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Editordentl Edi-

Akademik Gida dergisinin 18. yayin yilinin ilk sayisinda yine sizlerle birlikteyiz. Bu
sayimizda 8 arastirma ve 3 derleme galismasi olmak Uzere toplam 11 makale yer
almaktadir.

Makale yazarlarindan zaman zaman gelen sorular nedeniyle makale kabulu ile ilgili
daha 6nce yaptigimiz bilgilendirmeyi tekrar etmek istiyoruz. Dergimiz 2017 yili birinci
sayisindan itibaren http://www.academicfoodjournal.com adresinin yani sira TUBITAK
ULAKBIM catisi altinda, Tirkiye'de yayimlanan akademik dergiler igin elektronik
ortamda barindirma ve editoryal slre¢ yonetimi hizmeti sunan DergiPark'ta,
http://dergipark.gov.tr/akademik-gida adresinde yayimlanmaya baglamistir. Ancak
dergimize  yayimlanmak lzere gonderilen  makalelerin  kabuli  halen
http://www.academicfoodjournal.com adresinden vyapilmakta olup, DergiPark
Uzerindeki makale kabul slreclerini igceren sistem kullaniimamaktadir. Bu sistem
Uzerinden makale kabuline 2020-2021 yillar igerisinde gecilmesi planlanmaktadir.
Dergimizin tim arsivine DergiPark Uzerinden erigiminin saglanmasi igin gerekli
calismalar TUBITAK ULAKBIM tarafindan yapilmakta olup, bu galismalarin kisa bir
sure igerisinde tamamlanmasi beklenmektedir. S6z konusu calismalarla birlikte
dergimizde yayimlanan makalelerin ulasilabilirliginde de énemli diizeyde artis olmasi
beklenmektedir.

Yazarlarimiza hatirlatmak istedigimiz diger énemli bir husus 2020 yilindan itibaren
dergimize gonderilecek makalelerde Etik Kurul izni gerektiren c¢alismalarin ilgili izni
aldiklari ile ilgili bilgi ve belgelerini TR-Dizin’e ylklenmek Uizere dergimize (makalelerini
dergimize gonderme asamasinda) sunmalari gerekliligidir. Dergimizin etik hususlarla
ilgili detayli etik beyanina web sayfamizdan
(https://dergipark.org.tr/tr/pub/akademik-gida/page/6477) ulasilabilir.

Dergimizle ilgili bir diger yenilik makalelerin sonunda yer alan kaynaklar bolimunde
kaynaklarin gosteriminde kisaca APA (American Psychological Association) olarak
bilinen Amerika Psikoloji Dernegi yazim stilinin kullanilacak olmasidir. Dergimize
makale gonderecek meslektaslarimizin bu durumu dikkate almasini ve giincellenen
yazim kurallari sayfalarimizi takip etmesini rica ediyoruz.

Bu yil ve 6nuimuzdeki yillarda daha fazla ulusal ve uluslararasi veri tabani ve indekste
dizinlenmek ve derginin uluslararasi dizeyde taninirhidini arttirmak igin calismalarimizi
surdlrtyoruz. Dergimizin kalitesini ve uluslararasi alanda sayginhigini arttirabilmemiz
icin etki faktorinin yikseltiimesi baslica hedeflerimiz arasindadir. Bu nedenle siz
degerli bilim insanlarindan gerek dergimize ve gerekse diger ulusal ve uluslararasi
dergilere gonderdiginiz makalelerde Akademik Gida dergisinde yayimlanan makalelere
muimkin oldugunca atif yapmanizi tekrar rica ediyoruz.

Katkilarinizla dergimizin daha iyi noktalara gelecegine yirekten inaniyoruz. Ayrica,
dergimizde arastirma makalelerinin ve Ingilizce olarak yazilan makalelerin
degerlendirme ve yayinlanma surelerinin diger makalelere kiyasla oldukga kisa
oldugunu yazarlarimiza tekrar hatirlatmak istiyoruz.

Bu sayinin olusmasinda katkida bulunan; ¢alismalarini yayimlanmak Uzere dergimize
gonderen yazarlara ve bu ¢alismalari titizlikle degerlendiren yayin kurulu Gyelerimiz ve
hakemlerimize tesekkirlerimizi sunuyoruz.

Saygilarimizla.

Oguz Giirsoy
Bas Editor

Ozer Kinik
Ramazan Gokge
Yusuf Yilmaz
Editorler
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Editordentt E_

BILIMSEL ETKINLIKLER

Peynir Caligtayi

Peynir ve Peynir Teknolojileri ile ilgili caligsanlar veya bu
sektorlere hizmet verenler ile bilim insanlarinin bir araya
getirilmesi, guincel gelismeler ve sektdr sorunlarin tartisiimasi
hedefleriyle Sidas Medya Ltd. Sti. ve Ege Universitesi Ziraat
Fakultesi Sut Teknolojisi Bolimu tarafindan diizenlenecek
Peynir Calistay! ile ilgili bilgilere etkinligin Facebook ve
Instagram sosyal medya hesaplarindan ulasilabilir.

IV. Et Uriinleri Galigtayi

Ulkemizde Et Bilimi ve Teknolojisi alaninda &ncii bir
organizasyon olma ozelligi tasiyan ve temasi "Et Urinleri
Uretiminde Yenilikgi Yaklasimlar" olarak belirlenen V. Et
Uriinleri Calistayi ile ilgili ayrintili bilgilere
https://etcalistayi2020.ege.edu.tr/ adresinden ulasilabilir.

3. Uluslararasi Saglik Bilimleri ve Yagam Kongresi

Uluslararasi  Saglhk Bilimleri ve Yasam Kongresi'nin
Uguncusunld 4-6 Haziran 2020 tarihleri arasinda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi UZEM sistemi (Adobe
Connect) ile Uzaktan  Online  Sunum  seklinde
gerceklestirilecektir. Kongre ile ilgili bilgilere
https://lihslc.mehmetakif.edu.tr/ adresinden ulasilabilir.

7. Uluslararasi Gida Giivenligi Kongresi

Gida Guvenligi Dernegi tarafindan duizenlenen Uluslararasi
Gida Guvenligi Kongrelerinin yedincisi 3-4 Haziran 2021
tarihlerinde istanbul’da (Grand Cevahir Hotel Convention
Center) gerceklestirilecektir. Kongre ile ilgili bilgilere
https://www.gidaguvenligikongresi.org/ adresinden
ulasilabilir.

10.Ulusal Analitik Kimya Kongresi

2002 yilindan bu yana iki yilda bir duzenlenen Analitik Kimya
Kongrelerinin onuncusu Mugla Sitki Kogman Universitesi ev
sahipliginde 3-6 Eylul 2020 tarihlerinde duzenlenecektir. Kongre
ile ilgili bilgilere http://luakk2020.mu.edu.tr/ adresinden
ulasilabilir.

Tirkiye 13. Gida Kongresi

Turkiye 13. Gida Kongresi, 21-23 Ekim 2020 tarihlerinde Gida
Teknolojisi Dernedi ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Gida Miihendisligi Bolimii igbirligi ile Canakkale Universitesi
Troia Kongre Merkezi'nde duzenlenecektir. Kongre ile ilgili
https://gidakongresi2020.org/ adresinden ulasilabilir.
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Research Paper / Aragtirma Makalesi

Low Cost, Sensitive and Selective Chronoamperometric Determination of
Vanillin at a Disposable Poly(Eriochrome Black T)/Pencil Graphite
Electrode
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ABSTRACT

In this study, low cost, sensitive and selective chronoamperometric determination of vanillin (VNL) is firstly achieved
by using a disposable poly(Eriochrome Black T) modified pencil graphite electrode (poly(EBT)/PGE). Electro-oxidation
behavior of 1.0 mM VNL was investigated at both poly(EBT)/PGE and PGE by the cyclic voltammetry (CV) method.
CV measurements showed that oxidation current of VNL at poly (EBT)/PGE was much higher than the bare one.
Furthermore, the pH effect on electro-oxidation current of VNL was tested at different pH values (2.0-8.0) of Britton
Robinson Buffer solution (BRBS) for poly(EBT)/PGE and the highest current was obtained at pH 7.0 BRBS.
Significant analytical parameters such as linear response range (LRR), limit of detection (LOD), and sensitivity were
found as 0.050-10.0 uM, 0.013 uM and 5355 pA mM? cm?, respectively. The fabricated sensor was tested on a VNL-
containing sample (VNL content: 3.0%) and the result (3.04% +0.01) obtained from the applicability study showed that
the proposed sensor enables the determination of VNL with high accuracy and precision.

Keywords: Vanillin, Pencil graphite electrode, Chronoamperometry, Cyclic voltammetry, Electrochemical sensor

Tek Kullanimlik Poli(Eriokrom Siyahi T) Modifiye Kalem Grafit Elektrotta Vanilinin Disiik
Maliyetli, Secici ve Duyarli Kronoamperometrik Tayini

o0z

Bu calismada, vanilinin (VNL) distuk maliyetli, duyarli ve segici kronoamperometrik tayini tek kullanimlik bir
poli(Eriokrom Siyahi T) modifiye kalem grafit elektrodun (poly(EBT)/PGE) kullaniimasi ile ilk defa gergeklestirilmistir.
1.0 mM VNL’nin elektro-yikseltgenme davranisi, hem PGE’de hem de poly(EBT)/PGE’de dongusel voltammetri (CV)
metodu ile incelenmistir. CV olgimleri poly(EBT)/PGE’deki yikseltgenme akiminin yalin elektroda gore daha yiksek
oldugunu gostermistir. Ayrica, poly(EBT)/PGE’de VNL'nin ylkseltgenme akimina pHnin etkisi, farkh pH
degerlerindeki (2.0-8.0) Britton Robinson tampon ¢ozeltilerinde (BRBS) test edilmis ve en yiksek akimin pH 7.0
BRBS’de alindigi gbézlenmistir. Dogrusal yanit arahidi (LRR), belitme alt sinin (LOD) ve duyarliik gibi dnemli
analitiksel parametreler sirasiyla 0.050-10.0 yM, 0.013 pM ve 5355 pA mM?* cm? olarak bulunmustur. Tasarlanan
sensor, VNL iceren bir érnekte (VNL icerigi %3.0) bagariyla test edilmis ve uygulanabilirlik calismasindan elde edilen
sonu¢ (%3.04 +0.01), dnerilen sensoérin, VNL'nin ylksek dogrulukta ve kesinlikte tayinine imkan sagladigini
gOstermisgtir.

Anahtar Kelimeler: Vanilin, Kalem grafit elektrot, Kronoamperometri, Dénglsel voltammetri, Elektrokimyasal sensor
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INTRODUCTION

A food flavor, vanillin (VNL) known as 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde is extensively utilized for many
purposes, such as drugs, food products and cosmetics
[1, 2]. The source of vanilla is the bean or shell of a
tropical VNL orchid [3]. VNL can be obtained either by
extraction from natural vanilla or artificially synthesis in
laboratory. Natural VNL is generally preferred by many
consumers instead of artificial one. Below 100 ppm for
VNL capsules or natural VNL extracts or 250 ppm for
synthetic vanillin are used in food products by food
companies. Intaking of higher doses of VNL to human
body causes serious metabolic disorders such kidney
injury, vomiting, nausea and headaches [2]. For all
these mentioned reasons, rapid, reliable, accurate and
sensitive detection of low VNL concentrations in
samples is always a critical issue for the protection of
human health and food security. For this purpose, many
traditional methods have been utilized for the
determination of VNL such as mass spectrometry - gas
chromatography coupled solid-phase microextraction
technique [4, 5], electrophoresis [6, 7], high performance
liquid chromatography (HPLC) [8, 9], etc. Although
these techniques have been extensively used in VNL
determination, they have significant restrictions such as
needing high-cost equipment, including complicated
procedures, inconvenient and time-sink sample
preparation steps, high consumption of organic solvent
and the need for well-experienced specialists. Among
these procedures, electrochemical methods have
aroused specific interest in sensing applications
because of their considerable and useful advantages
like fast response, simplicity low cost, better sensitivity
and ease of operation [10-16]. In addition, the selection
of electrode material is highly significant in construction
of electrochemical sensors, because the type of
electrode can affect the sensitivity, cost, stability and
selectivity of an electrochemical sensor [17-20]. Glassy
carbon electrode (GCE) [1, 21-24] and carbon paste
electrode (CPE) [25-27] have been extensively used in
fabrication of electrochemical VNL sensors. However,
GCE and CPE require hard and time-consuming surface
polishing and cleaning steps. Among these carbon-
originated  electrodes, PGEs have numerous
advantages such as disposable, low cost, commercially
availability, ease of modification, high mechanical rigidity
and electrochemical reactivity and also, PGE offers a
simpler and faster renewable surface than the other
solid electrodes. Therefore, it has been reported that
PGE provides beneficial and reproducible results due to
their single-use properties [17, 19, 20, 28]. To get better
sensitivity and response, bare electrode surfaces have
been generally modified with functional materials
including metal nanoparticles [29, 30], multiwall carbon
nanotubes (MWCNTSs) [31, 32], quantum dots [33-35]
and conducting polymer films [36, 37]. In recent years,
polymer film modified electrodes have aroused grate
notice with their good repeatability and stability
properties [38]. An azo naphthol dye, EBT is a
metachromic indicator [39] and it is commonly used for
coloring materials such as wool, silk and nylon [40]. EBT
have been also used to modify on surfaces of various
kinds of electrode to improve the response and

sensitivity towards many analytes due to the fact that —
SOs groups and electron-rich oxygen atoms of EBT
provide electrochemically active surface area and
accelerate interaction and electron transfer between
analytes and the electrode [41-44].

According to the literature research, bare PGE was used
without any modification for differential pulse
voltammetric determination of VNL [10]. In this study,
EBT and PGE have been firstly used together for low
cost, disposable, sensitive and selective
chronoamperometric determination of VNL and better
analytical performances were obtained with proposed
method compared with published study [10]. In this
work, EBT was electro polymerized on PGE surface by
cyclic voltammetry (CV) method and proposed electrode
was successfully applied on real samples.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Apparatus

Vanillin, 99% was supplied from Alfa Aesar.
NaH2PO4.2H20, NazHPO4.2H20, CH3COOH, H3P04,
H3803, NaOH, KC', CaC|2.2Hzo, MgC|2, Al(N03)3,
Na;SO4, NaNOs, Cu(NOs)2, ZnCl,, D-(+)-glucose and D-
(+)-sucrose, Ka[Fe(CN)s].3HO and Ks[Fe(CN)s] were
supplied from Sigma Aldrich or Merck. A Q7B Elga
Option system for water purification was used to obtain
ultrapure water for the preparation of buffer solutions.
The pH of buffer solutions was ordered with a pH meter,
HI-1332 Hanna. An electrochemical Compactstat
Interface Analyzer (lvium Technologies, Eindhoven,
Netherlands) was used to perform the electrochemical
measurements. Triple electrode system containing Ag-
AgClsat. keny (as reference electrode), Pt wire (as counter
electrode) and Tombow 2B pencil polymer lead (0.50
mm) (as working electrode) were used to perform all
electrochemical measurements. A Rotring mechanical
pencil (Germany) that bought from a book store was
used to hold the pencil lead. A copper wire was brazed
on metallic body of mechanical pencil for the connection
of electricity. A schematic representation for the triple
electrode system including reference electrode, counter
electrode and working electrode, was given in Scheme
1.

> Cu wire
mechanical body
\ encil lead
Ag-AgClat key ?Tp
. = Pt wire

£

Scheme 1. A schematic representation for
the triple electrode system
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Preparation of Poly(EBT)/PGE

Firstly, the effect of monomer concentration, anodic
potential and number of cycle at electrodeposition step
were optimized by examining the cyclic voltammetric
response of 1.0 mM VNL in pH 7.0 PBS including 100
mM KCI. Then, poly(EBT)/PGE was prepared by
recording CVs of Ar saturated 0.50 mM EBT in 0.10 M
NaOH under optimized conditions (Potential range: -
0.40 V - +0.90 V; scan rate: 50 mV/s and number of
cycle: 15).

Electrochemical Applications

In all electrochemical applications, a total of 1.0 cm
length (0.159 cm? of geometric area) of pencil lead was
used for all electrochemical studies. Electrochemical
impedance measurements of poly(EBT)/PGE and PGE
were realized in 10.0 mM solution of Fe(CN)g*
including 100 mM KCI at a +0.18 V constant potential
with a frequency range of 0.10—-100000 Hz (sinusoidal
signal: 0.005 V). CV behaviors of the poly(EBT)/PGE
and PGE were investigated towards 1.0 mM VNL
prepared in 0.10 M PBS pH 7.0 including 100 mM KCI.
The effects of pH and scan rate on oxidation current of
VNL were examined towards 1.0 mM VNL by CV
method. Chronoamperometric responses of both
poly(EBT)/PGE and PGE were investigated in presence
of increased concentrations of VNL in 0.10 M BRBS pH
7.0 at an applied potential of +0.60 V (Interval time: 0.20
s).

Real Sample Study

The practical usability of the VNL sensor was tested on
vanillin powder that supplied from a local market by
combination of chronoamperometry and standard
addition methods. For the determination of VNL content,
5.0 g (1 pocket) of powder was dissolved in 100 mL of
pure water. After obtaining a stable background current,
prepared solution was diluted with a ratio of 1/10* with
pH 7.0 BRBS in electrochemical cell. Then, equal
additions (1.0 uM) from standard VNL solution (500 uM)
were performed. Calibration curves from the obtained

O L
ne

OH
HO SOy

EBT req)

-2H* -2e”
+2H" +2¢”

chronoamperomograms were drawn and the percentage
of VNL content in vanillin powder was calculated.

RESULTS AND DISCUSSION
Electrochemical Polymerization of EBT on PGE

Figure 1 displays the voltammograms of electro-
polymerization step (Potential range: -0.40 V - +0.90 V;
scan rate: 50 mV/s and number of cycles: 15). During
the electropolymerization process, two anodic peaks (I
and Il) at +0.07 V and +0.51 V, which correspond to
oxidation of EBT gradually decreased with increase of
cycle. A cathodic peak (lll) observed at approximate
-0.30 V, which corresponds to reduction of EBT with
continuous scans and also this peak decreased
continuously. After the cycles completed, both cathodic
and anodic peaks were completely vanished, which
points the formation of the polymer film on the PGE and
became less conductive and more compact with the
scan cycles, exhibiting a self-regulating feature. A
mechanism for redox processes of EBT can be clarified
as in Scheme 2.

150 4

100 4

i —— First Cycle
~

v v —T
04 -02 00 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/V
Figure 1. Cyclic voltammograms of Ar saturated 0.50
mM EBT in 0.10 M NaOH recorded in the potentials
between -0.40 V and +0.90 V for 15 cycles (Scan rate:
100 mV/s).
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Scheme 2. A proposed mechanism for EBT occurred during the electrodeposition process [43, 45].

Firstly, initial form of EBT (EBTgqs) oOxidized to
benzoquinone di-imine form (EBT(y) (Observed as
peaks | and Il) and then the di-imine structure (EBToy)
was reduced to initial form (EBTeq) (Observed as peak
lll) on the surface of PGE. The electrodeposition
behavior of EBT on PGE was found to be similar with
some reports [43, 45]. As a result, EBT shows two-step
one electron redox process in CVs (mentioned in

Scheme 1), which is in good agreement with the
mechanism reported by Yao et al. [43].

Investigation of Voltammetric Response of VNL at
Poly(EBT)/PGE

In order to find the most suitable conditions for
modification of EBT on PGE, firstly, modified electrodes
were prepared in different concentrations of EBT (0.25,
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0.50, 0.75 and 1.0 mM) and the responses of these
modified electrodes were tested in presence of 1.0 mM
VNL in pH 7.0 PBS. Obtained current vs. monomer
concentration graphs showed that the highest oxidation
current was obtained for the modified electrode that
prepared with 0.50 mM EBT and this concentration was
chosen as the optimum value (Figure 2A). Secondly,
the effect of anodic potential range during the
electropolymerization step was optimized. For this
purpose, modified electrodes were prepared in 0.50 mM
EBT solution including 0.10 M NaOH between increased
anodic potential ranges (-0.40 V — 0.80, 0.90, 1.0, 1.2,

60-

554

=~ 504 /\\
454
40
T T T y
02 04 0.6 08 1.0

Concentration of EBT/ mM

70+

65+

604

1.4, 1.6, 1.8 and +2.0 V) and these obtained electrodes
were in presence of 1.0 mM VNL in pH 7.0 PBS.
Obtained current vs. anodic potential graphs supported
that the highest response was observed with the
potential range of -040 V — +090 V at
electropolymerization step (Figure 2B). In final step of
optimizations, modified electrodes were prepared with
increased cycles (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30) under
optimized conditions. Current vs. number of cycle graph
proved that the best response was obtained with 15
cycles (Figure 2C).

T T
08 1.0 12 14 16 18 20

1/ pA
&

T T T T T

10 15 20 25 30
Number of Cycles

Figure 2. A) Current vs. EBT concentration (0.25, 0.50, 0.75 and 1.0 mM), B)
current vs. anodic potential (0.80, 0.90, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 and +2.0 V) and
C) current vs. number of cycles graph (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30) towards 1.0

o -

mM VNL in PBS 7.0 including 100 mM KCI.

After the determination for the most suitable condition
for preparation of the modified electrode, the cyclic
voltammetric behavior of 1.0 mM VNL was evaluated at
both PGE and poly(EBT)/PGE in pH 7.0 PBS between
the potentials of 0 — +1.0 V (Figure 3). As a result of the
CV measurements, it is clear that no significant change
was seen at oxidation potential of VNL and oxidation
peak for bare and modified electrodes was observed at
+0.65 V and +0.60 V, respectively. Furthermore,
oxidation current of VNL was found to be much higher at
poly(EBT)/PGE compared with bare PGE.
Consequently, it is concluded that poly(EBT) facilitates
the electron transfer between vanillin and PGE and the
remarkable enhancement in oxidation current was
obtained. A mechanism for oxidation process of VNL
has been previously explained for GCE [21], CPE [27]
and screen-printed carbon electrode (SPCE) [46]. The
same redox behavior can be taken in consider for
poly(EBT)/PGE. In this mechanism, phenolic hydroxyl
and methoxy groups oxidized to carbonyl groups after

losing equal numbers of protons (2H*) and electrons (2e
) (Scheme 3).

120+ d
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Figure 3. CV responses of PGE (a and c) and
poly(EBT)/PGE (b and d) in presence of 0 mM (a and b)
and 1.0 mM (c and d) VNL in 0.10 M PBS pH 7.0
including 100 mM KCI (Potential range: 0 V - +1.0 V;
scan rate: 50 mV/s).
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Scheme 3. Electrochemical oxidation mechanism for
VNL [21, 27, 46].

pH value of supporting media is a significant parameter
that effects oxidation potential and oxidation current of
polyphenolic compounds. To examine the most suitable
condition for the pH of supporting electrolyte, CVs of 1.0

mM VNL were recorded in BRBS between the pH
values of 2.0 - 8.0 for poly(EBT)/PGE (Figure 4A). The
recorded voltammograms indicated that oxidation peak
potential shifts to cathodic direction with increment of pH
and also, a significant enhancement in peak current
occurred at pH 7.0 (Figure 4B). Because of the highest
current obtained at 7.0, this pH value was chosen as the
optimum condition for further studies. The linear
relationship between potential vs. pH was also given in
Figure 4C. The obtained slope (0.053) was found to be
near to Nernstian slope (0.059) and indicated that equal
numbers of protons and electrons act in electro-
oxidation reaction of VNL on the electrode surface.
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E/V
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Figure 4. A) CV responses of 1.0 mM VNL solution in BRBS at increased pH values (2.0-8.0)
including 100 mM KCI at poly(EBT)/PGE (Potential range: 0 V - +1.2 V; scan rate: 50 mV/s), B)
current vs. pH graphs obtained from the voltammograms and C) the graph for linear relationship

between pH and potential (E(V)= -0.053(pH) +0.978 and R?= 0.9955).

The effect of scan rate on electro-oxidation of VNL was
also studied (Figure 5A). It is clear from the Figure 5B
that oxidation current increases linearly between 10-800
mV/s. The equation was found as I(uA) = 3.2804 v
+9.9759 with correlation coefficient of 0.9968 from | vs.

VllZ

plots the (Figure 5B). Also the high

linear

relationship between the
electrode
process.

and v

indicates that

reaction occurs by diffusion controlled
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Figure 5. A) CV responses of 1.0 mM VNL solution in pH 7.0 BRBS at increased scan rates (10-800
mV/s) at poly(EBT)/PGE (Potential range: 0 V - +1.5 V) and B) the calibration curve obtained from | vs.
v¥2 plots (I(uA) = 3.2804 v +9.9759 and R?= 0.9968).

Electrochemical and Surface Characterizations of
PGE and Poly(EBT)/PGE

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) was
used to examine the conductivity properties of the
carbon-based electrodes. EIS curves of the electrodes
were recorded in 10.0 mM solution of Fe(CN)g*
including 100 mM KCI (Figure 6). As it can be clearly
seen from the figure, charge transfer resistance (R.) at
PGE (50 Q) significantly increased (212 Q) after polymer
film (poly(EBT)) formed on the surface of PGE. The
enhancement in Ry was attributed to the electrostatic
repulsion between negatively charged Fe(CN)¢** redox
probe and negatively charged functional groups (—N=N-—
and —SO3) of EBT. As a result, significant decrement
observed in conductivity and electron transfer between
poly(EBT)/PGE and redox probe. Although the decrease
in conductivity was seen EIS curves, the enhancement
in electrochemical response towards oxidation of VNL
may be attributed to the possible interactions (H bonding
and/or ion (—SO3  group of poly(EBT)) — dipole (-CHO
group of VNL) interaction) which provide highly
electrochemically active surface area and result
acceleration in electron transfer between VNL and the
poly(EBT)/PGE (Figure 3).

Surface characterizations of both electrodes were
performed by recording their SEM micrographs and
EDX spectrums (Figure 7). When the SEM images of
the electrodes were considered, a flat and smooth
surface that seen at PGE (Figure 7A) prominently
changed after formation of layered polymer film (Figure
7B). In order to obtain more information about surface
morphology, EDX analyzes of electrodes were also
performed. When the EDX spectra are examined, the
signals (90.5% C, 7.3% O, 2.1% Si, 0.1% Al) appearing
on the lean electrode confirm that PGE is composed of

graphite and clay minerals (Figure 7C) [12]. Apart from
these signals, additional signals (1.6% N, 0.6% Na,
0.1% S correspond to —N=N— and —SOsNa groups of
EBT) and increment in C signal (90.5% to 97.8%) seen
on the modified electrode indicate that formation of the
polymer film certainly occurred on the PGE surface
(Figure 7D). The relevant morphological findings
indicate that EBT has been successfully modified on the
PGE surface by electropolymerization
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Figure 6. EIS curves of poly(EBT)/PGE (red) and PGE
(black) that recorded in 10.0 mM solution of Fe(CN)s*/+
including 100 mM KCI (Frequency range: 0.10 — 100000
Hz, sinusoidal signal: 0.005 V and constant potential:
+0.18 V) and inset: equivalent circuit model (CE as
counter electrode, Rs as ohmic resistance, C: double
layer capacitance, W: Warburg impedance, WE: working
electrode).
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Figure 7. SEM micrographs of A) PGE and B) poly(EBT)/PGE and EDX spectrums of C) PGE and D) poly(EBT)/PGE.

Chronoamperometric Determination of VNL at
Poly(EBT)/PGE

The significant parameters of amperometric VNL sensor
(such as LRR, LOD and sensitivity) were further
investigated. For this aim, chronoamperomograms of
increased concentrations of VNL were recorded at +0.60
V under optimized conditions for both electrodes (Figure
8A). The poly(EBT)/PGE showed a wider linear
response in concentrations between 0.050 and 10.0 uM
VNL compared with bare PGE (0.20 — 2.0 yM VNL).
Calibration curves obtained from the
chronoamperomograms were also given in Figure 8B.

104 poly(EBT)/PGE

1/ pA

44

24

The equation for linear response was found as I(uA)=
0.851(uM) +0.036 with correlation coefficient of 0.9984
for poly(EBT)/PGE. LOD and LOQ values of proposed
sensor were determined as 0.013 uyM and 0.043 uM
according to the 3(s/m) and 10(s/m), respectively (s:
standard deviation of the currents for the ten times
additions of the lowest concentration (0.05 uM) that
gives a measurable signal and m: the slope obtained
from the calibration curve). The sensitivity was found to
be 5355 pA mM?! cm? according to the ratio of
slope/active surface area (1.0 cm of geometric area of
PGE was measured as 0.159 cm?).
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Figure 8. A) Chronoamperometric responses of poly(EBT)/PGE (red line) and PGE (black
line) at increased concentrations (0.20-2.5 yM for PGE and 0.050-15.0 yM for
poly(EBT)/PGE) of VNL in BRBS pH 7.0 (Applied potential: +0.60 V and interval time: 0.20s)
and B) the calibration curve for PGE (black line, I(uA)= 0.541(uM) +0.070 and R?= 0.9989)
and poly(EBT)/PGE (red line, I(uA)= 0.851(uM) +0.036 and R?= 0.9984) obtained from the
chronoamperomograms.
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For evaluation of the analytical performance of the
poly(EBT)/PGE, the obtained parameters were
compared with those in previously published works
(Table 2). In these works, GCE [22, 24, 47, 48] and CPE
[25-27] were intensively used for construction of VNL
sensors. But as it was previously mentioned, the
drawbacks such as hard and time-consuming
cleaning/polishing steps limit their uses. On the other
hand, PGE does not include these limitations and PGE
has superior advantages compared with mentioned
electrodes. PGEs also provide fast, renewable surfaces
and high reproducibility. According to the literature

research, pre-treated form of PGE was used in DPV
determination of VNL without modification of any
material [10]. In proposed study, VNL has been
determined with polymer film (poly(EBT) modified PGE
by chronoamperometric method for the first time. Also
designed sensor shows wider LRR compared with
published works [10, 22, 47] and has a lower LOD than
many studies [10, 22, 24, 25, 47, 48]. After all, it is clear
that poly(EBT)/PGE shows better and comparable
analytical performance than the other published VNL
Sensors.

Table 1. Comparison of proposed sensor with the other published studies

The Type of Electrode Method LRR (uM) LOD (M) Ref.
Graphene-GCE DPV 0.60-48 0.056 [22]
CDA/Au-AgNPs/GCE Amperometry 0.20-50 0.040 [24]
CuHCF thin film Ccv 0.76-120 0.23 (48]
CoS nanorods/GCE DPV 0.50-56 0.070 [47]
CuFe;O4fionic liquid/CPE SWV 0.10-700 0.070 [25]
CPE/CdO/SWCNTs/DPIB SWV 0.03-1200 0.009 [26]
CPE/NiIO-SWCNTs/BPrPFg SWV 0.01-350 0.007 [27]
p-PGE DPV 0.50-10 0.16 [10]
poly(EBT)/PGE Amperometry 0.050-10.0 0.013 This work
CDA: cellulose diacetate; CuHCF: copper hexacyanoferrate; DPIB: dipropylimidazolium bromide;

BPrPFg: 1-butylpyridinium hexafluorophosphate; p-PGE: pre-treated pencil graphite electrode.

Examination of the Selectivity at VNL Sensor

Selectivity of the poly(EBT)/PGE were investigated in
presence of 1.0 uyM VNL towards some potential
interference species (100 folds of NO3z,, SO4*, CH;COO"
, CI, K*, Ca*, Mg*, zn*, Fe®*, Cu*, glucose and
sucrose) and the recorded time vs. current graph was
given in Figure 9. The recorded chronoamperomograms

K+

have proved that the interference effects of higher
concentrations of these ionic and molecular species on
electro-oxidation current of VNL were found to be
insignificant. As a result, it can be said that the proposed
method can be successfully used for selective
determination of VNL in real samples, which include
these interference species.
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Figure 9. Chronoamperomerometric responses towards 1.0 uM VNL in
presence of various ionic and molecular interferences (100 folds (100 pM)
of NOz, SO, CHsCOO, CI, K*, Ca?*, Mg?*, Zn?*, Fe®*, Cu?*, glucose and
sucrose) at poly(EBT)/PGE under optimized conditions.

Application on Real Sample

Applicability for proposed sensor was tested on vanillin
powder, which was supplied from a local market. VNL
determination at poly(EBT)/PGE was performed by

using chronoamperometry combined with standard
addition method and the result was given in Table 4.
The result showed that poly(EBT)/PGE exhibits good
applicability for determining VNL in real samples.
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Table 4. The results for determination of VNL in vanillin powder (n=3).

Sample

Percentage (%) of Vanillin
Written on Label

Found (%)
with Proposed Method

Vanillin Powder

3.04+0.01

CONCLUSION
In present study, two useful and advantageous
approaches were used for chronoamperometric

determination of VNL for the first time: () PGE as a
cheap and disposable electrode and (i) EBT as redox
mediator for enhancing the electrochemical response
and sensitivity. Although many types of carbon
originated electrodes and modification materials were
used for sensitive electrochemical determination of VNL
based on its electro-oxidation behavior, but as it
mentioned before significant drawbacks limit their uses.
In addition, the proposed sensor provides low cost,
disposable, sensitive and selective chronoamperometric
determination of VNL and comparable analytical
performance was obtained among many published
studies. The designed sensor also enables high
selectivity towards the determination of VNL in presence
of many potential interference species. The obtained
results from real sample analysis proved that designed
sensor can be successfully applied to daily used
samples. It is expected that the proposed method may
provide an alternative way for the low-cost, sensitive
and selective determination of VNL in real samples in
the future.
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ABSTRACT

This study surveyed the effect of the addition of microbial transglutaminase (m-TGs) on textural, microstructural, FTIR
spectra and SDS-PAGE electrophotogram parameters of probiotic yoghurts made with mixture of cows’ milk and soy
drink during refrigerated storage for 28 days. Mixture was treated with different rates of m-TGs (0, 0.5, 1, 1.5 U/g
protein) and incubated with Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium lactis Bb-12, Streptococcus thermophilus
probiotic starter cultures. Yoghurts prepared with m-TGs had higher textural parameters than samples without m-TGs.
SDS-PAGE patterns, SEM imagines and FTIR spectra demonstrated that milk caseins were well cross-linked by
transglutaminase. Scanning electron microscopic studies showed that the microstructure of m-TGs added probiotic
yoghurt samples appeared denser than that of control. Results of this study indicated that the textural and
microstructural properties of probiotic yoghurt prepared with soy drink could be improved by incorporating m-TGs up
to a level of 1.5 U/g protein.

Keywords: Transglutaminase enzyme (m-TGs), Probiotic yoghurt, Reology, Microstructure, Soy drink

Inek Siitii ve Soya Igecegi Karigimindan Uretilen Probiyotik Yogurtlarin Tekstiirel ve
Mikroyapisal Ozellikleri Uzerine Transglutaminaz llavesinin Etkisi

o0z

Bu calismada, inek sutl ve soya igcecegi karisimi ile yapilan probiyotik yogdurtlarin 28 gunlik depolama suresince
teksturel, mikroyapisal, FTIR spektrumlari ve SDS-PAGE elektrofotogram parametreleri UGzerine, mikrobiyal
transglutaminazin (m-TG) etkisi arastirilmigtir. Karisima, farklh m-TG oranlan (0, 0.5, 1, 1.5 U/g protein) ilave edilmis
ve Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium lactis Bb-12, Streptococcus thermophilus probiotic starter kiltirleri
ile inkibe edilmistir. m-TG ile hazirlanan yogurtlarin, m-TG ilave edilmemis olanlarla kiyaslandiginda daha yiksek
teksturel 6zelliklere sahip oldugu goérilmustir. SDS-PAGE desenleri, SEM goéruntileri ve FTIR spektrumlari, st
kazeinlerinin transglutaminaz ile iyi bir sekilde birbirine baglandigini gostermistir. Taramal elektron mikroskobik
calismalar, m-TG ilave edilmis probiyotik yogurt 6rneklerinin mikro yapilarinin kontrolden daha yogun goérindiguna
goOstermistir. Bu galismanin sonuglari soya igecegi ile hazirlanan probiyotik yogurtlarin dokusal ve mikroyapisal
ozelliklerinin 1.5 U/g protein seviyesine kadar m-TG ilave edilerek gelistirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Transglutaminaz enzimi (m-TGs), Probiotik yodurt, Reoloji, Mikroyapi, Soya icecegi
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INTRODUCTION

Several fermented products are produced with the use
of probiotic bacteria, such as Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp., and Bifidobacterium spp. Probiotic
bacteria are the natural inhabitant of the gut of warm-
blood animals. Those organisms have an important role
in human health with regular consumption because of
reduction of serum cholesterol, inhibition of the growth
of potential pathogens and improvement of intestinal
bacterial composition [1].

Soy drink is produced by extracting soy with water and
is a cheap source of protein and calories in the human
diet. Similarly, it doesn’t contain cholesterol or lactose. It
has important nutritional constituents such as calcium,
high quality protein, polyunsaturated fatty acids,
isoflavones, phytosterols, lignans, saponins coumestans
and phytates [2, 3]. Soybean can help to decrease the
harmful low-density lipoprotein cholesterol level, prevent
heart diseases and the colon, prostate and breast
cancers and also osteoporosis. It may help to decrease
women’s menopausal symptoms by reduction of
estrogen production by the ovaries [4]. The direct
consumption of soybeans is limited by the raw bean
flavor it possesses and the presence of a-b-galactosyl
oligosaccharides such as stachyose and raffinose. Due
to the unpleasant beany flavour, insufficient acidity, rigid
and brittle gel structure soy yoghurt has not been
generally accepted among consumer. To overcome
these limitations, fermentation procedures with various
microorganisms have been experienced. For example,
Bifidobacterium strains have been used for soymilk [5,
6, 7]. Soybeans are a great raw material for the
development of probiotics and can promote the growth
of many probiotic strains such as Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei and Streptococcus
thermophilus [8].

The most significant physical feature of yoghurt is its
rheological quality which is affected by milk composition,
processing, heating, bacterial culture selection,
incubation temperature, packaging and storage
processes [9]. The most typical defects of yoghurt are
low viscosity and reduced firmness. Because, the
protein gels is stabilized by weak non-covalent
interactions in yoghurt. Different materials have been
used in the production of yoghurt such as fibers [10, 11],
starches [12] and transglutaminase [13, 14] to increase
water holding capacity or to improve the emulsifying
behavior.

m-TGs (EC 2.3.2.13) has been used to improve stability
and textural properties in dairy and many other food
products. [15-17]. m-TGs catalyzes the covalent cross-
linking of proteins by y-carboxyamide groups of peptides
bound glutamine residues and the g-amino groups of
lysine residues and cross-linked protein polymers are
formed [18, 19].These polymers change functional,
rheological, immunoreactivity of the casein fraction and
sensorial properties of the products [20, 21]. m-TGs
cross-linking may be used to improve the mechanical
properties of protein films and the structure of stirred
yoghurt with reduced or no addition of protein
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ingredients such as whey protein concentrate, sodium
caseinate and skim milk powder.

The objective of this research was to determine the
effects of the cross-linking reaction of transglutaminase
(m-TGs) on the textural and microstructural properties of
probiotic yoghurt produced with mixture of cows’ milk
and soy drink with m-TGs addition of different rates.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of Soy Drink

Soybeans, Asgrow 3935 were obtained from Black Sea
Agricultural Research Institute, Samsun, Turkey. Soy
drink production was carried out as described in our
previous article Temiz and Cakmak [22]. Soybeans were
kept in water for 18 hours at 4°C. After crust separation,
soybeans were ground at high speed for 2 minutes in a
Waring blender (Waring Commercial Blender, Waring,
Torrington, CT, USA) with water at 95°C. Then, dilution,
boiling and filtering processes were done respectively.
The nutrient concentrations of the soy drink produced,;
7.0% total solid, 3.26% protein, 2% fat, pH 6.7 and
0.09% titratable acidity.

Preparation of Yoghurts

Yoghurt production was carried out as described in our
previous article using freeze-dried probiotic yoghurt
starter culture (10® cfu/g), type ABT-2 1000 |
(Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium lactis
Bb-12, Streptococcus thermophylus, Danisco Biolacta
sp.z 0.0. ul. Tuwima | A: 10-747 Olsztyn-Poland) and m-
TGs (ACTIVA WM, Ajinomoto Foods Europe S.A.S,
France) [22]. Bovine milk and soy drink were mixed as
75% bovine milk/25% soy drink. Yoghurt samples were
coded according to the ratio of used: KY (0 U m-TGs /g
protein), Y1 (0.5 U m-TGs /g protein), Y2 (1 U m-TGs /g
protein) and Y3 (1.5 U m-TGs /g protein). Yoghurt
samples were stored at 4°C until analysis. Instrumental
texture analysis was carried out at 1%, 71, 14", 21%t and
28" days of storage while SEM images, FTIR spectra
and SDS-PAGE were obtained only at the 7" day of
storage.

Instrumental Texture Analysis

Yoghurt samples were stored in original containers at
4°C for 24 h for texture analysis. Texture analysis was
performed using a Texture Analyser (TA-XT Plus, Stable
Micro Systems Co, Ltd. Surrey, England). For each
sample four measurements were carried out using a
cylindrical probe (SMS P/50, 50 mm diameter) attached
to 30 kg load cell. The speed of measurement was set
at 1.0 mm/s. Force versus time plots were used for the
calculations of texture profile analysis (TPA) values,
such as hardness, cohesiveness, gumminess,
adhesiveness and springiness. All experiments were
repeated three times.
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Scanning Electron Microscopy (SEM)

SEM images of samples were analyzed at 7" day of
storage. Samples were freeze-dried in a lyophilizer after
storage at 4°C. After then, the samples were coated with
a 15 nm gold-palladium (Model SC7620; Quorum
Technologies, Laughton, UK) layer performed by a
cathodic coater as described in by Espirito-Santo et al.
[9] with some madifications. Eight areas of the samples
were imaged on a scanning electron microscope (SEM,;
Model JSM-7001F; JEOL, Tokyo, Japan) operating at a
voltage of 10 kV. Photomicrographs were recorded
under 100 to 5,000 x magnified images and structural
differences were analyzed in 5,000 x times magnified
images [23].

Sodium Dodecylsulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis

In electrophoresis studies, SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) technique
was applied according to the method described in detail
by Laemmli [24] with BIO-RAD Protean Il xi Cell gel
electrophoresis device powered by PowerPac Universal.
The sample loading volume, concentrations of
separating and stacking gels were 25 uL, 18.5% and
6.0%, respectively

Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The Fourier-transform infrared (FTIR, spectrometer
(Model Spectrum Two; Perkin Elmer, Akron, OH, USA)
spectras of the samples were measured using reported
method by Tural and Turhan [25].

Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted using SPSS
Statistical Software (2000) (SPSS Inc., Chicago, IL) and
results were given as mean t standard deviation
significance differences (P<0.05) between the samples
and the effect of storage time were analyzed by
ANOVA, followed by Duncan multiple range tests. All
measurements were repeated twice.

RESULTS AND DISCUSSION
Rheological Properties

The textural parameters of probiotic yoghurts were
tested during storage at 4°C and are shown Table 1.
Various textural parameters like adhesiveness,
cohesiveness, gumminess and hardness showed
significant change with addition of m-TGs in probiotic
yoghurts.

Hardness values varied between 528.01-737.50 g and
showed significant differences (P<0.05) during storage.
The effect of m-TGs on the hardness values was only
found to be significant at 21 days of storage time.
Samples made from 1.5 U m-TGs/per g protein
exhibited an increase in hardness compared to samples
made from the other treatments and the higher value
was determined at Y3 sample at 21%t days of storage.
The hardness values increased during storage time,
however after 7" days of storage there were no
differences in the KY sample with any m-TGs. Samples
made with m-TGs showed the highest increase in
hardness throughout the storage time.

Table 1. Rheological properties of probiotic yoghurt samples during storage time

Storage time (days)

Attributes Treatments 1 7 14 21 28
KY 561.56+4.628 622.29+17.674 630.00+28.28% 632.60+20.71°A 615.40+£23.204
Y1 528.01+8.18° 622.71+31.67 596.42+41.23%8 676.51+4.45° 620.36+9.46"
Hardness Y2 534.59+6.36° 627.69+25.51°8 660.48+7.53"8 649.67+27.81%8 680.66+13.37
Y3 573.78+5.38° 601.72+27.66° 650.56+7.07% 737.50+£17.67% 654.18+21.35°
KY -462.29+40.75°A8  -385,10+0.40°5¢ -357.90+£17.92°¢ -516.62+8,25 -468.41+£71.00°%8
Adhesiveness Y1 -431.70+7.36%8 --370.68+17.78°®  -212.22+58.17¢C -536.01+£87.79°* -483.62+0.00°%8
Y2 -515.87+30.21%8 -693.20+£11.27°4 -574.55+2.415 -446.34+28.05° -436.62+29.73
Y3 -705.52+18.64%5¢ -938.45+21.21% -791.74+58.40%® -671.38+6.747%5° -621.95+4.53%C
KY 0.31+0.02° 0.32+0.00° 0.32+0.02 0.29+0.01 0.30£0.07
Y1 0.28+0.00° 0.27+0.01° 0.31+0.01 0.29+0.04 0.25+£0.04
Cohesiveness Y2 0.32+0.02% 0.27+0.00° 0.31+£0.03 0.33+0.00 0.29+0.00
Y3 0.36+0.002 0.35+0.012 0.31+£0.04 0.38+0.02 0.33+£0.02
KY 160.21+2.92% 170.1940.04°8 184.03+2.00¢ 201.77+8.03° 191.86+9.54"4
Y1 172.37+2.87° 199.32+16.60% 177.23+23.06 196.71x7.13° 187.11+4.94°
Gumminess Y2 165.69+13.13° 178.52+9.33% 199.29+17.30 193.00+22.19° 188.41+18.66°
Y3 210.26+0.36%5C 212.13+15.88%C 206.65+12.36" 243.52+6.25%8 259.11+4.95%A

Values are means * standard deviation of three replicates. KY; 75% cow milk + 25% soy drink without m-TGs. Y1;75% cow milk + 25% soy drink +
0.5 U m-TGs/per g protein. Y2; 75% cow milk + 25% soy drink + 1 U m-TGs/per g protein and Y3; 75% cow milk + 25% soy drink 1.5 U m-TGs/per
g protein. Small letters (a, b, c) indicate significant differences between means within a column. Capital letters (A, B, C) indicate significant
differences (P<0.05) between means within a row. There is no statistically difference between non-letter columns

Our results indicated that m-TGs can help to provide the
desired hardness in dairy products. Similar results were
reported by Yiksel and Erdem [26], Tsevdou et al. [14],
and Garcia-Comez et al. [27]. The higher numbers of
glutamyl residues in cows’ and soy drink, which acts as
acyl donor, and the high numbers of e-amine groups in
lysine residue, which works as acyl acceptor, help to
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increase the cross-linking induced by transglutaminase
[16].

Adhesiveness values, varied between -212.22, -938.45,
were significantly affected by enzyme application and
storage time. m-TGs added samples had higher
adhesiveness values compared to those made with no
m-TGs (Table 1). These findings could be seen as the
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result of the different effects of m-TGs on the gel
properties of the final product. The highest value was
determined in Y3 sample at 7" day of storage while the
lower values determined in KY and Y1 samples at 14"
day of storage. Similar results have been reported by
Domagala et al. [13], Tsevdou et al. [14].

The cohesiveness values measured during storage are
shown in Table 1. In terms of cohesiveness, no
significant differences (P<0.05) were observed during
the storage time but cohesiveness values significantly
increased with increase of m-TGs at 15t and 7" days of
storage, and the higher values were observed in Y3
samples. Similar behavior was observed by Tsevdou et
al. [14].

The changes of gumminess values in yoghurt samples
are shown in Table 1. KY and Y3 samples increased
during storage statistically and highest values were
observed at 28" day of storage. In terms of m-TGs
treatments, gumminess values were determined to be

sx>e

Figure 1. Scanning Iectronmicopy (SE) of

probiotic yoghurts. not: KY:(toI) 0 m-TGs/

significant except 14" day of storage (P<0.05).
Gumminess values of yoghurt samples increased with
increasing m-TGs concentration. Similar results were
reported by Yuksel and Erdem [26].

Microstructure of Yoghurt

SEM micrographs (x5000) of yoghurt gels prepared with
and without m-TGs are illustrated in Figure 1. SEM
revealed that the protein matrices of the m-TGs added
samples appeared to be relatively more compact than
the control (Figure 1). The differences were mainly
associated with the compactness of the protein matrix.
The microstructures of the yoghurts made with m-TGs
treated milk changed with increasing amounts of the
enzyme added to the milk. The samples made with the
m-TGs showed lower pore sizes with a well-defined
porous web like structure. Similar results were reported
by Sanli et al. [28].

protein Y1: 0.5 U m-TGs/g protein, Y2: 1 U m-TGs /g protein Y3: 1.5 U m-TGs/g protein.

These results suggested that m-TGs had some
interaction with the milk proteins. These indications can
be explained with the existence of m-TGs, which may
have interacted with proteins to form a more compact
structure with ability to catch the whey phase. Similar
observations were reported by Domagala et al. [13] that
the use of m-TGs improved the gel strength of the
product.

Electrophoretic Studies

In this study, SDS-PAGE was used to elucidate the
cross-linking of protein in m-TG treated samples. The
SDS-PAGE electrophotograms of samples are shown in
Figure 2. As it can be seen in fist line 9 whey proteins as
well as caseins are presented (bands of 25-30 kDa and
14-19 kDa), respectively. In samples line, whey proteins
have been denaturalized due to thermal treatment and
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thus, their bands are not present. Increase of enzyme
concentration leads to the formation of new protein
bands. These new bands were higher-molecular-weight
bands, resulting from cross-linked proteins and a
concurrent increase in polymers, which did not enter the
stacking gel. The m-TG has a molecular weight of 37
kDa and thus, it is not visible in the m-TG-treated
samples. Wroblewska et al. [15] reported that the
addition of m-TG caused partial transformation of
proteins into high molecular polymers. Similar results
were reported by Tsevdou et al. [14], Al- Saadi et al.
[16], Chen et al. [17].
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Figure 2. SDS-PAGE electrophotogram of yoghurt. line
1; molecular weight markers. line 2; KY (control) 0 U m-
TGs/g protein, line 3; Y1 0.5 U m-TGs/g protein, line 4;
Y2 1 U m-TGs /g protein, line 5; Y3 1.5 U m-TGs/g
protein, line 6; a-casein.

Fourier-Transform Infrared Spectroscopy
The effect of m-TG was investigated with FTIR

spectroscopy in yoghurt samples. The FTIR spectra of
control yoghurt and yoghurt containing 0.5, 1.0 and 1.5

U m-TG/g protein are shown in Figure 3. The spectra
were recorded within the range of 650-4000 cm™. The
shifts of particular bands, as well as the differential
spectra, clearly indicated that the processes led to the
complex formation. For all yoghurt samples, an amide A
peak (N-H stretch, coupled with hydrogen bonding) was
found at v=3281-3275 cm? and an amide B peak
(representing CH stretching and NHs*) was found at
v=2921-2922 cm™. All samples had major peaks at
v=1633-1645 cm?® (amide |, representing C=0
stretching/hydrogen bonding coupled with COO), 1538-
1543 cm? (amide I, arising from bending vibration of
NH groups and stretching vibrations of CN groups) and
1238 cm™ (amide I, illustrating the in-plane bending
vibrations of CN and NH groups of bound amide or
vibrations of CH, groups). The peak situated around
1034-1037 cm?® was observed in all samples,
corresponding to the OH group. The main bands of
samples were: 1100 and 1000 cm™ which give
information on sugar molecules (polysaccharide ring
vibrations); 1633-1645 cm® (amide i) and 1538-1543
cm* (amide ii) are used to obtain information on protein
structure and 2921-2922 cm™' (amide b) was associated
with the vibration from fatty acid [4].

As shown in Figure 3, both wavelengths of Amide A and
amide B shifted to the higher wavenumber and the
intensity of the two peaks also increased as the m-TG
increased. In addition, both the intensity of amide | and
amide Il were slightly enhanced and shifted to the higher
wavenumber with the addition of m-TG into the samples.
The results showed that the cross-linking of m-TG were
facilitated the increase of amplitudes in the amide |
bands. The high number of bands is correlated with the
complexity of the food composition which contains
proteins, carbohydrates, lipids etc.
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Figure 3. FTIR spectra of probiotic yoghurts, KY: (control) 0 U m-TGs/g protein Y1: 0.5 U m-TGs/g protein, Y2:

1 U m-TGs/g protein Y3: 1.5 U m-TGs/g protein.
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Interestingly, the peak corresponding to Amide B (3281
cm) was highly intense at 1.5 U m-TGs/g protein added
samples, indicating that the functional groups from m-
TG has cross-linked with some milk components and
helped to development of gel matrix. Similar results
were also found by Cheng et al. [29].

CONCLUSION

The textural properties of the probiotic yoghurts were
significantly improved by addition of m-TGs and also
storage period. SEM images demonstrated that addition
of m-TGs could be used to improve the microstructure of
the probiotic yoghurt gel. The results indicate that
enzymatic cross-linking of milk proteins by m-TGs
improved the properties of probiotic yoghurts.
Crosslinking of milk proteins by means of m-TGs
appears to be an acceptable alternative way to addition
of extra stabilizers in probiotic yoghurt. According to
data obtained in this study, m-TGs concentration was
seen practical up to 1.5 U/g proteins when textural and
microstructural properties of the probiotic yoghurts
examined.
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ABSTRACT

Red pepper slices were dried in a vacuum dryer at three different temperatures (45, 55 and 65°C) and two absolute
pressures (21.5 kPa and 48.0 kPa). Drying temperature and absolute pressure significantly influenced drying time.
Degradation kinetics of ascorbic acid in red pepper slices during vacuum drying followed a first-order kinetic model.
The highest ascorbic acid retention occurred in the samples dried the combination of 45°C and 21.5 kPa. In addition
to the temperature effect, the drying absolute pressure was effective on the loss of ascorbic acid. The activation
energy values for ascorbic acid under both absolute pressure of 48.0 kPa and 21.5 kPa were calculated as 70.85
kJ/mol and 81.43 kJ/mol, respectively. The sample surface color degradation after drying was also determined. The
color values (Hunter L, a and b) decreased, while AE (The color difference) increased during drying. Mathematical
modeling of color degradation kinetics indicated that both the zero-order and first-order kinetic model were found to
describe the Hunter L, a and b values. However, AE followed zero-order kinetic model.

Keywords: Red pepper, Vacuum drying, Ascorbic acid, Color, Degradation

Kirmizibiber (Capsicum annuum L.) Dilimlerinin Vakumla Kurutulmasi Sirasinda Renk ve
Askorbik Asidin Bozunma Kinetigi

o0z

Kirmizi biber dilimleri vakumlu bir kurutucuda Ug farkli sicaklikta (45, 55 ve 65°C) ve iki mutlak basingta (21.5 kPa ve
48.0 kPa) kurutulmustur. Kurutma sicakhdi ve mutlak basing kuruma suresini dnemli dlgtide etkilemistir. Askorbik
asitin, vakumla kurutma sirasinda kirmizibiber dilimlerindeki bozunma kinetigi, birinci dereceden bir kinetik modele
uydugu belirlenmistir. En ylksek askorbik asit miktari, 45°C ve 21.5 kPa kombinasyonunda kurutulmus érneklerde
belirlenmistir. Kurutma sicakliginin etkisine ek olarak, kurutma mutlak basincinin da askorbik asit kaybi Gzerinde etkili
oldugu saptanmistir. Askorbik asit icin hem 48.0 kPa hem de 21.5 kPa mutlak basing altinda yapilan kurutma
isleminde, aktivasyon enerji deg@erleri sirasiyla 70.85 kd/mol ve 81.43 kJ/mol olarak hesaplanmistir. Calismada ayrica
kurutma sirasinda érneklerin yizey renginin bozulmasi da incelenmistir. Renk degerleri (Hunter L, a ve b) azalirken,
AE degerinin kurutma sirasinda arttigi belirlenmistir. Hunter L, a ve b degerlerinin renk bozulmasi kinetiginin
matematiksel modellemesi yapilmis ve hem sifirinci hem de birinci dereceden kinetik modele uydugu saptanmistir.
Bununla birlikte, AE degerinin sadece sifirinci dereceli kinetik modele uydugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirmizibiber, Vakumla kurutma, Askorbik asit, Renk, Bozulma
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INTRODUCTION

Red pepper is an excellent source of phytochemicals
and essential nutrients such as ascorbic acid and
tocopherols [1]. Ascorbic acid is an important
component of our nutrition and reportedly reduces the
risk of cardiovascular diseases and some forms of
cancer because of its antioxidant capacity. However,
ascorbic acid is one of the most labile vitamins. It is
easily oxidized by air, heat and oxidizing enzymes [2]. It
is generally observed that if ascorbic acid is well
preserved, the other nutrients are also well retained [3].
Color is one of the most important qualities of red
pepper, which effects the consumers’ preferences. The
color of red pepper is controlled by several carotenoids
(capsanthin, capsorubin, and xanthophyllys for the red
color) [4,5].

Red peppers are usually dried in greenhouse dryers or
by spreading them on the ground under open
atmosphere (namely, open sun drying) in the most part
of the world [5,6]. However, sun drying requires a long
drying period, affected by daily weather conditions
making it rather difficult to control the moisture content
of the sample [7]. In addition, the products may be
degraded during sun drying due to wind-borne dirt and
dust, infestation by insects, rodents, and other animals
[8]. The color retention of red pepper dried either under
open atmosphere or green house dryers can be
challenging since necessary drying time is considerably
long in either case and the browning reactions occur in
red pepper [6,9].

Vacuum drying provides an alternative to conventional
atmospheric drying. It allows the removal of moisture
under low pressure. Vacuum expands air and water
vapor present in the food and creates a frothy or puffed
structure, providing a large area-to-volume ratio for
enhanced heat and mass transfer [10]. Consequently,
with vacuum drying it is possible to have a higher drying
rate, lower drying temperature, and an oxygen deficient
processing environment [11]. The objective of this
experiment is to determine the kinetics of ascorbic acid
and color degradation during vacuum drying of red

peppers.
MATERIALS AND METHODS

Materials

Fresh red pepper (Capsicum annuum L.) samples were
purchased from a local market in Denizli, Turkey. They
were taken in polyethylene packages and stored at 4 +
0.5°C in a refrigerator until drying. Moisture content of
the samples was determined in a vacuum oven (Model
JSVO-60T, JSR, Gongju-City, Korea) at 70°C for 24h
[12].

Methods
Vacuum Drying

A laboratory type vacuum oven (Model JSVO-60T, JSR,
Gongju-City, Korea) was used for carrying out drying
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experiments. The temperature of a vacuum oven had a
sensitivity of 1°C, with a maximum temperature of
250°C. The internal dimensions of the vacuum oven
were 40 x 42 x 35 cm. The oven consisted of an
analogous vacuum-meter. Six different temperature —
absolute pressure combinations were obtained in
vacuum drying by combining three different drying
temperatures (45, 55 and 65°C) and two different
absolute pressure values (21.5 kPa and 48.0 kPa). The
vacuum drying of red pepper studies were carried out
under the combinations of 45°C-21.5 kPa, 45°C—48.0
kPa, 55°C-21.5 kPa, 55°C-48.0 kPa, 65°C-21.5 kPa,
65°C-48.0 kPa. The washed red peppers were sliced
into 4 cm wide, 7.0£2.0 cm length and 0.6+0.1 cm
thickness using a stainless steel knife. In vacuum drying
studies about 700 g of red pepper slices were used. The
sliced samples were spread in a single layer on the tray.
Moisture losses of samples were recorded at 30 min
intervals by a digital balance of 0.01 g accuracy (Model
TP-3002, Denver, Gottingen, Germany). The vacuum
was broken and restored before and after the weight
measurements and each process took less than 30 s.
The vacuum drying was applied until the weight of
sample reduced to moisture content of about 15 g/100
g. All vacuum drying experiments were replicated three
times at each temperature absolute pressure
combination and the average values were used.

Ascorbic Acid Analysis

The ascorbic acid content was determined in both fresh
and dried red pepper samples following the HPLC (LC-
20AD, Shimadzu, Kyoto, Japan) analytical procedure
outlined by Demiray et al. [13]. Fresh or dried red
pepper samples were mixed with metaphosporic acid
solution (1%, v/v) at the ratio of 1:10 (w/v), and the
mixture was blended in a Waring blender. Samples were
transferred into polypropylene centrifuge tubes and
centrifuged at 11000 x g for 20 min at 4°C.
Supernatants were filtered using a 0.45 ym PVDF
syringe filters (Minisart, Sartorius, Gottingen, Germany).
The content of ascorbic acid was measured by using
HPLC equipped with a quaternary pump system (LC-
20A), a 20 L loop injector, a photodiode array detector
(SPD-M20A), a degasser (DGU-20A) and a column
oven (CTO-20A). The ascorbic acid fraction was
separated on an ACE 5 C18 column (250 % 4.6 mm, ID,
5 um) isocratically at 35 “C using the mobile phase of
ultra-pure water at pH 3 (adjusted with H3PO4) and the
flow rate of 0.5 mL min-1. Eluents were monitored at
254 nm.

Color Measurements

The colors of red pepper samples were measured both
before drying and at different predetermined periods
during drying by a Hunter Lab MiniScan XE colorimeter
(Hunter Associates Laboratory, Reston, VA, USA).
Before performing color measurements, MiniScan XE
colorimeter device was calibrated with white and black
standard calibration plates.

Color measurements were made from 3 different points
and averaged of these values. The color values were
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expressed as L (whiteness/darkness), a
(redness/greenness) and b (yellowness/blueness) at
any time, respectively. And also, the color difference
(AE) was calculated from the Hunter L, a, b values,
according to Eq. (1).

AE = /(ALY +(Aa) +(Ab) @)
Kinetic Models of Ascorbic Acid and Color
Degradation

The degradation of ascorbic acid and color in red
peppers during drying were calculated by using the
standard equations for zero and first-order reactions and
degradation rate constants were determined by fitting
Egs. (2) and (3) to experimental data.

C=C, +kt
C =C, exp(k;t)

)
@)

where C is the studied parameter (ascorbic acid content,
L, a, b and AE) at any given drying time, C, are initial
values of untreated samples and ko, ki are rate
constants. Furthermore, half-life value ti, of ascorbic
acid was calculated by the Eq. (4).

ty, =—In(0.5) x k™! 4
The Arrhenius equation is the most widely accepted
method of accounting for the temperature dependence
of the rate constant in food systems. The temperature
and the rate constant are related according to the

Arrhenius equation (Eg. (5)):

k =k, exp(-

Ea
=)

R (5)
where k is the rate constant at temperature T (K), ka is

the frequency factor, E, is the activation energy (kJ/mol),
and R is the universal gas constant (8.314 J/molK).

The coefficient Q1o is another way to characterize the
effect of the temperature on the rate of a reaction and it
was calculated by the Eq. (6).

QlO = (kZ/kl)lO/(T27T1) (6)

where ki and k2 are reaction rate constants at
temperatures T1 and Tz, respectively (h™?).

Statistical Evaluation

Drying experiments were performed in triplicates and
the measurements were performed in duplicates. Means
+ standard deviations of the experimental results were
reported. Statistically significant differences between
samples were determined using Microsoft Excel®
(Microsoft Office, Washington, USA).
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RESULTS AND DISCUSSION

Effect of Vacuum Drying Conditions on Moisture
Content

The moisture content of the red pepper slices was
reduced from initial value of 9.58 to less than 0.3 kg
water/kg dry matter. The effects of drying temperatures
and pressures on the vacuum drying process are shown
in Fig. 1A and 1B, where the moisture content of the
samples at various time intervals was recorded. Fig. 1A
and 1B showed that drying pressure had a certain effect
on the drying process, the drying time was reduced by
decreasing drying pressure. Drying processes at
absolute pressure of 21.5 kPa took shorter than
expected applications at 48.0 kPa absolute pressure. As
a matter of fact, while the moisture content of red
peppers at 45°C at 21.5 kPa absolute pressure drop
from 9.58 to 0.3 kg water / kg dry matter value, it took 44
hours, this process was completed in 52 hours at 48.0
kPa absolute pressure at the same temperature. The
results were in agreement with several researchers who
had also reported a decrease when the drying pressure
was decreased during the vacuum drying of some
vegetables such as pumpkin [14], carrot [15], mushroom
[16]. Also increase in temperature level in vacuum
drying had an important effect on the reduction of drying
time.

Degradation Kinetics of Ascorbic Acid

Degradation in ascorbic acid during vacuum drying of
red pepper slices followed a first-order reaction. The
concentration of ascorbic acid in samples with two
different drying pressures (21.5 and 48.0 kPa) dried at
three different temperatures (45, 55 and 65°C) for
different time periods was measured and the plots of
natural logarithm of ascorbic acid content of red pepper
slices against time were prepared. Fig. 2A and 2B
shows the achieved values of natural logarithm of
ascorbic acid content of red pepper slices against time
and temperature for two drying pressure.

The kinetic parameters of ascorbic acids degradation
during vacuum drying at selected drying conditions are
shown in Table 1. The rate constant increased at higher
drying temperatures. This could be explained by the
assumption that accelerated the ascorbic acid
degradation [17]. As found by Di Scala and Crapiste
[17], drying temperature had a strong influence on the
degradation of ascorbic acids in red peppers. Increasing
drying temperature from 50 to 70°C increased the
degradation rate constants of ascorbic acids. Also,
Marfil et al. [18] indicated that degradation of tomato
ascorbic acids follows first-order reaction. In addition to
the temperature effect, it has been determined that the
drying pressure is also effective on the loss of ascorbic
acid. Thus, after drying at 45°C under 48.0 kPa absolute
pressure, the amount of ascorbic acid in the samples
was determined as 377.17+2.30 mg / 100 g dry matter,
whereas at 21.5 kPa absolute pressure and again at
45°C 643.69+3.16 mg / 100 g dry matter were
determined as dry matter. This result shows that the
loss of ascorbic acid is further reduced by decreasing
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the drying pressure. The main reason for this is the
decrease in the amount of oxygen in the drying chamber
due to the vacuum effect. Ascorbic acid is a vitamin
which can be easily oxidized. Ascorbic acid oxidation
reactions are also slowing down by decreasing the
amount of oxygen in the drying chamber. Results of this
present study were in good agreement with the data

9.60

reported in the literature. As a matter of fact, Methakhup
et al. [19] purined after pitting of Indian gooseberries
and dried by vacuum drier at 65 and 75°C under
absolute pressure of 7, 10 and 13 kPa. They reported
that as a result of the ascorbic acid analyzes, the loss of
ascorbic acid was also increased by increasing the
absolute pressure of the drying chamber.
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Figure 1. Effect of drying temperature at either 48.0 kPa (A) or 21.5 kPa (B) absolute
pressure on the moisture contents of red pepper slices.
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Figure 2. The degradation kinetics of ascorbic acid in red pepper slices dried
at different temperatures at either 48.0 kPa (A) or 21.5 kPa (B) absolute

pressure.

Table 1 gives the calculated kinetic parameters for first
order kinetic model for ascorbic acid loss. It is seen from
Table 1 that the reaction rate constant of ascorbic acid
degradation increases with increasing  drying
temperature. For example, the reaction rate constants
for the ascorbic acid degradation of red pepper samples
dried at 45, 55 and 65°C under an absolute pressure of
21.5 kPa were calculated as 0.0193, 0.0422 and 0.1960
h?, respectively. When the Qi values given in Table 1
are examined, it was determined that the degradation
rate of ascorbic acid was increased 2.4 times by
increasing the temperature from 45°C to 55°C in drying
processes under 48.0 kPa absolute pressure. It was
found that the reaction rate increased 2.2 times in the
case of drying under the pressure of 21.5 kPa at the
same drying temperatures.
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In the study, it was determined that ascorbic acid was
effected not only by the drying temperatures but also by
the absolute pressure of the drying chamber. As a
matter of fact, when the half-life values given in Table 1
are examined, it has been determined that loss of
ascorbic acid occurs faster by increasing the absolute
pressure of the drying chamber. For example, the half-
life time values obtained as a result of drying processes
at 45°C under both absolute pressure of 48.0 kPa and
21.5 kPa were calculated as 24.40 hours and 35.91
hours, respectively. This result shows that the level of
vacuum value has a significant effect on the half-life
time value of ascorbic acid.
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Table 1. The kinetic parameters? for ascorbic acid losses in red pepper slices
during drying at three different temperatures and two different absolute

pressure
Drying .
Drying Qo -1
Pr(ekf:’s;re Temperature (°C)  value k() te(h) Ea (kJ/mol)
45 2394 0.0284 24.40
48.0 55 0.0680 10.19 70.85
65 2034 01383 5.01
45 2187 0.0193 35.91
21.5 55 0.0422 16.42 81.43
65 2834 01196 5.79

2Quo, k, t1p and Ea: temperature coefficient, reaction rate constant, reaction half life time

and activation energy, respectively.
Degradation Kinetics of Color Values

The L, a and b values for fresh red peppers were
27.54+0.12, 28.58 £0.34 and 9.76 £ 0.25, respectively.
The Hunter L, a and b values of the red pepper samples
dried at two different absolute pressures and at three
different temperatures with the vacuum dryer were
measured at certain intervals in the drying process. For
the kinetic modeling of color degradation of red pepper
samples, zero-order and first-order kinetic models were
used. Calculated kinetic parameters of color values in
red peppers during various drying conditions are given
in Tables 2 and 3. The results revealed that, regardless
of the drying conditions, both zero- and first-order
reaction kinetic models can be used adequately and
equally for all values (L, a and b) with R? values from
0.8995 to 0.9968. The R? values of both models were
not significantly different, that is why it was impossible to
affirm that one model was superior to the other. The
results obtained were in agreement with reported
literature Kiwifruits [20] and carrots [21]. As in the other
color parameters, kinetic modeling of the changes in AE
values was done. When the Tables 2 and 3 are
examined, it can be seen that the changes in AE is
better suited to the zero-order reaction model. Since the
R? values of the zero-order reaction model are closer to
1 than the R? values calculated for the first-order
reaction model, it is concluded that the zero-order

kinetic model represents the change better. Dadali et al.
[22] dried the okra samples with different microwave
powers by microwave drying method and measured
Hunter L, a and b color values of the samples during
drying. They also calculated the AE values of the
samples using the measured color values. As a result,
when the microwave power increases the AE values
increases and the change in the AE values corresponds
to the zero-order reaction model.

The Qio and the activation energy values of the color
values for the red pepper samples dried at different
temperatures under 48.0 kPa and 21.5 kPa absolute
pressure are given in Tables 2 and 3. When the
activation energy values of Hunter L, a and b color
values given in Table 2 are examined, it is seen that the
activation energy calculated for the a value change is
larger than the L and b values. This is an indication that
a value is more influenced by temperature changes in
vacuum drying processes at 45, 55 and 65°C under 48.0
kPa absolute pressure. When the Qo values for the a
and b values in the same table are examined, it is seen
that the effect of increasing the temperature from 45°C
to 55°C is higher than the temperature from 55°C to
65°C. In Table 3, it is seen that the activation energy
values calculated to express the effect of the
temperature changes on the b value are larger than the
activation energy values of the other color parameters.

Table 2 The kinetic parameters of color values of red pepper slices dried at 48 kPa absolute pressure

Zero-Order Model

First-Order Model

Temperature

Color values C) ko R Qo E. ¢ R2 Qg E,
value (kJ mol’) (h) value (kJ mol’)

45 0.0501 0.9864 0.0017 0.9845

! 55 0.0598 09385 119 47.13 0.0022 0.9410 1.29 47.98
65 0.1448 0.8995 242 0.0050 0.9032 207
45 0.1180 09046 0.0044 0.9181 256

a 55 0.2848 0.9818 . 51.41 0.0112 0.9845 : 5453
65 0.3703 0.9578  1.30 0.0148 0.9720 1.32
a5 0.0757 09910 0.0083 0.9861 1,80

b 55 0.1186 0.9777 . 32.04 0.0149 0.9862 . 37.18
65 0.1547 09543  1.30 0.0190 0.9724 1.28
45 0.1382 09533 .. 0.0253 0.9314 294

4E 55 0.3132 0,9834 ) '36 50.47 0.0745 0.8801 1'1 . 54.97

65 0.4251 0,9591 . 0.0857 0.8317 .
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Table 3 The kinetic parameters of color values of red pepper slices dried at 21.5 kPa absolute pressure

Zero-Order Model

First-Order Model

Color Values Temﬁ%’?t”m ko . Qo E. 3 o Qn E.
value (kJ mol') (h') value (kJ mol')
45 0.1239 0.9852 149 0.0050 0.9860 1.44
L 55 0.1841 0.9932 3483 0.0072 0.9955 30.11
65 0.2700 0.9968 1.47 0.0098 0.9959 1.36
. 55 02013 osewr 2% s 00is  oses 2% azes
65 0.3676 0.9704 1.26 0.0149 0.9732 1.31
45 0.0273 09633 ., 0.0031 0.9606 290
b 55 0.0749 0.9780 62.27 0.0090 0.9865 64.07
65 0.1092 0.9853 1.46 0.0129 0.9875 1.43
45 0.1922 0.9908 179 0.0511 0.9531 155
AE 55 0.3439 0.9959 39.75 0.0794 0.8691 37.85
65 0.4663 0.9865 136 0.1191 0.8172 150
When the Tables 2 and 3 are compared with each other, [3] Lin, T.M., Durance, T.D., Scaman, C.H. (1998).
it can be seen that the a and L values, which are Characterization of vacuum microwave, air and
important in terms of color during vacuum drying of red freeze dried carrot slices. Food Research
pepper, were less influenced by temperature changes International, 31, 111-117.
with low pressures. Drying of red pepper samples under [4] Minguez-Mosquera, M.l.,, Hornero-Mendez, D.
absolute pressure of 21.5 kPa resulted in less loss of (1994). Comparative study of the effect of paprika
redness than drying at 48.0 kPa. processing on the carotenoids in peppers
(Capsicum annuum) of the Bola and Agridulce
CONCLUSION varieties. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 42, 1555-1560.
In this study, it was observed that drying time increases [5] Erglnes, G., Tarhan, S. (2006). Color retention of
with an increase in absolute pressure. Degradation red peppers by chemical pretreatments during
kinetics of ascorbic acid in red pepper slices during greenhouse and open sun drying. Journal of Food
vacuum drying followed a first-order reaction. Zero-order Engineering, 76, 446-452.
and first-order reaction models were used to explain the [6] Condori, M., Echazu, R., Saravia, L. (2001). Solar
color change kinetics, and it was observed that the R2 drying of sweet pepper and garlic using the tunnel
values of both models were not significantly different. greenhouse drier. Renewable Energy, 22, 447-460.
That is why it is impossible to affirm that one model was [71 Maskan, A., Kaya, S., Maskan, M. (2002). Hot air
superior to the other. On the other hand, total color and sun drying of grape leather (pestil). Journal of
change (AE) followed a zero-order reaction model Food Engineering, 54, 81-88.
during vacuum drying. The reaction rate constants for [8] El-Beltagy, A., Gamea, G.R., Amer Essa, A.H.
these constituents of red peppers were highly (2007). Solar drying characteristics of strawberry.
dependent on the drying conditions, and activation Journal of Food Engineering 78, 456-464.
energy values for ascorbic acid under both absolute [9] Ramesh, M.N., Wolf, W., Tevini, D., Jung, G.
pressure of 48.0 kPa and 21.5 kPa were calculated as (2001). Influence of processing parameters on the
70.85 and 81.43 kJ/mol, respectively. Current study on drying of spice paprika. Journal of Food
the loss kinetics of ascorbic acid and color parameters Engineering, 49, 63-72.
in red pepper slices dried in vacuum dryer. Further work [10] Jaya, S., Das, H. (2003). A vacuum drying model
should be carried out to explore the changes in the for mango pulp. Drying Technology, 21, 1215-
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during storage. [11] Wu, L., Orikasa, T., Ogawa, Y., Tagawa, A. (2007).
Vacuum drying characteristics of eggplants.
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Sarimsak (Allium sativum L.) insan saghgina yararh oldugu bilinen ve diinya mutfaginda ¢ok eski zamanlardan bu
yana yer alan bir sebzedir. Sarimsagin karakteristik kokusu ve tadi nedeniyle ¢ig olarak tiketimi sinirlidir. Bu nedenle
son yillarda saghida yararh etkileri korunarak, istenmeyen kokularindan izole edilmis yeni sarimsak urlnlerinin eldesi
icin bircok metot denenmektedir. Bu amagla Uretiimis olan siyah sarimsak birgok Ulke ve hatta lilkemizde gok fazla
bilinmemekte ve tiiketiimemektedir. Yapilan bu galisma ile siyah sarimsagin yapisinda bulunan bazi fenolik bilesikler
Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile arastiriimigtir. Ayrica metanol ile hazirlanan ekstraktinin
Pseudomonas aeruginosa PAO7’in sentezledigi ve patogenezinde dénemli roll olan piyosiyanin ve elastaz uretimi ile
biyofilm olusumu Gzerine inhibisyon etkisine bakilmistir. HPLC analiz sonuglarina gére fenolik bilesiklerden kuersetin,
klorojenik asit, vanillin, p-kumarik asit, p-hidroksi benzoik asit farkli oranlarda tespit edilmistir. Mikrobiyal aktivite
sonuglarina goére ise siyah sarimsak metanol ekstraktinin piyosiyanin ve elastaz Gretimi ile biyofilm olusumu Uzerine
(sirasiyla %38, %28 ve %84 inhibisyon oranlariyla) inhibisyon etkisinin anlamli oldugu géraimustir.

Anahtar Kelimeler: Siyah sarimsak, Fenolik bilesikler, Biyofilm, Pseudomonas aeruginosa PA01

Black Garlic (Allium sativum L.) as a New Functional Food in Turkish Cuisine: Phenolic
Content and Effect on Bacterial Communication (Quorum Sensing)

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) is a vegetable known to be beneficial to human health and has been in the world cuisine
since ancient times. The consumption of garlic is limited due to its characteristic odor and taste. For this reason, in
recent years many methods have been tried to obtain new garlic products isolated from their undesired odors while
preserving their beneficial health effects. Black garlic produced for this purpose is not known and consumed in many
countries including Turkey. In the present study, the phenolic content of black garlic was determined by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). In addition, the inhibition effect of methanol extract on some virulence
factors such as pyocyanin, elastase and biofilm formation, which has an important role in the pathogenesis of
Pseudomonas aeruginosa PAO1, was investigated. As a result, quercetin, chlorogenic acid, vanillin, p-coumaric acid,
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p-hydroxy benzoic acid were detected in different concentrations. According to the results of microbial activity tests,
the inhibition effect of black garlic methanolic extract on the production of pyocyanin, elastase and biofilm formation
(38, 28 and 84% inhibition ratios, respectively) was found significant.

Keywords: Black garlic, Phenolic compounds, Biofilm, Pseudomonas aeruginosa PA01

GIRiS

Sarimsak (Allium sativum L.), Alliaceae familyasina ait
Allium cinsinden sodanl bir bitki tiridur. Sarimsak tarih
boyunca butin diinyada farkli kultirlerin mutfaklarinda
hem baharat ve yiyecek olarak hem de tedavi amagch
kullanilimistir. Sarimsak ilk defa bilim dinyasina 1753
yilinda Isvigreli botanikgi Linne tarafindan tanitilmistir.
Anavatani Orta ve Bati Asya olarak kabul edilen
sarimsagin dinyada 700 gesidi vardir. Sarimsagin
saglik Uzerine olan olumlu etkisinin 5000 yildan beri
bilindigi  Babilliler, Misirlilar, Romalilar, Cinliler,
Yunanlilar ve Hindular tarafindan ¢ok yaygin bir sekilde
kullanildigr  belirtiimektedir. Dogal antibiyotik olarak
bilinen sarimsagin hipoglisemi, diyabet ve hipertansiyon
Uzerinde tedavi edici Ozellige sahip oldugu;
antibakteriyel, antifungal ve antikanserojen etkiler
gosterdigi yapilan birgok galisma ile rapor edilmigtir [1-
5].

TUIK verilerine gére, Tirkiye'de toplam sarimsak (retim
miktari 2018 yilinda 143 207 ton (117 688 ton kuru,
25519 ton taze) ve 2019 yilinda ise 126 447 tondur (103
096 ton kuru, 23351 ton taze). Sarimsak dendiginde
akla ilk gelen il Kastamonu olmasina karsin, son yillarda
artan sarimsak Uretimi ile Gaziantep ilimiz dikkat
cekmektedir. Sarimsak Uretiminin en yuksek oldugu iller
2018 ve 2019 yillan igin sirasiyla Gaziantep, Kastamonu
ve Kahramanmaras olmustur [6].

Sarimsagin karakteristik kokusu ve tadi nedeniyle gida
ve ilac olarak kullanimi ve tuketimi sinirlidir. Bu nedenle
sarimsak tuketimi ve kullaniminin yayginlasmasinda
etkili olabilecek bircok alternatif sarimsak Grind
piyasada yerini almistir. Kurutulmus sarimsak, sarimsak
tozu, sarimsak yagi, sarimsak tozu tabletleri, kapstuilleri
bunlardan bazilaridir. Son yillarda sarimsagin rahatsiz
edici kokusunu gidermek ve lezzetini artirmak igin 1sil
islem ve fermantasyon gibi cesitli isleme yodntemleri
kullanilmaya baslanmistir [7, 8].

Taze sarimsagin yuksek sicaklik ve kontrolli nem
altinda 1 aydan uzun sure (30-40 gin) 1sil islem
uygulamasi sonucu elde edilen siyah sarimsak taze
sarimsaga alternatif olarak goérilen en dikkat cekici
urindir. Fermantasyon sicakligi siyah sarimsak
Uretiminde ©nemli bir parametre olup, fermentasyon
sicakh@inin 70°C oldugu Uretimlerde siyah sarimsagin;
renk, tekstir ve tat yoninden uygun yapi kazandigi
yapillan galismalarla ortaya konmustur. Duslk
sicakliklarda istenilen siyah rengin tam olarak
olusmadigi; yuksek sicakliklarda ise acimsi ve eksi bir
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tat ortaya ¢iktigi belirtiimistir. Yapilan son ¢alismalarda
siyah sarimsak Uretimi i¢in optimum kosullarin 70°C ve
%80-90 bagll nemde, 30-40 gun sureyle
gergeklestirildigi goriilmektedir. Uretim prosesi sonunda
olusan Uriin tamamen siyah renkli, kokusuz ve elastik
yapidadir [8, 9, 10].

Siyah sarimsak ve siyah sarimsaktan elde edilen
urlinler, sarimsagin saglk yararlarinin artan farkindalgi
ile birlikte Kore pazarinda ¢ok uzun yillar 6nce en hizl
biylyen saglk odakli gidalardan biri olmustur. Bunun
yaninda siyah sarimsak uzun yillardir Guney Kore,
Japonya ve Tayland'da da tiketiimektedir. Son yillarda
ise popllaritesi diinya geneline yayillmis ve mutfaklarda
stkga kullanilan bir Grin haline gelmigtir. Ozellikle
gastronomi uzmanlarinin birgok yemegi tatlandirmak igin
siyah sarimsak kullanmalari dikkat ¢ekici olmus ve siyah
sarimsak kullaniminin yayginlagsmasini saglamistir [9,
11-15].

Sarimsak isil isleme tabi tutuldugu zaman lezzet, renk
ve besin igeriginde 6nemli fizikokimyasal degisiklikler
meydana gelir. Asitlik degeri artar, karakteristik
kokusunu kaybeder ve yodun tath bir tat olusur.
Biyokimyasal iceriginde ise toplam polifenol igerigi ve
antioksidan  kapasitesinin  arttigi  gortlir.  Siyah
sarimsagin eldesinde kullanilan isil iglem 0zellikle,
Maillard reaksiyonu ve fenollerin kimyasal oksidasyonu
gibi enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarina
neden olur. Enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlari glgli  antioksidan o6zelliklere sahip
bilesiklerin olusumu ile iligkili oldugu bilinmektedir [7, 8,
14, 16].

Taze sarimsagin yapisinda alliin, allisin ve S-alililsistein
(SAC) gibi kukartli bilesikler bulunmakta olup, allisin
taze sarimsaktaki tat ve kokudan sorumludur.
Sarimsagin fermantasyonu sirasinda allinaz enziminin
parcalanmasi sonucu, allinin allisine dénisuimu
engellenmektedir. Bdylece sarimsaktaki karakteristik
koku azalmaktadir.  Allin  S-allilsisteine  (SAC)
donusmekte, kokusuz bilesenler olusmaya
baslamaktadir. SAC miktari siyah sarimsak olusumunda
artarken; alliin, allisin ve polisakkarit orani azalmaktadir.
Bae ve ark. [13], S-allilsistein miktari 19.61 pg/g olan
taze sarimsagin 40°C’de 45 gin fermente edilmesi
sonucu olusan siyah sarimsakta 124.67 ug/g’a ¢iktigini
bildirmislerdir [8, 10, 12, 13, 17-19].

Birgok arastirmaci  yaptiklari  ¢alismalarla  siyah
sarimsagin taze sarimsaga gore daha gui¢li antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu ve metabolik hastaliklari
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Onleyici etkileriyle insan saghdinda koruyucu rol
oynadigini belirtmiglerdir. Choi ve ark. [20] yaptiklar
calismada toplam polifenol ve toplam flavonoid icerigi
dahil olmak uzere antioksidan bilesenlerin
fermantasyonun 21. ginune kadar o6nemli o6l¢cide
arttigini (p <0.05) belirtmislerdir. Antioksidan igerigini en
ust dizeye c¢ikarmak igin siyah sarimsagin optimum
fermantasyon suresinin 21. glin olabilecedi sonucuna
varmiglardir [8, 13, 15, 16, 20, 21].

Literatirde yer alan son galismalar siyah sarimsagin;
diyabet ve obeziteye kargi korunmada etkili oldugunu,
kanser onleyici etkisinin taze sarimsaktan daha fazla
oldugunu, kalp-damar hastaliklarinin olusma riskini
azalttigini goéstermistir. Ayrica siyah sarimsagin lipid
peroksidasyonunu azalttigi, obeziteyi baskiladigi ve
kandaki yag oranini dislrdigu yapilan galismalarda
tespit edilmistir. Purev ve ark. [22] yilinda Kore'de 21
gonulli  Gzerinde bagisiklik sistemi hicrelerini izole
ederek yaptiklan calismada, siyah sarimsak ile taze
sarimsagin bagisiklik sisteminin anti-kanserojen ve
antioksidan aktivite ile dogrudan iligkili oldugunu ve
siyah sarimsakta bagisiklik sistemi hicrelerinin  gok
daha baskin oldugunu belirtmiglerdir. Yine yapilan
calismalarda taze sarimsagin oldugu gibi siyah
sarimsagin da antibakteriyel etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (4, 22-24). Fakat son yillarda bakterilerle
olan muicadelede dogala yénelim etkili ve basarili bir
tercih gibi gériimekle beraber enfeksiyonlardan sorumiu
olan bakterilerde patojeniteden sorumlu olan gevreyi
algilama sisteminin (Quorum Sensing, QS) inhibisyonu,
bakterilerle micadelede Uzerinde c¢ok fazla durulan
seceneklerden biri olmustur. Bakteriler arasindaki
iletisimi ifade eden bu sistemin temeli, bakterilerin
bulunduklari ortama sinyal molekuli olarak adlandirilan
bir takim maddeleri sentezlemeleri ve sentezlenen bu
maddelerin  yogunlugu ile ortamdaki populasyon
yogunluklarini  algilayarak  bazi  6zel  genlerin
ekspresyonun gerceklestiriimesidir [25]. Bakterilerde bu
sekliyle ylzlerce kollektif davranis mevcuttur, fakat
bunlar icerisinde en 6nemli olani virllens faktorlerinin
sentezidir [26].

Pseudomonas aeruginosa o6zellikle agir seyirli hastane
enfeksiyonlarinda, bagisiklik sistemi  baskilanmis
hastalarda, kistik fibroz hastalarinda kronik enfeksiyonlar
olusturan firsatgi bir patojen olup patogenezinde 6nemli
roli olan elastaz, piyosiyanin, biyofilm olugsumu gibi
virilans faktorlerinin salinimini gevreyi algilama sistemi
kontroliinde gergeklestirmektedir.

Bu calisma ile son yillarda popularitesi artan siyah
sarimsagin igerdigi fenolik bilesikler HPLC kullanilarak
arastinimis, bakteriler arasi iletisimden sorumlu olan QS
temelli bazi virtlans faktorlerinin (piyosiyanin, elastaz ve
biyofilm olugumu) Uretimi Gzerine inhibisyon 6zelliginin
belirlenmesi amaglanmigtir.

29

MATERYAL VE METOT
Bitki Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan siyah sarimsak ticari (Edovital-
Kastamonu) olarak temin edilmis olup, firmanin Gretim
kosullarinin, hasat edilen mevsim sartlari dikkate
alinarak, %80-90 nem araliginda, 60-80°C sicaklikta, 4-
6 hafta slreyle oldugu bildiriimistir. Celik blender
(Waring 8011 EB) yardimi ile pargalanan drnekten 20 gr
tartilarak 100 mL ¢o6zlici metanol eklenmistir. Cozlicu-
Oornek karnisimi 15 dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra kaba filtre kagidi ile stzulmus ve
vakum altinda 40-45°C sicaklikta rotary evaporatérde
(Heidolph  Hei-Vap Rotary Evaporator) ¢06zici
uzaklastinimistir. Balon igerisinde kalan sarimsak 6zt
tartilarak kaydedilmis ve metanol ile alinmistir.

Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Tayini

Fenolik bilesiklerin belilenmesinde HPLC ydntemi
kullanilmistir. Analizler Stleyman Demirel Universitesi,
YETEM, Uygulamali Temel Bilimler ve Teknolojileri
Arastirma Birimi’'nde gerceklestirilmistir. HPLC
analizinde Gomes ve ark. [27] metodu kullaniimigtir,
gradient program ayirimin daha iyi olmasi i¢in modifiye
edilmistir [27]. Fenolik bilesiklerin tespiti Photo Diode
Array  dedektéorde 278 nm dalga boyunda
gergeklestiriimistir. Agilent Eclipse XDB C-18 (250x4.6
mm) 5 pm kolon kullaniimis olup, ayirm gradient
program uygulanarak yapilmistir. Fenolik bilesik analizi
Uc tekerrGrli olarak gergeklestiriimistir.  Analizde
kullanilan HPLC cihazi (Shimadzu, Kyoto, Japonya),
calisma kosullari ve gradient program Tablo 1 ve 2'de
verilmistir.

Calismada tayini yapilan fenolik bilesikler, gallik asit,
protokatesik asit, katesin, p- hidroksi asit, klorojenik asit,
kafeik asit, epikatesin, siringic asit, vanillin, p-kumarik
asit, ferulik asit, sinapinik asit, benzoik asit, rutin,
hesperidin, rosmarinik asit, eriodiktiol, sinnnamik asit,
kuersetin, luteolin, kamferol ve apigenindir. 14 adet
fenolik asit ve 9 adet flavonol standardi kullaniimistir. Bu
23 adet fenolik bilesigin kolonda ayrimini gdsteren
kromatogram Sekil 1’de gosterilmigtir.

Piyosiyanin Testi

Siyah sarimsak metanol ekstraktinin piyosiyanin
pigment Uretimi Gzerine inhibisyon etkisini arastirmak
icin 37°C sicaklikta bir gece Uuretiimis PAO1 bakteri
kaltirinden 600 nm’de OD 0.05 olacak sekilde,
icerisinde 10 mL LB besiyeri olan siselere 100 pL (son
derisim 6,1 m) bitki ekstrakti ile birlikte eklenmis ve
37°C’'de 16-18 saat calkalanarak inkibasyona
birakiimistir. inkiibasyon siiresinin ardindan besiyerine 5
mL kloroform eklenmis ve 30 saniye vortekslenmistir.
Siselerin alt kisminda kloroformdan ayri olan faz 2 mL
olacak sekilde alinarak cam tiplere konulmustur.
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Uzerine 1mL HCL-su karigimi ilave edilerek tekrar 30 pembe faz OD 520 nm’de okunarak kaydedilmistir [28].
saniye vortekslenmis, tuplerin Ust kisminda olusan

Tablo 1. HPLC calisma kosullari

Parametre Deger
Dedektor Photo Diode Array dedektor ( Amax=278nm )
Otomatik 6rnekleyici  SIL-10AD vp
Sistem kontrol SCL-10Avp
Pompa LC-10ADvp
Gaz giderici sistem DGU- 14A
Kolon firini CTO-10Avp
Kolon Agilent Eclipse XDB C-18 (250x4,6 mm) 5 pym
Kolon sicakligi 30°C
Mobil faz A = Su/ asetik asit (97/3: v/v) pH:2.2
B = Metanol
Akis hizi 0.8 mL/dakika
Enjeksiyon hacmi 20 pL
Tablo 2. HPLC analizinde kullanilan gradient program*
Sire (dakika) A (%) B (%)
0 93 7
20 72 28
28 75 25
35 70 30
50 70 30
60 67 33
62 58 42
70 50 50
73 30 70
75 20 80
80 0 100
81 93 7
*. A=Su/asetik asit (97/3: v/v), pH:2.2, B=Metanol
M%Hmmrm
175~
150
4
135 ¥
L=ty
by
¥
- Tos
ey
0=
sn  wmo  wo 0 %0 W0 w0 00 450 0 &0 6 €s0 00 A MO B850 mn

Sekil 1. Siyah sarimsakta bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan standartlara ait kromatogram. 1. gallik
asit 2. protokatesik asit 3. katesin 4. p-hidroksi benzoik asit 5. klorojenik asit 6. kafeik asit 7. epikatesin 8. siringic asit
9. vanillin 10. p-kumarik asit 11. ferulik asit 12. sinapinik asit 13. benzoik asit 14. o-kumarik asit 15. rutin 16.
hesperidin 17. rosmarinik asit 18. eriodiktiol 19. sinnnamik asit 20. kuersetin 21. luteolin 22. kamferol ve 23.
apigenindir.
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Biyofilm Olugum Testi

Biyofilm olusumu Kristal Viyole (CV) testi ile
gerceklestiriimis bu amacgla 96 kuyucuklu mikro-plate
kullanilmis ve kuyucuklara LB besiyeri, bakteri kultura ve
10 pL (son derisim 6,1 mg) siyah sarimsak ekstrakti
eklenerek 48 saatlk inkibasyona birakiimistir.
inkilbasyon sonunda plate icerisindeki kiiltiirler
dokilerek 3-5 kez saf su ile ykanmistir. Plate
kuruduktan sonra kuyucuklara %0,1 derisimdeki kristal
viyole eklenmis ve yarim saat bekletilmigtir. Sdre
sonunda plate yine saf su ile 3-5 kez yikanmistir.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra %95’lik etanol
ilavesiyle 15 dakika beklenmis ve CV'nin ¢ézdirilmesi
saglanmistir.  Sonuglar 570 nm’de (Biotek -Epoch 2
Miproplate Spektrofotometre) kullanilarak okunmustur
[29].

Elastaz Testi

Elastin Kongo Red (ECR) testi ile yapilan galismada,
PAO1 sivi kiltiriinden 600 nm de OD degeri belirlenip,
0.05 yogunlukta 10 mL LB sivi besiyerine 100 pL (son
derisim 6,1 mg) siyah sarimsak ekstrakti ile birlikte
eklenmis ve 37°C’de, 14-16 saat sure ile calkalanarak
inkibasyona birakilmigtir. Bu kultirlerin  supernatant
kismindan 100 pL, 900 uyL ECR tamponu (100 mM Tris,
1 mM CacCl,, pH 7.5, 20 mg ECR) Uzerine ilave edilmis
ve 37°C’de 3 saat 200 rpm de inkiibasyona birakiimigtir.
inkiibasyon sonucunda ¢6ziilmemis olan ECR santrifij
(DLAB-D2012plus) edilerek uzaklastiriimig ve

supernatant kisim OD 495 nm’de (Biotek-Epoch 2
Miproplate Spektrofotometre) okunmustur [30].

istatistiksel Analiz

Bu calisma “tesaduf parselleri deneme desenine” goére
dizayn edilmis ve her uygulamada U¢ tekerrir
kullaniimistir. Veriler, JUMP istatistik paket programi ile
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve
uygulamalar arasindaki farklar LSD ¢oklu karsilastirma
testi ile degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Fenolik Bilesik Analiz Sonuglari

Siyah sarimsak metanol ekstraktinda tespit edilen
fenolik bilesikler ve miktarlari Tablo 3'de, fenolik
bilesiklerin kromatogrami ise Sekil 2’de verilmigtir.
Fenolik asitlerden; gallik asit, protokatesik asit, kafeik
asit, siringic asit, ferulik asit, sinapinik asit, benzoik asit,
o-kumarik asit, rosmarinik asit, sinnamik asit ile flavonol
grubundan katesin, epikatesin, rutin, hesperidin,
eriodiktiol, luteolin, kamferol ve apigenin ise tespit
edilmemistir. Tayin edilen fenolik asitler; p-hidroksi
benzoik asit, klorojenik asit, vanillin ve p-kumarik asit
olup, flavonol grubundan ise sadece kuersetin
saptanmistir. Major fenolik bilesik kuersetini (7.7 ug/g)
sirasiyla p-hidroksi benzoik asit (3.5 pg/g) ve klorojenik
asit (2.8 pg/g) takip etmektedir.

Tablo 3. Siyah sarimsakta bulunan fenolik bilesik miktarlari

Fenolik asitler

(Mg/9)

p-Hidroksi benzoik asit
Klorojenik asit

Vanillin

p-Kumarik asit

3.5+0.3

2.8+0.1
0.3+0.03
0.3+0.01

Flavonoller
Kuersetin

7.7£1.0

i %M

.

20 1]

T 7 7T 7 T T T T
x 80 min

Sekil 2. Siyah sarimsak ekstraktinda tespit edilen fenolik bilesiklere ait kromatogram
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Casas ve ark. [31] vyaptiklarni bir calismada; taze
sarimsagin siyah sarimsaga dénustirildiginde aroma
profili, sekerler ve biyoaktif bilesiklerdeki degisiklikleri
arastirmiglardir. Taze sarimsagin siyah sarimsak haline
déntsuiminde fenolik asit ve flavonoid seviyelerinde
onemli degisiklikler oldugunu belirtmiglerdir. Fenolik
asitlerden, kafeik, klorojenik, kumarik ve ferulik asit ile
flavonoidlerden, epikatesin ve  apigenini  tespit
etmislerdir. Siyah sarimsak orneklerini taze sarimsak ile
karsilastirdiklarinda;  fenolik  asitlerden  sirasiyla
klorojenik asit ile kafeik asitin taze sarimsakta
11.71+£9.31 mg/100g ve 3.45+1.76 mg/100g iken siyah
sarimsakta tespit edilmedigini belirtmislerdir. Bununla
birlikte, kumarik asit ve epikatesin seviyelerinde 6nemli
Olgide artis oldugu bulmuslardir. Fenolik asitlerin ve
flavonoidlerin bilesiminin yaslanma sirecinde énemli
Olgide degistiginin, bazilarinin arttikga, digerlerinin
tamamen veya blylk 6lglide kayboldugunun sonucuna
varmislardir [31].

Bizim yaptigimiz fenolik bilesik analizinde de kafeik asit
tespit edilmemistir. Bu durumun siyah sarimsak
uretilirken maruz birakilan 1sil islemden kaynaklandigi
dusundlmektedir.

Bir grup arastirmaci siyah sarimsagin bas ve soyulmus
halinin Ug farkl 1sil islem sicakhdinda (72, 75 ve 78°C)
fizikokimyasal ve antioksidan ozelliklerini incelemiglerdir.
Sarimsaktaki toplam polifenol igeridinin tim Isitma
islemlerinde arttigini belirtmislerdir. Ayrica polifenollerin
miktarinin soyulmamis halinde 3 kat, soyulmus siyah
sarimsakta vyaklasik 6 kat artis gOsterdigini tespit
etmislerdir [14].

Kore’de yapilan bir calismada, taze sarimsaklar farkli
sicaklik, nisbi nem ve surelerde tutularak olusan siyah
sarimsaktaki toplam fenol ve flavanoid igerikleri
arastinimistir. Yapilan sicaklik uygulamalarinin siyah
sarimsakta fenolik asit ve flavanoid igerigini arttigini,
bununla birlikte toplam fenolik bilesik miktarinin, toplam
flavonoid miktarindan fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte 70°C’de %60 nispi nemde 60 saat
tutulan sarimsaklarda toplam flavanoid madde
miktarinin toplam fenolik bilesik miktarindan daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica hidrosinnamik asit
tirevlerinin  tim farkh sicaklik kosullarinda tutulan
sarimsaklarda en 6nemli fenolik asit oldugunu
bulmuslardir. Arastirmacilar inceledikleri siyah
sarimsaklarda flavonol grubundan kamferol ve apigenin
tespit edilmedigini, kuersetin miktarinin 1.70+0.09 ile
7.31£0.18 mg/kg arasinda oldugunu belirtmiglerdir.
Yaptigmiz calismada kamferol ve apigenin tespit
edilmemis olup, kuercetin miktari da benzerlik
goOstermektedir [32].

Eylpoglu [33] yaptigi calsmada siyah sarimsagin
antioksidan aktivite ve fenolik igerigini arastirmistir.
Tespit ettigi 13 fenolik bilesik icerisinden; klorojenik asit,
vanilik asit, benzoik asit ve gallik asit igeriginin oldukc¢a
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ylksek oldugunu ve vanilik asitin (750.95 + 0.01 mg/L)
en yiksek oranda oldugunu belirtmistir. Arastirma
sonuglarina benzer olarak bizim yaptigimiz calismada
da klorojenik asit, p-hidroksi benzoik asit ve vanillin
tespit edilmistir [33].

Koca ve ark. [34] Cin ve Taskopru siyah sarimsaklarinin
fiziksel ~ve  kimyasal Ozelliklerini  arastirdiklari
calismalarinda; Cin siyah sarimsaginin antioksidan glcu
ve toplam fenolik iceriginin Taskopri siyah sarimsak
degerlerinden daha yilksek oldugunu fakat istatistiksel
olarak anlamli olmadigini (P>0.05) belirtmiglerdir [34].

Yaptigimiz galismada fenolik bilesiklerin analiz sonuglari
diger arastirmacilarin  calismalariyla  benzerlikler
gostermektedir. Tespit edilen fenolik bilesikler; p-
kumarik asit [28, 29], klorojenik asit [28-30], kuersetin
[29] ve vanillin [30] diger arastirmalarda da tespit
edilmistir. Arastirma sonuglarina bakildiginda 23 adet
fenolik bilesiklerden tespit edemedigimiz bazi bilesiklerin
(kamferol, apigenin, kafeik asit) diger calismalardaki
siyah sarimsaklarda da tespit edilmedigi gorulmustar.
Gerek tespit edilen fenolik bilesikler gerekse miktar
acisindan farkliliklarin  bulundugu gérilmektedir. Bu
farkhliklarin galismada kullanilan ticari sarimsagin
cesidi, fermantasyon kosullari (uygulanan sicaklik, nem
ve sire), morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile ekolojik
kosullardan  kaynaklandigi  dusinilmektedir.  Bu
dustince, arastirmacilarin calismalariyla da
desteklenmektedir [31, 3, 33].

Piyosiyanin Testi

Piyosiyanin, P. aeruginosa’ya 6zgi mavi-yesil renk
veren bir pigment olup, énemli virtlans faktorlerinden
biridir. Siyah sarimsak metanol ektraktinin PAOQ71’in
urettigi  piyosiyanin  (Uzerine inhibisyon etkisine
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli azalmanin
oldugu gozlenmistir (Sekil 3). PA01’in Urettigi piyosiyanin
pigmentinin sarimsak ekstrakti ile inhibisyon orani %38
olarak tespit edilmistir. Piyosiyaninin hicrede solunumu
baskilayarak, siliyer fonksiyonlari bozarak patogenezde
rol aldigi yapilan in vitro calismalarla gdsterilmistir.
Ayrica kistik fibrozisli hastalarda akciger hasarina sebep
oldugu da bilinmektedir [35, 36]. Yapilan literatir
taramasinda siyah sarimsak metanol ektraktinin P.
aeruginosa PAO1 de piyosiyanin dretimi Gzerine
inhibisyon  etkisini  arastirildigi bir  calismaya
rastlanmamis olup, beyaz sarimsak yaginda bulunan
diallil dislfit ile yapilan bir galismada QS sistemine ait
anahtar genler olan las, rhl, pgs genlerinin
regllasyonunun  baskilandigi  bunun  neticesinde
piyosiyanin biyosentezi, elastaz Uretimi ve biyofilm
olusumunun engellendigi bulunmustur [37].

Biyofilm olusumuna siyah sarimsak metanol ekstraktinin
etkisine bakildiginda ise %84 oraninda guclu inhibisyon
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Genel degerlendirmede
bitki ekstraktinin kontrol PAO1 ile kiyaslandiginda
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biyofilm olusumu Uzerine inhibisyon etkisinin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu (P<0.01) tespit edilmistir (Sekil
3).

Biyofilm tabakasi bakteriyi antimikrobiyal ajanlara ve
konak bagisiklik sistemine karsi koruyarak, bakterinin
konaktaki kalici kolonizasyonun da etkin rol oynar ve
konagin iyilesme slrecini glglestirir [38]. Yapilan birgok
calisma biyofiim olusumunun ¢evreyi algilama (QS)
sisteminin kontroliinde oldugunu gdstermis ve bakteriler
arasinda iletisimi saglayan sinyallerin bloke edilmesi ile
biyofiim  olusumunun engellenerek  antibiyotiklere
direncin azalacadi g0sterilmistir [39, 40]. Biyofim
olusumunun bitkisel materyallerle baskilandidi ¢ok fazla
calisma olup, bunu polimer olusumunun engellenmesi,
hicre yapismasi ve baglanmasinin baskilanmasi,
ekstraselller matriksin Uretiminin  engellenmesi ile
sagladiklar goérilmustir [41].

Literatirde biyofilm olusumunun engellenmesi Uzerine
bitki kaynakh birgcok dogal Urtnle galisiimis olup siyah
sarimsak ile yapilmig bir galismaya rastlanmamigtir.

P. aeruginosa’nin konakgi dokularinda kolonizasyonu
saglayarak immdn  sistemi  baskiladigi  virllens
faktorlerinden biri de ekstraseliiler proteazlardir. Bunlar

icerisinde en onemli olan iki tanesi 50-kDa alkalin
proteaz AprA ve 33-kDa elastaz LasB'dir [42]. Ayrica her
iki enzim deri, akciger ve korneada nekroza sebep olur.
LasB elastaz gerek tek basina gerekse Pseudomonas
tarafindan duretilen diger proteazlar ile birlikte islev
gostererek biyolojik olarak 6nemli birgok substrati
pargalar veya inaktive eder [43]. Siyah sarimsak ile
hazirlanan metanol ekstraktinin  elastaz  Uretimi
Uzerindeki inhibisyon etkisi elastin Kongo red (ECR)
yontemi ile arastirilmis ve sonugta kontrol PAO1 susu ile
kiyaslandiginda c¢alisilan derisimde (66 mg) %28
oraninda inhibisyonun gbézlenirken ve bu oranin
istatistiksel olarak da anlaml oldugu gérilmustur (Sekil
3).

Kuersetin bircok meyve, sebze ve bitki tohumunda
bulunan 6nemli bir polifenoldir. Yapisinda kuersetin
iceren bitkilerle yapilan calismalarda elastaz Uretimini
baskiladigi dusinulmustir. Ayrica kuersetin ile yapilan
bir calismada ise ¢ok disik konsantrasyonlarda (16
pg/mL) elastaz Uretimi Gzerine inhibisyon etki gosterdigi
tespit edilmistir [44]. P. aeruginosa’da elastaz Uretiminin
inhibisyonu Gzerine siyah sarimsak metanol ekstrakti ile
yapilan bir calismaya rastlanmamisgtir.
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inhibisyon etkisi.** Ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli degildir (P<0.01)

SONUG

Sonug olarak son yillarda ismi sik¢a duyulan siyah
sarimsak, taze sarimsagin keskin kokusundan duyulan
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rahatsizliga karsi iyi bir alternatif olmasinin yaninda,
iceriginin daha zengin olmasi ile de tercih sebebi
olmustur. Yapilan literatir taramasinda siyah sarimsakta
toplam fenolik madde tayini Uzerine yapilmis bir g¢ok
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calismaya rastlanmis olup, fenolik bilesik bazinda
yapilan ¢alisma sayisinin az oldugu gérilmustur. Ayrica
P. aeruginosa’da gevreyi algilama sisteminin (QS)
inhibisyonu Uzerine yapilan herhangi bir calismaya

rastanmamistir. Bu c¢alisma ile siyah sarimsakta
bulunan fenolik bilesikler arastirlmis ve siyah
sarimsagin  Pseudomonas aeruginosa’da virlilans

faktorl olan elastaz ve piyosiyanin ile biyofilm olusumu
Uzerine etkisi incelenmistir. HPLC sonuglarina gore
fenolik bilesiklerden; p-hidroksi benzoik asit, klorojenik
asit, vanillin, p-kumarik asit ve kuersetin saptanmistir.
Temel fenolik bilesigin kuersetin (7.7+1.0 pg/g) oldugu
goralmustur.

Bakteriyel test sonuglarina goére ise, siyah sarimsak
metanol ekstraktinin P. aeruginosa virtlansinda énemli
roli olan ug¢ faktdére karsi inhibisyon etki gosterdigi
bulunmustur. En etkili inhibisyon sonucunun %84 ile
biyofilm olusumu Gzerine oldugu goériimustur. Antibiyotik
direncinin ciddi sorun oldugu son yillarda, bakterilerle
mucadelede, bitkisel droglara ydnelim ve bakteriler
arasindaki iletisiminin ~ engellenerek  enfeksiyon
hastaliklarinin olusumunun 6nlenmesi umut vaat eden
stratejiler arasinda gortlmektedir.

KAYNAKLAR
[1]
2]
(3]

Geng, S. (2017). Sarimsagin tarihgesi, tlrleri ve
sarimsak Urtnleri. TKDK, Kirsal Kalkinma Sayi 7.
Rivlin, R.S. (2001). Historical perspective on the
use of garlic. Journal of Nutrition, 131, 951-954.
Ayaz, E., Alpsoy, H.C. (2007). Sarimsak (Allium
sativum) ve geleneksel tedavide kullanimi. Tiirkiye
Parazitoloji Dergisi, 31(2), 145-149.

Kim, I., Kim, J.Y., Hwang, Y.J., Hwang, K. A., Om,
A.S., Kim, J.H., Cho, K.J. (2011). The beneficial
effects of aged black garlic extract on obesity and
hyperlipidemia in rats fed a high-fat diet. Journal of
Medicinal Plant Research, 5(14), 3159-3168.

Ryu, J.H., Kang, D. (2017). Physicochemical
properties, biological activity, health benefits, and
general limitations of aged black garlic: A Review.
Molecules, 22, 919-931.

TUIK  (2019). Turkiye Istatistik ~ Kurumu,
https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=104&locale=tr.
Kang, 0O.J. (2016). Evaluation of melanoidins
formed from black garlic after different thermal
processing steps. Preventive Nutrition and Food
Science, 21(4), 398-405.

Medina, M.A.T., Aparicio, J.P., Ortega, A.M,,
Rojas, R.M. (2019). Influence of variety and
storage time of fresh garlic on the physicochemical
and antioxidant properties of black garlic. Foods, 8,
314-324.

Kimura, S., Tung, Y., Pan, M., Su, N., Lai, Y.,
Cheng, K. (2017). Black garlic: A critical review of
its production, bioactivity, and application. Journal
of Food and Drug Analysis, 25, 62-70.

[4]

(5]

(6]
[7]

(8]

34

(10]

(11]

(12]

(13]

[14]

[15]

[16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

Zhang, Z., Lei, M., Liu, R., Gao, Y., Xu, M., Zhang,
M. (2015). Evaluation of alliin, saccharide contents
and antioxidant activities of black garlic during
thermal processing. Journal of Food Biochemistry,
39, 39-47.

Bae, S.E., Cho, S.Y., Won, Y.D., Lee, S.H., Park,
H.J. (2012). A comparative study of the different
analytical methods for analysis of S-allylcysteine in
black garlic by HPLC. LWTFood Science and
Technology, 46, 532-535.

Kim, S.H., Jung, E.Y., Kang, D.H., Chang, U.J.,
Hong, Y.H., Suh, H.C. (2012). Physical stability,
antioxidative  properties, and photoprotective
effects of a functionalized formulation containing
black garlic extract. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 117,104-110.

Bae, S.E., Cho, S.Y., Won, Y.D., Lee, S.H., Park,
H.J. (2014). Changes in S-allylcysteine contents
and physicochemical properties of black garlic
during heat treatment. LWT-Food Science and
Technology, 55, 397-402.

Angeles, T.M.M., Jesus, P.A., Rafael, M.R., Tania,
M.A. (2016). Evolution of some physicochemical
and antioxidant properties of black garlic whole
bulbs and peeled cloves. Food Chemistry, 199,
135-139,

Lu, X., Li, N., Qiao, X., Qiu, Z., Liu, P. (2017).
Composition analysis and antioxidant properties of
black garlic extract. Journal of Food and Drug
Analysis, 25(2), 340-349.

Ergin, S.0. (2019). The benefits of black garlic to
human health. Turkish Journal of Agriculture - Food
Science and Technology, 7(7), 940-945.

Akan, S. (2014). Siyah sarimsak. Gida, 39(6), 363-
370.

Li, N., Lu, X., Pei, H., Qiao, X. (2014). Effect of
freezing pretreatment on the processing time and
quality of black garlic. Journal of Food Process
Engineering, 38(4), 329-335.

Yuan, H., Sun, L., Chen, M., Wang, J. (2018). An
analysis of the changes on intermediate products
during the thermal processing of black garlic. Food
Chemistry, 239, 56-61.

Choi, S., Cha, H.S., Lee, Y.S. (2014).
Physicochemical and antioxidant properties of
black garlic. Molecules, 19, 16811-16823.

Medina, M.A.T., Amo, T.M., Bedmar, Z.F., Font, R.,
Celestino, M.R., Aparicio, J.P., Ortega, A.M.,
Moraga, A.A., Rojas, R.M. (2019b). Physico-
chemical characterization and biological activities
of black and white garlic: in vivo and in vitro
assays. Foods, 8, 220-239.

Purev, U., Chung, M., Oh, D.H. (2012). Individual
differences on immunostimulatory activity of raw
and black garlic extract in human primary immune
cells. Immunopharmacology and
Immunotoxicology, 34(4), 651-660.

Botas, J., Fernandes, A., Barros, L., Alves, M.J.,
Carvalho, A.M., Isabel, C.F.R. Ferreira. (2019). A



[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

A.G. Ozaydin, E. Arin, E. Onem Akademik Gida 18(1) (2020) 27-35

comparative study of black and white Allium
sativum L.: Nutritional composition and bioactive
properties. Molecules, 24, 2194-2205.

Jung, I.C., Sohn H.Y. (2014). Antioxidation,
antimicrobial and antithrombosis activities of aged
black garlic (Allium sativum L.). Korean Journal of
Microbiology and Biotechnology, 42(3), 285-292.
Lerat, E., Moran, N.A. (2004). The evolutionary
history of quorum sensing systems in bacteria.
Molecular Biology and Evolution, 21(5), 903-913.
Henke, J.M., Bassler, B.L. (2004). Bacterial social
engagements. Trends in Cell Biology, 14(11), 648-
656.

Gomes, T., Caponio, F., Alloggio, V. (1999).
Phenolic compounds of virgin olive oil: influence of
paste preparation techniques. Food Chemistry, 64,
203-209.

Essar, D.W., Eberly, L., Hadero, A., Crawford, I.
(1990). Identification and characterization of genes

for a second anthranilate synthase in P.
aeruginosa: interchangeabilty of the two
anthranilate synthases and evolutionary

implications. Journal of Bacteriology, 172, 884-900
O'Toole, G.A. (2011). Microtiter dish biofilm
formation  assay. Journal of  Visualized
Experiments, 47, 2437.

Ohman, D.E., Cryz, S.J., Iglewski, B.H. (1980).
Isolation and characterization of a P. aeruginosa
PAO mutant that produces altered elastase.
Journal of Bacteriology, 142, 836-842.

Casas, L.M., Yusty, M.L., Hernandez, J.L. (2017).
Changes in the aromatic profile, sugars, and
bioactive compounds when purple garlic is
transformed into black garlic. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 65, 10804-10811.

Kim, J.S., Kanga, O.J., Gweonb, O.C. (2013b).
Comparison of phenolic acids and flavonoids in
black garlic at different thermal processing steps.
Journal of Functional Foods, 5, 80-86.

Eyupoglu, O.Z. (2019). Antioxidant activities,
phenolic contents and electronic nose analysis of
black garlic. International Journal of Secondary
Metabolite, 6(2), 154-161.

Koca, I., Tekguler, B., Koca, A.F. (2016). Some
physical and chemical characteristics of Taskdpru
and Chinese black garlics. VII International
Symposium on Edible Alliaceae, ISHS Acta
Horticulturae 1143, 221-226.

(35]

(36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

(43]

[44]

Karatuna, O., Yagci, A. (2008). Pseudomonas
aeruginosa’da virllans faktérleri ve quorum
sensing. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, 38,
42-51.

Denning, G.M., Wollenweber, L.A., Railsback,
M.A., Cox, C.D., Stoll, L.L., Britigan, B.E. (1998).
Pseudomonas pyocyanin increases interleukin-8
expression by human airway epithelial cells.
Infection and Immunity, 66(12), 5777-5784.

Li W.R., Ma Y.K., Xie, X.B., Shi, Q.S., Wen, X.,
Sun, T.L., Peng, H. (2019). Diallyl disulfide from
garlic oil inhibits Pseudomonas aeruginosa quorum
sensing systems and corresponding virulence
factors. Frontier Microbiology, 9, 1-11.

Magin, S., Kittana, F.N.A., Yilmaz, Y.A. (2017).
Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Pseudomonas

aeruginosa  suglarinin  virulans  faktorlerinin
incelenmesi. Cukurova Medical Journal, 42(2),
308-313

Jiang, Q., Chen, J., Yang, C., Yin, Y., Kang, Y.
(2019). Quorum sensing: A prospective therapeutic
target for bacterial diseases. BioMed Research
International, 7, 1-15.

Hong, S.H., Hegde, M., Kim, J., Wang, X.,
Jayaraman, A., Wood, T.K. (2012). Synthetic
guorum-sensing circuit to control consortial biofim
formation and dispersal in a microfuidic device.
Nature Communications, 3, 1-8.

Lu, L., HW., Tian, Z., Yuan, D., Yi, G., Zhou, Y.,
Cheng, Q., Zhu, J., Li, M. (2019). Developing
natural products as potential anti-bioflm agents.
Chinese Medicine, 14(11), 2-17.

Casilag, F., Lorenz, A., Krueger, J., Klawonn, F.,
Weiss, S., Haussler, S. (2016). The LasB Elastase
of Pseudomonas aeruginosa acts in concert with
alkaline protease aprA to prevent flagellin-mediated
immune recognition. Infection and Immunity, 84(1),
162-171.

Nicas, T., Bradley, I., Lochner, J.E., Iglewski, B.H.
(1985). The role of exoenzyme S in infections with
P. aeruginosa. Journal of Infectious Diseases, 152,
716-721.

Ouyang, J., Sun, F., Feng, W., Sun, Y., Qiu, X,
Xiong, L., Liu, Y., Chen, Y. (2015). Quercetin is an
effective inhibitor of quorum sensing, biofilm
formation and virulence factors in Pseudomonas
aeruginosa. Journal of Applied Microbiology, 120,
966-974.

35



SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
http://dergipark.gov.tr/akademik-gida

Akademik Gida 18(1) (2020) 36-44, DOI: 10.24323/akademik-gida.730084

Arastirma Makalesi / Research Paper

Meric Nehri (Edirne) Boyunca Nehir Suyuyla Sulanan Celtiklerde Pestisit
Kalintilari

Cagatay Kulaksiz! = , Abdullah Akgin? = =

1F_fi|ab Ozel Gida ve Yem Analiz ve Kontrol Laboratuvari, Edirne
2Trakya Universitesi, Mihendislik Fakdltesi, Gida Miihendisligi Bolima, Edirne

Gelis Tarihi (Received): 11.07.2019, Kabul Tarihi (Accepted): 06.03.2020
= Yazigsmalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): abdullahakgun@trakya.edu.tr (A. Akgdiin)
® 02842261218 = 0284 226 12 24

0z

Bu galismada, Meri¢ Nehri'nden (Edirne) sulanarak uretilen geltiklerde kullanilan zirai ilag kalintilarinin insan ve gevre
sagligi acisindan yasal degerlerin Ustinde olup olmadigi arastinimistir. Edirne, 2018 yilinda yaklasik 410.000 ton
celtik Uretimiyle Turkiye’'nin en blyuk celtik Greticisi olup, Turkiye’nin toplam Uretimin %44’Gn0 kargilamaktadir. Celtik
yasam evresi boyunca suda oldugundan, Uretiminde yabanci ot ve bitki zararlilarina kargi kaginilmaz olarak tarim ilaci
kullaniimaktadir. Buna ek olarak, Bulgaristan’daki Meri¢ havzasinda da cgeltik Gretimi yapildigindan bu boélgeden suyla
tasinabilen pestisitlerin bu boélgedeki celtiklere bulasma ihtimali olabilecegi dikkate alinmistir. Gidalardaki ilag
kalintilarinin neden olabilecedi olumsuzluklar dikkate alinarak yapilan yasal dizenlemeler ile her pestisit etken
maddesi i¢in belli bir maksimum kalinti limiti belilenmis veya bazilarinin kullanimi yasaklanmistir. Bu ¢alisma Ug
asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada analizi yapilacak olan geltik drnekleri 2018 yilinda Edirne’de Meri¢ Nehri
boyunca 25 ayri noktadan toplanmistir. ikinci agsamada toplanan geltikler sap ve kavuzlarindan ayrilarak kurutulmus
ve Ornekler analiz edilinceye kadar uygun kosullarda muhafaza edilmistir. Son asamada test edilen pestisit aktif
bilesenlerinin 365'i LC/MS-MS ile kalanlari GC-MS sistemleri ile taranmistir. Analizler sonucunda geltik ve piring
orneklerinde, azoksistrobin (0.094-0.033 mg/kg), siprokonazol (0.029-0 mg/kg), epoksikanazol (0.018-0 mg/kg),
prokloraz (0.063-0.019 mg/kg), profoksidim (0.021-0 mg/kg), propikonazol (0.116-0.043 mg/kg), tebukonazol (0.045-
0.017 mg/kg) ve trifloksistrobin (0.076-0.023 mg/kg) pestisitleri belirlenmistir. Bu sonuglara gore, analiz edilen geltik ve
piring orneklerinde bulunan pestisit kalintt miktarinin, Turk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi’'nin ilgili pestisit kalinti
limitleri mevzuatinda yer alan limitlerin altinda oldugu tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Pestisit, Celtik, Piring, Meri¢ nehri

Pesticide Residues in Rice Paddies Irrigated Along Meri¢ River in Edirne (Turkey)
ABSTRACT

In this study, the pesticide residue levels in rice paddies irrigated by river water along the Meric River were
determined in the province of Edirne in Turkey. Edirne is the Turkey's largest rice paddy producer with an annual
production of around 410.000 metric tons, which accounts for as much as 44% of total Turkey's paddy production in
2018. Since paddy crop is in water throughout the life stage, pesticides are inevitably used against weeds and plant
pests in production. In addition, since the rice production is being carried out in the Meric basin in Bulgaria, it may be
considered that pesticides that can be transported with water from this region may be transmitted to the paddy crop in
Turkey. With the legal regulations prepared by taking into consideration the negative effects of drug residues in foods,
a certain maximum residue limit has been determined for the active substances of each pesticide or some of them are
prohibited. This study was carried out in three stages. In the first stage, paddy samples were collected from 25
different points along the Meric River in Edirne in 2018. In the second stage, the collected rice samples were
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separated from the stems and husks then dried and kept under suitable conditions until analyses. In the last stage,
365 of the pesticide active ingredients tested in this study were screened by the LC/MS-MS method while the rest
were analyzed by the GC-MS method. As a result of the pesticide analyses, azoxystrobine (0,094-0,033 mg/kg),
cyproconazole (0.029-0 mg/kg), epoxiconazole (0.018-0 mg/kg), prochloraz (0.063-0,019 mg/kg), profoxydim (0.021-0
mg/kg), propiconazole (0.116-0.043 mg/kg), tebuconazole (0.045-0.017 mg/kg) and trifloxystrobin (0.076-0.023
mg/kg) were determined in paddy and rice samples. Results indicated that the amount of pesticide residues in the
analyzed paddy and rice samples was below the limits in the Turkish Food Codex and the European Union pesticide

residue legislation.

Keywords: Pesticide, Paddy, Rice, Meric river

GIRiS

Celtik dinya nifusunun  yarisindan  fazlasinin
beslenmede kullandidi bir Griindir. Dlnya Uzerinde en
cok celtik ekilen Ulkeler; Cin, Endonezya, Hindistan,
Banglades ve Vietnam’dir. Dlnya geltik verimi 410 kg/da
iken Ulkemizde bu rakam 780 kg/da seviyesindedir [1].
Ulkemizde yaklasik 30 ilde geltik tretimi yapilmakla olup
uretimin %70’'i Marmara, %25’i Karadeniz boélgesindedir.
En cok celtik Uretimi yapilan il Edirne (%44)dir. Bunu
sirasiyla Samsun (%15), Balikesir (%13), Canakkale
(%7), Corum (%6), kalani Sinop, Tekirdag, Kirklareli,
Bursa, Cankiri, Diyarbakir ve Mersin gibi iller takip
etmektedir [2]. Turkiye’'de yilik celtik Gretimi 2000’li
yillarda yaklasik 300.000 ton iken, 2014-2019 yillar
arasinda yillik Uretim yaklasik 900.000 ton olmustur.
Ancak Ulkemiz celtik Uretimi ihtiyaci karsilamadigi icin
hemen her dbnem celtik veya piring ithalati
yapilmaktadir. Ulkemizin 2018 yili geltik ithalati yaklagik
60.000 ton, piring ithalati ise 190.000 ton iken toplam
geltik ve piring ihracatimiz yaklasik 33.000 ton olarak
gerceklesmistir [2].

Celtik bitkisi su iginde bulunan ¢6zinmis oksijeni
kullanarak ¢imlenebilen tek tahil turididr. Cimlenme
déneminden hasat dénemine kadar gecen surede
surekli su icerisinde olup toprak olarak segici degildir.
Su, besin maddesi ve 1s1k gibi faktdrlerin uygun oldugu
celtik tarlalarinda yabanci otlar hizla gelisim gosterirler.
Celtik Gretiminde yabanci otlar ile micadele ediimezse
verimlerde %20-30 oraninda azalma gorilmekte ayni
zamanda Urin kalitesi de dusmektedir. Bu yuzden geltik
tariminda zirai ilag kullanimi nerdeyse zorunluluk haline
gelmistir [1].

Dinya nufusundaki artigla beraber sehirlesme ve dogal
afetlerin etkisiyle tarima elverigli alanlar giderek
azalmaktadir. Diinya Saghk Orgiti'nin  (DSO)
raporlarina gore dunya nufusunun yarisina yakin bir
kismi yeterli beslenememektedir ve her yil, tahil Grinleri
basta olmak Uzere yaklasik 20 milyon ton gida Uretimi
gerekmektedir. Bu ihtiyaci karsilayabilmek igin, tarim
alani olarak kullanilan alanlarda birim alandan elde
edilecek Urln miktarini artirmak, Grin kalitesini ve Urin
miktarini artirmak igin bitki hastaliklari ve yabanci otlar
ile micadele edilmesi gerekmektedir. Bitki korumada en
yaygin olarak kullanilan tarimsal micadele yontemi,
tarimsal ilagla yapilan kimyasal muicadeledir. Bu
yontemin yaygin olma nedenleri arasinda, etkinliginin
fazla olmasi, hizli sonug vermesi ve bilingli kullanimlarda
ekonomik olmasi sayilabilir [3].
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Son yillarda gelismis Ulkelerde pestisit kullanimi daha
kontrollii ve bilingli olarak yapilmaktadir. Pestisit
kullanimi  konusunda ABD ve AB’de oldugu gibi
Ulkemizde de ilgili yasalar ¢ikariimistir. Bu konuda resmi
orgltlerin yaninda sivil toplum o6rgitleri de s6z sahibi
duruma gelmistir. Béylece gelismis Ulkelerde, kontrolsuiz
veya bilingsiz olarak kullanilan pestisitlerin yerine,
“duslk risk” veya “doga dostu” pestisitler tercih ediimeye
baslanmis, Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi
(EPA) gibi kurumlarca daha guvenilir bu pestisitlerin
kullanimi  tegvik  edilmis ve ruhsatlandiriimasi
kolaylastirmistir [4].

Kalintt maddeleri, tarimsal uretimde kullanilan bitki ve
hayvan saglgr koruma durlnlerinin ya da bunlarin
bozulma drdnlerinin  gidalarda kullanimindan sonra
kalan artiklarini ifade eder. En cok bilinen kalinti
maddeleri pestisitler, hormonlar ve veteriner ilaglaridir
[5]. Pestisit etken maddelerinin kalinti sorunu, genellikle
kullanim asamasinda Uretici ve tlketicilerin egitim
eksikliginden kaynaklanmaktadir. ilaglama esnasinda
yuksek dozajda pestisit kullanimi, hasat tarihlerine
uygun bir sekilde ilaglama yapilmamasi, amaca uygun
pestisit kullanilmamasi ve tarim aletlerinin ilaglamada
yetersiz olmasi kalinti sorununu ortaya c¢ikarmaktadir.
Bu sorunlar egitim, gerekli denetimler ve tarim aletlerinin
dodru ilaglama yapabilecek sekilde gelistiriimesiyle
asilabilir. Ulkemizde pestisit kullanimi diger dlkelere
oranla az olmasina ragmen bilingsiz kullanimi sorun
olusturmaktadir. Bu sorunlarin éntine gecgebilmek igin,
Uretici gcevreye en az zarar verecek sekilde uygun ilaci
secmeli, secilen bu ilagla hasat zamanina uygun olacak
sekilde ilaglama yapmalidir [3].

Maksimum kalinti limiti; dogmamis bebekler ya da gocuk
gibi hassas gruplan da dikkate alarak, degerlendirme
sirasindaki mevcut bilgiler géz 6éniine alinarak tiketiciye
fark edilebilir herhangi bir saglik riski tegkil etmeyen, bir
bireyin vicut agirhgr esas alinarak yasadigi slre
boyunca gidalarla gunlik olarak alabilecedi pestisit
miktari  limitidir  [6]. Pestisit kalnti dizeylerinin
belirlenmesi konusunda AB’de 2005 yilinda yayinlanan
396/2005 sayili Bitkisel ve Hayvansal Gidalardaki
Pestisitlerin Maksimum Kalinti Limitleri Hakkinda Avrupa
Parlamentosu ve Konsey TuzuUglu g6z onlne alinarak
Tarkiye’de Tarim ve Orman Bakanlig tarafindan 2016
yilinda vyayinlanan Tirk Gida Kodeksi Pestisitlerin
Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi ile tlketicinin
yuksek seviyede korunmasi hedeflenmistir

Avrupa Birligi veri tabanina dayanarak, son on yilda
resmi laboratuvarlar tarafindan piringte 3000'den fazla
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pestisit kalintisi analizi yapilmistir. Bu Orneklerin
%6'sinin maksimum kalinti limitlerinin Gzerinde pestisit
kalintisi igerdigi bildirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
piringte en sik gorilen pestisitlerin; karbendazim,
malathion, iprodion, tebukonazol, kuinklorak ve
trisiklazol, celtikte; buprofezin, hekzakonazol, klorpirifos
ve edifenfos oldugu tespit edilmistir [7]. 2016 yilinda
Edirne’nin Ipsala, Meric ve Uzunkdprii ilgelerinden
toplanan piring 6rneklerinde; tebukonazol (0.010-0.208
mg/kg), siprokonazol (0.024-0.040 mg/kg), propikonazol
(0.018-0.030 mg/kg) ve trifloksistrobin (0.098-0.116
mg/kg) arasinda tespit etmis ayrica ipsala'dan toplanan
bazi piring 6rneklerinde maksimum kalinti limiti Gzerinde
trifloksistrobin bulundugu bildirilmistir [8].

Celtik Uretiminde pestisit kullanimi disinda, ayni

zamanda Bulgaristan’daki Meri¢ havzasinda da celtik
uretimi yapilmakta olup orada kullanilan pestisitlerinde

Tablo 1. Celtik érneklerinin alindigi yerler

Ornek Ornek Ornek  Ornek Alinan
kodu Alinan Yer kodu Yer

1 Karaagag 14 Nasuhbey

2 Bosna 15 Umurca

3 Tatarkdy 16 Subasi

4 Doyran 17 Kuplu

5 Elgili 18 Adasarhanli
6 Sigircih 19 Balabancik
7 Cakmak 20 Saricaali

8 Kiremitgisalih 21 ipsala

9 Gemici 22 Ahir

10 Serem 23 Pasakoy

11 Hasirciarnavutkdy 24 Yenikarpuzlu
12 Karayusuflu 25 Enez

13 Alibey

Ornek alimlari “Turk Gida Kodeksi Gidalarda Pestisit
Kalintilarinin - Resmi  Kontrolii icin  Numune Alma
Metotlari Tebligi'ne” uygun sekilde gergeklestirilmistir
[9]. Ornek alimi yapilacak tarla belirlendikten sonra dért
ayri  kosesinden celtik 6rnekleri toplanarak pagal
yapiimistir. Toplanan geltik 6rnekleri bulasilari 6nlemek
icin kilitli posetlere alinmistir. Ardindan taneler bitki
sapindan ayrilarak plastik kaplar iginde kurutulmus ve
laboratuvarda analiz edilinceye kadar 3°C’de muhafaza
edilmigtir.

Ornek Hazirlama

Saplarindan ayiklanarak kurutulmus olan celtikler ve
kavuzlari soyularak elde edilen piringler bigakli
laboratuvar égiitiiciisi ile toz hale getiriimistir. Ogiitiilen
ornekler steril posetlere alinmistir. Bulasmayi 6nlemek
icin  her 06gitme iglemi sonrasinda  6guticu
temizlenmisgtir.

o
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o
o
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su ile tasinarak Edirne’de Meri¢ nehrinden sulanan
celtiklere bulasmasi ihtimali bulunmaktadir. Ancak bu
bélgede yetistirilen piringlerin pestisit kalintisi tzerine
yeterli literatir olmadigi gorilmustir. Bu calisma ile
Meri¢ Nehri ile sulanan belirlenen noktalardan celtik
Ornekleri toplanarak pestisit analizleri yapilmis ve
piringlere bulagsma derecesi ve insan ve cevre sagligi
acisindan yasal degere uygunlugu aragtiriimigtir.

MATERYAL VE METOT

Ornek Alma

2018 yilinda Edirne’de Meri¢ Nehri boyunca sulanan
celtik tarlalarindan toplam 25 ayri noktadan érnekleme

yapilmigtir. Ornek alinan yerler Tablo 1 ve Sekil 1'de
verilmigtir.

Sekil 1. Orneklerin alindigi noktalarin harita tizerinde yerleri

Kimyasallar ve Cihazlar

Pestisit kalinti analizleri i¢in, analitik saflikta (=%95)
referans standart maddeler (Dr. Ehrenstorfer GmbH
Augsburg, Almanya) ve kromatografik safliktaki
asetonitril  (2%99,9) (J.T. Baker, ABD); asetik asit
(%100), formik asit (%98.0-100), metanol (=%99,9)
(Merck, Almanya); amonyum format (=2%99,9) (Sigma
Aldrich, Almanya), 6rnek ekstraksiyonu igin QUEChERS
ekstraksiyon tuzu ve ayirici kati faz ekstraksiyon (d-
SPE) kiti (5892-5775; 5981-5188, Agilent, ABD)
kullaniimigtir. Analiz asamalari i¢in kullanilan cihazlar
ise, laboratuvar 6guttcusu (Retsch Grindomix GM200,
Almanya), vorteks karistinci (Dragon Lab, Turkiye),
sogutmali santrifij (NGve NF 800R, Turkiye), ultra saf su
cihazi (Lan Shan, LSRO-801A, Tayvan), analitik terazi
(Radwag As 60/220.R2, Polonya) ve ayarlanabilir
mikropipetlerdir (Mettler Toledo Rainin Pipet-Lite XLS,
ABD).
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LC-MS/MS Sistemi

Calismamizda pestisit kalintilarini belilemek igin LC-
MS/MS sistemi (Agilent Technologies, CA, ABD) (1260
HPLC, 6420 kitle dedektort, G1311B pompa Unitesi,
G1329B otomatik 6rnekleyici, G1316A kolon firini ile
Agilent Poroshell 120 SB-C18 Kolon, 3.0x100 mm, 2.7
pm) kullaniimistir. Cihazda hareketli faz A olarak, 900
mL su UGzerine 0.5 mL formik asit ve 1 mL amonyum
format (5 M’lik) eklenerek 1000 mL’ye tamamlanmis
¢cOzelti, hareketli faz B olarak metanol kullaniimistir.
Hareketli faz akis hizi 0.6 mL/dk. olarak ayarlanmistir.
Hareketli faz gradient programi ise 0-0.2 dk/A fazi %80,
1.6 dk./A faz1 %30, 6.5-8 dk./ %5 A fazi, 8.1-13 dk./ %80
A fazi olarak uygulanmistir. Standart ve 6rneklerin
cihaza enjeksiyon hacmi 10 uL olup, kolon firin sicakligi
35°C olarak ayarlanmistir. Kutle dedektorli kisminda,
gaz sicakhgr 350°C, gaz akigi 11 L/dk. ve nebilizer
basinci 50 psi olarak ayarlanmis ve “Dynamic MRM”
modunda tarama yapilmigtir.

GC-MS Sistemi

Orneklerdeki diger pestisit kalintilarinin belirlenmesi igin
GC-MS sistemi (Agilent Technologies, CA, ABD)
(7890B-5977B GC-MSD, G4513A otomatik Ornekleyici
ile Agilent HP-5MS Kapiler Kolon, 30m x 0.25 mm, 0.25
pm)  kullaniimistir. Cihazin ¢alisma kosullari olarak;
‘Pulsed Splitless’ enjeksiyon modu ve 2 uL enjeksiyon
hacmi kullaniimistir. Taslyici gaz olarak 2.8 mL/dk.
akisa ayarli sabit basing modunda helyum gazi
kullaniimistir. Cihazda inlet baslangi¢ sicakhdi 250°C’ye
ayarlanmis, enjeksiyondan sonra 0.1 dakika beklenerek
sonrasinda 310°C’ye cikilmigtir. Kolon firini sicaklig
baslangigta 40°C 2 dakika beklemeli, 150°C
(40°C/dakika artis, beklemesiz), 200°C (9°C/dakika
artis, beklemesiz), 280°C (16°C/dakika artig, 4 dakika
beklemeli) ve son olarak 310°C (5 dakika beklemeli)
olacak sekilde uygulanmistir.

Ornek Ekstrasyonu

Ogiitilmiis haldeki geltik ve piring érneklerinde pestisit
tayini, AOAC’nin gidalardaki pestisit kalintilari tayin
metodunun modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir [10].
Buna goére 10 g homojenize edilmis 6rnek £ 1 mg
hassasiyetle 50 mL’lik falkon tipune tartiimistir. Tartilan
ornek Uzerine 17 mL su, 10 mL %1 asetik asit iceren
asetonitril ve QUEChERS ekstraksiyon tuzu (6 g MgSOQOsa,
1.5 g NaOAc) eklenerek kuvvetlice calkalanmistir. 30
saniye vortekslenerek, karistiricida 400 rpm’de 10
dakika calkalanmistir. Calkalama islemi sonrasinda 10
dakika boyunca 4000 rpm’de santrifij edilmistir. 6 mL
asetonitril fazi (Ust faz) 15 mL’lik dSPE clean-up tipune
aktarilarak 1 dakika boyunca vortekslenmistir. dSPE
clean-up tipu 10 dakika boyunca 4000 rpm devirde
santrifij edilmistir. Santrif(j isleminden sonra, c¢ozelti
0.20 pum’lik siringa filtresinden  gegirilerek  viale
alinmigtir.
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Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan 6rnekler LC-MS/MS ve GC-MS cihazlarinda
analiz edilmis ve 365 pestisit etken madde LC-MS/MS
ile 71 pestisit etken madde ise GC-MS ile olmak lzere
toplamda 436 adet pestisit etken madde taranmistir. LC-
MS/MS ve GC-MS igin pestisit etken maddelerinim 1000
mg/L stok ¢ozeltisinden 50 pg/L, 100 pg/L, 200 ug/L,
500 pg/L, 750 pg/L, 1000 pg/L kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Standart ekleme yontemiyle her bir
kalibrasyon noktasi igin ayri ayri 450 pL temiz matriks
ve 50 pL kalibrasyon ¢ozeltilerinden alinarak kalibrasyon
noktalari  olusturulmustur. Sonuglarin  degerlendiril-
mesinde oncelikle Ornek  taranarak  var/yok
degerlendirmesi yapilmistir. Degerlendirmede herhangi
bir etken madde tespit edilemezse sonug “<LOQ” olarak
verilmistir. Ancak 6rnekte raporlama limiti Gzerinde tespit
edilen bir sonu¢ oldugunda “gida ve yemde pestisit
kalintilari analizi icin analitik kalite kontrol ve metot
validasyonu prosedirleri rehber dokimani” iginde yer
alan numunenin kontroli “C-17, C40, D2, D8, ve E3”
maddeleri gbz dnune alinarak uygunluk degerlendirmesi
yapilmistir [11]. Uygunluk degerlendirmesi icin; iyon
oranlari kargilastirilirken ayni partide analiz edilen
kalibrasyon standartlarina ait ortalama iyon orani
hesaplanmis ve bunun %30 tolerans limiti dahilinde
uygunlugu  kontrol  edilmis, allkonma  slresinin
kalibrasyon standardi ile + 0.1 dakika tolerensla uyumlu
ve iki paralel oOrnek sonucu arasindaki farkin
ortalamanin %30’un altinda oldugu kontrol edilmistir.
Degerlendirme asamasi sonucunda tim sartlarin
saglanmasi durumunda sonug raporlanmistir [11]. Elde
edilen sonuglarin degerlendiriimesi i¢in Turk Gida
Kodeksi Pestisitlerin =~ Maksimum  Kalinti  Limitleri
Yonetmeligi, piring icin  kullanimina izin verilen
pestisitlerde kabul edilebilir en yiksek kalinti limitleri ve
AB piringte pestisitlerin en ylksek kalinti limitleri, piring
icin degerlendirmesi devam eden pestisitlerde en
yuksek kalinti limitleri listesi kullanilmistir [12, 13].

BULGULAR VE TARTISMA

Celtik ve Piring Orneklerinin Pestisit Analiz
Sonuglan

Pestisit etken maddelerinin tespiti i¢in kullandigimiz
yontem performansinin belirlenmesine yodnelik, 0.01
mg/kg konsantrasyon seviyesinde 5 tekrarli geri
kazanim calismasi yapilmistir. Calismamizda piring ve
celtikte tespit edilen pestisit etken maddelerine iligkin
hesaplanan geri kazanim, bagil standart sapma (RSD)
ve dogrusallik degerleri Tablo 2’de; LC-MS/MS ve GC-
MS’de 6rneklerde bulunan pestisitler igin tespit edilen
iyon ise bilgileri Tablo 3 ve 4’te verilmigtir.

Elde ettigimiz bu degerler, SANTE’ye gore 6lgim limiti
(LOQ) metot performans kriterleri olan %70-120 geri
kazanim ve <20 RSD kosullarini sagladigi i¢in bunu
karsilayan en disik konsantrasyon degeri olan 0.01
mg/kg, bu calismadaki LOQ degeri olarak belirlenmistir
[11].
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Tablo 2. Celtik ve piringte tespit edilen pestisitlerin metot performans degerleri

Pestisit Etken Madde Geri Kazanim (%) RSD Dogrusallik (R?)
Azoksistrobin 101.42 0.0666 0.9996
Siprokonazol 100.84 0.1166 0.9974
Epoksikonazol 97.02 0.0983 0.9990
Profoksidim 104.34 0.1569 0.9987
Propikonazol 101.89 0.0704 0.9993
Tebukonazol 99.11 0.1071 0.9984
Trifloksistrobin 99.90 0.0759 0.9988
Prokloraz 95.85 0.0763 0.9992

Tablo 3. LC-MS/MS’de
iliskin iyon bilgileri

orneklerde tespit edilen pestisit etken maddelerine

Pestisit Etken Madde iyon Gegisi Ana lyon Yardimci lyon
Azoksistrobin 404.1 ->372.1 404.1 372.1
Siprokonazol 292.1->125.0 292.1 125
Epoksikonazol 330.1->121.0 330.1 121
Profoksidim 466.0 -> 280.0 466 280
Propikonazol 342.1->69.1 342.1 69.1
Tebukonazol 308.1->124.9 308.1 124.9
Trifloksistrobin 409.1 -> 145.0 409.1 145

Tablo 4. GC-MS’de orneklerde tespit edilen pestisit etken maddesine iligkin

iyon bilgileri
Pestisit Etken Madde lyon 1 lyon 2 Iyon 3
Prokloraz 180 70 307.9

Analiz edilen celtik orneklerinde elde edilen pestisit
kalintisi sonuglari Tablo 5’te verilmistir. Bu sonuglara
gore 5 noktada celtik 6rneklerinde pestisit kalintisi tespit
edilmistir. Bu celtikler sirasiyla; 3-Tatarkdy, 10-Serem,
15-Umurca, 17-Kupld, 20-Saricaali’'den alinan
orneklerdir. Celtik 6rneklerinde toplam 8 farkli pestisit
etken maddesi belirlenmis olup bunlar; trifloksistrobin,
prokloraz, epoksikonazol, profoksidim, tebukonazol,
propikonazol, azoksistrobin ve siprokonazoldir.

Celtik orneklerinde LC-MS/MS cihazinda yapilan
analizler sonucunda Edirne/Merkez’e badh Tatarkdy'den
alinan 3 numarali 6rnekte 0.076 mg/kg trifloksistrobin,
Edirne/Meri¢ ilgesine baglh Serem kdyiinden alinan 10
numarahl ornekte 0.018 mg/kg epoksikonazol, Umurca
koyinden alinan 15 numarali 6rnekte 0.021 mg/kg
profoksidim, Kupli beldesinden alinan 17 numarali
ornekte 0.045 mg/kg tebukonazol tespit edilmigtir.
Edirne/ipsala ilcesine bagh Saricaali kdyiinden alinan
20 numarali 6rnekte de 0.116 mg/kg propikonazol,
0.094 mg/kg azoksistrobin ve 0.029 mg/kg siprokonazol
tayin edilmistir. GC-MS cihazi kullanilarak analizi
yapilan celtik orneklerinde ise Edirne/Meri¢ ilgesine
bagli Serem kéytnden alinan 10 numarali érnekte 0.063
mg/kg, Kipli beldesinden alinan 17 numarali 6rnekte
0.095 mg/kg prokloraz tespit edilmistir.

Turk Gida Kodeksi Pestisitlerin  Maksimum Kalinti
Limitleri Yonetmeligi'ne gore cgeltik drneklerinde kavuz
uzaklastinldiktan sonra maksimum kalinti  limitleri
uygulandigindan, 6&rneklerde kavuz uzaklastirnldiktan
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sonra elde edilen piring pestisit analiz sonuglari Tablo
6'da verilmistir. Yapilan calismalarda, pestisit kalintisi
konsantrasyonlarinin piring isleme sirasinda etkilenebilir
oldugu ve genellikle son urlnlerde daha dusuk oldugu
bildirilmistir [7]. Calismamizda elde edilen sonuglara
gore de celtige gore piringte daha dusiuk pestisit
kalintilari tespit edilmistir.

Celtiklerin kavuzlar soyulduktan sonra elde edilen piring
tanelerinde yapilan analizler sonucunda 4 farkli noktada
pestisit kalintisi tespit edilmistir. Bu piringler sirayla; 3-
Tatarkdy, 10-Serem, 17-Kipli, 20-Saricaali’den alinan
orneklerdir. Piring orneklerinde 5 farkl pestisit etken

maddesi  belirlenmis olup bunlar; trifloksistrobin,
prokloraz, tebukonazol, propikonazol ve
azoksistrobindir.

Piring  drneklerinde LC-MS/MS cihazi kullanilarak

yapilan analizler sonucunda Edirne/Merkez’e bagl
Tatarkdy’den alinan 3 numarali drnekte 0.023 mg/kg
trifloksistrobin,  Edirne/Meri¢ ilgcesine baglh  Kiplu
beldesinden alinan 17 numaral 6rnekte 0.017 mg/kg
tebukonazol, Edirne/ipsala ilcesine bagh Saricaali
kéyunden alinan 20 numarali 6rnekte de 0.043 mg/kg
propikonazol, 0.033 mg/kg azoksistrobin tespit edilmistir.
GC-MS cihazi kullanilarak analizi yapilan piring
orneklerinde ise Edirne/Meri¢ ilgesine bagli Serem
kéyunden alinan 10 numarah o6rnekte 0.019 mg/kg,
Kipli beldesinden alinan 17 numaral o6rnekte 0.036
mg/kg prokloraz tespit edilmistir.
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Tablo 5. Celtikte elde edilen pestisit kalintisi analiz sonuglari

?(?:Lll( Alfrz;r:\e\k(er Tespit Edilen Pestisit Miktar (mg/kg) Taym(rl;:g}lli'g()LOQ) K%ﬁ]r;;an
1 <LOQ - 0.01 -
2 <LOQ - 0.01 -
3 Tatarkdy Trifloksistrobin 0.076 0.01 LC-MS/MS
4 <LOQ - 0.01 -
5 <LOQ - 0.01 -
6 <LOQ - 0.01 -
7 <LOQ - 0.01 -
8 <LOQ - 0.01 -
9 <LOQ - 0.01 -
10 Serem Prokloraz 0.063 0.01 GC-MS
Epoksikonazol 0.018 0.01 LC-MS/MS
11 <LOQ - 0.01 -
12 <LOQ - 0.01 -
13 <LOQ - 0.01 -
14 <LOQ - 0.01 -
15 Umurca Profoksidim 0.021 0.01 LC-MS/MS
16 <LOQ - 0.01 -
17 Kiiplii Prokloraz 0.095 0.01 GC-MS
Tebukonazol 0.045 0.01 LC-MS/MS
18 <LOQ - 0.01 -
19 <LOQ - 0.01 -
Propikonazol 0.116 0.01 LC-MS/MS
20 Saricaali Azoksistrobin 0.094 0.01 LC-MS/MS
Siprokonazol 0.029 0.01 LC-MS/MS
21 <LOQ - 0.01 -
22 <LOQ - 0.01 -
23 <LOQ - 0.01 -
24 <LOQ - 0.01 -
25 <LOQ - 0.01 -
Tablo 6. Piringte elde edilen pestisit kalintisi analiz sonuglari
Ornek Ornek Tespit Edilen Miktar Tayin Limiti Kullanilan TGK Avrupa Birligi
Kodu  Alinan Yer Pestisit (mg/kg) (LOQ) Cihaz Limiti Limiti (mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)
1 <LOQ - 0.01 - - -
2 <LOQ - 0.01 - - -
3 Tatarkoy Trifloksistrobin 0.023 0.01 LC-MS/MS 5.0 5.0
4 <LOQ - 0.01 - - -
5 <LOQ - 0.01 - - -
6 <LOQ - 0.01 - - -
7 <LOQ - 0.01 - - -
8 <LOQ - 0.01 - - -
9 <LOQ - 0.01 - - -
10 Serem Prokloraz 0.019 0.01 GC-MS 1.0 1.0
11 <LOQ - 0.01 - - -
12 <LOQ - 0.01 - - -
13 <LOQ - 0.01 - - -
14 <LOQ - 0.01 - - -
15 <LOQ - 0.01 - - -
16 <LOQ - 0.01 - - -
17 Kipli Prokloraz 0.036 0.01 GC-MS 1.0 1.0
Tebukonazol 0.017 0.01 LC-MS/MS 1.0 1.0
18 <LOQ - 0.01 - - -
19 <LOQ - 0.01 - - -
20 Saricaali Propikonazol 0.043 0.01 LC-MS/MS 1.5 15
Azoksistrobin 0.033 0.01 LC-MS/MS 5.0 5.0
21 <LOQ - 0.01 - - -
22 <LOQ - 0.01 - - -
23 <LOQ - 0.01 - - -
24 <LOQ - 0.01 - - -
25 <LOQ - 0.01 - - -
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Yaptigimiz ¢alisma sonuglarina gére, gerek celtik gerek
piring Orneklerinde tespit ettigimiz pestisit kalinti
miktarlarinin Turk ve AB yasalarinda konulan degerlerin
altinda kaldigi tespit edilmistir [12, 13]. Bununla beraber
celtikte tespit ettigimiz profoksidim etkeni, herbisit olarak
darican ve celtiksi darican yabanci otlarina kargi
kullaniimaktadir. Profoksidim pestisitinin piring

prokloraz, epoksikonazol, tebukonazol, propikonazol,
azoksistrobin ve siprokonazol etkenlerinin fungisit olarak
celtik yanikligr hastaligina karsi kullaniimaktadir. Bu
etkenlerden bazilarinin kavuz yizeyinden pirince gegtigi
fakat bunun kavuz yilzeyine goére daha dlslik
seviyelerde kaldigi tespit edilmistir. Yabanci otlara karsi
kullanilan herbisitlerin, piring ekim mevsiminin erken

Uzerindeki kavuzda kaldigi ve pirince ge¢medigi evrelerinde nispeten daha ylksek, bdcek ve mantar
saptanmistir. Piring ve celtikte tespit edilen pestisitlere ilaglarinin  ise sonraki evrelerde daha yuksek
iliskin 6zellikler Tablo 7’de verilmistir. Trifloksistrobin, konsantrasyonlara sahip oldugu bildirilmigtir [14].
Tablo 7. Celtik ve piringte tespit edilen pestisitler ve 6zellikleri
Tespit Edilen . . . Son llaglama-
Pes?isit Etken Kullanildigi Hedef Hastalik / Zararl Pestisit Tavsiye Edilen HasatgAraS|
: Grubu Kullanim Dozu o .
Maddesi Onerilen Sire
Azoksistrobin Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 100 mL/da 28 glin
Siprokonazol Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 100 mL/da 56 gun
Epoksikonazol Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 200 mL/da 56 gun
Prokloraz Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 200 mL/da 56 gun
Profoksidim Darican (Echinochloa crus-galli) Herbisit 150 mL/da 30 gun
Profoksidim Celtiksi Darican  (Echinochloa oryzoides) Herbisit 150 mL/da 30 glin
Propikonazol Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 100 mL/da 56 gun
Tebukonazol Celtik Yanikhgr  (Pyricularia oryzae) Fungisit 75 mL/da 35 gun
Trifloksistrobin Celtik Yanikhgi  (Pyricularia oryzae) Fungisit 20 g/da 35 gun

Azoksistrobin asma yapragi, sebze ve tahil Griinlerinde
mantar hastaligi kontroli icin yaygin kullanilan ve
pestisit analizlerinde limitler Uzerinde tespit edilen
fungisitlerinden birisidir [15, 16]. Yaygin kullanimi ve
suda ¢ozundrliglinan yiksek olmasi  nedeniyle,
azoksistrobin kaginilmaz olarak cesitli su ortamlarina
salinir ve hedef disi tirler tizerinde olumsuz etkileri olan
biyolojik birikim yoluyla ¢esitli organizmalarin dokularina
aktarihr.  Kullanildigi  yerlerde su  Orneklerinde
azoksistrobin kalinti seviyeleri 0.01-29.70 ug/L olarak
tespit edilmis ve yarilanma dmru yaklasik 15.1-25.8 glin
olarak bildirilmistir [17].

Siprokonazol  antibakteriyel ve  bitki  buyime
dizenleyicisi etkisine sahip bir tir triazol fungisittir.
Genellikle vyesillik ve tahillardaki, Basidiomycetes,
Ascomycetes ve Deuteromycetes mantarlarinin neden
oldugu zararlari 6nlemek igin yaprak spreyleri seklinde
uygulanir ve suda ¢ozunur [18]. Hemen hemen tim
triazol fungisitleri gibi, ylUksek doz seviyelerinde
subkronik  ve kronik  rahatsizliklardan sonra
kemirgenlerde karaciger toksisitesi olusturur [19].
Edirne’nin Ipsala, Meric ve Uzunkdprii ilgelerinden
toplanan 56 adet piring 6rneginde pestisit kalintisi
Uzerine yapilan bir galismada Orneklerde 0.024-0.040
mg/kg siprokonazol tespit edilmistir [8]. Bu degerler
celtik orneklerinde tespit ettigimiz 0.029 mg/kg
siprokonazol  konsantrasyon degeriyle  benzerdir.
Orneklerde bu pestisitin tespit edilmesi bu bélgelerde
celtiklerde halen celtik yanikligina yol agan mantar
hastaliklarinin devam ettigini géstermektedir.

Epoksikonazol bugday, seker pancari, arpa ve yulafta
yapraklara uygulanan yaygin bir fungisit olup, 354 glin
yarilanma émri nedeniyle toprakta oldukga kalicidir. Bu
nedenle, kullanildigi yerlerde topraklardan yeralt
suyuna veya yuzey suyuna drenaj yoluyla 6nemli
miktarlarda tasinabilir [20]. Epoksikonazolun Ureme
toksisitesi, gelisimsel toksisite ve hepatokarsinojenik
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toksisite dahil olmak Uzere gesitli toksikolojik sonuclari
oldugu kanitlanmigtir. Gelisimsel toksisite testlerine
gore, steroid hormonlarinin sentezini bozmak suretiyle
yavrularda gelisme Uzerinde engelleyici bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir [21]. Bu galismada epoksikonazol
pestisitinin sadece bir 6rnekte 0.018 mg/kg gibi disik
bir konsantrasyonda tespit edilmis olmasi endise verici
bir durumun olmadigini, bu boélgedeki geltik Greticilerinin
bilinglendigi ve epoksikonazolun kullaniminin tercih
edilmedigini gostermektedir.

Prokloraz tarimda tahil, meyve ve sebzelerin hasat
Ooncesi ve sonrasi kullanilan bir imidazol fungisittir ve
gelisimsel toksisiteye neden olan bir endokrin bozucudur
[22]. Ureme organlar ve iligkili hormonlar {izerinde
olumsuz etkileri oldugu ve antiandrojenik etki gosterdigi
bildirilen [23] prokloraz i¢in yasal limit 1.0 mg/kg olup,
calismamizda sadece bir geltik 6rneginde 0.063 mg/kg
ve piring o6rneginde 0.036 mg/kg gibi disuk bir
konsantrasyonda tespit edilmis olmasi olumlu olarak
degerlendirilmistir.

Profoksidim piring tariminda, Echinochloa crussgalli
yabanci otunun ortaya ¢ikmasinin kontroli igin
kullanilan, amino asitlerin biyosentezini inhibe eden,
suda ve toprakta hizli sekilde dagilan ancak celtik
ortaminda fazla kalici olmayan bir herbisittir [24].
Yaptigimiz galismada celtik drneklerinde 0.021 mg/kg
profoksidim tespit edilmis olmasina ragmen piringlerde
tespit edilmemis yani profoksidimin sadece kavuzda
kaldigi ve kavuz ile birlikte piringten uzaklastigi
belirlenmigtir.

Propikonazol diger fungisitlere gore gesitli su
organizmalarinda nispeten yiksek akut toksisite
gOsteren ergosterol biyosentezine mudahale eden bir
triazol fungisittir [25]. Edirne’nin ipsala, Meric ve
Uzunkoépri ilgelerinden toplanan piring 6rneklerinde
yapilan bir c¢alismada 0.018-0.030 mg/kg arasinda
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propikonazol tespit edilmis olup [8], bu deger yaptigimiz
calismada piring ©rneklerinde tespit etigimiz 0.043
mg/kg propikonazol degerleri ile benzerdir. Buna gore
bolgede benzer fungal hastaliklarin ve buna Kkarsi
pestisit kullaniminin devam ettigi ve incelenen celtik
Orneklerinde tayin edilen 0.116 mg/kg konsantrasyonda
propikonazolun o6nemli bir kisminin kavuzda kaldigi
tespit edilmigtir.

Tebukonazol ise hormonlari etkileyerek insanlar igin
potansiyel Ureme toksisite gOsteren, organizmalarin
endokrin dengesini bozan, oksidatif stresi uyaran,
metabolizmayr  degistirip ve agir hepatik hiicre
yaralanmalarina neden olan bir diger fungisittir [26].
Tebukonazol toprakta nispeten kalici olup, uygulama
oranina baglh olarak yarilanma oémri 40-170 gin
arasinda degismektedir [27].Yaptigimiz galismada piring
Orneklerinde tayin edilen 0.017 mg/kg tebukonazol tespit
edilmis olup ayni zamanda incelenen celtik 6rneklerinde
tayin edilen 0.045 mg/kg konsantrasyonda tebukonazol
pestisitinin bir kisminin kavuzda kalarak uzaklastigi
gorulmustar.

Son olarak trifloksistrobin, 90’li yillardan beri kullanimi
gittikce artan, bitkilerde mantar hastaliklarinin etkin
kontrolU icin yaygin kullanilan, kuglar, memeliler, arilar,
diger faydali bocekler ve toprak solucanlari igin toksik
olmayan ancak hedef olmayan sucul organizmalar igin
oldukga toksik bir kimyasaldir [16]. Bu galisma
sonucunda  piring  6rneklerinde  0.023  mg/kg
trifloksistrobin tespit etmis olup, bu deger bdlgede
yapilan diger bir calismada elde edilen 0.098-0.116
mg/kg’'in altindadir [8]. Ayni zamanda, incelenen geltik
orneklerinde tayin edilen 0.076 mg/kg trifloksistrobin
pestisitinin  énemli bir kisminin kavuzda kalarak
uzaklastig tespit edilmigtir.

SONUG VE ONERILER

GlnimUzde yabanci otlar, mantar hastaliklari, bécek ve
haserelerden dolayi celtik tariminda zirai ilag kullanimi
neredeyse zorunluluk haline gelmistir. Bu yluzden elde
edilen son Urln olan pirince pestisit kalintisi bulagsmasi
cok yuksek ihtimaldir. Ancak modern tekniklerle pestisit
kalintilarinin hizli ve surekli sekilde tespit edilmesi

mUmkindir. Bu calisma kapsaminda 2018 yilinda
Edirne’de Meric Nehri boyunca sulanan 25 ayri
noktadan alinan c¢eltik, bu celtiklerden kavuzu

uzaklastirdiktan sonra elde edilen cgeltik 6rneklerinde 5
noktada 9 c¢esit pestisit kalintisina rastlanmigtir. Piringte
yapilan analizler sonucunda 4 farkli noktada 6 farkh
pestisit kalintisi tespit edilmistir. Ancak elde edilen
degerlerin, Turk Gida Kodeksi ve AB mevzuatinda 6n
gorilen yasal limitlerin altinda ¢ikmasi insan saghgi ve
cevre acisindan sevindiricidir. Bununla beraber
orneklerde pestisit tespit edilmis olmasi, zirai ilaglari
kullanan giftgilerin son ilaglama ile hasat arasinda
gecmesi gereken sureye dikkat etmemesinden veya
kullaniimasi gereken dozdan daha fazla miktarda ilag
kullanmasindan kaynaklanabilecegini disundirmek-
tedir. Bu arastirma sonuglari ayrica, Bulgaristan sinirlari
icinde kalan Meri¢ havzasinda da celtik Gretimi
yapilmasindan dolay! orada kullanilan pestisitlerinde su
ile taginarak Edirne boyunca Meri¢ nehrinden sulanan
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celtiklere bulagsma ihtimalinin ¢ok az oldugunu da
gostermisgtir.

Tarimsal Uretim ve Ozellikle g¢eltik dretimi yapan
ciftgilerin, zirai ilaglarin etkileri, bunlarin nasil ve ne
zaman kullaniimasi gerektigi konusunda bilgilendirilmesi
her zaman 6nemli olacaktir. Bu konuda gerekli egitimin
kademeli olarak devlet kurumlarindan kooperatiflere,
kooperatiflerden de Ureticilere aktarilmasi daha verimli
ve hizli bir etki saglayacagi duslinulmektedir. Bunun igin
Tarim ve Orman Mdudurlikleri, Ziraat Odalar ve Koéy-
Koop Birlikleri dnculigiinde organize edilecek egitim ve
saha calismalari ile giftgilerin sahada karsilasabilecegi

sorunlar, yabanci otlar ve zararlilara karsi
kullanabilecegi ilaclar, bu ilaglarin doz ve kullanim
Onerileri gibi konularda calisma yapiimasi

onerilmektedir.
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Colyak hastalidi, kalici gluten toleranssizligi oldugu igin hastalarin yeme aligkanliklarini degistirmesi gerekmektedir.
Bu nedenle giinimiizde, glutensiz makarna gibi ylksek kaliteli glutensiz Urlnlere kargi talep artmistir. Calismamizin
amaci, hidrokolloid, emiilgatér ve proteinlerin eklenmesiyle olusan piring bazli makarnanin reolojik ve tekstirel
ozelliklerini degerlendirmektir. Ylizde 60, 80 ve 100 jelatinize edilmis piring (JP) igeren hamurlara eklenen proteinlerin
ve hidrokolloidlerin etkisi, reolojik ve renk olgimleri ile belirlenmistir. Calismalarda, karboksimetil seliloz (KMS),
ksantan gam (XG), guar gam (GG), karagenan gam (KG), kegiboynuzu gami (KBG), kazein (KZN), yumurta aki (YA)
ve gliserin monostearat (GMS) kullaniimistir. Hamurlar, hidrokolloid (%2 g/g) veya hidrokolloid+protein (farkli
miktarlarda, toplam %2 g/g ) karigimlari ile hazirlanmistir. Hamurlarin reolojik davranis galismasi; Reometre, Dinamik
Mekanik Analiz (DMA) ve Tekstiir Analiz cihazlariyla yapilmistir. Hamurun deformasyona kargi direnci ve elastikligi,
sliriinme-geri kazanim ve dinamik viskoelastik élglimleriyle belirlenmistir. Striinme test sonuglari 4 parametreli Burger
denklemiyle modellenmistir. Eklenen hidrokolloidler arasinda en disiik striinme komplians degerlerini XG ve KMS
gamlarinin gosterdigi bulunmustur. Piring hamurunun elastik davranisi KZN eklendiginde artmistir. %100 JP
hamuruna gam olarak KMS ve XG eklendiginde geri kazanim sonuglarinin daha iyi oldugu ve en yuksek geri kazanim
degerinin ise %80 JP ve KMS igeren hamur karisiminin gésterdigi belirlenmistir. Uretilen makarna érneklerine pisirme
sonrasi uygulanan Tekstur Profil Analizi (TPA) sonuglari %80 ve %100 JP hamuruna XG, KZN ve GMS beraber
eklendiginde yapiskanligin azaldigi ve sertlik degerinin arttigr gérdlmustur.

Anahtar Kelimeler: Piring, Glutensiz makarna, Reoloji, Hidrokolloid, Protein

Effect of Gum, Protein and Emulsifier Use at Different Ratios and Gelatinization on Rice Pasta
Quality

ABSTRACT

Celiac disease is a permanent intolerance to gluten. So, patients need to change their eating habits. Currently, this
creates a high demand for high-quality gluten-free products, such as gluten-free pasta. The objective of this work is to
evaluate the effect of compositions such as hydrocolloids, emulsifier, and proteins on the rheological and textural
properties of pasta based on rice at different gelatinization ratios. The effect of hydrocolloids and proteins on gluten-
free formulations having 60, 80 and 100% gelatinized rice doughs were determined with rheological and color
experiments. Carboxymethyl cellulose (CMC), xanthan gum (XG), guar gum (GG), carrageenan gum (CG), locust
bean gum (LBG), casein (CSN), egg-white (EW) and glycerin monostearate (GM) were used. Hydrocolloid (2% w/w)
or hydrocolloid+protein (in different amount, total 2% wi/w) for doughs were added. The study on the rheological
behavior of doughs was performed by Rheometer, Dynamic Mechanical Analyzer (DMA) and Texture Analyzer. The
elasticity and resistance to the deformation of dough were determined by creep-recovery and dynamic viscoelastic
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measurements, and the results were modeled by Burger equation. It was found that XG and CMC exhibited the lowest
creep compliance values among the added hydrocolloids. Incorporation of casein was the elastic behavior of the rice
dough. It was determined that the recovery result was better when CMC and XG were added to 100% JP dough and
the dough mixture containing 80% JP and CMC showed the highest recovery value. The results of Texture Profile
Analysis (TPA) applied to pasta samples after cooking showed that stickiness values decreased and hardness values
increased when XG, KZN and GMS were added together to 80% and 100% JP dough.

Keywords: Rice, Gluten-free pasta, Rheology, Hydrocolloid, Protein

GIRiS

Makarnanin temel yapisini, irmik ve unda bulunan
gluten olusturmaktadir. Gluten iceren tahillar arasinda;
yapisinda depo proteini (prolamin) bulunan; bugday
(gliadin), cavdar (sekalin), arpa (hordein) ve yulaf
(avenin) yer almaktadir [1]. ince bagirsak alerjisi gesidi
olan Cdlyak hastaligina (gluten intoleransi veya bugday
alerjisi) sahip kisilerin gluten igerikli gidalari yemesi
yasaktir. Cunkl ¢olyak hastalari gluten iceren gida
tukettiklerinde, bagisiklik sistemleri ince bagdirsaga zarar
verir. Boylece, ince bagirsak zarinda bulunan ve villi
olarak adlandirilan, kuguk parmak benzeri cikintilar

kaybolur. Besinler, villi sayesinde kan dolasimina
emilirler. Villi olmazsa, bu emilim
gerceklesmeyeceginden onemli besinlerin
absorplanmasi olmaz [2]. Bundan dolayi, ¢o6lyak
hastaligi  absorbsiyon bozuklugu olarakta ifade

edilmektedir. Vicudun bagisiklik sisteminde hasar olur
ve ¢olyak hastaligi otoimmin bozukluk olarak kabul
edilir. Colyak hastaligi, ayrica ¢olyak psiloz, tropikal
olmayan psiloz ve gluten-duyarli enteropati olarakta
bilinmektedir.

Gluten, hamura viskoelastik yapiyr veren bir proteindir
[3, 4]. Gluten; glutenin ve gliadin olmak Uzere iki gesit
protein icerir. Bu proteinler, su emiliminin ¢ok Onemli
oldugu temel islevleri yerine getirir. Gluteninin, gluten
proteininin elastik yapisina, gliadinin de viskoz yapisina
katki sagladigi kabul edilir. irmik icine su eklendiginde
ve hamur mekanik olarak karistinldiginda, glutenin ve
gliadin, hamurun yapisinda bir tir ag olusturan, nisasta
tanelerini yakalayan ve pisirme sirasinda makarnanin
polentaya dénismesini 6nleyen bir protein bilesigi olan
gluteni olusturur [5-8]. Irmikte bulunan gluten degerinin
yuksekligi makarnanin  kalitesini  arttirmakta ve
makarnanin pisme Ozelliklerini direk etkilemektedir [9].
Makarnanin kalitesini ifade ederken, pisme direnci,
sertligi, yapiskanhdi ve pisme suyu igerisine biraktigdi
organik maddelerin salinimi gibi 6zellikler esas alinarak
karakterize edilebilmektedir [10]. Gluten, makarna
urtnlerine kuvvetli matriks sagladigindan, makarnanin
pisirimesi  sirasinda  nisastanin  fazla miktarda
¢ozulmesini engelleyerek pisme kaybini azaltmaktadir.
Ayni zamanda su tutma kapasitesi, hamura ve pismis
makarnaya viskoelastik yapi vermesinden dolayi
onemlidir. Son yillarda glutensiz gidalar Gzerine daha
¢ok cahsma yapilmakta olup, glutensiz Urdnlerin
yapisini, tekstirind, uygulanabilirligini ve raf dmrina
gelistirmek igin, glutene alternatif olarak piring ve misir
unlan [11, 12], pseudo tahillardan unlar [13, 14], farkli
nigastalar [15], hidrokolloidler (gamlar), sut Grunleri,
farkli proteinler [2, 16], prebiyotikler ve bunlarin
kombinasyonlari kullaniimistir [17].
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Glutensiz gida drinlerinde en sik sekilde bugdayin
yerini alan hububat ¢esidi piringtir [18, 19]. Pirin¢ (Oryza
sativa); yumusak tadi, beyaz rengi, sindirilebilirligi ve
hipoalerjenik 6zellikleri nedeniyle artan popllerlige
sahiptir [20, 21]. Piringte bulunan protein orizindir.
Orizinin temel birimleri, molekul i¢i- ve molekdller arasi-
disilfid baglarinin her ikisinin de baglanmasiyla olusur
[22]. Gluten iglevselliginin yoksunlugu, piring ununun
suyla karigtirlmasindan elde edilen  hamurda
yapiskanliga neden olmaktadir [23]. Piring makarnasinin
dokusal ozelliklerini iyilestirmek icin iki alternatif
bulunmaktadir; kurutma sirasinda piring  ununun
jelatinlesmesidir veya ekstride makarnanin yuzeyinin
buharlagtiriimasidir [24]. On jelatinlesme, fonksiyonel
Ozelliklerin iyilestirimesine ve durline sekil ve doku
veriimesine  yardimci  olurlar.  Literatirde  bazi
hidrokolloidlerin hamurdaki glutenin yerini alabilecegi de

bildirilmistir [19]. Sut proteinleri ve hidrokolloidler,
glutenin viskoelastik &zelliklerini taklit etmek icin
kullanilabilir ve raf omrini iyilestirirler [25]. On

jelatinlestiriimis piring unundan makarna yapilabilmekte
ve bu slrec¢ sirasinda 6zel ekipmanlar gerekmektedir.
Ancak, uretim islemi normal makarna yapimindan gokta
farkh degildir. Uygun formuilasyonlu hamur karigimini
hazirlamak igin, glutenin yerini alarak viskoelastik yapiyi
tutabilecek nisastalar, hidrokolloidler, besinsel lifler, sit
proteinleri, farkli tahil Griinleri, monogliseridler gibi farkli
katki maddelerinin  dogru miktarda eklenilmesi
gerekmektedir [26, 27]. Hidrokolloidler, nigastalarin
reolojik ve jelatinizasyon 6zelliklerini etkilemekte olup,
arinin kararhhgini arttirmak, yapisini modifiye etmek ve
islenmesini kolaylastirmak icin kullanilmigtir [25, 28-33].
Ornegin, hidroksimetil  seliiloz gibi gamlar ve
hidrokolloidler bugday gluteni tarafindan saglanan su
absorblama ve gaz tutma o6zelliklerini gelistirmek igin
kullanilimigtir  [34, 35]. Ayrica, glutensiz makarna
formilasyonunda, hidrokolloidlerin  hamurda lubrikant
olarak ve karistirma sirasinda (6zellikle nisasta
granilleri) da diger formilasyon bilesenlerinin zarar
gormesini engelleyerek korudugu gozlenmistir [36-38].
Modifiye nisasta, XG ve KBGler kullanildiginda
makarnanin duyusal ve dokusal 6zelliklerinin arttigi ve
bugday bazli Uretilen makarna O&zelliklerine benzer
davranis gosterdigi bulunmustur [15]. Cunki XG ve
KBG gibi nisasta igcermeyen polisakkaritler ya da
hidrokolloidler 6nemli viskoelastik 6zelliklere sahip olup,
makarnanin elastik yapisini olusturmakta ve glutenin
Ozelliklerini taklit etmek icin kullaniimaktadir. XG, GG ve
k-KG’nin hamurun yapisal ve reolojik 6zellikleri Gzerine
etkilerinin belirlendigi bir galismada ise, genel olarak
gamlarin ilave edilmesiyle su absorpsiyonu, hamur
gelisme suresi, yogurma tolerans indeksi, dayaniklilik,
uzama kabiliyeti, jelatinizasyon sicakhgi, viskozite ve
hamurun mikro yapisi gibi 6zellikler artmigtir [39]. Raina
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vd. [40] yaptigi calismada da piring unundan yapilan
glutensiz makarnaya GG eklenmesinin makarnada
sertligi arttirdigini bulmuslardir. Diger taraftan, makarna
yapisinin gelistiriimesi ve besinsel degerinin arttiriimasi
icin protein eklemesi de yapilmaktadir. Ornegin, sadece
yumurta proteininin eklenmesi jellesme, koéplirme ve
emuilsifiye edici 6zellikleriyle pisme kaybini azaltmis,
elastik ve sert makarna vyapisi olusturarak pisme
kalitesine pozitif etki saglamistir [41, 42]. Ayrica, protein
ile hidrokolloidlerin hidrofilik komponentleri etkilesim
halinde olarak, makarnanin yapisinin gelistirimesine
destek vermistir [40]. Kazein, sutte bulunan ve birgok
gidada (Orn. Eriste, ¢ikolata, sekerleme, mayonez,
dondurma) bagimsiz olarak baglayici bir ajan olarak
kullanilan bir proteindir. Jelatinlestiriimis nisastalarin
baglayici kuvvetini arttiran yagl asit mono ve digliseritler
gibi emudlsiyonlastiricilar da kullaniimaktadir.
Emdilsiyonlastirici (emulgatdr) mono- ve digliseritler hem
polar hem de apolar bag igermeleri nedeniyle, suda ve

yagda ¢oOzlinen ylzey aktif maddelerdir. Piring
drdnlerinin islenmesini ve/veya kalitesini gelistirmek icin
kullanilan katki maddelerinden biri,

emulsiyonlastiricilardir.  Emdlsiyonlastiricilarin -~ yagh
yapisi, onlarin ekstrizyon igleminde bir yaglama
maddesi gibi hareket etmelerini saglamakta, yipranma
ve asinmasi azalmakta, bdylece Uretim
kolaylasmaktadir. Ayrica makarna Uretiminde bazi
emdulsiyonlastiricilar, daha sert yapi, daha az yapigkan
yuzey ve daha iyi nisasta tutunum ozelligi
saglamaktadir. Piring makarnasinda yapilan ¢alismada,
az miktarda kullanilan GMS’nin amiloz ile olusturdugu
yapinin, pisirme kaybinda azalmayl ve pismis
makarnada agirlik artisini destekledigi bulunmustur [24].

Makarna yapisinin istenilen formda olmasi igin,
kullanilan icerikler kadar etkilerininde incelenmesi
gerekmektedir. Bu surecin takibinde reolojik ¢calismalar
yapiimakta olup, Uretimde her asamanin
degerlendirilebilmesinde destek saglamaktadir. Reoloji,
artnlerin islenebilirligini, isleme kosullarini ve kalitesini
etkiledigi icin cesitli gidalarin Uretiminde buyik dnem
tasimaktadir. Gida malzemelerinin viskoelastisitesini
incelemek icin dinamik salinim dlgimleri, suriinme testi,
stres gevsemesi gibi farkli yontemler kullaniimistir [43].
Yani, makarna hamurunun reolojik karakterizasyonu,
icinde kullanilan malzemelerin se¢iminde, Urdndnin
optimize edilmesi, dizayni ve gelistiriimesinde faydali
olmaktadir. Ornegin, piring hamuruna, YA (%0.25) ve
KZN (%0.25) ilavesiyle, yapinin incelenmesi surecinde
reolojik calismalardan faydalanildigi belirtilmistir [9].
Calisma, glutensiz makarna Uretim ydntemlerinin
gelistiriimesi  amaciyla planlanmistir.  Bu  slregte
hamurun yapisinda viskoelastik 6zelligin kazanimini
saglamak ve Urlindn pisirme sirasinda dagilmasini
onlemek temel amaglardandir. Bu nedenle, piring bazli
karisimlara proteinler, gamlar ve emulgatér eklenmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal
Piring irmikleri Beslen Makarna Gida Sanayi ve Ticaret

A.S. (Gaziantep, Turkiye) tarafindan saglanmigtir.
Calismalarda kullanilan ksantan gam (XG), kegiboynuzu

gami (KBG), guar gam (GG), karagenan gam (KG),
karboksimetil sellloz (KMS) gami, kazein (KZN) ve
yumurta aki (YA) proteinleri ile gliserin monostearat
(GMS) emiilgatéri Sigma ve Merck firmalarindan temin
edilmigtir.

Metot
Piring irmigi
Nem ve Protein igerigi

Yaklasik 2 g pismemis piring irmigi ogutilerek 2 saat
105°C'lik etlivde kurutularak nem igerigi hesaplanmistir
[44]. Pirin¢ irmiginin protein igerigi ise standart Kjehldahl
metoduyla bulunmustur [45]. Kuru madde miktari
Uzerinden ylizde protein miktari hesaplanmistir.

Jelatinizasyon

irmik 6rnekleri %40 neme ulasincaya kadar hamur
mikserinde (Model 5KSM150PS, KitchenAid, Briiksel,
Belgika) Uzerine sicak su puskurtilerek karistiniimigtir.
%40 nemlendirilen Ornekler; (i) etiv (Nuve, Nel
Elektronik A.S., Ankara, Turkiye) icerisinde, 80°C etliv
sicakliginda ve beherlere su konularak nem saglanmasi
suretiyle, (ii) etlv igerisinde surekli buhar (80°C) Uretici
cihaz (rapid vaporizatér, SUTAS Makine San. ve Tic.
Ltd. S$ti,) kullanilarak, (iii) mikrodalga finrn (MD 584,
Argelik A.S., Istanbul, Tirkiye) igerisinde 360 W gii¢
secilerek ve beherlere su konularak nem saglanmasi
suretiyle ve (iv) otoklav (Tasinabilir, Dixons Surgical
Instruments, Londra, Birlesik Krallik) kullanilarak
110°C’de jelatinizasyon iglemleri yapilimistir.

Jelatinize Piring irmiginin Termal Analizi

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DTK) ol¢timleri igin JP
ve P irmik O&rnekleri 6gutulip, 0.25 mm elekten
gecirildikten sonra  kullamilmigtir.  Orneklerin  nem
miktarina Kizilétesi Kurutucuda (Sartorious Thermo-
Control YTC, Gottingen, Almanya) bakilmigtir.
Ogitilmis numunelerden yaklasik 10 mg DTK
kaplarina tartilmis ve 1:3 oraninda saf su eklenmistir.
Kaplar kapatildiktan sonra 4°C buzdolabinda bir gece
bekletilmistir. Perkin Elmer DTK 6 (Perkin Elmer Inc.,
Wellesley, ABD) indiyum ile Kkalibre ettikten sonra
Olgumler yapiimistir. Bos kap sahit olarak kullaniimistir.
Numuneler, 5°C/dk’lik 1s1 artinmiyla 20°C’den 140°C’ye
kadar isitilmistir. Isinin homojen bir sekilde yayiimasi
icin azot gazi (40 ml/dk) kullanilmigtir. To, T, ve Te
sicakliklari yazihm programiyla belirlenmistir. Erime
araliklari (AT, = Te - To) hesaplanmistir. %Jelatinizasyon
derecesi Denklem 1 ile hesaplanmistir [46]:

%Jelatinizasyon derecesi = (1- (AH; / AHs))*100 Q)

Te Bitis sicakhdi; T, Baslangic sicakhdi; T, Tepe
sicakhgi; T, Erime araligi; AHs Islenmemis irmigin
jelatinizasyon entalpisi (J/g); AH: Farkli jelatinizasyon
zamanlarinda irmigin entalpisi (J/g)
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Jelatinize irmik, Gam, Protein ve Emiilgatér

Karigimlarinin Hazirlanmasi

Tablo 1'de hazirlanan hamur karisimlarina eklenen
gam, protein ve emiulgatorin miktarlari gdsterilmistir.
Gam-protein karisimlarinin etkisi igin ise %1 gam + %1
protein (g/g) olacak oranda Orneklere eklenmistir.

Calismalarda XG, KBG, GG, KG ve KMS gamlari ve
protein olarak ise KZN ve YA kullaniimigtir. Protein ve
gamlar su igerisine eklenmistir, 50°C sabit sicaklikta 5
dakika surekli kanstirilarak JP irmiklerine eklenip, hamur
ornekleri hazirlanmistir. Calismalar sonucunda segilen
karigsimlara %1 (g/g) GMS eklenmistir.

Tablo 1. Yizde 60, 80 ve 100 JPlerin gam, protein ve emdlgatorler ile karisim oranlari (%)

Jelatinizasyon Gam Protein Emulgatér
Derecesi (%) GG KBG KG KMS XG KZN YA GMS
2 - - - - - -
- 2 - - - - - -
- - 2 - - - -
- - - 2 - - -
- - - - 2 - - -
- - - - - 2 - -
- - - - - - 2 -
- - - - - 1 1 -
1 - - - - 1 - -
- 1 - - - 1 - -
60 i i 1 ) ) 1 ) )
- - - 1 - 1 - -
- - - - 1 1 - -
1 - - - - - 1 -
- 1 - - - 1 _
- - 1 - - - 1
- - - 1 - - 1 -
- - - - 1 - 1 -
- - - - 1 1 - 1
- - - 1 - 1 - 1
1 - - - - 1 1
- 2 - - - - - -
- - 2 - - - -
- - - 2 - - - -
- - - - 2 - - -
- - - - 2 - -
80 i 1 i ) 1 ) )
- - 1 - - 1 -
- - - 1 - 1 - -
- - - - 1 1 - -
- - - 1 - 1 - 1
- - - - 1 1 - 1
- 2 - - - - -
- - 2 - - -
- - - 2 - - - -
- - - - 2 - - -
- - - - 2 - -
100 - 1 - - 1 - -
- - 1 - - 1 - -
- - - 1 - 1 - -
- - - - 1 1 - -
- - - 1 - 1 - 1
- - - - 1 1 - 1

JP: Jelatinize Piring, XG: ksantan gam, KBG: kegiboynuzu gami, GG: guar gam, KG: karagenan gam, KMS:
karboksimetil selliloz gami, KZN: kazein, YA: yumurta aki, GMS: gliserin monostearat

Hamur Karisimlari Hazirlama

Olciimler icin JP ve jelatinize edilmemis piring (P)
irmikleri kullaniimigtir. Tim numuneler 6gutilerek 425
mikronluk eleklerden gegirilmistir. Planlanan karigimlara,
%40 (g su / g toplam madde) su eklenmistir. Karisimlar
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2 dakika elde yogrulduktan sonra laboratuar tipi
(Marcato, Italya) eriste makinesinden gegirilerek (7 birim
aralikla baglanip, 2 birime kadar ikiser kez hamur
yogurma kismindan gegirilmigtir) yaklasik 2-3 mm
kalinliginda hamur tabakalari reometre, DMA, tekstir ve
renk Olgiimleri igin hazirlanmigtir.



D. Biiyukbese, E.E. Emre, A. Kaya Akademik Gida 18(1) (2020) 45-63

Jelatinize Piring Hamurlarinin Analizleri
Renk Olgiimleri

Hamur érneklerinin renk degerleri HunterLAB ColorFlex
(Model A60- 1010-615, Hunter Associates Lab. Inc.
Reston VA, ABD) spektrokolorimetre ile olgtlmustir ve
sonuglar CIE 1976 L*a*b* renk biriminde gdsterilmistir.
Hunter Lab renk skalasina gére L = 0 (siyah), L = 100
(beyaz), L*Parlaklik; -a (yesillik), +a (kirmizilk), a*
Kirmizihk; -b (mavilik), +b (sarilik), b*Sarilik, Sarlik
indeksi (Si) degerleri dlgiilmiis ve toplam renk farkliig
(AE*) ise hesaplanmistir.

Reometre Olgiimleri

Sirtiinme-geri kazanim o6l¢timleri TCP/peltier 1sitmal ve
sicaklik kontrollli (DC10) reometre (RheoStress1-Haake
GmbH, Karlshure, Almanya) ve 35 mm c¢apinda paralel-
plaka sensor kullanilarak yapilmigtir. Slrinme-geri
kazanim testlerinde hamur Ornekleri 25°C  sabit
sicaklikta, 2 mm paralel plakalar araliginda, nem kaybini
engellemek amaciyla havaya acik kisimlari yagla
kaplanarak 4 dakika dengeye gelmesi icin bekletilmistir.
Surinme testinde 750 Pa’lik ani bir gerilim uygulanmistir
ve surinme deformasyonu igin 4 dakika sabit
tutulmustur. Geri kazanim kisminda ise, gerilim 0 Pa’ya
azaltilarak hamur 4 dakika slresince geri kazanima
birakilmistir.

Dinamik Mekanik Analiz Olgiimleri

Viskoelastik testler statik ve dinamik metotlarla DMA
(Pyris-Diamond, PerkinElmer, ABD) ile yapilmistir.
Yaklagik 6 mm capinda ve 2-3 mm kalinliginda kesilen
hamur 6rnekleri kurumayl 6nlemek amaciyla ince filmle
kaplanarak, paralel plaka sikistirma test aparatinin alt
kismina vyerlestirilmistir. Testler 25°C’de ikiser kez
tekrarlanarak ortalama degerler gOsterilmigtir.
Hazirlanan hamur numuneleri paralel plakalar arasina
yerlestirilmigtir. Salinim testi igin 50 mN ve 0.1, 0.2, 0.5,
1 ve 2 Hz frekanslar uygulanarak dinamik testler
yapiimigtir. Test sirasinda elastik-depolama (E"), viskoz-
kayip (E"), kompleks (E*) modiilleri ve faz agi (tand)
degerleri kaydedilmistir. Sonuglar modul ve faz agisi
degerlerinin frekansa karsi degerleriyle gosterilmistir.

Tekstiir Olgiimleri

Surinme-geri kazanim Olgumleri, tekstur cihaziyla (TA-
XT2i Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey,
Birlesik Krallik) yapilmistir. Yaklasik 6 mm ¢apinda ve 2-
3 mm kalinliginda kesilen hamur 6rnekleri kurumayi
onlemek amaciyla ince filmle kaplanmistir ve tekstir
cihazinin alt kismina yerlestirilmistir. Striinme testinde
25 mm silindir (P/25 aliiminyum) ug ile 2 N’luk ani bir
kuvvet uygulanmistir ve siriinme deformasyonu igin 4
dakika sabit tutulmustur. Testler 25°C’de ikiser kez
tekrarlanarak ortalama degerler gosterilmistir.
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Makarna Uretimi

Reolojik élguimler sonucunda deformasyonu az olan
hamur &rnekleri, tek vidali ekstruder (PolyDrive, Haake
GmbH, Karlshure, Almanya) ile vakum uygulanarak
makarna Uretiminde kullaniimigtir.

Makarna Analizleri
Pisirme Kaybi

Pisirme kaybi, pisirme sirasinda makarnada suyuna
gecen toplam kati madde miktaridir. Makarna
pisirildikten sonra kalan pisirme suyundan alinan 6rnek
105°C etiivde 2 saat kurutularak, % pisirme kaybi
hesaplanmistir.

Tekstiir Profil Analizi (TPA)

Tekstur profil analizleri, reolojik Olgimler sonucunda
secilen karisimlarin ekstruderde Uretilerek kurutulan
orneklerin  pisme  Ozelliklerinin  belirlenmesi igin
uygulanmistir.  Orneklerde HDP/PFS ucu ile gift
basamakl sikistirma analizi yapilmigtir. Prob hizi, test
Oncesi 3 mm/s, test sirasinda ve sonrasinda ise 1 mm/s
olarak uygulanmistir. Elde edilen kuvvet-zaman
grafiklerinden sertlik, kohezyon, esneklik, yapiskanlik,
cignenebilirlik ve geri kazanim degerleri bulunmustur.

BULGULAR VE TARTISMA
Glutensiz makarna karigimlari, piring irmikleri Gzerine
yapilan calismalari icermektedir. Tablo 2'de piring

irmiklerinin baslangi¢ kalite degerleri verilmistir.

Tablo 2. Piring irmik érnedinin baslangi¢ kalite degerleri

Parametre Deger
Nem (%) 13.0
Protein (%) 7.0
Karbonhidrat (%) 79
Yag (%) 0.6
Renk
L* 86.6
a* -0.6
b* 10.5
Si 19.6

Termal Analiz

Nisasta jelatinizasyonu ve erimesi gida malzemeleri igin
hem dokusal hem de yapisal Ozellikler agisindan
onemlidir. Makarnanin pisme ve ekstrizisyonunun
optimizasyonu igin nisasta jelatinizasyonunun kinetigi
bilinmelidir [47]. Nisasta, irmigin temel bilesenlerinden
birisi olup; pismis makarnada sertlik kismen de olsa
jelatinize olmus nisasta 6zelliklerinden etkilenmektedir
[48]. Jelatinizasyon sicakligi, nisasta tipi ve nisastanin
amorf kisminin camsi hale gegis Ozelliklerine baghdir
[49]. Tablo 3'te farkli metotlarla jelatinize edilmis piring
irmiginin  ortalama DTK jelatinizasyon degerleri
gOsterilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbohydrate

D. Biiyukbese, E.E. Emre, A. Kaya Akademik Gida 18(1) (2020) 45-63

Tablo 3. Jelatinize edilmis piring irmiginin termal 6zellikleri

Metot Zaman To To Te AT, AH Jelatinizasyon
_ Q) Q) Q) 6 (J/9) (%)
Islenmemis - 63.83 70.01 76.16 12.33 8.15 -
Etuv-80°C 1 saat 64.09 70.42 75.91 11.82 7.13 10.88
Etuv Buhar-80°C 1 saat 71.54 75.35 82.73 11.19 5.90 26.25

2 saat 71.92 76.43 83.64 11.72 5.51 31.13

3 saat 72.96 76.67 83.02 10.06 4.21 47.38

5 saat 74.37 77.83 84.80 10.43 3.97 50.38
Otoklav-110°C, %40 nem 1 saat - - - - 0 100
Mikrodalga %40 nem 5 dk. 65.89 71.99 78.86 12.97 6.48 19

Kullanilan farkli metotlar incelendiginde tepe sicakliklari
ve jelatinizasyon sicakligl araliginda bazi farkhliklar

gorulmektedir.  Kismi jelatinizasyon,  kullanilacak
irmiklerin hamur hazirlama esnasinda su tutma
kapasitelerinin  artmasini  saglamak ve  hamur
yapigkanligini  azaltmak amaciyla yapilir. Ayrica

jelatinizasyon, ekstrlizyon sonrasi ¢ikan urdnin hizli
kurumasini  engellemektedir.  Jelatinizasyon  farkli
metotlar kullanilarak yapilabilmektedir. islenmemis tahil
urtnleri sicak suda veya basingli kaplarda isitilarak
jelatinize edilirler. irmik olarak iglenmis tahil GUriinlerinin
ise, onceden nemlendirilerek kapali kaplarda sicak
buharin etkisiyle, mikrodalga ve ekstruder kullanilarak
jelatinize edilmeleri muUumkUindur. Deneme
calismalarinda irmiklerin  kismi jelatinizasyonu igin
otoklav metodunun daha uygun oldugu bulunmustur.
Otoklavda jelatinize yontemi zaman ve enerji kullanimini
azaltmasindan dolayi tercih edilmistir.

Reolojik Olgiimler ve Renk Analizi
Jelatinize Pirin¢ Karigsimlan

Hamur karisimlarina uygulanan gerilim dogrusal
viskoelastik bolgede secilerek belirlenmisti. DMA
olcimlerinde elde edilen sirlinme-geri kazanim egrileri
glutensiz hamur karisimlari elastik ve viskoz o6zellige
sahip tipik bir viskoelastik davranisi gostermistir [50].
Bugday hamuru ile yapilan dlgimlerde benzer sonuglar
daha énce yapilan ¢alismalarda da géraimustar [51, 52].
Olgiimlere  6ncelikle  katkisiz ~ piring  érnekleriyle
baslanarak %2100, 80 ve 60 jelatinize hamurlarin
viskoelastik davraniglar belirlenmistir. %60 jelatinize
derecesinin altinda, piring orneklerinin hamur tutma
ozelliginin olmamasi nedeniyle, calismalara segilen bu
Uuc jelatinize derecesi ile devam edilmisti. DMA
Olgimleri sonucunda bulunan gerinim degerleri,
denklem (2) kullanilarak strinim komplians degerleri
olarak duzenlenip Sekil 1°de gosterilmistir. Komplians
degerleri 4 elemanli Burgers denklemi ile modellenerek,
bulunan parametreler Tablo 4’te verilmistir. Sabit gerilim
altinda malzemelerin striinme davranisi Denklem 2 ile
incelenmistir:

J =1(t) = Jo + Ja(L-exp(-t/hwer) + (t/ po) 2
J Sirinme kompliansi; Jo, Ani komplians; J; Gecikmis
elastik komplians; At Kelvin geciktirme zamani
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Lo Serbest despotun Newtonian viskozitesi; t Zaman (s)

Sirinme ve geri kazanim test sonuglarindan
malzemenin deformasyon miktari veya énceki yapisini
ne kadar korudugu (enerji geri kazanimi) Denklem 3 ile
bulunabilmektedir.

% Geri kazanim = [(Ju — Jr)/Im]100 (©)]
Jw Maksimum surinme komplians degeri; Jrz Minimum
geri kazanim komplians degeri

Sekil 1’de farkli jelatinize derecelerine sahip katkisiz
piring hamurlarinin sdrinim-geri kazanim komplians
degerlerinin zamanla degisimi goraimustar.
Jelatinizasyon derecesinin artmasi ile hamurlar daha
viskoz yapida, esnek ve kolay deforme olabilmektedir.
%60 ve 80 JPden yapilan hamurlar daha elastik bir
davranisa sahiptir. Tablo 4'te ani komplians (Jo)
degerleri incelendiginde %60 JPde disik bir komplians
degeri, %80 JPde ise, bu deger daha ylksek
gorilmastir. Ancak, %80 JPnin viskozite ve geri
kazanim degerlerine bakildiginda daha iyi bir elastik
davranis gosterdigi bulunmustur. Geciktirme zamani (L)
bunu dogrulamistir [50]. Lineer elastik davranis gosteren
malzemelerde A degeri sifira yaklagsmistir ve %80 JP
hamurunun A degeri diger hamur Orneklerinden
dislktir. Geciktirme zamaninin artmasi, malzeme
karisimlarinda bulunan viskoz 6zellik veren kisimlarin
artmasi ile aciklanabilmektedir. Hamur igerisinde viskoz
davranisi arttiran  (nisasta) kisimlarin  fazlaligi,
geciktirme zamanini uzatmaktadir. %100 JPden yapilan
hamur slingerimsi bir yapiya sahip oldugundan daha
fazla deforme olmaktadir. Sekil 1'de, %100 JPnin
maksimum surinme komplians degerinin (sturinme
egrisi tepe noktasi) diger hamur orneklerinden daha
yuksek oldugu anlasiimaktadir. Bu sonug, %100 JP
hamurunun daha yumusak ve kolay deforme oldugunun
gOstergesidir.

Sekil 227de DMA dinamik salinim Olgimlerinden elde
edilen elastik modul (E') degerlerinin frekansla degisimi
verilmektedir. %60 JPnin elastik modul degeri diger
JPlerden yiksektir.  Hamur karisimlarinin - DMA
sonuglarindan bulunan viskoz modidl (E") degerleri
calisilan frekanslarda elastik modil degerlerinden
digUktir. Benzer goOzlemler birgok dinamik reolojik
galismalarinda rapor edilmistir [53, 54].
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Sekil 1. Yiuizde 60, 80 ve 100 JPlerin zamana gore
komplians degerleri degisimi (25°C)

Ylizde 60 JPnin suriinme komplians degeri diger %80
ve %100 degerleriyle karsilastirildidinda, elastik modul
degerinin yuksek olmasi tekstir analiz ile yapilan
surunme komplians degerleriyle de dogrulanmaktadir
(Sekil 3). Enerji sarfiyatini azaltmak ve uygun
formulasyonlu hamur karisimini hazirlamak igin eklenen
hidrokolloid, sut proteini ve monogliserid etkisini daha iyi
gbrebilmek icin, elastik modil degeri yiksek olan %60
JP Uzerine yogunlasiimistir [26, 27].
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Sekil 2. Yizde 60, 80 ve 100 JPlerin elastik moddil
degerlerinin frekansla degisimi (25°C)
Tablo 4’te jelatinizasyon derecesinin slrliinme-geri

kazanim parametreleri Gzerine etkisinde %80 JP degeri
en yuksek geri kazanim gdstermistir.

Tablo 5'te jelatinizasyonun piring irmiklerinin renk degeri
Uzerine etkisi gosterilmistir. %100 JPde L* (beyaz)
degeri azalmakta ve b* (sari) degeri artmaktadir.
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Sekil 3. Yuzde 60, 80 ve 100 JPlerin zamana gore surinme
komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 4. Jelatinizasyon derecesinin surinme-geri kazanim parametreleri Uzerine etkisi

Jelatinize piring ~ Jox10°(Pa?)  Jix10°(Pa™) A (s) Nox107 (Pa.s)  Geri kazanim (%) R?
%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.999
%80 JP 5.29 6.99 37.04 191 37.19 0.998
%100 JP 8.89 15.82 50.95 1.38 34.17 0.996
Tablo 5. Jelatinizasyon derecesinin renk degerleri Uzerine etkisi

Jelatinize piring L* a* b* Si

Piring 85.67 -0.67 12.24 22.80

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32

%80 JP 71.63 -0.11 14.16 30.57

%100 JP 69.52 0.72 17.25 38.13
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Yiizde 60 Jelatinize Piring

Ylzde 60 JP irmigine %2 oraninda gamlar ve proteinler
ayri ayri eklenerek slrlinme-geri kazanim davranigi

Olgulmustr. Sirtinme-geri kazanim komplians
grafiklerine katkisiz %60 JPnin sonucu eklenerek ilave
edilen gamlarin ve proteinlerin etkileri karsilastiriimigstir.
Sekil 4 gamlarin etkisini gdstermektedir.
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Sekil 4. Yuzde 60 JP ve gam karigimlarinin zamana gére
komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 6'da 4 elemanl Burgers model parametreleri
verilmistir. Sonuglara gore, XG ve KMS eklendiginde ani
surinme komplians degerleri azalmis ve hamur karigimi
daha elastik bir yapr kazanmistir. Viskozite ve A
degerleri de bu sonuglari dogrulamistir. Bugdday
unundan yapilan hamurlara ag yapisi veren ve hamura
direng saglayan glutenin yerine, XG ve KMS, glutensiz
piring hamuruna bu ag yapisini kovalent olmayan
baglarla saglamakta ve moleklller arasi birlesimle
polimerik bir 6zellik vermektedir. XGde bulunan ve
molekilin yaklasik %60’lik kismini olusturan yan
zincirler, glutensiz hamura eklendiginde, ¢apraz bag ve
karmasik bir yapi kazandirabilmektedir [25]. Tablo 6'da
verildigi Uzere, geri kazanim yuzdesi bu iki gam
eklendiginde daha yuksek olmustur. XG ve KMSnin,

nigsasta karisimlarinda  kullanildiginda  viskoziteyi
arttirdigi  bulunmustur  [55]. KMSnin negatif yuk
tasimasinin sonucu olarak, su protonlari (H*) ve amiloz
zincirleri  baglanti olusturup karisimi  kararli yapida
tutmakta ve boylece KMS eklenen hamur karisiminda
viskozite artmistir [56]. Eklenen gamlar arasinda KG en
yuksek ani ve maksimum komplians degerine sahiptir.
KBG ve GG karisimlari eklenildijinde benzer sonuglar
elde edilmistir. KG, KBG ve GG, %60 JP hamurunun
viskoelastik yapisini daha ¢ok viskoz yone kaydirmistir.
Bu sonug, elastik 6zelligi yiksek olan %60 JPye daha
az elastik oOzellikte bir gamin eklenmesiyle sistemin
elastik davranisinda meydana gelen azalmayla
aciklanabilir. Dlslk sicakliklarda nisasta ve KG ile
hazirlanan jellerde de benzer sonuglar gorilmuastar [57].

Tablo 6. Gamlarin %60 JP érneklerinin siriinme-geri kazanim parametreleri lizerine etkisi

Jox108 J1x108 A NoXx107 Geri kazanim 2

Kanisim (Pa) (Pa?) (s) (Pa.s) (%) R

%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.999
%60 JP+XG 2.75 4.80 37.38 2.48 45.30 0.999
%60 JP+KMS 3.19 6.29 29.05 2.38 43.25 0.989
%60 JP+KG 5.81 6.65 51.40 1.44 29.30 0.998
%60 JP+KBG 5.60 11.20 60.96 1.59 28.23 0.999
%60 JP+GG 5.53 8.51 48.10 1.43 30.72 0.995

Burgers model parametreleri, % geri kazanim ve dizeninde olmustur. XG, KMS ve KGlerin %60 JP

komplians grafikleri incelendiginde, eklenen gamlarin
%60 JP hamuruna etkisi XG>KMS>GG>KBG>KG

hamur karisimlarinin renk degeri Uzerine etkisi olumlu
yonde olmustur ve L* degerleri artmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Gamlarin %60 JP o6rneklerinin renk degerleri tzerine

etkisi

Karisim L* a* b* Si

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32
%60 JP+XG 77.42 -0.46 12.92 26.20
%60 JP+KMS 80.19 -0.50 13.28 26.12
%60 JP+KG 76.71 -0.78 13.33 26.80
%60 JP+KBG 74.25 -0.59 13.51 28.00
%60 JP+GG 71.74 0.57 17.36 37.31
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Tahil Uruinlerinde yapiyi koruyan ve elastik 6zelligi veren
kompozisyon gluten proteinidir. Nisasta ise, daha ¢ok
viskoz 6zellige karsilik gelmektedir. Glutensiz bir undan
hamur yapiimasi kolay degildir. Oncelikle, nisasta
jelatinize edilerek su tutma kapasitesi arttirnimal ve
molekdller uzun zincirli bir polimer haline getiriimelidir.
Ayrica, glutenin yerini tutabilecek, bir ag yapisi
olusturacak ve elastik Ozelligi arttiracak bir protein
eklenmesi gerekmektedir. Farkli kaynakli nisasta-protein
karisimini bir arada tutacak, sistemi birbirine baglayacak
ve Kkararll bir yapida tutacak gamlara ihtiyag
duyulmaktadir. KZN, peynire bir ag vyapisi ve
viskoelastik Ozellik kazandiran sit proteinidir [58]. YA
ise, birgok alanda kivam verici ve baglayici olarak
kullanilan bir proteindir. Sekil 5 ve Tablo 8'de protein
olarak %2 (g/g) oraninda eklenen KZN ve YAnin, %60
JP hamuru Uzerine etkisi komplians grafigi ve Burgers

5e-5

model parametreleri ile verilmistir. YA kullanildiginda,
hamur yumusak ve deforme edilebilir bir davranis
gostermistir. YA hamurunun viskoelastik 6zelligini,
viskoz davranig yéninde azaltmistir. Viskozite degeri
oldukgca dismuis ve hamurun % geri kazanim degeri
azalmigtir. Jel yapilanyla ilgili benzer galismalarda
peynir alti suyu proteini yerine eklenen YAnin yapiyi
zayiflattigi bilinmektedir [59]. Hamura KZN eklendiginde,
viskozite degeri ¢ok az artis gOstermesine ragmen, %
geri kazanimda 6nemli bir artis olmustur. KZNin etkisi,
hamura esnek ve elastik bir o6zelik vermesi ile
aciklanabilmektedir [60]. KZN ve YA (her biri %1 g/g)
karisim olarak kullanildiginda, YA beklenildigi Uzere
viskozite ve % geri kazanim degerini azda olsa
dislrmektedir. Yizde 60 JP hamur sonuglari ile
karsilagtirildiginda ise, YA ile kullanildiginda KZNin
elastik etkisi biraz azalmistir.
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Sekil 5. %60 JP ve protein karigimlarinin zamana gére
komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 8. Proteinlerin %60 JP 6érneklerinin sirinme-geri kazanim parametreleri Uzerine etkisi

Jox106 J1x106 A MoX107 Geri kazanim 2
Karisim (Pa) (Pal) () (Pa.s) (%) R
%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.999
%60 JP+KZN 5.86 5.32 33.53 1.98 42.95 0.999
%60 JP+YA 6.69 11.24 67.42 1.08 26.28 0.999
%60 JP+KZN+YA 5.82 8.11 48.38 1.82 38.52 0.999

Tablo 9'da verilen renk degerleri incelendiginde, KZNin

L* degerini biraz arttirdigi ve YAnin ise azalttig
gérulmastir. YA kompozisyonunda azda olsa
karbonhidratlarin ~ 6zellikle  glukozun  bulundugu

bilinmektedir [61]. L* degerinin azalmasi ve b* degerinin
sarih@ini  koyulagtiracak ydnde artmasi, glukozun
karisim hazirlanirken oksidasyonundan kaynaklanmistir.

Tablo 9. Proteinlerin %60 JP o6rneklerinin renk degerleri

Uzerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32
%60 JP+KZN 76.19 -0.84 12.88 26.02
%60 JP+YA 74.24 -0.81 14.06 28.84
%60 JP+KZN+YA 73.67 -0.97 13.01 26.79

Sekil 6 ve Tablo 10'da KZN ve gam karigimlari (her biri
%1 g/g) beraber %60 JP hamuruna eklenildiginde
viskoelastik 0Ozelliklerde meydana gelen degisimler
verilmigtir. Sekil 4'te sadece gamlar kullanildiginda
alinan 6lgiim sonuglarina benzer bir dizili, Sekil 6’da da
elde edilmistir. Bunun yani sira, KZNin etkisi ile viskozite
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ve geri kazanim degerlerinin arttigi bulunmustur. KZN
ve KG beraber eklendiginde, %60 JP hamurundan daha
iyi elastik yapr gozlenmistir. Pozitif yikli KZN
molekilleri ile negatif ylukli KG daha kararl bir yapi
meydana getirmistir [62]. Anyonik gamlar (KG ve KMS),
KZN ylzeyindeki pozitif yiklerle bagd olusturup karisimin
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viskozitesini arttirmig, ylUksuz gamlarin (XG, GG ve
KBG) ise bu mekanizmasi heniz tam olarak
agiklanamamistir [63, 64].

En iyi sonug, KZN ve XG, JP hamuruna eklendiginde
alinmistir. XG-nisasta etkilesiminin fazla olmasi ve
XGnin kivam arttirici 6zelliginin yiksek olmasi, XG-KZN
etkilesiminden daha o6nemli bulunmustur. Viskozite
degeri bluyuk bir artis gdstermis ve % geri kazanim

Onemli oranda artmigtir. Karisimda kullanilan XG énemli
bir kivam arttincidir, KZN ise, karisimi bir arada tutan ve
elastik Ozelligi iyi duruma getiren bir protein olmasi
nedeniyle, glutensiz bir tahil Grind formilasyonunda
beraber kullaniimasi son drin o6zellikleri agisindan
olumlu bulunmustur. Gam ve proteinlerin beraber
kullanildiklarinda renk degerleri UGzerine 6nemli bir
etkileri olmamistir (Tablo 11).
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Sekil 6. %60 JP, KZN ve gam karigsimlarinin zamana gére
komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 10. KZN ve gam karigimlarinin %60 JP érneklerinin sirinme-geri kazanim parametreleri Gzerine etkisi

Jox108 J;x108 by oX107 Geri kazanim 2

Kansim (Pa) (Pa) (s) Pas) %) R

%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.999
%60 JP+KZN 5.86 5.32 33.53 1.98 42.95 0.999
%60 JP+KZN+XG 3.17 3.02 35.67 5.94 54.79 0.998
%60 JP+KZN+KMS 3.77 2.05 20.53 2.85 38.74 0.998
%60 JP+KZN+KG 2.96 3.82 43.91 2.45 34.13 0.999
%60 JP+KZN+KBG 4.67 7.54 63.34 1.63 30.93 0.998
%60 JP+KZN+GG 4,59 5.28 69.37 1.46 27.28 0.999

Tablo 11. KZN ve gam karigimlarinin %60 JP o6rneklerinin renk

degerleri Uzerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32
%60 JP+KZN 76.19 -0.84 12.88 26.02
%60 JP+KZN+XG 78.37  -0.58 13.04 26.06
%60 JP+KZN+KMS 76.52  -0.48 13.18 26.89
%60 JP+KZN+KG 76.24  -0.48 13.87 28.25
%60 JP+KZN+KBG 7446  -0.43 12.98 27.09
%60 JP+KZN+GG 76.16  -0.72 13.04 26.47

Calismalarda kullanilan YA ve gamlarin hamur karisimh bir Grin elde edilmesi sonucunda, Urdnin

karisimlarina olan etkileri Sekil 7’de ve Burgers model
sonuglari Tablo 12’de gdsterilmistir. YAnin etkisi hemen
hemen kullanilan batiin gamlarda énemli olmustur. YA
bir dolgu maddesi olarak gida formulasyonlarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir [65]. Calismalarda, YAnin
gam ve nisasta karigsimlarinda kullaniimasiyla, sisteme
bir elastik yapi kazandirdigi gorilmustir. Yumurta
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pisirimesi sirasinda dolgu olarak bulunan YA
proteinlerinin denatlirasyonu ile Grinin dagilmadan
yapisini koruyacagi beklenmektedir.

YA ve gam karisimlarinin L* degerleri, YA’'nin etkisi ile
azalma gostermistir (Tablo 13).
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Tablo 12. YA ve gam karisimlarinin %60 JP 6rneklerinin siriinme-geri kazanim parametreleri Gizerine etkisi

Jox108 Jix108

A

MoX107 Geri kazanim

2

Karisim (Pa) (Pah) ) (Pa.s) (%) R
%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.999
%60 JP+YA 6.69 11.24 67.42 1.08 26.28 0.999
%60 JP+YA+XG 3.14 2.27 39.27 5.77 54.29 0.999
%60 JP+YA+KMS 3.25 6.52 44,54 3.63 49.19 0.999
%60 JP+YA+KG 4.62 6.75 49.29 1.98 39.48 0.999
%60 JP+YA+KBG 4.69 3.87 55.65 2.73 45.00 0.998
%60 JP+YA+GG 4.77 4.01 55.50 2.68 41.51 0.994

Tablo 13. YA ve gam karisimlarinin %60 JP

Orneklerinin renk degerleri lizerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32

%60 JP+YA 7424 -0.81 14.06 28.84

%60 JP+YA+XG 76.09 -0.57 13.67 27.84

%60 JP+YA+KMS 73.79  -0.77 13.95 28.79

%60 JP+YA+KG 73.63 -0.75 14.20 29.33

%60 JP+YA+KBG 73.38 -0.46 14.82 30.89

%60 JP+YA+GG 72.76  -0.70 13.66 28.58

Glutensiz makarna uUretiminde 6nemli sorunlardan biri,
pisirme sirasinda makarnanin dagilmasi ve pisirme
kaybinin fazla olmasidir. Amiloz, pisirme suyuna en
fazla gegen ve pisirme kaybina neden olan kisimdir.
Pisirme kaybini engellemek ve daha yumusak bir Griin
elde etmek amaci ile karigsimlarin son formulasyonlara
GMS eklenmigtir (Sekil 8-10). GMS ile amiloz bir
kompleks  olusturarak, amilozun su  almasini
geciktirmekte, ayrica pisirme suresini uzatmaktadir [66].
GMS, yag asitlerinin gliserin esterlerinin bir karisimi
olup, hidrofilik ve hidrofobik 6zellikte oldugundan hem
suda hem de yagda kismen ¢6zinmektedir. Molekulin
polar kismi sulu fazda ve apolar kismi yag fazinda
olacak sekilde, ara yuzeyde bulunmaktadir. Bu agidan
monogliseritler, ara ylzey gerilimini azaltici ve
emdilsiyonlarini  kararli hale getirici olarak hareket
etmektedirler. Burada da KZN, KMS, GMS ve KZN, GG,
GMS karisimlarindaki viskozitede pek fazla bir degisim
gozlenmezken KZN, XG, GMS karigsiminda farkl olarak
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viskozitesinde azalma gortlmustur. Viskoz davranigi
KZN, XG, GMS ve KZN, KMS, GMS ile olan
karisimlarda gecikme zamanlarindaki artisa dogru
orantili olarak artmistir. Buna karsin, KZN, GG, GMSiIi
karisimda bir degisiklik gézlenmemistir. En yiksek geri
kazanim sonucu, KZN, XG ve GMS JP hamurunda
bulunmustur (Tablo 14). GMSnin eklenmesi, XG-KZN
etkilesimindeki geri kazanim sonucunu az da olsa
disUrmustir. Ancak, KZN, KMS, GMS ve KZN, GG,
GMS degerlerinden yinede ylksek olarak bulunmustur.
Bu da XG ve KZNin, hamurun elastik 6zelligini arttiric
etki gOsterdigini ve GMSnin eklenmesiyle pek fazla bu
Ozelligin degistirilemedigi sonucuna variimigtir. Gam,
proteinler ve yag asitleri karigimlari kullanildiklarinda
renk degerleri Gzerine dnemli bir etkileri olmamistir.

Faz acisi (tand) degeri (E"/E') 1’den kiguktir (sonuglar
gOsterilmedi).
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slirinme komplians degerlerinin zamanla degisimi (25°C)

Tablo 14. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %60 JP o6rneklerinin stirinme-geri kazanim parametreleri
Uzerine etkisi

Jox108 J;x108 by oX107 Geri 2

Karigim (Pal) (Pal) (s) TEPa.s) kazanim (%) R
%60 JP 3.15 6.74 41.59 1.88 34.80 0.99
%60 JP+KZN+XG+GMS 4.26 2.66 39.60 3.54 51.22 0.99
%60 JP+KZN+KMS+GMS 4.95 3.96 44.41 2.85 47.40 0.99
%60 JP+KZN+GG+GMS 5.77 6.60 66.44 1.76 38.50 0.99

Tablo 15. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %60 JP Orneklerinin

renk degerleri Uzerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%60 JP 75.03 -0.88 12.38 25.32

%60 JP+XG+KZN+GMS 80.66 -0.44 12.02 23.79

%60 JP+KMS+KZN+GMS 79.83 -0.44 1321 26.14

%60 JP+GG+KZN+GMS 77.75 -0.41 13.50 27.25

Yiizde 80 ve %100 Jelatinize Piring edilerek sonuglar; DMA statik 6lgimlerinden komplians,

DMA dinamik viskoelastik olgtimlerinden elastik modul
Gamlarin ve proteinlerin %80 ve %100 JPlerin ve tekstir analiz statik olgiimlerinden ise slrinme
viskoelastik ~ Ozellikleri  Uzerine etkileri %60 JP komplians degerleri ile grafiksel olarak gosterilmigtir.
sonuglarina benzer bir davranistadir. Olgiimlerde, gam Burgers model parametreleri ve renk degerleri tablo
olarak XG, KMS ve KG, protein olarak KZN olarak verilmisgtir.
kullaniimistir. %60 JP igin yapilan calismalar tekrar
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Sekil 11-12’de gamlarin, $Sekil 13-14’te  KZN-gam
karisimlarinin - ve  Sekil 15-20'de KZN-gam-GMS
karisimlarinin %80 ve %2100 JPlerin viskoelastik

davraniglan Uzerine etkileri gosterilmistir. 4 parametreli
Burgers model sonuglari, sirasi ile Tablo 16-17'de
verilmistir.

Ylizde 60 JP sonuglar ile kargilastirildiginda gamlarin
%80 ve %100 JP Uzerine etkileri daha dnemli olmustur.
Jelatinizasyon derecesinin artmasi ile daha yumusak,
sikistirilabilir, kolay deforme olan ve geri kazanim
yuzdeleri dusik olan oOrneklerin, XG ve KMS

5e-5

%80 JP

%80 JP+XG
%80 JP+KMS
%80 JP+KG
%80 JP+KBG

m >4 0O @

4e-5 -

Komplians, J (Pa™)

T T T T
200 300 400 500

t T
0 100

600
Zaman (sanive)
Sekil 11. Yiizde 80 JP ve gam karisimlarinin zamana
gore komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 16 ve 17'de bulunan viskozite degerlerine gore
KMSnin etkisi ¢ok daha belirgin  gorulmasgtar.
Jelatinizasyon derecesinin artmasiyla, yapida bulunan
alt Gnitelerin yikli KMS ile birlesmesi yapiya daha siki
bir 6zellik kazandirarak akiskanligi azaltmis ve bdylece,
yapinin elastik davranisi ile geri kazanim yuzdesi
artmistir. Bu durum %60 JPde goriimemistir. Karisima

Komplians, J (Pa™)

eklendiginde geri kazanim degerleri énemli oranda
artmistir. Jelatinizasyon sonucu stngerimsi bir yapi
kazanan o&rneklerden hamur hazirlandiginda, karisim
icerisinde  bulunan bosluklar gamlar tarafindan
doldurularak yapi bir polimer 6zelligi géstermistir. Tim
grafikler incelendiginde, KZNin hamur karisimini bir
arada tutma Ozelligi verdigini ve gamlarin ise yapida
dolgu gorevi gérdigunu agiklamak mimkundur. %60 JP
hamur karngimlan hazirlanirken duyusal olarak yapi
incelendiginde, bu stingerimsi yapi goérulmemistir ve
karisimin  daha sert bir 0zellige sahip oldugu
bulunmustur.

5e-5

%100 JP
%100 JP+XG
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%100 JP+KG
%100 JP+KBG
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A
[ ]
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Sekil 12. Yiizde 100 JP ve gam karigimlarinin zamana
gore komplians degerleri degisimi (25°C)

KZN eklendiginde KMSnin etkisinin azalma egiliminde
oldugu bulunmustur. Pozitif yikli KZNin negatif yikla
KMS ile daha fazla etkilesimi, karisimin viskozitesini ve
geri kazanim yiizdesini 6nemli dlglide arttirmistir. XGnin
davranisi ise, yuksiz olmasi ve iyi bir kivam verici
Ozelligi nedeniyle beklenen dlglide gergeklesmistir.

Tablo 16. Gamlarin %80 JP 6rneklerinin stirinme-geri kazanim parametreleri (izerine etkisi

Jox108 J1x108

A

MNox107 Geri kazanim

2
Karigim (Pa) (Pa’) ) (Pa.s) (%) R
%80 JP 5.29 6.99 37.04 191 37.19 0.998
%80 JP+XG 5.12 5.61 21.03 3.05 57.56 0.992
%80 JP+KMS 4.37 1.84 17.12 6.21 66.78 0.995
%80 JP+KG 8.54 10.73 62.30 1.20 35.49 0.997
%80 JP+KBG 8.03 9.96 56.98 1.64 37.49 0.998
Tablo 17. Gamlarin %100 JP 6rneklerinin strinme-geri kazanim parametreleri Gzerine etkisi
Karisim Jox108 (Pal) Jix10°(Pal) A (s) mox107(Pa.s) Geri kazanim (%) R?
%100 JP 8.89 15.82 50.95 1.38 34.17 0.996
%100 JP+XG 3.31 4.98 28.70 5.38 58.02 0.988
%2100 JP+KMS 7.28 9.22 58.86 4.52 58.98 0.993
%100 JP+KG 7.54 10.18 60.04 1.94 40.86 0.995
%100 JP+KBG 9.98 13.10 54.94 1.61 42.50 0.998
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Sekil 13. Yizde 80 JP, KZN ve gam karisimlarinin Sekil 14. Yizde 100 JP, KZN ve gam karisimlarinin
zamana gore komplians degerleri degisimi (25°C) zamana gore komplians degerleri degisimi (25°C)

Tablo 18. KZN ve gam karisimlarinin %80 JP érneklerinin sirinme-geri kazanim parametreleri Gzerine etkisi
Jox108 Jix108 by MNox107 Geri kazanim

2

Kanisim (Pa)  (Pah) (3 (Pa.s) (%) R

%380 JP 5.29 6.99 37.04 1.91 37.19 0.998
%80 JP+KZN 5.87 16.19 39.60 1.40 36.86 0.994
%80 JP+KZN+XG 5.57 9.90 28.53 2.17 54.82 0.992
%80 JP+KZN+KMS 6.91 6.73 48.66 1.80 44.78 0.999
%80 JP+KZN+KG 6.87 9.04 39.30 141 38.73 0.999
%80 JP+KZN+KBG 7.94 19.02 45.09 1.23 33.90 0.999

Tablo 19. KZN ve gam karigimlarinin %100 JP 6rneklerinin stirinme-geri kazanim parametreleri Uizerine etkisi
Jox108 Jix10° by oX107 Geri kazanim )

Karisim (Pa’) (Pa’) ©  (pas) (%) R

%100 JP 8.89 15.82 50.95 1.38 34.17 0.996
%100 JP+KZN 11.22 16.31 45.36 0.96 35.48 0.999
%100 JP+KZN+XG 3.35 1.70 51.90 11.65 54.89 0.985
%100 JP+KZN+KMS 4.86 9.37 30.38 3.17 58.98 0.993
%100 JP+KZN+KG 11.61 17.91 62.64 1.27 38.24 0.995
%100 JP+KZN+KBG 13.27 18.50 55.30 0.90 37.65 0.998

3e-5 5e-5
® %80 JP ® %100 JP
© %80 JP+KZN+XG+GMS 0 %100 JP+KZN+XG+GMS

v %80 JP+KZN+KMS+GMS v %100 JP+KZN+KMS+GMS

Komplians, J (Pa™)
Komplians, J (Pa™)

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saniye) Zaman (saniye)
Sekil 15. Yiizde 80 JP, KZN, gam ve GMS karisimlarinin Sekil 16. Yizde 100 JP, KZN, gam ve GMS karisimlarinin
zamana gore komplians degerleri degisimi (25°C) zamana gore komplians degerleri degisimi (25°C)
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Sekil 17. Yizde 80 JP, KZN, gam ve GMS karigsimlarinin
elastik modul degerlerinin frekansla degisimi (25°C)
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Sekil 19. Yizde 80 JP, KZN, gam ve GMS karigimlarinin
suriinme komplians degerlerinin zamanla degisimi (25°C)

Tan & (= E"/E'), O ile 1 arasinda deger alir. Kiiglik tan &
degerleri hamurlarin daha sert ve kati oldugunu
gosterirken, 1’e dogru yaklasirken daha nemli ve gevsek
olan yapilar karsimiza ¢ikar. Burada da %100 JP degeri
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Sekil 18. Yuzde 100 JP, KZN, gam ve GMS karigimlarinin
elastik modul degerlerinin frekansla degisimi (25°C)
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Sekil 20. Yizde 100 JP, KZN, gam ve GMS karisimlarinin
strinme komplians degerlerinin zamanla degisimi (25°C)

1’e daha yakin bir deger gosterir. Ancak yapi itibariyle
sertligi en fazla olan yapi %80 JP olup XG, KZN ve
GMSnin eklenmesiyle yapi ideal halini almigtir (Tablo
20-21).

Tablo 20. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %80 JP &rneklerinin surinme-geri kazanim parametreleri

Uzerine etkisi

Jox108 Jix10°8 by oX107 Geri kazanim )
Karisim (Pa) (Pa) () as) (%) R
%80 JP 5.29 699 3704 101 37.19 0.998
%80 JP+KZN+XG+GMS 2.95 325 2603 509 51.76 0.994
%80 JP+KZN+KMS+GMS ~ 3.43 463 2469 194 32.07 0.998

Tablo 21. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %100 JP o6rneklerinin striinme-geri kazanim parametreleri

Uzerine etkisi

Jox10° J1x10°

A MNox107 Geri kazanim

2
Karigim Pal)  (PaY) (s) (Pa.s) (%) R
%100 JP 8.89 1582 5005 138 3417 0.996
%100 JP+KZN+XG+GMS 3.82 403 3358 502 56.76 0.997
%100 JP+KZN+KMS+GMS ~ 5.46 708 6420 201 34.75 0.999

Tablo 22 ve 23'te KZN, gam ve GMS karigimlarinin,
%80 ve %100 JP orneklerinin renk degerleri Uzerine
etkisi gosterilmistir. Gam, protein ve emiulgatorin

beraber kullanildiklarinda renk degerleri Gzerine 6nemli
bir etkileri olmamisgtir.
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Tablo 22. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %80 JP &rneklerinin

renk degerleri Uzerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%80 JP 71.63 -0.11 14.16 30.57
%80 JP+XG 74.81 0.36 15.93 33.41
%80 JP+KMS 74.25 -0.28 14.58 30.17
%80 JP+KG 76.97 0.08 14.68 30.15
%80 JP+KZN 74.91 -0.19 15.07 31.20
%80 JP+KZN+XG+GMS 74.77 -0.26 14.62 30.33
%80 JP+KZN+KMS+GMS 72.81 0.29 15.42 33.06

Tablo 23. KZN, gam ve GMS karisimlarinin %100 JP 6érneklerinin

renk degerleri Uzerine etkisi

Karisim L* a* b* Si

%100 JP 71.63 -0.11  14.16  30.57
%100 JP+XG 71.72 0.90 16.83 36.74
%100 JP+KMS 69.60 0.06 1593 34.84
%100 JP+KG 6952 060 1659 36.75
%100 JP+KZN 69.45 0.02 15.77 34.56
%100 JP+KZN+XG+GMS  71.21 0.21 17.31 37.04
%100 70.94 0.04 16.72  35.86
JP+KZN+KMS+GMS

Glutensiz Uriinlerin Tekstiir Profil Analizi (TPA) Ozellikleri ¢ift basamakh sikistirma testi metodu

Makarnanin pisme Kkalitesini belirlemede en &nemli
kistas dokusal 6zelliklerdir. Pismis makarna yenilirken
yapiskan olmamali ve isinldi§i zaman agizda hafif
sertlik hissini vermelidir. Duyusal testler, dokusal
ozellikleri belirlemede etkili olsa da hem c¢ok zaman
almasi hem de maliyetli olmasindan dolayi mekanik
testler tercih edilir. TPA egrisinden, sertlik ve yapiskanlk
belirlenmistir. Pismis makarnada, sertlik ve yapiskanlik
en 6nemli dokusal parametrelerdir. Yapigkanlik, ylzey
Ozelliklerine, sertlikse yapisal Ozelliklere bagldir.
Baslangicta her spagetti tipi icinde yapiskanlhk degerleri
fazla olmustur. Su difizyonu distan igeriye dogru
oldugundan nigsastanin ylzeye ¢ikmasi pisme surecinin
baslarinda daha kolay olmustur. Protein miktari ve
kalitesi spagettinin pisme kalitesini etkileyen en dnemli
iki faktorddr. Bunu su sekilde agiklayabiliriz; éncelikle
ince bir protein tabakasi spagetti pargalarinin yizeyini
kaplamistir.  Sonra, pisme bdlgesinde (nisasta
jelatinizasyonu) i¢ yapi, protein agiyla kaplanmis
nisastadan olusmustur. Uriinlerin 12 dakika pisirme
slresinin sonunda tekstlr analiz cihazi ile dokusal

kullanilarak bulunmustur (Tablo 24). Jelatinizasyon
derecesinin artmasi ile dogru orantili olarak Urtnlerin
sertlik degerlerinin arttigi ve XG kullanildiginda
yapiskanhk deg@erlerinin azaldigi gortlmustir. KMS
katkili Uriinlerde gorilen yuksek yapiskanlik bu gamin
Ozelliginden kaynaklanmistir.

YA katkili olarak Uretilen Uriin ise, yapiskanhk olarak
yuksek ve sertlik olarak diger Urlnler igerisinde daha
yumusak bir sonug¢ vermistir. Tablo 25'te Urlnlerin 12
dakikalik pisirme slresi sonucunda suya gegen Kkati
madde miktari verilmigtir. Sert bugday irmiginden
yapilan calismalarda elde edilen pisirme kaybi ile
karsilastirildiginda, glutensiz Urtnlerin pisirme kaybi
daha fazladir [67]. TPA ozellikleri diger karisimlar ile
karsilastiriidiginda, %100 JPnin KZN, XG ve GMS ile
olan karisimindan elde edilen makarnada, yapiskanhgin
azaldigi ve sertlik degerinin arttigi gozlemlemistir.
Ayrica, XG ve GMSnin karisimiyla elde edilen piring
makarnasinda, sinerjik etki gosterdigi dnceden yapilan
calismalarda ifade edilmistir [68].

Tablo 24. Yizde 60, 80 ve 100 JP, protein, gam ve GMS karisimh Grtnlerin TPA parametreleri

Uriin Sertlik (N) Yapigkanlik (N)  Esneklik Cigneme Geri kazanim
% 60 JP+YA+XG+GMS 18.52 1.76 0.90 14.90 0.67
% 60 JP+KZN+XG+GMS 21.28 1.18 0.85 17.78 0.63
% 60 JP+KZN+KMS+GMS 20.55 1.23 0.94 15.33 0.65
% 80 JP+KZN+XG+GMS 23.39 0.69 0.95 15.95 0.63
% 80 JP+KZN+KMS+GMS 22.97 1.07 0.93 15.86 0.58
%100 JP+KZN+XG+GMS 26.34 0.58 0.88 18.41 0.65
%100 JP+KZN+KMS+GMS 24.96 1.36 0.94 17.93 0.62
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Tablo 25. Yizde 60, 80 ve 100 JP, protein, gam ve GMS karisiml
drdnlerin pisirme sirasinda suya gecen madde miktari

Oriin Pisirme kaybi
(g kuru madde/100 g makarna)
%60 JP+YA+XG+GMS 8.42
%60 JP+KZN+XG+GMS 9.56
%60 JP+KZN+KMS+GMS 9.73
%80 JP+KZN+XG+GMS 9.52
%80 JP+KZN+KMS+GMS 10.86
%100 JP+KZN+XG+GMS 10.08
%100 JP+KZN+KMS+GMS 10.64

Glutensiz Uriinlerin Renk Degerleri

Tablo 26'da tek vidali ekstruderde duretilen glutensiz
pirin¢g spagettilerinin renk degerleri verilmigtir. XG ve
KMSIi piringlerin beyazlik degerleri jelatinize degerleri

arttitkga azalmaktayken, kirmizilik ve sarilik degerleri
artis gostermektedir. Renk degerlerindeki toplam renk
farklilginda da gamlarin etkisinden daha cok jelatinize
yuzdelerinin etkisi olup, bu oran arttikga renk farklihdi da
artmigtir.

Tablo 26. Yizde 60, 80 ve 100 JP, protein, gam ve GMS karisiml

drdnlerin renk degerleri

Uriin L* a* b* AE*
%60 JP+YA+XG+GMS 77.73 -0.23 13.29 19.44
%60 JP+KZN+XG+GMS 80.66 -0.44 12.02 16.36
%60 JP+KZN+KMS+GMS 79.83 -0.44 13.21 17.77
%80 JP+KZN+XG+GMS 74.77 -0.26 14.62 22.60
%80 JP+KZN+KMS+GMS 72.81 0.29 15.42 24.68
%100 JP+KZN+XG+GMS 71.21 0.21 17.31 27.08
%100 JP+KZN+KMS+GMS 70.94 0.04 16.72  26.95
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Bu galismada, daha 6nceki bir calismamizda siinme (rope) hastaligi olusmus ekmek iglerinden izole edilen Bacillus
tiirleri, hemolitik (Hbl) ve hemolitik olmayan (Nhe) enterotoksin (retimleri agisindan incelenmistir. incelenen toplam 39
izolattan sadece birinin hem Hbl hem de Nhe enterotoksinlerini, 22 izolatin sadece Hbl, 2 izolatin ise sadece Nhe
enterotoksinini Uretme kapasitesinin oldugu, kalan 14 izolatin ise her iki enterotoksini de Uretmedikleri tespit edilmistir.
Enterotoksin analizleri igin pozitif kontrol susu olarak, her iki enterotoksini de Urettigi bilinen Bacillus cereus 2248
kullaniimistir. Toksin analizleri, standart suslar olan Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 ve B. subtilis RSK 246
icin de yapilmis, aralarindan sadece B. subtilis RSK 246’'nin Nhe enterotoksinini Gretme potansiyelinin oldugu
belirlenmigtir. Ayrica emetik toksin Urettigi bilinen Bacillus cereus 2455/2 susu da Nhe enterotoksini agisindan pozitif
sonug vermistir. Sonuglar, ekmeklerde siinme (rope) hastaligindan sorumlu olan Bacillus turlerinin enterotoksin
Uretebilecegini gosterir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Stinmis ekmek, Bacillus, Enterotoksin

Enterotoxin Production Potential of Bacillus Species Isolated from Ropy Bread
ABSTRACT

In this study, Bacillus species isolated from ropy bread crumb in our previous study were investigated for the
production of hemolytic (Hbl) and non-hemolytic (Nhe) enterotoxins. Of the 39 isolates, only one produced both Hbl
and Nhe enterotoxins, 22 produced only Hbl, 2 produced only Nhe and the remaining 14 isolates were found to
produce none of the two enterotoxins. Bacillus cereus 2248, which is known to produce both Hbl and Nhe, was used
as the positive control strain for the enterotoxin assays. Toxin assays were also performed for the standard strains
Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 and B. subtilis RSK 246. It was determined that amongst these strains only
B. subtilis RSK 246 has the potential of producing the Nhe enterotoxin. Furthermore, the test results of Bacillus cereus
2455/2, which is known as an emetic strain, have shown that the strain was potentially positive in terms of Nhe
enterotoxin. The results showed that Bacillus strains that are responsible for rope disease in bread could produce
enterotoxins.

Keywords: Ropy bread, Bacillus, Enterotoxin
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GiRiS

Bacillus cinsi blnyesinde, gogunlukla glvenilir oldugu
kabul edilen (GRAS) tlrler olmasina ragmen aralarinda
patojen olan turler de bulunmaktadir ve bunlar genetik
olarak da benzerlik arz etmektedir. Bacillus anthracis
memelilerde antraksa, insektisidal 6zelligi sebebiyle
yaygin olarak kullanilan Bacillus thuringiensis ise gida
kaynakli hastaliklara neden olmaktadir. Urettigi toksinler
araciligi ile gida zehirlenmesine neden olan Bacillus
cereus, ayrica endoftalmit (gézin i¢c dokularinin
itihaplanmasi), endokardit (kalp ic zarinin
iitihaplanmasi), menenijit (beyin zarinin iltihaplanmasi),
periodontit (dis dokularinin iltihaplanmasi), osteomiyelit
(kemik iliginin iltihaplanmasi), yara enfeksiyonlarl ve
septisemi (kan zehirlenmesi) gibi lokal ve sistemik
enfeksiyonlara da neden olmaktadir [1]. Bunlarin yani
sira, daha az bilinmekle birlikte, bircok endistriyel
uygulamada yaygin olarak kullanilan B. licheniformis,

Bacillus cereus
|

B. subtilis, B. mojavensis, B. pumilus ve B. fusiformis
gibi  tdrlerin de toksin Uretebildigi ve gida
zehirlenmelerine neden olabildigi belirlenmistir [2-4].
Bacillus cereus tarafindan uretilen toksinler, diyarel
(ishale sebep olan) ve emetik (kusmaya sebep olan)
sendrom olarak ifade edilen iki farkli tipte gida
zehirlenmesine neden olmaktadir. Bacillus cereus
toksinlerinin siniflandiriimasi Sekil 1°de verilmistir.

Diyarel sendrom, bakterinin ince bagirsakta urettidi,
Istlya kargl dayanikli olmayan enterotoksin araciligi ile
olusmakta, epitel hiicrelere etki ederek bagirsakta asin
miktarda sivi salgilanmasina ve bunun sonucu olarak da
diyareye neden olmaktadir [5]. Bakterinin kendi gelisim
evresi acisindan bakildiginda ise enterotoksin, vejetatif
buylime esnasinda, temel olarak da logaritmik fazin
sonlarinda Uretilmektedir [6].

Emetik Toksin

Enterotoksin

I : I .
. Hemolisin BL Hemolitik olmayan Sitotoksin K
Cereulide
(HbI) (Nhe) (CytK)
— HbIA (B) — NheA
— HbID (L1) — NheB
— HbIC (L2) — NheC

Sekil 1. Bacillus cereus toksinlerinin siniflandirimasi

Hicre membraninda delikler acilmasina neden olarak
diyarel hastaliklara sebep olan en o6nemli (g
enterotoksinin  hemolisin BL [hemolitik (Hbl)], Nhe
(hemolitik olmayan) ve CytK (sitotoksin K) oldugu
belirtiimektedir [7]. Hbl, 3 farkh alt bilesenden (B, L1, L)
olusmaktadir. Bunlardan HbIB baglayici (binding), HbIL,
ve HbIL, pargalayici (lytic) bilesen olarak bilinmektedir.
Protein yapisindaki bu UGg¢ farkh bilesen, birbirinden
bagimsiz olarak salgilanmaktadir ve toksinin maksimum
biyolojik aktivite gosterebilmesi igin UG¢ bilesen de
gerekmektedir. Nhe de Hbl gibi birbirlerinden bagimsiz
olarak salgilanan G¢ alt bilesenden (A, B, C)
olusmaktadir ve neredeyse bitin B. cereus suslari
tarafindan Uretilmektedir. NheB, enterotoksin
kompleksinin baglayici bilesenidir. Maksimum toksik
aktivitenin olusabilmesi icin NheA, NheB ve NheC’nin
molar oranlarinin 10:10:1 olmasi gerekmekte, NheC’nin
oraninin artmasi Nhe'nin toksik aktivitesinde azalmaya
yol agmaktadir [7, 8]. Nhe, diyarel toksin olarak
bilinmesine ragmen yakin zamanda Cai ve ark. [9]
tarafindan vyapilan bir ¢alismada Nhe’'nin diyarel

sendroma herhangi bir katkisinin olmadigi belirtiimistir.
CytK ise tek bilesenli, hicre zarinda B-figisi (B-barrel)
yapisinda por olusturan, hemolitik bir toksindir [7, 8] ve
bazen hemolisin IV olarak isimlendiriimektedir [9].

Enterotoksin T (bceT) ve Enterotoksin FM isimli, tek
bilesenli iki enterotoksinin daha varligi 6ne surtlmustar.
Bunlardan bceT geni ilk olarak Agata ve ark. [10]
tarafindan tanimlanmis ve gida kaynakli diyareye neden
olabilecegi bildirilmistir. Ancak daha sonra bu gen ile
¢alisan diger arastirmacilardan Choma ve Granum [11],
bceT geninin ya bilinenden farkl bir enterotoksik
aktivitesi oldugunu ya da hi¢ olmadigini savunmus;
Hansen ve ark. [12] ise Agata ve ark.’nin [10] belirledigi
gen diziliminin yalnizca bir kisminin kendi belirledikleri
ile  homoloji gosterdigini, bceT icin tespit edilen
enteroksik aktivitenin ya flizyon genden ya da ligasyon
sirasinda gergeklesen hatadan dolayr B. anthracis’in
acik okuma alani ile homoloji gosteren fragmandan
kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir. Enterotoksin FM1
geni ise Asano ve ark. [13] tarafindan B. cereus FM1 ve
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B. thuringiensis’den klonlanmistir. Ancak bu gene ait
dizilimin B. subtilis'in hlcre duvarindaki hidrolazin
dizilimi  ile  homoloji  gdsterdigi  belirlendiginden
muhtemelen enterotoksin olmadigi vurgulanmistir [5].

B. cereus’un neden oldugu gida zehirlenmesi turlerinden
olan emetik sendrom ise “sereulid” adi verilen, kiiguk, 1sI
ve aside karsl dayanikli, sulu ¢ozeltilerde ¢ézinmeyen,
halkali yapidaki dodekadepsipeptid araciigr ile
olusmaktadir [14, 15]. Vejetatif blyime esnasinda
gidada Uretilen toksin, kararli yapisi nedeniyle gidanin
tiketiimesinden sonra mide asidi ve intestinal proteolitik
enzimlerden de etkilenmemekte ve on iki parmak
bagirsaginda 5-HT; reseptoriine baglanarak bulanti ve
kusmaya neden olmaktadir [16]. Sereulid’in vakuol
olusumuna neden oldugu ve vakuoliin de mitokondrial
sismeye yol actigl, ayrica solunumun kontrolini
yavaslattigi bildirilmistir [1, 17].

Ekmeklerde stinme, 6zellikle nemli ve sicak iklime sahip
bolgelerde gorilen, Bacillus kaynakl bir hastaliktir.
Pisirme sicakliginda spor olusturarak canli kalan
Bacillus turlerinin daha sonra vejetatif hale gegmesi ve

ekmekte istenmeyen degisikliklere neden olmasi
sonucunda olusmaktadir [18-22]. Bu g¢alismada,
endustriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan

Bacillus turlerinin de toksin Uretebilecegi gergeginden
hareketle, daha 6nceki bir galismamizda [23] siinmus
ekmeklerin icinden izole edilmis olan Bacillus tirlerinin
enterotoksin  Uretip  Uretmediginin  tespit edilmesi
amaglanmigtir. SGnme etmeni Bacillus turlerine ait spor
sayisinin 1 g ekmekte yaklagik 10%-10° seviyesine
ulasmasi durumunda (her ne kadar goriinis ve kokusu
itibari ile sunmus ekmegin tuketiimesi s6z konusu
olmasa da) bulanti, kusma, ishal, bas agrisi gibi
belirtilerle, gida zehirlenme vakalari gorulebilecegdi
bilinmektedir [24]. izole edilmis olan bu tiirlerden, gida
endustrisi basta olmak Uzere c¢esitli endustriyel
uygulamalarda kullanilabilecek peptidaz ve amilaz gibi
enzimler basta olmak Uzere cesitli metabolit madde
Uretiminde yararlaniimasi planlandigindan, bu Bacillus
tirlerinin  enterotoksin  Uretimi  acgisindan  test
edilmelerinin faydali olacadi disunilmustir. Bu sayede
ayrica sunme etmeni Bacillus turlerinin toksik etkisine
Hbl ve Nhe enterotoksinlerinin katkisi olup olmadigi da
tespit edilmis olacaktir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan Bacillus suglari, Erem
ve ark. [23] tarafindan stinme (rope) hastaligi olusmus
ekmeklerden izole edilip klasik testler ve API test kitleri
ile tanimlanmigtir. S6z konusu c¢alismada vyapilan
tanimlama sonuglari Tablo 1’de gdésterilmistir. Kontrol
suslari olarak kullanilan Bacillus cereus 2248
(enterotoksijenik sus) ve Bacillus cereus 2455/2 (emetik
sus) Helsinki Universitesi HAMBI Kaltdr
Koleksiyonu’ndan (http://mww. helsinki.filhambi/),
Bacillus subtilis RSK 244 ve Bacillus subtilis RSK 246
suslari Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Bagkanligr’'ndan temin edilmis; Bacillus subtilis PY22

susu ise daha 6nce bir tez ¢calismasinda [25] kullaniimig
olup arastirmacilar tarafindan saglanmistir.

Yontem
Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Mevcut bakteriler 50 mL nutrient broth (NB) igeren
engelli erlenlerde 37°C’de 200 devir/dakika calkalama
ile 18 saat inkibe edilmis, inkibasyon sonunda
bakterilerin optik yodunlugu 600 nm dalga boyunda
Olgllmus ve igerisinde 50 mL brain heart infusion broth
(BHIB) bulunan engelli erlenlere, her bir bakterinin
baslangi¢ optik yodunlugu (OD) 0.1 olacak sekilde,
hesaplanan  hacimlerde inokilasyon  yapilmistir.
Calkalamali inkubatérde (New Brunswick Scientific,
Excella E24, ABD) 37°C’de 200 devir/dakika galkalama
ile 18 saat inklibasyonun ardindan bakteri hicrelerini
ayirmak igin hiicre kdlttrd santrifijlenmis (10000 x g, 10
dakika, 4°C) ve supernatant ayrilarak analizlerde
kullanilimistir.  Bacillus diyarel enterotoksini cama
yapigabildiginden yapilan analizlerde polipropilen (PP) veya
polikarbonat (PC) malzemeler kullaniimistir.

BCET-RPLA ile Enterotoksin Tespiti

BCET-RPLA (Bacillus cereus enterotoxin-reversed
phase latex agglutination) kiti (Oxoid, Ingiltere) ile
gergeklestirilen, Bacillus cereus diyarel enterotoksin
(hemolitik toksin) testi icin V tabanli 96 kuyucuklu
mikroplaka, her bir sus icin ise mikroplakada 2 sutun
kullanilmisgtir. Mikroplakanin sematik gosterimi  Sekil
2’'de verilmisgtir.

Oncelikle A satir hari¢ olmak (zere, kullanilacak olan
tim  kuyucuklara kitle birlikte gelen seyreltme
gOzeltisinden (sigir serum albimini igceren tuzlu fosfat
tamponu) 25 pL koyulmustur. Ardindan A ve B
satirlarindaki tim kuyucuklara 25 pL test oOrnegi
(supernatant) ilave edilmis, plaka hafif sallanarak
seyreltme c¢Ozeltisi ile test Orneginin karismasi
saglanmistir. Daha sonra B satirindan baglanarak her
bir kuyucuktan 25 pL 6rnek alinmis ve ayni sutun
boyunca kendinden sonraki satirdaki kuyucuga
aktarilarak test o©rneginin seyreltimesi saglanmistir.
Seyreltme islemine H satirna kadar devam edilmistir.
Bu durumda; A satirindaki tim kuyucuklarda sadece
test 6rnegi, H satirindaki tim kuyucuklarda sadece
seyreltme c¢odzeltisi, ara satirlarda ise farkli oranlarda
seyreltiimis test Orneginin olmasi saglanmistir. Daha
sonra her bir sus icgin ilk sttundaki kuyucuklara duyarli
lateks (sensitized latex), ikinci situndaki kuyucuklara ise
kontrol lateks (latex control) ¢ozeltisinden ilave
edilmistir. Plakanin kapagi kapatilarak siyah zemin
Uzerinde, oda sicakliginda, 20-24 saat bekletilmis ve
stire sonunda kuyucuklarda ¢6kme olup olmadig
incelenmistir [26]. COkme durumuna gbre sonug
degerlendiriimesi Sekil 3'e gore yapilmistir. Analizlerde
Bacillus cereus 2248 (Agata ve ark. [10] bu susu B-4ac
olarak kodlamislardir) enterotoksin agisindan referans
sus olarak kullanilmig, ayrica kitle birlikte gelen pozitif
kontrolden de (liyofilize edilmis Bacillus cereus
enterotoksini) bu amagla yararlaniimistir.
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Tablo 1. Sinmus ekmekten elde edilen izolatlara ait tanilama sonuglari [23]

izolatlar Biyokimyasal testler APICH API tanimlama dizeyi
N1 B. licheniformis B. licheniformis lyi tanimlama
N2 B. subtilis B. subtilis/amyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
N3 B. subtilis B. pumilus iyi tanimlama
N4 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N5 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N6 B. subtilis B. pumilus iyi tanimlama
N7 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasilig
N8 B. megaterium B. licheniformis iyi tanimlama
N9 B. coagulans Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N10 B. licheniformis B. licheniformis Muikemmel tanimlama
N11 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N12 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N13 B. coagulans B. licheniformis iyi tanimlama
N14 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N15 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N16 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N17 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N18 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N19 B. licheniformis B. licheniformis Cok iyi tanimlama
N20 B. pumilus B. pumilus Mukemmel tanimlama
N21 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
N22 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K1 B. subtilis Bacillus sp. Cins bazinda iyi tanimlama
K2 Tanimlanamadi B. licheniformis Cok iyi tanimlama
K3 Tanimlanamadi Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K4 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K5 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K6 B. subtilis B. subtilis/amyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
K7 B. licheniformis Bacillus sp. Cins bazinda iyi tanimlama
K8 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasihgi
K9 B. licheniformis B. licheniformis iyi tanimlama
K10 B. licheniformis B. licheniformis Cok iyi tanimlama
K11 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasiligi
K12 B. megaterium B. megaterium Kabul edilemez profil / B. megaterium olasiligi
K13 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K14 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K15 B. subtilis B. subtilis/famyloliquefaciens Cok iyi tanimlama
K16 B. subtilis B. thuringiensis Kabul edilemez profil / B. thuringiensis olasihgi
K17 B. licheniformis B. licheniformis fyi tanimlama
K18 B. subtilis Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
K19 B. megaterium Tanimlanamadi Kabul edilemez profil
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Sekil 3. BCET-RPLA kiti sonug degerlendirme semasi
(Cokeltiler pembe renkli gézlenmektedir)

BDEVIA ile Enterotoksin Tespiti

BDEVIA (Bacillus diarrhoeal enterotoxin  visual
immunoassay) kiti (3M Tecra, ABD) ile gergeklestirilen,
Bacillus cereus diyarel enterotoksin (hemolitik olmayan
toksin) testi igin kitle birlikte gelen antikor kaph
kuyucuklar kullaniimigtir.

Tablaya vyerlestirilen kuyucuklara o6ncelikle yikama
cOzeltisinden  doldurularak  20-25°C'de 10 dak
beklenmistir. Stire sonunda yikama ¢ozeltisi bosaltiimis
ve kuyucuklara 200 uL ornek ¢ozeltisi ile pozitif kontrol
(PC) ve negatif kontrol (NC) koyularak 37°C’de 2 saat
inklbe edilmigtir. inkiibasyon bitiminde mikroplaka
yikayici (BioTek ELx800, ABD) kullanilarak yikama
cOzeltisi ile kuyucuklar 4 kez yikanmistir. Ardindan
kuyucuklara eslenik ¢ozelti (conjugate) eklenip 20-
25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sire sonunda
kuyucuklar mikroplaka yikayici ile 5 kez yikanmig, 200
ML substrat c¢ozeltisi eklenerek 20-25°C’de 30dak
slireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda rengin
dagilmasi icin plaka yavasca sallanmis ve Sekil 4.’deki
renk karti kullanilarak degerlendirme yapilmigtir. Testin
gegerli olmasi igin PC’nin rengi en az #4 kadar koyu,
NC’nin rengi ise en fazla #2 kadar koyu olmalidir.
PCnin rengi en az #4 kadar koyu ise tepkimeyi
sonlandirmak igin kuyucuklara 20 pyL durdurma (stop)
gOzeltisi eklenmis ve mikroplaka okuyucu (BioTek
pQuant Monochromatic Spectrophotometer, ABD) ile
PC’nin maksimum absorbans verdigdi belirlenen 420 nm
dalga boyunda 30 dak. icinde okuma yapilmistir [27].
Absorbansi 0.2’den daha buyik olan Ornekler test
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

© @
# #2 #3 #4 #5

Sekil 4. BDEVIA kitinin sonug degerlendirme renk karti
(Renk gegcisi saydamdan koyu yesile dogrudur.)

BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, daha 6nceki bir gcalismada izole edilmis
olan Bacillus izolatlarinin toksin Uretip Gretmediklerinin
belirlenmesinin nedeni, bu izolatlarin gida enddstrisi
basta olmak Uzere gesitli endustriyel uygulamalarda
kullanilabilirliginin arastirilmasina olanak
saglayabilmektir. Bu izolatlar aracih@ ile Uretilecek
maddelerin (enzim vs.) endustriyel uygulamalarda
kullanilabilirligi ancak GRAS statliide izolatlardan
yararlaniimasi ile mimkin olmaktadir. Bu amagla toksin
uretme kapasitesinde olan izolatlarin, endustriyel

uygulamalarda kullanilabilecek maddelerin Uretiminden
Once elenmesi saglanmistir.

BCET-RPLA kiti Hbl alt birimlerinden L,'yi, BDEVIA kiti
ise Nhe alt birimlerinden NheA’y! tespit edebilmektedir.
Her iki enterotoksin de (g alt birimden olusmakta ve
maksimum biyolojik aktivite igin her ¢ alt birimin birden
bulunmasi gerekmektedir [5, 7]. Testlerle L, ve NheA'nin
tespit edilmemesi durumunda toksinlerin Uretilmedigi
sonucuna varilabilmektedir. Ancak s6z konusu alt
birimlerin varliklarinin belirlenmesi, kesin olarak aktif
toksinin Uretilebilecegi anlamina gelmemektedir [5].
Dolayisiyla bu calismada kesin olarak bu toksinleri
Uretmeyecek olan izolatlarin segilmesi hedeflenmis ve
alt birimlerin  tespit edilmedigi izolatlarla, farkl
calismalara devam edilebilece@i 6ngorulmustur.

BCET-RPLA kiti sonuglari, mikro plakada ¢dkme olup
olmadigi gdzlenerek degerlendirilmektedir. izolatin Hbl
enterotoksini acisindan pozitif olarak
degerlendirilebilmesi igin, normal kosullarda, duyarl
lateks iceren 1. sttundaki kuyucuklarda ¢ékme olmasi,
ancak kontrol lateksi iceren 2. sttundaki kuyucuklarda
¢bkme olmamasi gerekmektedir. Nitekim pozitif kontrol
sus olarak kullanilan enterotoksik sus B. cereus 2248 ve
saf toksin igin ¢Okme durumu aynen bu sekilde
sonuglanmistir. izolatin negatif olarak
degerlendirilebilmesi igin ise her ki sutundaki
kuyucuklarda da ¢okme olmamasi gerekmektedir. Bu
calismada negatif izolatlarin degerlendiriimesinde sorun
yasanmamis, her iki sutunda ¢Okme gdzlenmeyen
izolatlar Hbl enterotoksinini Gretmesi bakimindan negatif
olarak kabul edilmisti. Ancak bunlarin disindaki
izolatlarda hem 1. hem de 2. sUtundaki kuyucuklarda
¢okme oldugundan, bu izolatlarin degerlendirimesinde
sikintilar ~ yasanmistir.  Toksin  kitinin ~ kullanma
kilavuzunda bazen kontrol lateksde spesifik olmayan
¢okmeler gozlenebilecegi, bu durumda; duyarl
lateksdeki ¢Okmenin, kontrol latekse gore daha ileri
seyreltme dizeylerinde olmasi sartiyla sonucun pozitif
olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir [20]. Fakat bunun
tam tersi olarak, genellikle, kontrol lateksdeki ¢okmenin
duyarh lateksdekine gbre daha ileri seyreltme
dizeylerinde oldugu goézlenmistir. Dolayisiyla bu
izolatlar icin elde edilen sonuglar ne pozitifik ne de
negatiflik kurallariyla tam olarak uyum saglamistir. Bu
izolatlarin higbirindeki ¢oékme, enterotoksin agisindan
pozitif kontrol susu olan B. cereus 2248 veya saf
toksinin ¢ékme durumu ile benzerlik arz etmemesine
ragmen, sonuglar negatif olarak da degerlendirilemedigi
icin, risk almamak adina bu izolatlarin tamaminin Hbl
enterotoksini agisindan “muhtemel pozitif” olarak kabul
edilmesine karar verilmistir. Cokme durumunun farkh
sekilde gerceklesmesinin B. cereus digindaki izolatlarin
toksin  yapisinin  farklihgindan kaynaklanabilecegi
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distntlmektedir. Cékme durumunun nasil oldugunun
anlasilmasi igin bazi izolatlara ait BCET-RPLA sonuglari
Sekil 5’de gosterilmigtir.

Nhe enterotoksininin  tespiti (BDEVIA) Hbl
enterotoksinine gore daha rahat yapilmis, renk karti ile
yapilan degerlendirmenin, absorbans o6lcimu ile de
desteklenmesi sonuglarin yorumlanmasini
kolaylastirmistir. Bazi izolatlara ait test sonuglar Sekil
6'da gosterilmistir. Emetik sus olan B. cereus 2455/2'nin

NS N7 N8

Nhe enterotoksini agisindan da pozitif oldugu Sekil 6’da
gorilmektedir. Bu sonug, emetik toksin Ureten B. cereus
suglarinin nhe genini de tasidiklarini ve genellikle Nhe
enterotoksinini de Urettiklerini belirleyen diger arastirma
sonuglart  [15, 28, 29] ile uyum saglamaktadir.
Dolayisiyla emetik toksin Ureten suglar da diyareye
neden olabilmektedir. Ayrica standart sus olarak
kullanilan Bacillus subtilis RSK 246'nin da Nhe
enterotoksinini Uretebildigi belirlenmisgtir.

B. cereus 2248

Sekil 5. Baz

Bacillus izolatlar
(Cokeltiler pembe renklidir)

icin BCET-RPLA sonuglari

B. cereus 2248

RSK 246

Pozitif 4
kontrol

Negatif
kontrol

RSK 244<]

N 2 i
B. cereus 2455/2

Sekil 6. Bazi Bacillus izolatlari igin BDEVIA sonuglar (Pozitif suslar
icin renk degisimleri yesilin tonlari seklindedir)

Yukarida yapilan agiklamalar dogrultusunda, sinmis
ekmeklerden izole edilen izolatlar ile kontrol suslari igin
BCET-RPLA ve BDEVIA kitleri kullanilarak yapilan
enterotoksin analizi sonuglari Tablo 2'de verilmistir.
Sunmus ekmeklerden izole edilmis olan izolatlardan
sadece bir tanesinin (N6) hem Hbl hem de Nhe
enterotoksinlerini, 22 tanesinin sadece Hbl, 2 tanesinin
de (N10, N13) sadece Nhe enterotoksinini Uretebilme
kapasitesinde olduklari tespit edilmigtir.

Daha 6nce yapmis oldugumuz galismada [23] sinmus
ekmeklerden elde edilen izolatlarin tanimlama

sonuglarinin  gosterildigi Tablo 1 ile karsilastirma
yapildiginda sadece Hbl enterotoksini Urettigi tespit
edilen izolatlarin gogunlukla B. subtilis ve B. megaterium
olarak tanimlandidi, sadece Nhe enterotoksinini treten
izolatlardan N13 kodlu izolatin biyokimyasal testlerle B.
coagulans, API test kitleri ile B. licheniformis olarak;
N10’un ise her iki yontemle B. licheniformis olarak
tanimlandigi goérilmektedir. Her iki enterotoksini birden
ureten N6 kodlu izolat ise klasik testlerle B. subtilis, API
test kiti ile B. pumilus olarak tanimlanmistir.
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Tablo 2. Bacillus izolatlarinin enterotoksin analizi sonuglari

izolat BCET-RPLA (Hbl)*>  BDEVIA (Nhe) izolat BCET-RPLA (Hbl)? B('?\l'i\é;A
N1 - - K3 - -
N2 1:2 - K4 14 -
N3 - - K5 14 -
N4 1:4 - K6 - -
N5 1:4 - K7 - -
N6 1:1 + K8 14 -
N7 1:4 - K9 - -
N8 - - K10 - -
N9 - - K11 1:2 -
N10 - + K12 1:4 -
N11 1:2 - K13 1:4 -
N12 1:4 - K14 1:2 -
N13 - + K16 1:4 -
N14 1:4 - K17 - -
N15 1:2 - K18 1:4 -
N16 - - K19 1:8 -
N17 1:2 - BKO7 - -
N19 - - Bacillus subtilis PY 22 - -
N21 1:2 - Bacillus subtilis RSK 244 - -
N22 1:4 - Bacillus subtilis RSK 246 - +
K1 - - Bacillus cereus 2248 1.64 +
K2 1:4 - Bacillus cereus 2455/2 - +

8 Cokme gobzlenen en son kuyucuktaki seyreltme orani verilmistir. *: Muhtemel pozitif, : Negatif

Beattie ve Willliams [30] yaptiklari bir calismada bakteri
supernatantlarini BDEVIA ve BCET-RPLA Kkitleri ile test
etmis; B. thuringiensis, B. circulans, B. licheniformis, B.
lentus ve B. laterosporus/cereus’un Nhe; B. circulans, B.
laterosporus/cereus, B. lentus, B. licheniformis, B.
mycoides ve B. thuringiensis’in Hbl enterotoksinini
urettiklerini belirlemis, Uretilen toksinlerin B. cereus
toksinlerine benzer yapida oldugunu savunmuslardir.
Phelps ve McKillip [31] B. amyloliquefaciens, B.
circulans, B. lentimorbis, B. pasteurii ve B. thuringiensis
subsp. kurstaki gibi turlerin, Rowan ve ark. [32] ise B.
cereus, B. licheniformis, B. circulans ve B.
megaterium’un toksin Uretme kapasitelerinin oldugunu
belirlemiglerdir.

B. cereus ile ayni sinifta yer alan B. thuringiensis ile
yapilan calismalarda organik sebzelerden izole edilen
turlerin Hbl ve Nhe enterotoksinlerini Uretebildigi [33],
biyopestisit, gida ve gida kaynakl salginlardan elde
edilen izolatlarin orta diizey enterotoksin ureticisi oldugu
[34] tespit edilmistir. iki adet B. cereus susu ile ticari
mikrobiyal pestisitten izole edilen alti adet B.
thuringiensis susunun NheA Uretme ve ikiye katlanma
surelerinin karsilastirildigi bagka bir ¢alismada, 2 adet
B. thuringiensis var. kurstaki izolatinin diger iki B.
thuringiensis ve B. cereus izolatlarindan daha fazla
toksin Uretebildigi ve ikiye katlanma surelerinin B.
cereus’a ¢ok yakin oldugu, ancak diger iki B.
thuringiensis susunun ikiye katlanma suresinin ise B.
cereus’a gore daha uzun oldugu belirlenmisgtir [35].

B. cereus digindaki tirlerin enteroksin Uretmelerine
yonelik negatif bulgularin oldugu c¢alismalar da
bulunmaktadir. Mbozo ve ark. [36] bir tir fermente gida
olan Ntoba Mbodi Uretimi igin tapyoka yapraklarinin
fermentasyonunda rol oynayan Bacillus tdrlerinin
cesitliligini ve glvenilirligini arastirdiklar bir ¢alismada

baskin tirtin (%72.2) B. pumilus grubu (B. safensis, B.
pumilus, B. pumilus sensu lato) oldugunu, diger turlerin
ise B. cereus sensu lato, B. megaterium, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. siamensis, ve B. licheniformis
oldugunu tespit etmis, B. cereus disindaki hicbir turin
toksin geni tagsimadigini belirlemislerdir. Benzer sekilde,
B. amyloliquefaciens [37], B. subtilis P223 [38], B.
subtilis P229'un [39] enterotoksin Uretmedikleri ve B.
toyonensis BCT-7112’in [40] ise enteroksin uretmedigi
veya B. cereus’a oranla ¢ok az JUrettigi yapilan
calismalarla belirlenmistir.

SONUG

Ozellikle B. subtilis ve B. licheniformis gibi Bacillus
tirleri GRAS olarak bilindiklerinden birgok endistriyel
uygulamada yaygin olarak kullaniimaktadir. Toksin
Uretimi acisindan Bacillus cereus Uzerinde 6nemle
durulurken, diger turlerin de toksin Uretebilecedi Gzerine
calismalar yaklasik son 15-20 yildir yapiimaktadir. Gida
endustrisi  basta olmak (Gzere tUm endustriyel
uygulamalarda kullanilacak olan, 6zellikle de yeni izole
edilmis olan, Bacillus tirlerinin toksin Uretimi agisindan
kontrol edilmesi gerekmektedir. Yapilacak olan
calismalarda toksin Uretmeyen suslar kullaniimal ya da
susun toksini Uretmedigi kaltir kosullarinin  tespit
edilmesi  gerekmektedir.  Toksini elimine etmek
acisindan diger bir yontem ise molekuiler biyoloji ve
genetik teknikleri ile toksini Uretmeyen rekombinant
susun elde edilmesidir.

Literatirdeki  calismalarda, sinmis  ekmeklerin
tiketilmesi durumunda gida zehirlenmesi vakalarinin
gorulebileceginden bahsedilmektedir. Ancak
g¢alismalarda, zehirlenmenin vicuda fazla miktarda
bakteri sporu alindigi zaman ortaya ¢ikabileceginden
s6z edilmis olmasina ragmen, bu zehirlenmenin, stz
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etmeni bakterilerin  toksin

uretiminden kaynaklandigini belirten literatur bilgisine
rastlanmamistir. Bu calisma ile ekmeklerde stnme
hastaligindan sorumlu Bacillus tirlerinin Hbl ve Nhe
enterotoksinlerini Uretme potansiyelinin oldugu tespit

edilmistir.

Ancak enterotoksin  Uretimi agisindan

“muhtemel pozitif” olarak tespit edilen turlerle ilgili daha
ileri analizlerin yapilarak, bu tirlerin enterotoksin geni
tasiyip tasimadiklarinin ya da enterotoksin Uretip
uretmediklerinin net olarak belirlenmesi gerekmektedir.
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Sanayinin gelismesi, nifusun artmasi, kadinlarin ¢galisma hayatina daha fazla katilmalari, gida servis etkinliginin hizla
gelismesi gibi sebepler nedeniyle Turkiye’de hazir yemek sektorl hizli bir gelisme gostermektedir. Glincel verilere
gére Turkiye nifusunun %27,5'i hazir yemek hizmetinden yararlanmaktadir. lgili yasalar geregi, gida mihendisleri bu
sektdrde Istihdami Zorunlu Personel (IZP) olarak galistirimaktadir. Bu arastirmanin amaci, hazir yemek sektériinde
istihdam edilen gida muhendislerinin yasadiklari problemleri tespit etmek ve bunlara ¢ézim dnerileri sunmaktir. Bu
amagla 728 gida muhendisinden anket toplanmis, elde edilen bulgulara gére katiimcilarin %76,10'u sektérden
memnun olmadi§ini belirtmistir. Bununla beraber katiimcilar, merdiven alti iiretim, haksiz rekabet, iZP cretinin eksik
6denmesi ve potansiyellerini yansitamama gibi sorunlarin yasandigini ifade etmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Gida miihendisi, Hazir yemek sektori, istihdami zorunlu personel

Problems of Food Engineers Employed in Catering Industry in Turkey
ABSTRACT

Development of the industry, increase in population, rising the number of woman in business life, rapid development
of food service efficiency have caused a dramatic development of catering industry or convenience food sector in
Turkey. Current data shows that 27,5% of the Turkish population consume convenience foods produced by the
catering industry. According to the related legislation, food enginers are employed in this sector as mandotary
personnel. The aim of this research is to determine the challenges of the food engineers employed in the catering
industry and to offer suggestions for the problems they face during their employment. In the present study, a total of
728 valid questionnaires were obtained, and the findings indicated that 76,10% of participants were unsatisfied from
the conditions of the sector. Results also indicated that unlicensed production, unfair competition, under- or missing
payment and inability to reflect their potentials in their working environment were found to be other problems that
participants stated.

Keywords: Food engineer, Catering, Obligatory employment

GIRIS Tim dinyada oldugu gibi Tirkiye’'de de hazir yemek
endustrisi ¢ok hizli bir gelisme gdstermistir. Bunun

Yemek Uretimi ve tiketimi insanlarin daha ¢ok evlerde sebepleri;

yaptigi bir islemdir. Sanayinin gelismesi, nufusun

artmasi, kadinlarin ¢alisma hayatinda yerini almalari, e Kadinlarin galigma hayatina girmesi,
gida servis etkinliginin hizla gelismesi gibi sebepler e Aile gelir diizeyinin yukselmesi,
disarida yemek yiyen insan sayisini hizla arttirmigtir. o Eglence ve tatile ayrilan zamanin artmasi,
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e Calisma surelerindeki degismeler,
o Tuketim aligkanlklarindaki degismelerdir [1].

Hazir yemek hizmeti, insanlarin bir arada zaman
gecirdigi kamu kuruluglari, yatili okullar, Universiteler,
ogrenci yurtlari, fabrikalar, oteller, askeri kislalar,
hastaneler, cocuk ve yaglilarin barindigi yerlerde toplu
olarak pigirilen ve birlikte yenilen yemek iglemidir.

Ozellikle sanayi tesislerinin zamanla yarigir olmasi,
isverenlerin, personelinin yeme igcme ihtiyacini kendi
tesisinde kargilama zorunlulugunu ortaya cikartmigtir.
Bu zorunluluk Hazir Yemek Endustrisi’nin dogmasina ve
hizla gelismesine sebep olmustur.

Gergek anlamda toplu yemek hizmeti veren isletmelerin
ortaya c¢ikmasi 1960’ yillarda olmustur. Baslangi¢
yillarinda sektérde hizmet veren isletmelere ‘tabldotcu’
adi verilirken, bilinen ilk tabldot kurulusu 1959'da
istanbul  Sigli Terakki Lisesi mutfaginda hayata
gegciriimistir [1]. Daha sonra sektdr geliserek biyime
gOstermistir. 2016 yili sonu itibariyle Tarim ve Orman
Bakanlig'na kayith yemek uretim tesisi sayisi 4800
civarindadir. Hazir yemek firmalarinin 2016 yili cirosu
6.5 Milyar dolardir ve 1 glinde hizmet verilen musteri
sayisi 22 milyon kisidir. Tlrkiye'de tarima dayali gida
sanayiinin Urettigi UrGnlerin  %35-40'in1  kullanan bir
sektordlr. 400.000 kisiyi istihdam eden bu sektor dolayh
yoldan 1.600.000 kisiye ekmek kapisi agmaktadir [2,3].

Hazir yemek, tabldot yemek ve meze Ureten isyerleri,
bagl olduklar il Tarim ve Orman Miidiirliiklerine isletme
Kayit Belgesi basvuru ve beyannamesi ile muiracaat
etmekte ve “Depo, gida satis ve dijer perakende
faaliyet gosteren igletmeler” olarak kayit altina
alinmaktadirlar. Bu igyerleri 5996 sayili Veteriner
Hizmetleri, Bitki Saghg ve Gida ve Yem Kanunu'nda
belirtildigi Uzere gida mihendisi, ziraat mihendisi (gida
ve sut bolimi), kimya muahendisi, kimyager, diyetisten,
ev ekonomisi yuksekokulu, beslenme boélumu, veteriner
hekim gibi lisans egitimi almis meslek mensuplarini
“Istihdami Zorunlu Personel” (iZP) olarak calistirmak
zorundadir [4]. Alinan egitim ve mdusteri tercihleri
sebebiyle sektdér gida muhendislerini daha fazla tercih
etmektedir [2].

Mutfak disiplini ve personel tutum ve davranislarinin
ivilestirilebilmesi icin hijyen egitimleri iZP tarafindan
yerine getirilmelidir. Uretimin her asamasi riske agik
olup, uzman bir ekip lideri tarafindan isletmenin kendine
6zgu is akisina gore hazirlanan kalite kontrol sistemi ile
gida guvenilirligi sartlari saglanmalidir. Tabldot yemek
Uretiminde, yemekler tiketime sunulmadan &nce
hammadde alimi, depoda muhafaza, 6n hazirlk,
pisirme, sogutma, servis gibi bircok asamada insan
saghg! igin tehdit olusturabilecek fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik tehlikeleri kontrol etmek, izlenebilirligini
saglamak ve personelin hizmet kalitesini arttirmaya
yonelik egitimlerin yiritilmesinde “istihdami Zorunlu
Personel” buyuk rol oynamaktadir.

Hazir yemek endistrisi alt yapisi, gida hijyeni
uygulamalari, personel egitim durumu gibi konular ile
ilgili sektor vyetkilileri ile gorismeler ve literatar
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arasgtirmalarn  sonucunda, hazir yemek Uretim ve
dagitimini yapan igletmelere yénelik demografik dagilim,
personel hijyen uygulamalari, gida hijyeni ve isletmenin
hijyenik tasarim anlayisi kapsaminda yuritilen
calismalar oldukga yetersizdir [5].

Toplu yemek Uretimi yapan firmalar ¢ok farkli sorunlar
yasamaktadir. Bu sorunlar: modern tesis kurulamamasi,
kayit digi dretim, haksiz rekabet, nitelikli personel
sayisinin azhgi, devlet denetimlerinin yetersizligi, gida
ve is glvenliginin etkin sekilde uygulanamamasi, atik ve
artiklar igin etkili bir geri dénlsim sistemlerinin
bulunmamasi, tam kapasite calisilamamasi, Uretimlerin
standart yapilamamasi ve yetersiz devlet destegi
seklindedir [6].

Sektorde insan saghdi konusunda sikinti yasanmamasi
amaciyla givenilir gida uretilebilmesi ve teknik yeterlilik
anlaminda gida  mduhendislerinin - etkin  olmasi
dusunilmektedir. Fakat yazili ve gorsel basinda ¢ikan
haberler ve bireysel goériismelerde yapilan tespitlere
gore mesleklerini yeterince icra edemediklerini ve
sektore faydali olamadigini  beliten mihendislerin
oldugu gérilmistir. Tirkiye nifusunun 2016 TUIK
verilerine  goére  yaklastk 80 milyon  oldugdu
disunuldiginde gunlik 22 milyon yani %27.5'ine her
gin sicak yemek hizmeti sunan Hazir Yemek
Endustrisinde calisan gida mihendislerinin sorunlarini
tespit etmek ve ¢o6zim yollar bulabilmek amaciyla bu
arastirma yapilmistir [7].

MATERYAL VE METOT
Materyal

Arastirma, Gida Muihendisleri Odasi’'na lye olan ve
Tarkiye genelindeki 5996 sayili kanunda belirtilen
sartlara haiz hazir yemek isletmelerinde calisan Gida
Muhendislerini kapsamaktadir. 2017 yihinin Subat, Mart
ve Nisan aylarinda yapilmis olan bu ¢alismaya 728 gida
muhendisi katiimistir.

Yontem

Gida Muhendisleri Odasi tarafindan gdnderilen link
Uzerinden yapilan arastirmada katilimcilara hazir yemek
sektérii alaninda uzman akademisyenler tarafindan
incelenip son hali verilen sorular sorulmustur. Sorulan
bu sorularin 17 tanesi tek bir cevabi isaretlenebilen sikli
sorular olup geri kalan 5 tanesi ise agik uglu sorulardir.
Sonuglar Microsoft Excel® tablolarina yerlestirilerek
analiz edilmistir. Her mihendisin bir defa cevap
verebilecegi sekilde sistem kurulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA
Yas Grubuna iligkin Sayi ve Yiizdeler

Anketimize katilan gida mihendislerinin yas araliklarina
iliskin bulgular Tablo 1'de, cinsiyet bilgileri ise Tablo 2'de
verilmigtir. Anketimize katilanlarin %36.54’G 25-30 yas
araliginda olup %8.79'u ise 40 yas ve Uzeridir (Tablo 1).
%69.23 kadin, %30.77’si ise erkek mihendislerden
olusmaktadir (Tablo 2).
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Tablo 1. Yas grubuna iligkin bulgular

Yas Araligi n Ylzde
20-25 yas 174 23.90
25-30 yas 266 36.54
30-35 yas 150 20.60
35-40 yas 74 10.16
40 ve Uzeri 64 8.79

Toplam 728 100

Tablo 2. Cinsiyet durumuna iligkin bulgular

Cinsiyet n Yizde
Kadin 504 69.23
Erkek 224 30.77
Toplam 728 100

Tablo 3. Gida muhendisi olarak calisilan slreye

iliskin bulgular

Stre n Yizde
5 yildan az 376 51.65
5-15yil 252 34.62
5-25vyil 84 11.54
25 yildan fazla 16 2.20
Toplam 728 100

Tablo 3’e gore anketimize katilanlarin %51.65’i 5 yildan
daha az, %2.2'si ise 25 yildan daha fazla suredir gida
muhendisligi yaptidini belirtmektedir. Yemek sektortiinde
5 yildan az galisan mihendislerin orani %70.33 (Tablo
4) olmakla birlikte %89.01'i (Tablo 5) 5 yildan daha az
siredir su anda calstigi firmada c¢alismaktadir.
Firmalarin kapasiteleri, verilen araliklarin minimum
degerini kabul ettigimizde, 1000 kisi ve alti olan grubu
ortalama 500 kisi olarak dikkate aldigimizda anketimize
katilanlarin drettikleri gunlik yemek sayisi en az 2
milyon 348 bin kisiliktir. Bu oran hazir yemek sektorini
%10.67’lik kismina denk gelmektedir (Tablo 6).

Tablo 4. Sektorde galisilan siireye iligkin bulgular

Sure n Yizde
5 yildan az 512 70.33
5-15 yil 190 26.10
15-25 yil 26 3.57
Toplam 728 100

Tablo 5. Mevcut calisilan firmada gegen sireye

iliskin bulgular

Sire n Yizde
1 yildan az 310 42.58
1-3yil 244 33.52
3-5yil 94 12.91
5-10 yil 68 9.34
10 yildan fazla 12 1.65
Toplam 728 100

Sektorle Alakali Alinan Egitimlere iliskin Bulgular

Yemek sektérinde c¢alisan gida muhendislerinin
%71.70'i Universiteden sonra sektdrle alakali herhangi
bir egitim almadigini belitmektedir (Tablo 7). Egitim
alanlarin  %78.16’s1  egitime kendi cabalari ile
katilmislardir (Tablo 8). Egitim aldigini belirten 206 kisi
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(%28.30)nin  %76.20’si aldiklari  egitimi  yetersiz
bulmaktadir (Tablo 9). Agik uglu olarak sorulan bir
soruda alinan egitimlerin listelenmesi istenmistir. En ¢ok
asagidaki egitimlerin alindigi belirtiimigtir.

e ISO egitimleri (ISO 22000, HACCP, ISO 22001,
OHSAS 18001, ISO 14001, ISO 9001)

e Sektorle alakali (Satin Alma Egitimi, Depolama,
Mutfak Yonetimi, Menl Planlama, Kar-zarar ve
Maliyet Hesaplari, Mutfak Hijyeni, Yemek Uretimi,
Yerel Mutfak Egitimleri, Catering Hizmetleri
Yoneticiligi)

e Diger egitimler ( Motivasyonu, Ekip Calismasi, is
Kanunu, Personel Yénetimi, Halkla iliskiler, Miisteri
Memnuniyet, Hijyen, ik Yardim, Yangin, Is
Guvenligi, Yabanci Dil, Bilgisayar )

Tablo 6. Mevcut galisilan firmanin uUrettigi (3 6gln
toplami) yemek sayisina iligkin bulgular

Kapasite n Yizde
1000 kisi ve alti 220 30.22
1000-3000 kisi 272 37.36
30006000 kisi 110 15.11
6000—10000 kisi 46 6.32
10000-20000 kisi 24 3.30
20000 ve Uzeri 56 7.69
Toplam 728 100

Tablo 7. Mezun olduktan sonra sektorle ilgili egitim
alma durumuna iliskin bulgular

Egitim n Yuzde
Evet aldim 206 28.30
Hayir almadim 522 71.70
Toplam 728 100

Tablo 8. Alinan bu egitimin kim tarafindan finanse
edildigine iliskin bulgular

Egitim n Yuzde
Sahsi gabam 161 78.16
Firmam tarafindan 45 21.84
Toplam 206 100

Tablo 9. Alinan bu egitimlerin yeterli olup olmadigina
iliskin bulgular

Egitim n Yizde
Evet yeterli 49 23.79
Hayir degil 157 76.20
Toplam 206 100

Gida Miihendisinin Firmadaki Durumuna iliskin
Sayi ve Yiizdeler

Gida Muhendislerinin %75'i calistiklari firmalarda verimli
olabilmeleri igcin gerekli sartlarin olusturulmadigini
disinmektedir (Tablo 13). Kanunlarla belirtiimis
olmasina ragmen Istihdami Zorunlu Personel (iZP)
olarak c¢alisan muihendislerin %94.14 gibi blyudk bir
orani iZP taban iicretinin altinda maas almaktadir (Tablo
11). Bunlarin %31.65’i maaslarinin bankaya taban Ucreti
olarak tam yattigini fakat isverenin, paranin banka
hesabina gegmesinin ardindan kendilerinden geriye
istediklerini ve teslim etmek durumunda kaldiklarini
belirtmistir.%68.35 ise zaten taban Ucretinin altinda
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bankaya paralarinin yattigini belirtmektedirler (Tablo
12). Tablo 10’da iZP 380 kisi, Tablo 11'de 631
olmasinin sebebi; Tablo 10°da iZP olup diger gérevleri
de yerine getirmelerinden kaynaklanmaktadir. Yani
sirketlerde érnegin Uretim mudiri iZP sézlesmesi de
imzalayabilmektedir. Acik uglu olarak sorulan bir soruda
katihmcilar verimli olmama sebeplerini su sekilde
siralamiglardir.

e Sektdrde yalnizca kar disutntlmektedir, iyi Uretim
uygulamalari  hakkindaki  taleplerimiz  yerine
getirilmiyor.

e Sadece kanuni zorunluluktan dolayr gida muhendisi
istihdam edilmektedir.

e sveren tarafindan gida mihendisine ihtiyag
duyulmamakta, isyerinde ustanin daha fazla etkinligi
oldugu dustniimektedir.

e lIsverenin, mihendisleri yiiriiyen diploma olarak
gordigu belirtiimektedir.

Tablo 10. Firmadaki gbrev tanimlarina ait bulgular

Gorev n Yizde
Uretim Mudiiri 160 21.98
Vardiya Amiri 12 1.65
Kalite MUdira 56 7.69
ISG Uzmani 10 1.37
Satig, Operasyon, Pazarlama
Yetkilisi 26 357
istihdami Zorunlu Personel (iZP) 380 52.20
_Diger 84 11.54
Toplam 728 100

Tablo 11. iZP (istihdami Zorunlu Personel) olup taban
Ucret altinda maas alma durumuna ait bulgular

Maas n Yizde
Taban Ucretin altinda aliyorum 594 94.14
Taban Ucreti veya Uzerinde 37 5.86

aliyorum

Toplam 631 100

Tablo 12. Maasin ne sekilde alindigina dair bulgular
(IZP taban Ucreti altinda alanlar cevaplasin)

Maas hangi sekilde aliniyor n Yizde
Farki geriye iade ediyorum 188 31.65
Bankaya taban iicret altinda yatiyor 406 68.35
Toplam 594 100

Tablo 13. Firmanizda gida muhendisinin verimli olmasi
icin sartlar olusturuluyor mu?

Sartlar olusturuluyor n Yizde
Evet 182 25.00
Hayir 546 75.00
Toplam 728 100

Verimli olmak igin yaptiklari éneriler ise sOyledir.

e Tarim ve Orman Bakanlig, SGK ve Gida
Mihendisleri Odasi ortak denetim yapmali ve hem
isverenlere hem de muhendislere yonelik etkin
egitimler diizenlemelidir.

e (Gida muhendisleri ayni zamanda birer yonetici
olarak yetistirilmelidir.
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e Meslegini kétuye kullanan muhendisler
cezalandiriimahdir.

e Muhendis meslegini sevmelidir.

e Meslegimize  saygli  duyulmali,  kararlarimiz

sorgulanmamali, talimatlarimiz uygulanmali, maas
motivasyonu olmalidir.

e Bu verim ve etkinligi firmadan ya da sektérden degil
kendinizden bekleyin.

Gida Miihendisligi Egitimiyle iligkili Sayi ve
Yuzdeler

Gida muhendisligi lisans programlari mufredatlarinda
ankete katilanlarin %68.27°si yemek sektoruyle alakali
derslerin olmadigini belirtmiglerdir (Tablo 14). Dersleri
aldiklarini belirten 231 kisinin (%31.73) %77.92’si (180
kisi) bu derslerin verimliliginden memnun olmadiklarini
isaretlemiglerdir (Tablo 15). Ayrica staj déneminde
hocalarinin yemek sektoriinde staj yapmayin telkiniyle
karsilagsan Ogrenci sayisi 480 kisi (%65.93) seklinde
olmustur (Tablo 16).

Tablo 14. Lisans egitiminde yemek sektoru ile ilgili
ders alinip alinmadigiyla alakali bulgular

Dersler aliniyor n Yiuzde
Evet 231 31.73
Hayir 497 68.27
Toplam 728 100

Tablo 15. Alinan derslerin yeterli olup olmadigina

ait bulgular

Dersler yeterli n Yizde
Evet 51 22.08
Hayir 180 77.92
Toplam 231 100
Tablo 16. Yemek sektorinde staj tavsiyesiyle
alakali bulgular

Staj yapabilirsiniz n Yuzde
Evet 248 34.07
Hayir 480 65.93
Toplam 728 100

Sektérde Memnuniyet ile ilgili Sayi ve Yiizdeler

Tablo 17 incelendiginde ankete katilanlarin %76.10'u
sektorde calismaktan memnun olmadigini
belirtmektedir.

Tablo 17. Yemek sektoriinde galismaktan memnun
olup olunmadigina dair bulgular

Sektérde ¢alismaktan n Yizde
Memnunum 174 23.90
Memnun degilim 554 76.10
Toplam 728 100

Sektorde veya Firmanizda Gida Miihendislerinin
Sorunlar Sizce Nelerdir?

Sektérde veya mevcut cgalisilan firmada Gida
Mdihendislerinin sorunlarinin ne olduguna dair agik uglu
soru sorulmustur. Bu soruya katimcilarin verdigi
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cevaplar incelenmis ve etrafinda en ¢ok birlesilen ilk 10
madde su sekilde olmustur.

e Muhendis gobrevi yaptiriimamasi (kasada
calistirmak, yemek dagitimi, fis toplama, turnike
kontrolli, imalatta c¢alistirma vb.) fakat sorun
oldugunda ilk firgalanan kisi olmasi.

e Kamu denetimlerinin yetersiz olmasi.

e Sektdrde personel eksikliginin ¢ok fazla olmasi ve
isverence muhendisin bitln agiklari tamamlamasi
talebi.

e [ZP olarak calistirilip diisiik maas verilmesi.

¢ TMMOB Gida Muhendisleri Odasi’'nin
muhendislerin haklarini yeterince koruyamadiginin
disliniImesi.

e Meslegin isveren tarafindan tam anlasilamamasi,
sadece zorunlu ve gereksiz personel olarak
gorilmesi.

e Isverenin ve personelin egitimsiz olmasi.

e Lisans egitimi esnasinda muifredatta yemek sektori
ile ilgili yeterli dersin bulunmamasi ve hocalar
tarafindan bu firmalarda staj yapilmamasi ve
mezuniyet sonrasi calismama telkininde
bulunulmasi.

e Yemek sektorinin ufuk ve fikir bakimindan
yeniliklere acik olmayan rutin ilerlemeyi tercih eden
bir sektdr olmasi.

e igverenin, maliyet azaltma politikasi sonucu
meydana gelen musgteri problemlerinin mihendisin
hatasi ylzinden meydana geldigini disinmesi.

Yemek Sektoriiniin Sorunlari Nelerdir?
Mihendisler, kendi sorunlarinin arastirilip ¢6zim
yollarinin énerilecedi bu calismada sektoriin sorunlarini

da asagidaki maddeler halinde belirtmiglerdir.

o Denetimler oldukca yetersiz ve toleranslidir.

e Sektore taseron olarak bakilmakta ve
kiigimsenmektedir.
o Mdgteriler yemegin kalitesini en fazla fiyati ile

degerlendirmektedirler.

o Kaliteli bir yemegin belirleyici ikinci bir kriteri lezzet
olarak algilanmaktadir.

e Piyasa rekabet kosullarindan dolayr kar marji
dusuktur ve bu yuzden yatinm yapilamamaktadir.

e Bazi IZPler tam zamanli calismayip yalnizca
diplomalarini  kullandirmaktadir ve bu da maas
citasinin digmesine sebep olmaktadir.

e Kapasitesi cok kiigiik olan isletme ile (Orn: 500
kisi/giin) biiyiik olan isletme (Orn: 30.000 kisi/giin)
ayni sartlarn saglamak zorundadir. iki firma da iZP
calistinp en az 3750 TL vermelidir. Bu Gcret 2017
yili Nisan dénemine ait taban Ucrettir.

SONUG

Yemek firmalarinda gida muihendisleri; genel muddr,
satin alma, Uretim, kalite, satis, pazarlama, proje
muadurliga gibi pozisyonlarda gérev almaktadir. Bu
kadar farkh goérevin yiklenildigi ve sektorin o6zellikle
tercih ettigi bir disiplin olan bu meslegin, muhendisler,
isverenler ve musteriler igin 6nemi yadsinamaz.
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Calisan gida muhendislerinin  %76’sinin  gesitli
sebeplerle memnun kalmadigi bu sektérin Turkiye’'nin
%27.5’ini her gin doyurdugu gerceginden hareketle
gida glvenligi anlaminda ortaya c¢ikabilecek tehlikeler
¢ok ciddi sorunlara yol agabilir. Bundan dolayi sektoriin
iyilestirimesi mutlaka gereklidir. Sektorin iyilestirilmesi
sirecinde bu firmalarda c¢alisan muhendislerin
problemlerinin ¢6zilmesi ve sartlarinin iyilestiriimesi
gerekmektedir. insan saghgini direk etkileyecek bir
meslek icra edilmesinden dolayl motivasyonlari yiksek
tutulmalidir. Calismada muhendislerin ortaya sirdikleri
problemlerin ¢6zim igin dnerilerimiz su sekildedir;

e Gida mihendisligi lisans egitimi sirasinda hazir
yemek sektoru ile alakall dersler mufredata
koyulmalidir. Ornegin; siit, tahil, et laboratuvari
oldugu gibi yemek uygulama mutfagr da olmalidir.
Menu planlama, maliyet kontrolli, satis, pazarlama,
sunum gibi konularda egitim verilmelidir.

e Gida mihendisinin mezun olduktan sonra sadece
laboratuvarda analiz yapmayacadi gergeginden
hareketle Gida Muhendisligi Boélimlerinin  staj
konusunda bu sektére de Ozellikle 6grenci
yollamalari ve o6grencileri bu sektdérden uzak
tutmamalarn gerekmektedir.

e Gida Mihendisleri Odasr’'nin butin sektérlerde
yapmas! gerektigi gibi bu sektdrde de deneyimli
muhendislerle yeni mezunlari bir araya getirip
calisma gruplari olugturmasi gerekmektedir.

e Yemek Sanayi ile ilgili olarak STK’larin da katki
verecegi Gida Muhendisleri Odasi 6nciliginde bir

galistay vyapiimalh  ve  belirli  periyotlarda
tekrarlanmalidir. Bu calistaylarla ozellikle
muUhendislere ve isverenlere egitimler

planlanmalidir. isverenlere gida mihendisinin kendi
isletmesi icin vazgecgilmez oldugu vurgulanmalidir.

e Tarm ve Orman Bakanligi'nin denetimleri
siklastirmasi, etkili ve verimli denetimler yapmasi
saglanmalidir.

e iZP bu sektérde yemek (retim kapasitesine gére
calistirimahdir. Bu sekilde isverenlerin hakkinin
korunacag! gibi mihendisin de az Ucret ile rencide
edilmemesi saglanmis olacaktir.

e Ozellikle iZP olarak calisan miihendisin maasinin
Gida Mduhendisleri Odasi’'nin  banka hesabina
yatirnlmasi oradan da muhendisin hesabina
aktarilmasi elden geri 6demeyi engelleyecektir. Bu
dneri IZP olarak galisan biitiin disiplinler igin gecerli
olmalidir. Bdylece bankaya eksik Ucret yatma
problemlerinin dniine gegilebilecektir.

e Ozellikle gida zehirlenmesi gibi durumlarda iZP,
isveren ve usta ayni sorumlulugu paylagsmaldir.
Bunun i¢in Gida Muhendisleri Odasi c¢alisma
yapmalidir.

e Mihendislerin bilingli olmasi gerekmektedir. Ucret
ve deneyimin zamanla kazanilacagi muhendisler
tarafindan bilinmelidir.

e Gida Muhendisleri Odasi'nin muhendislere destek
olmasi gereklidir. Fakat burada unutulmamasi
gereken husus miuihendislerin problemlerini odaya
spesifik olarak aktarmalari ve odaya da destek
olmalari gerektigidir.
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Gida muhendislerinin herhangi bir firmada tam
zamanli c¢ahgip hazir yemek sektoriinde faaliyet
gOsteren kapasitesi daha disuk baska bir firmayla
da IZP sdzlesmesi imzalamamalidir gerekmektedir.
Bu sekilde hem butin yemek firmalarinin gerekli
proses kontrolleri yapilmis olur hem de piyasada
diisiik I1ZP (creti problemi ortadan kaldiriimis
olacaktir.
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ABSTRACT

The aim of this study is to define the functional food market in Turkey and to present the official regulations
concerning the labeling, promoting and advertising of functional foods. This present study is based on literature
studies reported previously. Functional food market is a new sector in Turkey. So far, significant progress has been
made in terms of legislation regarding this sector but it has not been finished yet. Defining the relationship between
functional foods and public health, the ways in which consumers are informed and the impact of media are the major
fields of argument in Turkey. Functional foods are in the growing phase in Turkey. In developing countries like Turkey,
when correct and appropriate information is not provided, consumers are likely to try to compensate for their
unhealthy dietary habits by consuming "functional foods" and try to cure their diseases with these products. A
functional food discourse without any ethical concern could cause nutritional science to be overlooked. While the
functional food market is creating opportunities and creating potential positive impacts on human health, new
communication technologies are also presenting possible new threats.

Keywords: Functional foods, Turkey, Health, Legal infrastructure

Tiirkiye’de Fonksiyonel Gidalarla ilgili Gelismeler ve Yasal Diizenlemeler: Bir Literatiir
Taramasi

o0z

Bu calismanin amaci Turkiye'de fonksiyonel gida pazarini tanimlamak ve gidalarin etiketlenmesi, tanitiimasi ve
reklamina iliskin resmi dizenlemeleri sunmaktir. Bu ¢alisma literatlr taramasina dayanmaktadir. Fonksiyonel gida,
Tirkiye’de yeni bir sektordir. lgili mevzuatin hazirlanmasinda énemli ilerleme kaydedilmistir, ancak heniiz
sonuglandirilmamistir. Fonksiyonel gidalar ve halk sagligi arasindaki iliskinin, tlketicilerin bilgi alma sekillerinin ve
medyanin etkisinin tanimlanmasi, Ulkedeki baslica tartisma alanlaridir. Fonksiyonel gidalar Tirkiye'de blylime
asamasindadir. Turkiye gibi gelismekte olan Ulkelerde, dogru bilgi verilmediginde, tiketicilerin sagliksiz beslenme
aliskanliklarini “fonksiyonel gidalar” tiiketerek telafi etmeye ve bu Urinlerle hastaliklari iyilestirmeye calismalar
olasidir. Etik kaygilardan mahrum bir fonksiyonel gida séylemi, beslenme biliminin gbz ardi edilmesine neden olabilir.
Fonksiyonel gida pazar firsatlar yaratirken ve saglik Uzerine potansiyel pozitif etkiler olustururken, yeni iletisim
teknolojileri de olasi yeni tehditler ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fonksiyonel gidalar, Turkiye, Saglk, Yasal altyapi
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INTRODUCTION

Factors such as technological developments, more
accessible information sources, increase in consumers’
knowledge level, changes in international commerce
and improvement in life standards have contributed
positively to individuals’ lives in the past 50 years. On
the other hand, inactivity due to modern life
circumstances and malnourishment and/or poor nutrition
resulted in many health problems. Increase in health
problems, high treatment costs, workforce losses as well
as people's expectations of a longer and better life
brought health issues to the top of the agenda and
caused people to be more sensitive towards health
issues. Seeking for ways to be healthier, people's
interest in dietary habits also rose and healthy
nourishment started to be seen as the way to be healthy
and protect health [1, 2].

The main focus of nutritional science in the beginning of
twentieth century consisted of key elements such as
supporting the physical development of the body [3, 4].
Changes in daily life practices also caused a change in
people’s expectation from food products. Nowadays,
consumers demand food products with characteristics
that will enrich their life and protect their health while
catering to their basic nourishment needs. Consumer
demand for diets containing healthy and essential
ingredients have expanded the functional food market
[5]. Constant increase in healthy diet awareness caused
people to gravitate towards functional foods and
supplemental foods. Therefore, functional foods,
nutraceuticals and natural health products are being
consumed increasingly more [6, 7].

The aim of this study is to define the functional food
market in Turkey, present legislations, regulations,
promotion and advertisement arrangements shortly,
providing an actual perspective about functional foods in
Turkey. Within a compilation framework, developments,
current status and legal infrastructure in Turkey is
reviewed and various suggestions that would serve as
beneficial in the future are given.

Functional food concept refers to the food which,
besides the nutritious values, possesses one or more
effective components that serve to protect health, to
heal and/or to reduce risk of illness, and whose
aforementioned effects are proven scientifically and
clinically [8-11]. In other words, foods that provide
physiological benefits and/or can reduce chronic
disease risk along with their nutritional values are called
functional foods.

Functional foods can be unprocessed natural foods as
well as foods that are enriched with a functional
component or foods that are modified by genetic
engineering and they can be consumed in daily diet.
Names like health nutrients, medical nutrients,
regulatory nutrients, special diet nutrients and
pharmaceutical nutrients are also used instead of the
term “functional food". The term functional food
emphasizes that the food is related to health [9, 10].
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Addressing the concerns about preventing chronic
disease in an ageing population, research on functional
foods has begun in Japan in the early 1980s. The term
Functional Foods was introduced in order to update the
terminology associated with fortified foods, to allow for
new alleged health claims. Due to the expansion of the
range of added ingredients and consequently their
claimed health benefits, functional foods gained
popularity in 1990s [11].

Gradually increasing scientific studies infer that food
components  (plant based ones are called
phytochemicals and animal based ones are called
zoochemicals) have beneficial effects on health and
contribute to preventing illnesses such as cardiovascular
diseases, cancer and osteoporosis. Functional foods
can be foods that are consumed in their natural state in
daily diet (tomato-lycopene) or foods whose
components are changed (yoghurt-protein-bioactive
peptide) or foods that are enriched in order to gain
greater positive effects (egg that contains omega-3,
iodized salt) [8, 9, 12].

In this study, the literature about the functional foods in
Turkey was examined and a review concerning the
subject is presented. Within the scope of the study,
relevant literature, laws, announcements and
regulations were evaluated. Limitations of this study
consists of the facts that formal information about
functional food in Turkey is almost non-existent, some
food products are not regarded as functional foods in
any kind of classification and statistics despite the fact
that they are actually functional foods in terms of their
content and quality, and some functional foods not being
included in production and consumption data because
they are produced at home.

In this study, it has come to attention that, with the
significant impact of the media, demand towards many
long-lost foods that have cultural and traditional value
such as yoghurt, kefir, tarhana (tarhana or trahana is
dried food ingredient based on a fermented mixture of
grain and yoghurt or fermented milk found in the
cuisines of Southeast Europe and Middle East. Dry
tarhana has a texture of course, uneven crumbs, and it
is usually made into a thick soup with water, stock or
milk) and vinegar have increased and home-production
with traditional methods has gained momentum. This
situation infers that, apart from functional foods that are
produced by the food industry in Turkey, even though
the community does not know the concept, there are
foods being produced with homemade methods due to
the belief that they are beneficial to human health.

LEGAL INFRASTRUCTURE IN TURKEY

Definition/naming and historical background studies
related to functional foods in Turkey follow
developments in the world, particularly in the European
Union. It is known that definition efforts came up
because of the production of such products for mass
market. Developments in the market still continues with
the definition, naming and regulatory efforts [13-16].
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With need arising from the onset of the market-oriented
functional food production and functional food being
under the scope of food industry, conceptualization
studies concerning these products and legislation efforts
in order to regulate the relevant industry and markets
also started [6].

According to the European Union (EU) Functional Food
Commission; for a food to be considered as functional
food, along with its basic nutrient characteristics, it must
be effective in improving human health and/or
preventing diseases [17, 18]. Nowadays, because
functional foods are thought to reduce negative effects
of unhealthy life style and dietary habits and delay aging,
they are consumed by many people and have become
increasingly popular [19-22].

While there is not a common agreement upon
conceptualization, characteristics of functional foods are
defined by looking at the common points of different
definitions [14, 17, 23-25]:

e It should contribute to individual's nourishment; help
protecting and improving health.

e Its nutritious and beneficial characteristics should
have scientific grounds within the perspective of
medical and nutritional science.

e Optimal consumption amount of the food or
component should be determined in compliance
with medical and nutritional literature.

e The relevant food should be proven to be safe to
consume.

e The food components’ physicochemical,
quantitative and qualitative characteristics should be
determined.

e |If the food gained functional characteristics after
being processed, nutritious characteristics should
not be lost.

e The food must be a nutrient that is consumed
frequently, not one that is sparsely consumed.

e The food must be in its naturally consumed shape.

e The food or component should not be a substance
that is used as drug.

Legal regulations realized in Turkey are similar to the
ones in the EU. With market-oriented production of
foods or food components beneficial to health and their
involvement in food industry, conceptual definition and
legal infrastructure required for market regulations
started to be prepared. Market requirements as well as
responsibilities that came with EU membership process
speeded up the preparation of legal infrastructure.

Below, current legislation related to functional foods in
Turkey is explained shortly and sorted chronologically.

Year 2002 The Turkish Food Codex Regulation on
Food Labeling and Informing Consumers [26]

Turkish Food Codex Announcement Concerning Foods
Intended for Particular Nutritional Uses defines foods
intended for particular nutritional uses as “it refers to
foods that, depending on their special composition or
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production processes, can openly be distinguished from
foods intended for normal consumption, suitable to the
stated particular nutritional intentions and that are
marketed by remarking this suitability”. The purpose of
this announcement, which is a joint study of Ministry of
Food, Agriculture and Livestock and Ministry of Health,
is to determine rules and groups related to packaging,
labeling, advertising of foods intended for particular
nutritional uses. This codex is updated in 2019.

Year 2004 Law Regarding Food Production,
Consumption and Inspection Numbered 5179 [27]

Being the first legal text containing the term “functional
food", Law Regarding Food Production, Consumption
and Inspection Numbered 5179 is important. It defines
foods in this group with the term "functional food" as well
as the term "special food". This law divides "food or food
compositions that are beneficial to health" into three
groups. These groups are functional/special statement
foods, foods intended for particular nutritional uses and
diet foods with medicinal purposes and their definitions
were given same as in the undermentioned law.

Year 2006 Announcement About Amendment of
Rules of Labeling Turkish Food Codex Food
Substances in Terms of General Labeling and
Nutrition Announcement [28]

Announcement About Amendment of Rules of Labeling
Turkish Food Codex Food Substances in Terms of
General Labeling and Nutrition Announcement which
was prepared in order to determine rules related to
promotion and advertisement of food products and
labeling of food products which are presented to the end
customer in terms of general labeling and nutrition
defines foods intended for particular nutritional uses as
"including baby formula and juvenile food, food products
that are prepared or formulated in order to tend to the
needs that arise from particular physiological
circumstances and/or diseases, depending on their own
special composition or production steps that can be
distinguished from other food products, suitable to the
nutritious needs in its statement and offered to
consumption emphasizing this suitability". In the
announcement there are also health statements allowed
on the products such as "low cholesterol/low fat/low
saturated fat acid/ low sodium helps with cardiovascular
health, sugar free products help with dental health,
calcium helps to strengthen bone structure and
fiber/prebiotic and prebiotic bacteria help regulating the
digestive tract".

Year 2006 Turkish Food Codex Components That
Can Be Added to the Food Used for Particular
Nutritional Uses Announcement [29]

Purpose of Turkish Food Codex Components That Can
Be Added to the Food Used for Particular Nutritional
Uses Announcement is to determine vitamin, mineral,
amino acid and other components in nutritious
components that can be added to food used for
particular nutritional uses.
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Year 2010 Veterinary Services, Plant Health, Food
and Animal Food Law Numbered 5996 [30]

Final law related to the matter was published in 4
January 2012. Veterinary Services, Plant Health, Food
and Animal Food Law Numbered 5996 regulates food
used for particular nutritional uses that are formulated,
processed or prepared in order to tend to the needs of
gluten intolerant individuals in order to grant these
products’ proper and hygienic production, preparation,
processing, conservation, transportation and marketing.

When legal regulations related to functional foods are
reviewed, it is seen that the term "functional food" is
included in the legislative texts; rules about packaging,
labeling and advertising are determined. An amendment
has been made in the article related to advertising and
health statement prohibition that distinguished functional
foods from similar products and health statements that
can be used in advertisements and product labels are
allowed for ten separate components which were
subject to limitations that were dictated in the bylaw.
Because of the fact that functional food is a new sector

2017
2016
2015
2014
2013

2012

in the world markets as well as in Turkey, problems that
occur in many countries also occur in Turkey [31].
Significant progress has been made about preparing the
related legislation about the matter but it is still to be
finalized.

EXPANSION OF FUNCTIONAL FOOD MARKET IN
TURKEY

Functional food consumption in Turkey (one of the
biggest countries in Europe, with its population around
80 million) is considerably low compared to the leading
countries in Europe. Nevertheless, increase in the sales
volume suggests that this is a growing market and a
potentially profitable one. It is observed that the demand
for the packaged functional food is increasing and this
demand is mainly driven by the rising urban population
in the big cities [3, 32]. Although still quite limited when
compared to Europe, it is seen that functional food
consumption had an impressive growth during recent
years with 52 per cent. The functional food sales in
Turkey between 2012 and 2017 are shown in Figure 1.

3].

I

¥ Functional Food Sales Figures m Turkey (USD mallion)

Figure 1. Functional food sales in Turkey 2012-2017 [3]

Because functional foods are a developing sector in
Turkey, no official data are present about how the
market changed from past to the current state. There is
no separate category as functional food in official
records and there are no statistical data under this title.
While they are not stated as functional foods
conceptually, "foods or food components that are
beneficial to health" are in the daily diet since ancient
times in Central Asia and Anatolia. Kefir and yoghurt
which are among the oldest functional foods are
consumed in Turkey for a long time. While they are not
known as functional foods, foods that has been
consumed since ancient times such as yoghurt, kefir
and pickle gained public interest recently, which
indicates that a different awareness is present about
healthy diet and healthy foods [33-36].

From this perspective it is convenient to inspect the
momentum that yoghurt -a historical and traditional food
in Turkey which has been consumed for long- has
gained within the healthism agenda and interpret the
demand increase towards functional foods within this
framework. Traditionally yoghurt had only been
produced at homes; later, for a period, this practice was
relatively abandoned with the development of the
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industry. Homemade production once again gained
momentum in the past few years because of kefir and
yoghurt (while the exact date is unknown, it is known
that yoghurt was consumed by nomad Turkish tribes for
first time in the ancient times. It is estimated that yoghurt
was developed when the Milk conserved in animal skins
by nomad Turkish tribes naturally went sour and
coagulated. Yoghurt was introduced first to Middle East
and Anatolia, and then to Europe in the 16™ Century
[36]) being shown as beneficial to health by the media.
The information about against which health problems
yoghurt would be beneficial or which diseases it would
prevent as well as its socially known taste and benefits
increased the public interest towards yoghurt in recent
years (Figure 2). Along with this, the information about
homemade yoghurt being beneficial to health that was
given by healthcare professionals directed people to
make yoghurt for their health. Also kits containing milk
and yoghurt culture which make the homemade
production easier were put on the market. It would be
convenient to point out that, since homemade
production is not included in the yoghurt consumption
data in Turkey, more yoghurt is being produced and
consumed than it is shown in the available statistics.
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Figure 2. Change of yoghurt productlon (Tons) [35, 37]

FUNCTIONAL FOOD AND MEDIA

Programs with health context being presented in media
in the last 15 years, celebrities as well as healthcare
professionals sharing content related to health caused
society to gain an interest in cautious nutrition. While
there is yet to be a knowledge and awareness about
functional foods in Turkey, an activity in this sector

started to develop with the expectation of health benefits.

It is obvious that because of interest in health, with the
effect of traditional and new media and social networks
in Turkey, advertisement, promotion and sharing related
to functional foods will increase and this will cause the
production to increase. It might be claimed that in
situations where correct information is not given,
consumers transfer their insufficient and/or unbalanced
dietary habits to these products and try to treat their
current diseases by consuming these products. It should
be remarked that this situation might bring negative
health effects [37, 38]. Because of this, it is crucial that
every content in media provides correct information and
awareness. It is known that in the current world where
health, healthy lifestyle and healthy diet claims -
healthism in short- are immensely intense, some
producers that seek to gain more sales and profit have
exaggerative and exploitive approaches [1, 39].

Sometimes information and news presented in various
networks may turn into "bio fantasy" media stories.
People believing in miracles and appeal to extreme
treatment methods date back to very old times.
Common publication of such health presentations in
media may cause people to both lose their health and
their hope to be treated. In addition, belief in miracles
and extreme treatments can cause people who can turn
the situation into their benefit to occur, turn these people
into heroes, and thus, reinforce the expectation of
miracles. It is a known fact that the programs that are
designed in order to increase view rating instead of
giving correct health information are commercially more
successful.  Therefore, exaggerated claims and
presentations in the media might cause every product to
be seen as a miracle. Miracle elixirs, miracle treatments
take their place in media, especially in television
everyday with different formulations. From health
discourse information perspective, media should state
that the way to benefit from positive effects of food is a
high varied and well balanced diet [2, 39].
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Another issue to emphasize is that the health
information in media and news, programs, web sites,
blogs or series must be prepared ethically in order to
avoid the impression that they can solve any kind of
health problem instantly. A functional food discourse
that is apart from ethical concerns could cause balanced
and enough nourishment knowledge to be overlooked.
New communication technologies, internet and various
tools of the new media enabled a new potential to
emerge, which is named as patient empowerment [40-
44]. Patient empowerment subject is a common subject
in both government policies and healthcare services
literature. Another important concept along with patient
empowerment is health literacy. To increase people’s
health literacy level will be beneficial in individual, social
and economic level [45].

CONCLUSION AND SUGGESTIONS

While functional food legislation in Turkey is still to be
completed, it is important to frame it contextually in
order to overcome difficulties for sector and market
shareholders. Executed regulations were prepared in
accordance with EU legislations. In addition to this, it is
necessary to be prepared against any problem that may
occur in practice and implement stronger regulations
especially in product promotions. Knowledge deficiency
of consumers and retailers regarding the classification
and definition of functional foods is the primary factor
that prevents the development of the market. Significant
number of product lines and variety, inappropriate
labeling lacking necessary information, advertisements
being focused on a limited range of products are the
main reasons of this lack of knowledge for consumers
and retailers. Serious legal regulations should be
implemented about label contents in order to increase
the trust of consumers in product contents. It must be
remembered that wrong or manipulative information
about products can spread quicker. In order to remove
asymmetrical information, producers must correctly
inform retailers to whom they are the closer party. It is
important that consumers are aware which food
products are really healthy. In recent years, in line with
the increasing health awareness of consumers,
companies in the food industry have begun to
emphasize health-protecting and improving effects on
the packaging of their products. However, mentioning a
specific benefit on the packaging of a food product is
linked to certain conditions since 2006 with regulations
made by the EU [4, 5]. In Turkey, expressions that can
be printed on the packaging are regulated by the
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Turkish Pharmaceuticals and Medical Devices Agency
Health Products' Health Claims Regulation which was

published in Official Gazette No. 28670 on June 7, 2013.

It is vital that all labeling and promotion material abide
by the international and national regulations.

Functional foods being in the growing phase of product
life curve in Turkey and being an advantageous market
shows that the market will have an attractive quality for
a long time. It is obvious that this process will be
beneficial to customers and increase product variety.
However, market's attractive side will also attract

businesses that offer bad products and untruthful claims.

This process may have negative effects for consumers.
In these times where healthy lifestyle is important,
prevention of negativity in the development process of
market means creating a healthy market as well as
protecting health of consumers. Under this context,
market inspections along with raising awareness in
consumers via health communication studies are
significantly important.

Trend of growth in the functional food market in Turkey
suggests that the promotion activities for these products
will increase in the near future. Although the messages
given to increase the perceived reliability of functional
food products are important in promotion activities that
the food sector players will carry out, they are not
sufficient on their own. Messages encouraging
consumers to consume healthy foods should also be
given, and the positioning strategy should be

established within this framework [4].

With the foresight that there would be an increase in
modified functional foods, it will be convenient to see
that reliability investigations are done before
consumption recommendation of these foods. As it is for
many foods, excessive consumption could be harmful.
Botanical supplements that are labeled with "natural”
statement are not always safe or bear no side effects.
When common usage of functional foods that have
physiological activity is considered, their benefits and
risks on societies and individuals should also be
inspected and evaluated carefully.

Because the consumption levels in Turkey is
considerably low when compared to other European
countries, and such products do not take part in the
mass market, sales and promotion efforts need to be
targeted to a specific, niche segment. Conducting
extensive customer-focused studies before a product is
presented to the Turkish market will also be beneficial
for the healthy expansion of the market. The number of
studies in this area is limited, and contradictory results
have been demonstrated. There is a need for further
work by scientists from different areas such as
communication, advertising, marketing and product
development [46-48]. With this kind of detailed and
collaborative studies, the functional food field can
develop significantly in the positive direction and
contribute to the health of people. Consumers'
knowledge background of functional foods must also be
increased by educational activities. Communication
strategies are also very important in the promotion of
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functional foods by informing the population to
understand and increase knowledge in this area,
especially regarding the health claims.
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Zeytinyagl, besinsel ve diyetetik 6zelliklerinden dolayr Akdeniz diyetinde énemli bir yere sahiptir. Zeytinyagdi kalitesi ve
bilesimi gesit, cografi alan, iklim, gevresel faktorler, olgunlasma, ekstraksiyon ve yag depolamasi gibi birgok faktore
bagli olarak degisim gdstermektedir. Yiksek yag verimine sahip ve sterol bilesenleri bakimindan zengin natirel sizma
zeytinyagi Uretimi gida sanayiinde dnemli bir yere sahiptir. Zeytinyagi Uretimi asamasinda yogurma kosullari, kalite
parametreleri tizerinde oldukga etkilidir. Bu derlemede zeytin gesidi, cografi alan, olgunluk derecesi ve farkli yogurma
kosullarinin zeytinyaginin sterol profili Uzerine etkisine yer verilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucu olgunlasma
sliresince toplam sterol miktari, A-5-avenasterol, kampesterol bilesen miktarlarinin genelde arttigi, toplam sterol ve -
sitosterol miktarinin ise azaldigi tespit edilmistir. Yogurma parametrelerinin etkisi incelendiginde ise ylksek sicaklik ve
slire uygulamalarinin zeytinyagdinin sterol profilini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cesit, Olgunluk, Sterol, Yogurma, Zeytinyadi

Effect of Variety, Maturity and Malaxation Conditions on Sterol Profile of Olive Oil
ABSTRACT

Olive oil occupies an important place in the Mediterranean diet due to its nutritional and dietetic qualities. The quality
and composition of olive oil may depend on many factors such as olive variety, geographical area, climate,
environmental factors, maturation, oil extraction and storage conditions. Extra-virgin olive oil has an important place in
the vegetable oil industry due to its high oil yield and sterol profile. Malaxation conditions are influential on the quality
parameters of olive oil. In this review, the effects of cultivar, maturity index, location and different malaxation
conditions on sterol profile of olive oil are summarized. Literature studies showed that the amount of total sterols, A-5-
avenasterol and campesterol generally increase while B-sitosterol and total sterols usually decrease throughout
maturation period. Considering malaxation parameters, on the other side, high temperature and time adversely
influence the sterol profile of olive oil.

Keywords: Variety, Maturity, Sterol, Malaxation, Olive oil

GIiRIS degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda olan

nattrel bir yagdir [1]. Uygulanan fiziksel islemler,
Zeytinyagdi, sadece zeytin agaci (Olea europaea L.) zeytinyaginin dogal niteliklerinde herhangi bir degisim
meyvelerinden, mekanik veya fiziksel iglemler meydana getirmez. Zeytinyadi, dogal haliyle yani
uygulanarak elde edilen, berrak, yesilden sariya
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rafinasyona tabi tutulmadan tlketilmesiyle diger tohum
yaglarindan ayrilir [2].

Zeytinyaginin yaklagsik %98i majér bilesenler olan

trigliseritler, yag asitleri ve fosfatitlerden meydana
gelirken, kalan kismini ise mindr bilesenler olan
steroller, fenolik maddeler, serbest yad asitleri,

hidrokarbonlar, alifatik ve triterpenik alkoller ile ugucu
bilesenler olusturmaktadir [3].

Zeytinyadinin sabunlagmayan kisminin buyik bélimdnd
olusturan steroller, saglik Uzerine olumlu etkilerinin
yaninda zeytinyagina karakteristik 6zellik kazandirmasi
bakimindan olduk¢a dnemli bilesenlerdir. Ayni zamanda
zeytinyaginin sterol bilesimi, zeytinyagina diger tohum
yaglarinin karigtirilmasiyla yapilan tagsisleri belirlemede
de kullanilan énemli bir saflik kriteridir. Uluslararasi
Zeytinyagi Konseyi (UZK) ve Tiurk Gida Kodeksi
tarafindan zeytinyagi toplam sterol miktarinin en az
1000 ppm olmasi gerektigi bildirilmistir. Fitosterollerin
saghk acisindan en Onemli etkisi ise bagirsaktaki
kolesterol emilimini engelleyerek, plazma ve dusik
yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol seviyelerinin
azalmasina neden olmasidir [4, 5]. Buna ek olarak, B-
sitosteroliin  in-vivo  karsinogenezi baskilayabildigi
kanitlanmistir [6].

Zeytinyagindaki sterol miktari ve bilesimi; meyve cesidi,
hasat zamani, cografi alan, iklim, cevresel faktorler,
uygulanan ekstraksiyon ve rafinasyon islemi ve
depolama kosullari gibi birgok faktére bagh olarak
degismektedir [7-11].

YUksek verime sahip ve sterol bilesenleri bakimindan
zengin natdrel sizma zeytinyagi Uretimi gida sanayiinde
onemli bir yere sahiptir. Sizma zeytinyagdi Uretiminde
isleme kosullarinin da zeytinyadi kalitesi ve sterol profili
iizerine etkili oldugu bilinmektedir. isleme kosullarindan
yogurma sicakligi ve suresi sterol bilesimi Uzerinde
etkilidir [12-14]. Bu bilgiler kapsaminda yapilan bu
derlemede zeytin gesidi, lokasyon, olgunluk ve yogurma
sartlarinin zeytinyaginin sterol profili Gzerine etkisinin
ortaya konulmasi amaglanmistir.

ZEYTINYAGI STEROLLERININ KIMYASAL YAPISI
VE ONEMI

Zeytinyaginin  sabunlagsmayan kisminin  énemli  bir
bolimina olusturan steroller, mindr bilesenlerden biridir.
Beslenme, saglik, eczacilk ve gida endistrisi igin
onemli bilesenler olup, kozmetikte emdulgator ve
eczacllikta hormon Uretiminin 6ncl maddesi olarak
kullanilirlar  [15]. Fiziksel ve kimyasal &zellikleri
bakimindan birbirlerine benzer olan steroller; tatsiz ve
kokusuz, genellikle sicakhda duyarl, kolay kristalize
olan, suda ¢ézinmemelerine karsin eter, kloroform gibi
yag c¢Oziculerinde iyi ¢Ozinen bilesenlerdir. Diger
taraftan molekdl yapilarinin benzer olmasi nedeniyle,
¢ogunlukla karigim halinde kristalize olurlar. Yag asitleri
ile esterlesme tepkimesi verebilme ozellikleri, onlarin
asetat esterlerine donustirilmesiyle olusan tuzlarin
ozelliklerinden yola ¢ikarak, ayri ayri belirlenmelerini
saglamaktadir [15-17].
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Kimyasal yapi olarak polisiklik alkoller grubundan olan
steroller, kisaca ‘steran halkasr’ denilen
siklopentanopenantren halkasina sahiptir (Sekil 1.).
Bitln sterollerde bu steran halkasi ortak, fakat yan
zincirler farkhdir. Steroller, sekonder alkol olmalari
sebebiyle, dogada hem serbest halde, hem de yag
asitleri ile esterlesmis olarak bagli formda bulunurlar
[18, 19]. Dogada bulunan steroller, sentezlendikleri
kaynaklara gore, hayvansal organizmada
sentezlenenler (zoosteroller), bitkisel organizmada
sentezlenenler (fitosteroller) ve kuf kaynakli olanlar
(mikosteroller) olmak Uzere UG¢ sinifta gruplandirilirlar
[16].

HO

Sekil 1. Steran Halkasi [20]

Siniflandirmada bitki sterolleri olarak da adlandirilan

fitosteroller, meyvelerde, sebzelerde ve bitkisel
gidalarda mevcuttur ve bitki hicre membranlarinin
temel bilesenleridir [21, 22]. Fitosterollerdeki gift

baglarin dogal hidrojenasyonu ile olusan ve dolayisiyla
steran halkasinda gift bag bulundurmayan fitostanoller
ise dogada olduk¢a az miktarlarda bulunurlar. Yalnizca
bazi tahil c¢esitlerinin dokularinda ylksek oranda
mevcutturlar. Fitostanollerden yaygin olarak bulunanlar
ise sitostanol ve kampestanoldir [20, 21, 23].

Bitkisel steroller, serum kolesterol diuzeyini dusurmesi
sebebiyle koroner kalp rahatsizliginin dnlenmesinde
onemli etkileri olan bilesenlerdendir [6, 24-26]. Buna
bagll olarak fitosterollerin glinlik alimi ne kadar ¢ok
olursa, kolesterol emilimi ve serum kolesterol seviyesi
de o oranda dusuk olur [6]. Bu baglamda bitkisel sterol
iceriginin arttinldigi, yeni fonksiyonel gidalar Gretmek
icin calismalar devam etmektedir. Zeytinyaginda temel
bilesen olarak kabul edilen 3-sitosterol, yaglarin sindirimi
sirasinda kolesteroliin bagirsaklarda emilimini
engelleyerek kolesterol dizeyinin kontroliinde buyuk bir
oneme sahiptir [3, 6]. Buna ek olarak, (3-sitosteroliin in-
vivo Kkarsinogenezi baskilayabildigi kanitlanmistir.
Prostat kanser hicreleri (zerine, kolesterol ve f-
sitosterollin etkilerinin kiyaslandigi bir galismada [6], B-
sitosterol %24 civarinda hlcrenin  buylimesini
engellemis ve kanser hicrelerinin 6lme oranini 4 kat
oraninda artirmigtir.

Bitkisel steroller, yagda %0.5-1.5 oraninda bulunur. Bu
biyoaktif bilesenler, yagin saflik derecesi hakkinda da
glvenilir bilgi vermesi ve diger tohum yaglarnyla
tagsisinin belirlenmesi bakimindan kalite kriteri olarak
oldukga 6nemlidir [10].
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Fitosteroller triterpen familyasindandir. Triterpenler 100
farkl fitosterol ve 4000'den fazla diger tip triterpenler
icermektedir. Triterpenler bitki hlcre zarinin 6nemli
yapisal bilesenleridir [16].

Fitosterollerin bilimsel olarak adlandiriimasinda baglica
2 sistem mevcuttur (Sekil 2). Bunlar IUPAC-IUB 1976 ve
IUPAC-IUB 1989'daki sistemlerdir [20]. IUPAC-IUB
1976 ve IUPAC-IUB 1989 adlandiriimalarina gore,

1
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fitosteroller karbon atomuna bagl metil grubuna gore
siniflandirilirlar. Bu siniflandirma metoduna gére; hig
metil grubu icermeyenler “4a- desmetil steroller”, 4.
karbonda bir metil grubu icerenler “4a -(mono) metil
steroller”, 4. karbonda 2 metil grubu igerenler “4,4-
dimetil steroller (triterpen alkoller)” olarak adlandirlirlar
[2, 20].

Sekil 2. IUPAC-IUB 1976 ve IUPAC-IUB 1989 adlandirma
sistemlerine gore sterollerin formulasyonu

Bu sterol gruplarinin arasindaki fark steroit
cekirdegindeki 4. karbon atomunda bulunan metil grubu
varligindan ya da sayisindan ileri gelmektedir. 4a-
desmetil steroller genellikle sabunlagmayan kismin
%50’sinden fazlasini olustururken, 4a-metil steroller ve
4, 4-dimetil steroller ise %10-30’luk bolimu olusturur.

Kalan %10-25’lik kisim da skualen, tokoferol ve
hidrokarbonlardan meydana gelir [15]. 4,4-
dimetilsteroller ve 4a-monometilsteroller, 4-desmetil

fitosterollerin son Urin oldugu biyosentetik yolda
metabolik ara drlnlerdir, ancak, ¢cogu bitki dokusunda
dustik seviyelerde mevcutlardir. Sikloartenol ve
sikloartanol 4-desmetilsterollere, gramisterol ise 4-a-
monometilsterollere érnektir [20].

Yaygin steroller olarak da isimlendirilen 4a-desmetil
steroller zeytinyaginda en fazla bulunan sterollerdir. Bu
grupta zeytinyaginda en yuksek oranda bulunanlar; f3-
sitosterol, A-5-avenasterol ve kampesteroldur.
Stigmasterol, kolesterol, 24-metilenkolesterol, A-7-
kampesterol, A-5,23-stigmastadienol, sitostanol, A-5,24-
stigmastadienol, A-7-stigmastenol ve A-7-avenasterol de
dusik dizeyde mevcuttur [2, 25, 26].

4a-Desmetil steroller; 5. ve 6. karbonlar arasinda bir gift
baga sahiptir ve bu sebeple A-5 fitosterol olarak
adlandirilirlar. Buna ek olarak, bazi desmetil sterollerde
cift bag, 5 ve 6. karbonlarin yerine 7 ve 8. karbonlarin
arasinda yer alir ve bu nedenle de A-7 fitosteroller
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olarak adlandirilir. A-5 ve A-7 desmetil sterollerin her
ikisi de ikinci bir gift bag iceriyorsa, bu bag alkil yan
zincirde, 22 ve 23. karbonlar arasinda ya da 24 ve 28.
karbonlar arasinda yer alir. 29 karbonlu desmetil
sterollerden stigmasterol, 5 ve 6. karbonlar arasinda ve
22 ve 23. karbonlar arasinda ¢ift bag igerir ve A-5,22E
olarak isimlendirilir [20]. Sekil 3'te yaygin olan, 4a-
desmetil sterollerin kimyasal yapilari verilmistir.

Diger bir sterol grubu olan 4a- (mono) metil steroller ise
dogada yaygin bulunan sterollerin biyosentezinde ara
artnler olup, zeytinyaglarinda eser miktarda bulunurlar.
4a- metil sterollerin  6zellikle ester formunda
bulunanlarini belirlemek zordur. Bazi arastiricilar, bu tir
sterollerin 100 g yagda 20 mg ve 68 mg dizeyinde
bulunduklarini tespit etmiglerdir. Baslicalari obtusifoliol,
gramisterol ve sitrostadienol’dur [2, 25].

Siniflandirmada 3. grubu olusturan 4,4- dimetil steroller
(triterpen alkoller) ise, birgok bitkisel kaynakta genellikle
mindr bilesenler olarak yer almaktadir [25]. Temel
triterpen alkollerden olan 4, 4-dimetil steroller, serbest
ya da esterlesmis formda bulunurlar. Baglicalar (-

amirin, butirospermol, sikloartenol ve 24-
metilensikloartanoldir.  Rafinasyon islemi triterpen
alkollerin  yapisinda ©6nemli degisikliklere sebep

olmaktadir. Triterpen dialkollerin baglicalari ise eritrodiol
ve uvaoldur. Bunlarin zeytinyagindaki toplam miktarlari
1-20 mg/100 g’dir [2].
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ZEYTIN  GESIDININ  VE ~ BOLGESEL
KARAKTERIZASYONUN STEROLLER UZERINE
ETKisi

Zeytinyadi cesidinin ve bolgesel karakterizasyonunun
sterol bilesenleri Uzerine etkili oldugu bilinmektedir

e

Sitosterol Stigmasterol

[9,10]. Tunus, Portekiz, ispanyol, Tirk gcesidi
zeytinyaglarinin sterol bilesimleri Uzerine cografi kdken
ve cesidin etkili oldugu bazi calismalarda elde edilen
sterol cesitleri ve bunlarin oranlari Tablo 1'de
Ozetlenmistir

/&jﬂgﬁ/ ﬁ
-
AS-Avenasterol

28-izo-Fukosterol

Fukosterol

B

A7-Stipmastenol A?-Stipmasterol

22-Dehidrospinasterol Spinasterol

AT-Avenasterol Stigmastanol

Sitostanol

Sekil 3. Yaygin olan 4a-desmetil steroller [20]

Tablo 1. Zeytinyagd sterol bilesimleri

Sterol Bilegenleri Sterol Oranlari (%) Kaynaklar
Kolesterol 0.15-0.43 [27, 28, 30, 31, 32]
Brassikasterol 0.03-0.06 [30, 32]
24-Metilen Kolesterol 0.06-0.45 [26, 28, 30, 31, 32
Kampesterol 2.28 -4.97 [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32]
Kampestanol 0.09-0.19 [28, 32]
Stigmasterol 0.58-1.22 [26, 27, 28, 30, 31, 32]
Klerosterol 0.55-1.17 [27, 28, 30, 32, 33]
Sitostanol 0.61-1.24 [28, 30, 32]
B-sitosterol 72.08-90 [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32]
A-5 avenasterol 4.82-20 [27, 28, 29, 31, 32]
A-5,24 stigmastadienol 0.1-0.92 [26, 28, 32]

A-7 Stigmastanol 0.20-0.42 [28, 32, 33]

A-7 Aveanasterol 0.48-1.02 [27, 28, 31, 32]
Toplam B-sitosterol 92.96-95.08 [28, 29, 30, 32]
Eritrodiol+Uvaol Toplami 0.72-3.62 [28, 29, 32]

Toplam Sterol

979.24-3015.57 ppm

[27, 28, 29, 30, 32]

Tablo 1 incelendiginde yapilan calisma sonuclarina
goére, toplam sterol igeriginin 979.24-3015.57 ppm
arasinda degistigi tespit edilmistir. Toplam sterol
miktarinin ise, yaklasik %72.08-90.00'in1 (-sitosterol,
%4.82-20.00’sini A-5 avenasterol, %2.28 -4.97’sini ise
kampesterol olusturmaktadir.

Yukarida tabloda 6zetlenen sterol bilesenleri UGzerine
zeytinyadi cesidinin ve bdlgesel karakterizasyonunun
etkisinin incelendigi calisma sonuglari asagida detayl
olarak sunulmustur:

ltoh ve ark. [26], Ispanyol cesitlerinden elde edilen
sizma ve rafine zeytinyag ile pirina yagindan olusan 9
zeytinyadi orneginin sabunlagsmayan madde (triterpen
alkoller, 4-metilsteroller, steroller ve triterpen dialkoller)
miktarlarinin belirlendigi arastirma sonucu 44 farkl

bilesen tanimlamiglardir. Natirel sizma zeytinyaginin
sabunlagmayan fraksiyonunun %89.3 oraninda (-
sitosterol, %5.6 oraninda 28-isofukosterol ve %3
oraninda kampesterol bileseninden meydana geldigi
tespit edilmigtir. Diger mindr bilesenlerin ise %1’in
altinda oldugu bildirilmistir.

Ug farkh zeytin gesidinden (Cvs. Cobrangosa, Madural
ve Verdeal Transmontana) elde edilen yaglarin sterol
bilesimi (zerine olgunlasma derecesinin etkisinin
belirlendigi bir diger calismada [41], cesitlerin farkli
Ozelliklerine dayali karakterizasyonu gergeklestiriimistir.
Arastirma sonucunda, 7 sterol bileseni (kolesterol,
kampesterol, stigmasterol, klerosterol, B-sitosterol, A-5
avenasterol, A-7 avenasterol) tespit edilmistir. Analiz
edilen 6rneklerin tamami Avrupa Birligi (AB) mevzuati
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tarafindan belirlenen 1000 ppm’in ¢ok Uzerinde toplam
sterol icerigine sahiptir [27].

Oueslati ve ark. [28], Tunus’'un glneyinde Tataouine
boélgesinde yetistirilen 4 ayri zeytin ¢gesidinden (Chemlali
Tataouine, Fakhari Douirat, and Zarrazi Douirat) elde
edilen zeytinyaglarinin sterol bilesimini incelemislerdir.
Orneklere ait toplam sterol igerigini 1040.92- 1717.02
ppm arasinda, eritrodiol+uvaol toplamini %21.50-2.40
araliginda tespit etmislerdir. B-sitosterol, A-5-avenasterol
ve toplam [3-sitosterol igeriklerinin ise sirasiyla %72.08-

82.75, %9.55-19.54 ve %94.15-94.38 araliginda
degisen oranlarda yer aldigini  saptamiglardir.
Arastirmacilar tarafindan, sterol bilesimlerinde meydana
gelen farklarin cografi  cesitlilikten ileri  geldigi
bildirilmigtir.

Onsekiz ayri  yerli zeytin cesidinden elde edilen

zeytinyaglarinin  fitosterol  igeriklerinin  incelendigi
calismada, arastirma materyali olarak kullanilan
Memecik, Uslu, Gemlik, Edremit, Celebi, Gulimbe,
Domat, Antalya yaglik, Saurani, Halhali, Sarn Hasebi,
Kalamata, Sari Ulak, Nizip yaglk, Kilis yaglik ve
Erkence zeytin cesitleri, 3 farkl uretim yilinda ve farkh
bolgelerden toplanmisgtir. Zeytinyaginin sabunlagsmayan
kisminin temel bileseni olan B-sitosterol, en yiksek
oranda Memecik gesidi zeytinyaglarinda (%89.25), en
disik oranda ise Saurani gesidi zeytinyaglarinda tespit
edilmistir. A-5- avenasterol ylizdesi en yiksek Saurani
cesidinde, en distk Sari Ulak gesidinde bulunmustur.
Sterol icerigi bakimindan Edremit g¢esidine ait yaglar
yuksek, Kalamata gesidine ait yaglar disuk oranda elde
edilmistir. Toplam sterol icerigi ise 979.24-3015.57 ppm
araliginda tespit edilmigstir. Eritrodiol ve uvaol oranlari
toplam steroller iginde %1.11-4.42 arasinda degisim
gOstermigtir. Elde edilen degerler genellikle Turk Gida
Kodeksi’ ne uygunluk gostermistir. Ancak, glney
bdlgelerimize ait bazi zeytinyagdlarinda A-7-stigmastenol
iceriginin  kodekste belirlenen  %0.5’lik ust sinir
degerinden yiksek oldugu bildirilmistir [29].

Memecik zeytin ¢esidi zeytinyaglarinin sterol bilesiminin
belirlendigi bir baska calismada, materyal olarak 5
zeytin érnedi Aydin ilinden, 4 zeytin 6érnegdi de Izmir
ilinden toplanmigtir.  Arastirma bulgulari, zeytinyagi
orneklerinin sterol bilesiminin (kampesterol hari¢) Turk
Gida Kodeksi’ ne uygun oldugunu gostermektedir.
Sterol bilesenlerinden [-sitosterol, A5-avenasterol ve
kampesterol, sirasiyla %80.76-83.00, %11.02-12.78,
%4.01-4.97 araliginda tespit edilmistir. Kampesterol
icerikleri TGK’de belirtilen Gst sinirin (en fazla % 4)
Uzerindedir. Toplam B-sitosterol orani ve toplam sterol
miktar ise sirasiyla, %94.01-95.08, 1157-1676 ppm
araliklarinda bulunmustur [30].

Essiari ve ark. [31], iki farkli iklim boélgesinde yetistirilmis
4 gesitten (Picholine marocaine, Arbequina, Haouzia ve
Menara)elde edilen zeytinyaglarinin kalitesi Uzerine
yetisme alaninin etkisinin belirledikleri galismalarinda,
zeytinyaglarinin - olgunluk indeksi ve fizikokimyasal
ozelliklerini (yag igerigi, serbest asitlik, peroksit degeri,
yag asitleri ve steroller) incelemiglerdir. 10C
standardinda belirlenen sterol limitleriyle
karsilastirildiginda, sonuglarin ‘Arbequina’ yaglarinda
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kampesterol iceriginin daha ylksek oldugunu tespit
etmislerdir. Major bilesen B-sitesterol ise %79.12-86.58
araliginda bulunmustur.

Hatay’'da yetistirilen Halhali, Sari Hasebi ve Gemlik
zeytin gesitlerinden iki fazl mekanik yontemle (kirma-
ezme, yogurma ve santriflj) elde edilen zeytinyagi
Orneklerinde sterol ve yag asidi kompozisyonlar ile
diger kalite kriterlerinin (serbest yag asitleri, peroksit
sayisl, toplam klorofil ve toplam karotenoid) belirlendigi
bir bagka c¢alismada sterol ve yag asidi
kompozisyonlarinin ¢esitlere goére 6nemli farkhliklar
gosterdigi bildirilmistir. Toplam sterol igerikleri 1025-
1686 mg/kg arasinda degistigi ve toplam sterol icerigi en
yuksek olan gesidin Gemlik, en disuk olan gesidin ise
Sari Hasebi oldugu tespit edilmistir. Toplam (-sitosterol
(B-sitosterol, A-5-avenasterol, A-5-24-stigmastadienol,
klerosterol, sitostanol) igerikleri %92.96-94.63 olarak
saptanmistir. Baslica sterol bilesenleri B-sitosterol
%83.08-88.21, A-5-avenasterol %4.82-6.97,
kampesterol %2.28-3.43 olarak bulunmustur.
Zeytinyaglarinda eritrodiol +uvaol igerikleri %1.68-2.71
arasinda belirlenmis olup, bu degerlerin Tirk Gida
Kodeksi'nde belirtilen sinirlar arasinda yer aldig
bildirilmistir [32].

ZEYTIN OLGUNLUK DERECESININ STEROLLER
UZERINE ETKISIi

Zeytin olgunluk derecesi, zeytinyad bilesimini ve kalite
parametrelerini etkileyen en énemli faktdrlerden biridir.
Zeytin meyvesinde 25 haftalik bir hiicre blylimesi
asamasindan sonra meyvenin yeterli irilige ulagsmasiyla
olgunlagsma sureci baglamaktadir. Aylarca devam eden
bu sirecte, meyvede meydana gelen fiziksel degisimler,
meyvenin irilesmesi, renginin yesilden sariya ardindan
kirmizimsi menekseye son olarak da koyu mor renge
donmesi olarak  gorilmektedir [2].  Zeytinyadi
fizikokimyasal bilesimi ve kalitesine, olgunlasma
boyunca meyvenin fizyolojik durumunda meydana gelen
degisimler dogrudan etki ederken, gevresel faktorler de
dolayli olarak etki etmektedir [33]. Zeytinyagi sterol
bilesimlerinin ~ zeytin  olgunluk  derecesine  bagl
degisimlerini inceleyen c¢alisma sonuglarn Tablo 2'de
verilmigtir.

Zeytin olgunluk derecesinin zeytinyadi sterol bilegimi
Uzerine etkisini inceleyen g¢alisma sonuglari ise asagida
detayli olarak 6zetlenmistir.

Konu ile ilgili yapilan bir calismada [34], 4 farklh hasat
doneminde (1996-1999) Cornicabra c¢esidi sizma
zeytinyaglarinin  sterol bilesimi Uzerine olgunlagsma
derecesinin etkisi incelenmigtir. Olgunluk ilerledikge
toplam sterol ve [-sitosterol miktarlari azalirken, A-5-
avenasterol miktarinin  artigi  tespit  edilmistir.
Kampesterol igerigi ise dizenli bir artis ya da azalis
gOstermemistir.

Finotti ve ark. [35] tarafindan yapilan ¢alismada, Buza
ve Lastovka zeytin gesitlerinin 1998 yil  hasat
sezonunda 3 farkli olgunlagsma doéneminde
sabunlagsmayan madde bilesimi incelenmistir. Olgunluk
derecesi arttikga kampesterol, stigmasterol ve
B-sitosterol miktarinin arttigi bildirilmigtir.
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Tablo 2. Zeytinyagd sterol bilesimlerinin olgunluga bagh degisimleri

Olgunlukla Artis Goésteren
Bilesenler [Kaynak]

Olgunlukla Azalis Gosteren
Bilegenler [Kaynak]

Olgunluktan Etkilenmeyen
Bilesenler [Kaynak]

Kolesterol [42] -
Kampesterol [35, 36, 37, 38, 40, 41]
Stigmasterol [35, 36, 37, 40, 41] -

B-sitosterol [35, 40]
A-5 avenasterol [6, 34, 37, 38, 42] -
A-7 Aveanasterol [6, 40]

Toplam Sterol [38]

Sitosatanol [6]
(- sitosterol [6, 34, 37, 38] -

Eritrodiol+Uvaol Toplami [41] -
Toplam Sterol [27, 34, 36, 37, 41, 42] -

Kolesterol [36]
Kampesterol [34]

A-5 avenasterol [27]

Picual ve Hojiblanca (Endilus
cesitlerine  ait  zeytinyaglarinin

olgunlagsma derecesinin  etkisinin incelendigi  bir
calismada [36] toplam steroller Picual g¢esidinde
olgunlagsma periyodu boyunca 6énemli dlgiide azalmistir
(%37.6), fakat Hojiblanca'da sadece %10'luk bir azalis

mengeili)
sterolleri  (izerine

zeytin

tespit edilmistir. Bunlara bagl olarak Hojiblanca
cesidinin  olgunlasma parametresinden daha az
etkilendigi sonucuna variimistir. Olgunluk derecesi

ilerledikce [B-sitosterol her iki cesit icin de 6nemli bir
azalis gosterirken, A5- avenasterol ise artis gostermistir.
Bu durumun da B-sitosterol bileseninin desatiiraz enzimi
aracihgiyla A5- avenasterol bilesenine déniusmesinden
kaynaklandigi bildirilmigtir.

Casas ve ark. [37] tarafindan yapilan c¢alismada
Extremadura bdlgesinde 3 farkli olgunluk déneminde
hasat edilen Carrasquefia, Cacerefia, Cornezuelo,
Corniche, Morisca, Picual ve Verdial de Badajoz olmak
Uzere 7 farkl gesitten elde edilen zeytinyagdlarinin sterol
icerikleriyle, eritrodiol + uvaol toplamlari incelenmistir.
24-metilen kolesterol her 3 olgunlukta da olgunlasma
derecesi bakimindan istatistiki olarak farkl gruplarda yer
almistir. Olgunlasma derecesi arttikga, kampesterol,
stigmasterol ve A-5-avenasterol artarken, toplam sterol
ve B-sitosterol azalmistir. Olgunluk dizeyinin eritrodiol +
uvaol toplaminda hafif bir artisa sebep oldugu ancak
onemli miktarda bir dedisime ugramadig belirlenmisgtir.

Ug farkl zeytin gesidinden (Cvs. Cobrangosa, Madural
ve Verdeal Transmontana) elde edilen yaglarin sterol
bilesimi Uzerine olgunlasma derecesinin etkisinin
belirlendigi bir diger calismada [27], cesitlerin farkli
ozelliklerine dayali karakterizasyonu gercgeklestirilmistir.
Arastirma sonucunda, 7 sterol bileseni (kolesterol,
kampesterol, stigmasterol, klerosterol, 3-sitosterol, A-5
avenasterol, A-7 avenasterol) tespit edilmistir. Analiz
edilen 6rneklerin tamami AB (Avrupa Birligi) mevzuati
tarafindan belirlenen 1000 ppm’in ¢gok Uzerinde toplam
sterol igerigine sahiptir. Toplam sterol miktari hemen
hemen tim o6rneklerde olgunlasmayla beraber azalma
egilimi gostermistir. A-5 avenasterol degerleri hicbir gesit
icin olgunlasmayla belirgin bir egilim géstermemistir.

Olgunlasma ve cografi kokenin Tunusta Ug¢ farkl
bdlgeden toplanan (Sfax, Sidi-Bouzid, Enfidha) Chemlali
cesidi  zeytinyaglarinin  sterolleri  (izerine etkisinin
incelendigi bir g¢alismada [38] Sidi-Bouzid ve Sfax
boélgeleri igin, olgunlasmayla birlikte toplam sterol ve
A-5-avenasterol igerigi artarken, [3-sitosterol orani
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azalmisgtir. Enfidha bdlgesi igin toplam sterol ve -
sitosterol  miktari  olgunlasmadan etkilenmemistir.
Kampestanol miktari ise, her 3 bdlgede olgunlasmayla
artmistir. Bu calisma ile sterol iceriginin, cografi
farkliliklardan etkilendigi belirlenmistir.

Olgunlagma ile ilgili yapilan bir bagka galismada [39] ise;
zeytinin olusumundan olgunlugu tamamlanincaya kadar
gecen slre boyunca (21. hafta-38. hafta) her hafta hasat
edilen Meski zeytinlerinin  olgunlasma boyunca
4-desmetilsterol ve fitostanol igeriklerinin kalitatif ve
kantitatif karakterizasyonu gergeklestirilerek, bu yiksek
degderli bilesenlerin maksimum seviyeye ulastigi hasat
doénemi belirlenmistir. Toplam yag icerigi meyve,
olgunlagsmasini tamamlayana kadar artmis, A-5 steroller
A-7 sterollerinden daha ylksek oranlarda bulunmustur.
Olgunlasma siireci boyunca, 4-desmetilsteroller ve
fitostanollerin en yiiksek orana ulastiklar 26. hafta ayni
zamanda optimum hasat zamani olarak kabul edilmigtir.
2007-2008 sezonunda iki hafta aralikh g farkh olgunluk
derecesinde  (benekli, mor ve siyah dbénem)
Avusturalya’da hasat edilen Frantoio, Barnea ve Picual
cesitlerinden elde edilen zeytinyaglarinin sterol igerigini
ve profilini etkileyen kosullarin (meyve boyutu, sulama,
yogurma slresi ve sicakligi, hasat zamani, cesit)
degerlendiriimesini amagclayan bir calisma
gerceklestirilmistir. Toplam sterol ylzdesi; Frantoio igin
1490, Barnea igin 1700 ve Picual icin 1500 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Olgunlagsma derecesiyle B-sitosterol ve
sitostanol miktarlarinin azaldigini, A5-avenasterol ve
A7-avenasterol miktarlarinin ise arttigini bildirmiglerdir

(6].

Bir bagka arastirmada, Guney Yunanistanin farkl
bdlgelerinden farklh hasat donemlerinde toplanilan
Koroneiki cesidi zeytinlerden elde edilen
zeytinyaglarinin ~ sterol  bilesimi  analiz  edilmigtir.
Kampesterol, stigmasterol,  A-7-stigmasterol  ve
B-sitosterol degerleri olgunluk derecesinin artmasiyla
artis gostermislerdir [40].

Carrasquefia ve Morisca gesitlerine ait zeytinyaglarinin
sterol bilesiminin belirlendigi ¢alismada, 3 farkli hasat
dénemi uygulanmistir.  Olgunlasmayla B-sitosterol,
stigmasterol ve kampesterol miktarlari artarken,
A-5-avenasterol azalmistir. Eritrodiol+uvaol toplami ise,
olgunluk indeksinin artmasiyla azalmistir [41].

Yorulmaz ve ark. [42], olgunlasma derecesinin, yaygin
olan yerli gesitlerimizden Memecik ve Edremit cesidi
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zeytinyaglarinin ~ sterol  bilesimi  Uzerine  etkisini
belirlemiglerdir. Olgunlasmadan en ¢ok etkilenen
bilesenlerin her iki cesit icin de; kampesterol, B-
sitosterol, A-5 avenasterol ve toplam sterol igerikleri
oldugunu belirlemiglerdir. Toplam sterol igeriginin
olgunlagsmayla Memecik zeytinyagdlarinda (1747.47-
1479.28 ppm) azaldigini, Edremit cesidi
zeytinyaglarinda ise  (2169.55- 2278.21 ppm)
Onemsenmeyecek derecede bir artis gosterdigini
bulmuslardir. B-Sitosterol ve A-5 avenasterolin de,
toplam sterol miktariyla benzer sonuglar géstererek
olgunlasmayla Memecik cesidi zeytinyaglarinda arttig,
Edremit cesidi zeytinyaglarinda ise dalgalanmalar
gOstererek arttigi tespit edilmistir. Ayrica Memecik cesidi
zeytinyaglarinda olgunlasmayla, kampesterol,
stigmasterol, klerosterol, 3-sitosterol, sitostanol, A-5,24-
stigmastadienol, toplam sterol miktarinin azalirken,
kolesterol ve A-5-avenasterolln arttigi belirlenmigtir.

ZEYTINYAGI URETIMINDE ) YO_Gl_JRMA
SARTLARININ STEROLLER UZERINE ETKISi

Yag kalitesi tUzerine etkili diger bir faktor olan zeytinyagi
ekstraksiyonu, gida sanayii agisindan son derece
onemli bir iglemdir. Ekstraksiyon slresince, zeytinyagi
bilesimi ve kalite 6zelliklerine etki eden 6nemli asama
zeytin ezmelerinin farkl sicaklik ve sirelerde islendigi

yogurma (malaksasyon) asamasidir. Ancak
zeytinyagina istenilen o6zelliklerin kazandiriimasi igin
uretim asamalarinda etkili olan yogurma
parametrelerinin  bilinmesi  ve  kontrol  edilmesi

gerekmektedir [8]. Zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda
uygulanan farkli yogurma sicaklik ve siire uygulamalari
yagin kimyasal bilesimi ve kalitesinde degisiklige sebep
olmaktadir.

Di Giovacchino ve ark. [43] tarafindan yapilan
calismada, zeytinyagi ekstraksiyonu icin yapilan
teknolojik igslemlerin zeytinyadi kalitesi Uzerine etkileri
incelenmistir. Yogurma asamasinda zaman ve sicaklik
degisiminin sizma zeytinyaglarinin sterolleri Uzerinde
onemli bir etkiye sahip olmadigini bildirmiglerdir. Kaliteli
bir zeytinyagi eldesi icin ise yogurma suresinin 45-90
dakika arasinda olmasi gerektigi belirtilmistir.

Koutsaftakis ve ark. [12], ekstraksiyon sistemi, hasat yili

ve yogurma sicakliginin Koroneiki cesidi
zeytinyaglarinin ~ sterol  bilesimi  Uzerine etkilerini
arastirmiglardir.  1995-1996 ve 1996-1997 hasat

sezonunun 3 farkli olgunluk déneminde hasat edilen
zeytinlerden, iki fazli ve U¢ fazli santrifij sistemleri ve
presleme kullanilarak zeytinyagi elde elde edilmigtir.
Calismada yogurma sirasinda uygulanan sicakliktan en
cok etkilenen bilesenler stigmasterol, A-5 avenasterol ve
B-sitosterol, triterpen dialkollerden de uvaol olmustur.

45°C’deki yogurma sirasinda, stigmasterol ve -
sitosterol icerigi ylUksek bulunurken, A5-avenasterol
icerigi dusuk bulunmustur. Kampesterol/stigmasterol

orani ise 30°C sicaklik uygulamalarinda daha ylksek
oranda tespit edilmigtir.

ispanya'da yag (retimi icin en gok yetistirilen iki cesit
olan Arbequina ve Picual gesitlerine ait zeytinyaglarinin
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uvaol ve eritrodiol igeriklerine yogurma sartlarinin ve
kirma kosullarinin etkisi laboratuvar olgekli kosullar
altinda belirlenmistir [44]. Bu amagla, ekstraksiyon igin
uc farklh elek capi (4, 5 ve 6 mm), farkh yogurma
sicakliklar (20°C ve 30°C) ve farkli yogurma sureleri (20
ve 40 dk.) denenmistir. Yogurma sicakhdi ve suresinin
artmasi, eritrodiol iceriginde uzun yodurma surelerinde
artis gOstermistir. Picual yaglarn icin, daha yuksek
oranda uvaol igerikleri yogurma siresinin uzatiimasiyla
elde edilmistir. Bu bulgularin sizma zeytinyagi
bilesiminin zeytin hamuru hazirlama (yogurma ve kirma)
kosullarinin dizenlenmesiyle gelistirilebilecegini
bildirmislerdir. Tim 6rneklerde eritrodiol+uvaol degerleri
resmi standartlarda natirel sizma zeytinyadl icin
belirtilen %4.5 sinirinin altinda olup, standarda uygunluk
gostermisgtir.

Guillame ve ark. [6] tarafindan yapilan ¢calismada 2007-
2008 sezonunda ug farkli olgunluk derecesinde (benekli,
mor ve siyah donem) Avusturalya’da hasat edilen
Frantoio, Barnea ve Picual c¢esitlerinden elde edilen
zeytinyaglarinin sterol igerigini ve profilini etkileyen
kosullarin (meyve boyutu, sulama, yogurma siresi ve
sicakligi, hasat zamani, ¢esit) degerlendiriimesini
amagclamislardir. Yodurma surelerinin 30, 15 ve 60
dakika, yogurma sicakliklarinin 15, 25 ve 35°C oldugu
calismada, eritrodiol+uvaol toplami, stigmasterol ve
toplam sterol miktari sicaklikla artmistir. Stireden en ¢ok
etkilenen eritrodiol+uvaol toplami olmustur ve sireyle
orantili olarak artmigtir. Stigmasterol ve A7-stigmasterol
icerikleri ise slireden daha az oranda etkilenmis olup,
eritrodiol ve uvaol toplamiyla benzer egilim gostermigtir.

Abu Alruz ve ark. [14] tarafindan yapilan galismada
Filistin'in farkh bolgelerinden hasat edilmis 4 farkli
ceside (Nabali, Modified Nabali, Manzanillo, K18) ait
zeytinyaglarinin  A-7-stigmastanol icerigine etki eden
faktorler (bocek zarari, cografi yapi, isleme Oncesi
meyve depolanmasi, cografi alan, zeytin tohumlari,
isleme sicakhgi, zeytin yapraklari, toprak tirt, hasat
zamani, zeytin g¢esidi ve zeytinyadi depolanmasi)
incelenmistir. Arastirma sonuglarina goére, yogurma
sicakhgl arttikga A-7-stigmastanol orani belli dereceye
kadar dogrusal bir artis gostermistir. Arastirma
sonuglari, A-7-stigmastanol oraninin gesitten de
etkilendigini ortaya koymustur.

SONUG

Calismada cesit, olgunluk derecesi ve ekstraksiyon
parametrelerinin  zeytinyaginin  sterol profili Gzerine
etkileri ile ilgili yapilan c¢alismalar derlenmistir.
Olgunlugun ilerlemesiyle zeytinyaglarinda kampesterol,
stigmasterol, A-5-avenasterol artarken, toplam sterol, 8-
sitosterol ve  kolesterol miktarlarinin  azaldigi
gOrulmektedir. Bununla birlikte cografi kdkenin de sterol
profili Uzerinde etkili oldugu ve farkl boélgelere ait ayni
cesit zeytin meyvelerinden elde edilen zeytinyaglarinin
sterol  bilesimlerinin  degisiklik  gbsterdigi  rapor
edilmektedir.

Yogurma isleminin etkisi incelendiginde ise yogurma
sirasinda uygulanan sicakliktan en c¢ok etkilenen
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bilesenlerin B-sitosterol, A-5-avenasterol, kampesterol,
stigmasterol ve eritrodiol+uvaol oldudu, ayrica uzun
yogurma suresinin eritrodiol+uvaol toplamini arttirma

egilimi  gosterirken, sterollerin  miktarini  olumsuz
etkiledigi bildirilmektedir.
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6z

3-Monokloropropan-1,2-diol (3-MCPD) ve glisidol, serbest veya esterlesmis formlarda bulunabilen 1sil islem kaynakl
gida bulasanlaridir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) 3-MCPD’yi Grup 2B (insanlar i¢in olasi karsinojen)
glisidoli ise Grup 2A (insanlar igin muhtemel karsinojen) olarak siniflandirmistir. Toksisitesinden dolayi serbest 3-
MCPD igin maksimum tolere edilebilir ginlik alim (TDI) miktann JECFA tarafindan 2 ug/kg vicut adirh@ olarak
belirlenmistir. Ayrica Avrupa Komisyonu’nun 2018 yilinda yaptidi son diizenleme ile bitkisel yagdlarda glisidil esterleri
limit degeri 1 mg/kg olarak belirlenmistir. Mono ve digliseritler ile klor iyonu gibi prekirsorlerin rafine bitkisel yaglarda
3-MCPD ve glisidil ester bulasanlarinin olusumundan sorumlu oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda bitkisel yaglarin
rafinasyonu sirasinda uygulanan sicaklik ve slrenin de bu bulasanlarin olusumunu 6nemli dlglide etkiledigi tespit
edilmistir. Bu derlemede, ilgili glincel literatiir 1s1ginda bitkisel yaglarda 3-MCPD ve glisidil esterleri olusumuna sebep
olan faktorler ve bu bulasanlarin azaltiimasinda kullanilan yontemler incelenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: 3-MCPD, Glisidil ester, Bitkisel yag

3-Monochloropropane-1,2-diol (3-MCPD) and Glycidyl Esters Formed in Vegetable Oils
ABSTRACT

3-Monochloropropane-1,2-diol (3-MCPD) and glycidol, which can exist in both free or bound forms, are process
contaminants that can form during heat processes. The International Agency for Research on Cancer (IARC)
classified free 3-MCPD and glycidol under Group 2B (possible carcinogenic to humans) and Group 2A (probably
carcinogenic to humans), respectively. Due to its toxicity JECFA recommended a maximum tolerable daily intake
(TDI) of 2 ug/kg body weight for free 3-MCPD. Furthermore, the maximum level of glycidyl esters in refined vegetable
oil was determined as 1 mg/kg in the regulation of European Commission in 2018. Precursors such as mono-
diglycerides and chlorine are responsible for the formation of 3-MCPD and glycidol. Additionally, it has been found
that the formation of these contaminants can be significantly influenced by temperature and time applied during the
refining processes of vegetable oils. In this review, factors affecting 3-MCPD and glycidyl ester formation and the
mitigation strategies of these contaminants are discussed.
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GIiRIS olarak termal kaynakli bulasanlar olusabilmektedir.

Bunlarin bazilar gidanin gérinimu ve duyusal kalitesini
Gidalarin birgogu Uretim agsamasinda farkli 1sil islemlere iyilestirirken, bazilari da gidayr olumsuz yoénde
tabi tutulmaktadir. S6z konusu islem kosullarina bagl etkileyebilmekte ya da toksik etki gosterebilmektedir [1].

96


https://orcid.org/0000-0002-3850-5552
https://orcid.org/0000-0002-1774-8512
https://orcid.org/0000-0002-1534-6800

K. Emektar, M.N. Kantekin Erdogan, A. Tekin Akademik Gida 18(1) (2020) 96-104

3-MCPD ve glisidil esterleri 1sil islem kaynakli gida
bulasanlardir [2, 3]. Genellikle yag asitleriyle esterlesmis
formda bulunan bu bilesikler, az miktarda da serbest
formda bulunabilmektedir [4]. 3-MCPD’nin serbest formu
ilk kez 1978 yilinda, bagl formu (yag asitleriyle
esterlesmis hali) ise 1980 yilinda [5, 6] tespit edilmistir.
Bahsi gegen her iki form da soya sosunda bulunan asit-
hidrolize bitkisel proteinlerde belirlenmistir.  Aralik
2007°de ise bebek mamalarinda 3-MCPD esterlerinin
yuksek miktarlari rapor edilmis ve insan sitindeki varlig
saptanmistir [7, 8]. EFSA tarafindan yurdtilen
arastirmada soya sosu, cips, gerez, kraker, biskuvi, kek,
cesitli pastane Urunleri, tltstlenmis et ve balik Urtnleri,
bebek mamalari, rafine bitkisel yaglar, margarinler ve
hayvansal yaglarda 3-MCPD ve glisidole rastlanmistir
[9].

3-MCPD ve dlisidol ile ilgili toksikolojik calismalar son
yillarda ivme kazanmistir. Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (IARC) 3-MCPDyi Grup 2B (insanlarda olasi
karsinojen), glisidolli ise Grup 2A (insanlarda muhtemel
karsinojen) olarak siniflandirmistir [10, 11]. Avrupa
Komisyonu tarafindan (2006) soya sosu ve asit hidrolize
soya proteini igin maksimum serbest 3-MCPD limiti 20
pag/kg olarak belirlenmistir [12]. Turk Gida Kodeksi
Bulasanlar Tebligi'nde soya sosu ve asit hidrolize soya
proteini icin ayni limit degerler yer almaktadir [13].
JECFA (Gida Katki Maddeleri FAO/WHO Ortak
Uzmanlar Komitesi), serbest 3-MCPD igin maksimum
tolere edilebilir glinlik alim (TDI) miktarini 2 pg/kg vicut
agirhg olarak agiklamistir [14]. Ulkemizde de Avrupa
Komisyonu’'nun (2018) yaptigi son diizenleme ile bitkisel
yaglarda glisidil esterleri i¢in limit deger 1 mg/kg olarak
belirlenmigtir [12].

Deney hayvanlari ile yapilan galismalarda, 3-MCPD’nin
karsinojenik etkisi tespit edilmistir. Yapilan kisa sureli
calismalarda kanda, bdbreklerde ve spermde cesitli
toksikolojik etkilere, uzun sureli calismalarda ise
farelerde timore neden oldugu gézlenmistir. Glisidol ise
hucrelerde karsinojenik etkinin yani sira genotoksik
etkilere de sebep olmaktadir [15-19]. Almanya Federal
Risk Degerlendirme Enstitisii (BfR), 3-MCPD ve glisidil
esterlerine bebek mamalarinda da rastlandigini ve
bebeklerin bu bulasanlara karsi daha hassas oldugunu
bildirmistir. BfR, olusabilecek risklere karsi rafine
yaglarin uretiminde alternatif tekniklerin gelistirilmesini
onermektedir [20].

3-MCPD ve glisidil esterleri daha gok monogliserit (MG)
ve digliseritler (DG) tarafindan olusturulmaktadir [1]. MG
ve DG asidik kosullarda glisidil esterleri ve agiloksonyum
iyonlari olusturabilmektedir. Agiloksonyum iyonlar ile
klorun nukleofilik reaksiyonu 3-MCPD esterlerinin
olusumuna sebep olabilmektedir. 3-MCPD esteri
olusumunu etkileyen temel etmenlerin klor iyonlari,
agilgliseroller, sicaklik ve sire oldugu rapor edilmistir
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[21]. Glisidil esterlerinin ise asidik kosullarda ve yuksek
sicakliklarda MG ve DG’den olustugu saptanmistir [22].
Rafine yaglarin rafine edilmemis yaglara kiyasla daha
yiksek miktarda 3-MCPD ve glisidil esteri icerdikleri
tespit edilmistir. Gunimizde 3 MCPD ve (dlisidil
esterlerinin yaglarin rafinasyonu sirasinda meydana
geldigi bircok arastirmaci tarafindan gosterilmis ve
Ozellikle yuksek sicakliklarda gerceklesen
deodorizasyon isleminin bu olusumda kritik 6Gneme sahip
oldugu bildiriimistir [18, 23-25].

3-MCPD ve glisidil esterlerini iceren rafine bitkisel yaglar
dogrudan tiketilmekte ya da gesitli gidalarin tretiminde
kullanilabilmektedir. Bahsi gecen bulaganlari iceren
gidalarin ve vyaglarin tiketiimesinin sagliga zararh
oldugu uluslararasi otoritelerce bildiriimistir. Bu nedenle,
rafine bitkisel yaglarda 3-MCPD ve dlisidil esterleri
olusumunun  engellenmesi, var olanlarin ise
uzaklastinimasi  blyik ©6nem tasimaktadir. Bu
derlemede, 3-MCPD ve glisidil esterlerinin olusumu ve
bu esterlerin azaltimasinda kullanilan ydntemler
Uzerinde durulmustur.

RAFINE BITKISEL YAGLARDA 3-MCPD VE
GLisIDIL ESTERLERININ OLUSUMU

3-MCPD esterlerinin klor varliginda gidalarin islenmesi
sonucu birincil tepkime reaksiyonlar ile olustugu rapor
edilmistir. Bu reaksiyon yiksek yag ve tuz iceren
gidalarin i1sil isleme maruz kalmasiyla gergceklesmektedir
[26, 27]. Gliserol ve gliseritlerde 3-MCPD ester olusumu
tuz konsantrasyonunun artmasiyla artmakta ve yaklasik
%15 su igerigi ile maksimum seviyeye ulasmaktadir [9].
Su varliginda ve yiksek sicakliklarda trigliserit (TG), DG
ve MGye hidroliz olmaktadir. 3-MCPD esterleri
acilgliserol molekulindeki agil ya da hidroksil gruplarinin
klor iyonu ile yer degistirmesi sonucu olugsmaktadir [28].
Ortamda su bulunmadiginda ise agcil gruplarinin 6n
hidrolizi gerceklesememekte, ancak gliserol
molekulindn hidroksil grubu ile klorun direk yer degisimi
s0z konusu olmaktadir [9]. 3-MCPD ester olusumu
yuksek sicakliga bagl olarak artmaktadir [28, 29].

Sekil 1 ve 2'de serbest ve bagl (esterlesmis) 3-MCPD
ve glisidoltin kimyasal yapisi gorulmektedir.

HO OH Q\—r::nH
3-MCPD Glisidal

Sekil 1. Serbest 3-MCPD ve glisidoliin kimyasal yapilari
(9]
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Sekil 2. 3-MCPD ve glisidil esterlerinin kimyasal yapilar [9]

3-MCPD ve glisidol yaglarda yag asitleri ile esterlesmis
formlarda bulunabilir. Bu esterlesme genellikle bitkisel
yaglarin ylksek sicaklikta islenmesiyle olusmaktadir.
Esterlesme yagin gesidine bagl olmakla birlikte yaygin
olarak laurik, miristik, palmitik, stearik, oleik, linoleik ve
linolenik asit ile gergeklesmektedir [9]. 3-MCPD ve
glisidil esterlerinin yemeklik yaglardaki varligi ilk defa
2006 yilinda rapor edilmistir [25].

Bitkisel ham yaglarinin bircodu ekstraksiyon sonrasinda
insan tlketimine ve endustriyel gida Uretimine uygun
degildir. Yag ile ekstrakte edilen ve ham yagda bulunan
mindr bilesenler drindn duyusal, beslenme ve teknolojik
Ozelliklerini 6nemli 6lgide etkilemektedir. Ham yagin
rafinasyonu ile bu bilesenler uzaklastiriimakta ve yaglar
insan tuketimine ve gida endustrisinin kullanimina
uygun hale gelmektedir [30].

Rafinasyon islemi degumming (yapiskan maddelerin
alinmasi), noétralizasyon (serbest asitlerin gideriimesi),
agartma (renk giderme) ve deodorizasyon (koku
giderme) olmak Uzere temelde dort basamaktan olusur.
Rafinasyonun son basamagi olan deodorizasyon islemi
hidrokarbonlar, PAH’lar (polisiklik aromatik hidrokarbon),
pestisitler, serbest asitler ve ugucu bilesenleri
uzaklastirmak Uzere yag cesidine bagl olarak yiksek
sicakliklarda uygulanan bir buhar distilasyonu islemidir
[18]. Yemeklik bitkisel yaglarda (6zellikle palm yagi)
deodorizasyon iglemi slresince yuksek sicakliklara
maruz kalinmasi sonucu, 3-MCPD ve dlisidil esterleri
olusmaktadir [22, 31, 32]. Ayrica deodorizasyon
sirasinda TG'ler serbest yad asitleri, DG ve MG'ye
hidroliz olmakta ve bu maddeler 3-MCPD ve glisidil
esterlerinin ~ olusumunu  artirmaktadir  [33]. ILSI
(Uluslararasi Fen Bilimleri Enstitist) 3-MCPD ester
olusumuna etki eden temel faktorleri klor iyonlari,
gliserol, TG, MG, DG ile birlikte sicaklik ve sure olarak
siralamistir. Ozellikle MG ve DG'nin yag icerisindeki
orani arttikga ester olusumunda da lineer bir artis
oldugu bildirilmistir [34].

Shimizu ve ark. [35] 3-MCPD ve (glisidil esterleri
olusumunu tetikleyen prekirsorlerin etkisini ayri ayri
tespit etmek amaciyla, 240°C’de klor iyonlarinin
varliginda ve yoklugunda tri-, di- ve monooleini sicaklik
testine  tabi  tutmustur. Ortamda  klor iyonu
bulunmadiginda di- ve monooleinden glisidil esterleri
olustugu gorulmustir. 3-MCPD esterlerinin olusumu ise
klor iyonu varliginda di- ve monolein tarafindan
gerceklesmistir. Bunun yaninda trioleinin deodorizasyon
sicakligi boyunca stabil kaldigi ve ¢ok az miktarda ester
olusumuna sebep oldugu gézlenmistir. Bulgular, di- ve
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monooleinin 3-MCPD ve glisidil esterleri olusumunda
etkin prekirsorler oldugunu géstermistir.

Craft ve ark. [36] tarafindan yuksek sicakliklarda
(280°C’ye kadar) DG’nin glisidil ester olusumu Uzerine
etkisi incelenmistir. Olusumun 230-240°C’nin Uzerindeki
sicakliklarda daha yiksek oldugu saptanmis ve bu
degerin rafinasyon islemi igin Ust limit olarak
dusunilmesi gerektigi belirtiimistir. Yine ayni galismada,
rafine yaglarda DG seviyelerinin %3-4’U0 asmasiyla,
glisidil ester olusumunun hizlandigi saptanmistir. S6z
konusu olugsumun 200°C’nin altinda minimum diizeyde
oldugu, ancak ozellikle 220-230°C’nin Uzerindeki
sicakliklarda bilesen konsantrasyonunda onemli artislar
gozlendigi rapor edilmistir. Bazi bitkisel yaglarda tespit
edilen 3-MCPD ester degerleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1 incelendiginde, rafinasyonda uygulanan yiksek
sicaklik nedeniyle rafine edilmis yaglarin ham yaglara
kiyasla daha fazla 3-MCPD ester icerdidi goriilmektedir.

Franke ve ark. [24] rafinasyon isleminin 3-MCPD
esterlerinin  olusumu Uzerine etkisini  incelemek
amaciyla, palm ve kanola yagina kimyasal rafinasyon
uygulamistir. Calisma sonunda, agartma isleminden
sonra palm yaginda 3-MCPD ester miktarinin 6.1
mg/kg'dan 2.5 mg/kg’a dustigl, ancak deodorizasyon
sonrasinda bu degerin 4.6 mg/kg'a yikseldigi
g6zlenmistir. Ham kanola yaginin deodorizasyonundan
sonra 3-MCPD ester seviyesinin arttigi ancak palm yagi
ile kiyaslandiginda bu artisin daha disik (1 mg/kg)
oldugu belirlenmisgtir.

iklim, toprak, bitkilerin biiyiime kosullari, genotipleri,
hasat teknikleri ve proses kosullari gibi etkenler 3-MCPD
ve glisidil esterlerinin olugsum seviyesini etkilemektedir
[41]. Dinya capinda genis bir kullanim alanina sahip
oldugu igin palm yagi Uzerine bircok ¢alisma yapilmistir.
Palm yagi bir meyve yagidir ve tohum yaglarina kiyasla
daha fazla su igermektedir. Bu nedenle, hidroliz
reaksiyonlarina karsi daha hassastir. Bu reaksiyonlar
sonucu olusan yiksek orandaki MG ve DG ise 3-MCPD
ve glisidil esterlerinin olusumuna sebep olmaktadir [33].
Palm yaginda organoklorlu bilesiklerin varligi 3-MCPD
esterlerinin olusumu igin potansiyel klor kaynagi olarak
gOsterilmektedir [42]. Palm agaci yetisirken toprak ve
sudan gelen klor iyonlarini absorbe etmekte ve bu
durum 3-MCPD olugsumuna zemin hazirlamaktadir [41].
Ayrica palm yaginda 3-MCPD esterlerinin olusumu,
yagin rafinasyonu sirasinda yuksek sicakliklara maruz
kalmasi ile dogrudan iligkilidir [24, 37].
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Tablo 1. Farkl bitkisel yaglarda tespit edilen 3-MCPD ester miktarlari

Yag Cesidi 3-MCPD ester (mg/kg) Kaynak

Rafine
Zeytinyagi 1.380-1.630 [37]
Aycicek yagi 0.504-1.044 [38]
Fistik yagi 0.450-1.187 [38]
Aspir yagi 1.400 [39]
Hindistan cevizi yagi 0.600 [39]
Kanola yagi 0.226-1.069 [38]
Susam yagi 0.651-1.344 [38]
Soya yagi 0.224-1.090 [38]
Misir yagi 0.219-1.826 [38]
Palm yagi 1.294-1.646 [38]
Margarin 0.789-1.602 [38]
Palm cekirdegi yagi 0.200-0.900 [40]

Ham
Aygicek yagi <0.025-0.098 [38]
Fistik yagi <0.025-0.083 [38]
Kanola yagi <0.025-0.438 [38]
Susam yagi <0.025-0.356 [38]
Soya yagdi <0.025-0.109 [38]

Bitkisel yaglarin TG oranlari %96-99 araliginda iken, DG
oranlari %1-2 civarinda olabilmektedir. Ancak palm
yaginda DG oraninin %4 ile %12 arasinda degistigi ve
ortalama %6.5 oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle palm
yagl diger yaglara kiyasla rafinasyon sirasinda daha
fazla  miktarda 3-MCPD ve  (glisidil  esteri

olusturabilmektedir [43].

Hrncirik ve van Duijn [31], palm yagdinin fiziksel ve
kimyasal rafinasyonunda kismen diisiik deodorizasyon
sicakliklarinda bile (230°C) ylksek seviyelerde glisidil
ester (~2 mg/kg) olusabilecegini gézlemlemistir. Ester
miktari deodorizasyon suresi ve sicakliginin artmasi ile
artis gostermisgtir.

RAFINE BITKISEL YAGLARDA 3-MCPD VE
GLisIDIL ESTER MIKTARLARININ
AZALTILMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Rafine bitkisel yaglarda 3-MCPD ve glisidil ester
miktarlarini azaltmada, s6z konusu bulasanlarin olusum
mekanizmalarinin ve olasi prekursorlerinin  bilinmesi
bliydk o6nem tasimaktadir. Konu hakkinda yapilan
calismalardaki azaltma stratejileri: rafinasyon islemine
girmeden Once bulasanlarin olasi prekursorlerinin
elimine edilmesi, rafinasyondaki degumming, agartma,
noétralizasyon ve deodorizasyon basamaklarinda islem
kosullarinin kontrol altina alinmasi ve rafinasyon sonrasi
farkli uygulamalarla mevcut bulasanlarin  minimize
edilmesi olarak 6zetlenebilir.

Rafinasyon Oncesi Alinabilecek Onlemler
Klorun Uzaklastiriimasi

3-MCPD ester olusumuna neden olan prekursorlerin
hammaddeki varligi iklim, toprak, gubreleme, hasat
islemleri  ve saklama kosullarindan  dogrudan
etkilenmektedir [18]. Hammaddedeki klorlu bilesenler 3-
MCPD esterlerinin olusumunda rol alan en o6nemli
prekursorlerdendir [44]. Bu olusumu azaltmak igin klor
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iceren bilesenler rafinasyon oOncesinde ham yagdan
uzaklastinimahdir. Ham yaglarda Kklorlu bilegenleri
azaltmak icin yaglar cesitli ¢ozlculerle
yikanabilmektedir. Craft ve ark. [45] tarafindan yapilan
g¢alismada, ham palm yag deodorizasyon igleminden
Oonce etanol:su (1:1) ile yikanmis ve 3-MCPD ester
miktarinin  yaklasik %30 oraninda azaldidi tespit
edilmistir. Bununla birlikte en iyi etki palm meyvesi
pulpunun yag ekstraksiyonu éncesi yikanmasi ile elde
edilmistir. Yikama islemine tabi tutulmamis deodorize
palm yadina kiyasla ester miktarinda %95 oraninda
azalma gozlenmistir.

Yine farkli bir galismada klor iyonlarini uzaklastirmak
icin ham palm yagi su ve/veya etanol ile yikanarak 3-
MCPD ester miktari %20-30 oraninda azaltiimistir [18].
Sonug olarak, ham bitkisel yaglarin polar ¢oziicilerle
(klorsuz su veya etanol:su) yilkanmasi suda ¢6zlnen
kloru uzaklastirmaya ve 3-MCPD ester olusumunu
azaltmaya yardimci olmaktadir [41].

Nagy ve ark. [46] 3-MCPD esterlerini azaltmak igin
herhangi bir ¢dzicu kullanmadan belirli organokloriu
bilesenlerin tuzak ajanlari (MG’ler) kullanilarak yagdan
uzaklastinimasini hedefleyen bir galisma yurutmustar.
islem, ham bitkisel yaglanin tuzak ajanlar ile
karistinlmasi, homojenizasyonu ve daha sonra tuzak
ajanlarin kristallendirilerek yagdan ayrilmasi seklinde
gerceklestiriimistir. Calismada ham aygicek, soya ve
misir yaglari kullaniimigtir. Monostearin gibi yiksek
erime noktasi ve yuksek polariteye sahip tuzak ajanlarin
yuksek erime noktasi ve disUk polariteye sahip
(palmsterain) ya da yilksek polarite dusik erime
noktasina sahip (monoolein/monolinolein) tuzak ajanlara
kiyasla daha etkili oldugu go&zlenmistir. Organokloriu
bilesenlerin tuzak ajanlar tarafindan yakalanmasi ile isil
isleme tabi tutulan yaglarin gesidine bagh olarak MCPD
ester miktarlarinda  %60-90 oraninda azalma
gOzlenmistir.



K. Emektar, M.N. Kantekin Erdogan, A. Tekin Akademik Gida 18(1) (2020) 96-104

Gliseritler

Palm yagi diger bitkisel yaglara kiyasla daha fazla DG
(ortalama %6.5) igermektedir. Bu durum, palm yaginin
3-MCPD ve (lisidil esteri olusumuna neden daha
hassas oldugu sorusunu agiklamaktadir. Yiksek oranda
su igeren yagl hammaddelerde lipaz aktivitesi de
yliksek olmakta ve TG’nin hizli hidrolizi ile ylUksek
miktarda DG meydana gelebilmektedir. Palm yagi
rafinasyon islemine ne kadar az DG ile girerse, 3-MCPD
ve (glisidil ester olusumunda da o oranda azalma
saglanabilmektedir. Bunu basarmak igin temel sart, ham
maddenin dikkatli secilmesi (6zellikle palm meyvesi) ve
paketlenmesidir. Ayrica hizli hasat ve sterilizasyon
islemlerine de dnem verilmelidir [43].

3-MCPD Glisidil

Rafinasyon Sirasinda ve

Esterlerinin Azaltiimasi

Degumming, Agartma ve Nétralizasyon

Ramli ve ark. [47] tarafindan yapilan c¢alismada,
degumming isleminde  su (%2) ve  farkh
konsantrasyonlarda fosforik asit (%0.02-0.1)

kullanilirken, agartma igleminde ise %1 oraninda 6 farkli
(nétral ve asit ile aktiflestiriimis) agartma topragi
kullaniimistir. Sonug olarak, ham palm yaginda 3-MCPD
esterleri tespit edilemezken, fosforik asitle yapiskan
maddeleri giderilmis (%0.1) ve asit ile aktiflestiriimis
toprakla agartilmis rafine yaglarda 3-MCPD esterlerinin
yiksek seviyede (3.89 mg/kg) olustugu gozlenmistir.
Buna karsin su ile yapigskan maddeleri giderilmis ve
noétral agartma topragi ile agartilmis yaglarda esterlerin
daha disik seviyede (0.25 mg/kg) olustugu
gOrtlmastur. Bulgular degerlendirildiginde, degumming
islemi sirasinda asit kullaniminin 3-MCPD ester
prekursorlerinin olusumunu aktive ettidi ve daha yiksek
miktarda ester olusumuna sebep oldugunu sonucuna
variimistir.

Asidik topraklar proton vererek organik bilesiklerin
protonlasmasina neden olabilirler ve birgok organik
reaksiyonu katalizleyebilirler [48]. Klor varhgdinda
gliseritlerin protonasyonu gortlmekte ve bu durum 3-
MCPD esterlerinin  olusumuna sebep olmaktadir.
Agartma isleminde nétral pH’ya yakin agartma topragi
kullaniminin, 3-MCPD ester olusumunu azalttigi
dustnulmektedir [43, 47].

Hew ve ark. [49] rafine palm yaginda bulunan 3-MCPD
ve (glisidil esterlerini azaltmak amaciyla fiziksel
rafinasyonun degumming ve agartma basamaklarini
yeniden dizenlemistir. Yapiskan maddelerin
giderilmesinde %1 oraninda fosforik asit kullanimindan
sonra %1 oraninda deiyonize su ile isleme devam
edilmistir. Prosese dahil edilen bu islemin yagin
kalitesinden &din vermeden ester igerigini onemli
Olctude azalttigi tespit edilmigtir. Ayrica %0.5, 1.0 ve 1.5
olmak Uzere farkl dozlarda agartma topragi kullaniminin
ester olusumu Uzerine etkileri incelenmistir. Sonuglar,
agartma topraginin  asitlik  seviyesinin  esterleri
gidermede anahtar rol oynadigini, minimum ester
olusumu i¢in agartma topraklarinin optimum dozda (%1)
kullanilmasi gerektigini ve agartmada ylksek asitli
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agartma topragindan kaginiimasi gerektigini
gostermisgtir. 3-MCPD ve (dlisidil  esterlerinin
azaltiimasinda en etkili sonug, dogal ve nétral agartma
topragina kiyasla hafif asidik agartma topraginin (pH=5)
kullaniimasi ile elde edilmistir.

Nétralizasyon isleminden sonra sabunlarin giderilmesi
amaciyla bir veya daha fazla su ile yikama isleminin
uygulanmasi, 3-MCPD ester igeriginin azalmasini
saglamaktadir. Yikama islemi ile klorlu bilegiklerin
azaldigi belirtimistir. llave olarak, serbest asitlik kostik
yoluyla nétralize edildiginden, deodorizasyon iglemi
fiziksel rafinasyonda uygulanan sicakliklardan daha
dusuk sicakliklarda uygulanabilmektedir ve bu durum
ester olusumunun azalmasini saglamaktadir [44].

Deodorizasyon

3-MCPD ve (dlisidil esterlerinin olusumunda en kritik
asama rafinasyon isleminin deodorizasyon basamagidir.
Cunki ester olusumu sicakhdin artmasi ile artmakta ve
240°C uzerinde maksimum seviyeye ulagsmaktadir [43].
Glisidil ester olusumu dogrudan ylksek sicaklikla iligkili
oldugu icin, bu bilegiklerin olusumunu azaltmak 3-MCPD
esterlerini azaltmaktan daha kolaydir. Glisidil esterleri
termal islemler neticesinde kismi gliseritlerin (MG, DG)
varliginda olusmaktadir ve bu esterlerin olusumu igin
klorlu bilesiklerin varligina ihtiyag yoktur [18, 36, 41, 50].
Bu nedenle disuk sicakliklarda deodorizasyon iglemi
uygulamak (230°C altinda) glisidil ester olugsumunu
azaltabilmektedir [41, 51].

Ozdikicierler ve ark. [52] tarafindan yapilan ¢alismada,
bubhar distilasyon parametreleri (sicaklik, basing ve su
akis hizi) optimize edilerek, ham zeytinyag ve pirina

yaginda 3-MCPD ve (glisidil esterleri olugsumunun
azaltimasi  hedeflenmisti.  Calismada, zeytinyagi
eldesinde herhangi bir  sicakhk uygulamasi
bulunmadigindan, buhar  distilasyonu  dncesinde
zeytinyaginda  3-MCPD  ve  (glisidil  esterlerine
rastlanmamistir.  Ancak pirinadan yag ekstrakte

edilmeden 6nce yuksek sicaklikta uygulanan kurutma
isleminin (300-400°C) pirina yaginda 3-MCPD ve glisidil
esterlerinin olusumuna sebep oldugu gdzlenmistir. llave
sicaklik ve bubhar distilasyonu uygulamalari sonunda
pirina yagindaki 3-MCPD ester miktarinin 10.9 mg/kg’a
kadar yukseldigi tespit edilmistir. Bu durum pirina
yaginin 3-MCPD ve (glisidil esterleri olusumuna ¢ok
yatkin oldugunu ve sicakhigin her iki bulasanin
olusumunu tetikledigini gdstermektedir. Zeytinyagi ve
pirina yagindaki 3-MCPD ve glisidil ester miktarlarinin
minimum dizeye indiriimesi amaciyla buhar distilasyon
kosullari optimize edilmis ve zeytinyagi igin bubar
distilasyon sicakligi: 230°C; su akis hizi: 1.2 mL/dk.;
basing: 4 mbar, pirina yagi icin ise buhar distilasyon
sicakh@i: 230°C; su akis hizi: 1 mL/dk.; basing 2 mbar
olarak bulunmustur.

Son zamanlarda geleneksel deodorizasyon islemine
alternatif olarak distUk sicaklikta uzun sureli
deodorizasyon ve yuksek sicaklikta kisa sirel
deodorizasyonun kombinasyonu olan ikili deodorizasyon
yontemleri dnerilmektedir. ilk adimda 200°C’de 120 dk.,
ikinci adimda 250°C’de 5 dk. uygulanan deodorizasyon
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isleminin 3-MCPD ve glisidil esterleri miktarini azalttigi
gbézlenmistir [43]. Ayni kaynakta deodorizasyon iglem
sicakhiginin dusirtlmesi icin kullanilabilecek bir diger
secenek olarak  molekuler distilasyon  ydntemi
gOsterilmektedir [43]. Molekiler distilasyon, sicakliga
duyarh ve normal kaynama noktasinin altindaki
sicakliklarda pargalanabilen bilesenler i¢in kullanilan bir
sistemidir. Ugucu bilesenlerin zarar gérmeden daha
disik sicakliklarda yaddan uzaklastiriimasina olanak
saglamaktadir [53, 54]. Pudel ve ark. [53] yaptiklar
calismada, geleneksel deodorizasyon isleminde
g6zlenen yuksek 3-MCPD ve glisidil ester olusumu
nedeniyle, molekdler distilasyon teknidini denemiglerdir.
Bu teknik, oOncelikle deodorizasyon isleminden o6nce
serbest asitler ile birlikte MG ve DG’lerin uzaklastiriimasi
icin bir 6n iglem olarak uygulanmistir. Bulgular, 3-MCPD
esterlerinin molekiler distilasyon yoéntemi uygulanan
palm yaginda olusmadigini géstermistir. Bunun yaninda
palm yaginda ¢ok disik miktarda glisidil esteri tespit
edilmistir. Molekdler distilasyonla elde edilen yagdin
kimyasal Kkalitesinin geleneksel yontemle elde edilen
yaginki ile benzer oldugu ancak tadi, kokusu ve 6zellikle
renginin geleneksel yonteme kiyasla negatif Ozellik
gosterdigi  saptanmistir.  C6zUm olarak, molekiler
distilasyon sonrasi yaga 1hmli bir deodorizasyon
uygulanmis ve 180°C’de 120 dk. sonunda yagin tadi ve
kokusunun iyilestigi g6zlenmistir.

Diger taraftan, rafine yaglarda 3-MCPD ve glisidil
esterlerinin molekdler distilasyon kullanilarak
azaltimasiyla ilgili 2015 yilinda alinmig bir patent
mevcuttur [55]. Arastirmada, 0.001-3 mbar basing ve
200-280°C sicaklik araliginda calisiimistir. Uygulanan
yuksek vakum ve sicakliklarda s6z konusu bulasanlarin
rafine yaglardan yiksek oranda uzaklastirilabildigi tespit
edilmistir.

Matthdus ve ark. [18], deodorizasyonda siyirici buhar
olusumunda su yerine farkli oranlarda formik asit
¢Ozeltisi (%5 ve 10) kullanarak ester olusumlarindaki
azalmay: incelemistir. Formik asit kullanimi glisidil ester
olusumunu yaklasik %35 oraninda azaltmistir. 3-MCPD
esterlerindeki azalmanin ise sirasiyla %20 ve %40
oldugu tespit edilmistir. Ylksek konsantrasyonda formik
asit kullanimi, dusuk ester icerigiyle sonuglanmistir.

3-MCPD ve Glisidil
Yaglardan Uzaklastinimasi

Esterlerinin  islenmis

Bornscheuer ve Hesseler'in [56] yaptiklar calismada, 3-
MCPD’nin uzaklastiriimasi icin 3-MCPD esterlerinin
gliserole degradasyonu ile enzimatik bir yol izlenmistir.
3-MCPD yag asidi esterleri 6ncelikle lipaz ile serbest 3-
MCPD’ye hidroliz edilmis, daha sonra olugsan serbest 3-
MCPD HHD (halohidrin dehalojenaz) ile epokside ve
ardindan EH (epoksit hidrolaz) kullanimiyla gliserole
hidroliz olmustur. Bu iki enzim ilavesi ile 3-MCPD toksik
olmayan gliserole dénustirilmus ve reaksiyon sonunda
ortamdaki 3-MCPD ¢ok 6nemli oranda uzaklastiriimistir.

Strijowski ve ark. [57] farkli adsorban maddelerin, rafine
palm yagindaki polar maddeler ile 3-MCPD ve glisidil
esterlerini azaltma yeteneklerini test etmistir. Calismada
9 farkli ticari inorganik adsorban madde segilmistir.
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Adsorbanlardan sadece birkagi palm yagindaki polar
bilesenlerin (MG, DG) azalmasini saglamistir. Ozellikle
AMS2 (amorf magnezyum silikat, >%70 magnezyum
silikat) ve Z2’nin (s6nmus zeolit, <%1 su) bu bilesenlerin
miktarlarini yaklasik %25 oraninda azalttigr gézlenmigtir.
Buna karsin, SAS (sodyum aliiminyum silikat) gibi diger
ticari adsorbanlarin polar bilesenler Uzerinde ihmal
edilebilir dizeyde etkileri oldugu gdézlenmistir. Ayrica
adsorban maddelerin 3-MCPD ve dlisidil esterlerini
azaltma potansiyelleri de arastinimistir. Iki adsorbanin
(s6bnmuis zeolit Z2 ve silikon kalsiyum silikat) palm
yagindaki bulasan miktarini baslangica gére %40’'a
kadar azalttigi goézlenmistir. Diger adsorbanlarin ise ya
ihmal edilebilir dizeyde etkisi (silikon oksit, sodyum
aliminyum silikat) ya da artirici etkisi (sentetik kalsiyum
silikat) oldugu tespit edilmistir.

Matthdus ve ark. [58] tarafindan gergeklestirilen
calismada, RBD (rafine edilmis, agartilmis ve deodorize
edilmis) palm yaginin buzdolabinda bekletiimesiyle palm
yagi orneklerinin glisidil ester miktarlarinda azalma
oldugunu belirlenmigtir. Farkli derecelerde gerceklesen
azalma hizi, aylik bazda 15°C’de 0.2 mg/kg, 10°C’de 0.3
mg/kg, 5°C’'de 0.4 mg/kg, -20°C'de 0.1 mg/kg ve
20°C’de ise 0.0 mg/kg olarak bulunmustur.

Li ve ark. [59] butillendirilmis hidroksi tolien (BHT),
butillendiriimis  hidroksi  anisol ~ (BHA), tersiyer
butilhidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG), L-askorbil
palmitat (AP) ve a-tokoferolin 3-MCPD ester
olusumunu azaltma etkilerini arastirmistir. Bulgular,
¢alismada kullanilan tim antioksidanlarin 3-MCPD ester
olusumunu azaltmada etkili oldugunu gdstermistir.
TBHQ'nun %40 ile en yiksek, a-tokoferol'lin ise %20
azaltma oraniyla en disik etkiye sahip oldudu tespit
edilmistir. TBHQ, PG ve APnin pratikte 3-MCPD
esterlerini  azaltmada potansiyel inhibitdr olarak
kullanilabilecegi sonucuna variimigtir.

SONUG

3-MCPD ve (lisidil esterleri bitkisel yaglarda ve yag
iceren gidalarda ylUksek sicaklik uygulamalari ile olusan
islem bulasanlaridir. Potansiyel karsinojen etkilere sahip
olduklan kanitlanan bu bulasanlar hakkinda ¢ok sayida
arastirma yapilmakta ve tiketime sunulan rafine bitkisel
yaglarda 3-MCPD ve glisidil esterlerinin varligi rapor
edilmeye devam etmektedir. Konu ile ilgili yapilan
galismalarda, s6z konusu bulasanlarin olusumunun
engellenmesi ve var olanlarin da yagdan mimkin
oldugunca uzaklastiriimasi hedeflenmistir. Bu baglamda
rafinasyon islemi Oncesi: MG-DG miktari dusuk
hammadde sec¢imi, uygun hasat ve depolama
yontemlerinin kullanilmasi, polar ¢ozticulerle serbest klor
iyonunun uzaklastiriimasi; rafinasyon islemi sirasinda:
su ile degumming ve dusuk asitli ya da nétral agartma
topragi ile agartma yapilmasi, nétralizasyon isleminde
su ile ¢oklu yikama yapilmasi ve yag bilesimine uygun
deodorizasyon sicaklik ve slrelerinin  segilmesi;
rafinasyon sonrasi ise: enzim, adsorban ve antioksidan
kullanimi gibi yontemler oOnerilmistir. Her ne kadar
bulagsanlarin azaltilmasi ile ilgili olumlu gelismeler
yasansa da, henliz endustriyel diizeyde istenen sonug
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tam anlamiyla elde edilememistir. Bu nedenle konuya
iliskin daha fazla aragtirmaya ihtiyag duyulmaktadir.
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Akademik Gida Dergisi Yazim Kurallari

Akademik Gida dergisi gida bilimi ve teknolojisi
alaninda hazirlanmis 6zgiin arastirma ve derleme
makalelerin  yayinlandigi  hakemli  bir  dergidir.
Arastirma notu, mini derleme, goéris ve editére mektup
gibi yazilar da yayin i¢in degerlendirilir. Dergi 3 ayda bir
basilmakta olup 4 sayida bir cilt tamamlanir. Dergide
Tirkge ve Ingilizce makaleler yayinlanir.

Akademik Gida dergisinde yayinlanmasi istenen
calismalar derginin  www.academicfoodjournal.com
web sayfasinda bulunan elektronik makale gdénderim
sistemi  Uzerinden goénderilmelidir. E-posta ile
gonderilen makaleler degerlendiriimeyecektir.
Elektronik makale génderim sistemi ile ilgili sorulariniz
icin ogursoy@yahoo.com e-posta adresinden editérle
irtibata gecebilirsiniz.

e Gonderilecek galismanin dergide hangi tir makale
olarak (Arastirma Makalesi, Derleme Makale,
Arastirma Notu, Mini Derleme, Gorls ve Editore
Mektup) yayinlanmasi istendigi yazar(lar) tarafindan
mutlaka belirtilmelidir.

e Yazar(lar) tarafindan galismayi degerlendirilebilecegi
disinillen ve yazar(lar)la gikar ¢atismasi/gakismasi
olmayan en az 3 potansiyel hakem iletisim bilgileri de
(yazisma adresi, e-posta ve telefon numarasi)
verilerek énerilmelidir. Onerilecek hakemler yazarin
kendi kurumu disindan olmalidir.

e Gonderilecek cgalismalar yazim ve imla hatalari
icermemelidir. ingilizceden Tirkgeye terciime edilen
teknik terimler “Gida Muhendisligi Teknik Terimler
Rehberi’nde [Gida Mihendisleri Odasi, Kitaplar
Serisi No: 17, Filiz Matbaacilik, Ankara, 232s, ISBN:
978-9944-89-407-4] tavsiye edilen sekliyle
kullaniimaldir.

e GoOnderilen calismalarin daha o6nce hi¢ bir yerde
yayinlanmadigi  yazar(lar) tarafindan  garanti
edilmelidir.

e Yayin Kurulu yayina kabul edilmis calismalarda
gerekli degisiklikleri yapmaya yetkilidir.

Makalelerin Degerlendirilmesi

Yayimlanmak (zere Akademik Gida dergisine
gonderilen  galismalar  Oncelikle  Editorlerin =~ 6n
incelemesinden gegmektedir. Ik incelemeyi gecgen

calismalar, degerlendiriimek Uzere en az iki bagimsiz
hakeme gonderilmektedir. Calismalarin
degerlendiriimesinde hakemlerin makale yazar(lar)ini,
makale yazar(lar)inin hakemleri goérmedigi gift-kor
(double-blind) degerlendirme sistemi kullaniimaktadir.
Editorler (i) dergi kapsami disinda olan, (i) teknik
agidan yetersiz, (i) kendi igerisinde butunlik ve

Vi

tutarlllik arz etmeyen sonuglar iceren veya (iv) kotu
yazilmig calismalarn dogrudan reddetme hakkina
sahiptir.

Yayin Ucreti

Akademik Gida dergisinde makale yayinlanmasi igin
herhangi bir Gcret talep ediimemektedir.

Etik Beyani

Dergi yayin politikasi, makalelerin degerlendirilmesi ve
etik hususlar ile ilgili detayh bilgilere Etik Beyani
kismindan ulasilabilir.

Calismalarin Hazirlanmasi

1. Calismalar A4 boyutunda hazirlanmali, Ustten 2.45
cm, alttan 2.45 cm, sag ve soldan 1.75 cm bosluk
birakilmal ve tek kolon olarak hazirlanmaldir. Metin
cift satir aralikh yazilmali, paragraflar arasinda tek satir
bosluk birakiimalidir. Metinde butin satirlar (surekli)
numaralandiriimalidir.

2. Calisma basli@ 14 punto Arial, koyu, kigtk harflerle
ve ortalanmis olarak yazilmalidir. Bagliktan sonra bir
satir bosluk birakilmal (11 punto); yazar isimleri
(yalnizca ilk harfler bliyiik) 10 punto Arial ve ortalanmis
olarak verilmelidir. Yazarlarin adresleri, telefon ve faks
bilgileri ile yazigsmalardan sorumlu yazarin e-posta
adresi hemen alt satirda 9 punto Arial, ilk harfler buyik
olacak sekilde ve ortalanmis olarak yazilmalidir.
Yazarlarin galistiklari  kuruluglar (ve/veya adresler)
farkli ise her bir yazar isminin sonuna rakamlarla Ust
indis konulmalidir.

3. Metin igindeki kisimlarin bagliklari (0Z, ABSTRACT,
GIRIS vb.) 10 punto Arial ve koyu olarak biyik
harflerle yazilmali, bashktan sonra bir satir bogsluk
birakilarak metine gecilmelidir. Alt basliklarda ilk harfler
biyidk, 10 punto Arial ve koyu yazi Kkarakteri
kullaniimalidir.  OZin altina  bir satir  bosluk
birakildiktan sonra en fazla 5 adet Anahtar Kelime
konmalidir. Anahtar Kelimelerden sonra bir satir bogluk
birakilarak Ingilizce baslik ve altina ABSTRACT ve
Keywords yazilmahdir. Bir satir bosluk birakilarak ana
metine gecilmelidir.

4. Ana metin 9.5 punto Arial olarak hazirlanmalidir.
5. Calisma baslica su kisimlardan olugsmalidir: Baslik,

Yazar  Isimleri, ~ Adresleri, lletisim  Bilgileri,
Yazigmalardan Sorumlu Yazarin E-posta adresi, Oz,



Abstract, Ana Metin (Giris, Materyal ve Metot, Bulgular
ve Tartisma, Sonug), Tesekkur (gerekiyorsa),
Kisaltmalar (gerekiyorsa), Kaynaklar.

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

7. Calisma icerisinde gegen mikroorganizma isimleri ile
Latince ifade ve isimler italik olarak yazilmal ve
kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallari géz 6ninde
bulundurulmalidir.

8. Tablo basliklar tablonun Ustline, sekil basliklar ise
seklin altina yazilmali ve numaralandiriimalidir.
Kullanilan tablo ve sekillere metin icinde mutlaka atif
yapiimalidir. Metin i¢inde gegen veriler tablo ve
sekillerin tekrari olmamalidir. Tablo ve sekillerin
basliklar igerikleriyle uyumlu ve anlasilabilir olmaldir.
Sekiller ve resimlerin ylksek ¢ozlnirlikte olmasina
dikkat edilmelidir. Resimler (ve gerekiyorsa Sekiller)
*.jpg formatinda metin igerisinde yer almaldir.

9. Metin icerisinde atiflar koseli parantez igerisinde
rakamlarla yapilmal [1] ve Kaynaklar boluminde bu
numara sirasiyla detaylari yazilmaldir. Kaynaklarin
numaralandiriimasi MS Word Numaralandirma Kitapligi
kullanilarak yapilimalidir.

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

11. Kaynaklar kismi APA yazim stili kullanilarak
hazirlanmalidir. Kaynaklarin yaziminda asagidaki
ornek yazim bicimleri kullaniimali ve makalelerin
yayinlandigi dergi isimleri kisaltma kullaniimadan ve
italik olarak yazilmaldir. Web adreslerine atif
yapllacaginda (miumkin oldugunca Resmi web
sayfalarina atif yapiimaldir) mutlaka ilgili web adresine
erisim tarihi verilmelidir.
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tarafindan belirtilen sitre zarfinda gonderilmeyen
calismalar “ilk defa gonderiimis ¢alisma” olarak
degerlendirilecektir.
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Guidelines to Authors

Akademik Gida® (Academic Food Journal) is a peer
reviewed journal where original research and review
articles are published in the field of food science and
technology. Research notes, mini-reviews, opinions and
letters to the editor are also considered for publication.
The journal is published trimonthly and each volume is
composed of 4 issues per year. Journal articles are
published either in Turkish or English. Manuscripts in
either good American or British English usage are
accepted, but not a mixture of these.

Manuscripts for the Akademik Gida® (Academic Food
Journal) must be sent via the electronic article
submission system, which can be located in the official
website of the journal, www.academicfoodjournal.com.
Manuscripts sent by e-mail are not considered for
evaluation. For questions related to the electronic article
submission system, contact the editor via e-mail at
ogursoy@yahoo.com.

« Authors must specify the type of the manuscript
(research articles, review articles, research briefs,
mini-review articles, comments and letters to the
editor).

« Authors should provide at least 3 potential referees
and their contact information (mailing address, e-mail
address and phone number).

* Manuscripts to be submitted should be free from any
spelling or grammatical error.

» Authors must guarantee that the submitted manuscript
is not published anywhere previously and will not be
submitted to anywhere before the editorial board
makes a final decision on the manuscript.

» The editorial board is authorized to make necessary
changes in manuscripts accepted for publication.

Peer review policy

Manuscripts pass through initial screening in the
editorial office followed by internal review by Editors.
After the first evaluation, manuscripts are double-blind-
reviewed by a peer review system involving at least two
independent reviewers to ensure high quality of
manuscripts accepted for publication. The Editors have
the right to decline formal review of a manuscript if it is
() on a topic outside the scope of the Journal, (i) lacking
technical merit, (iii) fragmentary and providing
marginally incremental results or (iv) poorly written.

Publication fee
Akademik Gida® (Academic Food Journal) welcomes

article submissions and does not charge a publication
fee.
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Ethics Statement

Detailed information about journal publication policy,
evaluation of manuscripts and ethical issues can be
found in the Ethics Statement section.

Preparation of a manuscript

1. Manuscripts should be prepared in A4 size, and the
text must be prepared in a single column format. The
text must be double-spaced, and a single space should
be left between paragraphs. All lines and pages must be
continuously numbered.

2. The title must be 14pt Arial, bold, small letters and
centered. A blank line should be left after the title, and
the names of authors should be given in 10pt Arial and
centered. In addition to each author’'s contact address,
the phone and fax numbers and e-mail address of the
corresponding author should be provided. If the
institutions of the authors are different, superscript
numbers should be used to indicate their addresses.

3. The headings (e.g. Abstract, Introduction, Materials
and Methods etc.) must be 10pt Arial, and should be
typed in bold capital letters. Each heading should
appear on its own separate line. A blank line should be
left after each heading. A list of keywords, a maximum
of 5, should be provided below the abstract section of
the manuscript.

4. The main text should be prepared in 9.5pt Arial.

5. Typical articles mainly consist of the following
divisions: Title, Author Names, Addresses, Contact
Information, Corresponding author’'s e-mail address,
Abstract, Main text (Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions),
Acknowledgements (if necessary), Abbreviations (if
necessary) and References.

6. The abstract should not exceed 250 words, and the
main purpose and method and the most significant
result and conclusion should be presented in the
abstract. The abstract should be prepared as a single
paragraph, and should not include any citation.

7. Latin names in the text should be in italics, and
names and abbreviations should follow international
rules. If abbreviations that are not standard are
unavoidable, they must be defined at their first mention
in the text. Consistency of abbreviations throughout the
article must be ensured. Internationally accepted rules
and conventions must be followed, and the international



system of units (SI) must be used. If other units are
mentioned, their equivalents in SI must be provided.

8. Table headings should be on the top of each table
and figure captions below each figure. Each table or
figure must be numbered consecutively in accordance
with their appearance in the text. All figures and tables
should be cited in the text. The data presented in the
tables and figures should not be repeated in the text.
Table headings and figure captions should be self-
explanatory. Figures and pictures must be provided in
high resolution, and pictures (and, if necessary figures)
should be included in the text as *. jpg format.

9. References in the text should be cited in numbers in
square brackets [1] and details of the citations must be
provided in the Literature or References section with
their respective numbers.

10. Mathematical equations should be numbered and
cited in the text.

11. References should be given according to the APA
manual of style. The following formats should be used
for the details of cited references, and the journal names
must be typed in italics. References to the Web
addresses (if necessary, the official web pages should
be preferred) must include full web address and the date
of access.

Article

[1] Guzeler, N., Kagar, A., Say, D. (2011). Effect of milk
powder, maltodextrin and polydextrose use on

physical and sensory properties of low calorie ice
cream during storage. Akademik Gida, 9(2), 6-12.

Book

[2] Kilic, S. (2001). Lactic Acid Bacteria in Dairy
Industry. Ege University Faculty of Agriculture
Publications, Ege University Press, Bornova, Izmir,
Turkey.

Book Chapter

[3] Gibson, G.R., Saavedra, J.M., MacFarlane, S.,
MacFarlane, G.T. (1997). Probiotics and Intestinal
Infections. In Probiotics 2: Applications and
Practical Aspects, Edited by R. Fuller, Chapman &
Hall, 2-6 Boundary Row, London, England, 212p.
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(2004). Recent situation of energy consumption in
dairy industry in Turkey. International Dairy
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and Technology, May 24-28, 2004, Isparta, Turkey,
Book of Proceedings, 10-16p.

12. A list of the corrections requested by the referees
must be provided by the authors, and it must be sent to
the editorial office.

13. Studies that are not prepared in accordance with the
rules above will not be considered for evaluation.
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Etik Beyani

Akademik GIDA®, gida bilimi ve teknolojisi alaninda
orijinal arastirma ve derleme makalelerinin yayinlandigi
hakemli bir dergidir. Dergi U¢ ayda bir Sidas Medya Ltd.
Sti. (Cankaya, izmir, Turkiye) tarafindan
yayinlanmaktadir. Derginin genel bilimsel Kkalitesini
iyilestirmek icin yayinci tarafindan asagidaki yonergeler
belirlenmigtir.

Yayin Politikasi

Akademik Gida dergisine godnderilen tim makaleler
Dergi Editorleri igin Davranig Kurallari ve En lyi
Uygulama Kilavuzlari ve Dergi Yayincilari i¢cin Davranig
Kurallarinda (Code of Conduct and Best Practice
Guidelines for Journal Editors and Code of Conduct for
Journal Publishers) belirtilen Genel Kilavuzlara uygun
olarak degerlendiriimektedir. Bilimsel yazilar dergiye
génderiimeden 6nce derginin  Yazim Kurallarinin
okunmasini 6nemle tavsiye ederiz. Yazarlar ayni
zamanda Avrupa Bilim Editérleri Birligi'nin (EASE)
(European Association of Science Editors) ingilizce
olarak basilacak makaleler icin “Bilimsel Makalelerin
Yazarlari ve Cevirmenleri igin Rehber’e uymalidir.
Yazarlar, insan veya hayvan verilerini igeren
arastirmalari icin Uluslararasi Tip Dergisi Editorleri
Komitesinin (International Committee of Medical Journal
Editors) dnerilerini takip etmelidir.

Makalelerin Degerlendirilmesi

Dergiye goénderilen tim makaleler, bilimsel iceriklerinin
6zgunluga ve kalitesi dlgutlerine gore degerlendirilir.

o Dergiye gonderilen tim vyazilar, ilk olarak yayin
ofisindeki (teknik ve genel kalite degerlendiriimesi
acisindan) eleme isleminden geger ve ardindan
teknik ve bilimsel editorler tarafindan degerlendirilir.

e ik degerlendirmeden sonra, editérler (i) dergi
kapsami disinda kalan bir konu hakkinda
hazirlanmis  makaleleri (i)  teknik  olarak
eksik/yetersiz makaleleri, (iii) kismi ve marjinal artan
sonuglari iceren makaleleri veya ( iv) kéta yazilmis
makaleleri reddetme hakkina sahiptir.

e ik inceleme  sonucunda makalenin ileri
degerlendirme igin uygun olduguna karar verilirse,
dergide yayimlanmak Uzere Kkaliteli makalelerin
secimini yapmak amaciyla, makaleler c¢ift-korli
(hakemin ve yazar/yazarlarin birbirlerini
goérmedikleri) degerlendirme sistemi ile en az iKi
bagimsiz hakemden olugan bir degerlendirme
surecinde bilimsel incelemeye alinir.

e Hakemler tarafindan talep edilirse, makalenin
hakem gorusleri dogrultusunda yazarlar tarafindan
revize edilmis versiyonu orijinal hakemler tarafindan
tekrar degerlendirilir. Degerlendirmelerin ardindan

editérler hakem onerileri dogrultusunda makale
hakkindaki nihai kararlarini  verirler. Gerekirse
editorler, hakemlerin istedikleri tim sartlarin yerine
getirilmesi igin yazarlardan ilave revizyon isteyebilir.

e Kabul edilen makalelerin son versiyonu, yayin
Oncesi taslagin (galley proof) hazirlanmasi igin
teknik editorlere gonderilir. Yazarlardan,
makalelerinin dizgisi hazirlanmig taslaklarini son
kontrol igin yayin éncesinde incelemeleri istenir.

e TUm makaleler, nihai formlarinda DOl numarasi
almis ve cgevrimici olarak pdf dosyalari halinde
yayimlanir. lgili  veritabanlarinda bu  sekilde
indekslenir.

Yayin Ucreti

Akademik Gida dergisinde makalelerin yayinlanmasi
icin herhangi bir yayin Ucreti talep edilmemektedir.

Gizlilik

Editorler, Akademik Gida'ya gonderilen tim makaleleri
tam bir gizlilikle ele alir. Editérler, hakemler haricinde,
COPE tavsiyelerine uyulmadidi takdirde, {gilnci
sahislara makale ile ilgili higbir bilgi vermezler.
Yayinlanmak Uzere dergiye gonderilen makaleler
hakemler igin de gizlidir ve bilimsel degerlendirme igin
aldiklar makalelerin herhangi bir bdlimdnu Uguncu
sahislarla paylasmalarina veya dagitmalarina izin
verilmez. Suiistimal suphesi oldugunda, hakemlerin
derhal gizli bir sekilde yayin ofisine bagvurmalari onerilir.
Hakemler ayrica, Dergi Editérleri icin Davranis Kurallari
ve En lyi Uygulama Kurallari ile Dergi Yayincilari igin
Davranis Kurallari'ni (Code of Conduct and Best
Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers) takip ederek editore
gizli yorumlarinda belirli bir eylem Onerebilirler.

Akademik Gida, cift-kér bir hakem inceleme sureci
yuratdr, yani calismanin elestirel degerlendirmesini
saglamak icin hakemlerin isimleri gizlidir. Hakemlerden,
raporlarinda adlarini veya irtibat bilgilerini
aciklamamalari istenir. Hakem raporlar yazarlara
gonderilemeden 6nce bu agidan kontrol edilir.

Yazarhk

Bir yazar, bir arastirmanin fikrine veya tasarimina,
verilerin elde edilmesine, verilerin analizine veya
yorumlanmasina buyluk o&lgide katkida bulunan,
makalenin hazirlanmasinda, yazilmasinda veya gbzden
geciriimesinde entelektiel icerige elestirel katki yapan
bireydir. Katkida bulunanlar diger kisiler makalenin
Tesekkir béliminde belirtiimelidir ve galismanin yazari
olarak kabul edilemez. Tim yazarlarin dogru ve tam
isimleri ile ORCID kimlikleri dergiye gonderilen
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makalenin baglik sayfasinda yer almalidir. Yazarlarin
isimlerinin yaninda calistiklar kurumlar ve
yazismalardan sorumlu yazarin gegerli bir adresi
verilmelidir. Yazismalardan sorumlu yazarin telefon ve

faks numaralari ile e-posta adresi makalenin ilk
sayfasinda belirtimelidir. Tum yazarlar, génderilen
makalenin  daha Once herhangi bir yerde

yayinlanmadigini ve makale hakkinda Akademik Gida
dergisi nihai bir karar vermeden énce makaleyi baska bir
dergiye géndermeyeceklerini garanti etmelidir.

Destekleyen/Finans Saglayan Kuruluglar

Arastirmanin tim finans kaynaklarina iligkin detaylar,
Tesekkir boliminde belirtiimelidir. Yazarlar, resmi
finansman kurum/larinin tam isimlerini ve proje/hibe
numaralarini belirtmelidir.

Yazarlarda Degisiklik

Makalenin Akademik Gida'ya sunulmasindan sonra
yazar isimlerinde degisiklik ancak revizyon sirasinda
gerekli olan ek galismalar durumunda olabilir. Makalenin
yayina kabul edilmesinden sonra herhangi bir
degisiklige izin verilmez. Yazarlktaki degisiklik, hakem
goruslerine verilen cevaplar sirasinda yazismalarda
belirtiimeli ve tim yazarlar tarafindan kabul edilmelidir.
Yazigmalardan sorumlu yazar, yazarlarin sirasi da dahil
olmak Uzere makalenin revize edilmis versiyonundaki
degisikliklerden sorumludur.

Calisma Verilerinde Diizeltme

Yayinlanan verilerin dogrulugundan tim yazarlar
sorumlu  olmahdir.  Verilerin  dlzeltiimesi  igin,
yazismalardan sorumlu yazardan yayin o6ncesi taslagi
(galley proof) incelemesi ve makalenin
yayinlanmasindan 4 gun Once dikkatlice dizeltmesi
istenir.

Makalenin Geri Cekilmesi

Bir makalenin geri c¢ekilmesi, gonderim veya yayin
hatalarini duzeltmek icin kullanilir. Yazarlar makaleyi
geri cekebilir ve bu durumda Yayin Etigi Komitesi
(COPE) Geri Cekme Kurallarina [(COPE) retraction
guidelines] uymaldir. Tekrarlanan veya benzerlik orani
yuksek bir yayin, verilerin hileli kullanimi, intihal veya
etik disi arastirma yapilmasi durumunda, makale editor
tarafindan geri c¢ekilecek ve geri c¢ekilen makale
linklerine baglanti korunacak ancak elektronik veri
tabanina (makale sayfasina) bir geri ¢cekme bildirimi
eklenecektir.

Etik Hususlar

Cikar gatismasi.
e Yazar/lar bagvuru sirasinda herhangi bir ¢ikar
catismasi varsa beyan etmelidir. Yazar/larin

basvuru sirasinda bilimsel degerlendirme igin en az
ic potansiyel hakem onermeleri istenir. Onerilen
hakemler c¢alisma arkadaslari, ortak c¢alistiklar
kisiler veya calistiklari kurumlarin Gyeleri olamazlar.
e Hakemler makaleyi degerlendirmelerini 6nleyen
herhangi bir ¢ikar c¢atismasi olmasi durumunda
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Editérleri bilgilendirmesi ve bu konuda COPE
kurallarina uymasi tavsiye edilmektedir.
e Editorler Kurulu Uyeleri veya kurul Uyelerinin ortak

cahstiklar kigiler tarafindan dergiye gdnderilen
makaleler icin, degerlendirme sirasindaki
Onyargilari en aza indirgemek amaciyla,

degerlendirme sureci ilgili kurul Gyelerini disarida
tutacak sekilde degistirilerek uygulanir.

e Duzeltmeler (revizyonlar) sirasinda, editérler Dergi
Editorleri igin Davranis Kurallari ile En lyi Uygulama
Kilavuzu ve Dergi Yayincilarn igin Davranig
Kurallarini (Code of Conduct and Best Practice
Guidelines for Journal Editors and Code of Conduct
for Journal Publishers) takip ederler.

insan  denekleri, bitki

arastirmalar

hayvan veya iceren

e Arastirmanin insan denekleri veya hayvanlari
icermesi durumunda, yazarlarin Uluslararasi Tip
Dergisi Editorleri Komitesinin (the International
Committee of Medical Journal Editors) yonergelerini
izlemeleri Onerilir.

e insan denekleri iceren galismalarda, deneklerin
galismaya katilmak igin imzaladiklari onamlar
yazarlar tarafindan saglanmaldir. 18 yasin altindaki
deneklerin galismaya katilmalari icin ebeveyn veya
velileri tarafindan izin verilmelidir.

e Test edilen tim denekler igin, makalenin, ilgili
kurallara velveya uygun izinlere veya lisanslara
uyumunu gosteren belgelerin sunulmasi gerekir.

e Hayvanlar Uzerinde yapilacak her tarli arastirma
kurumsal, ulusal veya uluslararasi kurallara uygun
olmali ve etik kurul tarafindan onaylanmalidir.

e Bitki materyallerinin toplanmasi dahil, bitkiler
Uzerinde yapilan deneysel arastirmalar, kurumsal,
ulusal veya uluslararasi kurallara uygun olmalidir.

e Saha calismalari yerel mevzuata uygun olarak
yapilmali ve uygun izinleri ve/veya lisanslari belirten
bir agiklama makalede yer almahdir.

Yayin suistimali

e Akademik Gida dergisi, Dergi Editorleri igin
Davranis Kurallari ile En lyi Uygulama Kilavuzlari ve
Dergi Yayincilan igin Davranis Kurallarini (Code of
Conduct and Best Practice Guidelines for Journal
Editors and Code of Conduct for Journal Publishers)

takip eder.

e Makalenin ayni anda birden fazla dergiye
gonderilmesi, intihal, yayinlanmig  makalenin
yeniden vyayinlanmasi, etik kurallarin ihlali vb.

supheli bir suiistimal durumunda, arastirmacilar,

hakemler veya okuyucular Yayin Ofisi
(ogursoy@yahoo.com) ile iletisime gegmeye tesvik
edilir.

e Makaledeki benzerlik orani tek bir kaynaktan

%10'dan fazla olmamak Uzere en fazla %25 ile
sinirflandiriimistir. Bu kosula uymayan makaleler
reddedilir. Bu sartlarin ihlal edilmesi durumunda,
COPE (COPE recommendations) tavsiyeleri
izlenecek ve ilgili tim taraflara bildirilecektir.
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Telif Hakki

Akademik Gida, yayinlanan butin makalelere orijinal
eserin uygun sekilde belirtiimesi ve ticari amagclarla
kullanilmamasi  sartiyla, herhangi bir ortamda
kullaniimasina, dagitilmasina ve c¢ogaltilmasina izin
veren “Creative Commons Attribution 4.0 CC BY-NC”
lisansini  (Creative = Commons  Attribution  Non-
Commercial 4.0 CC BY-NC) tum yayinlanmis
makalelere uygular. Yayimlanmadan 6nce, Telif Hakki
Devir Formu yazismalardan sorumlu yazar tarafindan
imzalanmali ve derginin yayin ofisine gdnderilmelidir.
Yayinlanan yazilarin telif hakki Sidas Medya Limited
Sirketi'ne (Cankaya, Izmir) aittir. Yazarlar, yayinladiklari
makaleleri serbestce ve ticari olmayan amaglarla,
bitinligl korundugu ve yazarlari, alinti detaylarini ve
yayincilari agik¢a belirtildigi stirece kullanma hakkina

sahiptir. Bireysel kullanicilar, yazarlarin fikri ve ahlaki

haklarinin, sayginhdinin ve batunlidgunun tehlikeye
atilmamasi sartiyla, Akademik Gida'da yayinlanan
yazilara erisebilir, indirebilir, kopyalayabilir,

gorintileyebilir ve uyarlayabilir. Kullanicilar herhangi bir
yeniden kullanimin, sahiplerin telif hakki politikalarina
uygun olmasini saglamahdir. Yayinlanan yazilarin
icerigi, ticari olmayan aragtirma ve egitim amacl
kopyalanir, indirilir veya bagka bir sekilde yeniden
kullanilirsa, uygun sekilde bir atif yapilmah ve ilgili
makaleye bir link [yazarlar, dergi unvani, el yazmasi adl,
cilt, yil ve sayfa numaralari ve yayinlanan link) Derginin
web sitesinde surim] saglanmaldir. Telif hakki
bildirimleri ve feragatnameler silinmemelidir.
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Ethics and Publication Malpractice Statement

Akademik GIDA® is a peer-reviewed journal where
original research and review articles are published
quarterly by Sidas Media Agency Advertisement
Consultation Ltd. (Cankaya, Izmir, Turkey) in the field of
food science and technology. In order to improve the
overall scientific quality of the journal, following guidelines
have been established by the publisher.

Editorial Policy

General Guidelines stated in the Code of Conduct and
Best Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers are followed by all papers
submitted to Academic GIDA. Prior to submission,
authors are highly recommended to read the Journal's
Instructions to Authors. Authors should also follow the
European Association of Science Editors (EASE)
Guidelines for Authors and Translators of Scientific
Articles to be Published in English. For any research
involving human or animal data, the recommendations of
the International Committee of Medical Journal Editors
should be followed by the authors of the manuscripts.

Peer Review

All contributions are evaluated according to the criteria of
originality and quality of their scientific content.

e All manuscripts pass through an initial screening
process (technical and overall quality evaluation) in
the editorial office followed by an internal review by
the technical and scientific editors.

After the first evaluation, editors have the right to
decline formal review of a manuscript if it is (i) on a
topic outside the scope of the Journal, (ii) lacking
technical merit, (iii) fragmentary and providing
marginally incremental results or (iv) poorly written.
If the manuscript is considered suitable for further
evaluation, manuscripts are double-blind-reviewed
by a peer review system involving at least two
independent reviewers to ensure high quality of
manuscripts accepted for publication.

If requested, the revised version is evaluated by the
reviewers, and editors make a decision about final
acceptance based on their suggestions. If necessary,
further revision can be asked for to fulfil all the
requirements of the reviewers.

The final version is then sent to the technical editor
in order to produce a galley proof, and the authors
receive this proof for final check before publishing.
All manuscripts are posted online as pdf files in their
final form, indexed in databases with the assigned
DOI numbers.
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Publication Fee

Akademik GIDA welcomes article submissions and does
not charge any publication fee.

Confidentiality

Editors handle all papers submitted to Akademik GIDA in
strict confidence. With the exception of reviewers, they do
not disclose any information regarding submissions to
third parties, unless in case of a suspected misconduct,
where COPE recommendations are followed.
Submissions are also confidential for reviewers and they
are not allowed to share or distribute any part of the
manuscripts which they receive for evaluation to third
parties. For a case of suspected misconduct, reviewers
are encouraged to contact the editorial office immediately
in a confidential manner. Reviewers can also recommend
a particular course of action in their confidential
comments to the editor, following Code of Conduct and
Best Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers.

Akademik GIDA conducts a double-blind peer review
process, i.e. the names of the reviewers are confidential
to ensure the critical evaluation of the work. Reviewers
are asked not to disclose their names or contact details
in their comments for authors.

Authorship

An author is an individual who substantially contributed to
the idea or design of a research, acquisition of data,
analysis or interpretation of data, was involved in drafting,
writing or revising the manuscript critically for important
intellectual content. Other contributors should be
mentioned in the Acknowledgements section of the
manuscript and cannot be considered as authors of the
study. Correct and full names of all authors and their
ORCID IDs should be on the title page of the manuscript.
Names of authors must be supplemented with their
affiliations and a valid address of the corresponding
author. The phone and fax numbers and e-mail address
of the corresponding author should be stated in the first
page of the manuscript. All authors must guarantee that
the submitted manuscript is not published anywhere
previously and will not be submitted to anywhere before
the editorial board makes a final decision on the
manuscript.

Funding Sources

Details for all funding sources of the research should be
stated in the Acknowledgements. Authors should provide
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the full official funding agency name(s) and grant
number(s).

Alteration in Authorship

Alteration in authorship after the submission of the
manuscript to Akademik GIDA can be justified only by the
additional work required during the revision. Any change
is not allowed after the acceptance of the manuscript for
publication. Alteration in authorship should be indicated
in the responses to reviewers, and should be accepted by
all authors. The corresponding author is primarily
responsible for any alteration in the revised version of the
manuscript, including the order of authors.

Correction of Data

All authors should be responsible for the accuracy of the
published data. For the correction of data, the
corresponding author receives the galley proof of the
paper and is asked to correct it carefully within 4 days
before publication.

Retraction of an Article

A retraction of an article is used to correct errors in
submission or publication. Authors can retract the paper
and should follow the Committee on Publication Ethics
(COPE) retraction guidelines. In case of a duplicate or
overlapping publication, fraudulent use of data,
plagiarism or unethical research, the paper will be
retracted by the editor, and a retraction notice will be
included into the electronic database while all links to the
retracted article will be maintained.

Ethical Considerations

Conflict of interest:

e Authors should declare any conflict of interest in their
submission form. Authors are requested to suggest
at least three potential reviewers before submission,
and these reviewers cannot be their colleagues,
collaborators or members of their institutions.

o Reviewers should notify the editors on any conflict of
interest which prevents them from reviewing the
paper, and they are recommended to follow the
COPE guidelines.

e Forthe manuscripts submitted by the members of the
Editorial Board or their collaborators, peer reviewing
is modified to exclude them from the entire evaluation
process in order to minimize any bias during the
evaluation.

e During revision, the editors follow the Code of
Conduct and Best Practice Guidelines for Journal
Editors and Code of Conduct for Journal Publishers.

Research involving human subjects, animals or
plants:

e |f the research involves humans or animals, the
authors are recommended to follow the guidelines of
the International Committee of Medical Journal
Editors.

e In studies involving human subjects, their informed
consent to participate in the study should be supplied
by the authors. For subjects under the age of 18, their
parents or guardians should give the permission for
their participation in the study. For all tested subjects,
the manuscript must accompany with a statement
detailing compliance with relevant guidelines and/or
appropriate permissions or licenses.

e Any research on animals must comply with
institutional, national or international guidelines and,
where possible, should be approved by an ethics
committee.

e Any experimental research on plants, including
collection of plant materials, must comply with
institutional, national, or international guidelines.

e Field studies should be conducted in compliance with
local legislation, and a statement specifying the
appropriate permissions and/or licences should be
included in the manuscript.

Publication misconduct:

e The Journal follows the Code of Conduct and Best
Practice Guidelines for Journal Editors and Code of
Conduct for Journal Publishers.

e In a case of a suspected misconduct such as
redundant or duplicate submission, plagiarism, text
recycling, violation of ethical norms, etc.,
researchers, reviewers or readers are encouraged to
contact the Editorial Office (ogursoy@yahoo.com).

e The overlapping in the manuscript is highly restricted
to the maximum of 25% with no more than 10% from
a single source; otherwise, the manuscript will be
rejected. If these terms are violated, COPE
recommendations will be followed and all parties
involved will be notified.

Copyright

Akademik GIDA applies the Creative Commons
Attribution Non-Commercial 4.0 CC BY-NC license to all
published papers, which permits use, distribution and
reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited and is not used for commercial purposes.
Before publication, the Copyright Transfer Form must be
signed by the corresponding author and returned to the
editorial office of the journal. Copyright of published
papers is retained by the Sidas Media Agency
Advertisement Consultation Ltd. (Cankaya, Izmir,
Turkey). Authors have the right to use their published
article freely and in noncommercial purposes, as long as
its integrity is maintained and its original authors, citation
details and publisher are clearly stated. Individual users
may access, download, copy, display, and adapt the
manuscripts published in Akademik GIDA, provided that
the authors’ intellectual and moral rights, reputation and
integrity are not compromised. Users must ensure that
any reuse complies with the copyright policies of the
owners. If the content of the published manuscripts is
copied, downloaded or otherwise reused for
noncommercial research and educational purposes, a
link to the appropriate bibliographic citation (authors,
journal title, manuscript title, volume, year and page
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numbers, and the link to the published version on the
Journal’s website should be provided. Copyright notices

and disclaimers must not be deleted.
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