ve
ciceklerinden ayrilmis bir sekilde politiretan
torbalarda 1-2 gin icerisinde ulastirilmustir.
Govde kisimlarindaki ince kabuklar ayrilip, yiiziik
seklinde (yaklagtk 30 mm c¢apinda ve 10 mm
kalinliginda) kesilip recel Uretimine hazir hale
getirilmistir. Seker ve su 2:1 (w/w) oraninda,
surup elde etme amaciyla acik kazanda kaynamaya
(koyulastirma) brrakilmistir. Bu sirada seker ile
agirlikca aynt miktardaki bitki de eklenerek regel

kivamt elde edilinceye kadar kaynatma devam
ettirilmistir. Kaynatma (koyulastirma) islemi
sonlandirilmadan 6nce regele asit ilavesi olarak
sitrik asit (1 kg regele 1 g olacak sekilde)
eklenmistir. Son agamada cam kavanozlara sicak
dolum yapilip, kapagt kapatildiktan sonra ters
cevirilerek sogumaya birakilmistir (Akkor, 2009).
Sekil 1°de Anjelika recelinin geleneksel tiretim akis
semast yer almaktadir.

Bu c¢alismada kullanddan  Anjelika  regelinin
tizikokimyasal ve duyusal Ozelliklerini Kog ve
Yolet  Omeroglu  (2019)  yaptiklart  ¢alisma
sonucunda ortaya koymustur. Yapilan ¢alismada,
Anjelika regelinin meyve agirligt oraninin %45.83,
pHmin 3.72 ve refraktrometre ile tayin edilen
suda ¢Ozinur kuru madde miktarmnin %72.24
oldugu belirtilmistir. Uretilen receller analizler
gerceklesene  kadar 4 °C’de  buzdolabinda
muhafaza edilmistit. Analizlerden 6nce, recel
numuneleri degirmen (IKA, Almanya) yardimiyla
stvt azot igerisinde ince bir toz halinde 6glitilmus
ve analizlere kadar -80°C' de muhafaza edilmistit.

Kimyasallar

Analizlerde kullanilan tim kimyasallar analitik
saflikta olup Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)
ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan
temin edilmistit. Tum analizlerde damitik su
cihazindan elde edilen damittk su kullandmigtir
(TKA GenPure).

Sindirilmemis Numunelerin Oziitlenmesi

Geleneksel olarak tretilen Anjelika regelinden
antioksidan  bilesiklerin  dogru  bir  sekilde
Ozitlenebilmesi i¢cin A-metanol:formik asit:su
(75/0.1/24.9, v/v) (Capanoglu vd., 2008), B-
etanol:su(70:30, v/v) (Perk vd., 2016), C-
aseton:asetik asit:su (70:0.5:29, 5, v/v) (Kamiloglu
vd., 2015; Kamiloglu, 2019a), C-etanol:su (70:30,
v/v), olmak tizere 3 farkli yontem kullanilmigtir.
1.00£0.01 g toz halinde 6gitilmils numune
uygun bir behere alinarak tizerine 5 mL 6ziitleme
¢ozeltileri eklenmis, 1 dakika vortekslendikten
(IKA VorteksGenius 3, IKA®-
WerkeGmbH&CO.KG, Almanya) sonra 15
dakika su banyosunda (Memmert/WNB 22,
Almanya) bekletilmigtir. Daha sonra 5000 rpm,
4°Cde 10 dakika santrifij (Sigma 2-16PK,
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Almanya) edildikten sonra st faz temiz bir falkon
tipline aktarlarak, dibe ¢oken kalintiya tekrar 5
mlL 6zitleme ¢ozeltisi ilave edilmis ve ilk asamada
yaplan islemler tekrarlanmistir.  Birlestirilen
Ozutler analize kadar falkon tiipl igerisinde

-20°C’de  saklanmustir.  Her bir  6ziitleme
yonteminden elde edilen 6zitlerin  toplam
antioksidan kapasite, toplam fenolik ve toplam
flavonoit madde miktarlar1 spektrofotometrik
olarak Slctlmustir.

temini

Angelica sylvestris govdesi (melek otu)

U

Yikama ve kabuk soyma

g

Yiiziik seklinde dograma
(3 cm capmda. 1 cm kalinligr)
(1:1 w/w. seker-bitki)

Surup 6n pisirme
(2:1 w/w, seker-su)

iy

!

Pisirme (A¢ik kazanda; regel kivamina gelene kadar)/Koyulastirma

i}

Sitrik asit ilavesi

L

Sicak dolum ( 370ml’lik cam kavanoz)
ve kapak sterilizasyonu

!

Sogutma (20°C)

. &

Sekil 1. Anjelika regeli (Baser, 2014; Kog ve Yolct Omeroglu, 2019).
Figure 1. Angelica jam (Bager, 2014;Ko¢ and Y olei Omerggln, 2019).
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In vitro Gastrointestinal Sindirim Modeli

In vitro gastrointestinal sindirim icin, Minekus vd.
(2014) tarafindan ilgili fizyolojik kosullara uygun
olarak gelistirilerek standart hale getirilmis 7 vitro
sindirim modeli uygulanmistir. Bu model, agiz,
mide ve ince bagirsaktaki sindirimi simiile eden ¢
asamadan olugmaktadir. Tum bu asamalarin
detaylar1 Kamiloglu (2019b) tarafindan detaylt
olarak ele alinmustir. Birinci basamakta, agizdaki
sindirimi ~ simtle etmek icin, 5.00£0.01 ¢
ogutilmis numune, tikarik stvist  (degisik
derisim ve hacimlerde karstirllan potasyum
klortir, =~ monopotasyum  fosfat,  sodyum
bikarbonat, magnezyum kloriir hekzahidrat,
amonyum karbonat ve hidroklorik asitten
olusmaktadir; pH 7.0), a-amilaz enzimi, kalsiyum
kloriir ve damitik su ile karistirilarak 37°C’deki
calkamali su banyosunda 2 dakika siire ile inkiibe
edilmistir. Tkinci basamakta, midedeki sindirimin
simiilasyonu i¢in, ag1z sindirimi simiilasyonundan
alinan numune, mide stvist (degisik derisim ve
hacimlerde  karistilan  potasyum  Kkloriir,
monopotasyum  fosfat, sodyum bikarbonat,
sodyum klortir, magnezyum kloriir hekzahidrat,
amonyum karbonat ve hidroklorik asitten
olugmaktadir; pH 3.0), pepsin enzimi ve kalsiyum
Klorir ile kanstirlarmus ve pH degeri hidroklorik
asit ile 3.0 degerine ayarlanmigtir. Sonrasinda
37°C’deki calkamali su banyosunda 2 saat stire ile
inkiibe edilmistir. Uglinci basamakta, bagirsak
sindiriminin simiilasyonu icin, mideden gelen
numune, bagirsak sivist (degisik derisim  ve
hacimlerde  karstirilan  potasyum  kloriir,
monopotasyum  fosfat, sodyum bikarbonat,
sodyum kloriir, magnezyum klortr hekzahidrat ve
hidroklorik asitten olusmaktadir; pH 7.0),
pankreatin enzimi, safra ve kalsiyam klorir ile
karstirilmis ve pH degeri sodyum hidroksit ile 7.0
degerine ayarlanmugtir. Bagirsaktan emilen ve
atilan kisimlarin ayrt ayrt gézlemlenebilmesi i¢in
bagirsak  swvilart  eklendikten sonra  diyaliz
posetlerinin igerisine 20 mL. NaHCOj; ¢6zeltisi
konularak diyaliz posetleri bagirsak stvisinin
bulundugu behere konmustur (beherden diyaliz
posetlerine gegen kisim bagirsaktan emilen kismi-
IN, beherde kalan kisim ise bagirsaktan atilan-
OUT kismt1 temsil etmektedir). Bagirsak stvilarinin
ve diyaliz posetlerinin icinde bulundugu beher
37°C’deki calkamali su banyosunda yine 2 saat

stire ile inkiibe edilmistir. Ag1z, mide ve bagirsak
sindirimi (emilen ve atillan ayr1 ayri) agsamalarindan
sonra 2 mL numuneler almnarak pH’lart 2’ye
ayatlanmis ve +4°C sicaklikta 23000 g hizinda 5
dk santrifiijlenmis ve Ustte kalan sivi kisim analiz
edilmek iizere toplanmustir. Bu numunelerde
toplam antioksidan kapasite, toplam fenol ve
flavonoit analizleri spektrofotometrik yontemlere
dayanarak gerceklestitilmis ve sindirim sonrast
numuneler i¢in elde edilen degerler, baslangic
recel numuneleri (sindirime ugramamis) icin elde
edilen degerler ile karsilasurlmistir.  Bu
karsilastirmalar ile sindirimin ag1z, mide ve
bagirsak asamalarindan sonra, orijinal regel
numunelerindeki biyoaktif bilesenlerin etkinligin
ne oranda korundugu, yani ne kadarinin
potansiyel olarak biyoerisilebilir (%) oldugu
degerlendirilmistir.

Spektrofotometrik Analizler

Numunelerin toplam antioksidan kapasitesinin
tayini icin 3 farkli yontem kullantlmistir. Bu
yontemler, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil),

CUPRAC  (Bakir indirgeyici  Antioksidan
Kapasitesi)y ve  ABTS  (2,2-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid)  olarak

belitlenmistir.

CUPRAC yoéntemi icin (Apak vd., 2004), 100
ullik ozitlenmis numuneler tipe konulmus,
daha sonra sirasiyla, 1 mL 10 mM CuCl..2H>O
¢ozeltisi, 1 mL 7.5 mM Neocuproine ¢ozeltisi, 1
mL 1 M amonyum asetat (pH=7) ¢ozeltisi ve 1
mL su ilave edilmistir. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra spektrofotometre (Shimadzu
UV-1700, Tokyo, Japonya) ile 450 nm’de kére
karst Slctilmustir. Farkli derisimlerde hazirlanan
trolox  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) (10-800 ppm) varliginda Cuprac
¢Ozeltisinin absorbansindaki degisimin
Olclilmesiyle bir trolox kalibrasyon egrisi elde
edilmis olup (Rz> 0.996) sonuglar mg TE/100g
KM olarak ifade edilmistir.

ABTS yoéntemi i¢in, 220 mg ABTSnin 200 mL
suda ¢ozilmesiyle elde edilen ABTS ¢6zeltisi, 38
mg potasyum perstlfatin 2 mL suda ¢6ziilmesiyle
elde edilen potasyum persiilfat ¢ozelti ile muamele
edilmistir (Rice-Evans vd., 1997). Karisim oda
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sicakliginda ve karanlik ortamda bir gece (12 saat)
koyu mavi renk olusana kadar bekletilmistir. Koyu
mavi renkli bu ¢ozelti, 0.05 M fosfat tampon
¢ozelti (pH 8.0 kullanilarak) absorbans 734 nm’de
0.910.05 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra
100 pL o6zitlenmis numune ile seyreltilmis
¢ozeltiden 1 ml (ABTS c¢ozeltisi) alinarak
karistirilmis  ve 1 dk  bekletildikten sonra
absorbans degeri spektrofotometre ile 734 nm’de
Olcilmustar. Farklt derisimlerde hazirlanan trolox
(10-800 ppm) wvarliginda ABTS ¢6zeltisinin
absorbansindaki degisimin dl¢tilmesiyle bir trolox
kalibrasyon egrisi elde edilmis olup (R2> 0.990)
sonuclar mg TE/100g KM olarak ifade edilmistir.

DPPH yontemi igin, gerekli seyreltmeler
yapildiktan sonra tiplere konulan 100 pL. numune
Ozitine ya da standarda 2 mL. 0.1 mM DPPH
(1,1-difenil-2-  pikrilhidrazil) ilave edilmistir
(Kumaran ve Karunakaran, 2006). Vorteksleme
ve 30 dk oda sicakhiginda karanhkta bekletme
sonrasinda spektrofotometre ile 517 nm’de saf
suya karst absorbanslar okunmustur. Farklt
derisimlerde hazirlanan trolox (10-800 ppm)
varliginda DPPH ¢6zeltisinin  absorbansindaki
degisimin OSlciilmesiyle bir trolox kalibrasyon
egrisi elde edilmis (R?> 0.996) olup, sonuglar mg
TE/100g KM olarak ifade edilmistir.

Toplam fenolik madde analizinde yaygin olarak
kullanilan Folin-Ciocalteu yontemi (Velioglu vd.
1998) kullanilmugtir. Buna gore; 100 upL
Ozutlenmis numune tzetine %10°luk 0.75 mlL
Folin-Ciocalteu  reaktifi — eklenmis, 5 dk
bekletildikten sonra bu karisima 0.75 mL (%6’l1k)
doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek
vortekslenmigtir. Elde edilen karisim oda
sicakliginda 90 dk karanlikta bekletildikten sonra
olusan rengin absorbanst spektrofotometrede 725
nm’de okunmustur. Farkli derisimlerde hazirlanan
gallik asit (10-800 ppm) varliginda absorbansin
Olctlmesiyle bir gallik asit kalibrasyon egrisi elde
edilmis olup (R?> 0.996) sonuglar mg GAE (gallik
asit esdegeri)/100g KM olarak ifade edilmistir.

Toplam flavonoit madde igerigi, kolorimetrik
olarak Kim vd. (2003)’nin y6ntemine gdore
belirlenmistir. Bu yonteme gére; 1 mL 6zitlenmis
numune gerekli seyreltimler yapildiktan sonra

tiplere konulmustur. Kronometre ile siire
baslatilip oda sicakliginda sirastyla 0.3 mL %5’lik
NaNO; (t=0 dk aninda), 0.3 mL %10’luk AlCls
(t=5 dk aninda) ve 2 mL 1M NaOH (t=6 dk
aninda) ilave edilmistir. En son 2.4 mL su ilave
edilerek vortekslenmis ve spektrofotometre ile
510 nm’de absorbansda okunmustur. Farkli
derisimlerde hazirlanan rutin  (10-800 ppm)
varliginda absorbansin  Slctilmesiyle bir rutin
kalibrasyon egrisi elde edilmis (R?> 0.996) olup
sonuglar mg RE (rutin esdegeri) /100g KM olarak
ifade edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Geleneksel ~ Anjelika  regelinin = biyoaktif
Ozelliklerini incelemek icin analizler sonrasinda
elde edilen degerler istatistiksel teknikler

kullamilarak yorumlanmistir. Calisma kapsaminda
her deneme (uretim, 6zitleme, biyoerisilebilirlik
modeli, spektrofotometrik analizler) 3 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler
SPSS istatistik programt (versiyon 23.0, SPSS,
Chicago, 1L, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.
Karsilastirmalar  tek  yonlii  varyans  analizi
(ANOVA) ve ardindan Tukey ¢oklu-karsilastirma
testi yapilarak P< 0.05 anlaml kabul edilmistir.
Korelasyon katsayiart (R?), Microsoft Office
Excel 2011 yaziimi (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, ABD) kullanilarak hesaplanip
veriler ortalama * standart sapma olarak rapor
edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Farkli Oziitleme Yontemlerinin Etkisi
Fizikokimyasal 6zellikleri Kog ve Yolct Omeroglu
(2019) tarafindan ortaya konulmus olan Anjelika
recelinin antioksidan bilesenlerinin sindirilmemis
recel numunelerinden  etkin  bir  sekilde
Ozitlenebilmesi icin metanol, etanol ve aseton
bazli t¢ farkll ¢6zgen kullandmustir. Her bir
Ozitleme yo6nteminden elde edilen 6zitlerle
yapilan analizlere ait sonuglar Cizelge 1°de
sunulmustur.

Toplam antioksidan kapasite analizi icin
gerceklestirilen ABTS ve DPPH metanolik ve
etanolik bazli 6zitlemeler arasinda istatistiksel
olarak fark olmadig (P > 0.05) fakat aseton
Ozutleme ile elde edilen sonucun bunlardan daha
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dustik citktigt ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu (P < 0.05) gbrillmustiir.
CUPRAC metodunda etanol ve aseton bazl
Ozitleme yontemleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmadigi (P> 0.05) ve metanolik bazli
Ozitlemenin bunlardan farkh olarak en yiiksek
degeri verdigi gbrilmustir. Toplam fenolik
madde analizinde ise 3 O6zlitleme metodu da

istatistiksel olarak anlamli derecede birbirinden
farkli olup (P< 0.05), en fazla fenolik madde
aseton bazli 6ziitleme yontemi ile elde edildigi, en
az fenolik madde miktar1 ise metanol bazl
Ozitlemeden elde edildigi gbzlenmistir. Benzer
gozlemler flavonoit madde miktarinda da
gozlenmistir. Ancak en az flavonoit maddenin
etanolik 6zlitlemeden elde edildigi gézlenmistir.

Gizelge 1. Farkli 6ziitleme yontemlerinin Anjelika recelinin toplam antoksidan kapasitesi, toplam
fenolik ve toplam flavonoit madde miktarlart tizerine etkisi
Table 1. The effect of different extraction methods on total antioxidant capacity, total phenolic and total flavonoid
contents of Anjelica jam

Oziitleme yéntemi
Extraction method

Metanol (A) Etanol (B) Aseton (C)
(metanol:formikasit:su) (etanol:su) (aseton:asetikasit:su)
(75:0.1:24.9 viv) (70:30 v:v) (70:0.5:29.5 v:v)
Methano! (A) Ethanol (B) Aseton (C)
(methanol:formic acid:water) (ethanol:water) (aseton:formic acid:water)

Toplam Antioksidan Kapasite (mg TE/ 100 g KM)- Total Antioxidant Capacity (mg TE/ 100 g DM)

ABTS 111.97£9.17» 110.5319.882 96.71+£10.13b
CUPRAC 69.97£10.852 43.43%5.98> 46.43£6.40>
DPPH 21.77£3.382 19.49+2.11 7.61£1.03b

Toplam Fenol Madde Miktart (mg GAE/ 100 g KM)- Total Phenolic Content (mg GAE/ 100 g DM)

6.33£1.09¢ 10.20£1.44b 12.10£0.552

Toplam Flavonoit Madde Miktari (mg RE/100 g KM)-Tozal Flavonoid Content (mg RE/ 100 g DM=

3.87+0.73b

2.59+0.35¢ 10.4810.632

Satir boyunca verilen tst simgeler 6rnekler arasinda anlamli farklilik oldugunu géstermektedir (P <0.05).
Different letters in the same column are significantly different (P <0.05).

Biyoaktif  bilesenleri  etkin  bir  sekilde
ozitleyebilecek ¢ozgenler her gida icin farklidir
(Demir vd., 2019). Bu nedenle gidalarin bilesimine
gbre en uygun Ozitleme solventi segilmesi
gerekmektedir. Ayrica 6zitlenecek  biyoaktif
bilesene uygun polaritedeki ¢bzlici se¢mek
gerekmektedir. Ornegin, sulu aseton ¢ozgeni
Ozellikle yiiksek molekiler agirliklt polifenollerin
ozutlenmesinde etkilidir (Ttrkyilmaz vd., 2017).
Oziitleme ¢oziiciileri, ¢oziiciilerin polaritesindeki
farkldiklardan  dolayt bu ¢alismada toplam
antioksidan ~ maddelerin,  toplam  fenolik

maddelerin  ve toplam flavonoit maddelerin
numunelerden 6zitlenmesi tzerinde 6nemli bir
etki gbstermigtir. Literatiire paralel olarak (Demir
vd., 2019) %75 metanol/ %0.1 formik asit/%:24.9
su Ozitleme yoOntemiyle analiz edilen recel
numunelerinin daha fazla antioksidan aktivite
gosterdigi  gbrilmustir. Dogan  vd. (2014),
yaptiklart calismada farkli 6zitleme ¢6zgenleri ile
hazirlanan numunelerin fenolik madde miktarinin
istatistiksel olarak birbirlerinden farkli oldugunu
ve en ylksek etkinligin metanol ile Oziitleme
yonteminde goruldigini tespit etmislerdir.
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Ancak yaptgimiz ¢alismada, toplam fenol ve
flavonoit analizlerinde en yiksek sonucu aseton
bazli 6zitleme yoéntemi vermistit. Bu durum,
numunelerin icerdigi fenoliklerin c¢esidine baglt
olmast ile agiklanabilir. Ancak ayni 6zilitleme
yontemiyle tim  biyoaktif madde analizi
gerceklestirilebilecegi icin bir sonraki ¢aligmalarda
metanolik bazli Gziitleme yOnteminin tercih
edilmesi 6nerilebilir.

Toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik
madde ve toplam flavonoit madde miktari
Anjelika regelinin metanolik bazli 6zitlemesi
sonucunda sindirilmemis numunelerin
antioksidan kapasitesi ABTS, CUPRAC ve DPPH
yontemiyle strastyla 111.97£9.17 mg TE/100 g
KM, 69.97£10.85 mg TE/100 g KM ve
21.77%3.38 olarak bulunmustur (Cizelge 1). En
yiksek antioksidan kapasite sonucu ABTS
yontemi ile elde edilmistir. Antioksidan kapasite
analizleri sonucunda ABTS metodunun en yiksek
degeri vermesinin ABTS metodunun, hem sulu
radikallerin hem de lipit peroksil radikallerinin
antioksidan  kapasitelerini  Slgebilmesinden
(Tarkyilmaz vd., 2017) ve ABTS radikalinin genis
bir pH araliginda kararliik (Biyiiktuncel, 2013)
gostermesinden  kaynakli  oldugu  tahmin
edilmektedir. DPPH radikali sadece organik
ortamda ¢6zlntp (6zellikle alkol ortaminda), sulu
ortamda ¢6zlinemedigi icin hidrofilik
antioksidanlarin analizinde 6nemli  bir
sintrlamadir. Kiglk molekiller radikale daha
kolay ulasacagindan, daha yitksek antioksidan
kapasite ~ degerlerine  sahiptirler. Tiyol tipi
antioksidanlart okside etmek i¢in hizlt bir ydntem
olan CUPRAC reaktifinin daha dustik elektrot
potansiyeline sahip olmast nedeniyle, girisime
neden olacak basit sekerler ve sitrik asit bu
reaktifle okside olmazlar (Buyiiktuncel 2013). Bu
da regel gibi sekerli matrikslerde glivenilir sonug
alinmasint saglamaktadur.

Bilesiklerin antioksidan kapasitelerini belirlemede
kullantlan ~ ¢esitli  analittk yOntemlerde  bir
antioksidan, segilen bir dl¢me yontemi ile yitksek
antioksidan kapasite gOsterirken, ayni
antioksidanin diger bir yontemle daha disiik bir
aktivite  gOsterebildigi  literatiirde  yer
calismalarda da gorilmistir (Gildiken vd., 2016,

alan

Tomas vd., 2017). Dolayistyla literatiirde yapilan
onceki calismalarda g6z Ontne alindiginda,
gidalarda antioksidan kapasite Slctimiinde farkls
prensiplere  sahip  birden fazla metodun
uygulanmast gerektigi sonucuna varilmustir.

Anjelika recelinin metanolik bazli 6ziitlenmesi
sonucunda sindirilmemis numunenin toplam
fenolik madde ve flavonoit madde miktar
sirastyla 6.3311.09 mg GAE/100 ¢ KM ve
3.8710.73 mg RE/100g KM olarak tespit
edilmistir. Stankovic vd. (2016) geleneksel sifalt
bitkilerin ~ antioksidan =~ ve  antibakteriyel
Ozellikleriyle ilgili yaptklart calismada, Angelica
sylvestrisin polifenol ve flavonoit iceriginin diger
bitkilere gére daha disiik ¢iktigint belirtmislerdir.
Bununla bitlikte; recel ve marmelat islenmesi
sirasinda  hiicre  yapisinin - bozulmast  ve
hammaddenin enzimatik olmayan oksidasyona
yatkin hale gelmesinden dolay: fenolik bilesenlerin
azaldigint  belirten calismalar da literatiirde
mevcuttur (Tomas vd., 2017).

In vitro gastrointestinal sindirim modeli

In vitro  gastrointestinal sindirimin  Anjelika
recelinin biyoaktif bilesen madde icerigi tzerine
etkileri Cizelge 2’de verilmistir.

Anjelika regelinin toplam fenol ve flavonoit
miktarina, agiz  sonrast  sindirimin  etkisi
incelendiginde, toplam fenol miktarinin ihmal
edilebilir diizeyde degistigi (%1.5) ve toplam
flavonoit miktarlarinin %44 arttug gézlenmistir.
Bu durum; digsik miktarlarda gerceklestirilen
Olcimlerin  dogal hatast olarak agiklanabilir.
Toplam  antioksidan  kapasitesine  etkisi
incelendiginde ise, agiz sonrasi sindiriminden
sonra  Olgiillen  antioksidan  kapasitesinin
sindirilmemis numunenin antioksidan
kapasitesine oranla %100’e varan oranda dusiik
ctktgl  gozlenmistir.  Kamiloglu  (2019a) bu
durumu ag1z sindirimi icin uygulanan inkiibasyon
stresinin (2 dk) bu bilesenlerin gida matrisinden
salinimi i¢in yeterli olmadigt seklinde agiklamugtir.
Dolayistyla, 2 saatlik bir inkiibasyon gerektiren
mide sindirim modeli siiresince, ortam pH’st ve
enzimlerin etkisiyle toplam fenol, flavonoit ve
DPPH ile olgtlen toplam antioksidan kapasite
miktarlarinda, sindirilmemis numunenin
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degerlerine  goére fazla artis  gézlenmistir.
Kamiloglu (2019b) bu durumu mide sindirimi
strasinda  gidadan  gegen fenolik  Oziitleme
isleminin etkin bir sekilde devam ederken
stabilitesini de korumasina baglamaktadir. Ayrica
literatirde (Dogan vd., 2014), Folin-Ciocalteu
metodunun fenolik bilesenler yaninda; askorbik
asit, sitrik asit, basit sekerler ve bazt amino asitler
gibi indirgen bilesenleri de Slgerek, toplam fenolik
madde iceriginin gercek degerinden fazla
Olctilmesine neden oldugu belirtilmigtir. Bu da
spektrofotometrik ~ yontemlerin  yaninda bu
calismalarin kromatografik analizlerle
desteklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Biyoaktif  bilesenler, bagirsakta gerceklesen
sindirim siresinin yeterli olmasi sonucunda,

ortamda bulunan stvilar  ve enzimler ile
parcalanarak aciga ctkmaktadirlar (Tamer, 2018),
dolayistyla bu  bilesenlerin  toplam antioksidan
degerlerinin (ABTS ve CUPRAC) ve toplam fenol
miktarlarinin, mide sonrast sindirim degetlerine
gore daha yliksek oldugu gozlenmistir. Anjelika
recelinin toplam antioksidan kapasitesinin ABTS,
CUPRAC ve DPPH metoduyla 6l¢tilmesi sonucu
strastyla  sindirilmemis numuneye gére %97,
%18.89 ve %736 oraninda biyoerisilebilirlik
oranina sahip oldugu (geri kazanim) gézlenmistir.
Toplam fenol miktart ise %211 oraninda geri
kazanilmigtir. Toplam flavonoit miktarr ise
bagirsak sonrast sindirimde ihmal edilir diizeyde
saptanmistit.

Cizelge 2. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda toplam fenolik madde, toplam flavonoit madde ve
toplam antioksidan kapasitede meydana gelen degisimler
Table 2. Changes in total phenolic content, total flavonoid content and total antioxidant capacity during in vitro
gastrointestinal digestion

Sindirilmemis

(Met.anol Ozit)-S Az Mide
Undigested Mouth Stomach
(Methanolic oo

extract)-UD

Geri
Bagirsakta Bagirsaktan Kazanim, %
Emilen-IN Atilan-OUT (S/IN) x100
Dialysable fraction- Undialysable Recovery, %
IN Sraction-IN (UD/IN)
x100

Toplam Antioksidan Kapasite (mg TE/ 100 g KM)- Total Antioxidant Capacity (mg TE/ 100 g DM)

ABTS

111.97£9.17> te-nd 43.53+1.07¢
CUPRAC

69.97+10.852 2.3040.304 11.06+1.43¢
DPPH

21.77%£3.38¢ 10.70£1.704  252.0416.922

110.10£3.73b 233.26+17.56 97
13.22+1.42¢ 21.44+1.59> 19
160.47£68.95P 131.12422.25P 736

Toplam Fenol Madde Miktatt (mg GAE/ 100 g KM)- Total Phenolic Content (mg GAE/ 100 g DM)

6.33£1.094 6.40£1.604 11.03£0.85¢

13.3910.93>

17.12+1.342 211

Toplam Flavonoit Madde Miktari (mg RE/ 100 g KM)-Total Flavonoid Content (mg RE/ 100 g DM)

3.87£0.73¢ 5.514+0.53b 13.21+2.952

0.35£0.064

0.51£0.054 9

Bu cizelgede gosterilen veriler 3 tekrarli olarak temin edilen numunelerde yapilan 6l¢timlerin ortalama * standart
sapma degerleridir. Satirlardaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklart temsil etmektedir (P < 0.05). te:

tespit edilemedi.

Data presented in this table represents average values Y standard deviation of 3 batches. Different letters in the rows represent

statistically significant differences (P < 0.05). nd: not detected

Sonug olarak, Bursa’ya ait geleneksel bir recel olan
Anjelika  regeli ile yapidan bu ¢alismada,
antioksidan aktivite analizlerinde %75’lik metanol
Ozutlemenin diger ¢ozgenlere gbre en verimli
sonuclart verdigi ve antioksidan kapasitelerinin

Ozitleme yOntemine gore farklilik gosterdigi
gorilmustir. Yapilan analiz sonuglarina gore, tek
bir antioksidan kapasite 6lcim  metodu
kullanmasinin tatmin edict bir degerlendirme

yapilmasina olanak saglamayacagt sonucuna
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vardmistit.  Bu nedenle 6l¢timlerinde  farkls
mekanizmalara sahip birden fazla metodun
kullanilmasi Onerilmektedir. Anjelika regelinin

biyoaktif  bilesenler icermesinin  tliketiciler
tarafindan  talebi arttiracagt ve bu sayede
unutulmaya yiz tutmus Anjelika regelinin

taninirliginin artarak katma degeri olan geleneksel
trtinler icerisinde yer alacagt beklenmektedir.
Gidalarda  bulunan  biyoaktif  bilesenlerin
biyoerisilebilirliklerini, gida islemede kullanilan

kesme-parcalama, kurutma, 1sil islem gibi
uygulamalar  pozitif ~ve  negatif  yo6nde
etkilemektedir.  Dolayistyla  Angelica  sylvestris

govdesinin sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin
ortaya konulmast, bu bilesenlere recele isleme
sirecinin etkisinin irdelenmesi, bu baglamda
recelde tretim ve depolama kosullarinin optimize
edilmesi, gelecekte yapilacak calismalarda detayh
bir sekilde ele alinmalidir. Ayrica, Anjelika
recelinin geleneksel ozelliklerinin korunmasinin
yant sira ticari boyutta Gretilmesi i¢in yéntemlerin
aragtirlmast ~ ve  drin  gesitliliginin - ve
fonksiyonelliginin ~ artirilmast  igin  regetenin
duzenlenmesi de bir sonraki calisgmalarda ele
alinmast gereken konulardir.
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Mayalar, bazt bakteri ve maya tlrleri iizerinde inhibit6r etki géstermektedir. Bu mayalarin, gidalarda bozulma
etmeni ve patojen mikroorganizmalarin biyokontrolinde kullanilma olanaklari arastiriimaktadir. Bu amacla,
mayalarin elde edilebilmesi icin ¢ok sayida dogal materyal ve fermente gidadan izolasyon yapilmistir. On
taramalar sonucunda farklt 110 maya susu izole edilerek saflagtirilmustir. Elde edilen izolatlarin Escherichia cofi,
Micrococcus lutens ve Candida albicans izerindeki inhibitor etkileri test edilmistir. Izolatlardan 8 tanesi M. Juteus,
2 tanesi E. cwli ve 4 tanesi C. albicans Gzerinde inhibit6r etki géstermistir. Bunlar tizerinde inhibitér etki
gosteren suslara Staphylococcus anrens, Listeria monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas aernginosa, E. coli
O157 ve O157:H7, Bacillus subtilis, Salmonella enterica subsp. Typhimurium tizerinde de inhibisyon testleri
uygulanmustir. Inhibitor etkinin farklt patojenler tizerinde farklt derecelerde oldugu gézlenmistir. Patojenlere
karsi en fazla katil Ozellik gosteren izolatlar tanimlanmis ve bu izolatlarin Metschnikowia pulcherrima,
Metschnikowia reukanfii ve Saccharomyces cerevisiae olduklart belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel maya, toksin, duyatli maya, patojen bakteri

INHIBITORY EFFECTS OF NATURAL YEASTS ON COMMON PATHOGENS

ABSTRACT

Yeasts have an inhibitory effects on certain bacterial and yeast species. The possible use of these
yeasts on biocontrol of food-spoilage and pathogenic microorganisms was investigated. In order to
obtain yeast isolates, various natural materials and fermented foods were used. As a result of
preliminary screening, 110 different yeast strains were isolated. The inhibitory effects of the isolates
on Escherichia coli, Micrococeus Iutens and Candida albicans were tested. Eight of the isolates on M. /utens,
2 of them on E. co/i and 4 of the isolates on C. albicans showed inhibitory effect. Strains which exhibit
inhibitory effects on these 3 indicator microorganisms were also tested against Staphylococcus aurens,
Listeria monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae, Psendomonas aeruginosa, Escherichia coli O157 and O157: H7,
Bacillus subtilis, Salmonella enterica subsp. Typhimurium. Isolates which have greatest killer feature and
these were determined as Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia renkanfii and Saccharomyces cerevisiae.
Keywords: Antimicrobial yeast, toxin, sensitive yeast, pathogenic bacteria
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Mayalarin inhibitor etkileri

GIRIS
Mayalarin diger mikroorganizmalarin gelisimini
engelleyici etkisi ilk olarak 1909 yilinda Hayduck
(1909) tarafindan ortaya konulmustur. Bevan ve
Makower 1963 yilinda bazi Saccharomyces cerevisiae
suslarinin ayni tiriin diger suslarina karsi inhibitr
bir madde salgiladigini belitlemislerdir (Polonelli
vd., 1983). llerleyen yillarda, mayalarin diger
mayalara karst inhibitér etkilerinin, Urettikleri
sekonder metabolitlerden kaynaklandigr tespit
edilmistir (Suzuki vd., 2001; Marquina vd., 2002).
Mayalar tarafindan dretilen bu tip antagonist
etkiye sahip metabolitler “mikosin” olarak
adlandirilmaktadir.

Mikosinler protein veya glikoprotein yapisindaki
maddeler olup, duyarli olan mayalarin gelisimini
durdurmaktadir. Mikosin aktivitesi ilk olarak 5.
cerevisiafda  saptanmig, daha sonra yapilan
calismalarla 20 farkli maya cinsinde mikosin
aktivitesi belitlenmistir (Schmitt ve Breinig, 2002).
Mikosin tretimi belirlenmis baglica maya cinsleri
arasinda  Saccharomyces,  Candida, — Cryptococcus,
Debaryomyces,  Kluyveromyces,  Pichia,  Torulopsis,
Williopsis  ve  Zygosaccharomyces  yer —almaktadir
(Young ve Yagiu, 1978; Hodgson vd., 1995;
Magliani vd., 1997; Chen vd., 2000; Schmitt ve
Breinig, 2002; Dabhole ve Joishy, 2005; Golubev,
2006; Altuntas ve Ozcelik, 2007). Inhibitor etki
mekanizmalart  hentiz tam  olarak ortaya
konulmamis olmakla bitlikte _Awureobasidium,
Rbodotorula, Tremella ve Trichosporon gibi bazi maya
cinslerinde de mikosin dretiminin = varligl
belirlenmistir (Carreiro vd., 2002).

Bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler
icin yapilan aciklamalara benzer sekilde, dogal
ortamlarda mayalarin mikosin Uretiminin besin
rekabetinde duyarli mikroorganizmalara karsi bir
avantaj sagladigt one strilmektedir (Baeza vd.,
2008). Mayalardaki bakteri ve kif gelisimini
Onleyen  aktif  bilesiklerin  organik  asitler
(heksanoat, oktanoat, ve dekanoat) ve proteinler
oldugu belirtilmektedir (Roostita vd., 2011). Bazt
Candida turleri dahil pek c¢ok maya tarafindan
ekzotoksinler tretilmektedir. Protein ya da
glikoprotein yapisinda olan bu toksinler, hiicre
yiizeyindeki 6zgiil reseptorlere baglanarak kiif,
bakteri ve  protozoalart  Sldirebilmektedir

(Gerikcioglu, 2003; Lopes ve Sangorrin, 2010; Liu
vd, 2013).

Mayalar  tarafindan  iretilen
maddelerin  kendilerine
direncli  bakterilere

antimikrobiyal
Ozgli  mekanizmalari,
karst yeni bilesiklerin
gelistirilmesinde  yeni olanaklar sunmaktadir.
Antimikrobiyal peptidler (AMP) pek ¢ok
mikroorganizmadan izole edilerek karakterize
edilmislerdir. Bu molekiller duyarh
mikroorganizmalarin hicre zar1/duvari,
sitoplazmik yapilari, niikleik asit sentezi, veya
metabolizma isleyisini hedef alarak inhibe
etmekteditler. (Hou vd., 2011).

Yapilan bir ¢alismada elma, yabanmersini, frenk
Uzimi ve Litvanya’ya Ozgi kirmizi tzim
sarabindan inhibitér etkiye sahip mayalar izole
edilmistir. Calismada izole edilmis suslarin
inhibisyon mekanizmalart 7  farklt  gruba
ayrilmistir. Inhibitor etki gésteren ve yaygin olarak
bilinen bazt maya titlerinden farkli mikosinler
elde edilerek saflastirilmistirt.  Bu  suslarin
bazilarindan endistriyel olarak kullanilabilme
potansiyeline sahip inhibitér maddeler dretilmis
ancak elde edilen aktif bilesen miktarlart farkldik

gostermistir.  Yapilan  genetik  calismalarda
inhibitér  maddelerden  bazilarinin  genetik
materyalde kodlandigi tespit edilmis, ancak
bazilarinin genetik determinantlart

belitlenememistir (Gulbiniene vd., 2004).

Hindistan’da yapilan bir calismada farmésetik
bitkilerin ¢iceklerinden inhibitér mayalar izole
edilmis ve bunlarin Grettigi toksinlerin, fungal
patojenlerin yant sira duyarli maya hiicreleri
Uzerindeki etkileri belitlenmistir. S. cerevisiae ve
Pichia  Rluyveri toksinlerinin, Dekkera anomala
hiicrelerinin gelisimini engelledigi belirlenmistir.
Ancak, hem §. cerevisiae hem de P. kluyversnin,
Aspergillus  niger, C. albicans ve Fusarium spp.
tzerinde engelleyici bir etkisi belirlenmemistir
(Dabhole ve Joishy, 2005).

Mayalarin inhibitér 6zelliklerine baglt olarak dort
ayrt fenotip gosterdikleri belirlenmistir. Bunlar;
inhibitér (K), duyarli (S), nétral (N), inhibitor-
duyarlt (K-S) suslardir. Katil suslar kendi toksinine
bagisikli  olup, nétral suslar  hem  toksin
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tretmemekte hem de katil toksinine karst duyarsiz
kalmaktadir. Inhibitér-duyarli suslar Sldiriici
faktorlere sahip olup, ayni zamanda diger katil
mayalarin  toksininlerine  karst da  duyarlt
davranmaktadir (Altuntas ve Ozgelik, 2007).

Katil mayalarin  Urettikleri  toksinler  farklt
mekanizmalar yoluyla duyarli htcreleri inhibe
etmekteditler. Katil mayalarda belitlenmis bu
mekanizmalardan en yaygin olant toksinin hicre
duvarina  baglanarak  B-glukan  sentezini
engellemesi ve hiicre membrant boyunca kanallar
acarak sitoplazma stvisinin disart akmasina neden
olmast seklindedir. Ayrica bu toksinlerin baziari
hedef htcredeki DNA ve tRNA sentezini
engelleyerek hiicre bélinmesini veya islevlerini
kaybetmesini  saglayabilmektedirler.  Yapilan
calismalarda ortaya konulan son mekanizma da
hiicre icerisine kalsiyum aliminin 6nlenmesi ile
olmaktadir (Izgu ve Altinbay, 2004; Suzuki vd.,
2001; Klassen ve Meinhardt, 2005).

Bu ¢alismada dogal maya izolatlari igerisinden
katil maya 6zelligine sahip suslarin tespit edilmesi
hedeflenmigtir. Bu amacla dogal ortamlar ve
fermente gidalar izolasyon kaynagi olarak
kullanilmustir.  Toplanan — materyaller  farkls
besiyetlerine ekilerek elde edilen maya suslarinin
genis bir yelpazeyi temsil etmesi hedeflenmistir.
Yapilan 6n incelemelerde farklt oldugu distinilen
suslar secilerek saflastirdmistir.  Elde edilen
izolatlar dnce Escherichia coli, Micrococcus lutens ve
Candida albicans olmak uzere 3 indikator tzerinde
test edilmistit, ardindan bunlar tizerinde inhibitér
etki gosteren suslar daha genis bir patojen
mikroorganizma grubu iizerinde denenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mayalarin Izolasyonu,
Saflagtirilmasi

Arastirmada yer verilen mayalar yiin farkh
zamanlarinda meyve, sebze, stit trtinleri, toprak,
cicek, agac yapragt ve kabuk gibi dogal
ortamlardan izole edilmistir. Toplanan materyaller
25 mL FTS (% 0.85 w/v tuz) igerisine konularak
calkalanmis ve tzetlerinde bulunan mayalarin
stviya ge¢mesi saglanmistir. Ardindan bu sividan
alinan 6rneklerin farkl besiyerlerine yayma plak
yontemi ile ekimleri yapilmistir. Mayalarin izole

Sec¢imi ve

edilmesi amactyla Rose Bengal Chloramphenicol
Agar (RBCA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA),
Sabouraud Dextrose Chloramphenicol Agar
(SDCA), Potato Dextrose Agar (PDA) gibi secici
besiyerleri  kullanilmugtir.  Bakteri  gelisimini
engellemek i¢in PDA besiyeri
bilesimine chloramphenicol antibiyotigi (5 mg/L)
eklenmistir. 30 °C’de 3 giin inkiibasyon stirecinin
ardindan farkli koloniler secilerek saflagtirilmistir.
Bu amagla farkli koloni olusturan suslar gelistikleri
aynt besiyerleri lzerine tek koloni distrme
teknigiyle ekilerek saf kiiltirlerin elde edilmesi
saglanmustir. Elde edilen saf kiltiarler YEPD (% 1
Maya Ekstrakti, % 2 Pepton, % 2 Dekstroz)
besiyerlerinde gelistirildikten sonra % 20 gliserol
ortaminda -20 °C’de saklanmuistir.

Izolatlarin Inhibitér Etkilerinin Belirlenmesi
Koloni morfolojileri ve mikroskobik
incelemelerine gére maya olan mikroorganizmalar

belirlenmistir. Izolatlarin yaygin gida
patojenlerinin uzerindeki etkilerinin
belitlenmesinden  6nce  indikatér  olarak
belirlenmis ¢ mikroorganizma  lzerindeki
inhibitér  etkileri  belirlenmistir.  Inhibisyon

etkisinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda agar
spot diftizyon testi kullandmistir. Kullanilan
indikatdr bakterilerin ilki bu tip ¢alismalarda
Gram pozitif indikatér bakteri olarak yaygin bir
sekilde kullanllan M. /futens olarak belitlenmistir
(Kuleagan ve Cakmaket, 2003). Kullanilan diger
bir indikatdr ise Gram negatif bir bakteri olan E.
coli Tip-I’dir. Maya izolatlarinin, yakin tirler
tizerindeki olasi etkilerin belirlenmesi amactyla da
patojen bir maya olan C. albicans (ATCC 10231)
kullantlmustir. Bu ti¢ mikroorganizmaya karst
inhibitér etki gésteren suslarin belitlenmesinden
sonra aynt yontemle Szaph. aurens (ATCC 25923),
L. monocytogenes, S. cerevisiae, Pseu. aernginosa, E. coli
0157 ve O157:H7, B. subtilis, S. Typhimurium
tizerinde de inhibisyon testleri uygulanmistir.
Calismada kullanilan mikroorganizmalar Ankara
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. A. Kadir Halkmanin Gida
Mikrobiyolojisi Kultir Koleksiyonundan temin
edilmistir.

Agar spot difiizyon testinde indikatér olarak
kullanilan mikroorganizmalardan M. luteus ve E.
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coli TSB (Ttiptik Soy Broth, Merck, Almanya), C.
albicans ise YEPD sivi besiyerinde 18 saat siire ile
inkibe edilerek aktiflestirilmistir. Diflizyon testi
oncesi FTS  icerisine alinan  kultirlerin
yogunluklart hiicre McFarland densitometresi
(DEN-1B, Letonya) yardimiyla 0.5 McFarland
degerine ayarlanmigtir. Bu deger bakterilerde
1.5x108 kob/mL (McFatland J., 1907), mayalarda
ise 1-5x106 kob/mlL (Arendrup vd., 2014)
degerlerine karsilik  gelmektedir. 45 °C su
banyosunda tutulan tiplerde hazirlanmig TSBA
besiyeri icerisine aktif bakteri kiltiriinden veya
YEPDA besiyeri icerine aktif maya kiltirinden
%]1 oraninda karstirilarak petrilere dékilmis ve
katilasincaya  dek  bekletilmistir. ~ YEPDA
besiyerinin hazirlanmasinda zon olusumunun
daha kolay ayirt edilebilmesi icin % 0.003
oraninda metilen mavisi eklenmistir (Russell vd.,

1986).

Buna paralel olarak test edilecek maya izolatt
YEPD sivi besiyerinde 18 saat siire ile inktbe
edilerek aktiflestitilmistir. Bu kultirden 20 plL
alinarak agarli besiyeri tizerine damlatilarak tek
nokta ekim yapilmustir (Polonelli ve Morace,
1986). M. luteus petrileri 30 °C‘de 48 saat, E. coli
Tip-1 petrileri 37 °C'de 24 saat ve C. albicans
petrileri 30 °C‘de 72 saat inkibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda olusan zonlarin élcimleri
yapilmustir.

Mayalarin tanimlanmast

Elde edilen izolatlarin  tir  duzeyinde
tanimlamalart Orta Dogu Teknik Universitesi
Teknokenti  bunyesinde  faaliyet — gOsteren
REFGEN sitketinde (Gen Arastirmalari ve
Biyoteknoloji Ltd. S$ti) ABI PRISM 3730XL
(Perkin Elmer, Amerika Birlesik Devletleri) marka
otomatik gen sekans cihazi  kullanilarak
yaptirilmigtir. 185 ribozomal DNA gen dizi
benzerligi National Center for Biotechnology
Information ~ (NCBI)  BLAST  programi
kullanilarak tespit edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Calismanin ilk agamasinda dogal ortamlardan
koloni morfolojisine ve mikroskop gorintilerine

gére 110 adet maya susu izole edilerek
saflastirlmis ve 14 adedi antimikrobiyal etki
gostermistir.  Ilk  inhibisyon agsamasinda bu

suslardan inhibitdr etki g6zlenen 1 ve 84 numarali
izolatlar asma bitkisi stirgiinil ve yapragindan, 19
numarall izolat beyaz tztimden, 17, 26 ve 30
numaralt izolatlar kirmizi Gzimden, 31 numarali
izolat topraktan, 25, 51, 54 ve 94 numarali izolatlar
peynirden, 27 numarall izolat ¢icekten (siis
yoncast), 11 ve 95 numarali izolatlar ise elmadan
izole edilmistir. Izole edilen suslardan 8 tanesi M.
lutens Uzerinde, 2 tanesi E. co/i Uzerinde ve 4 tanesi
C. albicans Gzerinde inhibe edici etki gdstermistir

(Cizelge 1).

Cizelge 1. Izolatlarin bazt patojen mikroorganizmalar iizerindeki antagonist etkileri ve zon gaplart
Table 1. Antagonist effect of isolates on some pathogenic microorganisms and one diameters

[2] @«
s 9 ~ £ 3
3 — 32 § ~ T ] Y S
E 5 = g R = g E g SR 5
~ & £ 8 S Q = g $ £ g g
=2 ) s Q X o = 8 o 3 5
o ~ 3 g S S ~ = X 3 @ 3
Z3 3 g, g S 3 & ‘ 8 s
- 2 E . ] Q S -~ J Q 5
S g X 5 g N S I w 3
S 7 N “ ¥
1 14.33+0.33 -
11 - 27.00£1.15
17 - 30.671£1.45
19 20.671£1.20 - - 32.331+3.48 -
25 - - - - - 14.0010.58 - 18.67+1.76 - 14.331+0.33
26 12.00+0.58 16.00+1.15 12.33+0.33 14.67+1.76 11.67£0.33 18.67£1.76 13.67£0.88 20.67+0.88 17.67+1.20
27 - 13.33£0.33  12.00+0.58 13.67£1.20 12.33£1.86 13.67x1.20 12.67+0.88 23.00%+3.21 13.33+1.45
30 - 10.00£0.58 8.3310.33 10.00£0.58  12.33+0.33  14.33£0.33 11.67£1.20 24.00+0.58 14.00+0.58
31 14.33+1.20 - - - - - - - - _
51 16.33+0.67 26.3311.86
54 16.66+0.33 - - - - - - 26.67£2.85
84 - 11.33+0.67 11.67+0.33  13.00£0.58  14.00%0.58 15.00+0.58  26.33+1.86 -
94 17.33+0.33 - - - - - - -
95 18.67+0.88 21.00£2.52

*Zone diameters are given in mm.
** Zon caplart ortalamast * standart hata 3 tekerriir ait ortalamalar ifade etmektedir.
** The mean zone diameters = standard error values represent of triplicates.

*Zon ¢aplart mm olarak verilmistir.
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Izole edilen mayalardan 8 tanesi M. lutens ‘a karst
inhibitér etki gdstermistir. Gram pozitif bir
bakteri olan M. /utens patojen olmamakla birlikte
bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda firsatct
patojen bir mikroorganizmadir (Seifert vd., 1995;
Wieser vd., 2002). M. Jutens’ a karst zon veren
mayalar Sekil 1’de gosterilmistir. Ochigava vd.

(2011) yaptklar: c¢alismada Hansenula  anomala,
Williopsis — mrakii, — Kinyveromyces — drosophylarum,

Kinyveromyces lactis ve Candida tropicalis tirlerinin
Gram pozitif patojen veya patojen olmayan
bakterilere karsi inhibe edici 6zellik gésterdigini
tespit etmistir.

Sekil 1. Tzolatlarin M. /utens iizerindeki antagonist etkileri a) 1; b) 19; ¢) 26; d) 31; €) 51; f) 54; ) 94; h) 95.
Figure 1. Antagonist effect of isolates on M. lutens a) 1; b) 19; ¢) 26, d) 31; ¢) 51, f) 54, g) 94, h) 95.

Izole edilen mayalardan 2 tanesi Gram negatif bir
bakteri olan E. c/i Tip-1’e karst inhibitor etki
gOstermistir. E. ¢o/i Tip 1 patojen olmadigt gibi,
viicutta B vitamini sentezine katildigs igin yararls
olarak dahi nitelendirilmektedir. Ancak herhangi
bir ortamda E. co/i Tip 1’in bulunmasi bagirsak
kokenli  diger patojenlerin  de  olabilecegi
potansiyelini géstermektedir (Halkman, 2011). E.
colfye karst zon veren mayalar Sekil 2’de
gOsterilmistir.  Polonelli ve Morace (1980)
yaptiklart  ¢alismada, 36  Hansennla,  Pichia,

Saccharomyces ve Candida cinsinin, bakteri ve
mayalara kars1 inhibe edici etkisini aragtirmustir. E.
colfnin de icinde bulundugu 11 bakteri susuna
karst test edilmistit. Daha 6nce mayalarla sinitlt
oldugu disiinilen katil 6zelliginin bakterilere karst
da etkili oldugu ilk defa belirlenmistir. Chen vd.
(2015) yaptiklart ¢alismada  kisrak  siitinin
fermentasyonuyla elde edilen Kimiz’dan 3 adet S.
cerevisiae ve 2 adet Kluyveromyces marxianus sugunu
izole etmislerdir. Bu maya suslarinin trettikleri
mikosinin E. cw/i’ye karst antibakteriyel etkisi
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oldugu belirlenmistir. Yapilan bir bagka calismada
da ciftlik hayvanlarinin Grinlerinden mayalar izole
edilmigtir. Mayalarin antimikrobiyal aktivitesi Psex.
aeruginosa, Staph. aureus ve E. colfye kars1 agar spot
difiizyon yoéntemi ile test edilmistir. Meyveli

yogurt izolatlart Psew. aeruginosa’ya karst yiksek
oranda (35 mm), Staph. anreus ve E. colfye karst orta
derecede antimikrobiyal etki gOstermistir. Bu
izolatin Candida parapsilosis oldugu belirlenmistir
(Roostita vd., 2011).

Sekil 2. Tzolatlarin E.a/i tizerindeki antagonist etkileri a) 30; b) 84.
Figure 2. Antagonist effect of isolates on E. coli a) 30; b) §4.

Bu calisma kapsaminda izole edilen mayalardan 4
tanesi C. albicans’a kars1 inhibit6r etki gbstermistir.
C. albicans’a karst zon veren mayalar Sekil 3’te
gosterilmistir. C. albicans, toprak ve bitkilerde de
bulunmakla birlikte esas kaynagi insan viicudu
olan firsat¢t bir patojendir (McCullough vd.,
1996; Aydin, 2004). Son yillarda, bagisiklik sistemi
zayif kisilerde Candida enfeksiyonlarinin gérilme
sikligr artmustir. En patojenik Candida tirt olan C.
albicans klinik 6rneklerinde en stk karsilasilan
tirdir (Lim ve Tay, 2011). Yapilan bir diger
calismada esasen insan kékenli bir patojen olan C.

)

Sekil 3. 1zolatlarin C. albicans tizerindeki an

d)

albicans, C. kruser, C. parapsilosis ve C. tropicalis
tirleri aga¢ yapragindan, su ve topraktan izole
edilmistir. Calismada 10 adet basidiomiset ve 11
adet askomiset tirtintin Candida spp. izolatlarina
karst inhibitor etkileri arastirilmustir.
Basidiomisetler arasinda en iyi sonu¢ Rbodotorula
iutinis  ve R mucilaginosa’da  gdzlenmistir

(Vadkertiova ve Slavikova, 2007). Katil maya
Williopsis (Hansenula) mrakii, pH 4.5'te C. albicans'a
karst inhibe edici 6zellik géstermistir (O’Leary,
1987).

tagonist etkileri a) 11; b) 17; ¢) 25; d) 27.

Figure 3. Antagonist effect of isolates on C. albicans a) 11; b) 17; ¢) 25; d) 27.
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Calismamizda, indikatér mikroorganizmalarin en
az birine karst antagonostik etki gésteren maya
suslarinin Szaph. anreus, L. monocytogenes, S. cerevisiae,
Pseu.  aeruginosa, E. coli O157 ve O157:H7, B.
subtilis, S. Typhimurium tzerinde gdOsterdikleri
inhibitor etkileri test edilmis, sonuglar Cizelge
1’de verilmigtir. S. cerevisiae’ya karst izolatlarin hic
biri zon vermemistir. Benzer sekilde daha 6nce
yapilan calismalarda da M. pulcherrima, S. cerevisiae’a
kars1 inhibit6r aktivite gbstermemistir (Janisiewicz
vd., 2001). Genel olarak patojen
mikroorganizmalarin ¢ogunda zon veren 26, 27,
30 ve 84 nolu maya suslart olmustur. Bu katil
mayalarin  tir dizeyinde tamimlamalari 18S
ribozomal DNA gen dizi benzerligi ile tespit
edilmis ve Gen Bankasina kaydedilerek kayit
numarast (Accession Number) alinmustir. Yapilan
tamimlamada 26 numaralt izolatin M. pulcherrima
(MN622823), 27 numaralt izolatin M. renkaufii
(MN622824), 30 numarali izolattn M. pulcherrima
(MN622825) ve 84 numarali izolatin S. cerevisiae
(MN6228206) olduklart belirlenmistit.

Farris vd. (1991) yapuklari calismada tzim ve
strastndan 260 tane M. pulcherrima susu izole
etmisler ve 6 susun katil maya oldugunu
belitlemislerdir. En yitksek dldiirme etkisi pH 3.6
ve 5.2 araliginda, 48 saat veya 72 saat gelistirilen
kiltirlerde elde edilmistir. Lopes ve Sangorrin
(2010) yaptiklart calismada M.  pulcherrima,
Wickerhanmomyces anomala ve Torunlaspora delbrueckii
olmak tzere tg¢ tire ait 36 maya izolatinin
inhibit6r etkisi, sarapta bozulmaya neden olan
Pichia - guilliermondii ve P. membranifaciens'e karst
biyokontrol ajanlart olarak kullanilmast agisindan
test edilmistir. En genis etki spektrasi, W. anomala
ve M. pulcherrima izolatlarinda tespit edilmigtir.
Fernandez de Ullivarri vd. (2018) yaptiklar
calismada W. anomalusun, sarapta bozulmaya
neden olan Pichia guilliermondii, P. membranifaciens,

Brettanomyces  bruxellensis  ve  Dekkera  anomala
tirlerini  engelleyen — mikosin  salgiladigint
belirlemislerdir.

Oro vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alisgmada
yedi adet M. pulcherrima susunun farkll maya
cinslerine ait 114 mikroorganizma tzerindeki
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. M.
pulcherrima'nin 8. cerevisiae'mn gelismesi Uzerinde

hicbir etkisi gorilmezken, bozulmalara sebep olan
Brettanomyces/ Dekkera, Hanseniaspora ve  Pichia
cinsleri gibi yabani mayalar tizerinde genis ve etkili
bir antimikrobiyal etki gbstermistir.

Acufa-Fontecilla vd. (2017) yaptiklart ¢alismada
103 maya susunun 5. Typhimurium, L
monocytogenes ve E. colfye karst antimikrobiyal
Ozelligi  arasturilmustir.  Pichia,  Candida  ve
Saccharomyces cinslerinden olmak tzere dokuz
maya susunun bu U¢ patojene karst antimikrobiyal
etki gosterdigini belirlenmistir.

Chen vd. (2015) yaptiklart ¢alismada 3 adet S.
cerevisiae susunu izole etmis ve bu maya suslarinin
trettikleri mikosinin E. co/’ye karst antibakteriyel
etkisi oldugunu belirlenmistir. Yapilan bir baska
calismada 8. mwarum, S. cerevisiae, S. hybrids, S.
diastaticus ve S. capensis tirlerinin inhibitor etkileri
arastirlmistir. Protein yapisinda toksin drettigi
belirlenen suglarin birbirlerine karst antagonostik
etkileri incelenmistir. S. wwarum, S. cerevisiae, S.
hybrids tarleri S. cerevisiae ve S. diastaticus’a karsi
inhibitor etki gbsterirken, S. diastaticus ve S. capensis
de 8. cerevisiae ve S. hybridse karst inhibitor etki
gostermistir (Young ve Yagiu, 1978).

SONUC

Mevsimsel olarak mayalarin dogada yaygin olarak
bulunmasi ve izolasyon kaynaklarinin gesitli
olmast farkli maya suslarinin izolasyon ihtimalini
arttirmaktadir. Koloni yapilarina gore farklilik
gosterenler  saflastirlmis  ve  mikroskopta
incelenerek hiicre sekillerine gére maya olanlar
tespit edilmistir. Ilk inhibisyon asamasinda E. o/,
M. lutens ve C. albicans izerindeki inhibitor etkileri
test edilmistir. Bu ti¢ indikatér mikroorganizmaya
karst inhibitor etki gosteren suslarin Szaph. aureus,
L. monocytogenes, S. cerevisiae, Pseu. aernginosa, E. coli
O157 ve O157:H7, B. subtilis, S. Typhimurium
tizerinde de inhibisyon testleri uygulanmistir.
Inhibitor etkinin farkl patojenler tizerinde farkls
derecelerde oldugu gézlenmistir. Patojenlere karst
en etkin katil Ozellik g6steren izolatlarin
tanimlanmast  sonucunda M.  palcherrima, M.
renkanfii ve S. cerevisiae olduklar belirlenmistir.

Mikosin treten yeni katil maya tirlerinin
belirlenmesi i¢cin bu konu izerinde yapilan
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arastirmalarin sayist artmaktadir. Son yillarda katil
toksinlerin  besin  maddelerinin = muhafaza
edilmesinde biyolojik koruyucu olarak kullanim
olanaklart 6zellikle arastirilmaktadir. Elde edilecek
olumlu sonuglar gidalarda bozulma etmeni ve
patojen mikroorganizmalarin inhibe edilmesinde
ve/veya baskilanmasinda  kullanilarak  hem
gidalarin raf émriinti uzatmada hem saglikli gida
tiretiminde yeni olasiliklar sunacaktir. Ozellikle
fermente gidalarin iretiminde kullanilan starter
mikroorganizmalara yardimct  kiltiir  olarak
kullanimlart  ortamda  bulunan  istenmeyen
mikroorganizmalarin baskilanmasi yoluyla trin
kalitesinin artmasini saglayabilecekleri
distnilmektedit.

TESEKKUR

Bu calisma; Silleyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tatafindan ~ 4848-D1-17 proje  ile
desteklenmistir.
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