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Editordentl Edi-

Akademik Gida dergisinin 18. yayin yilinin Gglincu sayisi ile sizlerle birlikteyiz. Bu
sayimizda 10 arastirma ve 4 derleme galismasi olmak Uzere toplam 14 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 siire¢ 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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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.

5. Uluslararasi Anadolu Tarim, Gida, Cevre ve Biyoloji
Kongresi

Tarim, gida, ¢evre ve biyoloji alanindaki gelismeleri gindeme
getirmek ve yeni is birliklerine olanak saglamak amaciyla,
5.Uluslararasi Anadolu Tarm, Gida, Cevre ve Biyoloji
Kongresi Tokat Gaziosmanpasa Universitesi ve Tirk Tarim -
Gida Bilim ve Teknoloji dergisi (TURJAF) onculiginde 1-4
Ekim 2020 tarihlerinde Tokat'ta dizenlenecektir. Kongre ile
ilgili http://www.targid.org/ adresinden 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 Calistayr 6-8 Ekim 2020 tarihlerinde Seven Seas
Sealight Elite Otel'de (Kusadasi, Aydin) dizenlenecektir.
Calistay ile ilgili ayrintili bilgilere
https://etcalistayi2020.ege.edu.tr/ adresinden ulasilabilir.

IV. International Joint Science Congress of Materials and
Polymers

Malzeme Bilimleri alaninda son gelismelerin tartisilacagr V.
International Joint Science Congress of Materials and Polymers
kongresi 7-10 Ekim 2020 tarihleri arasinda Tetovo, Kuzey
Makedonya’da dizenlenecektir. Kongre ile ilgili
http://iscmp.org/ bilgilere 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.

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) gerceklestirilecekti. 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 2-5 Eylul 2021 tarihlerinde duzenlenecektir. Kongre
ile ilgili bilgilere http://luakk2020.mu.edu.tr/ adresinden
ulasilabilir.
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ABSTRACT

Aflatoxins M1 and M2 are the hydroxylated metabolites of aflatoxins B1 and B2 and can be found in milk or milk
products. The aim of this study was to obtain the exposure and health risk assessment of this toxin in raw milk using a
selection of existing test results of different periods in a different region of Bosnia and Herzegovina. For AFM1 intake
assessment, the data available from the report of Pre-Accession Assistance To Agriculture And Rural Development
Sector Analyses in Bosnia and Herzegovina was used. For the concentration of the aflatoxin M1 in raw milk, the data
of the previous studies and unpublished data from the Laboratory of Toxicological Chemistry Faculty of the Pharmacy
University of Sarajevo were used. Risk characterization was performed by calculating the risk of hepatocellular
carcinoma (HCC) incidence per year for four exposure scenario. The results indicated that the average estimated
daily intake of aflatoxin M1 was 0.049 ng/kg body weight (bw) per day. The risk of hepatocellular carcinoma
(caseslyear/100 000 individuals), depending on the HBsAg prevalence, was relatively low (average 0.000064-
0.000074 cases/year/100 000). It is concluded that in recent years, the carcinogenic risk of aflatoxin M1 has been low
and not critical in Bosnia and Herzegovina.

Keywords: Aflatoxin M1, Milk, Exposure assessment, Risk characterization

Bosna-Hersek'te Genel Niifus Bazinda Siit Tiiketimi Yoluyla Aflatoksin M1 Alimina Ait
Maruziyet Degerlendirmesi ve Risk Karakterizasyonu: On Calisma

o0z

Aflatoksin M1 ve M2, aflatoksin B1 ve B2'nin hidroksile metabolitleri olup, sut ve sit Grlnlerinde bulunabilir. Bu
calismanin amaci, Bosna-Hersek'in farkli bolgelerinden farkli dénemlere ait test sonuglarini kullanarak ¢ig sttteki bu
toksine maruz kalma ve saglik riski degerlendirmesi yapmaktir. AFM1 alim degerlendirmesi i¢in, Bosna-Hersek'te
Tarim ve Kirsal Kalkinmaya Yonelik Katihm Oncesi Yardim Sektér Analizleri raporundaki veriler kullaniimistir.
Aflatoksin M1'in ¢ig sitteki konsantrasyonu igin, Saraybosna Eczacilik Universitesi Toksikolojik Kimya Fakiiltesi
Laboratuvari'ndan alinan dnceki galismalarin verileri ile yayinlanmamis veriler kullaniimistir. Dort maruziyet senaryosu
icin yilhik hepatoseliler karsinom riski (HCC) insidansi hesaplanarak risk karakterizasyonu yapilmistir. Sonuglar,
ortalama tahmini gunlik aflatoksin M1 aliminin giinde 0.049 ng/kg vicut agirligi oldugunu goéstermistir. Hepatoseliler
karsinom riski (vaka/y1l/100.000 kisi), HBsAg prevalansina bagli olarak nispeten disik bulunmustur (ortalama
0.000064-0.000074 vaka/yil/100.000). Son yillarda, aflatoksin M1'in kanserojen riskinin disik oldugu ve Bosna
Hersek'te kritik olmadigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, Sut, Maruziyet degerlendirmesi, Risk karakterizasyonu
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INTRODUCTION

Milk is a major source of dietary energy, high-quality
proteins and fat. It contains the water-soluble vitamins
B1, B2, B3, B5, B6, B12, vitamin C, folate and the fat-
soluble vitamins A, D, E, and K. Milk is a good source of
calcium, magnesium, phosphorus, potassium, selenium,
and zinc. Bioavailability of some nutrients in milk, for
example, calcium, is high compared with that in other
foods in the diet [1].

This important food source can be contaminated with
some different unwanted chemicals. Veterinary drugs,
heavy metals, radionuclides, mycotoxins (aflatoxins,
ochratoxin A, patulin, trichothecenes such as
deoxynivalenol, nivalenol and T-2 and HT-2 toxins, as
well as zearalenone and fumonisins) and pesticides are
chemical contaminants that can enter to animal feed
and they have some residues in milk [2].

Aflatoxins are amongst the most poisonous mycotoxins.
They can be produced by three species of Aspergillus-
A. flavus, A. parasiticus, and A. nomius. Aspergilus
flavus produces only B aflatoxins (B1 and B2), while
Aspergilus parasiticus and Aspergilus nominus produce
both B and G aflatoxins (G1 and G2) [3]. Aflatoxin B1
(AFB1) present in feed of lactating animals gets
transformed to 4-hydroxylated metabolite in the liver and
is excreted in milk as aflatoxin M1 (AFM1) [1]. Milk and
milk products including breast milk, are more or less
exclusively the source of AFM1 exposure for human.
Aflatoxin M1 is clasificated as B2 category (possible
carcinogen for human) by International Agency for
Research on Cancer (IARC) and causes liver, kidney
and digestive problems. AFM1 has liver carcinogenicity
effects and genetic destruction effects in human [3]. The
amount of aflatoxin M1 in milk is in relation to the
consumed aflatoxin B1. Approximately 1-3% of ingested
AFB1 is converted into AFM1 [4]. Aflatoxins
contamination of feed fluctuates seasonally. The
contamination is generally higher in summer (high
temperature) and autumn (high humidity). The
concentration of aflatoxins can be measured by gas
chromatography  (GC), high-performance  liquid
chromatography (HPLC), thinly layer chromatography

Daily consumption [dTlly]concentration of contaminant [—]

(TLC) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) [3]. Destruction of AFM1 in milk depends on
time and temperature combination of the heat treatment
applied. Some investigation was observed that
pasteurization caused a decrease in the level of AFM1
at the rate of 7.62% or can partially reduce the amount
of AFM1 in milk. However, some reports showing that
aflatoxins M1 are stable during heat-treatments such as
pasteurization and sterilization and is not destroyed in
yoghurt and cheese making [1, 5].

Different studies also show a great synergic effect
between aflatoxin M1 and hepatitis B virus in a way that
hepatitis B patients (HBsAg*) exposed to this toxin are
30 time more prone to liver damages and cancer [3,6].
The maximum allowable concentration of aflatoxin M1 in
raw milk, heat-treated milk and milk for the manufacture
of milk-based products is 50 ng/L according to the
European Commission regulation [7] and to the
Ordinance on the maximum allowable concentration of
certain contaminants in foods in Bosnia and
Herzegovina [8].

Dominant milk production in BiH is based on the small
farms, of which only 3.5% are farms with more than 20
dairy cows. The annual milk purchases by registered
dairy plants are almost 136 000 tonnes. Marketed milk,
(i.e. pasteurized and UHT) accounts for more than half
of all milk products in processing [9].

The aim of this study was to do exposure and health risk
assessment of this toxin in raw milk using a selection of
existing test results of different periods in a different
region of Bosnia and Herzegovina.

MATERIALS AND METHODS

Dietary Exposure Assessment

Estimated daily intake (EDI) through milk consumption
was an assessment by combining consumption data of

milk with contamination data for AFM1 and divided by
the individual body weight (Eqg. 1).

ng
l

EDI [kg bé\f.day] -

The total diet study was not being undertaken in Bosnia
and Herzegovina, so far. For that reason, for intake
assessment, we used the data available from report of
IPARD (Pre-Accession Assistance To Agriculture And
Rural Development) Sector Analyses in Bosnia and
Herzegovina [9] according to which consumption of milk
per capita in Bosnia and Herzegovina was
approximately 172 litres (471 mL/day ) in 2010 year.

The bodyweight of 70 kg was used as the average body
weight for the European adult population (aged above
18 years).

Body weight [kg]
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Concentration of Aflatoxin M1 in Raw Milk in
Bosnia and Herzegovina

This study was performed by analyzing published
articles. Reviewing published articles dealing with the
concentration of aflatoxin M1 in milk samples origin from
Bosnia and Herzegovina, we found a just one published
study about this topic. In the study conducted from
Bilandzi¢ et al. [10] a total of 285 samples of raw cow's
milk were sampled from small and large dairy farms in
the period October-November 2014 in the following
cantons of Bosnia and Herzegovina: Una Sana, Banja
Luka region, Canton 10, Central Bosnia, Zenica Doboj,
Tuzla, West Herzegovina, Herzegovina-Neretva,
Romanija and Eastern Herzegovina was analyzed.
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Additionally, for this study more recent results of 53 milk
samples that are analyzed in the Laboratory of
toxicological chemistry Faculty of pharmacy University
of Sarajevo (Unpublished data) on the AFM1
concentration with enzyme-linked immunosorbent assay
(Aflatoxin M1 sensitive ELISA test (5121AFMS),
EuroProxima) have been used in a way to cover major
regions in milk production of whole county at the period
from April to June in 2014. The average concentration of
AFM1 used in calculations average exposure were
calculated as Pooled Means of reported means as
follows (Eq. 2):

N1-M1xN2*M2
Caverage =T NieNz #)
Where N is reported number of samples and M is
reported mean of AFM1 concentration in milk [11].

The result of AFM1 concentrations used for exposure
assessment and risk characterisation were presented in
Table 1.

Risk Characterization

Five different exposure scenarios were used: (a) "mean
exposure in spring sampling period”, calculated from
milk consumption according to FAO data (2012) and
mean AFM1 concentrations during spring sampling
period, (b) "mean exposure in autumn sampling period",
calculated from milk consumption according to FAO
data (2012) and mean AFM1 concentration over the
autumn sampling period, (c) "worst-case exposure
scenario in spring sampling period" calculated from milk
consumption according to FAO data (2012) and
maximum concentrations of AFM1 in the spring
sampling period, (d) "worst-case exposure scenario in
autumn sampling period”, calculated from milk
consumption according to FAO data [8] and maximum

AFM1 concentrations in autumn sampling period and
the ,average exposure scenario for both sampling
period" calculated from milk consumption according to
FAO data (2012) and average AFM1 concentration
calculated according Eq. 2.

Risk characterization was performed by calculating the
Risk of hepatocellular carcinoma (HCC) incidence per
year for each exposure scenario.

Risk of hepatocellular carcinoma (HCC) incidence per
year, was calculated from the estimated dietary
exposure to AFM1 multiplied by the AFM1 cancer
potency (Pcancer) as follows:

HCC = EDI - Pcancer (3)

Where EDI is estimated dietary exposure to AFM1 and
Pcancer the AFM1 cancer potency.

AFM1 cancer potency was calculated as follows:
Pcancer = 0.001- %HbsAg~ + 0.03%HbsAg* (4)

Where, %HbsAg and HbsAg® are the percentage of
Hepatitis B virus surface antigen-negative and Hepatitis
B virus surface antigen-positive individuals, respectively.
In this calculation percentage of HBsAg* individuals of
1.057% (low estimate) and 1.535% (high estimate)
reported by northeast region of Bosnia and Herzegovina
were considered [12].

The coefficients 0.001 and 0.03 refer to 0.001 liver
cancer cases/year/100 000 individuals per 1ng/kg bw
per day of AFM1 in Hepatitis B virus surface antigen-
negative (HbsAg) individuals 0.03 liver cancer
cases/year/100 000 individuals per 1 ng/kg bw per day
of AFM1 in HBsAg" individuals [13].

Table 1. Occurrence of aflatoxin M1 (AFM1) in milk in Bosnia and Herzegovina

Aflatoxin M1 concentration [ng/L] Average
April-June 2014 October-November 2014™ conanné;E]tlon

Regions October-

MeantSD Min November MeantSD  Min Max

2014™

Canton Sarajevo 6.00+4.00 1.00 15.00 4.85+1.16  3.23 6.65
Herczegovina-Neretva canton 16.00+4.00 13.00 19.00 6.11+2.18 3.23 13.9 731
Canton Tuzla 27.00+18.00 10.00 46.00 9.7249.95 1.88 24.9 '
Romanija region 6.00+2.00 3.00 10.00 4.23+0.42 3.65 4.96
Central Bosnia canton 14.00+13.00 3.00 36.00 7.81£9.76 2.73 38.9
Zenica-Doboj canton 10.00+£7.00 4.00 22.00 - - -
Total 11.00£10.00 1.00 46.00 6.6216.36 1.88  38.00

*unpublished date, ** Bilandzi¢ et al. [10], ***Calculated by Eq. 2
RESULTS AND DISCUSSION

Estimated dietary intake of AFM1 for the general
population of Bosnia and Herzegovina was in a range of
0.076-0.310 and 0.045-0.256 ng/kg bw per day in spring
and autumn sampling period, respectively. Average EDI
calculated using average concentration was 0.049 ng/kg
bw per day. The highest EDI (0.184-0.310 and 0.065-
0.168 ng/kg bw per day in spring and autumn sampling

period, respectively) was determined in Tuzla canton
(northeast Bosnia and Herzegovina) in both sampling
periods, and the smallest one in Sarajevo canton
(0.039-0.101 ng/kg bw per day) in spring and the
Romanija region (0.028-0.033 ng/kg bw per day) in
autumn sampling period, both regions are located in
central east Bosnia and Herzegovina (Tables 2 and 3).
The results of AFM1 concentration in milk in Bosnia and
Herzegovina in two sampling periods are in an
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agreement to the previously reported fact about
seasonal effect influences the concentration of aflatoxin
M1. Climate conditions in Bosnia and Herzegovina
region are characterized with cold winter, humid spring
and relatively warm autumn. Some authors reported the
higher concentration of AFM1 in cold seasons as
compared to hot seasons. In cold months milking
animals are mostly fed with compound feeds and thus
the concentration of aflatoxin B1 increases which in turn
enhances AFM1 concentration in milk. Moreover, high
temperature and moisture contents also affect the
presence of aflatoxin B1 in feeds. Aspergilus flavus and
Aspergilus parasiticus can easily grow in feeds having
moisture between 13% and 18% and environmental
moisture between 50% and 60% and produce the toxin

[1].

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) was calculated the estimated of AFM1 intake
to be approximately 0.11 ng/kg bw day for the European
type diet. This estimation was calculated based on the
European regional consumption of milk and milk
products of 340 g per person per day (the Global
Environment Monitoring System (GEMS)/Food regional
diets data) and the weighted mean concentration of
AFM1 in the milk of 23 ng/kg [13]. Considering the
deterministic approach of this estimation and
considerably higher reported consumption of milk
obtained from FAO report, and lower values of mean

AFM1 concentration in milk, exposure to AFML1 just in
one region of Boshia and Herzegovina was slightly
higher (Tuzla canton 0.184 ng/kg b.w. per day) and in
the other regions even lower (average EDI 0.049 ng/kg
bw per day) than this reported fo for the European type
diet [13]. Other studies also confirmed a relatively low
exposure to the AFM1 general adult population. Cano-
Sancho et al. [14] estimated the exposure of the adult
Catalonian population to be 0.039 ng/kg bw per day,
Shundo et al. [15] reported intake of AFM1 by the
Brazilian adult population of 0.08 ng/kg bw per day and
Kos et al. [16] estimated exposure to AFM1 in Serbia
through milk intake in 2013 to be 0.21 ng/kg bw per day.
Taking into consideration represented exposure
assessment, results from Bosnia and Herzegovina are
comparable to the ones obtained from regions with
climate conditions suitable for aflatoxins production.

We found that the risk of hepatocellular carcinoma
(caseslyear/100 000 individuals), depending on the
HBsAg" prevalence (Tables 2 and 3), was relatively low
(average 0.000064-0.000074 cases/year/100,000). In a
population of 3,531,159 [17] with an HBV prevalence
rate of 1.057% (low estimate) and 1.535% the projected
increase in risk would correspond to about 0.002-0.003
additional cases per year at EDI of AFM1 of 0.049 ng/kg
bw per day. Highest estimated HCC was in Canton
Tuzla region (HCC 0.000240-0.000266).

Table 2. Risk characterization for of aflatoxin M1 in spring sampling periods

EDI**

Hcex HCC*

( ng/kg bw day)

Regions EDI
(ng/kg bw day)

Canton Sarajevo 0.039
Romanija region 0.042
Zenica-Doboj canton 0.067
Central Bosnia canton 0.095
Herczegovina-Neretva canton 0.108
Canton Tuzla 0.184
Total 0.076

0.101 0.000051-0.000057 0.000132-0.000146
0.067 0.000055-0.000060 0.000088-0.00097

0.148 0.000088-0.00097 0.000193-0.000214
0.242 0.000124-0.000137 0.000317-0.000350
0.128 0.000141-0.000156 0.000167-0.000185
0.310 0.000240-0.000266 0.000405-0.000447
0.310 0.000100-0.000110 0.000405-0.000447

*'mean exposure spring sampling period”, calculated from milk consumption according to FAO data (2012) and average AFM1
concentrations during spring sampling period, **"the worst case exposure scenario in spring sampling period" calculated from
milk consumption according to FAO data (2012) and maximum concentrations of AFM1 in the spring sampling period.

Table 3. Risk characterization of aflatoxin M1 in sampling periods October-November 2014

EDI"

Regions (ng/kg bw day)

EDI™

(ng/kg bw day)

HCC”

HCC*

Zenica-Doboj canton -
0.028

Romanija region

Canton Sarajevo 0.033
Herczegovina-Neretva canton 0.041
Central Bosnia canton 0.053
Canton Tuzla 0.065
Total 0.045

0.033
0.045
0.094
0.262
0.168
0.256

0.000037-0.000041
0.000043-0.000047
0.000054-0.000059
0.000069-0.000076
0.000085-0.000095
0.000058-0.000064

0.000044-0.000048
0.000058-0.000065
0.000122-0.000135
0.000342-0.000378
0.000219-0.000242
0.000342-0.000378

*'mean exposure in autumn sampling period”, calculated from milk consumption according to FAO data (2012) and
average AFM1 concentrations during the spring sampling period, **"the worst case exposure scenario in autumn sampling
period" calculated from milk consumption according to FAO data (2012) and maximum concentrations of AFM1 in the

autumn sampling period.
CONCLUSION

We found a relatively low estimated daily intake of
AFM1 by milk consumption in a general population of
Bosnia and Herzegovina. The highest EDI was in a
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northeast Bosnia and Hercegovina and the lower ones
in central east Bosnia and Herzegovina. Slightly higher
exposure was in spring sampling period than in autumn
that could be explained with climatic condition of this
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region and the livestock feeding practice. HCC was
relatively low, but not inconsiderable.

LIMITATIONS OF STUDY

There are some limitations of this study. The data of
concentrations of AFM1 used for exposure assessment
and risk characterization are not representative enough.
But, there are any published data on the concentration
of AFM1 in milk in Bosnia and Herzegovina, except a
study of Bilandzi¢ et al. [10]. Also, we could not find any
public report about the state of art of content of AFM1 in
milk and milk products from the market in Bosnia and
Herzegovina. Further, in this study, all calculations were
made for a general adult population and taking into
account just results of AFM1 concentration in raw milk
samples. AFM1 is present in other dairy products and
future analysis should include analysis of AFM1 content
in heat-treated milk and milk for the manufacture of milk-
based products. Also, more precise analysis of milk and
dairy product intake must be done especially for some
specific population such as toddlers, adolescents,
female etc.

The ELISA test is often considered as a semi-
quantitative test and inappropriate for use in risk
assessment and it is suggested that all analysis of
AFM1 concentration in various type of sample should be
done with some of instrumental technics.

The results presented herein are the first results of the
risk characterization of AFM1 associated with milk
consumption in Bosnia and Herzegovina. The risk to
public health seems to be negligible for the general BiH
population but still, this first set of data represents a very
valuable starting point for future research.

The data of this first investigation indicating that there is
a need for more precise research on the consumption
frequency of milk, especially among the specific
population (e.g. toddlers, child, adolescents), to evaluate
a reliable risk assessment per population.
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ABSTRACT

Poultry eggs are highly important in human nutrition due to their content of essential amino acids, vitamins, minerals,
and enzymes. Eggs of edible poultries such as hen, turkey, quail, and goose may have some differences in their
nutritional composition. Various heat treatments applied before consumption lead to some alterations in their
nutrients, especially proteins. The purpose of this study was to investigate compositional and structural changes in the
protein fractions of hen, quail, turkey, and goose eggs when exposed to soft- and hard-boiling (11-16 min and 18-19
min), and frying (2-7 min). Electrophoresis and spectroscopy were used to determine the effects of these heat
treatments on egg white and yolk proteins separately. It was observed that the heat degradation of proteins in egg
white was higher than that in egg yolk. As expected, protein degradation was increased when heat exposure was
extended. Hard-boiling treatment completely denatured egg white proteins almost in all poultry species. Ovomucoid
was the most resistant fraction against heat denaturation in white proteins, while livetins in yolk. Soft-boiling under the
given conditions resulted in mostly retained profiles of proteins in egg yolk of all species. Relevant to protein
degradation, remarkable structural changes were detected in the protein secondary structure of hard-boiled and fried
egg samples. Significant data obtained in this research revealed the influence of heat treatment on the protein content
of edible eggs. Those findings are expected to help in developing the processes and consumption methods of egg
products for dietary purposes and improvement of human health.

Keywords: Egg, Protein, Poultry, Electrophoresis, Spectroscopy

Isil islemin Yenilebilir Kanath Yumurtalarindaki Protein Fraksiyonlarina Etkisi
0z

igerisinde barindirdigi esansiyel amino asitler, vitaminler, mineraller ve enzimler ile yumurta insan beslenmesinde
oldukga 6énemli bir yere sahiptir. Tavuk, bildircin, hindi ve kaz gibi yenilebilir kanatli yumurtalari besin bilesiminde bazi
farklihklara sahiptir. Tlketimden 6nce uygulanan cesitli 1sil islemler 6zellikle proteinler olmak lGzere yumurtalarin
icerisinde barindirdigi besinlerde bazi bilesimsel ve yapisal degisikliklere yol agabilmektedirler. Bu ¢alismanin amaci
rafadan (11-16 dk.), tam haglanmis (18-19 dk.) ve sahanda pisirimis (2-7 dk.) tavuk, bildircin, hindi ve kaz
yumurtalarinin protein fraksiyonlarindaki bilesim ve yapisal degisikliklerin arastiriimasidir. Bu isil islemlerin yumurta
beyazi ve sarisi proteinleri Uzerine etkileri elektroforez ve spektroskopi kullanarak tespit edilmistir. Yumurta beyazinda
sarisina oranla daha fazla i1sil degradasyon gozlenmistir. Beklendigi gibi 1sil maruziyet slresi uzadik¢a protein
degradasyonu artmistir. Tam haglama hemen hemen buitin kanath turlerinin yumurta beyazi proteinlerini denatire
etmistir. Yumurta sarisinda livetin fraksiyonlari iken yumurta beyazinda ovomukoid 1sil denatlirasyona kargl en
dayanikli fraksiyondur. Rafadan haslamada butin tirlerin yumurta sarilarindaki protein fraksiyonlari gogunlukla
denatirasyondan korunmustur. Protein yikimi ile baglantili olarak tam haglanmis ve sahanda yumurta 6rneklerinde
protein ikincil yapisinda dikkat gekici farkliliklar tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen énemli veriler 1sil iglemin
yenilebilir yumurta proteinleri Gzerine etkisini ortaya koymustur. Bu bulgularin beslenme ve insan sagligini iyilestirme
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amacina yonelik olarak yumurta iceren Urlnlerin Uretim ve tuketim yontemlerini gelistirmede katki saglayacagdi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yumurta, Protein, Kanatl, Elektroforez, Spektroskopi

INTRODUCTION

Eggs contain high quality of nutrients including proteins,
phospholipids, and various micromolecules such as
vitamins A, B, D and E, and minerals Ca, P, K, Mg, Fe,
and Zn. This rich nutrient content is quite beneficial for
every living mammalian. Eggs also contain antioxidants
and antimicrobial compounds providing health benefits
for the human being. Carotenoids such as lutein,
zeaxanthin, and choline as well are found in significant
amounts in eggs [1]. Besides these beneficial effects,
one adverse effect is associated with allergic reactions
in the human body due to egg proteins [2, 3]. In
comparison to hen and quail eggs, turkey and goose
eggs’ proteins can exhibit higher allergic potential since
they are big and comprising of the high amount of
protein fraction [4]. A whole egg is composed of proteins
(~10-14%), carbohydrates (~0.5-2.2 %), water (~88%),
fat (~10-13%) , and ash (~1%) [5]. From the outer to the
inner layer, it is composed of three main parts including
shell, egg white (albumin), and egg yolk. In general,
based on average weight, 11 % of an egg corresponds
to the shell and the inner membrane, 58% to the egg
white, and 31% to egg yolk [6]. Both egg white and yolk
are rich in high-quality protein. Ovalbumin (54%)
conalbumin (12%), ovomucoid (11%) and lysozyme
(3.5%) are the most abundant proteins in the egg white,
whereas livetins  (38%), phosphitin  (8%), and
apoproteins (high-density lipoproteins, HDL of 36% and
low-density lipoproteins, LDL of 17%) are the protein
fractions of egg yolk [6, 7].

Electrophoresis is a common tool used for separation
and identification of proteins from various sources.
Electrophoretic mobilities of protein fractions greatly
differ through their molecular weight and charges.
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) is mostly used to elucidate
food proteins and facilitate comparison of their profiles
after various treatments.

Animal-based proteins are essential for human nutrition.
Egg protein has the highest biological value due to its
rich essential amino acid content and high digestibility
with 95% when compared to milk (85%) and meat (74%)
[8]. Leucine, isoleucine, methionine, and lysine are the
most important essential amino acids existing in egg
white and yolk proteins [9].

Protein denaturation induced by heating can facilitate
the action of digestive enzymes, thus providing higher
assimilation of cooked egg proteins [10, 11]. Egg
proteins are also widely used as ingredients in the food
products including bakery, dressings, and meat
formulations. Egg white is commonly used in food
processing owing to its functional properties such as
emulsifying, foaming, and gelling [12]. These functional
properties of egg proteins might be changed desirable
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or undesirably during processing according to process
conditions. For example, controlled heat treatment can
induce protein denaturation thus may alter their
functionality such as enhanced gelation ability. Both
direct consumption and industrial use require the heat
processing of eggs through different treatments.

Edible poultry (hen, quail, turkey, goose, etc.) eggs are
consumed via different cooking treatments such as
boiling and frying. Cooking techniques with varying
temperatures and time periods can lead to denaturation
of protein fractions at different levels. Some egg proteins
are heat resistant such as ovomucoid, whereas some
are heat- labile such as lysozyme and ovotransferrin
[11]. The length and temperature of heat treatment are
critical parameters determining the extend of protein
denaturation. The eggs of four different poultry species
used in this study are hen, turkey, quail, and goose to
follow the effect of different cooking methods on their
protein fractions. Eggs of each species differ in size,
weight, the proportion of constitutional parts, and their
macro- and micro molecular contents [13]. When
compared to the other constituents the relative protein
amount of the eggs of these species is mostly stable
about 13% [11].

Protein denaturation via heat or other factors resulted in
destabilization of hierarchical quaternary and tertiary
structures unfolded to secondary structure, then
followed by conformational alterations in secondary
structure elements through breakage of hydrogen
bondings and hydrophobic interactions. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) is a widely
used versatile technique for the determination of
structural changes in protein secondary structure via
major vibrational modes known as amide | and amide Il
stretching bands [14].

It has been well-stated that edible poultry eggs have
critical importance in nutrition and the preparation
methods are highly effective in their constituents
regarding compositional and structural features. Since
proteins are the fundamental nutrients in eggs, different
cooking styles might significantly alter the structure and
conformation of protein fractions, potentially leading to
altered bioabsorption. There is still lack of
comprehensive and comperative analyses regarding the
protein structure and bioavailability of various poultry
eggs when exposed to thermal treatments. The present
work aimed to investigate compositional and structural
changes in protein fractions of soft-boiled, hard-boiled,
and fried eggs of different poultry species using gel
electrophoresis and infrared spectroscopy.
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MATERIALS AND METHODS
Materials

Four different poultry eggs were used in this study. Hen
and quail eggs produced by Kor Agro Organic Gida AS.
(Turkey) were purchased from a local market, and
goose and turkey eggs were kindly supplied by villagers
in Usak, Turkey. Commercially produced twenty day-old
hen eggs with approximately 62 g in weight, and thirty
day-old quail egg with 14 g in weight were used. Also,
village-grown, twenty to thirty-day old turkey and goose
eggs with 75 g and 180 g in average weight,
respectively, were used in this study. Electrophoresis
chemicals and the standard marker were purchased
from Bio-Rad Laboratories Inc (Hercules, CA, USA).
Other chemicals were purchased from Sigma Chemicals
(St. Louis, MO, USA).

Methods

Proteins extracted from soft-boiled, hard-boiled, and
fried egg white and yolk samples were analyzed by
SDS-PAGE for protein profiing and FT-IR for
determination of conformational changes in protein
structure.

Sample Preparation

Eggs of all species were subjected to heat treatment for
different time periods as given in Table 1. Soft- and
hard-boiling conditions were set due to preliminary
studies. Various trials were conducted to determine
cooking time for obtaining the desirable appearance of
egg white and yolk. In case of soft-boiling, the white was
not fully set (still soft) and the yolk was thick but runny.
In case of hard-boiling, both the white and yolk were
fully set. For the boiling procedure, one-litter glassware
containing 500 ml water and eggs were placed onto a
heating plate adjusted to 350 °C (not pre-heated) and
exposed to heating via time schedules indicated in
Table 1. Hen and quail eggs were boiled two by two,
whereas goose and turkey eggs were boiled one by
one. Then the eggs were taken out and placed in water
at room temperature (~ 24°C) to cool down. The egg
white and yolk were separated prior to protein extraction
to be explained in the following section. White and yolk
parts of the eggs to be fried were separated first, then
exposed to frying in a non-stick pan with a diameter of
20 cm, on the heating plate at 350 °C as scheduled in
Table 1. The heating plate was not pre-heated when the
first sample, the hen’s egg white was fried, however, it
was already pre-heated for the other samples. The
treatment was achieved when the whites and yolks were
totally set. No oil was used for the frying treatments in
order to eliminate its effects on the changes in protein
structure. Two eggs were cooked for each poultry type
and the experiments were conducted in dublicate.
Uncooked or raw egg samples were also used for
comparison in the experiments.

Table 1. Cooking periods applied to the poultry eggs

Type of Soft-boiling Hard-boiling Tmz)g
poultry eggs (min) (min) Yok White
Hen 15 18 3 7
Quail 11 18 2 5
Turkey 15 18 2 3
Goose 16 19 4 3

Protein Extraction

The extraction of protein fractions in the eggs was
achieved according to a previous study with minor
modifications [15]. One hundred milligrams of samples
from uncooked, boiled and fried eggs were put into
Eppendorf® tubes and mixed quite well with 100 pL
ultrapure water. It was stored at +4°C overnight. To
unfold protein, 1 ml of 90% trichloroacetic acid (TCA),
vlv, was added and vortexed until mixed quite well.
Then the samples were kept on ice for one and half an
hour and centrifuged at 12000 rpm and +4°C for 5
minutes. Non-proteinous parts and other residues within
the supernatant were discarded by three sequential
washing steps. After the last washing, diethyl
ether/ethanol (50/50 %, v/v) solution was added and
mixed well. The samples were centrifuged at 12000 rpm
and +4°C for 5 minutes. By discarding supernatant two
sequential washing steps were carried out. The resultant
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pellets were dissolved in 500 pL ultrapure water and
stored at +4°C for further analyses.

SDS-PAGE Analysis

Proteins in the fractions were analyzed by SDS-PAGE
according to Laemmli [16]. Samples were mixed with
sample buffer (1:1) and boiled for 5 minutes to
denaturate proteins. Twenty microliters of each sample
were loaded to each well. Electrophoresis was carried
out on a 4-12 % polyacrylamide gel. It was run at 75 V in
the first 15 minutes, then at 150 V for 1 hour. Following
protein staining performed using Coomassie Brillant
Blue R250 for 30 min, destaining was carried out for a
few hours and protein bands were examined.
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FT-IR Spectroscopy

Infrared measurements were carried out using a Perkin-
Elmer 100 FTIR Spectrometer (Wesseley, MA, USA)
equipped with a horizontal ATR sampling accessory, at
room temperature. Nearly, 100 yl samples were placed
onto a crystal surface and the measurements were
taken in the range of 4000-400 cm™. The resolution was
4 cm™ and 32 scans were recorded per each spectrum
with a scan speed of 1 cm/sec. A background was
recorded before each measurement.

RESULTS AND DISCUSSION
Protein Profiling

Hen, quail, goose, and turkey’s eggs were subjected to
boiling and frying treatments and resultant varying
degree of denaturation in protein structure was
investigated. Protein profiles of raw and heat-treated
egg samples recorded using SDS-PAGE analysis were
given in Figure 1. Egg yolk and white proteins belonging
to each poultry species were well-fractionated on the

gels in consistency with the previous studies [4, 7, 15,
17, 18]. Based on their molecular weights, the
identification of the protein fractions in egg white and
yolk were carried out by the help of marker proteins (M)
run in the corresponding lanes of each gel.

Major protein fractions in egg white are ovalbumin (~ 45
kDa) [19], ovotransferrin (~ 70 kDa) [20], ovomucoid (~
28 kDa) [21], and lysozyme (~ 14 kDa) [22], whereas in
egg yolk are LDL (~20-220 kDa) [7], HDL (~30-110 kDa)
[23], livetins (~ 25-203 kDa) [17], and phosvitin (~45
kDa) [18]. In raw egg white of all poultries four major
protein fractions were detected, however higher band
intensities were observed in some fractions such as
ovalbumin and ovotransferrin due to their higher
amounts and solubilities when compared to the others
[7]. The sorted profiles of heat-treated egg white and
yolk samples were examined separately by comparing
them to the corresponded untreated samples.
Qualitative differences were detected in the protein
fractions of different poultry eggs investigated in this
study.

a) Hen’s egg proteins
S 6 7

M12 3 4

8

250
150
100

75

¢) Goose’s egg proteins
1 M 2 3 4

S 6 7 8

Figure 1. Protein brofis of the different poltry eggs subjected to various cooking treatments

b) Quail’s egg proteins
3 4 5 6 7 8 M

kDa

1 2

250
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75
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37
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20

d) Turkey’s egg proteins
M1 2 3 4 5 6 7 8

250

2

. Lane M

represents the protein standard. a) Hen’s egg proteins, lane a1: raw egg yolk; lane a2: raw egg white;
lane a3: hard-boiled egg yolk; lane a4: hard-boiled egg white; lane a5: soft-boiled egg white; lane a6:
soft-boiled egg yolk; lane a7: fried egg yolk; lane a8: fried egg white. b) Quail's egg proteins, lane b1:
raw egg yolk; lane b2: raw egg white; lane b3: hard-boiled egg yolk; lane b4: hard-boiled egg white; lane
b5: soft-boiled egg white; lane b6: soft-boiled egg yolk; lane b7: fried egg yolk; lane b8: fried egg white.
c) Goose’s egg proteins, lane c1: raw egg yolk; lane c2: raw egg white; lane c3: hard-boiled egg yolk;
lane c4: hard-boiled egg white; lane c5: soft-boiled egg yolk; lane c6: soft-boiled egg white; lane c¢7: fried
egg yolk; lane c8: fried egg white. d) Turkey's egg proteins, lane d1: raw egg yolk; lane d2: raw egg
white; lane d3: hard-boiled egg yolk; lane d4: hard-boiled egg white; lane d5: soft-boiled egg yolk; lane
d6: soft-boiled egg white; lane d7: fried egg yolk; lane d8: fried egg white.

Table 2 represents the detected protein fractions in raw,
soft- and hard-boiled, and fried egg white and yolk’s of
each poultry species based on SDS-PAGE images
given in Figure 1. As it is clearly seen in the gel images
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and the table protein denaturation induced by heat
treatment resulted in lowered band volume intensities
and/or disappeared bands. Egg yolk proteins seemed to
be more resistant to heat denaturation than egg white
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fractions in all species. Protein profiles of soft-boiled
yolks were very similar to that of raw yolks with lowered
band intensities most probably arisen from partial
denaturation. Ovomucoid fraction in egg white showed
remarkable resistance to boiling and frying treatments.
Similarly, a-, B- livetin, and apovitellenin Il exhibited
heat resistance among other yolk fractions. In
comparison to LDL proteins, HDL proteins in egg yolk
were observed as much more heat-labile. A band
corresponding to phosvitin fraction remained in goose
and turkey egg yolks after heat treatments including
hard-boiling and frying.

The protein patterns of hen’s and quail’s eggs were very
similar in both white and yolk after treatments. It is
remarkably observed that most of the whole egg white
proteins of all species were denatured in case of hard-
boiling. In a previous study investigating the
thermostability of egg yolk granules when exposed to
heat up to 79°C [23]. They reported that LDL and some
HDL fractions were heat-sensitive while phosphitin and
some other HDL fractions were resistant to heat in
prepared egg yolk granules. Our findings were in
agreement with those to some extend since here the
egg samples were subjected to a higher temperature
during boiling and frying treatments, thus strongly
inducing protein denaturation.

Table 2. Protein fractions in white and yolk’s of eggs cooked with different treatments

. ) . Egg white
Major protein fractions Mwit -
in egg white (kDa) Hen Quail Goose Turkey
R S HF R S HF R S HFR S H F
Ovalbumin ~ 45 + - - -+ - - -+ o+ -+ o+ - - -
Ovotransfe_rrin - 76 + i i . i e e )
(conalbumin)
Ovomucoid ~ 28 + + -+ o+ o+ -+ 4+ o+ - -+ o+ o+ o+
Lysozyme ~14 + - - -+ - .
. . . Egg yolk
:\r/,laécg)g p))/rooltkeln fractions (::AISAQ) Hen Quail Goose Turkey
R S HF R S HF R S HF R S H F
a- livetin ~55,73 + + + 0+ 4+ o+ o+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+ - -
2 B- livetin ~ 33, 36 + + + + + + 4+ + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+
£ y-livetin ~203,25 4+ 4+ - - 4+ 4+ -+ A oo
Phosvitin ~45 + + - -+ o+ - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Apovitellenin Via ~ 220 + + - -+ + - -+ o+ - - - - R -
£ Apovitellenin Va ~120 + + - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -
- § Apovitellenin IV ~ 68 + + e T
=< Apovitellenin Il ~ 62 + + + + + o+ 4+ o+ 4+ o+ - -+ o+ O+ o+
Y Apovitellin 3+4 ~ 110 + - e - -
g Apovitellin 5+6 ~78 + - e
85 Apovitellin 8 ~31 . L L
Apovitellin 8 ~31 + - - - - - N

R: raw, S: soft-boiled, H: hard-boiled, F: fried, Mwt: molecular weight, kDa: kilo dalton, LDL: low density lipoproteins, HDL: high

density lipoproteins
FT-IR Analysis of Protein Fractions in Eggs

Figure 2 shows the FT-IR spectra of protein fractions in
yolk and white of hen, quail, and goose eggs. Structural
changes in their proteins were tracked in soft- and hard-
boiled, and fried eggs of these species. Raw eggs of
these poultries were also analyzed for comparison.
Qualitative assessment of secondary structure changes
revealed denaturation and aggregation in egg proteins
leading to alterations in their functional and bioactive
properties [24]. The amide | band defined between
~1700 and 1620 cm™ due to the C=0 stretching is the
well-recognized region to determine the changes in the
protein secondary structure. Other vibrational regions
involved in the identification of the elements in protein
structure are the amide Il band between ~1560 and
1520 cm™? due to combination of N-H bending and C-N
stretching vibrations and the amide Il band between
~1320 and 1220 cm? due to combination of N-H
bending and C-N stretching vibrations [25-27].
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The major peaks detected in each infrared spectra were
analyzed by considering the given polypeptide vibration
band assigned to the secondary structure elements with
the reported literature works [27-29]. The stretching
bands at 1697 cm™ and 1636/1626 cm™ correspond to
B-sheet, and those at ~1687/1670/1969 cm™* correspond
to B-turn structures. The peaks belonging to those
structural elements were tracked in all egg samples
(Figure 2). It was observed that [-sheet structures
assigned to the bands at around 1697/1687/1636 cm
mostly retained during heat treatments with noted partial
losses in case of hard boiling and frying. The a-helix
structure is mostly attributed to the bands at
1664/1663/1650 cm™ were observed with lowered peak
intensities indicating partial degradation due to boiling
and frying treatments. The random coil structures were
also observed due to the peaks detected at ~1646/1645
cm™. In the amide Il region, the peaks at ~1558 cm*
assigned to a-helical and ~1525 cm? to B-sheet
structures were detected in both yolk and white samples
before and after cooking treatments. The peaks
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between ~1315 and 1280 cm™ in the amide llI region
attributed to a-helix and some random structures were
detected in yolk and white fractions of eggs as well. The
detected peaks and corresponding structural elements
are comparable to the previous reports [17].

In hen’s, quail’s, and goose’s eggs, the spectra of raw
and soft-boiled yolks resembled with the lowered
intensities in the latter case (Figure 2A1, 2B1 and, 2C1).
In the amide | region, decreases and decreases in the
corresponding bands showed lowered a-helix content
and increased (- and random structures due to
cleavage of protein structure via heat. Hard-boiling and
frying resulted in remarkable changes in protein
conformation especially in the amide | region. In case of
hard-boiling irreversible denaturation seemed to

enhanced protein aggregation and thus buried helical or
beta structure patches.

Overall, many shifts, losses, and newborn peaks
detected especially in the amide | region exhibited some
structural changes in the egg yolk and white fractions of
the investigated species. Conformational alterations
such as the loss in the helices and increase in the f3-,
random, and aggregated structures indicated thermal
denaturation and reconstitution due to aggregation of
cleaved peptide fragments. As the heat exposure
prolonged, eg. during hard-boiling, or various reactions
taken place, eg. due to water loss during frying, the
hydrogen bonds mostly holding the structural elements
of egg proteins were broken down and tend to form new
bindings leading to an aggregation network.

Absorbance Unit

Absorbance Unit

Absorbance Unit

A2
hen's egg white

Absorbance Unit

Absorbance Unit

2
gaose's egg white

Absorbance Unit

Figure2. FT-IR spectra of poultry eggs. A1 and A2 represent hen’s egg yolk and white; B1 and B2 represent quail’s
egg yolk and white; C1 and C2 represent goose’s egg yolk and white for raw, soft-boiled, hard-boiled, and fried eggs.
Peaks of a-helices, B-sheets, turns and random coils were assigned based on literature.
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CONCLUSION

Egg proteins are quite valuable for human nutrition. The
eggs of different poultry species can be consumed via
different cooking styles including boiling and frying.
These treatments strongly lead to protein denaturation
and thus change its technological properties and
nutritive value due to digestibility in the body. Here,
protein profiles and structural conformations of the egg
white and yolk proteins were studied using
electrophoresis and spectroscopy. SDS-PAGE analysis
revealed that some protein bands corresponding to well-
known fractions in raw egg yolk and white were mostly
retained in soft-boiling, but disappeared in hard-boiled
and fried yolk samples due to denaturation. According to
IR findings, hard boiling and frying treatments resulted in
conformational changes in the protein structure,
especially in egg yolk. Quail's egg white was mostly
retained it's conformational structure when exposed to
boiling. In each poultry species soft-boiling led to less
protein denaturation and thus structural deformation in
both egg white and yolk. However, hard-boiling resulted
in significant protein denaturation and aggregation.

Overall, the native structure of the existing protein
fractions in the egg was degraded in varying degrees
based on the cooking technique. Additionally, the
protein secondary structure was mostly retained with
some conformational changes. To better emphasize the
time and temperature dependency of the egg protein
denaturation, another research is underway. Moreover,
the effect of these treatments on the bioavailability of
essential amino acids will also be investigated in the
future.
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ABSTRACT

Violacein is a natural violet pigment produced by various bacterial species, especially by the Gram-negative bacteria
Chromobacterium violaceum. Violacein has antibacterial, antifungal, antioxidant and anticancer activities and has
various applications in food, cosmetic, textile and pharmaceutical industries. In this study, violacein was extracted
from the Chromobacterium violaceum culture through ultrasonic-assisted (UA) and microwave-assisted (MA)
extraction methods using methanol, ethanol, acetone, and ethyl acetate as solvent. Violacein was quantified using
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Then, antibacterial and anticancer activities of these extracts were
investigated. In this study, for the first time, the violacein extract was obtained by using UA and MA extraction
methods. The highest violacein concentration could be achieved by UAE method with methanol. It was found out that
violacein extracts had an antibacterial effect against Staphylococcus aureus, S. aureus (MRSA) and Bacillus cereus.
The violacein extract had a strong anticancer effect on cervical cancer (HeLa) cells. Finally, the UA and MA extraction
methods were successfully applied to bacterial cultures in order to extract the violacein.

Keywords: Violacein, Extraction, Antibacterial, Anticancer

Ultrason Destekli Ekstraksiyon Yontemi ile Elde Edilen Violasinin Antibakteriyel ve
Antikanser Aktiviteleri

o0z

Viyolasin, 6zellikle Gram-negatif bakteri Chromobacterium violaceum tarafindan uretilen ve antibakteriyel, antifungal,
antioksidan ve antikanser etkilere sahip cgesitli bakteri tirleri tarafindan uUretilen dogal mor bir pigmenttir. Bu
calismada, viyolasin, Ultrason destekli (UA) ve mikrodalga destekli (MA) ekstraksiyon proseddrleri ile C. violaceum
susundan metanol, etanol, aseton ve etil asetat kullanilarak ekstrakte edilmistir. Elde edilen viyolasin miktari, yiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra bu ekstraktlarin antibakteriyel ve
antikanser aktiviteleri incelenmistir. Bu galismada, viyolasin ilk kez UA ve MA ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
elde edilmistir. Viyolasin ekstrelerinin Staphylococcus aureus, S. aureus (MRSA) ve Bacillus cereus'a karsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Viyolasin ekstresi rahim agzi kanseri hicreleri (HeLa) tUzerinde
gucli anti-kanser etkisi gostermistir. Sonugta, viyolasini ekstrakte etmek igin, UA ve MA ekstraksiyon yontemleri
bakteri kilttrlerine basariyla uygulanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Viyolasin, Ekstraksiyon, Antibakteriyel, Antikanser
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INTRODUCTION

There is a great interest for using natural pigments in
the food, textile, cosmetic and pharmaceutical
industries. Numerous molecules (pigments etc.) waiting
to be discovered have the potential to be used for new
treatment methods and the production of alternative
drugs. Violacein which is one of those molecules is the
bisindole antibiotic, which is produced by a number of
bacterial species [1-4], including strains  of
Chromobacterium [1, 2], Janthinobacterium [4] and
Duganella [4]. Violacein, a violet pigment, has attracted
much attention due to its pharmacological properties
and bioactivities [5, 6]. Violacein pigment has several
biological  characteristics  (including  antifungal,
antitumoral, antiparasitic, antiprotozoal, antioxidant,
antiviral, and antibacterial activities) and it has gained
increasing importance in food, medicine, cosmetics and
textiles for various applications [7-14]. A study
demonstrated that evaluation of the powdered violacein
by spray drying mode and its potential application in
food [14]. Violacein is primarily active against Gram-
positive strains [1, 8, 15] however, is generally
ineffective against Gram-negative strains.

Natural active molecules are important sources for drug
development. There are several extraction procedures
for extraction of these valuable natural compounds from
plants and the other resources. Traditional extraction
techniques are time-consuming and require relatively
large quantities of solvents [16]. Microwave-assisted
and ultrasonic-assisted extraction methods have been
used for the extraction of bioactive compounds in order
to shorten the extraction time, lower solvent
consumption, increase extraction yields and improve the
quality of the extracts [17-18].

In this study, violacein was firstly extracted with UA and
MA extraction methods from C. violaceum ATCC 12472.
The extract's antibacterial and cytotoxic activities was
evaluated against Gram-positive (S. aureus, Bacillus
cereus, S. aureus MRSA), and Gram-negative (P.
aeruginosa, E. coli).

MATERIALS AND METHODS
Chemicals, Bacterial Strains and Media

Methanol, ethanol, ethyl acetate, and acetone were
purchased from Merck. Violacein was purchased from
Sigma. All other reagents and chemicals used were of
analytical reagent grade.

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 11778, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 43300 and Chromobacterium violaceum ATCC
12472 which were used in the study were obtained from
the bacterial culture collection of the Department of
Biology, the Faculty of Arts and Sciences in Sileyman
Demirel University. Bacterial strains were maintained
Luria Bertani (LB) agar (Difco).
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Violacein Extraction

Overnight culture of C. violaceum ATCC 12472 was
inoculated into fresh LB and grown at 120 rpm and 35°C
for 24 hours. The culture was centrifuged and the
violacein in the pellet was extracted using Ultrasound
assisted extraction (UAE) method for 20 minutes
method (Bandelin, Sonorex, RK-100) or Microwave
assisted extraction (MAE) method (2450 MHz, 30°C for
20 minutes) with solvent (ethanol/ methanol/ acetone/
ethyl acetate). The extraction was repeated five times
and the supernatant was combined. The resulting
solvent was evaporated at 45°C under vacuum by a
rotary evaporator. The residue was carefully dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO) and filtered through a
0.45um PVDF syringe filter and stored at 4°C prior to
analysis.

HPLC  Analysis
Deoxyviolacein

of the  Violacein and

Violacein was quantified through Shimadzu's (a
Japanese brand) HPLC system [19]. The HPLC system
is comprised of a system control unit (SCL 10AVP),
pump (LC-10ADVP), diode array detector (SPD-
M10AVP), manual injector, column oven (CTO-
10ACVP) and degasser (DGU-14A). The
chromatographic method was performed by using
isocratic system composed of methanol-water (70:30
v/v) with a flow rate of 1 mL/min. A reversed-phase
column Agilent zorbax XDB-C18, (5u, 4.6 mm IDx 250
mm) was used and the column temperature was
maintained at 30°C and mobile phase consists of
methanol-water (70:30 vIv). Violacein and
deoxyviolacein were detected at its absorbance
maximum (585 nm).

Antibacterial Effects of Violacein Extracts

The antibacterial activities of the violacein extracts were
evaluated by Agar well diffusion method [20], against S.
aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 43300. In this method, 100 pL of
standardized inoculum of each test bacterium was
mixed with soft agar (0.5%) and the mixture was
transferred to plates prepoured with 1.5% agar. 8 mm
diameter well was cut from the agar using a sterile cork-
borer; subsequently each well was filled with 50 yL of
the violacein extracts and incubated at 35°C for 24 h.
Clear inhibition zones around wells indicated the
presence of antibacterial activity. Each assay was
repeated three times.

Cytotoxicity Assays of Violacein Extract

To evaluate the cytotoxic effects of violacein, on NIH
(Mouse embryonic fibroblast cells) and HelLa (human
cervical adenocarcinoma) cells were cultured in flasks
containing DMEM medium (Gibco, USA) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (100
U/mL of penicillin and 100 pg/mL of streptomycin)
(Gibco) in a CO; incubator at 37°C. For the cytotoxicity
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assays, cells were seeded (3 x10° cells mL™Y/well) in
12-well plates for 24h and exposed to 0.04—4 uM
violacein for 24 and 48h. Cell viability was monitored
using the Real-Time Cell Analyzer (RTCA) station
(Roche Diagnostics) instrument at 15-minute time
intervals for up to 72 hours.

Statistical Analysis
Each assay was repeated three times. Microsoft Excel

was applied for the data analysis. The values are
presented as a mean tstandard deviation.

RESULTS

The purpose of this study was to evaluate the UA and
MA extraction procedures, that were not employed to
extract violacein before, including the variations of
organic solvents (methanol, ethanol, ethyl acetate and
acetone). Violacein and deoxyviolacein were quantified
by high performance liquid chromatography—diode array
detection (HPLC-DAD) (Tablel). Figure 1 presents a
HPLC chromatogram of the UA extracted samples.
Results for MAE and UAE of the violacein are shown in
Table 1. Better results were obtained with UAE
(methanol). Using external calibration, the concentration
of the violacein and deoxyviolacein in the extract samles
were determined as 4.7+0.1-82.0+7.7 0 ug violacein/mg
extract, 0.67+0.002-20.7+1.2 pg deoxyviolacein/mg
extract respectively (Tablel).

Table 1. The violacein and deoxyviolacein concentration quantified with
HPLC related to methanol, ethanol, ethyl acetate and acetone extracts by
ultrasonic and microwave-assisted extraction (ug violacein/mg extract)*

Samples Violacein Deoxyviolacein
Jg Violacein/mg extract g Violacein/mg extract
Methanol UAE 82.0%7.70 20.7£1.20
Ethanol UAE 48.5+1.50 15.8+3.70
Acetone UAE 60.8+2.10 15.9+1.50
Ethyl Acetate UAE 4.70+0.12 0.67+0.02
Methanol MAE 68.8+4.40 17.2+2.30
Ethanol MAE 44.5+£1.00 11.9+£1.10
Acetone MAE 49.8+3.80 15.7+1.20
Etil Acetate MAE 5.90+0.10 3.40£0.10

*

extraction method

uW

: UAE: Ultrasound assisted extraction method, MAE: Microwave assisted

wviolacein
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Figure 1. HPLC chromatogram of violacein and deoxyviolacein extracted with ultrasound assisted
extraction method 1: Ethyl acetate extract, 2: Violacein standard, 3: Ethanol extract, 4. Acetone

extract, 4:Methanol extract.

The UA and MA extracted violacein have been tested
for in vitro antibacterial activity and demonstrated to
have potential antibacterial effect (Table 2). The results
of this study showed that, the zone of inhibition (mm) for
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the UA and MA extracted violacein varied from
(8.5£0.6mm) to (15.5#1.1mm) as compared to
Tobramycin.
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Table 2. The inhibition zone diameters of the UA and MA extracted violacein samples obtained by agar well
diffusion (UA: ultrasound assisted, MA: microwave assisted, E: ethanol, M: methanol, EA: Ethyl acetate, A:
acetone), *: No inhibitory effect.

Inhibition zone diameters (mm)

Strains UAE  MW-E UAM MW-M UAEA MW-EA UAA  MW-A TOb(%TJé?”
2%%62“55923 15.5¢1.1 9.5$0.7 13:1.0  9:0.8 * * * 1109 13.0:0.0
2%%3;3?300 11$0.9 11.5:1.0 1310 125:1.0  * * ¥ 10.5:0.8 127057
e g 8506 * 9+0.8  90.7 * 11209 * 11.3£0.57
ZTgeéuzg?l%%Za * * * * * * * * 15.0£1.00
E. ool ATCC ) ; N . x * * * 12.3:0.57

Among all the tested strains, the UA extracted violacein had highest antibacterial activity against the S. aureus ATCC 25923
followed by S. aureus ATCC 43300. B. cereus ATCC 11778 showed poor sensitivity to the UA and MA extracted violacein as
compare to the other Gram-positive bacteria. But UA and MA extracted violacein did not show any antibacterial activity against

P. aeruginosa, E. coli.
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Figure 2. In vitro cytotoxicity of UA extacted violacein extracts (4, 0.4 and 0.04 pm)
against HeLa and NIH cells.

The cytotoxic efficacy of the UA extacted violacein was
evaluated by cell viability in HeLa and NIH cell lines by
using real time cell analyzer xCELLigence method. The
cells were tested with a range of violacein
concentrations (0—-10 uM) based on previous reports [5].
The UAE violacein reduced cell growth in a dose-
dependent manner from 0.04 to 4 puM, respectively.
Significant cytotoxic effect was observed for 4uM the
UAE violacein, which inhibited cell viability by 51.8%
where NIH cell growth was inhibited by 19% (Figure 2).
These results suggest that the UAE violacein
potentiates the antiproliferative activity at very low
concentrations.

DISCUSSION

Violacein is described as a natural antibiotic that has
crucial  biologic activites and pharmacological
properties. We extracted the highest violacein
concentration by using UAE method with methanol
(Tablel). The antibacterial activity of violacein against
different bacteria has been studied by several research
groups [1,12, 21, 22]. It was found out in a variety of
antimicrobial tests conducted before that while the
violacein had the ability to inhibit the growth of Gram-
positive bacteria, it had quite a little effect on Gram-
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negative bacteria [10, 12, 23, 24]. The result of this
study was in conformity with the previous studies. In this
study the UA extracted violacein had highest
antibacterial activity against Gram-positive strains
(Table 2). This result can be explained by that the outer
membrane of Gram-negative strains protects cell while
Gram-positive bacteria, with no outer membrane, have
no protection and are susceptible to effects of violacein
[25].

In general, the cytotoxicity of violacein for tumor cells is
observed in the range of 1-5uM [5, 26, 27], findings that
are in agreement with the data obtained in our work. In
this study significant cytotoxic effect was observed for
4uM the UA extracted violacein, which inhibited cell
viability by 51.8%.

If compared to conventional extraction methods, the
UAE and MAE techniques are both requires short in
time and the smaller solvent consumption. On the basis
of the results of this study, the UAE provided better
efficient violacein extraction than the MAE method.
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CONCLUSION

Due to the pharmacological potential of violacein, the
UAE method can be considered as an easy and
economic tool for the extraction of violacein from
bacterial culture.
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Bu calismada, mevcut bir meyve suyu konsantresi fabrikasinin konsantre seftali plresi Uretim hatti 6rnek olarak
incelenmis ve gergek Uretim verileri kullanilarak, 1ISO 14040 ve 14044'te belirtilen adimlar izlenerek, yagsam doéngusi
analizi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, sistem sinirlari belirlenmis ve tim girdi ¢iktilari igeren, detayll bir islem akis
semasi gizilmistir. Sonrasinda, birim konsantre seftali plresi Uretimi icin tiketilen hammadde, su, enerji (1si ve
elektrik), ambalaj malzemesi vb. girdilerle, bu slregte olusan atik su, meyve atiklari, ambalaj atiklari vb. giktilarin
miktarlar belirlenmistir. Boylece, envanter analizi yapiimis ve elde edilen veriler karbon ayak izi i¢in temel teskil
edecek sekilde bir tablo olarak sunulmustur. Sonug olarak, birim Grlin igin karbon ayak izi 0.82 kg COxesa’kg konsantre
artin, enerji ayak izi 4443 kJ/kg konsantre Urlin ve su ayak izi 2.59 m3,/kg konsantre rlin olarak hesaplanmistir.
Belirlenen sistem sinirlari iginde, Griin yagsam dongusu asamalarindan tarimsal Uretimin hem karbon ayak izine, hem
de su ayak izine en blyuk etkiyi yaptigi, enerji tiketiminin COzesq €emisyonlari icin ikinci 6nemli etken oldugu ve enerji
ayak izinin baslica sorumlusunun s enerjisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica, literatirdeki benzer UrGnlerin yasam
dongusu analizleri ile bir karsilastirma yapilmis ve sonuglar sirdurdlebilir Gretim kapsaminda tartisiimistir.

Anahtar Kelimeler: Konsantre seftali piresi, Meyve suyu, Yasam Donglist Analizi (YDA), Sirdurilebilirlik, Kiresel
Isinma potansiyeli

Determining Carbon Footprint of Concentrated Peach Puree by Life Cycle Analysis

ABSTRACT

In this study, a peach puree concentrate production line in an industrial juice factory was examined as a case study,
and life cycle assessment was carried out by following the steps specified in ISO 14040 and 14044 using real
production data. In this context, system boundaries were determined and a detailed process flow chart with all inputs
and outputs was drawn. Subsequently, inputs, which were consumed for the production of the unit peach puree
concentrate such as the raw material, water, energy (heat and electrical) and packaging materials and outputs, which
were composed from processes such as wastewater, fruit residue and packaging wastes, were determined. Thus, an
inventory analysis was performed and inventory data was presented as a table that could be the basis for carbon
footprint. Consequently, carbon, energy and water footprint values for a unit product were calculated as 0.82 kg
COzeq/kg concentrated product, 4443 kJ/kg concentrated product and 2.59 m3yae/kg concentrated product,
respectively. Within the specified system boundaries, it was determined that agricultural production had the greatest
impact on both carbon and water footprints, energy consumption was the second important factor that constituted the
CO.¢q emissions, and heat energy was the main responsible of the energy footprint. Also, a comparison was made
with the life cycle analysis of similar products in the literature, and the results were discussed within the scope of
sustainable production.

Keywords: Concentrated peach puree, Fruit juice, Life Cycle Assessment (LCA), Sustainability, Global warming
potential
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GiRiS

Endustri  devriminden bu vyana, fosil yakitlar,
ormansizlasma, tarim arazilerinin yanlis kullanimi vb.
nedenlerle insanlidin sorumlu oldugu dogal kaynaklarin
tahribati, gunumizde gérmezden gelinemez bir
seviyeye ulasmistir.  Bilim insanlar, atmosferin
dinyadan uzaya yansiyan gunes isinlarini hapsetmesi
sonucu olusan sera etkisinin nedenini ¢ok hizli nifus
artisina ve endustrilesmeye baglamaktadir [1]. CO, ve
diger gazlarin isiy1 tutma ozellikleri 19. ylzyilin
ortalarinda kesfedilmistir. Gilnlimlzde ise, artan sera
gazi seviyelerinin dinyanin sicakliginda artisa neden
oldugu artik bilinen bir gergektir [2].

Sera gazlarindaki artis nedeniyle yasanan kuresel
iIsinma  ve  iklim  degisiklikleri, son vyillarda
“strdurdlebilirlik” kavramina olan ilginin tim dunyada
artmasina neden olmustur. Surdlrllebilirlik yaklagimi
ile, daha az enerji kullanarak, dogal kaynaklara zarar
vermeden ve cgevreyi kirletmeden dretim yapmak ve
kullanim suresi sonunda urinlerin yeniden kullaniimasi
veya geri dondsUmindn  saglanmasi  mumkin
olabilmektedir.

Gida sanayi, tarimsal/hayvansal kékenli hammaddeleri
farkl yontemlerle isleyerek katma degeri yiksek
urtnlere donusturar. Bunu yaparken de, yogun miktarda
is gucl, enerji ve su kullanir. Kullanilan enerji
gogunlukla fosil kaynaklidir ve bu kaynaklarin gok uzak
olmayan bir gelecekte tikenecek olmasi, sera gazi
emisyonlarinin yol actigi c¢evresel etkilerinin ylksek
olmasi ve birim enerji fiyatlarindaki artis nedeniyle,
Uretimde enerji verimliliginin ve yenilenebilir enerji
kaynaklari kullanim oraninin artiriimasi, tim Uretim
sektorlerinde oldugu gibi gida Uretiminde de o6nemli
hedeflerden biri haline gelmistir.

Tarim ve gida endistrisi pek ¢ok o6nemli c¢evresel
etkiden sorumludur. Guivenli, besleyici ve gevre dostu
gidalar elde etmek igin, gida sistemlerinde surdurulebilir
dretim yaklasimi hayati bir 6neme sahiptir. Gida
surdurdlebilirligi, su ve enerji ile birlikte tim dinyanin
karsi karsiya oldugu en 6nemli konulardan biridir.

Gida Uretiminde kaliteli bir son urln elde etme isteginin
yani sira, son yillarda, Griinin ¢evresel etkilerinin dusuk
olmasi da sektdérin amaglari arasina girmeye
baslamistir. Bu kapsamda, gida maddelerinin tretiminde
kullanilan enerji, su, hammadde, ambalaj miktarlari ve
olusan atiklar, c¢evresel etkileri de g6z ©6nlnde
bulundurularak daha detayl incelenmelidir.

Gida uretiminde surdirulebilirlik icin asagida yer alan Ug
bakis agisi 6ncelikle gereklidir:

¢ daha fazla gida guvenligi,
¢ daha verimli ve yenilenebilir enerji,
o sifir atik yaklagimi.

Meyve suyu endustrisi diinyanin en énemli tarim kokenli
Uretim kollarindan biridir. Meyvenin uygun ydntemlerle
sikilarak kabuk, c¢ekirdek ve bir miktar posadan
arindirlmisg hali genellikle taze meyve suyu olarak
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adlandiriir ve kisa surede tlketimelidir. Gerek
Ulkemizde, gerek dinyada meyve suyu endistrisinin
ana hammaddesi ise konsantre meyve sulari/pureleridir.
Tasima, paketleme, depolama maliyetlerini distrmek ve
zararll mikroorganizma gelisimini engellemek gibi
amaglarla meyve suyu, igindeki suyun bir bolimudnin
uzaklastinimasi ile konsantre hale getirilir. Bu amagcla
yapilan buharlagtirma (evaporasyon) islemi, gida
endistrisinde yer alan enerji yogun islemlerden biridir.

Seftali, dinya genelinde agagta yetisen en Onemli
meyvelerden biridir ve hasat edilen seftalilerin bir kismi
taze tiketilirken, énemli bir kismi da islenmektedir [3].
FAO [4] verilerine gore Turkiye, dinyanin 6. blylk
seftali Ureticisidir.

Seftali puresi, gesitli meyve sulari, regel, marmelat ve
pastacilik Urlnlerinin hammaddesini olustururken, ayni
zamanda, bebek mamalar, sit UGrinleri, meyveli
icecekler, tatlilar ve atistirmalik gidalarin Uretiminde
kullanilan 6nemli bir bilesendir [5].

Yasam  dongusi  analizi  (YDA), bir GrGnin
surdardlebilirliginin - dlgima igin en yaygin kullanilan
yaklasimdir [6]. GUnimizde gevresel surdirulebilirlik
denince akla ilk gelen terimlerden biri karbon ayak izidir.
Bir drindn tim yasam doéngusu boyunca neden oldugu
toplam sera gazi emisyonlarinin CO; cinsinden ifadesi
olan bu terim, cesitli UrGnlerin yani sira insanlar,
hayvanlar, toplumlar, belediyeler, isletmeler, vb.’nin
cevresel etkilerini tanimlamak igin de kullaniimaktadir.

Literatirde, c¢esitli gida maddelerinin yasam doéngusu
boyunca c¢evresel etkilerinin incelendigi pek ¢ok ¢alisma
yer almaktadir. Meyve bazli gidalarin gcevresel etkilerinin
arastinldigr ¢alismalar ise nispeten sinirlidir. Bunlar da,
meyvelerin tarimsal Uretimi ve meyvelerden elde edilen
artnlerin endustriyel Uretimi olmak Uzere bagslica iki
gruba ayrilabilir.

Meyvelerin tarimsal Uretim sirecinin ¢evresel etkilerini
inceleyen cesitli arastirmalar mevcuttur. Cerutti ve ark.
[7], meyve vyetistiriciligi alaninda yapilmis olan YDA
calismalarini 2014 yilinda derlemistir. Bu c¢alismada
yazarlar, meyve yetistirme sistemlerinin yasam donguisu
degerlendirmesinde en uygun parametrelerin segimi igin
bir yontem 6nermeyi amaglamislardir. Pergola ve ark.
[8], portakal ve limonun, geleneksel yontemle ve organik
olarak yetistiriimesini, YDA yaklasimi ile karsilastirarak,
enerji, ekonomi ve gevresel etki analizlerini tim Uretim
dongusu igin gergeklestirmislerdir. Kayisinin tarimsal
Uretim slrecinin yasam donglsu degerlendirmesi,
Pergola ve ark. [9] ve Lardo ve ark. [10] tarafindan
yapilmistir. ispanya’da seftali yetistirilmesini 15 yillik bir
periyotta inceleyen Vinyes ve ark. [11], farkl yillik verim
ve hava sartlari kosullarini dikkate alarak, fonksiyonel
birim olarak aldiklari 1 kg seftali Gretiminin c¢evresel
etkilerini YDA yodntemiyle belirlemislerdir. Ingrao ve ark.
[12], Italya'da seftalinin tarimsal dretiminin cevresel
etkilerini 1 hektarlik alan (31.5 ton seftali) igin
incelemislerdir. Nikkhah ve ark. [13] ise, iran'da
yetistirilen seftalilerin gevresel etkilerini belirlemek igin
besikten kapiya yontemiyle bir YDA galismasi
yapmiglardir. Basset-Mens ve ark. [14] tarafindan
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yurutilen Agribalyse® adli projenin bir pargasi olan
calismada, Fransa’da marketlerde satilan yerli
urinlerden elma ve seftali ile, Fas'tan ithal edilen
mandalina ve Brezilya’dan gelen mango meyvelerinin
uretimi, nakliyesi ve tariminda kullanilan tim girdiler
dikkate alinarak, YDA yobntemi ile besikten-giftlik
kapisina kadar olan sureg i¢in degerlendirilmistir. Vinyes
ve ark. [15], Ispanya’da meyve (retiminin yasam
donglsli asamalarini, elma ve seftali igin on yillik gergek
Uretim verilerini kullanarak, tarim, perakende, tiiketim ve
bertaraf agsamalarini g6z 6éniinde bulundurarak, ¢ok yilli
bir yaklagim ile gevresel olarak analiz etmislerdir.

Meyvelerden elde edilen Urlnlerin yasam dongusu
degerlendirmesi, endustriyel Uretim slrecini mutlaka
kapsamaktadir. Beccali ve ark., [16] italya’daki
narenciye urlnlerinin gevresel etkilerini belirlemek ve
cevresel performanslarini iyilestirmek igin uygulanabilir
stratejiler ve eylemler 6nermek amaciyla, ugucu yag,
dogal meyve suyu ve portakal ve limondan elde edilen
konsantre = meyve sularinin  cevresel etkilerini
belirledikleri bir calisma gergeklestirmislerdir. De Menna
ve ark. [17] tarafindan yapilan bir ¢calismada, drnek bir
gida olarak secilen seftali nektari Uretimi icin kullanilan
enerji kaynaginin fosil yakit ve biyoenerji olmasina gére
iki farkh senaryoya dayali YDA yapiimistir. Portakal
kabugu atiklari igin YDA, 10 farkh atik yonetimi
senaryosu ile, Negro ve ark. [18] tarafindan yapilmistir.
Bu calismada, portakal kabugu atiklarinin piroliz,
yakma, anaerobik fermantasyon gibi farkli yontemlerle
enerji kaynagi olarak degerlendiriimesi, bertaraf etme,
kompost yapma ve hayvan yemi olarak kullanma gibi
geleneksel yontemlerle karsilastiniimistir. De Marco ve
ark. [19], YDA’y kullanarak, kayisi igin farkli muhafaza
yontemlerini, klresel 1sinma potansiyeli acgisindan
degerlendirmislerdir.

Gida, enerji ve su, yoksullugun azalmasi, toplumlarin
refah dlzeyinin artmasi ve surdirilebilir kalkinma igin
gok onemlidir. Glnimiizde, bu g sektoriin givenliginin
ayrilmaz bir sekilde baglantili oldugu ve birlikte ele
alinmasi gerektigi, Gida-Enerji-Su bagi yaklasimi ile
ifade edilmektedir [20]. Glvenli gida Uretimini saglarken,
enerji ve su kaynaklarinin korunmasini da hedefleyen
surdurdlebilir Gretim yaklasimi, dogal olarak gida, ener;ji
ve su bagini dikkate almaktadir.

Son yillarda, gidalarin hem zirai hem de enduistriyel
Uretim sureglerinin c¢evresel etkilerinin arastirildigi
calismalarin sayisinda ©nemli oranda artis oldugu
gorulmektedir. Ancak, Turkiye'de yetistirilen ve Uretilen
gidalarin yagsam dongusu degerlendirmesi konusundaki
calismalar oldukga sinirhdir. Yapilan detayh literatir
incelemesinde, dinyanin énemli seftali Ureticilerinden
biri olan Ulkemizde, bu meyveden elde edilen Grtnler
icin YDA konusunda vyapilmis bir calismaya
rastlanmamistir. Bu galismada, mevcut bir meyve suyu
konsantresi uretimi yapan fabrikanin konsantre seftali
puresi Uretim hatti incelenmis ve bu Urinin cgevresel
etkilerini belirlemek igin YDA yOntemi uygulanarak
karbon ayak izi, su ayak izi ve enerji ayak izi
hesaplanmistir.
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MATERYAL VE YONTEM
Sistem Tanitimi

Bu calismada yasam donglsl degerlendirmesi yapilan
konsantre seftali plresi, Aydin ili, Sultanhisar ilgesinde
kurulu bulunan bir meyve suyu fabrikasinda
uretimektedir. Seftaliler igletmeye cogunlukla izmir,
Bursa, Manisa ve Aydin bélgelerinden, plastik kasalar
icinde, kamyonlarla getiriimektedir. Mayis ayi ortalarinda
baglayip, Eylil ayinin sonuna kadar giinde ortalama 100
ton seftali islenen bu fabrikada, yilin yaklasik 4 ayi
seftali plre konsantresi uretiimektedir. Seftali pire
konsantresi Uretiminin detayli islem akis semasi Sekil
1'de verilmistir. Su, 1si/elektrik enerjisi ve ambalaj
malzemesi gibi girdilerle; atik su, meyve atiklar ve
kondensten olusan proses ciktilari sema Uizerinde
gosterilmistir.

Meyve suyu konsantresi Uretim slrecinde gerekli olan
ISl enerjisi, isletmede bulunan 10 bar kapasiteli dogal
gaz kazaninda elde edilen buharla saglanmakta ve
proses Oncesi buhar basinci ihtiyag duyulan degere
dusuralmektedir. Yakit olarak sivilastirlmis dogal gaz
(LNG)  kullaniimakta, elektrik ise  sebekeden
alinmaktadir.

Uretimde, meyvelerin yikanmasi, buhar elde edilmesi ve
makine ve  ekipmanlarin  temizligi icin  su
kullaniimaktadir. Buhar Gretimi icin kullanilan su,
kondens kazanina geri beslemek suretiyle kapal déngu
olarak yeniden degerlendirimektedir.  Meyvelerin
yikanmasi ve temizlik igin kullanilan su ise isletmede
bulunan atik su aritma tesisine gonderilmektedir.

Meyve suyu konsantresi Uretiminin cesitli
basamaklarinda ortaya c¢ikan seftali atiklarindan
cekirdek kismi koyliler tarafindan yakacak olarak
kullanilmak lizere alinirken; posa kismi izmir'de bulunan
bir biyogaz Uretim tesisi tarafindan biyokitle olarak
degerlendiriimektedir.

Yontem

Bir UrGnun, slrecin veya sistemin surdarulebilirligini
kantitatif olarak belirlemek icin en g¢ok tercih edilen
yontem olan YDA, bu calismada da konsantre seftali
puresi Uretiminin c¢evresel etkilerini belirlemek igin
kullaniimigtir.

Sekil 2’de gordldugu gibi, doért ana bilesen YDA'nin
cergevesini olusturmaktadir. Bunlardan ilki, YDA’nin
amacini net bir sekilde belirlemek, sistem sinirlarini ve
fonksiyonel birimi segmek, kisitlari ve kabulleri
belirlemek icin 6nemli bir basamak olan hedef ve
kapsam tanmimidir [6, 21]. YDA igin en kritik ilk adim,
sistem sinirlarini dogru bir sekilde segmektir. Bunun
nedeni, envanter analizi ile ortaya gikacak olan envanter
tablosundaki tim girdi-giktilar dikkate alinarak yapilacak
olan etki degerlendirmesi igin Onemli bir temel
olusturmasidir [6].
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Hedef ve Kapsam Tanimi

Envanter Analizi

Yorumlama

Etki Degerlendirmesi
Sekil 2. Yasam dongusu analizinin agamalari

Sardurulebilirligin  dlgilebilir ve kiyaslanabilir olmasini
saglayan en o6nemli yontemlerden biri olan YDA ile
belirlenen karbon ayak izi, su ayak izi ve enerji ayak
izinin, en yaygin  kullanilan  g¢evresel  etki
parametrelerinden oldugu soéylenebilir. Bunlarin yani
sira, asit yagmurlarina sebep olabilen emisyonlari ifade
eden asitlesme potansiyeli, azot ve fosfor igeren
atiklarin yol acgtigi otrofikasyon potansiyeli, ugucu
organik bilesikler ve azot oksitlerin i1si ve glines Isi1d1
varliginda reaksiyona girerek fotokimyasal ozon
olusturma potansiyeli, c¢evreye salinan bir kimyasal
maddenin insanlar Uzerine toksik etkisini ifade eden
insan toksisite potansiyeli gibi pek ¢ok etki parametresi
vardir. Bu galismada, seftali pire konsantresinin karbon
ayak izi, su ayak izi ve enerji ayak izi hesaplanmistir.

Kyoto protokoli ve yasam dongust degerlendirme
ilkelerine gbre karbon ayak izi, Uretim esnasinda olugan
ve kiresel 1sinmanin baglica sorumlusu olarak goérulen
sera gazi emisyonlarinin standart gostergesi olarak
kabul edilmektedir [21]. YDA c¢alismalarinda en c¢ok
hesaplanan cevresel etki kategorisi kiresel isinma
potansiyeli; diger adiyla karbon ayak izidir ve CO;
esdegeri cinsinden tim sera gazi emisyonlarini ifade
etmektedir. Sera gazlari, atmosferde dogal olarak yer
alan, CO,, su buhari, metan vb. gazlardir ve farkl
dizeylerde kuresel 1sinma potansiyeline sahiptirler.
Kiresel 1sinma potansiyelleri, atmosferdeki yogunluklari
ve kalis slreleri dikkate alindiginda bu gazlarin iginde
CO; One c¢ikmaktadir. Bu nedenle, tim sera gazi
salinimlari CO, esdegeri olarak verilmektedir.

YDA hesaplamalari igin temel olusturan envanter
tablosu, envanter analizi ile tim verilerin toplanmasi ve
dizenlenmesi sonucu ortaya c¢ikar. ISO 14044’te [22]
envanter analizi igin sistematik bir yaklasim onerilmistir.
Etki degerlendirmesi, olusturulan envanter tablosunda
yer alan veriler kullanilarak hesaplamalarin yapildigi ve
segilen etki kategorileri icin sayisal sonuglarin elde
edildigi basamaktir. Yorumlama asamasi ise tim YDA
surecinin ve elde edilen sonuglarin degerlendirildigi ve
cevresel etkilerin azaltilmasi igin Onerilerin sunuldugu
bolimdar [6].

Bir Grinin yasam dongusunin hangi asamalarinin

dikkate alindigini  belitmek igin, besikten mezara,
besikten kapiya, kapidan kapiya gibi ifadeler
kullaniimaktadir. Buradaki besik  terimi, YDA
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galismasinda hammaddenin elde edilme sirecinin
dikkate alindidini, mezar son drinin tiketimi ve
atiklarin bertarafi asamalarinin da dahil oldugunu
gostermektedir. Kapi ise genel olarak fabrikanin kapisi
anlamina gelmektedir.

Bu calismada sistem sinirlari, $ekil 1°de goruldugu gibi,
seftalilerin  yetistirildikleri bahgelerden kamyonlarla
kasalar iginde fabrikaya tasinmasini, isletmedeki tretim
slrecini ve elde edilen seftali pure konsantresinin
depolanmak veya farklh Urlnlere islenmek U(zere
nakliyesini de igine alacak sekilde belirlenmistir. Yagsam
doéngusl analizi igin fonksiyonel birim, 1 kg konsantre
uriin olarak segilmis ve segilen sistem sinirlari igindeki
tim girdi ¢iktilar dikkate alinarak, belirlenen fonksiyonel
birim icin envanter analizi yapilmistir. Dinyada en
yaygin kullanilan etki kategorisi olan, kiresel isinma
potansiyeli olarak da ifade edilen karbon ayak izi
(COg2esq), envanter tablosunda yer alan veriler
kullanilarak ve tum girdi/giktilar icin emisyon faktorleri
literatirden alinarak, besikten kapiya YDA yontemi ile,
segilen fonksiyonel birim igin hesaplanmistir.

Gergek bir meyve suyu isletmesindeki seftali pure
konsantresi Uretim hatti dikkate alinarak, Grliniin yagsam
dongusl analizini gergeklestirebilmek igin, bazi kisitlar
nedeniyle cesitli  kabuller yapilmasi  gerekmistir.
Fabrikada, seftali islenen donemde baska meyveler de
islendigi icin, elektrik, yakit ve su tiketimi gibi veriler,
sadece seftali islenen giinlere ait degerlerin ortalamasi
alinarak belirlenmigtir. Ayrica, ekipmanlarin bir Gretim
periyodunda kag¢ saat calistigi da vyapilan enerji
hesaplamalarinda dikkate alinmistir. Dogal gaz
kazaninda buhar dretimi icin kullanilan su, kondens
tekrar kazana beslenme sureti ile geri kazanildigi ve
yeniden  kullanildigi  icin  hesaplamalara  dahil
edilmemistir. Urlin igin ambalaj materyali olarak
kullanilan aseptik torba, kullanim émri sonunda uretici
firma tarafindan alinarak geri dénlisim saglandigi igin,
plastik variller ise tekrar tekrar kullanildidi igin, Uretim
surecinde ambalaj atigi olusmadigi kabul edilmistir.
Uretim sonrasi ekipmanlarda vyapilan temizlik igin
kullanilan su miktari, ortalama 0.03 litre/litremeye suyu
olarak literatirden alinmistir [23]. Konsantre meyve
sularinin  Uretimi  sirasinda olusan atik suyun pH
degerlerinin 5.8 ile 9.4 arasinda ve Kimyasal Oksijen
ihtiyacinin  (KOI) 1030 ve 5630 mgO./dm® degerleri
arasinda oldugu belirtilmektedir [24]. Atik suyun, Grindn
karbon ayak izine etkisi hesaplanirken, aritma tesisi
dikkate alinmis ve KOI degeri ortalama 3500 mgO./dm?
[24] olarak kabul edilmistir. Uretim siirecinde ortaya
cikan seftali atiklan degerlendirildigi icin gevresel etki
hesaplamasinda dikkate alinmamistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, Aydin ili Sultanhisar ilgesinde kurulu
bulunan bir meyve suyu fabrikasindaki konsantre seftali
puresi Uretim hatti strdurilebilirlik agisindan incelenmis
ve segilen sistem sinirlari igin YDA yapilmistir. Bunun
icin, Oncelikle sistem sinirlari belirlenerek detayli bir
islem akis semasi olusturulmustur (Sekil 1). Ardindan,
Uretim hattinda gergeklestirilen gesitli 6lglimler sonucu
elde edilen ve igletme tarafindan paylasilan verilerle, m
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kitle (kg), E enerji (kW) ifadesi olmak Uzere, asagida
yer alan genel kitle ve enerji denklikleri kullanilarak
hesaplamalar yapilmisgtir:

1)
)

Z mgiren = Z mgtkan
Z Egiren = Z Egtkan

Seftali pure konsantresi Uretiminde kullanilan 1s1 enerjisi,
kazanda yakilan yakit miktarindan yola cikilarak 3
numarall denklemle hesaplanmistir:

ankLt = myakLt X qyaklt (alt) X Nkazan (3)

Burada, Q 1s1 enerjisini (kJ), g yakitin alt 1sil ener;ji
degerini (kJ/kg) ve n kazan verimini ifade etmektedir.
Secilen fonksiyonel birim olan kg konsantre seftali
puresi Uretimi icin elde edilen envanter verileri, Tablo
1’de sunulmustur.

Urlinin karbon ayak izini belirlemek icin asagida yer
alan genel formal kullaniimistir [21, 22]:

Toplam CO, emisyonu = Y, Envanter verisi X Emisyon faktori (4)

Tablo 1. Konsantre seftali piresinden 1 kg uretim igin envanter verileri

Hammadde Girdileri Birim Miktar
Seftali kg 2.84

Su litre 0.02
Enerji Girdileri

Elektrik kWh 0.14
LNG (Sivilastinimis dogal gaz) kg 0.09
Ambalaj Girdileri

Aseptik torba adet 0.004
Plastik varil adet 0.004
Nakliye

Seftali nakliye km 0.00006
Motorin litre 0.0087
Konsantre meyve suyu nakliye km 0.00003
Motorin litre 0.0017
Atiklar

Atik su litre 0.02

Tablo 1'de yer alan ve CO; emisyonunu hesaplamak
icin temel olusturan girdi/giktilar igcin emisyon faktori
degerleri Tablo 2'de verilmis; (4) numarali denklem
kullanilarak ¢ikarilan seftali pire konsantresinin ekolojik
profili ise Sekil 3'te gdsterimistir.

Atik suyun emisyon faktorl, literatirde yer alan ve
endustriyel atilk su antmanin karbon ayak izini
hesaplamak igin kullanilan 1 kg COzesqs / 1 kg KOI [25]
yaklasimi dikkate alinarak, seftali pire konsantresi
iiretiminde ortaya ¢ikan atik suyun KOI degeri ise 3500
mgO,/dm? [24] kabul edilerek belirlenmistir.

Tablo 2. Envanter i¢in emisyon faktori degerleri

Girdi ve Ciktilar Emisyon Faktor( Birim Kaynak
Seftali 0.160 kg COzesa/kg [11]
Nakliye (Dizel) 2.700 kg COgesdllitre [26]
Su 0.132 kg COzesa/m?® [27]
Elektrik 0.497 kg COzesa/KWh [28]
LNG 2.840 kg COzesa/kg [29]
Atik su 3.5 kg COzesa/m®  [24, 25]

Konsantre pure uretiminde hammadde olarak yer alan
seftalinin tarimsal Uretiminden kaynakl cevresel etkileri
vardir.  Yapilan detayll literatir arastirmasinda,
Tuarkiye’de seftalinin tarimsal Uretim sureci igin YDA
konusunda bir galismaya rastlanmamistir. Bu nedenle,
Tablo 2’de yer alan COsq emisyon faktoru, seftalinin
ispanya’da geleneksel ydntemlerle cok vyillik olarak
yetistiriimesinin ¢evresel etkilerini inceleyen Vinyes ve
ark. [11] tarafindan yapilmig olan ¢alismadan alinmigtir.

Tablo 1'de yer alan envanter verileri ve Tablo 2’de
bulunan emisyon faktorleri kullanilarak, konsantre seftali
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puresinin karbon ayak izi 0.82 kg COaesa/kg konsantre
urtin olarak hesaplanmistir.

Sekil 3’te yer alan grafikte gortldiga gibi, Grintn karbon
ayak izine en buyidk etki hammadde Uretiminden
gelmektedir. Bu da, tarimsal Uretim basamaginin
cevresel etki agisindan ne kadar 6nemli oldugunu
gOstermektedir. Sonrasinda ise Uretimde kullanilan
enerjinin (dogal gaz ve elektrik) karbon ayak izinin diger
onemli sorumlusu oldugu soylenebilir. Konsantre seftali
puresi Uretimi igin igletmede kullanilan toplam ener;ji (1sl
ve elektrik) miktari dikkate alinarak, enerji ayak izi 4443
kJ/KQkonsantre trin Olarak bulunmustur.
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Sekil 3. Konsantre seftali plresi Giretiminde envanter bilesenlerinin karbon ayak izine etkisi

Seftali plre konsantresi Uretiminde 6nemli bir cevresel
etki parametresi de su ayak izidir. Birim Grdnln Gretimi
icin tlketilen temiz su kaynaklarinin dikkate alinarak
hesaplandigi bu parametre, akademik calismalarin yani
sira, su kaynaklarinin dikkatli kullaniimasi ve su israfinin
onlenmesini amaglayan gesitli kuruluslar tarafindan da
farkh Urlnler igin yayinlanmaktadir [30]. Seftalinin
tarimsal Uretimi i¢in kullanilan su miktarini belirlemek
icin, farkh (Ulkelerin verileri kullanilarak ortalama bir
deger elde edilmistir. Bu c¢alismada, hammaddenin
tarimsal Uretiminden gelen su ayak izi igin, 0.91
M3/kgserai Olarak bu deger kullaniimigtir [31]. Seftali pure
konsantresinin fabrikadaki Uretimi boyunca, yikama,
temizlik ve buhar Uretiminde kullanilan temiz su
miktarlari  dikkate  alinarak, endustriyel Uretim
basamagindan gelen su ayak izi 0.001 m3/KQkonsantre iriin
olarak hesaplanmistir. Tarimsal Uretim kaynakh su
tuketimi de dikkate alinarak, Uriinin begikten kapiya su
ayak izi 2.59 m3su/KQkonsantre @ran Olarak belirlenmistir.
Karbon ayak izinde oldugu gibi, su ayak izinde de
tarimsal Uretimin etkisi olduk¢a ylksektir. Literatirde
birim gida Uretimi icin tUketilen temiz su miktari ile ilgili
farkl  degerlere rastlamak mimkiindir.  Uretim
yontemine, su kullanilan iglemlerin ¢okluguna ve
cesidine gore su tiketim miktarlarinin farkli olmasi
dogaldir. Ornegin, Alkaya ve Demirer [32] tarafindan bir
meyve suyu fabrikasi incelenerek yapilan bir gcalismada,
su tlketimi degeri 23.6 m3/m? Urlin olarak bildirilmistir.
Meyvelerin ylkanmasi ile baglayan ve perakende
siselere dolum islemini de igceren bu slregte, suyun
verimli kullaniimasi ile ilgili cesitli 6nlemler alinarak,
literatiirde yer alan ortalama 2.3-6.5 m®m?® {riin su
tiketim degerlerine ulasilabilecegi belirtilmigtir. Seftali
pure konsantresi Uretiminde bu degerin yaklasik 10
m3u/m3%n oldugu ve kullanilan buharin kazana geri
beslenmesi de dikkate alinirsa normal sinirlar igcinde yer
aldigi gortlmektedir.

Bu c¢alismada birim GUrtn igin hesaplanan karbon ayak izi
ve enerji ayak izi degerleri, literatlirde yer alan cesitli
meyve sularinin YDA c¢alismalar ile kiyaslandiginda,
elde edilen sonuglarin anlamh oldugu gorilmektedir.
Rahim ve Raman [23], konsantre meyve pureleri
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kullanilarak Uretilen ve 1 litrelik ambalajlara dolum
yapilan karigik meyve suyu igin yasam dongusu analizi
yapmiglar ve hammaddeyi dahil etmedikleri bu
hesaplamada, Urinin karbon ayak izini 0.07 kg
COgesdllitreémeyve suyu Olarak bulmuslardir. Hammaddenin
etkisinin dahil edilmedigi ve buharlastirma gibi enerji
yogun bir islemin olmadigi dusunudldaginde, karbon
ayak izleri arasindaki fark normal kabul edilebilir. Beccali
ve ark. [16] tarafindan yapilmis olan galismada, portakal
suyu konsantresinin karbon ayak izi 5.7 kg
COgesd/KQkonsantre wrin  Olarak bulunmustur. Ele alinan
meyve suyu konsantresinin karbon ayak izinin seftali
pure konsantresine gore yuksek olmasi; Uretiminde
yogun elektrik tlketimi olan, sogutma, dondurma ve

donmus muhafaza islemlerinin  bulunmasi ile
aciklanabilir. Karakaya ve Ozilgen [33], domatesin farkl
Urlinlere islenmesini, enerji tiketimi ve COgeq
emisyonlari acgisindan ele almistir. Domates suyu

Uretimi icin karbon ayak izini 0.57 kg CO./kg taze
domates olarak bulmuslardir. Bu da seftali pire
konsantresi i¢cin bulunan degere yakindir. Ayni
calismada, 1 kg taze domatesin islenmesi icin 12242.6
MJ eneriji tiketimi oldugu belirtiimistir. Bu degerin birim
konsantre seftali puresi Uretimi icin harcanan enerji
miktarina goére ylksek olmasi, tarimsal Uretim ve
perakende ambalajlama sureclerini de kapsamasiyla
aciklanabilir. De Menna ve ark. [17] seftali nektari
Uretimi icin kullanilan enerji kaynagina goére iki farkl
senaryoya dayali YDA yapmislardir. Ayni fonksiyonel
birimin kullanildigi bu iki senaryonun ilkinde seftali
nektarinin Gretimi, dagitimi, tiketimi boyunca fosil eneriji
kaynagi kullanilip, ortaya cikan seftali atiklari bertaraf
edilirken; ikinci senaryoda, nektarin yasam dongusu
boyunca ortaya c¢ikan yan drGnler yakma veya
anaerobik fermantasyon yontemi ile biyoenerji elde
etmek icin kullaniimaktadir. 1 litre seftali nektari Gretimi
icin tuketilen enerji miktari 15.27 MJ ve kuresel i1sinma
potansiyeli

0.91 kg COqegq Olarak verilmistir. Ortaya ¢ikan atiklarin
biyoenerji olarak degerlendirildigi senaryolarda ise fosil
yakit kaynakl enerji tiketiminde minimum %30, karbon
ayak izinde ise en az %27 azalma oldugu bildirilmistir.
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SONUG

Bu galismada, Turkiye icin 6nemli meyvelerden biri olan
seftaliden elde edilen pure konsantresinin Gretimi
incelenmis ve dinyada en yaygin kullanilan gevresel
etki parametresi olan kiresel 1sinma potansiyeli (karbon
ayak izi) birim Urin igin hesaplanmistir. Ayrica, temiz su
tiketimini ifade eden su ayak izi ve isletmede Uretim igin
kullanilan 1s1 ve elektrik enerjisi miktarlar dikkate
alinarak enerji ayak izi de belirlenmisti. Tum bu
cevresel etki parametreleri, 6rnek bir isletmedeki seftali
pure konsantresi uretim hatti dikkate alinarak, besikten
kapiya YDA yobntemi ile, belirlenen sistem sinirlari
cercevesinde ve yapilan kabullere gére hesaplanmistir.

Bir kilogram konsantre seftali plresinin karbon ayak izi
ve su ayak izi incelendiginde, en buylk etkinin tarimsal
uretim basamagindan geldidi goérulmektedir. Bu
nedenle, seftalinin slrdurulebilir tarim ydntemleri ile
yetistirilmesi, hammaddenin karbon ayak izini ve su
ayak izini dusurecek, bu da seftali kullanilarak Gretilen
tum ara ve son urunlerin ¢evresel etkilerinin azalmasina
katki saglayacaktir.

Birim Urlinin karbon ayak izine en blyuk ikinci etki ise
enerji tiketiminden gelmektedir. Fosil kaynakli yakitlar
kullanilarak elde edilen enerji tim dinyada kiresel
Isinmanin en 6nemli sorumlusu olarak goérulmektedir.
Gida enddstrisi, yenilenebilir enerji kaynaklarinin
kullanimi igin en uygun sanayi kollarindan biridir. Seftali
pure konsantresi Uretiminin fabrika adiminda en biyik
cevresel etki enerji kaynaklidir. Bu nedenle, basta gunes
enerjisinden 1sI ve elektrik enerjisi Uretimi olmak Uzere,
yenilenebilir enerji kaynaklari  kullaniminin  tesvik
edilmesi, Urinlin karbon ayak izini dikkate deger
bicimde dusurecektir.

Sirdarilebilir bir Gretim igin dogal kaynaklarin verimli
kullaniimasinin yani sira, atik olusumunun &énlenmesi
veya asgari duzeye indirilmesi de olduk¢a 6nemlidir. Bu
calismada ornek olarak ele alinan isletmede, seftali
atiklarinin  biyogaz  Uretiminde kullanilmak Uzere
biyokutle olarak degerlendirilmesini sagladigi
gorulmektedir. Seftali plre konsantresi ara bir Urln
oldugu igin, kullanilan ambalaj malzemelerinin yeniden
kullanimi ve geri dondsumunin, perakende ambalajlara
kiyasla daha kolay oldugu soylenebilir. Marketlerde yer
alan gidalar igin surdurdlebilir ambalajlama materyalleri
ve yontemleri konusunda hem akademik, hem de ticari
pek cok galisma yapilmaktadir.

Gida endustrisinde surdurilebilir yontemlere olan ilgi ve
talep her gegen gun artmaktadir. Ayni sekilde, gida-
enerji-su baglami ile, tim dinyada insanlik igin son
derece 6nemli olan bu Ug¢ kaynagin birlikte ele alinmasi
gerekliligi tartisiimaktadir. Ulkemizde gida (riinlerinin
cevresel etkilerinin arastirildigi  g¢alismalar oldukga
sinirhdir ve bu alanda yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag
vardir.

TESEKKUR

Bu calismada, isletmede Uretim hattindaki galismalar
icin destek veren ve Uretim verilerini paylasan, Aydin ili,
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Sultanhisar ilgesinde bulunan DIMES A.S. Meyve Suyu
Konsantresi Fabrikasi’ndaki tim c¢alisanlara igtenlikle
tesekkir ederim.
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Calismada kismi pisirme yonteminin kek dretiminde kullanilabilirligi arastiriimistir. Bu amag¢ dogrultusunda, farkl
surelerde (15, 20, 25 dakika) kismi pisirilen kek 6rnekleri, oda sicakliginda 7, 14 ve 21 glin depolandiktan sonra ikinci
pisirme islemi ile tiketime hazir son Uriin elde edilerek fiziksel ve mikrobiyolojik analizlere tabi tutulmustur. Mikrobiyal
kalite bakimindan, kismi pisirme suresi analiz sonuglari Gzerine énemli bir etkiye sahip olmazken ara depolama
sliresinin artmasi 21. gliinden sonra toplam mezofilik aerobik bakteri ve maya-kif sayilarini artirici yonde etkili
olmustur. Kismi pisirme yontemi keklerde pisme kaybini artirmistir. Ara depolama siresindeki artis spesifik hacim
degerlerini 6nemli derecede etkilemezken, genel olarak kismi pisirme siresinin artmasi spesifik hacim degerlerini
artinici yonde etkili olmustur. Kek érneklerinin sertlik degerleri ara depolama siresi ile artarken, sertlik bakimindan
kontrol grubu d6rneklere en yakin de@erlere 20 ve 25 dakika kismi pigirildikten sonra oda sicakhdinda 7 gun
depolanmis ve yeniden pisiriimis kek ornekleri sahip olmustur. Genel olarak, kismi pisirme yontemi, keklerde
cignenebilirlik ve elastikiyet degerlerini artirici, kohesiflik degerini ise diisiiriicii ydnde etkili olmustur. istenildigi zaman
taze Urun tuketimi bakimindan, kismi pisirme yonteminin, 6zellikle 20 dakika kismi pisirme ve 14 gune kadar ara
depolama suresinin, kek Uretiminde kullanilabilecedi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Kismi pisirme yontemi, Kek kalitesi, Mikrobiyolojik 6zellik, Fiziksel 6zellik, Tekstirel 6zellik

Impact of Partial Baking Process on Cake Quality
ABSTRACT

In this study, the potential use of partial baking process was investigated in cake production. For this purpose, cake
samples partially baked at different times (15, 20, 25 minutes) were stored at room temperature for 7, 14 and 21 days.
After the second baking process, a ready-to-use final product was obtained and subjected to physical and
microbiological analyses. In terms of microbial quality, partial baking time did not have a significant effect on analysis
results, but an increase in intermediate storage time was effective in increasing TMAB and yeast-mold counts after 21
days. Partial baking method increased baking loss in cakes. While an increase in intermediate storage time did not
significantly influence the specific volume values, an increase in partial cooking time was generally effective in
increasing the specific volume values of cakes. While the hardness values of cake samples increased with
intermediate storage time, in terms of hardness the closest values to control group were obtained in cake samples re-
baked after part-baking for 20 and 25 minutes and storage for 7 days at room temperature. In general, partial baking
method increased the chewiness and elasticity values of cakes while decreasing their cohesiveness value. It was
concluded that partial baking method, particularly 20 minutes partial baking and intermediate storage time up to 14
days, can be used in the production of cakes in terms of fresh product consumption at any time.

Keywords: Partial baking method, Cake quality, Microbiological properties, Physical properties, Textural properties
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GiRiS

Kek butlin dinyada, her yas gurubunun severek tikettigi
iyi bir tat ve aromaya sahip olduk¢a popdtler bir firin
arindddr. Bugday unu, sortening, yumurta, seker,
kabartma tozu ve su veya st gibi bilesenler kullanilarak
uretilen kekte yiksek hacim, duslk sertlik, tekdize ic
yapl, ge¢ bayatlama ve uzun raf 6mrl arzu edilen kalite
karakteristikleridir [1-4].

Genel bir ifade ile zayif bugday unu, seker, yag,
yumurta, kabartma tozu ve gerekliyse bazi katki
maddelerinin kullaniimasiyla hazirlanan karigimin sil
isleme tabi tutulmasiyla elde edilen kek kimyasal ve
mekanik olarak kabartilan bir Urlin olarak tanimlanabilir
[5, 6] Kek karigimi, su iginde yag emdlsiyonunu
kapsamaktadir [7]. Finnda pisirme esnasinda, sicaklik
ylkseldikce su buhar basinci ve kimyasal mayalanma
sonucu olusan karbondioksit miktari artarak kek
karisimindaki hava kabarciklari genlesmektedir. Es
zamanli meydana gelen nigasta jelatinizasyonu ve
protein denattrasyonu gibi doniusum olaylari kek miksini
sivi halden kati hale dénusturerek keklerde sabit yapisal
dokuyu olusturmaktadir [8, 9].

Ozellikle formiilasyona giren yag, seker ve yumurtanin
da etkisi ile kek, ekmek gibi yavan formulasyonlu firin
urtnlerine kiyasla daha ge¢ bayatlayan bir yapiya
sahiptir [10]. Bununla birlikte, depolama siiresi uzadikg¢a,
ozellikle, sistemin en temel bileseni olan nisastada
meydana gelen vyapisal degisimlerin etkisi ile kek
tazeligini giderek kaybetmekte ve tiuketim kalitesi 6nemli
derecede dismektedir. Genel olarak keklerde raf omri
bir ile doért hafta arasinda degismektedir [11, 12].
Depolama suresi uzadikga, O6zellikle bayatlama ve
mikrobiyal bozulmanin etkisi ile kalite kayiplari meydana
gelmektedir. Uriiniin fiziksel ve kimyasal dzelliklerinde
meydana gelen degisiklikler, sertlikteki artis, nem
transferi, aroma ve lezzet kayiplari keklerde bayatlama
kaynakli en dnemli degisiklikler arasindadir [13].

Formilasyon, ambalajlama, su aktivitesi ve depolama
sartlari keklerde bayatlama ve raf dmrini etkileyen en
onemli faktorlerdir [14]. Formdilasyon [15, 16] ve
ambalajlama kosullarinin  degistiriimesi  [17, 18],
dondurarak depolama [19], kek karisimina uygulanan
cesitli islemler [20], bayatlamayi ve bozulmayi geciktirici
katki maddelerinin kullaniimasi [13, 21] gibi girisimler ile
keklerde raf dmrinin uzatilmasina yoénelik ¢cok sayida
calisma yapilmis olup basarili sonuglar elde edilmistir.
Keklerde bayatlamanin geciktiriimesi ve raf oémrinin
uzatilmasina yonelik en yeni yaklasimlardan birisi de
kismi pisirme yontemidir.

Kismi pisirme yontemi Urinin iki asamali olarak
pisiriimesi islemini icermektedir. Bu yontemde, ilk
asamada Urln yapisi olusana kadar bir ilk pisirme
uygulanmakta, depolama surecinden sonra ikinci asama
da ise basit bir son pisirme ile tiketiciye taze bir Grin
tiketme imkani sunulmaktadir [22]. Evde veya cesitli
tiketim ortamlarinda basit bir pigirme islemi ile tliketiciye
taze bir firin Grdinu tiketme imkani sundugu igin kismi
pisirme yontemi blylk bir pazar potansiyeline sahiptir
[12]. Ayrica, pisirme islemi keklerde tekstirel ve diger
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fiziksel 6zellikler Uzerinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir
[23]. Bu nedenle, bu arastirmada kismi pisirme yontemi
ve kismi pisiriimis keklerin oda sicakhdinda farkl
sirelerde muhafazasinin  keklerde  mikrobiyolojik,
teknolojik ve tesktirel ozellikler U(zerine etkisinin
arastirnlmasi amaclanmigtir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Kek Uretiminde piyasadan temin edilen bugday unu
(Birlik Un, Erzurum), granil toz seker, yumurta, taze sut,
hamur kabartma tozu (Dr. Oetker, izmir), sivi margarin
(Becel) ve sofralik rafine tuz kullaniimigtir.

Metot
Kek Uretimi

Kek Uretiminde kullanilacak kek hamuru [12] tarafindan
belirtlen metoda gore hazirlanmigtir. Elde edilen kek
hamuru, yaglanmis teflon kek kaliplara 60’ar gram
dokilmus ve 175°C’de 15, 20, 25 ve 35 (kontrol grubu)
dakika sire ile pisirilmistir. 15, 20 ve 25 dakika kismi
pigirilen kekler oda sicakliginda 7, 14 ve 21 gin
depolamaya tabi tutulmustur. Daha sonra, depolanan
kekler 175°C’de toplam pisirme sireleri 35 dakikaya
tamamlanacak sekilde yeniden pisirimeye tabi
tutulmustur. Yeniden pisirilen kekler oda sicakliginda 1
saat sogutulduktan sonra cift katli polietilen posetle
ambalajlanarak  analizler ~ slresince  laboratuvar
sartlarinda bekletilmistir.

Kekte Yapilan Analizler
Mikrobiyolojik Analizler

Kismi pismis kekler hem oda sicakliginda depoladiktan
hem de ikinci pisirmeden sonra mikrobiyolojik analizlere
tabi tutulmustur. Kek &rneklerinin toplam mezofilik
aerobik bakteri (TMAB) sayimi igin, Plate Count Agar
(PCA, Merck)  besiyeri  kullaniimistir. Uygun
dilisyonlardan cift petri plagina ylzeye ekim yontemi ile
0.1 mL ekim yapildiktan sonra 30°C’de 72 saat inklibe
edilmis ve koloni iceren petriler sayilmistir. Kek
orneklerinde koliform grubu bakteri sayimi igin Violet
Red Bile Agar (VRBA) (Merck) kullaniimistir. VRB agar
yuzeyine 0.1’er mL aktarilarak yayma yontemine goére
ekim yapilan petriler ters gevrilerek 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda olusan koloniler
sayllmigtir. Maya ve kiuf sayimi igin, Potato Dextrose
Agar (PDA) (Merck) kullanilmistir. Petri plaklarina
yluzeye yayma yontemine gore uygun dilisyonlardan
0.1er mL aktarilarak 20°C’de 5 gln inkibasyona
birakilmis ve sayim yapilmistir [24].

Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Keklerin nem igerigi analizinde, Grin finrndan ¢iktiktan 6
saat sonra, keklerin merkezinden yaklasik 3 g 6rnek
alinarak 105°C’ye ayarl kurutma kabininde sabit tartim
agirhigina ulagincaya kadar kurutulmus ve % olarak nem
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degerleri hesaplanmistir [25]. Keklerin hacmi, kolza
tohumuyla yer degistirme esasina gore olgllerek
sonuglar, kek hacmi/kek agirhgr (cm?3/g) (spesifik hacim)
olarak verilmigtir [26]. Pisme kaybi degeri, kek
karisiminin pismeden 6nce ve kekin pistikten sonraki
elde edilen kutleleri kullanilarak hesaplanmis ve
sonuglar % olarak ifade edilmistir [27]. Kek 6rneklerinin
Uniformite indeksi degerleri AACC 10-91'e gbre
belirlenmistir [28]. Keklerde kabuk rengi kolorimetre
(CR-200, Minolta, Osaka, Japan) cihazi ile belirlenmis
olup okunan L*, a* ve b* renk degerleri kullanilarak
asagidaki esitlik ile kontrol kek 6rnegine gére toplam
renk degisimi (AE*) hesaplanmistir.

AE = [(Lo-L1)2 + (ag-al)z + (bo-b1)2]1/2

Verilen esitlikte; Lo, ao, ve by kontrol kek &rnegine ait
renk degerlerini; L1, ai, ve b; ise kismi pisirme ve ara
depolamadan sonra yeniden pisirilen kek 6rneklerine ait
renk degerlerini ifade etmektedir.

Tekstiir Profil Analizi (TPA)

Kismi pisiriimis kekler oda sicakliginda belirtilen
slrelerde depolandiktan sonra ikinci (son) pisirme
islemine tabi tutularak son drin kekler elde edilmis ve
24 saat sonra bu keklerde i¢ kisimdan alinan (40x40x20
boyutlarindaki) 6rneklerde Tekstlir Analiz cihazi
(TAXT.plus Texture Analyser, Stable Microsystems)
kullanilarak Tekstiir Profil Analizi yapiimigtir. Olgiimler
her ornek icin 4 paralel 2 tekrar olacak sekilde
gerceklestirilmistir. TPA testinde ¢gapi 50 mm olan (P50)
prob, 5 kg'lik yik hiicresi, 2 mms? test hizi, %40
deformasyon orani ve 20 g tetikleme glict kullaniimistir.
Elde edilen TPA grafiginden keklerin sertlik, kohesiflik,
elastikiyet ve gignenebilirlik degerleri hesaplanmistir.

istatistiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen veriler SPSS Statistics
paket programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Farkli strelerde (15, 20, 25 dakika)
kismi pisirilen ve oda sicakliginda farkh strelerde (7, 14,
21 gln) depolanan kek &rneklerinin mikrobiyolojik,
fiziksel, kimyasal ve dokusal &zellikleri agisindan
istatistiksel farkhliklari kiyaslamak amaciyla Duncan
coklu karsilastirma yontemi kullaniimigtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Calismada, kek hamuru 15, 20 ve 25 dakika pisirilerek
kismi pismis kek ornekleri elde edilmistir. Kismi pisirilmis
kek ornekleri daha sonra oda sicakliginda 7, 14 ve 21
gun depolandiktan sonra ikinci pisirme islemine tabi
tutulmus ve tiketime hazir son Urin elde edilmistir.
Pisirildikten sonra oda sicakhiginda depolanmis kismi
pismis kek ornekleri ve depolama sonrasi ikinci pisirme
islemine tabi tutulmus tiketime hazir tam pismis kek
orneklerinin toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB),
koliform grubu bakteri ve maya-kuf sayilari Tablo 1'de
verilmigstir. Tablodaki veriler incelendiginde kismi pisirme
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slresinin mikrobiyolojik analiz sonuglar tzerine belirgin
bir etkisinin olmadigi gortlmektedir. Depolama stresinin
artmasi ise (14.ginden sonra) TMAB ve maya-kuf
sayilarini artirici yénde etkili olmustur. Kontrol grubu ve
oda sicakhginda 7 ve 14 gin depolanmis kismi pismis
kek oOrneklerinde depolama ve ikinci pisirme sonrasi
TMAB ve maya-kuf sayilar saptanabilir sayinin (<2.00
log kob/g) altinda g¢ikmigtir. Alinan sonuglara goére
depolamanin 21. glininde 15, 20, 25 dakikalik kismi
pisirimeye tabi tutulan keklerde depolama sonrasi
TAMB ve maya-kuf Uremesinin hemen hemen ayni
seviyede oldugu ve bu seviyenin 3.32 ile 3.93 log kob/g
arasinda degistigi gérilmistiir. Ikinci pisirme sonrasi
yapilan analizler de ise TAMB ve maya-kuf sayilarinda
¢ok az bir dusis olmakla birlikte bu degerlerin 3.02 ile
3.83 log kob/g arasinda degistigi gorilmuistir. [29]
tarafindan yapilan galismada, kismi pisirme yontemi ile
Uretilen beyaz tava, cavdar ve kepekli ekmeklerde
depolama ve ikinci pisirme sonrasi mikrobiyolojik
Ozellikler incelenmis, depolama sonunda uygulanan
ikinci pigsirme isleminin, ekmekte kaybolan tazeligi tekrar
saglamakla birlikte kismi pismis ve depolanmis ekmekte
belli bir seviyenin Uzerine ¢ikan mikroorganizma
sayisinin da dnemli derecede dismesine sebep oldugu
bildirilmistir. Ayrica koliform grubu bakteri sayisi hem
kismi pismis kekin depolama sonrasi hem de ikinci
pisirme sonrasi agsamasinda saptanabilir sayinin altinda
cikmistir.

Tablo 2 ve Sekil 1'deki sonuglara gore kismi pisirme ve
ara depolama suresinin, kek orneklerinin pisme kaybil,
Uniformite indeksi, spesifik hacim ve renk degisimi
degerlerini 6nemli derecede etkiledigi gorilmektedir.
BUtan kismi pisirme sirelerinde, ara depolama slresinin
artmasi keklerin pisme kaybini artirici yonde etkili
olmustur. Kismi pisirme ve ara depolamadan sonra
yeniden pigirilen kek orneklerinde, kontrol 6rnegine
kiyasla daha fazla pisme kaybi goriimustir. Dolayisiyla
iki asamali pisirme isleminden olusan kismi pisirme
metodunun, kontrol drneginde uygulanan, tek asamal
pisirme metoduna goére Orneklerde daha fazla nem
kaybina neden oldugu ve pisme kaybini artirdigi
sonucuna varilmaktadir. Yapilan g¢alismalarda benzer
sonuglar bulunmus ve kismi pisirme, depolama ve
yeniden pisirme iglemleri sUresince daha fazla nem
kaybi meydana gelmesinin, pisme kaybini da artirdig
belirtiimistir [30]. Kontrol kek 6rnegi ile kismi pisirilip ara
depolamadan sonra yeniden pigirilen kek orneklerinin
renk parlakligi (L), kirmizi renk tonu (a) ve sari renk tonu
(b) degerleri kullanilarak hesaplanmis toplam renk
degisimi (AE) 15 dakika kismi pisirme ve 14 ile 24 gln
ara depolama slresine sahip orneklerde en ylksek
cikarken, 20 dakika kismi pisirime ve 7 gunlik ara
depolama sulresine sahip kek o©rneginde en disilk
cikmigtir. Bu nedenle, Tablo 2 ve 3’teki veriler dikkate
alindiginda, kontrol kek o6rnedine renk benzerligi
bakimindan genel olarak bitin kismi  pisirme
surelerinde 7 glinlik ara depolama suresi ve 6zellikle 20
dakikalik kismi pisirme ve 7 gunlik ara depolama
suresinin en iyi sonucu verdigi soylenebilir.
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Tablo 1. Kismi pismis keklerin oda sicakliginda depolama sonrasi ve ikinci pisirmeden sonraki

mikrobiyolojik analiz sonuglari

Kismi Pisme Depolama

Depolamadan Sonra (log kob/g)

ikinci pisirmeden sonra (log kob/g)

Stresi Suresi

) . TMAB Koliform Maya-Kuf TMAB Koliform Maya-Kuf
(dakika) (gun) Bakteri Bakteri

0 (K) <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

15 7 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
14 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

21 3.93 <2.00 3.91 3.75 <2.00 3.83

20 7 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
14 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

21 3.93 <2.00 3.47 3.60 <2.00 3.38

o5 7 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00
14 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00 <2.00

21 3.38 <2.00 3.32 3.17 <2.00 3.02

Kob: Koloni olusturan birim, K: Kontrol grubu

Tablo 2. Kismi pisirilerek oda sicakliginda depolandiktan sonra yeniden pisirilen kek érneklerinin (n=2) pisme kaybi,

nem, Uniformite indeksi ve renk degisimi (AE) degerleri®

Kismi Pisirme Ara Pisme U_niformite Renk Degigimi
Siresi (dakika) Depolama Siresi (gln) Kaybi (%) Indeksi (AE)
0 (K) 16.7410.10e 1.0+0.0c --
7 17.5410.64e 1.0+0.0c 6,65+0.05d
15 14 18.72+0.26¢cd 1.0+0.0c 13,04+0.43a
21 19.16+£0.01bc 1.0+0.0c 13,53+0.77a
7 17.87+0.34de 4.5+0.5a 1,67+1.48e
14 19.76+£0.21bc 1.0£0.0c 9,79+£0.52bc
20 21 20.23+0.18ab 1.0+0.0c 7,41+0.06d
7 17.84+0.46de 1.0£0.0c 7,58+0.25d
14 19.02+0.56¢d 1.0£0.0c 8,11+0.13cd
25 21 21.02+0.09a 2.5+0.5b 10,50+0.06b
P *% *% *%

a Ayni harfle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkl degildir (p<0.05), K: Kontrol grubu

Kismi pisirildikten sonra oda sicakliginda depolanmis ve
daha sonra yeniden pigirilmis kek 6rneklerinin spesifik
hacmi kontrol grubu keklere goére 6nemli derecede
yuksek cikmistir. Ayrica bitin depolama surelerinde,
genel olarak kismi pisirme suresinin artmasi spesifik
hacim degerlerini artirici ydnde etkili olmustur (Sekil 1).
Ayrica Tablo 3’ten de goOruldigld gibi kismi pismis
keklerin depolama siresi, spesifik hacim Gzerine dnemli

derecede etkili olmazken, kismi pisirme siresinin
artmasi artinci  yonde etkilemistir. Kek gibi firn
urtnlerinde, finnda pisirme sirasinda pisirmenin

baslangicinda firin sigramasi denilen [31] hacim artisi
gordlir, bu degisim belli bir stireye kadar yavaslayarak
devam eder ve belli bir slireden sonra durur. Kontrol kek
orneginin pisme sulresinin 35 dakika oldugu disunalir
ise arastirmada 25 dakikalik pisme suresinden sonra
hacim artisinin durdugu ve bir miktar bizismenin
oldugu soylenebilir. Keklerde hacim artisindan da
izlendigi gibi, nisasta jelatinizasyonu ve es zamanli
proteinlerde meydana gelen denatiirasyon [32] ile belli
bir sabit kek yapisi olustuktan sonra depolama siresi ile
bu yapinin ¢ok fazla degismedigi gortlmektedir. Bu
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durum kismi pisirme yonteminin kek gibi firin Grlinlerine
basarili bir sekilde uygulanabilecegini gostermektedir.
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oo 2,6 .
.E zb ap
2 . e abe
g bed
‘S 2.4 4 ) ode
— . de
= £
2 224 d
x HH”
2.0 . . .
K 7 14 21

Ara Depolama Siiresi (Giin)
Sekil 1. Kek orneklerinin spesifik hacmi Gzerine kismi
pisirme (15, 20 ve 25 dakika) ve ara depolama stiresinin
etkisi (K: Kontrol grubu)
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Tablo 3. Kismi pisirme ve ara depolama suresinin kek érneklerinin pisme kaybi, spesifik hacim, tUniformite indeksi

ve renk degisimi (AE) degerleri Gzerine genel etkisi®

n Pisme Kaybi Spesifik Hacim Uniformite Renk Degisimi
(%) (cm3g™®) indeksi (AE)

Kismi Pisirme Suresi (dakika)

15 8 18.04+0.38b 2.28+0.03b 1.00+0.00c 11.07+1.40a

20 8 18.65+0.54a 2.3940.05a 1.87+0.58a 6.29+1.57¢

25 8 18.66+0.61a 2.43+0.05a 1.37+0.26b 8.73+0.57b

P * *% *% *%

Ara Depolama Suresi (glin)

0 (K) 6 16.74+0.04d 2.1940.00b 1.00+0.00c -

7 6 17.7510.46¢ 2.45+0.04a 2.17+0.75a 5.30+£1.12b

14 6 19.161£0.37b 2.44+0.04a 1.00+0.00c 10.31+0.93a

21 6 20.12+0.35a 2.3940.05a 1.50+0.34b 10.48+1.13a

P *% *% ** **

& Ayni harfle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (p<0.05), K: Kontrol grubu
Genellikle, bdtiin  kismi pisirme sureleri igin, ara degeri en ylksek kontrol grubu kek &rneklerinde
depolama suresinin artmasi, kismi pisirilip gorilurken, en disik degerler 15 dakika kismi pisirme,

depolandiktan sonra yeniden pisirilen kek 6rneklerinin
sertlik degerlerini artirici yonde etkili olmustur (Sekil 2).
Yani, kismi pismis olarak depolanan keklerin depolama
suresinin artmasi kek ici dokusal yapisini olumsuz
yonde etkilemistir. Kek gibi yumusak tekstiire sahip firin
Urtnleri pisirildikten sonra depolama suresi arttikca
icyapinin sertligindeki artisa paralel olarak tazelik
giderek kaybolur ve bu degisiklik bayatlama olarak
adlandirilir [33]. Firin Urunlerinde, nisasta miktar olarak
sistemin buyuk bir kismini olusturdugu icin depolama
slresince nisastada meydana gelen degisimler ve
Ozellikle nisasta retrogradasyonunun bayatlamadan
birinci derecede sorumlu oldugu belirtiimektedir [34, 35,
36]. Keklerde, tiiketim kalitesi tGzerinde énemli bir etkiye
sahip olan, sertlik bakimindan kontrol grubu 6rneklere
en yakin deg@erlere 20 ve 25 dakika kismi pisirildikten
sonra oda sicakhginda 7 gun depolanmis ve yeniden
pisiriimis kek 6rnekleri sahip olmustur.

14 4 oOl5dk D20dk m25dk

12

—
=)

3

Sertlile (N)

(B

1
K 7 14

Ara Depolama Siiresi (Giin)

Sekil 2. Kek orneklerinin sertlik degerleri tGzerine kismi
pisirme (15, 20 ve 25 dakika) ve ara depolama suresinin
etkisi (K: Kontrol grubu)

21

Tekstulr profil analizi sonucunda elde edilen ve Grinin i¢
baglarinin glcunin bir gostergesi olan kohesiflik [37]
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14 ve 21 glin ara depolama suresine sahip kek érnekleri
ile 25 dakika kismi pisirme ve 7 gun ara depolama
slresine sahip keklerde tespit edilmistir (Tablo 4).
Kohesiflik, ikinci sikistirma igin gereken enerji ile ilgili
yumusak firin drinlerinde dnemli bir kalite 6zelligidir. Bu
parametre duyusal ufalanma ve Uriind ¢ignemek igin
gereken yogunluk ve enerji ile ilgili algilar hakkinda bilgi
vermektedir [38]. Dolayisiyla iki agamali pisirme yontemi
olarak da adlandirilabilen kismi pisirme yodnteminin
keklerde kohesiflik degerini disirici yonde etkili oldugu
sOylenebilmektedir.

Elastikiyet, birinci ve ikinci sikistirma arasindaki
toparlanmanin bir gdstergesi olan esnekligin dlgimadir
ve karistirma islemi sirasinda keklerde olusturulan hava
kabarciklarinin sayisi ile iliskilidir [39]. En yiksek
elastikiyet degerleri 15 dakika kismi pisirmede 14 gun,
20 dakika kismi pisirmede 14 ile 21 gun ve 25 dakika
kismi pisirmede 21 gun ara depolama suresine sahip
keklerde gorulmastir (Tablo 4). Dusuk elastik yapi
keklerde daha hamurumsu bir yapiya neden oldugu igin
[40] elastikiyet degerlerinin yiksek olmasi arzu edilir.
Genel olarak kismi pisirme yonteminin keklerde
elastikiyet degerleri Gzerinde olumlu yonde etkili oldugu
sOylenebilir.

Btln kismi pisirme surelerinde ara depolama suresinin
artmasi kek 6rneklerinin ¢ignenebilirlik degerlerini artirici
yonde etkili olmustur (Tablo 4). Direkt ydntemle pisiriimis
kontrol grubu kek orneklerinde gignenebilirlik degeri en
disik ¢ikarken kismi pismis keklerin 6zellikle daha uzun
ara depolama surelerinde 6nemli artislar goralmustar.
Cignenebilirlik kati bir gidanin yutmaya hazir hale

gelmesi igin gerekli olan ¢igneme enerjisinin  bir
gOstergesidir  [30]. Sertlik, kohesiflik ve elastikiyet
degerlerinden Uretilen ikincil bir parametre olan

cignenebilirlikteki degisim, yapilan benzer c¢alismalarda
da [27] oldugu gibi, genellikle hesaplandigdi
parametrelerdeki degisimlere ve Ozellikle de sertlikteki
degisimlere benzer olmustur (Tablo 5).
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Tablo 4. Kismi pisirilerek oda sicakliginda depolandiktan sonra yeniden pisirilen kek érneklerinin (n=2)

kohesiflik, elastikiyet ve gignenebilirlik degerleri®

Kismi Pisirme Siresi Ara Kohesiflik Elastikiyet Cignenebilirlik
(dk.) Depolama (0-12) (0-12)
Siresi (gln) (0 - %100) (0 - %100)
(0) K 0.648+0.012a 0.808+0.008c 2.401+0.770i
7 0.565+0.005¢ 0.802+0.000c 3.834+0.024e
15 14 0.525+0.005d 0.846+0.001a 3.809+0.038e
21 0.526+0.003d 0.801+0.000c 6.17410.012a
7 0.572+0.002c 0.825+0.000b 3.254+0.003¢g
20 14 0.567+0.007¢ 0.842+0.000a 3.564+0.020f
21 0.602+0.002b 0.841+0.000a 5.106+0.031c¢
7 0.534+0.004d 0.807+0.000c 2.848+0.011h
25 14 0.593+0.003b 0.827+0.000b 4.423+0.008d
21 0.609+0.000b 0.842+0.000a 6.003+0.031b
P *% *% *%

& Ayni harfle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (p<0.05), K: Kontrol grubu

Tablo 5. Kismi pisirme ve ara depolama siresinin kek &rneklerinin sertlik, kohesiflik, elastikiyet ve

cignenebilirlik degerleri Gzerine genel etkisi®

n Sertlik (N) Kohesiflik Elastikiyet Cignenebilirlik
Kismi Pisirme Siresi (dakika)
15 8 9.062+1.206a  0.566+0.023b  0.814+0.007c  4.055+0.5129a
20 8 7.251#0.790c  0.597+0.014a  0.829+0.005a  3.581+0.370c
25 8 7.972+1.054b  0.596+0.017a  0.821+0.005b  3.919+0.536b
P *% *% *% *%
Ara Depolama Siresi (glin)
0 (K) 6  4.585+0.065d  0.648+0.006a  0.808+0.003c  2.401+0.034d
7 6  7.3141+0.365c  0.557+0.007c  0.812+0.004c  3.312+0.181c
14 6 8.349+0.293b  0.561+0.012c  0.838+0.003a  3.932+0.162b
21 6 12.132+0.844a 0.579+0.016b  0.828+0.008b  5.761+0.209a
P *% *% *% *%

& Ayni harfle gosterilen ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (p<0.05), K: Kontrol grubu

SONUG

Bu calismada, farkli sirelerde kismi pigirilen kek
ornekleri oda sicakhiginda farkh strelerde depolandiktan
sonra yeniden pisirme islemi ile son Urin elde dilmis ve
son urdn mikrobiyolojik, fiziksel ve tekstirel analizlere
tabi tutularak kismi pisirme ydnteminin kek Uretiminde
kullanilabilirligi arastiriimistir. Kismi pismis keklerin oda
sicakhginda 14.gin depolamaya kadar mikrobiyolojik
acidan kontrol grubu oOrneklerle ayni 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Depolama suresinin artmasi
spesifik hacim Gzerine 6nemli derecede etkili olmazken,
genel olarak kismi pisirme suresinin artmasi spesifik
hacim degerlerini artirici yonde etkili olmustur. Ara
depolama suresinin artmasi, kek o&rneklerinin sertlik
degerlerini artirici yénde etkili olurken sertlik bakimindan
kontrol grubu 6rneklere en yakin degerlere 20 ve 25
dakika kismi pisirildikten sonra oda sicakliginda 7 gin
depolanmis ve yeniden pisirilmis kek ornekleri sahip
olmustur. Genel olarak, kismi pisirme yonteminin,
keklerde elastikiyet degerini olumlu yonde etkilerken,
kohesiflik degerini digurictu ve ¢ignenebilirlik degerini
artinici yonde etkili oldugu tespit edilmistir. Bitin bu
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veriler neticesinde kismi pisirme yonteminin, 6zellikle 20
dakika kismi pisirme ve 14 glne kadar ara depolama
suresinin, kek Uretiminde kullanilabilecedi sonucuna
variimaktadir.

KAYNAKLAR

[1] Jongsutjarittam, N., Charoenrein, S. (2013).
Influence of waxy rice flour substitution for wheat
flour on characteristics of batter and freeze-thawed
cake. Carbohydrate Polymers, 97(2), 306-314.

[2] Conforti, F.D. (2014). Bakery products science and
technology. Cake Manufacture, Edited by Zhou,
W., Hui, Y. H., vol. 32, 563-564p.

[3] Jaganathan, D.A. (2016). Production of rice flour
and peanut paste in yellow cake. International
Journal of Scientific Research, 5(9), 597-600.

[4] sk, F., Urganci, U., Turan, F. (2017). Yaban
mersini ilaveli muffin keklerin bazi kimyasal, fiziksel
ve duyusal 6zellikleri. Akademik Gida, 15(2), 130-
138.

[5] Kokli, G. Ozer, M.S. (2008). Pandispanya
yapiminda bazi ylzey aktif maddelerin kek


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Conforti%2C+Frank+D

(6]

[7]

(8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[19]

M.M. Karaoglu, Y. Bedir Akademik Gida 18(3) (2020) 256-263

nitelikleri Gzerindeki etkileri. C.U Fen Bilimleri
Enstitiisti Dergisi, 19(2), 78-86.

Kocak, S. (2018). Bazi emiilgatorlerin glutensiz kek
uretiminde kalite Uzerine etkileri. Yuksek Lisans
Tezi. Igdir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitis,
Igdir.

Karaoglu, M.M. (1998). Farkh  ydntemler
uygulanarak elde edilmis modifiye nisastalarin kek
kalitesi Uzerine etkileri. Yiksek Lisans Tezi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Atatiirk Universitesi, Erzurum.
Kiranh, D. (2006). YUksek seker icerikli sade bar
tipi kek Uretiminde asesulfampotasyum,
polidekstroz, laktitol ve ksantangam kullaniminin
ardnin kimi kalite 6zellikleri Gzerine etkileri. Yiksek

I:isans Tez_i, Fen Bilimleri Enstitisi, Ege
Universitesi, Izmir.
Boz, H. (2018). Bugday veya misir nisastasi

kullanilarak Uretilen keklerin fiziksel, duyusal ve
tekstlrel ozellikleri tzerine girislendirmenin etkisi.
Akademik Gida, 16(2), 176-182.

Gelinas, P., Roy, G., Guillet, M. (1999). Relative
effects of ingredients on cake staling based on an
accelerated shelf- life test. Journal of Food
Science, 64(5), 937-940.

Seow, C.C., Teo, C.H. (1996). Staling of starch-
based products: a comparative study by firmness
and pulsed NMR measurements. Starch- Stérke,
48(3), 90-93.

Karaoglu, M.M., Kotancilar, H.G., Gercekaslan,
K.E. (2008). The effect of par- baking and frozen

storage time on the quality of cupcake.
International Journal of Food Science &
Technology, 43(10), 1778-1785.

Jongsutjarittam, N., Charoenrein, S. (2013).

Influence of waxy rice flour substitution for wheat
flour on characteristics of batter and freeze-thawed
cake. Carbohydrate Polymers, 97(2), 306-314.
Botosoa, E.P., Chéné, C., Karoui, R. (2013). Use of
front face fluorescence for monitoring lipid
oxidation during ageing of cakes. Food
Chemistry, 141(2), 1130-1139.

Seyhun, N., Sumnu, G., Sahin, S. (2005). Effects of
different starch types on retardation of staling of
microwave-baked cakes. Food and Bioproducts
Processing, 83(1), 1-5.

Gomez, M., Ronda, F., Caballero, P.A., Blanco,
C.A., Rosell, C.M. (2007). Functionality of different
hydrocolloids on the quality and shelf-life of yellow
layer cakes. Food Hydrocolloids, 21(2), 167-173.
Baeva, M., Panchey, I. (2005). Investigation of the
retaining effect of a pectin-containing edible film
upon the crumb ageing of dietetic sucrose-free
sponge cake. Food Chemistry, 92(2), 343-348.
Janjarasskul, T., Tananuwong, K., Kongpensook,
V., Tantratian, S., Kokpol, S. (2016). Shelf life
extension of sponge cake by active packaging as
an alternative to direct addition of chemical
preservatives. LWT-Food Science and Technology,
72, 166-174.

Byun, J.l., Koh, B.K. (2017). Textural properties of
frozen stored garaetteok supplemented with agar
and casein. International Journal of Food
Properties, 20(3), 2960-2968.

262

(20]

(21]

(22]

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

(29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

Gdémez, M., Ruiz, E., Oliete, B. (2011). Effect of
batter freezing conditions and resting time on cake
quality. LWT-Food Science and Technology, 44(4),
911-916.

Samapundo, S., Devlieghere, F., Vroman, A,
Eeckhout, M. (2016). Antifungal properties of
fermentates and their potential to replace sorbate
and propionate in pound cake. International Journal
of Food Microbiology, 237, 157-163.

Karaoglu, M.M., Serge, I. (2011). Kismi pisirme
yonteminin finn Urlnlerinde kullanimi. 7. Gida
Miihendisligi Kongresi. 24-26 Kasim 2011, Bildiriler
Kitabi, Sayfa: 237, Ankara.

Hesso, N., Loisel, C., Chevallier, S., Le-Bail, A.,
Queveau, D., Pontoire, B., Le-Bail, P. (2015).
Monitoring cake baking by studying different
ingredient interactions: From a model system to a
real system. Food Hydrocolloids, 51, 7-15.
Karaoglu, M.M., Kotancilar, H.G., Girses, M.
(2005). Microbiological characteristics of part-
baked white pan bread during storage.
International Journal of Food Properties, 8(2), 355-
365.

Rodriguez-Garcia, J., Sahi, S.S., Hernando, I.
(2014). Functionality of lipase and emulsifiers in
low-fat cakes with inulin. LWT-Food Science and
Technology, 58(1), 173-182.

Lee, C.C., Hoseney, R.C., Varriano-Marston, E.
(1982). Development of a laboratory-scale single-
stage cake mix. Cereal Chemistry, 59, 389-392.
Ates, G., Elmaci, Y. (2018). Kahve cekirdegi
zarinin  diyet lifi kaynagi olarak kek
formilasyonunda kullaniimasi. Akademik Gida,
16(2), 156-167.

Anonim. (1967). Standard Methods of the
International Association for Cereal Chemists. St
Paul, MN: International Association for Cereal
Chemistry.

Karaoglu, M.M. (2002). Farkli sicaklik ve slrelerde
muhafaza edilen kismi pismis ekmeklerin teknolojik
ve mikrobiyolojik 6zellikleri. Doktora Tezi, Atatirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisii, Erzurum.
Karaoglu, M.M., Kotancilar, H.G. (2009). Quality
and textural behaviour of par- baked and rebaked
cake during prolonged storage. International
Journal of Food Science & Technology, 44(1), 93-
99.

He, H.A.N.D., Hoseney, R.C. (1991). Gas retention
of different cereal flours. Cereal Chemistry, 68(4),
334-336.

Mizukoshi, M., Kawada, T., Matsui, N. (1979).
Model studies of cake baking. i. continuous
observations of starch gelatinization and protein
coagulation during baking. Cereal Chemistry,
56(4), 305-309.

Ji, Y., Zhu, K., Qian, H., Zhou, H. (2007). Staling of
cake prepared from rice flour and sticky rice flour.
Food Chemistry, 104(1), 53-58.

Zeleznak, K.J., Hoseney, R.C. (1986). The role of
water in the retrogradation of wheat starch gels and
bread crumb. Cereal Chemistry, 63(5), 407-411.
Guijral, H.S., Haros, M., Rosell, C.M. (2003). Starch
hydrolyzing enzymes for retarding the staling of
rice bread. Cereal Chemistry, 80(6), 750-754.



[36]

[37]

[38]

M.M. Karaoglu, Y. Bedir Akademik Gida 18(3) (2020) 256-263

Kwasniewska-Karolak, 1., Mostowski, R. (2019).
The influence of storage conditions on the staling
rate and starch retrogradation in wheat rolls
packaged in a modified atmosphere. The Journal of
Microbiology, Biotechnology and Food Sciences,
8(5), 1188.

Szczesniak, A.S. (1963). Classification of textural
characteristics a. Journal of Food Science, 28(4),
385-389.

Sanz, T., Salvador, A., Baixauli, R., Fiszman, S.M.
(2009). Evaluation of four types of resistant starch
in muffins. 1l. Effects in texture, colour and
consumer response. European Food Research and
Technology, 229(2), 197-204.

(39]

[40]

Rahman, R., Hiregoudar, S., Ramachandra, C.T.,
Mouneswari, K., Udaykumar, N., Roopa, R.S.
(2015). Physico-chemical, textural and sensory
properties of muffins fortified with wheat grass
powder. Karnataka Journal Agricultural Science,
28(1), 79-82.

Singh, A., Geveke, D.J., Jones, D.R., Tilman, E.D.
(2019). Can acceptable quality angel food cakes be
made using pasteurized shell eggs? The effects of
mixing factors on functional properties of angel
food cakes. Food Science & Nutrition, 7(3), 987-
996.

263



SiDAS MEDYA

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

Akademik Gida 18(3) (2020) 264-269, DOI: 10.24323/akademik-gida.818111

Arastirma Makalesi / Research Paper

Vitreoscilla Hemoglobini Eksprese Eden Escherichia coli Susglan ile Seker
Pancari Melasindan Biyoetanol Uretiminde Olgek Buyutmenin Etkisi

Taner Sar =, Meltem Yesilcimen Akbas =
Gebze Teknik Universitesi, Temel Bilimler Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bollimii, 41400, Kocaeli

Gelis Tarihi (Received): 22.04.2019, Kabul Tarihi (Accepted): 14.07.2020
& Yazigmalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): akbasm@gtu.edu.tr (M. Yesilcimen Akbas)
® 02626052530 = 0262 65384 90

6z

Bu ¢alismada, Vitreoscilla hemoglobini eksprese eden Escherichia coli TS3 ve TS4 suslarinin seker pancari melasi
hidrolizati ile hazirlanan besiyerleri (MB2-MB5) kullanilarak biyoetanol Gretimleri incelenmistir. Kullanilan farkli seker
konsantrasyonlu besiyerleri icerisinde en fazla etanol Uretimi MB2 besiyeri ortaminda (yaklasik %4 seker iceren)
gerceklestirimistir. MB2 besiyerinde, kugik Olgekten buyik 6lgege dogru biyoetanol dretiminin %10-17 oraninda
arttigi saptanmistir. En fazla biyoetanol tretim miktarlari en biyik hacimdeki fermentasyon ortaminda TS3 ve TS4
suglari ile sirasiyla %2.49 ve %2.62 (v/v) olarak belirlenmistir. Yapilan bu calismada olgek blyiutmenin VHb
ekspresyonu yapan bakterilerle seker pancari melasindan etanol tretimini olumlu etkiledigi belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Melas hidrolizati, Etanol, Bakteriyel hemoglobin, E. coli, Sukroz, Olgek biyiitme

Effect of Scaling up on Bioetanol Production from Sugar Beet Molasses by Vitreoscilla
Hemoglobin Expressing Escherichia coli Strains

ABSTRACT

In the present work, bioethanol production through VHb expressing Escherichia coli TS3 and TS4 strains from sugar-
beet molasses hydrolysate containing media was investigated. The highest growth and ethanol production were
obtained in MB2 (contains about 4% sugar) medium. In MB2 medium, bioethanol production was enhanced by E. coli
TS3 and TS4 strains from small scale to big scale fermentation. The highest ethanol productions by TS3 and TS4
strains were determined as 2.49% and 2.62% (v/v) respectively, with the largest volume of fermentation medium. It
was shown that scaling up process had positive effect on bioethanol production from sugar beet molasses through
VHb expressing strains.

Keywords: Molasses hydrolysate, Ethanol, Bacterial hemoglobin, E. coli, Sucrose, Scale up process

GIRIS ulasan biyoetanol Uretiminin 2020 yilinda ise yillik 120

milyar litre olmasi planlanmaktadir (Sekil 1) [2, 3].
Biyoetanol kiresel yakit ihtiyacini karsilamak ve sera Biyoetanolin ¢cogu Amerika Bilesik Devletleri’'nde misir
gaz emisyonunu azaltmak amaciyla kullanilan alternatif ve Brezilya'da seker kamigl gibi birincil nesil gida
bir yakittir [1]. Dinya ¢apinda biyoetanol Gretimi 2007 kaynaklarindan uretilmektedir. Tarimsal ve endustriyel
yilinda 50 milyar litre, 2008 yilinda ise 60 milyar litre atiklar ile lignoselilozik maddeler gibi ikincil Uretim
civarindadir. Kiresel biyoetanol Uretim miktari 2013 slregleri ile etanol dretiminin maliyeti ise ylUksektir [4].
yilinda yillik 87.2 milyar litreye, 2015 yilinda ise 97.2 Birincil nesil Uretim slreclerinde kullanilan hammadde
milyar litreye ulasmistir. 2018 yilinda 108 milyar litreye kaynaklarinin gida kaynagi olarak kullaniimasi ve ikincil
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Sekil 1. Dinyada yillik biyoetanol tretimi [2, 3].

Melas genel olarak gseker kamisi veya seker
pancarindan seker Uretim surecinde agiga c¢ikan koyu
kahverengi bir gida isleme atigidir [5]. Genel olarak
seker pancart agirhdinin - %20'si  kadar seker
icermektedir. Kristalize olmayan ve seker Uretimi
esnasinda yan UrUn olarak agida c¢ikan seker pancari
melasi ise yaklasik %50 oraninda sukroz igermektedir
ve nitrojen bakimindan zengindir [6]. Seker pancari
melasi zengin karbon kaynagdi igcermesinin yani sira
ferulik asit (%0.5), asetik asit (%1.6) ve metanol (%0.4)
de igerebilmektedir [7].

Biyoetanol Uretiminde seker pancari melasinin kullanimi
oldukga yaygindir. Avrupa’nin bir bolimu ile Akdeniz
Ulkeleri biyoetanol Uretimini seker pancari ve seker
pancari melasindan saglamaktadir [8]. Turkiye'de
uretilen etanoliin gogu Cumra Seker Fabrikasi’nda seker
pancari ve seker pancari melasindan saglanmaktadir
[9]. Benzer olarak Tayland’da da melasin ucuz ve bol
miktarda olmasi nedeniyle etanol Uretiminde siklikla
kullaniimaktadir [10]. Seker pancari melasinin zengin
icerigi ile etanol Uretiminin yani sira enzim, maya, lipid,
hidrojen gibi pek ¢ok metabolit Uretiminde de alternatif
karbon kaynagi olarak kullaniimaktadir [11-18].

Biyoetanol Uretimi icin fermentasyon ortamlarinda
genellikle Saccharomyces cerevisiae kullanilmasina
ragmen bu organizma sadece alti karbonlu sekerleri
fermente edebilir. Etanol Ureticisi Escherichia coli FBR5
ise bircok farkl sekeri fermente edebilmesinden dolayi
biyoetanol Uretiminde alternatif mikroorganizma olarak
ilgi cekmektedir [19-21]. Vitreoscilla Hemoglobini (VHb)
en iyi karakterize edilmis bakteriyel hemoglobindir. VHb
eksprese eden  hicrelerin daha yiksek hicre
yogunluguna ulastigi ve metabolit Uretiminde artisa
neden oldugu bildirilmistir [22, 23]. E. coli FBR5
susundan gelistirilen ve VHb ekpresyonu yapan suslarin
(TS3 ve TS4) [24] farkh ucuz karbon kaynaklarindan
biyoetanol tretimini arttirdigi gortlmustur [13, 25-30].

Yapilan bu c¢alismada, Vitreoscila Hemoglobini
eksprese eden E.coli TS3 ve TS4 suslari ile karbon
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kaynagdi olarak seker pancari melasindan biyoetanol
Uretiminde Olgek buyutmenin etkisi arastiriimistir.

MATERYAL ve METOT
Bakteri Suslari

Bu calismada kullanilan etanol Uretebilen ve Vitreoscilla
(bakteriyel) Hemoglobin geni (vgb) iceren E.coli TS3 ve
TS4 suslan Prof. Dr. Benjamin C. Stark (lllinois
Teknoloji Enstitlisti, Sikago, IL, ABD) tarafindan hediye
edilmistir [24].

Seker Pancari Melasi Hidrolizi

Calismada kullanilan seker pancari melasi Kocaeli
Pakmaya Fabrikasi’'ndan (Kocaeli, Turkiye) temin
edilmistir. Seker pancari melasi agirhginin bes kati
olacak sekilde distile su ile sulandirilarak pH degeri 3.0
olacak sekilde 2M H,SO, (%96 saflikta, Merck,
Darmstadt, Almanya) ile ayarlanmistir. Sulandirilan
melas bir gece oda sicakliginda inkiibe edilmis ve daha
sonra 121°C’de 20 dakika sire ile bir otoklavda
(Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya)
isitilarak hidroliz islemi gergeklestiriimistir. Elde edilen
hidrolizatin steril kosullar altinda pH degeri 7.0 olacak
sekilde 10N NaOH ile ayarlanmistir. Melas hidrolizati
+4°C sicaklikta 6000 g hizda 15 dakika sure ile santrifQj
edilerek safsizliklardan arindirilarak besiyeri bileseni
olarak kullaniimistir [13].

Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Seker pancari melas hidrolizati farkh oranlarda steril
distile su ile sulandirilarak farkli seker yogunlugu
icerecek sekilde besi ortamlar hazirlanmigtir. Bu besi
ortamlarindan MB2 melas hidrolizatinin 2 kat
sulandiriimasi ile (%4.10 seker icerecek sekilde), MB3
melas hidrolizatinin 3 kat sulandiriimasi ile (%2.69 seker
icerecek sekilde), MB4 melas hidrolizatinin 4 kat
sulandiriimasi ile (%2.10 seker icerecek sekilde) ve
MB5 melas hidrolizatinin ise 5 kat sulandiriimasi ile
(%1.61 seker icerecek sekilde) hazirlanmistir. Her bir
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besi ortamina 5g/L olacak sekilde maya o6zutl ilave
edilmistir [28-31]. Farkli besi ortamlarinin seker igerikleri
Tablo 1’de gdsterilmistir.

Biyoetanol liretimi

On Kiltiirler icin, 5 mL farkli besi ortamlari iceren 50 mL
Erlenler icerisinde E.coli TS3 ve TS4 suslari ayri ayri
olacak sekilde inokile edilmis ve g¢alkalamal bir
inkubatérde (Edmund Buhler GmbH, TH15, Hechingen,
Almanya) bir gece boyunca (18 saat) 37°C sicaklikta ve
180 devir/dakika hizinda inklibasyon gergeklestirilmistir.

Fermentasyon denemelerinde biyoetanol uretimi icin 50
mL, 250 mL, 500 mL ve 1000 mL Erlenler kullanilarak
Erlen hacminin %80’i besiyeri icerecek sekilde (40-800
mL) farkli fermentasyon ortamlari hazirlanmistir.
Fermentasyon ortamlari baslangi¢c ODgoonm degeri 0.06
olacak sekilde, bir gecelik bakteri kiltlrleri ile ayr ayri
inokule edilmis [32] ve c¢alkalamali bir inkibatérde
(Edmund Bihler GmbH, TH15, Hechingen, Almanya) 48
saat sure ile 37°C sicaklikta ve 180 devir/dakika hizinda
inkUbe edilmistir.

Analiz Yontemleri

kiltGrlerin
0.6

Fermantasyon
OD600nm’deki

sonrasinda,
optik  yogunluklan

uremeleri,
degerini

Etanol Miktar: (% w/v) = Etanol miktart (% v/v) x 0.78924
Etanol Verimi = Uretilen etanol miktar: (% w/v) / Tiketilen seker miktart (% w/v)
Teorik Etanol Verimi (%) = (Etanol verimi / 0.512 ) x 100

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2007
programi ile yapilmistir. P degerleri, tek kuyruklu t-testi
ile VHb eksprese eden E. coli suglari ile melas
hidrolizatindan etanol Uretiminin Olgek buaylatme ile
arttirabilecedi  hipotezine dayanilarak belirlenmistir.
P<0.05 seviyesinde bulunan denemelerin sonuglar
istatistiksel agidan “6nemli” olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR
Farkh  oranlarda sulandirlan melas hidrolizat
besiyerlerinin toplam seker igerikleri Tablo 1'de

gosterilmistir. En fazla seker icerigi melas hidrolizatinin
2 kat sulandiriimasi ile elde edilen MB2 besiyerinde
olmustur. Ayrica 50 mL’lik Erlenlerde, E. coli TS4 susu
ile gergceklesen 6n denemelerde, dort farkh besiyeri
icerisinde en fazla Uremenin MB2 besiyerinde oldugu

asmayacak sekilde steril 6zgin besi ortami ile
seyreltilerek bir spektrofotometre cihazi (Shimadzu, UV-
1800 UV-VIS, Kyoto, Japonya) kullanilarak
belirlenmigtir. Optik yogunlugun belirlemesinde kor
olarak kiltire 6zgun steril besi ortami kullaniimistir.

Melas hidrolizatlarinin fermantasyonlar éncesi var olan
ve sonrasi kalan seker miktarlari (% wi/v) ile Uretilen
biyoetanol miktarlari (% v/v) HPLC analiz cihazi
vasitasiyla belirlenmistir [28]. HPLC analizi igin, érnekler
+4°C’de 10000 rpm hizda ve 10 dakika slre ile santrifij
edilerek safsizliklardan arindinimistir. Elde edilen st
sivi, 0.22 um por ¢aph sellloz filtreden gegirilerek HPLC
viallerine aktariimistir. YUrGticlu faz olarak Asetoritril
(%60 v/v) sollisyonu kullaniimis ve akis hizi 1 mL/dakika
olacak sekilde ayarlanmistir. 20 pL 6rnek enjeksiyonu ile
toplamda 10 dakika slire boyunca, 25°C kolon
sicakliginda ve NH; kolonu (Interstil, 5 ym, 4.6 x 250
mm, GL Sciences Inc., Shinjuku, Tokyo, Japonya)
kullanilarak HPLC analizi gergeklestirilmistir.

Fermantasyon sonrasi seker tiketimi ve etanol Uretim
miktarlarina gore etanol verimi ve teorik etanol verimi
asagida belirtilen formdllere gére belirlenmistir [33].

1)
)
®)

belirlenmistir (p<0.05). Biyoetanol Uretiminin ise yine 4
farkh besiyeri icerisinden en fazla yine MB2 besiyerinde
%2.24 (viv) oldudu belirlenmistir (Tablo 1). Ayni
kosullarda, TS3 susu ile etanol uretiminin %2.13 (v/v)
oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Diger besiyerlerinde
melas hidrolizatinin sulandirilma oranlari arttigindan
uremenin ve etanol Uretiminin azaldigi goéralmastar.

MB2 besi ortaminda, E. coli TS3 ve TS4 suslar ile dlgek
biyitme (40 mlL'den 800 mL'ye) ile biyoetanol
uretiminin kademeli olarak arttigi (%10-17 arasinda)
saptanmistir (Sekil 2). Biyoetanol dretim miktarlarinin
TS3 susu ile 400 mL besiyeri iceren 500 mL’lik
Erlenlerde %2.36 (v/v), 800 mL besiyeri iceren1000
mL’lik  Erlenlenlerde ise %2.49 (v/v) oldugu
belirlenmistir. TS4 susu ile ise etanol Uretiminin ise 500
ve 1000 mL’lik erlenlerde sirasiyla %2.45 ve %2.62 (v/v)
oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

Tablo 1. 50 mL hacimli erlenlerde E.coli TS4 susunun farkh besi ortamlarinda (40 mL, MB2-MB5) Greme
(ODeoonm) Ve biyoetanol Uretim (EtOH) degerleri (% v/v) ile besiyerlerinin toplam seker igerikleri (Yow/v)*

Besiyeri Sus Toplam Seker (%w/v) ODséoonm EtOH (%v/v)
MB2 TS4 4.04+0.23 4.87+0.18 2.24+0.07
MB3 TS4 2.69+0.15 4.20+0.09 1.7840.06
MB4 TS4 2.02+0.13 3.50+0.17 1.3040.02
MB5 TS4 1.61+0.07 3.08+0.13 0.97+0.11

*Her deg@er en az iki tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (+) simgesi ile gosterilmistir.
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Sekil 2. Farkh hacimlerdeki Erlenlerde (50-1000 mL) farkh miktarlarda
MB2 besi ortamlarinda (40-800.mL) E.coli TS3 ve TS4 suslarinin etanol
uretim degerleri (% v/v). Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Hata
cubuklar standart sapmalari ifade etmektedir.

Olgek buyiitme ile (40 mL’'den 800 mL’ye), hem E. coli
TS3 susu ile hem de E. coli TS4 susu ile biyoetanol
dretiminin %17 oraninda arttigi tespit edilmistir (p<0.05).
Olgek biyitmenin etanol Gretimini olumlu yénde

etkilemesinin yani sira seker tiiketimini, etanol verimini
ve teorik etanol verimini de arttirdigi (p<0.05)
belirlenmigtir (Tablo 2).

Tablo 2. E. coli TS3 ve TS4 suslarinin farkli hacimlerdeki erlenlerde (50-1000 mL) farkh miktarlarda MB2
besi ortaminda (40-800 mL) kalan toplam seker (%w/v), Gireme (ODggonm), €tanol verimi (gewon/tiketilen seker) V€

teorik etanol verimi (%) degerleri*

Erlen Sus Kalan Toplam Seker oD Etanol Verimi Teorik Etanol
(mL) (Yow/v) 600nm (9o Gk seker.) Verimi (%)
50 TS3 0.4310.02 4.56+0.14 0.4710.02 91.8+0.52
TS4 0.3710.08 4.87+0.18 0.48+0.02 93.8+0.46
250 TS3 0.24+0.09 4.95+0.10 0.46+0.07 89.8+1.02
TS4 0.31£0.11 4.72+0.21 0.48+0.03 93.8+1.39
500 TS3 0.15£0.01 4.26+0.10 0.48+0.01 93.8+2.14
TS4 0.13£0.01 4.64+0.15 0.49+0.01 95.7+1.33
1000 TS3 0.1210.03 4.34+0.02 0.50+0.02 97.7+1.16
TS4 0.08+0.01 4.21+0.18 0.52+0.01 101.6+1.24

*Her deger en az iki tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (x) simgesi ile gosterilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu galismada biyoetanol Uretiminde karbon
kaynagi olarak seker pancari melas hidrolizati (glukoz
ve fruktoz) kullanilarak etanol dretiminin arttirimasinda
Vitreoscilla hemoglobini ekspresyonu ve hacim artiginin
etkisi  incelenmistir.  Bunun icin  farklh  seker
konsantrasyonlarinda (%1.61-4.04) ve farkli hacimlerde
uretim ortamlari (50-1000mL’lik Erlenlerde 40-800 mL
besiyerleri iceren) kullanilmig ve suslarin etanol
Uretimleri incelenmisgtir.

Bu calismada besiyeri maliyetinin azaltiimasi igin seker
pancari melasi ile hazirlanan fermantasyon ortamlarina
sadece maya Ozutu ilavesi yapiimistir [28-31]. Toplam
%2.4 (wlv) oraninda seker icerecek sekilde seker
pancari melas hidrolizati ve zengin besiyeri (pepton,
sodyum asetat, fosfat tamponu gibi) bilesenleri iceren
800 mL besi ortami igeren 1000 mL erlenler kullanilarak
etanol Uretiminin gergeklestirildigi bir calismada, E. coli
TS4 susu ile etanol Uretiminin %2.09 (v/v) oldugu
belirlenmistir [13]. Bu ¢alismada da, farkl olarak, zengin
besiyeri yerine seker pancari melas hidrolizati igeren
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ayni seker oranina sahip 800 mL minimal besiyerinde
TS4 susu ile 48 saat sonunda %2.62 oraninda etanol
uretilmesi besiyerinin maya ozatu harig
zenginlestiriimesine ihtiyag duyulmadan seker pancari
melasi ile minimal ortamda benzer oranda etanol
Uretiminin gerceklesebildigi gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada VHb ekprese eden E. coli TS4 susunun, VHb
eksprese etmeyen FBRS susuna gore %118 daha fazla
etanol Urettigi belirlenerek VHb’nin etkinligi gosterilmistir.
Silva ve arkadaslarinin [34] yapmis olduklari bir diger
calismada ise, %4 sukroz (w/v) iceren 200 mL minimal
besiyerinde 96 saatlik inklibasyon sonunda E. coli KO11
ve Klebsiella oxytoca P2 suslarinin, etanol tretimlerinin
sirasiyla 15.8 g/L ve 11.3 g/L, %4 sukroz (w/v) ile
zenginlestirilmis 200 mL LB besiyerinde ise her iki susun
etanol Uretiminin 20.3 g/L oldugu bildiriimistir. Yapilan
bu calismada ise toplam yaklasik %4 (w/v) oraninda
seker icerecek sekilde melas hidrolizati ile hazirlanan
200 mL ve 800 mL minimal besi ortamlar ile etanol
Uretimlerinin sirasiyla %2.28 (v/v) (17.99 g/L) ve %2.62
(v/v) (20.67 g/L) oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
yapilan bu galisma ile kullanilan TS4 susu ile biyoetanol
Uretiminde duslik maliyetli olabilecek melas hidrolizatini
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iceren MB2 besiyerinin etkin olarak kullanilabilecegi
gOrulmustdr.

Bu galismada, olgek bulyitme ile teorik etanol veriminin
%100 seviyesine ulastigi belirlenmistir. Melas hidrolizati
ile yapilan bu ¢calismada, biyoetanol Uretimi igin en etkin
seker miktarinin belirlenmesinin yani sira
fermentasyonda Olgek buiyiutmenin de dnemli bir faktor
olabilecegi  belirlenmistir.  Benzer gekilde VHb
ekspresyonu yapan rekombinant E. coli suslan ile
yapilan énceki ¢alismalarda da, dlgek blylUtmenin farkl
karbon kaynaklari ile de biyoetanol Uretimini arttirdigi
raporlanmistir [13, 25, 27]. Abanoz ve arkadaslarinin
[25] yapmis olduklari ¢calismada, patates isleme atiklari
kullanilarak E. coli TS4 susu ile etanol Uretiminde
fermentasyon besiyeri miktarinin 100 mL’den 800 mL'’ye
arttinlmasi ile etanol Uretiminin %43 oranda arttirdig
belirlenmigtir. Patates ile misir isleme atik sularn ve
peynir alti suyu kullanilarak yapilan diger etanol Uretim
calismalarinda da d6lgek buyitme ile (80 mL’den 800
mL’ye) etanol Uretiminin %100’Un Uzerinde arttigi
belirlenmigtir [13, 27]. Yapilan bu calismada seker
pancari melasi ile dlgek bluyutmenin VHb ekspresyonu
yapan bakterilerle etanol Uretimini %17 arttirdigi
belirlenmistir. Bunun nedeni Olgek blyumesine bagl
olarak meydana gelen oksijen transferi kisitlamalari, pH
degisimleri, oksijen oraninin azalmasi gibi faktorlerin
artmasina karsin VHb’nin hucre canhihgini
korumasindan ve etanol Uretimini arttirmasindandir
[35,36].

Elde edilen sonuglar, biyoetanol Uretiminde seker
pancari melasinin alternatif bir karbon kaynagi
olabilecegini gdstermektedir. Biyoetanol Uretiminde,
melas hidrolizati igerigindeki glukozun yani sira fruktoz
sekerinin de etkili olabilecegi dusltnulmektedir. Bundan
dolayl etanol (Uretimi ¢alismalarinda fruktoz iceren
meyve suyu isleme atiklari da degerlendirilebilir. VHb
ekpresyonu ile seker pancari melasi kullanilarak pH,
sicaklik, ¢ozinmis oksijen miktari gibi faktorlerin
kontrolli oldugu bir fermentdr ortaminda yapilacak
denemelerle daha yuksek etanol konsatrasyonlari elde
edilebilecektir. Ayrica elde edilen sonuglar ile, biyoetanol
uretiminde vgb/VHb sisteminin sanayide ¢ok daha
biyuk Olgekli fermentasyon uygulamalarinda potansiyel
olarak kullanilabilecegini ve avantajli olabilecegini
goOstermektedir.
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Bu galisma Elaeagnus angustifolia L. (igde) meyve ve yapraklarinin antioksidan ve antidiyabetik etkilerini belirlemek
ve karsilastirmak igin gergeklestirilmistir. Metanol:su (1:1, v/v) ile yapilan igde meyve ve yaprak ekstraktlarinin toplam
fenolik, toplam flavonoid ve tanen igerikleri, antioksidan aktiviteleri (DPPH ve ABTS metotlari) ve a-glukozidaz ve a-
amilaz enzimlerini inhibe edici etkileri arastiriimistir. Ayrica ekstraktlarda lipaz inhibisyonu aktivitesi tayini de
gerceklestirilmistir. igde meyve ve yapraklarinin a-glukozidaz enzimini %50 oraninda inhibe ettikleri degerler (IC50)
siraslyla 17.11 yg/mL ve 124.7 ug/mL olarak tespit edilirken, a-amilaz enzimini sadece meyvenin inhibe etttigi (21.95
mg/mL) ve hem meyve hem de yapraklarin lipaz inhibisyon aktivitesi gdstermedigi belirlenmistir. Meyve ve yapraklarin
ekstraktlarinin toplam fenolik, flavonoid ve tanen igerikleri ile antioksidan aktivite dederleri incelendiginde meyvenin
biyoaktif iceriginin yapragina gére anlamli sekilde yilksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). igdenin meyve ve
yapraklarinin igerdigi biyoaktif bilesikler sayesinde gostermis oldugu antidiyabetik aktivitenin in vitro galismalar sonrasi
elde edildigi gbz 6nlne alindiginda, igdenin dzellikle de meyve kisminin tip 2 diyabet rahatsizliklarinin dogal yoldan
tedavisinde destekleyici yoninun olabilecedi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Elaeagnus angustifolia L., igde, Biyoaktivite, Antidiyabet, Tanen

Antioxidant and Antidiabetic Properties of Oleaster (Elaeagnus angustifolia L.) Fruits and
Leaves

ABSTRACT

This study was carried out to determine the antioxidant and antidiabetic activities of Elaeagnus angustifolia L.
(oleaster) fruits and leaves. The total phenolic, total flavonoid and tannin contents, antioxidant activities (DPPH and
ABTS methods), and inhibitory effects against a-glucosidase and a-amylase enzyme were investigated in the oleaster
fruit and leaf extracts obtained with methanol:water (1:1, v/v). In addition, lipase inhibition activity was determined in
these extracts. The values in which the fruit and leaves of oleaster inhibit the a-glucosidase enzyme by 50% (IC50)
were determined as 17.11 yg/mL and 124.71 ug/L, respectively. Neither fruits nor leaves displayed a lipase inhibition
activity. In terms of the phenolic, flavonoid and tannin contents and antioxidant activity values of the extracts of fruits
and leaves, the bioactive content of fruits was significantly higher than that of leaves (p<0.05). Considering in vitro
antidiabetic activities of the fruits and leaves of oleaster, the consumption of these natural extracts may have a
potential for the treatment of type 2 diabetes.

Keywords: Elaeagnus angustifolia L., Oleaster, Bioactivity, Antidiabetics, Tannin
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GiRiS

Tibbi ve aromatik bitkilerin bazi terapdtik 6zelliklere
sahip olmalari onlarin  geleneksel kullanimlarini
yayginlastirarak bu bitkileri alternatif bir ilag olarak 6ne
cikarmaktadir. Bitkilerin ¢icek, yaprak ve kok gibi
kisimlarindan  infizyon veya kaynatma yoluyla
hazirlanan gaylar gastrointestinal hastaliklar ve tip 2
diyabet gibi kronik hastaliklarin tedavisinde geleneksel
olarak  kullaniimaktadir ~ [1].  Bitkilerde  bulunan
antioksidanlarin diyabeti 6nleme ve kontrol etmede
kayda deger etkilerinin olacagi ve dinya c¢apinda
yaklagik 800 bitkinin antidiyabetik Ozellikler sergiledigi
belirlenmistir [2]. Birgok galismada, bitkilerin biyoaktif
bilesikleri ve pankreatik a-amilaz inhibitor etkileri
neticesinde Diabetes mellitus’'un tedavisinde umut vaat
ettigini  bildirilmigtir.  Ayrica, bitkilerin karbonhidrat
sindirim enzimi inhibitérleri olarak diyabeti kontrol ettigi
ve ilaglardan daha az olumsuz etki (6rnegin karaciger
problemleri, ylksek dozlarda hipoglisemi, vb.)
gbsterecegi ifade edilmistir [3]. Bireysel fenoliklerin veya
fenolik siniflarinin antioksidan aktivitelerinden bagimsiz
olarak anahtar enzimlerin aktivitelerini dogrudan
etkileyerek, diger yararli etkilere neden olabilecegine
dair kanitlar artmaktadir [4]. Yabanmersini ve frenk
Uzumd [4], murver ve boysenberry [5] gibi baz
meyvelerdeki  fenoliklerin  antidiyabetik  6zellikler
sergiledigi gosterilmigtir.

igde (Elaeagnus angustifolia L.) genellikle kiigiik
kirmizimsi-kahverengi, 1.5-2 cm uzunlugunda elips
seklinde meyvelere ve keskin uglu kisa sapli uzun eliptik
yapraklara sahiptir [6, 7]. Zeytin agacina benzediginden
dolayl Rus zeytini, yabani zeytin ya da en yaygin
kullanimi olan ve ingiliz dilinde oleaster olan igde adi ile
de bilinmektedir. Elaeagnacea (Araliaceae) familyasina
Uye olan Elaeagnus cinsine ait yaprak doken, dallari
gumus yesili olan ve genellikle 2-7 m yuksekliginde
bayudk gal turd bir bitkidir [6, 8]. Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’nin bazi kisimlarinin yari tropik bdlgelerinde
genis bir cografi yayillim gosteren Elaeagnus’ un 90’dan
fazla tirt bulunmaktadir. Bu tir birgok Avrupa kentinde
slis agaci olarak kullaniimasina ragmen, Orta ve Dogu
Anadolu'da yenilebilir meyveleri i¢in yaygin olarak
yetistiriimektedir [9]. Bununla birlikte, kdk, aga¢ kabugu,
cicek, yaprak ve meyve gibi bitkinin tim kisimlar tibbi
ozelliklere sahiptir ve gida, ilag, parfimeri endustrileri
gibi farkli kullanim alanlari bulunmaktadir [8].

Rusya'da, E. angustifolia (Rus zeytini) ¢ok sifali bir bitki
olarak bilinmekle birlikte degerli terapoétik Ozellikleri
sayesinde birgok Asya ve Trans-Kafkasya Ulkesinin
geleneksel tibbinda kullaniimistir [10]. Yerel turlerin
meyve, gicek, yaprak ve kabuklarinin dekoksiyonlar ve
inflzyonlari  gesitli hastaliklarin  ve semptomlarin
geleneksel tedavisinde kullanilagelmigtir. Bitkinin ¢ig ya
da pismis meyvesinin ve ¢igeklerinin inflzyonlarinin
mide bulantisi, tetanoz, Oksurik, soguk alginligi, ates,
bulanti, kusma, sarlik, astim, diyare ve diger
semptomlarin tedavisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir [11]. iranllar geleneksel olarak igde
meyvelerini eklem iltihabindan muzdarip hastalar igin
agri  kesici olarak kullanirken, c¢igeklerini tetanoz
tedavisinde kullanmislardir. Turkiye’ de kullanilan tibbi
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bitkilerden birisi olan igdenin ¢icekli dallarindan
dekoksiyon ile elde edilen cayin Balikesir ili Génen
ilcesinde diyabetin tedavisinde geleneksel olarak
kullanildigi  bilinmektedir [2]. Bununla birlikte, yine
geleneksel olarak bitkinin meyvesi dilretik, tonik,
antipiretik, antidiarreal ve bodbrek rahatsizliklarinda
kullaniimaktadir [12, 13].

igde  bitkisi flavonoid  bilesikler, polisakkaritler,
sitosteroller, karotenoidler, kardiyak  glikozitler,
terpenoidler, kumarinler, fenol karboksilik asitler,

aminoasitler, saponinler, karotenoidler, vitaminler ve
tanenleri igermektedir. igde meyveleri proteinler,
sekerler, vitaminler (tokoferol, C vitamini, karoten,
thiamine B1) ve mineraller (kalsiyum, magnezyum,
potasyum (8504 mg/kg), sodyum (1731 mg/kg), fosfor
(635 mg/kg), demir ve manganez) ve linoleik asit,
palmitoleik asit, palmitik asit, fosfolipitler, glikolipitler ve
beta-sitostrol gibi bilesiklerce zengindir [6, 14, 15, 16].
Kok, kok kabugu, dallari, gévde kabugu ve yapraklari
ise demir, kurgun, bakir, kadmiyum, ¢inko, krom, nikel
ve kobalt igermektedir [6, 7]. Yapilan bir calismada igde
meyve yaginin sabunlagsmayan kisminda 9.8 mg/100 g
karotenoid ve 36.5 mg/100 g tokoferol icerdigini tespit
etmislerdir [17]. GC-MS ile yapilan analizlerde C16-C34
alkanlar, steroidler ve tokoferolleri igine alan yaklasik 50
sabunlasmayan bilesik teshis edilmistir [17]. Genotip,
iklim sartlari ve toprak kompozisyonu farkhliklar
bilesimde farkliliklara sebep olmakla birlikte E.
angustifolia meyvelerinde laurik, tridekanoik, miristik,
pentadekanoik, palmitik  (%34.31), palmitoleik,
heptadekanoik, linoleik, linolenik, oleik (%26.23),
lignoserik (%17.47), stearik, eikosanoik ve dokosanoik
asitlerin varhgi tespit edilmistir. Meyve kabugunda ise
palmitoleik asidin bollugu ve tohumlardaki linoleik ve
palmitik asidin yuksek miktari da rapor edilmistir [16,
18]. Yapilan bir calismada igde meyvelerinin dnemli
elementleri, polifenolik icerikleri ve antioksidan
kapasiteleri arastiriimistir [9]. Bagka bir galismada ise
kurutulmus igde meyvesi ununun zengin besinsel igerigi
sebebiyle fonksiyonel bir bilesik olarak kullanilabilecegi
dne strilmistir [19]. igdenin cesitli kisimlarinin yiiksek
biyoaktif icerigi ile birlikte dnemli biyolojik aktivitelere
sahip olduklari belirtilmistir [20]. Bununla birlikte, bitkinin
meyvesinin ¢esitli GrUnlere katilarak drinlerin  farkli
yonlerden desteklenmesi calismalari da
gerceklestirilmisgtir  [19, 21]. Yapilan bir c¢alismada
igdenin cicek ve yapraklarinin yliksek miktarda fenolik
ve flavonoid bilesikleri icerdigini belirlemiglerdir [7]. Bir
diger calisma ise igde meyvesinin ve tohumunun yiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur

[22]. Son calismalar igdenin antioksidan,
antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antikanser Ozelliklerine
isaret etmektedir [6]. Ayrica, igdenin meyve

polifenolerinin konsantre edilmesiyle Uretilen pshatin adi
verilen bir ilag, uzun yillar Ermenistan'da kolit ve diger
Gl sistem hastaliklarinin tedavisi igin kullanilmigtir [10].

igdenin farkli kisimlarinin kompozisyonlarinin
arastinldigr calismalara literatlirde sikg¢a rastlanmaktadir
[6, 7,9, 20]. Ancak igdenin 6zellikle sindirim enzimlerinin
inhibisyonu yoluyla antidiyabetik aktivite sergiledigine
dair veriler birkag ¢alisma ile sinirli bulunmaktadir [23].
Tarkiye’'nin  birgok yerinde dogal olarak yetisen ve
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igdenin meyve, yaprak veya diger kisimlarinin kullanim
alanlarinin tarim ve gida endustrisinde sinirli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu degerli bitkinin
degerlendiriimesi gerektigi dustnulmektedir. Dolayisiyla
bu ¢alismada, 6nemli biyoaktif icerige sahip igde meyve
ve yapraklarinin in vitro tekniklerle antioksidan aktivite
ve antidiyabetik  aktivitelerinin  belirlenmesi  ve
karsilastiriimasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT
Bitki Materyali

E. angustifolia'nin yaprak ve meyveleri 2019 yilinda
meyve hasat déneminde (Eyliil ayi) Erciyes Universitesi
Saglik Bilimleri Fakultesi bahgesinde yer alan tek bir
igde agacindan toplanmistir. Toplanan meyve ve
yapraklara herhangi bir kurutma islemi uygulanmadan
ve meyvenin kabuk kismi  geri kalanindan
cikariimayarak gekirdeksiz taze halde analiz edilmistir.
Ornekler analizler  gergeklestirilene  kadar  Kkilitli
posetlerde -18°C’de muhafaza edilmistir.

Kimyasallar

Kimyasallar analitik standartta olup temin edildikleri yer
ve kodlari gdyledir: Folin  (1.09001.0500 Merck,
Almanya), gallik asit (G7384 Sigma-Aldrich, Almanya),
DPPH (D9132 Sigma-Aldrich), Trolox (238813 Sigma-
Aldrich, Danimarka), ABTS (A1888 Sigma-Aldrich, Cin),
quercetin (Q4951 Sigma-Aldrich, Almanya), L-glutatione
(G4251 Sigma-Aldrich, Japonya), 4-Nitrophenyl a-D-
glucopyranoside (N1377 Sigma-Aldrich, Isvigre), a-
glukozidaz from S.cerevisiae (G0660 Sigma-Aldrich,
Almanya), tannik asit (T0125 Sigma, Almanya),
epikatesin (E1753 Sigma-Aldrich, ABD), a-amilaz
(A3176-1MU Sigma, ABD), 3,5-dinitrosalisilik asit
(D0550-25G Sigma, Hindistan), tris
(hydroxymethyl)aminomenhane (1.08387.0500 Merck,
Germany), triton (93427-6X10mL, Merck, Isvigre), lipaz
(L3126 Sigma-Aldrich, ABD).

Ekstraktlarin Hazirlanmasi

10’ ar gram taze igde meyve ve yapradi bir havan
yardimiyla tamamen homojen bir hale geldiginden emin
oluncaya kadar ayri ayri homojenize edilerek, 100 mL
metanol-su  (%50-50) ile 40°C’de c¢alkalamal su
banyosunda (NUVE ST30, Tiirkiye) 30 dakika boyunca
ekstraksiyon islemi gergeklestiriimistir.  Hidroalkolik
ekstraktlar filtre kagidindan (Whatman no:1) suzilerek
analizleri gerceklesinceye kadar -18°C’de muhafaza
edilmistir [24].

Toplam Fenolik igerigi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktari Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak belirlenmistir [25, 26].
Folin-Ciocalteau reaktifi distile su ile 10 kat seyreltilerek
2 mL reaksiyon tiiplerine alinmistir. Uzerine uygun
oranlarda seyreltilen ekstraktlardan 0.1 mL eklenmistir.
Daha sonra 1.6 mL %7.5’ lik Na,COs ¢oOzeltisi eklenerek
analiz tipleri karistinlmis ve reaksiyonun gerceklesmesi
icin 1 saat karanlkta oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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Koér ¢ozelti icin ornekle ayni miktarda distile su
kullanilmistir.  inkiibasyon sonunda 765 nm de
spektrofotometrede (SHIMADZU UV 1800, Japonya)
Orneklerin absorbans okumalar gergeklestiriimistir.
Sonuglar mg gallik asit esdegeri/g yas agirlik olarak
verilmigtir.

Toplam Flavonoid igerigi

Toplam flavonoid miktari spektrofotometrik y&ntem
kullanilarak belirlenmistir [27]. 4 mL distile su reaksiyon
tiplerine alinmis ve Uzerlerine seyreltilmis érneklerden 1
mL eklenmistir. 0.3 mL %5’ luk NaNO, ¢ozeltisinin
eklenmesinin  ardindan 5 dakika inkibasyon
gerceklestiriimistir. Ardindan tiplere 0.3 mL %10’ luk
AICl; ¢oOzeltisi eklenmis ve 1 dakika sonra 1 mL 1M
NaOH ¢ozeltisi eklenerek son hacim 10 mL ye distile su
ile tamamlanmistir. Kér c¢ozelti igcin 1 mL distile su
kullaniimigtir.  Reaksiyon tiplerindeki ~ érneklerinin
absorbans okumalari 510 nm’de spektrofotometrede
gerceklestirilmigtir. Sonuglar  hazirlanan  katesin
standartlari  ile  cizilen  kalibrasyon  egrisinden
faydalanilarak mg katesin esdegeri/g yas agirlik olarak
belirtilmistir.

Antioksidan Aktivite Tayinleri

DPPH serbest radikali kullanilarak antiradikal aktivite
tayini gergeklestirilmistir [28]. 6.25 mg DPPH tartilarak
250 mL metanolde c¢ozinduaridlmastir. Hazirlanan
radikal ¢ozeltiden 3.9 mL tuplere alinmis ve Uzerine
seyreltilen ekstraktlardan 0.1 mL eklenmistir. Tapler
karistirilarak reaksiyonun gergeklesmesi icin 30 dakika
karanlkta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kontrol
ornekleri icin ekstrakt yerine 0.1 mL distile su, kor ¢ozelti
icin ise metanol kullaniimistir. Stre sonunda 515 nm de
spektrofotometrede orneklerin okumalari
gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
Trolox standardina karsilik inhibisyon egrisi ¢izilerek
elde edilen lineer denklemden faydalanilarak sonuglar
mg Trolox esdegeri/g yas agdirlik olarak belirtiimistir.

ABTS radikali kullanilarak gergeklestirilen antioksidan
aktivite  tayininde de  spektrofotometrik  metot
kullaniimisgtir [29]. 12.25 mM K,;S;0; ile 12-16 saat
karanhkta inkibe edilerek hazirlanan ABTS radikal
¢ozeltisi, tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile 734 nm de 0.68-
0.72 abs verecek sekilde seyreltiimistir. Seyreltiimis
radikalden 2 mL alinarak mikrokivete aktariimis ve
Uzerine yine PBS ile seyreltiimis ekstraktlardan 20 pL
eklenmistir.  Kontrol o6rnekleri igcin 20 ppL PBS
kullanilmistir. 6 dakika karanlikta inkibasyonun
ardindan spektrofotometrede 734 nm de 6rneklerin
absorbans okumalari gergeklestirilmistir. Sonuglar farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan Trolox standardina
karsilik cizilen inhibisyon egrisinden faydalanilarak mg
Trolox esdegeri/g yas agirlik olarak ifade edilmigtir.

Kondense Tanen ve Toplam Hidroliz Olabilen
Tanen Igerigi

igde taze meyve ve yapraklarinin metanol-su karisimi
ile alinan ekstraktlarinda kondense tanen analizi
gerceklestirilerek  epikatesin  esdegeri  cinsinden
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hesaplanmistir [30]. Bunun igin 5 mL seyreltiimis
ekstrakt alinarak azot akimi altinda ¢o6zicu
uzaklastiriimis ve 5 mL metanol eklenmistir. Hazirlanan
bu ekstrakttan 1 mL alinarak Uzerine %1’ lik vanillin
¢Ozeltisinden 2.5 mL eklenmistir. Daha sonra metanolde
hazirlanan %25’k H,SO, ¢ozeltisinden 2.5 mL
eklenerek reaksiyon tupleri 30°C’de 15 dk inkibe
edilmistir. Slre sonunda Orneklerin absorbanslari
spektrofotometrede 500 nm’de okunmustur. Kor ¢ozelti
icin ekstrakt yerine ayni miktarda metanol kullaniimistir.

Toplam hidroliz olabilen tanen miktarinin belirlenmesi
icin seyreltiimis ekstraktlardan 1 mL alinarak Uzerine 5
mL %2.5'lik KIOs; c¢ozeltisi eklenmistir. 25°C’de 2 dk
inkibasyonun ardindan spektrofotometrede 550 nm de
absorbans okumasi yapilmistir. Kor  ¢ozeltilerin
hazirlanmasi igin ekstrakt yerine ayni miktarda saf su
kullaniimis ve sonuglar tannik asit esdegeri cinsinden
verilmistir [31].

Alfa Glukozidaz inhibisyon Aktivitesi

Ekstraktlarin  a-glukozidaz  inhibisyon  aktiviteleri
spektrofotometrik bir yontem kullanilarak
gerceklestiriimis ve sonuglar IC50 olarak ifade edilmistir

[4].

37°C’de ve 6.8 pH’da gercgeklestirilen inhibisyon aktivite
tayini icin  belirli konsantrasyonlarda seyreltilen
ekstraktlardan 50 uL alinarak izerine 67 mM potasyum
fosfat tamponundan (pH 6.8) 1250 uL eklenmistir.
Ardindan 50 pL 0.4 Unite/mL konsantrasyonlu soguk
tamponda hazirlanan a-glukozidaz enzim ¢ozeltisi
eklenmigtir. Uzerine 125 pL 10 mM p-nitrofenil o-D-
glukozit eklendikten sonra reaksiyon tipleri 37°C’de 20
dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 100 mM
sodyum karbonat c¢odzeltisinden 2 mL eklenerek
reaksiyon durdurulmus ve 400 nm de
spektrofotometrede 6rneklerin  absorbans degerleri
okunmustur. Kontrol érnegi icin 50 yL, kor icin ise 100
ML deiyonize su kullaniimistir. Ayrica kor 6rnegdi icin
enzim kullanilimamistir. Enzimin %50sini inhibe eden
meyve ve yaprak konsantrasyonu IC50 olarak ifade
edilmistir.

Alfa Amilaz inhibisyon Aktivitesi

Alfa-amilaz inhibisyon aktivitesi denemesi sonrasi
enzimin %50sini inhibe eden miktar IC50 olarak ifade
edilmistir [4].

Seyreltiimis igde meyve ve yaprak ekstrelerinden 0.25
mL reaksiyon ortamina alinarak Uzerine %1 lik nisasta
solisyonundan 0.25 mL eklenmigtir. 1 Gnite/mL
konsantrasyonlu a-amilaz solisyonundan 0.25 mL
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan renk soliisyonundan (sodyum
potasyum tartarat ve 3.5-dinitrosalisilik asit sollsyonlari
ile hazirlanan) 0.25 mL eklendikten ve 15 dakika
kaynayan su banyosunda bekletildikten sonra 6rnek
tlpleri oda sicakligina sogutulmustur. 3 mL distile suyun
eklenmesinin ardindan 540 nm’de spektrofotometrede
absorbans okumalari gergeklestiriimistir.
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Lipaz inhibisyonu Aktivitesi

Orneklerin lipaz inhibisyon aktivite degerlendirmeleri
spektrofotometrik yontem kullanilarak test edilmistir [4].
100 mM tris tampon c¢Ozeltisinden (pH=8.2) 800 pL
reaksiyon tuplerine alinarak Uzerine 300 pL tampon
¢Ozeltide hazirlanan enzim c¢dzeltisi (10 mg/mL)
eklenmistir. Daha sonra seyreltiimis ektrakttan 100 pL,
substrattan  (%0.03'ltk  p-nitrofenil-laurat) 800 L
eklenerek reaksiyon tupleri 37°C’deki su banyosuna
yerlestirilerek 2 saat inkibasyon gercgeklestirimistir.
Sture sonunda 400 nm’de spektrofotometrede érneklerin
absorbans okumalari gergeklestirilmistir. Kontrol 6rnegi
icin ekstrakt yerine ayni miktarda saf su, pozitif kontrol
icin orlistat kullaniimigtir. Kér ornekleri igin ise enzim
¢Ozeltisi kullaniimamisgtir.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiki degerlendirmeleri SPSS 22 paket
programi (SPSS Inc., Sikago, IL, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Orneklerin tim verileri Student t
testine tabi tutularak ortalamalar arasindaki fark p<0.05
anlamlilik duzeyinde belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Toplam Fenolik (TFMM) ve Toplam Flavonoid
(TFM) Madde Miktarlar

Metanol:su (1:1) ile ekstrakte edilen igde meyve ve
yapraklarinin toplam fenolik ve toplam flavonoid
sonuglari incelendiginde idde meyvelerinin  TFMM
(18.32 mg GAE/g) ve TFM (3.00 mg KE/g) degerlerinin
yaprak degerlerine gére anlamh (p<0.05) sekilde daha
yiksek oldugu (Sekil 1) belirlenmistir. Birgok fenolik ve
flavonoid maddeler bitkilerin yaprak, meyve, gicek ve
tohumlan gibi c¢esitli kisimlarinda bulunarak biyoaktif
dzelliklerine katkida bulunurlar. ikincil metabolitler olarak
bilinen bu biyoaktif 06zellikli bilesikler alkoloidler,
flavonoidler, tanenler ve saponinleri de igine alan ve
bitkinin savunma mekanizmasi sonucu Uretilen
metabolitlerdir [32]. iklim, toprak ve yiikselti gibi ekolojik
sartlar bitkilerin ikincil metaboliti olan fenolik maddelerin
icerigini etkilemektedir. Ayrica, bitkilerin tar igi farkliliklari
hatta varyeteleri incelendiginde de farkli seviyelerde
biyoaktif icerik ve miktara sahip olduklari bilinmektedir.
iki farl tiirdeki (Mashhad ve Fariman) igde yapraklarinin
fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlendigi bir calismada
etanolik ve metanolik ekstraktlarinin TFMM ve TFM
degerleri sirasiyla 10.91 (Fariman)-7.78 (Mashhad) mg
GAE/100 g ve 5.80 (Fariman) -3.34 (Mashhad) mg
QE/100 g olarak tespit edilmistir [7]. Benzer sekilde
kurutulmus formdaki igde yapraklarinin metanol (%70)
ile ekstraktlarinin hazirlandigi bir calismada ise TFMM
ve TFM degerleri sirasiyla 82.64 mg GAE/g ve 33.24 mg
RUE/g olarak belirlenmistir [33]. Bir diger calismada
igde meyvesinin pulp ve kabuk kisimlarinin su, aseton
ve metanol ile ayri ayrn ekstraktlarinin alinmasi sonucu
558.52 mg GAE/100 g TFMM degeri ile sulu
ekstraksiyonun test edilen numuneler igin metanol ve
aseton ekstraksiyon prosediirlerine kiyasla antioksidan
kapasiteyi ve toplam fenolikleri belirleme konusunda ¢ok
daha efektif oldugu tespit edilmistir [9]. Bununla birlikte,
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onceki galismalar incelendiginde fenolik iceriginin
bitkinin farkli bolimleri arasinda bile anlamli sekilde
degisebilecegi belirtilmistir [34, 35]. Yapilan ¢alismalar
elde edilen veriler ile karsilastinldiginda sonuglar
arasinda 6nemli varyasyonlar goérilmektedir. Bitkinin
kuru veya yas formda olmasi, kullanilan solventin turd,
sonuglarin  verildigi esdeger fenolik bilesik ve
ekstraksiyon kosullari gibi parametrelere bagli olarak
sonuglarda varyasyonlar olusabilmektedir. Bununla

birlikte, bu bilesiklerin kimyasal yapilari ve ekstraksiyona
olan hassasiyetleri degisken oldugundan farkli solvent
ekstraksiyonlari  farkh tipte bilesiklerin  ekstrakta
gecmesini saglayacaktir. Yapilan ¢alismalarda, boylesi
alkolle elde edilen ekstraksiyonlarin bu tir bilesiklerin
ekstrakte edilmesini saglayarak daha fazla antioksidan
Ozelligin  ortaya c¢lkmasina  katki  saglayacag:
belirtimektedir [36].

20 18.32"
o
OTFMM (mg GAE/g) ®TFM (mg KE/Q)
15
10
5 3" 3.62
-
0
Meyve Yaprak

Sekil 1. igde meyve ve yapraklarinin toplam fenolik ve toplam flavonoid
icerikleri (*\GAE: gallik asit esdegeri, KE: katesin esdegeri, 2Sekil lizerinde
gOsterilen veriler analiz sonuglarini, hata barlari ise standart sapmayi ifade
etmektedir. Meyve ve yaprak verileri arasindaki anlamli fark Student t testi ile
degerlendiriimis ve sekil Gizerinde “*’ isareti ile belirtilmigstir.)

Kondense ve Hidroliz Olabilen Tanen Miktarlar

igdenin biyolojik o©zelliklerine katki saglayan aktif
bilesiklerden bir digeri de tanenlerdir. Tanenler hidroliz
olabilen ve kondense tanen olarak iki grupta
incelenmektedir. Hidroliz olabilen tanenler gallik asitin ve
hekzahidroksi difenik asitin esterlerinden meydana
gelirken, kondense tanenler polihidroksi flavan-3-ol
tirevleridir [31]. igde meyve ve yapraklarinin tanen

sonuglari incelendiginde meyvedeki kondense tanen
iceriginin yapraga gore yuksek oldugu hatta yaprakta
tespit edilemedidi, hidroliz olabilen tanen iceriginin ise
yaprakta daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Elde
edilen toplam fenolik, flavonoid ve tanen igerigi sonuglari
da g6z 6nune alindiginda igde meyve ve yapraklarinin
daha c¢ok fenolik asitlerce zengin oldugu sonucuna
varilabilir.

OKondense tanen (mg EKE/100g)

B Toplam hidroliz edilebilir tanen (mg TAE/100g)

S 4.418
4 A
3
2
1 0.493
0.098 _
0
Meyve Yaprak

Sekil 2. igde meyve ve yapraklarinin kondense tanen ve toplam hidroliz edilebilir
tanen igerikleri (*EKE: (-) epikatesin esdegeri, TAE: tannik asit esdegeri, 2Sekil
Uzerinde verilen degerler ortalama * standart sapmay! ifade etmektedir. Meyve
ve yaprak verileri arasindaki anlamh fark Student t testi ile degerlendirilmis ve

T3

fark sekil Gzerinde
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isareti ile belirtilmigtir.)
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Antioksidan Aktivite Degerleri

Bitkiler icerdikleri aktif bilesikler sayesinde birgok
biyoaktif 6zellikler sergilemektedir. Bu bilesiklerden olan
fenolik bilesikler sahip olduklari hidroksil gruplari
sebebiyle elektron ve serbest radikal supurici aktivite
veya hidrojen atomu verme &zelligine sahiptir.
Dolayisiyla, fenolik bilesikler antioksidan aktiviteye
dogrudan katki saglayabilir [37]. Bu ¢alismada bitkilerin
antioksidan aktivitelerini belirlemede yaygin olarak
kullanilan yoéntemlerden ikisi olan DPPH ve ABTS
metotlari érneklerin antioksidan aktivitelerini tayin etmek
amaciyla kullaniimistir. DPPH metodu radikal sipuriici
aktivitenin belirlenmesinde basit, hizli ve stabil bir
yontem iken [28], ABTS metodu hem lipofilik hem de
hidrofilik antioksidan bilesiklerin aktivitesini belirlemede
etkin bir yéntemdir [29]. Hem ABTS hem de DPPH
metotlarindan elde edilen antioksidan aktivite sonuglari
degerlendirildiginde ayni  bitkinin farklh  kisimlarinin
ekstraktlari igin 6nemli Olglide farkh antioksidan etkiler
gézlemlenmistir  (p<0.05). Buna gére meyve
ekstraktlarinin yaprak ekstraktlarindan daha yuksek
aktivite sergiledigi gortimektedir (Sekil 3). Fenolik
maddelerin iddenin yapragindan ¢ok meyvesinde
yogunlagsmasi sebebiyle daha gugcli antioksidan aktivite
sergilemesine katki saglamistir. Ancak her zaman
antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerigi arasinda
pozitif bir korelasyon tespit edilmeyebilir. Bitkinin
antioksidan aktivitesine katki saglayan sadece fenolik
bilesikler  degildir. Bununla birlikte, tokoferoller,
pigmentler, C vitamini, karotenoidler ve flavonoidler de

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

38.68"

30.53
3
1

mg TE/g

antioksidan aktiviteden sorumludur [38, 39]. Iigdenin
farkli  boélimlerinin  antioksidan aktivite degerlerinin
incelendigi bir calismada, bitkinin yaprak kisminin
ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri 0.385-1.955
ug TE/g (ABTS) ve 0.713-1.620 ug TE/g (DPPH) olarak
tespit edilirken, meyve kisminin aktivitesi 0.031-4.642
pug TE/g (ABTS) ve 1.109-4.450 ug TE/g (DPPH) olarak
belirlenmistir [20]. Calismamizdaki antioksidan aktivite
sonuglart yaprak degerlerinin meyve degerlerinden
disuk bulunmasi agisindan bu ¢alismanin bulgular ile
uyumludur. Ancak, tespit ettigi degerler bizim
sonuglarimizdan oldukga duslik gorinmektedir. Bu
farkhlik ekstraksiyon kosullari ve bitki materyalinin fiziki
durumundan kaynaklanmaktadir. Ayrica igde
meyvesinin dis kabugunun ayrilmadan ekstraksiyon
islemine dahil edilmesi ile de antioksidan aktiviteye
ayrica katki saglayacagi ongorilmektedir. Sonug olarak
meyvenin antioksidan kapasitesi kullanilan antioksidan
aktivite  yontemine  bakilmaksizin  her durumda
yapragindan daha ustin bulunmustur. Diger yandan,
antioksidan aktiviteden sorumlu fonksiyonel gruplar
bitkinin farkli kisimlarinda cesitli oranlarda
bulunabilmektedir. Bu durum igin tirlerdeki popllasyon
varyasyonlarl ve bitkinin farkh kisimlarinin 1s1ga
erisilebilirlik derecelerinin farkli olmalari gibi cesitli
faktorler vardir. Ek olarak, fonksiyonel gruplarin ayni
yorenin  farkli  bolgelerinde  yetisen ayni  bitki
kisimlarindaki dagihmi bile farkli olabilir. Dolayisiyla,
fenolik bilesiklerin miktari ve aktivitesi olgunluk
derecesine ve 1s1k alma durumuna da baglidir [40].

oDPPH BABTS

3.6 5.33

o

Meyve

Yaprak

Sekil 3. igde meyve ve yapraklarinin antioksidan aktivite degerleri (‘TE:
Trolox esdegeri, 2Sekil lzerinde gosterilen veriler analiz sonuglarini, hata
barlari ise standart sapmayi ifade etmektedir. Meyve ve yaprak verileri

arasindaki anlamh fark Student t testi ile dederlendirilmis ve sekil Gzerinde

isareti ile belirtilmistir.)
Antidiyabetik Aktivite Degerleri

Bitkiler ve Urunleri diinya ¢apinda yaygin hastaliklarin
onlenmesi veya tedavisi i¢in yeni bir cag agmaktadir. Bu
nedenle E. angustifolia L.nin tip 2 diyabet
rahatsizliginda 6nemli olan a-glukozidaz ve a-amilaz
enzimleri Uzerine inhibe edici etkileri bu g¢alismada
degerlendirilmistir. Bu amagla igdenin taze meyve ve
yapraklarindan metanol:su ekstraktlari hazirlanarak a-
glukozidaz ve a-amilaz enzimleri Gzerindeki inhibe edici
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T3

etkileri belirlenmistir. Test edilen ekstraktlarin enzim
inhibisyon potansiyelleri, IC50 degeri olarak ifade
edilmistir. IC50 deneyde kullanilan ekstraktlarin enzimin
aktivitesini %50 oraninda inhibe ettigi standart veya
numune ekstraktlarinin konsantrasyonunu
belirtmektedir. Bir test 6rneginin disuk IC50 degeri daha
yuksek inhibisyon aktivitesine sahip oldugunu isaret
etmektedir [4]. Ekstraktlarin a-glukosidaz ve a-amilaz
enzimlerini inhibe ettikleri degerler Sekil 4'te verilmistir.
Ekstraktlarin IC50 degerleri hem meyve ve yaprak
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miktari hem de igerdigi fenolik miktarina esdeger olarak
verilmigtir. Alfa-glukozidaz enzimini Uzerinde meyve
ekstratlarinin kayda deger inhibe etme potansiyelinin
oldugu ve bunun aksine yapraklarin a-amilaz enzimine
kargl inhibitér aktivite sergilemedigi gorulmektedir.
igdenin sergiledigi bu antidiyabetik ézellik sahip oldugu
fenolik bilesiklerin hidroksil gruplarina atfedilebilir. Iki
farkli  ekstraksiyon yonteminin (Soxhlet ve ASE)
kullanildigr bir galismada metanol ile ekstrakte edilen
igde yapraginin a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi doza
bagl olarak (10-50 pL) %35-65 araliginda bulunurken,

(kurutulmamig olmasi) gibi cesitli faktorler gosterilebilir.
Ancak, bulgularimiz bitki fenolik asitlerinin hafif a-amilaz
inhibitérleri ve glcli a-glukosidaz inhibitorleri oldugu
iddialari ile uyumludur. igdenin a-glukozidaz ve a-amilaz
inhibe edici etkilerinin yani sira lipaz inhibisyon aktivitesi
de test edilmigtir. Ancak, igdenin hem meyve hem de
yapraklarinin belirtilen ekstraksiyon kosullari altinda
lipaz inhibisyon aktivitesi gostermedigi belirlenmisgtir.
Bunun nedeni olarak ise, meyve ve yapragin zaten lipaz
inhibe edici  6zelliginin  olmamasi veya bizim
kullandigimiz ekstraksiyon ydnteminin eger mevcutsa

a-amilaz  inhibisyon  aktivitesi  %26-40  olarak lipaz inhibe edici bilesikleri ekstrakte edememis
belirlenmistir [23]. Bu sonug calismamizla olmasindan kaynaklanmis olabilecegi dustiniimektedir.
karsilastiriidiginda, yapraklarda a-amilaz inhibisyon Literatirde E. angustifolia’nin in vitro ydntemlerle
etkisinin  bulunmamasi yoninden farklilasmaktadir. antidiyabetik ve antiobezite aktivitesi ile ilgili baska bir
Bunun nedeni olarak ekstraksiyon metotlarinin farklihgi bulguya rastlaniimamistir.
ve kullanilan solvent ve materyalin fiziki durumu
Antidiyabetik aktivite (IC50) mMeyve OYaprak
500 444
450 T
400
350 310
300
250
200
150 1214_1.7
100 - 57.32
50 17.11 21.95 -
0 i i
a-glukozidaz a-amilaz inhibisyonu a-glukozidaz a-amilaz inhibisyonu
inhibisyonu aktivitesi (mg/mL) inhibisyonu aktivitesi (pg
aktivitesi (ug/mL) aktivitesi (ng GAE/mL)
GAE/mL)

Sekil 4. igde meyve ve yapraklarinin a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon aktivite degerleri
({IC50: enzimin aktivitesini %50 oraninda inhibe eden miktar (Seklin ilk iki stitunundaki degerler
igde yas agirligi, son iki stitunundaki degerler ise igdenin fenolik miktarina esdeger cinsinden
verilmistir). 2Sekil (izerinde verilen degerler ortalamazstandart sapmayi ifade etmektedir. Meyve
ve yaprak verileri arasindaki anlamli fark Student t testi ile degerlendirilmis ve fark sekil Gzerinde

* isareti ile belirtilmigtir.)
SONUGC

E. angustifolia L.nin farkh kisimlarinin (meyve ve
yaprak) fenolik igerikleri, antioksidan aktivite ve
antidiyabetik 6zelliklerinin incelendigi bu ¢alismada igde
meyvesinin yapragina goére fenolik bilesenlerce zengin
oldugu ve bu 6zelliginin antioksidan ve antidiyabetik
aktivitesine de yansidigi gorulmastar. Literatlr verileri
incelendiginde de goriimuistir ki aslinda gugliu fenolik
icerik gucli antioksidan aktiviteye isaret etmektedir.
Ayrica bitkinin farkli kisimlarinda baskin olan fenolik
profilinin degismesi de bu aktiviteler Uzerinde Oonemli
etkiye sahip olacaktir. igde meyvesinin, zengin ve
faydali besin kompozisyonlarina dayanan degerli bir
bahge Urini oldugu oldukga fazla yapilan bilesim
analizleri neticesinde onceki c¢alismalarda ortaya
konulmustur. Ancak igde meyve ve yapraginin 6zellikle
tanen igeriginin ve antidiyabetik potansiyelinin
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karsilastirildigi bir calismaya literatirde rastlanmamistir.
Tark Halk Tibbinda Elaeagnus angustifolia yapraklarinin
diyabet Uzerine olumlu etkiler gdsterebilecegini iddia
eden bilgiler mevcuttur. Ancak bu geleneksel kullanimin
dogrulugu in vitro ve in vivo denemeler ile test edilerek
ispatlanmahdir. Bununla birlikte igdenin antidiyabetik
Ozelliklerinin test edildigi in vitro ¢alisma sayisi oldukga

sinirh olup, bu c¢alismalarin farkl kosullar altinda
gerceklestirilerek literatire kazandiriimasi 6nem az
etmektedir. Saglikli gidalara olan tiketici talebinin

artmasina paralel olarak geligtirilen fonksiyonel trlnlere
yenilerinin eklenmesiyle kullanimi sinirl fakat degerli
icerige sahip materyallerden elde edilecek olan bu
bilesenler gida sektoriinde giderek daha da fazla
kullanilacaktir.

Antioksidan ve enzim inhibitdr aktivitelerin bitkinin farkh

bolimlerine gore degistigi ve bitkinin Gretmis oldugu
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fenolik ve ugucu bilesikler gibi metabolitlerinin bitkinin

bélimlerine gbre farklilagsmasi

sonucu tanimlanan

bilesiklerin biyolojik rollerini degistirdidi bilinmektedir. Bu
calisma, igde meyvesinin a-amilaz ve a-glukozidaz,

yapraginin
ozellikleri

ise a-glukozidaz enzimini inhibe edici
oldugunu gostermistir. Bundan sonraki

calismalar, bu bilesiklerin bireysel olarak a-amilaz ve a-
glukozidaz enzimleri tzerine etkisini belirleyecek sekilde
dizayn edilebilir.
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Bu arastirma, kiltir ilave edilmeksizin (A: kontrol) ve farkli kdltirlerle [B: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis (%2)], [C: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (%2)] ve bu iki kiltirin kombinasyonu [D: B
(%1)+C (%1)] ile Uretilen yogurt ve krema tereyaglarinda bazi fizikokimyasal ve oksidasyon stabilitesi ¢zelliklerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Tereyad: ornekleri 4+1°C’de muhafaza edilmis ve analizler [(kurumadde, yag, pH,
asitlik, serbest yag asitligi (SYA), peroksit degeri (PD) ve tiyobarbditirik asit degeri (TBA)] depolamanin 1, 15, 30, 45
ve 60. gunlerinde yapiimigtir. Kurumadde, yag ve pH degerleri krema tereyaglarinda daha yuksek, asitlik daha disuk
bulunmustur. SYA degerleri ise yogurt tereyaglarinda daha yiksek olup her iki gesit tereyaginda da depolama
suresince artmistir. En distuk PD yogurt tereyaglarinda D kultird ile Gretilen 6rnekte, krema tereyaglarinda ise kontrol
(A) ve C kultird ile Uretilen 6rneklerde belirlenmistir. TBA degerleri her iki gesit tereyaginda da depolama sliresince
artmisg, en disiik TBA degeri karisik kiltirle Uretilen yogurt tereyadinda (D) belirlenmistir. Karisik kiltir (D) ile Gretilen
iki tereyagi cesidinde de depolama sonunda genel kabul edilebilirlik puanlar diger 6rneklerden daha yuksek
bulunmustur. Sonug olarak, tereyaginda énemli bir kalite kriteri olan oksidasyonun énlenmesinde starter kiltiiriin
onemli oldugu ve bu baglamda yogurt tereyagi uretiminde kullanilabilecedi ancak uygun sus secimi i¢in daha fazla
calismaya ihtiyag oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Yogurt tereyadi, Krema tereyagi, Starter kiltir, Oksidasyon stabilitesi, Analiz

Oxidation Stability and Some Properties of Butter Produced with Yoghurt and Cream by
Different Starter Cultures

ABSTRACT

This research was carried out to determine some physicochemical and oxidative stability properties in yoghurt and
cream butters produced without inoculation of starter culture (control sample), [B: Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis (2%)], [C: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (2%)] and the combination of these
cultures [D: B (1%) + C (1%)]. Butter samples were stored at 4+1°C and analyzed [(dry matter, fat, pH, acidity, free
fatty acidity (SYA), peroxide value (PV) and thiobarbutyric acid value (TBA)] on the storage days of 1, 15, 30, 45, and
60. Butter samples had higher values in terms of pH, dry matter and fat contents than others while their acidity was
found lower. On the other hand, SYA values were higher in yoghurt butters and they increased in both types of butter
during storage. The lowest PV value was found in yoghurt butter sample produced with D starter culture, and control
(A) and C culture in cream butter samples. TBA values increased during storage in both types of butter, and the
lowest TBA value was determined in yoghurt butter produced with mixed culture (D). In the two butter varieties
produced with mixed culture (D), general acceptability scores were found higher at the end of storage. In conclusion, it
can be said that starter culture is important in preventing oxidation, which is an important quality criterion in butter,
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and in this context, it can be used in the production of yoghurt butter, but more studies are needed for the selection of

an appropriate strain.

Keywords: Yoghurt butter, Cream butter, Starter culture, Oxidation stability, Analysis

GIRiS

Sit ve dUrlnleri temel gida maddeleri olarak insan
beslenmesinde ¢ok 6nemli bir yere sahip olup birgogu
hem geleneksel hem de modern yontemlerle islenerek
uretilmektedir [1]. Bu Urlnlerden biri olan tereyagdi, gesitli
Ulkelerde farkli geleneksel yollarla Uretiimektedir.
Ornegin  Tunus'ta sitiin - kendiliginden/kultir  ilave
edilmeksizin fermentasyonunun ardindan yayiklanmasi
ile elde edilen ve yoresel olarak “Zebda beldi” olarak
adlandirilan geleneksel Tunus Tereyagi, bir digeri
Cezayirin pek c¢ok bolgesinde deve sutlinin Kkegi
derisinden yapilan kaplarda 24-48 saat sureyle
fermentasyonunun ardindan kabin yarisinin eksi sitle
doldurulup yayiklanmasi ile elde edilen ve “Shmen” adi
verilen tereyadi [2], yine Misirda mekanik olarak ayrilan
kremanin “Kerba” adi verilen kegi derisinden yapilan
kaplarda derinin dis kisminin bolca tuzlanarak oda
sicakliginda 2-3 gin bekletildikten sonra Kerba'nin
sallanarak olusan yag globdllerinin ayrilmasi ile elde
edilen tereyad! [3] oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise
eskiden “yayik” adi verilen tahta figilarda yogurdun belli
oranda su ilave edilerek yayiklanmasi ile elde edilen,
aslinda literatire “Yogurt tereyadl” olarak girmesi
gerekirken “Yayik tereyadl” olarak gegen geleneksel
tereyagi da Uretimektedir. Gunimizde teknolojinin
gelisimine bagl olarak tereyagi Uretiminde elektrikli
makineler de kullanildidi i¢in, hammaddesi dikkate
alinarak bu galismada yogurttan yapilan tereyagi yogurt
tereya@i olarak adlandinimistir. Hammaddesinin yogurt
olmasi nedeniyle hem uretim hem de bazi 6zellikleri
nedeniyle krema tereyagindan ayrilmaktadir. Her ne
kadar kendine 6zgu tat ve aromaya sahip olmasi, raf
omrunin daha uzun olmasi ve yogurt Uretiminde ylUksek
Isil islem uygulanmasi nedeniyle daha guvenilir olsa da,
tereyaglarinda depolama suresince biyokimyasal
reaksiyonlara bagl olarak tat ve aromada degisimler
olabilmektedir. Tuketiciler geleneksel Urtnleri tercih
ederken temizlik ve hijyen beklentisinin yani sira daha
saglikh ve satis yerlerinde her zaman bulunmasini arzu
etmektedirler [4]. Avrupa’da geleneksel Urinler igin
biyuk bir pazar oldugu ancak bu pazarin devamliligi igin
geleneksel Urunlerde bir takim yeniliklerin  gerekli
oldugu, 6zellikle Grinin herhangi bir olumsuz yéninin
dizeltilmesinin tuketiciler tarafindan kabul
edilebilirliginde artisa neden oldugu ifade edilmigtir [5].

Kaltdr ile uretilen tereyagi, diasetil ve ugucu organik
asitler gibi aromatik bilesikler ve laktik asit nedeniyle
zengin aromaya sahip Urin olarak tanimlanmaktadir.
Tereyaginda bulunan bu maddeler hem Grtndn raf
omranin  uzamasi hem de fonksiyonel 6zellik
kazanmasi agisindan gereklidir.  Ayrica  kulturlG
tereyaginda laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan
diasetil ve laktik asit antibakteriyel etki gostererek
bozulma yapan mikroorganizmalarin  gelismesini
onlemektedir [6]. KUlturll tereyadi Gretiminde gogunlukla
mezofilik laktik asit bakterilerinden L. lactis, L. cremoris,
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L. diacetilactis ve Leuconostoc cinsi bakteriler
kullaniimakta ve bunlarin temel gérevi énemli miktarda
aroma maddesi veya aromatik bilesikler yaninda orta
derecede asit Uretmektir [6]. Kultir ilaveli tereyaginin
starter kiltir asilanmamis olana kiyasla daha yiksek
verim, daha iyi aroma ve isil iglem sonrasi daha az
kontaminasyon riski gibi Ustunliklere sahiptir [7]. Ancak,
Odnemli geleneksel bir sit Grinimuz olan Yogurt tereyagi
ile yapilan galismalar sinirli sayida olup ¢alismalar daha
¢ok Uretim parametrelerinin  arastiriimasi  izerine
yogunlagmistir [8-10]. Bu nedenle, bu calismada farkli
starter kiltur kullanilarak dretilen yogurt ve krema
tereyaglarinin  kimyasal ozellikleri ve oksidasyon
stabiliteleri arastirilarak farkliliklari ortaya konulmustur.
Boylece geleneksel tereyaginda da cesitliligi saglayarak
Uretimi ve tUketimini tesvik etmek amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Yogurt tereyaglarinin dretimi icin kullanilan yogurtlarin
iiretiminde kullanilan ¢ig inek siitii Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiltesi Gida Mihendisligi Bolimu Pilot Siit
Fabrikasi’'ndan, Krema tereyaglarinin  Uretiminde
kullanilan krema ise Leben Siit ve Siit Uriinleri A.S.’den
(Erzurum) temin edilmistir. Yodurt yapiminda kullanilan
ticari yogurt kultiri (DVS YC350) Peyma Hansen
(Istanbul) ve tereyadi (retiminde kullanilan saf L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis 4366 ve Leu.
mesenteroides subsp. cremoris 20200  kulturleri
DSMZ'den (Almanya Mikroorganizma ve Hucre Kiltlr
Koleksiyonu) temin edilmisgtir.

Metot
Starter Kiiltiirlerin Hazirlanisi

Bu amagla 121°C’'de 15 dk. sterilize edilmis M17 ve
MRS brothlar (Merck) kullaniimigtir. Steril 6ze ile L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis M17 brotha Leu.
mesenteroides subsp. cremoris ise MRS brotha
aktarilmig, M17 broth aerobik, MRS broth ise anaerobik
sartlarda 30°C’de 24-48 saat sureyle inkibasyona
birakilmistir. Gelisme gorulen brothlardan M17 ve MRS
agarlara Gglu gizim yontemi ile ekim yapilmis ve ayni
sartlarda inkibe edilmistir [11]. Petrilerde olusan
koloniler steril fizyolojik tuzlu su igeren tuplere
aktarilarak MacFarland skalasi (McFarland Standard,
Ref. 70 900, BioMérieux®) ile 107 kob/mL
mikroorganizma yogunluguna ayarlanmistir. Tereyagi
Uretiminde kullanilan kudltirin hazirlanmasi igin; %10
kurumaddeli 110°C’'de 5 dk. sterilize edilmis yagsiz
slttozu igerisine 107 seviyesinde mikroorganizma igeren
tiplerden 1 mL alinarak ilave edilmis ve 30°C’de inklibe
edilerek asitlik 9%0.36-0.39 oldugunda inkibasyon
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sonlandinimisgtir. Kiltir aktivite testi icin Horrall-Elliker
testi kullaniimigtir.

Hammaddede Yapilan Analiz Yontemleri

Sat, yogurt ve kremada; kurumadde (gravimetrik
yontem), yad (Gerber yontemi), laktik asit cinsinden
asitlik derecesi ve pH analizleri Kurt ark.’nin belirttigi
yontemlerle belirlenmistir [12].

Yogurt ve Yogurt Tereyaglarinin Uretimi

Bu amagla 6nce yodurtlar Uretilmis sonra tereyagi
uretilmistir. Yogurt Gretimi igin ¢ig inek sutd, randimani
artirmak amaciyla taze krema (%60 yagh) ile yag igerigi
%5 olarak ayarlandiktan sonra 90°C’de 20 dk. isll
islemin ardindan 43+1°C’ye sogutularak %2 oraninda
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ilave edilerek pH 4.7+1’ye dislinceye
kadar inkibe edilmis ve 21+1°C’ye sogutularak dort
kisma ayrilmistir. Birinci kisim Kontrol (YA) olarak
ayrilmistir. ikinci kisim 107 seviyesinde L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis (YB), Uglnci kisma
Leu.mesenteroides subsp. cremoris (YC), dordinci
kisma her iki kiltirin karisimi L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis + Leu. mesenteroides subsp.
cremoris (YD) ilave edilmis ve 1 gece olgunlastiriimistir.

Ardindan yogurtlara 1/0.5 (1 yogurt/ 0.5 su) oraninda su
ilave edilerek 17-18°C’de yayiklanmigtir. Elde edilen yag
grandlleri 13-15°C igme suyu ile yikanarak malakse
edilmistir. Ardindan aliminyum folyo ile sarilarak
4+1°C’de 2 ay muhafaza edilmigtir. Uretim akis semasi
Sekil 1’ de verilmistir.

Krema Tereyaglarinin Uretimi

Bu amagla, yag icerigi su ile %50’ye ayarlanan krema
85°C’de 5 dk. pastorize edildikten sonra doért kisma
ayrilmis ve yogurt tereyagi uretiminde oldugu gibi ayni
starter kultirlerin ayni oranda ilave edilmesiyle ayni
sartlarda uretilmis ve ornekler KA, KB, KC ve KD olarak
kodlanmigtir.  Uretim akis semasi  Sekil 2'de
gosterilmistir.

Tereyagi Orneklerinde Yapilan Analizler

Depolamanin 1., 15., 30., 45. ve 60. gunlerinde
kurumadde (gravimetrik yontem), yag (Gerber yontemi),
asitlik derecesi (titrasyon), pH ve serbest yag asitleri
analizleri Atamer [13]'e goére yapiimistir. Depolama
sliresince oksidasyon stabilitesi testlerinden olan
peroksit degeri ve tiyobarbutirik asit dederleri Atamer
[13] ve Ozturk ve ark. [14] tarafindan belirtilen
yontemlerle tespit edilmistir.

Cig inek satd
1

Standardizasyon (%5 yaglh)

1
lsil islem (90°C’ de 20 dk)

1
Sogutma (43+1°C)

1
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1
inkibasyon (pH 4.7+0.1)

1
Sogutma (21+1°C)

"\\
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Sekil 1. Yogurt ve yogurt tereyaglarinin Gretim akis semasi
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Sekil 2. Krema tereyaglarn tretim akis semasi

istatistiksel Analizler

Calisma 2 hammadde (yogurt ve krema x 4 starter
kiltir asilanmis [Kontrol (kiltir ilave edilmeyen), L.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Leu.
mesenteroides subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis + Leu. mesenteroides subsp.
cremoris] x 5 muhafaza suresi (1, 15, 30, 45 ve 60. gin)
x 2 tekerrir olmak lzere Tam Sansa Bagli Deneme
Plan’'na goére yirutiimastir. Elde edilen veriler SPSS
for Windows Release ver 13.0 (1999) paket
programinda varyans analizi ile degerlendirilmis, 6nemli

bulunan ortalamalar Duncan Coklu Karsilastirma Testi
ile kargilastiriimistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Hammadde Analiz sonuglari
Yogurt dretiminde kullanilan  sit, tereyaglarinin

Uretiminde kullanilan yogurt ve kremanin kimyasal
Ozellikleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Tereyadi 6rneklerinin Uretiminde kullanilan hammaddelerin 6zellikleri

icerik Isil islem goérmus st Yogurt Isil islem gérmus krema
Kurumadde (%) 10.96 13.24 55.25
Yag (%) 5.00 5.00 50.00
Asitlik (% laktik asit) 0.17 1.07 0.18
pH 6.30 4.70 6.60

Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglari

Tereyadinin kalitesini belirleyen karakteristik kalite
ozellikleri yag ve su igerigidir [15]. Bu arastirmada,
tereyagi oOrneklerinin 60 glnlik depolama suresince
belirlenen fiziksel ve kimyasal Ozelliklerindeki degisim
Tablo 2’de verilmistir. Tablodan gérildigu gibi yogurttan
elde edilen tereyaglarinin (yogurttan elde edilen
tereyaglari, Y) kurumadde ve yagd agisindan kremadan
elde edilenlere kiyasla daha disuk oldugu, bu sonug
Uzerine, starter kiltirlerin hammaddelerdeki (krema ve
yogurt) etkilerinin  farkhihdinin neden olabilecegi
dustnllmektedir. Yogurttan elde edilen tereyaglarinda
kurumadde miktarlari  %80.43+0.51-% 83.3810.23
arasinda degisim gOstermis bu degerler depolama
stresince kuguk artis ve azaliglar gortlmustir.
Depolama suresince YA 6rneginde artis, YB 6rneginde
azalma goOrulmis ve istatistiksel olarak 6nemli

282

bulunmustur (p<0.05). Diger iki 6rnekte ise degisim
onemli degildir (p>0.05). Yapilan bir calismada, 3 ay
depolanan tereyaglarinda depolamaya bagl olarak
kurumadde miktarinda artis oldugu belirlenmis ve bu
artisin su kaybindan kaynaklandigi ifade edilmistir [16].
Benzer durumun calismamiz igcin de gegerli oldugu,
ayrica tereyagi Uretiminde kullanilan starter kiltar ve
asitlik degerlerinin de bu duruma neden olabilecegi
disUnilmektedir. Depolama sonunda en fazla YA
(yogurttan Kontrol) o6rneginde (%83.38+0.23) tespit
edilmis ve diger orneklerden istatistiksel olarak farkli
bulunmustur. Diger 6rneklerde kontrol érnekten disik
¢ikmasi, kullanilan starter kuiltir aktivitesine bagl olarak
ya da yilkama sirasinda bunyede su kalmasi nedeniyle
olabilir. Benzer durum krema tereyaglarinda da
gorulmustir. KA  (kremadan Kontrol)  érneginde
depolama suresince artis, KB Orneginde azalma
gorilmus ve istatistiksel olarak anlamh bulunmustur
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(p<0.05). Depolama sonunda en dusik kurumadde
orani karigik klltur ile dUretilen KD drneginde
(9%83.98+0.41), en yiksek Kontrol drneginde
(%86.08+0.08) belirlenmis olup KA ve KC ile KB ve KD
ornekleri kendi aralarinda istatistiksel olarak benzer
olmustur. Erkaya ve ark. [17] kurumadde oranlarini
%84.63+0.33- %86.33+0.23 arasinda bulmuslardir.
Birghila ve ark. [18], 5 hafta 4°C’de depolanan
tereyaglarinda depolama sonunda nemin arttigini, bu
durumun depolama sartlarindaki nispi nemin etkisiyle
olabilecegini ifade etmiglerdir.

Yag miktarlari acgisindan yogurt tereyaglarinda;
depolama suresince YA 6rneginde artma YD &rneginde
azalma belirlenmis ve baglangic ile kiyaslandiginda
depolama sonunda istatistiksel olarak énemli bulunmus,
diger iki ornekteki degisim anlamli bulunmamistir.
Depolama sonunda en dusik yag miktari YC 6rneginde
(9%79.00+£0.22) belirlenmis ancak YD o&rnegi ile
aralarinda anlaml fark bulunmazken, en yiksek yag

orani (%81.63+0.25) YA drneginde tespit edilmis olup
diger 6rneklerden farkl bulunmustur (p<0.05).

pH degerleri yogurt tereyadi Orneklerinde krema
tereyadi orneklerinden daha diustuk bulunmustur. Bu
durum yogurdun pH degerinin ( 4.70) kremadan (6.60)
disuk olmasindan kaynaklanmigtir. Yogurt
tereyaglarinin pH degeri 4.02+0.0-4.15+£0.07 arasinda
degismistir. Genel olarak, depolama suresince pH
degerlerinde artma ve azalmalar olmus ancak bu
dalgalanmalar YC ve YD O&rneklerinde depolama
sonunda 6nemli bulunmazken, YA ve YB Orneklerinde
Oonemli bulunmustur (p<0.05). Depolama sonunda en
disuk pH degeri (4.04£0.02) YD 6rneginde, en ylksek
pH degeri (4.27+0.13) YB 6rneginde bulunmus ve diger
Orneklerde istatistiksel olarak farkh  bulunmustur
(p<0.05). Deve sutinin fermente edilip yayiklanmasiyla
elde edilen geleneksel bir tereyadr olan Shmen
Orneklerinde pH degerlerinin  3.10£0.26-4.97+0.32
arasinda degistigi belirlenmistir [2].

Tablo 2. Tereya@i orneklerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Tereyagi ornekleri

Ozellik Giinler
YB YC YD KA KB KC KD
1 81.80+0.33Ba 82.7620.81Aa 81.04£0.75ABa 81.07x0.74ABa 85.82+0.08Db 83.67x0.12Ca 85.3320.95Da 83.82+0.33Ca
15 83.05+0.20Cb 80.55+0 45Ab 81.25+0.97ABa 81.6520.44Ba 85.57+0.08Ea 83.97+0.18Dab 85.70+0 96Ea 84.31+0.29Cab
Kurumadde (%) 30 82.77+0.08Bb 80.60+0.88Ab 80.80+0.84Aa 81.5120.66Aa 86.160.19Dc 83.86x0.30Cab 85.90+0.87Da 84.05%0.28Cab
45 82.79+0.15Cb 80.77+0 46Ab 81.16+0.80ABa 81.35+0.55Ba 85.87+0.10Eb 83.89+0.37Dab 86.09+0.82Ea 84.50+0.51Db
60 83.38+0.23Cc 80.43+0.51Bb 81.06+0.96Aa 81.75+0.71ABa 86.08+0.08Ec 84.35+0.45Db 85.88+0.73Ea 83.97+0.41CDab
1 80.63+0.19Ba 79.56+0 43Aab 79.56+0.66Aa 80.19+0.47ABb 82.13+0.25Ca 80.69+0.69Bab 82 25+0.29Ca 80.50+0.41Ba
15 81.06+0.12BCab 79.1920.94Aa 80.25£0.51Ba 80.69+0.55Chb 82.50+0.20Db 81.8820.75CDc 82.75x0.29Db 81.1320.25BCa
Yag (%) 30 80.81+0.69Ca 79.25+0 29Aa 79.38+0.85Aa 80.25+0.29BCb 83.19+0.24Ed 79.88+0.25ABa 82.75+0.35DEDb 82.25+0.65Db
45 81.63+0.60Cb 79.44+0 23Aab 79.61+0.87ABa 80.00+0.74ABab 82.75+0.35Dbc 80.44+0.43Bab 82.94+0.12Db 82.63+0.88Db
60 81.63+0.25Cb 80.25+0.85Bb 79.00+0.22Aa 79.25+0 65Aa 83.00+0.00Dc 81.25+0 65Cbc 83.94+0 43Ec 83.25+0 96DEDb
1 4. 02+0.00Aa 4 07+ 0.09ABa 410+ 0.05Ba 4 07+ 0.03ABa 565+ 0.01Eb 4.67+0.01Ca 5.56+ 0.05Dc 4.67+ 0.01Cb
15 4.04+0.02Aab 4.09+0.04ABa 4.11+0.05Ba 4.08+0.02ABa 5.56+0.09Db 4.656+0.01Ca 5.51+0.04Db 4.64+0.02Ca
pH 30 4. 04+0.04Aab 4 050.03Aa 4.05+0.06Aa 4.03+0.02Aa 5.19+0.47Ca 4.71+0.03Bb 5.46+0.01Da 4.68+0.02Bb
45 4.10+0.03ABc 4 13+0.08ABa 4.08+0.04Aa 4.15+0.07Bb 5.32+0.03Dab 4.80+0.04Cc 5.44+0 01Ea 477+0.01Cc
60 4.08+0.02Abc 4 27+0.13Bb 4.10+0.04Aa 4.04+0.02Aa 5.33+0.01Eb 4.81+0.02Cc 5.45+0.02Ea 4.76+0.01Cc
1 0.41x0.03ABCb 0.53+0.03Cb 0.46x0.01BCb 0.42+0.01BCa 0.38+0.50ABCa 0.23x0.01ABa 0.13x 0.00Aa 0.23+0.01ABa
15 0.32+0.01Dab 0.32+0.02Da 0.33+0.03Da 0.32+0.03Dab 0.19+0.01Ba 0.24+0.01Ca 0.14+0.01Aab 0.25+0.01Cab
Asitlik (%) 30 0.25+0.08ABa 0.28+0.12Ba 0.27+0.08ABa 0.26+0.11ABa 0.24+0.01ABa 0.26+0.02ABa 0.15:0.01Ab 0.24+0.01ABa
45 0.25+0.07Aa 0.29+0.12Aa 0.27+0.11Aa 0.26+0.10Aa 0.26+0.01Aa 0.28+0.03Aab 0.19+0.02Ac 0.26+0.00Ab
60 0.26+0.09Aa 0.28+0.09Aa 0.28+0.10Aa 0.29+0.09Aa 0.26+0.00Aa 0.34+0.09Ab 0.22+0.02Ad 0.28+0.02Ac
1 1.69+0.11Ba 1.82+0.07Ca 1.66x 0.08Ba 1.72+ 0.05Ba 0.87+0.02Aa 0.88%0.03Aa 0.84+0.00Aa 0.88+0.03Aa
Serbest Yag Asitligi (mg 15 1.87+0.02Cb 1.81£0.07Ca 1.79£0.11Cab 1.86+0.07Cb 1.36+0.03Bb 1.02+0.07Aa 0.98+0.03Ab 1.02+0.03Aab
KOHig yag) 30 1.79+0.09Cab 1.84+0.07Ca 1.89+0.07Cb 1.88+0.12Cb 1.84+0.14Cc 1.1240.00Ba 0.96+0.05Ab 1.19+0.12Bbc
45 1.88+0.05Bb 1.85+0.07Ba 1.88+0.15Bb 1.92+0.09Bb 2.01+0.01Bd 1.99+0.83Bb 1.29+0.14Ac 1.34+0.18Ac
60 1.80+0.11Aab 1.84+0.06Aa 1.83+0.09Ab 1.83+0.05Aab 2.42+0.06Be 4.060.18Cc 1.77+0.06Ad 1.9120.24Ad

YA: Yogurt tereyagi, Kontrol; YB: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%2) ile Uretilen yogurt tereyagdi; YC: Leu. mesenteroides subsp.
cremoris (%2) ile Uretilen yogurt tereyagi; YD: Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%1) + L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%1) ile
Uretilen yogurt tereyagi; KA: Krema tereyagdi. Kontrol; KB: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%2) ile Uretilen krema tereyagi; KC:
Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%2) ile Uretilen krema tereyadi; KD: Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%1) + L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis (%1) ile Uretilen krema tereyagi. a—e Ayni situndaki farkli harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05). A—E Ayni siradaki

farkl harfler istatistiksel olarak farkhdir (p<0.05)

Yaylk tereyagi Uzerine vyapilan bir ¢alismada pH
degerleri  3.731£0.03-3.81+£0.09 arasinda  degisim
gOstermistir [19]. Diger bir calismada, yayik tereyaginin
depolama basinda 5.25+0.03 olan pH degeri 60 gunlik
depolama sonunda 4.62+0.12 degerine ulasmig, buna
karsilik titrasyon asitligi degerleri degismemistir [20].
Krema tereyaglarindan KB ve KD o6rneklerinde
depolama suresince pH degerleri genel olarak bir atis
goOstermis, baslangic pH degeriyle depolama sonundaki
pH degerleri istatistiksel olarak farkli bulunmustur
(p<0.05). KA ve KC O0rneklerinde ise depolama
suresince azalma olmustur. Bu durum KA &rneginde
anlamh bulunmazken KC &rneginde 6nemli olmustur
(p<0.05). Depolama sonunda en dusuk pH degeri
(4.76£0.01) KD o6rneginde belirlenmis. KB o6rnegi ile
benzer bulunurken, en yiksek pH degeri ise (5.45+0.02)
KC o6rneginde belirlenmis olup KA 6rnegdi ile benzer
cikmistir. Bu sonug, KC 6rneginin Uretiminde kullanilan

Leu. mesenteroides subsp. cremoris susunun asit
Uretim gucinin distk olmasindan kaynaklanmis
olabilir. Leu. mesenteroides subsp. cremoris laktozu
fermente etme glicu diger Leu. turlerinden daha dusuk
olup starter kultir olarak kullanildiginda asit Ureten
Lactococcus suslan ile birlikte kullaniimaktadir [21].
Calismamizda aroma uretimi i¢in kullaniimistir. Ayrica
Leuconostoc spp. heterofermantatif mezofilik 6zellikte
olusu ile diger laktik asit bakterilerinden ayriimaktadir
[22].

Asitlik agisindan degerlendirildiginde yogurt
tereyaglarinin krema tereyaglarindan daha ylksek
asitlige sahip oldugu goriimustir. Bu sonug, tereyagdi
Uretiminde kullanilan yogurdun kremadan daha yiksek
asitlige sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Benzer
bulgular Senel ve ark. [8] tarafindan da saptanmistir.
Yogurt tereyaglan igerisinde en yiksek asitlik L. lactis
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subsp. lactis biovar. diacetylactis ile Uretilen YB
Orneginde tespit edilmesine ragmen tim &rnekler
istatistiksel olarak benzer bulunmustur. Cachon ve ark.
[23] L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis’in
tereyagi. krema ve taze fermente peynir gibi pek ¢ok st
drliniinde asit ve aroma ureten ajan olarak kullanildigini
bildirmigtir. Calismamizda o6rnekler arasinda fark
olmamasi yogurt tereyagdi Uretiminde kullanilan starter
kultirlerin ~ simbiyotik  etkilesimi  sonucu  oldugu
distnliimektedir. Depolama stiresince tim o6rneklerin
asitlikleri belirgin olarak duserken bu dususun 15.
glinden sonra istatistiksel olarak 6nemli olmadigi tespit
edilmis ve depolama sonunda asitlik degerleri
%0.26+0.09-0.29+0.09 arasinda degisim gdstermistir.
Ancak. Senel ve ark. [8] tarafindan yapilan ¢alismada,
yaylk tereyaglarinda depolama stresince asitlikte artis
gortimastur. Baska bir calismada da, koyun ve kegi
sutlerinden yapilan yaylk tereyaglarinda depolama
slresince artis gorulirken inek yodurdundan yapilan
tereyaglarinda artis gordlmemistir [9]. pH 4'de
yayiklanan yayik tereyaglarinin pH 4.6’da yayiklanan
yaglara gore daha yuksek titrasyon asitligi gosterdigi 60
glnlik depolama siiresince surekli artis gosterdigi, buna
karsilik laktik asit miktarlarinin azaldidi belirlenmistir [8].
Yine %7 yagl yogurttan elde edilen yayik tereyaginin
%14 yagli yogurttan dUretilen tereyagina gore daha

yiksek titrasyon asitligine sahip oldugu, ancak
depolama sonunda istatistiki olarak fark olmadigi
belirlenmigtir  [8]. Bizim  arastirmada, krema

tereyaglarinda ise Kontrol 6rnegi (KA) harig, diger tim
orneklerde depolama siresince asitlikte artis oldugu,
baslangicla karsilastirinca istatistiksel olarak 6nemli
oldugu goériimektedir. Benzer bulgular Senel ve ark. [8]
tarafindan da tespit edilmistir. Dagdemir ve ark. [24] 90
glin depolanan krema tereyaglarinda asitlikte artis tespit
etmiglerdir. Kesler [25], 60 gin depoladigi tereyaginda
kontrol tereyaginda asitligin arttigini, ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadigini bildirmistir. Arastirmamizda,
en yuksek asitlik KA 6rneginde (%0.38+0.50) en dusik
asitlik %0.13+0.00 ile YC orneginde belirlenmistir. Bu

durum C Orneg@inin  Uretiminde kullanilan  Leu.
mesenteroides subsp. cremoris kulturinidn  asitten
ziyade aroma Ureten bakteri olmasindan

kaynaklanmaktadir. Nitekim kaltirlt tereyagi Gretiminde
L. lactis, L. cremoris, L. diacetilactis, Leuconostoc cinsi
mezofilik starter kilttrler kullanilmakta, bunlar 6nemli
oranda aroma maddesi olustururken orta derecede asit
uretme kapasitesine sahiptirler [6]. Konuyla ilgili olarak,
yayiklama sirasinda yagsiz kurumadde unsurlarinin
yaylk altina ge¢mesi yani dogal asitlik unsurlarinin
azalmasi nedeniyle asitligin azaldigi ve kurumadde
miktarindaki degisimlerin sutiin titrasyon asitliginde
degisime neden oldugu belirtiimektedir [8].

Tereyadi uzun sure depolanabilmesine ragmen
depolama sirasinda ransidite buyidk sorun teskil
etmektedir. Bu probleme lipoliz sonucu olusan serbest
yag asitleri (SYA) ve SYA'nin oksidasyonu ile birlikte tat
ve aromayl bozmasi disinda tereyaginin besin degerini
dusurerek sut ve gida endustrisinde ekonomik kayiplara
neden oldugu belirtiimektedir [16]. Ayrica. lipaz
enzimiyle yaglarin pargalanmasi sonucu SYA olusumu
baslamakta ve olusan SYA ise buitirik, aci, sabunumsu
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ya da eksimsi denilen

olmaktadir [26].

istenmeyen tatlara neden

Asit degeri, yaglarin hidrolitik ransidite derecesinin bir
Olctsudur. Hidrolitik ransidite tereyaginin su ve enzim
interaksiyonu sonucu olmakta ve disuk asit degeri daha
az SYA olustugunu ve dolayisiyla daha kaliteli Griin
oldugunu gostermektedir [27]. Serbest yag asitligi
acisindan degerlendirildiginde; yogurt tereyaglarinin
SYA degerlerinin krema tereyaglarinkinden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Tablo 2). Yogurt tereyaglari
icerisinde en ylksek SYA degeri YB (1.82+0.07 mg
KOH/g yag) orneginde belirlenmis olup istatistiksel
olarak diger orneklerden farkli bulunmustur. En disik
SYA degeri YC 6rneginde (1.66+0.08 mg KOH/g yag)
tespit edilmis. YA ve YD o6rneklerinde benzer degerler
bulunmustur. Depolama suresince tereyagdi érneklerinin
SYA degerlerinde dalgalanmalar olmus, bu degisimler
YC o6rneginde baslangigc SYA degerine gore istatistiksel
olarak 6nemli bulunurken (p<0.05) diger &rneklerde
benzer ¢ikmistir (Tablo 2). Ancak, depolama sonunda
orneklerin SYA degerleri arasinda farkhlik
bulunmamistir. Krema tereyaglarinda ise depolama
boyunca SYA artmis, en ¢ok aris YA ve YB
orneklerinde tespit edilmis ve istatistiksel olarak diger
orneklerden farkli bulunmustur. Serbest yag asitligi
degerlerinin PD ve TBA degerlerinden yuksek oldugu
gorilmistir (Tablo 2). Bu durumun tereyagindaki asil
bozulmanin oksidastif bozulmadan ziyade hidrolitilik
(lipolitik) bozulmadan kaynaklandigi belirtiimistir [28].
Baska bir arastirmada, krema tereyaglarinda 4 aylik
depolama  suUresince  SYA  degerlerinin  arttig
belirlenmistir [15]. Bakirci ve ark. [29] 120 giin
depoladiklari tereyaglarinda SYA degerinin depolama
stresince  artisini istatistiksel ~ olarak  anlamli
bulmuslardir. Bizim arastirmada, Yogurt tereyaglarinin
SYA degerlerinin krema tereyaglarindan daha yiksek
olmasina ragmen duyusal acidan krema tereyaglari
kadar ¢ok begenildigi gorulmastir [30]. Bu durumun
ransit tada neden olan kisa zincirli (C4-C8) vyag
asitlerinin sulu fazda biriktigi ve bu nedenle de SYA ile
belirlenemedigi belirtiimistir [31]. Sagdic ve ark. [10]
tarafindan yapilan bir arastirmada, Yayik tereyagi
orneklerinin asit degerlerinin 0.67-0.70 mg KOH/g
arasinda degistigi tespit edilmis olup, bu degerler bu
arastirmada taze Kontrol Yogurt tereyadi orneklerine
benzer, ilerleyen periyotlardaki degerlerden ise
digUktdr. Ayrica Birghila ve ark. [18], depolama
suresince tereyaginda SYA degerlerinin arttigini ancak

bu artisin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini
belitmiglerdir. Bu durum da tereyagi Orneklerinin
bozulmasinda hidrolitik pargcalanmanin onemli

olmadigini ve depolama suresinin SYA Uzerinde etkili
olmadigini ifade etmislerdir.

Oksidasyon Stabilitesi

Tereyadi orneklerinin PD ve TBA degerlerine ait
sonuglar Tablo 3'de verilmistir. Yogurt tereyaglarinda
krema tereyaglarina gore daha ylksek PD tespit
edilmistir (Tablo 3). Ancak, ik ginde Yogurt
tereyaglarinda peroksit degeri tespit edilebilir sinirin
altinda bulunmustur.15. ginde ise Yogurt tereyaglari
icerisinde en distk PD (0.43+0.13 meq Oz/kg yagd) YD
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orneginde, en yuksek PD ise Kontrol 6rnekte (0.66+£0.05
meq Oy/kg yag) belirlenmistir. Depolama sonunda ise,
en dusik PD yine YD 6rneginde (0.58+019 meq Oy/kg
yag) belirlenmis ve diger érneklerden istatistiksel olarak
farkl gcikmistir (p<0.05). En yuksek PD (0.78+0.06 meq
O./kg yag) ise YB Orneginde depolamanin son glininde
belirlenmis, ancak diger 6rneklerde belirlenen degerler
ile benzer bulunmustur (Tablo 3). Depolama stiresince
yogurt tereyaglarinda PD genel olarak artis olsa da bu
durum istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir
(p>0.05). Ancak Oztekin-Oztiirk [19] tarafindan yapilan
bir calismada, Yayik tereyaglarinda PD 60 gunlik
depolama slresince azalmistir. Yapilan baska bir
calismada, inek ve koyun yogurtlarindan Uretilen Yayik
tereyaglarinda PD depolama sirasinda azalma
gOstermis, kegi tereyadinda artis goriimastir [9]. Diger
bir arastirmada, 9 ay depolanan krema tereyaglarinda
PD artis géstermistir [16]. Bizim arastirmada ise, Krema
tereyaglarindan KB ve KC 6rneklerinde 45. giine kadar
artma 60. ginde ise azalma olmustur. KD &rneginde
tim periyotlarda artis, Kontrol 6rnegi olan KA'da ise 30.
gunde azalmanin ardindan yeniden artis gostererek
dalgall bir seyir gostermistir. Tim orneklerde baslangi¢
ve depolama sonunda PD degisimi dnemli bulunmustur
(p<0.05). Depolama sonunda en yiiksek peroksit degeri
karisik kltur ile Uretilen KD 6rneginde (0.80+0.04 meq
0O./kg yag) belirlenmis ve diger érneklerden istatistiksel
olarak farkli bulunmustur (p<0.05). En diisik PD ise KC
orneginde (0.301£0.06 meq O/kg yag) belirlenmis ancak
diger orneklerin degerleriyle istatistiksel olarak farksiz
bulunmustur (p>0.05). Cakmakgi ve ark. [32] [ 90 glin
depolanan krema tereyaglarinda PD’de artis tespit

etmiglerdir. Bir baska arastirmada ise, 18 gln
depolanan krema tereyaglarinda 15. gune kadar
peroksit degerlerinde c¢ok yavas bir artis oldugu

belirlenmis, bu durum ¢ok az otooksidasyon oldugunun
gostergesi olarak yorumlanmig, 18. guindeki hizli artisin
ise otooksidasyonun basladiginin goéstergesi oldugu
ifade edilmistir [28].

Tablo 3. Tereyadi 6rneklerinin oksidasyon stabilite 6zellikleri

TBA degerleri de yogurt tereyaglarinda daha ylksek
bulunmustur (Tablo 3). Yogurt tereyaglarinda 15. gline
kadar azalma gorulmuis bugiinden sonra dalgalanmalar

olmus, ancak depolama sonunda TBA degerleri
baslangic periyoduyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli  bulunmamistir (p>0.05). Depolama

sonunda ise en yuksek TBA degeri YA (0.18+0.00 mg
malonaldehitkg vyag) ile YC (0.18£0.01 mg
malonaldehitkg yag) orneklerinde, en disik TBA
degerleri ise YB (0.15+£0.02 mg malonaldehit’kg yag) ve
YD (0.14+0.01 mg malonaldehit/kg yag) Orneklerinde
belirlenmis ve bu 6rnekler kendi aralarinda istatistiksel
olarak benzer bulunmustur (Tablo 3). Yapilan bir
calismada. 60 gun depolanan Yayik tereyaglarinda TBA
degerleri surekli azalmistir [19]. Baska bir ¢alismada ise
60 gunlik depolama silresince Yayik tereyaglarinda
TBA degerlerinin  arttigi  belirlenmistir  [20]. Bu
arastirmada, krema tereyaglarinda depolama stresince
YC orneginde 30. gline kadar artis, sonra azalma ve
tekrar artis gorulirken, diger tim 6rneklerde depolama
suresince artmis ve baslangi¢ periyodundan istatistiksel
olarak farkli bulunmustur (Tablo 3). Depolama sonunda
KA ve KC ornekleri istatistiksel olarak birbirine benzer
bulunmus. KB ve KD o6rnekleri ise farkli bulunmustur.
Depolama sonunda en dusuk TBA degerleri KA
(0.150.01 mg malonaldehit/kg yag) ve KC (0.16+0.03 mg
malonaldehitkg yag) o&rneklerinde, en ylksek TBA
degerleri YB (0.251£0.02 mg malonaldehit’kg yag) ve YD
(0.27+£0.02 mg malonaldehittkg yag) Orneklerinde
belirlenmistir. Tahmas-Kahyaoglu ve ark. [33] krema
tereyaglarinda depolama suresince TBA degerinde artis
oldugunu saptamislardir. Baska bir arastirmada ise

kremadan Uretilen probiyotik tereyaglarinin  TBA
degerlerinin  30. gune kadar arttigi sonra azaldigi
belirlenmistir  [17]. Krema tereyagdlarinda TBA

degerlerinde ¢ok az bir degisimin olmasinin aldehit ve
keton gibi ikincil oksidasyon urunlerinin olusmadiginin
gostergesi oldugu ifade edilmistir [28].

Tereyagi ornekleri

Ozellik Giinler
YA YB YC YD KA KB KC KD

1 TE* TE TE TE 0.14 £0.00Aa 0.14 £0.03Aa 0.16+0.03Aa 0.1220.02Aa
Peroksit degeri 15 0.66+0.05Da 0.63+0.21CDa 0.50£0.07BCa 0.43+0.13Ba 0.21+0.01Ac 0.22:0.04Aa 0.22+0.02Aab 0.24120.02Ab
(meq Oslkg yag) 30 0.84£0.51Da 0.62+0.15Ca 0.60£0.11Ca 0.50+0.00BCa 0.16+0.00Ab 0.25+0.01ABa 0.25+0.06ABbc  0.26+0.02ABb

45 0.65+£0.06BCa 0.72+0.09Ca 0.60£0.14BCa 0.55+0.19Ba 0.36+0.02Ad 0.51+0.10ABb 0.39+0.04Ac 0.64+0.03BCc

60 0.70+£0.06BCa 0.78+0.06Ca 0.65+£0.15BCa  0.58+0.19Ba 0.35+0.00Ad 0.41+0.17Ab 0.30+0.06Ad 0.80+0.04Cd

1 0.17+£0.08ABb 0.17+0.08ABa 0.27+0.29Ba 0.17+0.18ABa 0.05+0.00Aa 0.09+0.05ABa 0.02+0.01Aa 0.08+0.02ABa
TBA (mg 15 0.07+0.02Aa 0.13+0.04Ba 0.15+0.06Ba 0.1120.05ABa 0.06+0.00Ab 0.14+0.04Bb 0.07+0.01Aab 0.1420.01Bb
malonaldehit/kg 30 0.13£0.00ABb 0.14:0.01ABa 0.21£0.07BCa 0.25+0.11Ca 0.07+0.00Ac 0.14+0.01ABb 0.12+0.05Abc 0.1420.02ABb
yag) 45 0.17£0.01CDb 0.15:0.01BCDa 0.10+£0.01ABa 0.12:+0.00ABCa 0.07+0.00Ad 0.15+0.03BCDb 0.08+0.05Aab 0.1820.07Db

60 0.18+£0.00BCb  0.15+0.02ABa 0.18+0.01Ca 0.1420.01Aa 0.15:0.01Ae 0.25+0.02Dc¢ 0.16+0.03ABc 0.2710.02Ec

YA: Yogurt tereyagi. Kontrol; YB: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%2) ile Uretilen yogurt tereyagi; YC: Leu. mesenteroides subsp.
cremoris (%2) ile Uretilen yogurt tereyagi; YD: Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%1) + L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%1) ile
retilen yogurt tereyagi; KA: Krema tereyagi. Kontrol; KB: L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (%2) ile Uretilen krema tereyagi; KC:
Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%2) ile Uretilen krema tereyagi; KD: Leu. mesenteroides subsp. cremoris (%1) + L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis (%1) ile Uretilen krema tereyagi. a—e Ayni stundaki farkli harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05); A—E Ayni siradaki

farkl harfler istatistiksel olarak farkhdir (p<0.05)
*TE: Tespit edilemedi

SONUGC VE ONERILER

Arastirma sonucunda, geleneksel olarak Uretilen Yogurt
tereyaglarinin  starter kaltir asilanmasiyla  Gretimi
durumunda tereyaginin oksidasyon stabilitesi Gzerinde
olumlu etkisinin oldugu gortlmustar. Nitekim oksidasyon
agisindan énemli bir kriter olan PD’nin yogurt tereyagdlari
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icerisinde karisik kultirle Uretilen ornekte en dugsik
bulunmasi ve depolama slresince ¢ok az degisim
gOstererek depolama sonunda taze tereyaginda
belirlenen degere yakin olmasi, geleneksel olarak
starter kuiltlr ilave edilmeden Uretilen yodurt tereyagi
Uretiminde starter kultdr kullaniminin  daha kaliteli
tereya@i Uretimine imkan verecegini ortaya koymustur.
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Ayrica, krema tereyaglarinda yogurt tereyadinin aksine
en yiuksek PD ve TBA degerlerinin KD &rneklerinde
belirlenmesi en uygun starter kiltir cesidinin
belirlenmesinde farkli suslarin birlikte ya da tek olarak
etkilerinin denenerek daha fazla arastiriimasi gerektigi
sonucunu distndirmektedir. Ancak depolama sonunda
hem en az oksit tadin YD 6rneginde algilanmasi hem de
genel kabul edilebilirlik agisindan en fazla begenilen
ornek olmasi [30], oksidatif bozulmanin duyusal
analizde hissedilecek diizeyde olmadigini gdstermistir.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the presence of animal tissues and plant materials in traditionally produced
fermented sausages by using histological and immunohistochemical methods, and to determine the animal tissues
that are not legally permitted. In the study, fermented sausage samples (n=18) produced by a traditional method in
Mardin (Turkey) and sold in butcher shops between January and March in 2019 were used as a test material.
Samples were taken from 5 different locations of each sausage for histological examinations, and routine histological
tissue follow-up was performed. Paraffinized sections were stained with Hematoxylin eosin, Crossmon's trichrome
and Immunohistochemical techniques. Striated muscle, collagen fibers, connective, adipose, nerve, glandular,
cartilage, bone, lung, heart, spleen tissues, blood vessels, glandular epithelium and various plant materials were
detected in the examined sections. Animal tissues that are not permitted but included in fermented sausages were
determined in all samples. It was concluded that the identification of these tissues in fermented sausage contents
individually is important and to examine fermented sausages by histological methods in terms of preventing fraud in
addition to the analyses performed for the evaluation of microbiological and chemical quality parameters, and that
foods produced locally and presented to consumption without being subjected for inspection may pose a health risk.

Keywords: Food adulteration, Histological examination, Traditional fermented sausage, Animal tissue, Plant material

Geleneksel Fermente Sucuklarin Kalitesinin Histolojik ve immiinohistokimyasal Yéntemlerle
Belirlenmesi

o0z

Bu calismada, geleneksel yontemle Uretilerek satisa sunulan fermente sucuklarin igerigindeki hayvansal doku ve bitki
materyallerinin histolojik ve immiunohistokimyasal yontemlerle belirlenerek, yasal olarak izin veriimeyen hayvansal
dokularin varliginin arastiriimasi amaglandi. Calismada 2019 yili Ocak-Mart aylarinda Mardin’de geleneksel yontemle
uUretilerek kasap duikkanlarinda satisa sunulan 18 fermente sucuk 6rnedi test materyali olarak kullanildi. Histolojik
incelemeler igin; sucuklarin her birinin 5 farkl boélgesinden 6rnekler alinarak rutin histolojik doku takibi uygulandi.
Parafinlenmis kesitler Hematoksilen eosine, Crossmon's trichrome ve Immunohistochemical teknikler ile boyandi.
incelenen kesitlerde cizgili kas, kollajen lifleri, bag doku, yag, sinir, bez, kikirdak, kemik, akciger, kalp, dalak dokulari,
kan damarlari, bez epiteli ve gesitli bitki materyalleri tespit edildi. Sucuk Orneklerinin tamaminda sucuk igerigine
katilmasina izin verilmeyen hayvansal dokularin bulundugu belirlendi. Sucuklarin mikrobiyolojik ve kimyasal kalite
parametrelerinin degerlendirmeleri i¢in yapilan analizler yaninda, igerigindeki dokularin bireysel olarak tanimlanarak
hilelerin dnlenmesi agisindan, histolojik yontemle de incelenmesinin dnemli oldugu ve yerel olarak Uretilerek denetime
tabi olmadan tiiketime sunulan gidalarin saglik agisindan risk olusturabilecegdi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Gida hileleri, Histolojik inceleme, Geleneksel fermente sucuk, Hayvansal doku, Bitki materyali
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INTRODUCTION

Alongside socio-economic factors and religious beliefs,
traditions also play a role in the consumption of meat
and meat products [1]. Fermented sausage is a
traditional meat product that is widely consumed in
many countries of the world, especially in
Mediterranean, Middle East and Southeast European
countries [2, 3]. In Turkey, fermented sausage
productions with traditional methods at homes and in
small establishments are still continuing as well as
industrially produced fermented sausages [4, 5].

According to the Turkish Food Codex Communiqué on
Meat, Prepared Meat Mixtures and Meat Products,
fermented sausages can be produced with minced
bovine and / or ovine carcass meat and fat by mixing
flavorings (salt, mustard, spice, spice extracts, aromatic
herbs and aromatic plant extracts suitable for human
consumption) and addition of offal is not permitted, and
it should be labelled in accordance with the Turkish
Food Codex Regulation on Food Labelling and
Consumer Information. In the Turkish Food Codex
Communiqué, it is also stated that sausage and similar
products cannot be produced in retail establishments
[6]. However, in the Turkish Fermented Sausage
Standard (TS 1070) prepared by the Turkish Standards
Institute, body cover fat, internal fat, tail fat, kidney fat
and fat around kidney and bovine and ovine meat, which
are separated from fat, bone, tendon, fascia, cartilage,
lymph nodules, large nerves and blood vessels, can be
used in the producing of fermented sausage [7].

Adulteration in meat products is frequently encountered
as in other food products with high economic value [8].
Such applications in processed meats are not easily
determined visually as in fresh meat. From past to
present, in order to make more profit in the production of
meat products, adulteration practices by using low-value
and not allowed tissues instead of tissues with high-
economic value have been encountered [9-11]. Animal
tissues that are not allowed in the content of fermented
sausage have been reported in several previous studies
[11-16]. In studies conducted in our country and in other
countries, animal tissues such as cartilage, glandular,
lymph and bone tissues, tendon and fascia, spleen,
tongue, rumen, salivary gland, lung and intestine were
detected in the fermented sausages [12, 13, 17-19]. In
addition to deceiving the consumer and unfair
competition, adulteration in product also has the
potential to cause health problems due to addition of
tissues such as central nervous system, which may be a
vector of infective agents or plant-based substances that
may cause allergic effects [8, 11, 20]. Although herbal
ingredients often used in most meat products, use of
plant-derived ingredients in food without specifying at
the label is not legally permitted because of their
possible allergic effects in Turkey and the European
Union countries [21, 22]. Solely chemical methods are
not sufficient to evaluate all the properties of meat
products [20]. Histological examination based on the
determination and differentiation of ingredients in
processed meat products by light or electron microscopy
is a method that has been used since the early 1900s to
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detect tissue pieces and herbal contents in meat
products and to determine the quality of meat products,
and several researchers have stated that it is a reliable
method that enables to determine even small amounts
[11, 15-17, 20, 23-25].

In Mardin (Turkey), fermented sausage is produced with
a traditional method in small butcher's shops and sold
as Mardin Fermented Sausage during the winter season
as in many other provinces in Turkey. These sausages
are offered for sale without label. There are no previous
studies on the determination of the individual tissues
and ingredients in the Mardin Fermented Sausage,
which is preferred by consumers because they thought it
is natural and nutritious. In this study, it was aimed to
determine the animal tissue and plant materials in the
content of fermented sausages produced by traditional
method and offered for sale by histological and
immunohistochemical methods and to investigate the
presence of tissues that are not legally allowed.

MATERIALS AND METHODS
Fermented sausage samples

In this study, 18 fermented sausage samples produced
in different butcher's shops in Mardin (Turkey) and
offered for sale in the same enterprise without labels
were used as test materials. Samples were collected
between January and March in 2019. Sausage samples
weighing between 300 and 400 g were delivered to the
laboratory in a container with ice batteries and
examined.

Histological and immunohistochemical analysis

Standard morphologically based techniques were used
to examine the histology of fermented sausage samples
[15]. Pieces with a cut surface of 2-3 mm and a
thickness of 5 mm were cut from 5 different areas of
each fermented sausage sample for histological
examinations. Specimens were placed in tissue follow-
up cassettes and fixed in 10% formalin solution for 12-
24 hours. Fixed tissue samples were dehydrated in
graded ethanol (70, 80, 90%, and absolute) series,
cleared in xylene. The tissues were then embedded in
paraffin wax and 4-5 ym sections were taken with a
rotary microtome (Thermo Scientific™HM 340E
Electronic Rotary Microtome). For histological and
immunohistochemical staining, 4 cuts from each sample
thus a total of 72 serial sections were taken from
paraffin blocks prepared from each of the 18 fermented
sausage samples. Different special dyes were used to
distinguish different tissue types in the sections.
Hematoxylin-eosin (HE) staining was used for general
histological examinations [26]. Crossman’s trichrome is
a connective tissue dye and has been used to
distinguish between connective tissue fiber and muscle
tissue in different organs [14, 20]. Each paraffin section
was stained with Hematoxylin-Eosin (HE) stain (18
paraffin sections) and Crossmon's trichrome (18 paraffin
sections). In addition, streptavidin-biotin peroxidase
(SABP) complex method was performed (Invitrogen,
USA) using two different antibodies including pan-
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Cytokeratin Antibody (AE1/AE3) (18 paraffin sections)
and Vimentin (18 paraffin sections).

prescribed in the commercial kit (Zymed, Histostain Plus
Kit, California, USA) to demonstrate vimentin and
cytokine activity in tissues. Primary antibodies used in

Avidin Biotin Peroxidase Complex (ABC) technique was the current study are provided in Table 1.
performed according to the standard procedure

Table 1. Characteristics of the antibodies used in this study.

Monoclonal/ Company Catalog Target Target Dilution and
polyclonal number antigen Species Incubation
Monoclonal Santa-Cruz sc-81714 pan-Cytokeratin 1/50- 1 hour
(Dallas, Texas, Antibody -
USA) (AE1/AE3)
Monoclonal LSBio LS-C40181 Vimentin Pig, Human, Monkey, 1/100- 1 hour
(Seattle, Mouse, Rat, Bovine,

Washington, ABD)

Cat, Dog, Hamster,
Horse, Rabbit, Chicken

Phosphate buffer solution (PBS) (pH 7.4) was applied to
the tissues as negative control, and primary antibodies
were applied the control tissues recommended by the
manufacturers of primary antibodies as positive control.
The 5 ym thick sections were taken on adhesive slides
with the help of a microtome from the prepared paraffin
blocks. Sections were kept in 3% H,0O; solution for 10
minutes to block non-specific antigenic sites and
washed for 3-5 minutes in PBS. The periphery of the
tissue was wiped, the tissues were placed horizontally in
a humid environment, and primary antibody was
dropped on it, and incubated for one hour then washed
for 3-5 minutes in PBS. After wiping the periphery of the
cross section, the secondary antibody (with biotin) was
dropped and incubated for 30 minutes at room
temperature. Again, it was washed for 3-5 minutes in
PBS and the periphery of cross section was wiped.
Then Peroxidase-streptavidin  was dropped and
incubated for 30 minutes at room temperature. The
slides were washed for 3-5 minutes in PBS and wiped.
While positive cells were fixed with DAB chromogen,
ground staining was done with Gill Hematoxylin for 1-3
minutes. It was later closed with entellan.

All slides were photographed with a digital camera
(Olympus DP71) and digital programmers (DP
Controller and the DP Manager) fitted to a microscope
(BX-51, Olympus) (using x10, x20, x40).

RESULTS

The histological analysis results of the examined
sections are presented in Table 2. Legally restricted
animal tissues were detected in all sausages examined
(18, 100%) along with meat and fats, which are the
allowed main contents. Skeletal muscle, connective
tissue, gland tissue, adipose tissue, bone and cartilage
tissue were remarkable in all sections (Figures 1A-O
and 2A-0).

In histological examination, herbal materials were
observed in all of the examined sections from each of
the sausage sample. Cortex of ranunculus root
parenchyma, poppy seed and root of plants were
present along with the frequently used spices such as
paprika and allspice (Figure 3).
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In the triple staining method (Crossman trichrome), one
of the applied staining methods, elastic fibers were
stained in pinkish red, nerve fibers sheaths in blue,
connective tissue and cartilage intermediate substrates
in tones of blue, and muscle and epithelial tissues were
stained in reddish tones whereas cell nuclei were
stained purplish black (Figure 1A, C, D-l, L-O). In
Hematoxylin-Eosin staining, cell cytoplasm of different
tissue types was stained in pink and red tones; cell
nuclei were stained in purple (Figure 1B, J, K).

It was shown whether the tissue types were of epithelial
or mesenchymal origin with the antibodies used in
immunohistochemical staining and cytokeratin vimentin.
As a result of staining, the positive reaction was stained
with a dark brown color (Figure 2).

DISCUSSION

In this study, skeletal muscle, adipose and connective
tissue allowed to be present in sausage samples and
animal tissues that are not legally allowed to be added
to the sausage dough were detected in all of the
fermented sausage samples. Although skeletal muscle
and connective tissue are the main components found in
sausages, the quality of sausage is closely related to the
amount of these components [9]. Although a histometric
measurement was not performed in this study, in the
microscopic examination of the preparations, the level of
the presence of connective tissue in 9 (50%) of the
samples was the same or more than the muscle tissue.
The level of connective tissue determined in this study is
quite compatible with the results of ince and Ozfiliz [19].

Although the skeletal muscle contains certain amounts
of connective tissue [17], the nutritional value of
fermented sausages containing large amounts of
connective tissue is decreased due to the fact that the
lower bioavailability of the connective tissue protein than
the muscle protein [27, 28]. In the Turkish Food Codex,
the collagen connective tissue protein is allowed to be
maximum 20% of the total meat protein in the fermented
sausage [6].
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Table 2. Histological examination results of fermented sausage samples

Sample Skeletal | Connective Adipose Collegen Nerve Glandular | Cartilage and Lung Heart Spleen Blood Glandular Plant
No Muscle* Tissue Tissue Fibres Tissue Tissue Bone Tissue Tissue = Tissue Tissue | Vessels  Epitelium | Materials
1 + + + + + + + +
2 + + + + + + + + + +
3 + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + +
5 + + + + + + +
6 + + + + + + + + + +
7 + + + + + + + +
8 + + + + + + + + + +
] + + + + + + + + + +
10 + + + + + + + + +
i + + + + + + +
12 + + + + + + + +
13 + + + + + + + + +
14 + + + + + + + +
15 + + + + + + + + +
16 + + + + + + +
17 + + + + + + + + + +
18 + + + + + + + + + +

Totai'n (%) | 18 (100) 18(100) 187(100) | 18 (100)  8(44.4) | 18(100) 18 (100) 367 2(11A) 38Ty 9 (50) §'(50) 18 (100)

*(+) indicates the presence
In the present study, nerve, glandular, cartilage, bone, determined in 88% of minced meat and 100% of

lung, heart, spleen tissues, blood vessels and glandular
epithelium were found in the investigated samples
(Table 2, Figures 1 and 2). Similarly, in studies
conducted with histological examination, it has been
reported that disallowed tissues are detected in meat
products. In several previous studies in Turkey, tendon
and ligament, nerves, cartilage and salivary gland were
found by Atasever et al. [17] in the samples of
fermented sausages offered for consumption in Konya
province; skin and digestive system epithelial tissues,
cellular structures of internal organs, cartilage and bone
were reported by Ayaz et al. [12] in the fermented
sausages sent to the Food Control Laboratory in
Ankara; Sezer et al. [4] observed epithelial tissue, sero-
mucous glandular epithelium, smooth muscle tissue,
cartilage and bone tissue in fermented sausages
produced by traditional methods in butcher's shops and
heat-treated sausages purchased from markets in Kars.
Kilig Altun et al. [18] found cartilage tissue, lymph tissue,
and connective tissue in the fermented sausage
samples offered for sale in Erzurum. ince and Ofiliz
[19] also have reported that they detected nervous
tissue, smooth muscle, tendon, ligament, bone and
cartilage tissues in fermented and heat-treated
sausages obtained from different companies.

In studies conducted in other countries; it has been
reported by Ghisleni et al. [9] that nervous tissue, blood
vessels, adipose tissue, upper digestive system
mucosa, cartilage and glandular tissues are present
besides skeletal muscle in the meat filling of tortelline,
which is a popular pasta unigue to Italy. Marcincak et al.
[29] have reported bone tissue in a traditional meat
product purchased from markets in Slovakia and the
Czech Republic, and Latorre et al. [11] have reported
presence of cartilage and lymph nodes in sausages in
Iran. Glandular and nervous tissues were also detected
in cured sausage samples in a study conducted by
Malakauskiene et al. [13] in Lithuania. In a study of
Mokhtar et al. [14] conducted in Egypt, adulteration was
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sausages, similar to this study bone, cartilage, smooth
muscle fibers, nerve cells, tendon were present in
sausages.

Similar to the results that we obtained from this study,
previous studies have shown the presence of not
allowed tissues in meat products. In this study, the
presence of bone tissue may suggest that remaining
part of meat trimmings and meat scraps are added to
the fermented sausage dough. Similarly, use of the offal
such as heart, lung and spleen with low commercial
value as well as glandular tissue with no commercial
value suggests the possible tendency gaining unfair
profit by reducing the production cost of fermented
sausage It is thought that the diversity between the
findings of the studies may be due to the differences in
production practices, the staining methods of the
histological sections and the number of examined
samples.

Ingredients of plant origin as flavoring agents have been
used in the production of fermented sausage as well as
animal tissues [6]. In this study, plant materials such as
cortex of ranunculus root parenchyma, paprika, poppy
seed, allspice, root of plants were detected in the
examined sections. Although soya was detected in all
processed meat products examined by Latorre et al.
[11], it was not detected in this study. In many countries
including Turkey, soya is in the list of substances that
cause allergies, and it is a legal requirement to be
indicated on the product's label [21, 22]. Poppy seed
was determined similar to the study conducted by
Mokhtar et al. [14] in addition to paprika and allspice,
which are frequently used by fermented sausage
producers in Mardin (Turkey). Addition of tissues such
as central nervous system, a possible vector of infective
agents, [8, 11, 20] may cause health problems and use
of plant-derived ingredients in sausages without
specifying at the label is not legally permitted because of
their possible allergic effects [21, 22].
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Figure 1. Representative examples of different types of tissues identified by microscopic analysis in fermented
sausage food preparations. A, B) Histological section shows hearth tissue (C) Spleen tissue in cross section with
connective tissue. (D) Cross section of a connective tissue and skeletal muscle(E) Glandular tissue and blood vessels
in examined fermented sausage (F) Cross section of a peripheral nerve fascicle (G, H) Spleen trabecule with skeletal
muscle and adipose tissue in examined fermented sausage. J-L) Histological section shows glandular tissue with
adipose tissue in fermented sausage. M-O) Histological section shows lung tissue with bronches. Stain of plate:
Hematoxylin and Eosin (B, J, K). Crossman trichrome stain (A,C, D-l, L-O).Bars of plate: 20 um (N), 50 um (C, K),
100um (A, B, D, F), 200 (E, G, H, |, J, L, M, O)
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Figure 2. Immunohistochemistry positivity of different animal tissue. Cytokeratin AE1/AE3 positive immunoexpression
in all glandular luminal and glandular epithelial cells of (C-G, K, M-O) with blood vessels endotel. Vimentin positive
immunoexpression in cartilage and bone tissue (B, H-J). Spleen spleen immunostained for vimentin. sinusoid wall
shows strongly immunoreactive rod-like structures running parallel to the long axis and sinusoidal endothelium is
immunoreactive (L). Stain of plate: Immunoperoxidase-3,39-diaminobenzidine (DAB chromogen and counterstained
with hematoxylin). Bars of plate: 20 um (C), 50 ym (F, K), 100 um (D, O), 200 (A, B, G, H, L, M), 500 um (E, I, J, N).
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Figure 3. A-0) Histological presentation of plant tissues in fermented sausages. C, D, F) Cortex of ranunculus root
parenchyma with starch grains. Note the yellow color additives. B, F, 1) Chromoplasts inside plant cells in paraffin
block section taken from a sausage sample prepared by adding red chili pepper to the product mortar. A, C, E, G, H,
J) Cross section of poppy seed. K) Leucoplasts in a paraffin block section taken from a sausage sample prepared by
adding allspice to the product mortar. L, M, N, O) Root of plants. Stain of plate: Crossmon's trichrome. Bars of plate:
50 um (A, E, O), 100 um (B, J, K), 200 (C, D, F, G, H, I, L, M, N)

CONCLUSION

In this study, animal tissues that are legally not allowed
to be added to the sausage dough were detected in all
of analyzed fermented sausage samples. Such fraud
practices may pose a risk for consumer health, as well
as may result in reduction in nutritional value and overall
quality of the product, economic deceit of the consumer
and unfair competition among producers. Therefore,
determination of the individual animal tissue types and
plant materials in meat products with histological
examination together with other quality control analyses
such as microbiologic and chemical methods in order to
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detect fraudulent productions is considered important for
ensuring food safety and quality.
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ABSTRACT

Turkish delight, which is produced from sugar, starch and water as raw materials and can be enriched with different
flavors and aromas, is a traditional dessert widely consumed around the world. Although there are many types of
Turkish delight, capsicum pepper powder (CPP) and natural cheese aroma (NCA) added Turkish delights are not
consumed in Turkey. In this study, the potential use of CPP and NCA in the production of flavored Turkish delights
was studied to obtain a unique taste, flavor and color, and also the physical, chemical and sensorial properties of
Turkish delights containing three different ratios of CPP and NCA were determined. For this purpose, capsicum
pepper was dried and powdered, and commercial natural Cheddar cheese flavor was used to provide cheesy
characteristic to Turkish delights. In capsicum pepper and cheese flavored Turkish delights, the ratios of CPP were
0.1, 0.3 and 0.5% (w/w) while the ratios of NCA were 6.5, 10.0 and 12.5% (w/w). The physicochemical properties
such as color, dry matter and ash contents, total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant
activities and the sensory properties of Turkish delight samples were determined. The highest L* values were found in
Turkish delights with 6.5% and 10.0% NCA concentrations (p<0.05), and L* values generally decreased with an
increase in NCA concentration. As the ratio of CCP and NCA increased, the TPC values of samples increased. The
highest TPC and antioxidant activity values were found as 27.59 mg GAE/100g dm and 6.11 pymol TE/100g dm for
Turkish delights containing 0.5% CPP, respectively. There were statistically insignificant differences among TFC
values (p>0.05). Sensory analysis results indicated that Turkish delights containing 12.5% NCA had a high
acceptability score, and CPP added Turkish delights were equally liked by panelists. In conclusion, CPP and NCA
flavorings could be used in the production of Turkish delights for the development of a novel dessert product with a
high consumer acceptability, and might provide health beneficial functional components.

Keywords: Lokum, Capsicum pepper, Antioxidant, Sensory, Phenolic

Cesnili Lokum Uretiminde Kapsikum Biber Tozu ve Dogal Peynir Aromasinin Kullanim
Potansiyeli

o0z

Lokum, hammaddeleri olan seker, nisasta ve suyun kullanimiyla dretilen, farkh tat ve aroma maddeleriyle
zenginlestirilebilen, Tlrklere 6zgu bir tathdir. Lokumun birgok ¢esidi olmasina ragmen ulkemizde kapsikum biber tozu
(CPP) ve dogal peynir aromasi (NCA) iceren lokum cesitlerinin Uretimi ve tiketimi mevcut degildir. Bu ¢alismada,
cesnili lokum tretiminde CPP ve NCA’nin lokuma farkli bir tat, lezzet ve renk veriimesi amaciyla kullanim potansiyeli
belirlenmis; g farkli oranda CPP ve NCA igeren lokumlarin fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zellikleri arastiriimistir. Bu
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amagla, kapsikum cinsi aci kirmizibiberler kurutularak toz hale getirilmis ve peynir aromali lokum Uretimi i¢in ise dogal
Cedar peynir aromasi temin edilmistir. Kapsikum biber tozlu lokuma agirlikca %0.1, 0.3 ve 0.5 oranlarinda CPP,
peynir aromall lokuma ise %6.5, 10.0 ve 12.5 oranlarinda NCA ilave edilmistir. Ardindan, elde edilen lokumlarin renk
(CIELAB), kuru madde, toplam fenolik madde igerigi (TPC) ve toplam flavonid igerigi (TFC) ile antioksidan aktivite gibi
fizikokimyasal 6zellikleri ile duyusal 6zellikleri belirlenmistir. En yuksek agiklik-koyuluk (L*) degerleri %6.5 ve 10.0
oraninda NCA igeren gesnili lokum 6rneklerinde saptanmis (p<0.05), NCA ¢esnili lokumlarda konsantrasyon artisi ile
L* degerleri genel olarak azalmigtir. Peynir aromali ve biber tozlu lokumlarda CPP ve NCA konsantrasyonu arttik¢a
TPC degerlerinin arttigi belirlenmistir. En yiiksek TPC ve antioksidan aktivite degerleri %0.5 CPP igeren lokum igin
sirasiyla 27.59 mg GAE/100g km ve 6.11umol TE/100g km olarak bulunmustur (p<0.05). TFC degerleri arasinda
istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir (p>0.05). Duyusal analiz sonuglarina gére, %12.5 NCA iceren lokumlarin
kabul edilebilirlik skoru ylksek bulunmus ve CPP gesnili lokumlar ise panelistler tarafindan esit derecede
begenilmistir. Sonu¢ olarak, CPP ve NCA cesnilerinin, yiksek tiketici kabulliine sahip yeni bir tath Grininin
gelistirilmesi icin lokum Uretiminde kullanilabilecedi ve sagliga yararli fonksiyonel bilesenler saglayabilecegi

belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Lokum, Kirmizibiber, Antioksidan, Duyusal, Fenolik

INTRODUCTION

Turkish delight, a traditional dessert, has existed in
Anatolia and Ottoman lands since the 15th century
when its name was announced to the world as “lokum”,
and has been widely consumed by many people with a
great pleasure. Various types of lokum products have
been developed since then. Originally, flour and honey
were used to flavor Turkish delight products; however,
starch, sugar and various flavorings are widely used in
their production. Depending on the type of Turkish
delight, dried and chopped fruits or nuts such as
peanuts, hazelnuts, almonds, flower petals or food
grade pine resin can be added to these main
ingredients. Sometimes, natural colorants or essences
specific to foodstuffs may be included in lokum
formulations. Besides being attracted by the consumers
and being the leading gift on special days or occasions,
lokum may be good for health especially in curing or
relieving various diseases like sore throat [1-3].

Capsicum pepper (Capsicum annuum L.) is a produce
native to the tropical and subtropical countries of
America, and in addition to its widespread use as a
spice, it has a wide range of physiological and
pharmacological effects on human health [4, 5].
Nadeem et al. [6] reported that the polyphenols of
capsicum pepper may protect the body from oxidation
caused by free radicals and reactive oxygen while its
consumption stimulates the formation of bile and
increases the secretion of bile acids that are important
for the elimination of cholesterol from the body. They
stated that besides being an excellent source of vitamin
C and vitamin A, it is a good source of vitamin B6, folic
acid, beta-carotene and fiber, and it contains an
anticoagulant that prevents blood coagulation and
reduces the risk of heart attack. Its lycopene content is
important in reducing the risk of some types of cancer
[6]. The red color of capsicum pepper comes from a
mixture of carotenoid group color substances especially
from the capsanthin and others carotene, capsorubin,
zeaxanthin, cryptoxanthin and lutein, and the amount of
color substances in the fruit is between 0.3 and 3.8%
[7]. Many varieties of capsicum pepper exist, and it is an
important vegetable in global cuisines, with plenty of
vitamin C [5]. Capsaicin, which is known as an appetizer
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enhancer and diuretic, has many pharmacological
effects including analgesic, antigenotoxic, antioxidant,
antimitogenic and anticarcinogenic, and it may reduce
the plasma lipid concentration while stimulating
digestive secretions and facilitating digestion [8].

Gelling agents (e.g. starch), sugar, acidity regulators
and water are used in the production of Turkish delight.
Starch is one of the most important components used in
lokum production due to its high water holding capacity
and by giving Turkish delight products their desired
consistency. In order to eliminate the risk of synerisis
(water release), some gelling agents can be added to
starch [1, 9]. Also, sugar is one of the most important
raw materials used in Turkish delight production. Sugar
contributes to the formation of gel structure as well as
adding sweet taste and structure to lokum products [10,
11]. Acidity regulators in Turkish delight production are
used to hydrolyze sucrose and provide the appropriate
pH for gel formation. Citric acid is widely used and
preferred as an acidity regulator in lokum production.
Incorporation of ground hazelnuts, peanuts, walnuts and
dried fruit pieces into Turkish delight products for the
development of unique consistency and natural flavor
are called seasoning or flavoring. Seasonings are
generally added to the Turkish delight at the last stage.
Seasonings such as ground hazelnuts, coconuts,
pistachios and walnuts can also be used as coating
materials in Turkish delight [3, 10, 12].

To the best of our knowledge, there is no study in the
literature on the physical, chemical and sensory
properties of Turkish delight flavored with CPP or NCA.
In this study, it was aimed to develop innovative Turkish
delights that are naturally colored and healthy with high
bioactive properties by using CPP or NCA as flavorings
and to determine the physicochemical and sensorial
properties of lokum products developed.

MATERIALS AND METHODS
Materials
Fresh capsicum peppers (strongly hot) used in the

production of CPP flavored Turkish delights were
obtained from a local producer in Sanhurfa (Turkey),
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and natural cheddar cheese aroma (Bogazi¢i Kimya ve
Gida San. Tic. Ltd. $ti., Tekirdag, Turkey) was used for
the NCA added Turkish delights. Also corn starch (inci,
Emin Gida Pazarlama San. ve Tic. Ltd. $ti., Istanbul,
Turkey), sugar and powdered sugar (Petek, Nar Gida
Maddeler San. ve Tic. Ltd. S$ti., Konya, Turkey) and
drinking water (Nazli, Aydin, Turkey) were used in the
production of Turkish delights. Lemon juice is obtained
by squeezing the juice of fresh lemons obtained from a
national market in Burdur (Turkey).

Chemicals used in analyses were Trolox®, diammonium
salt of ABTS, sodium acetate.3H.O, Folin-Ciocalteu
reagent, gallic acid, catechin, AICl;.6H,O, NaOH from
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany) and sodium
carbonate from Riedel-de Haen (Germany). NaNO; and
ethanol (HPLC grade) were supplied from Merck
(Darmstadt, Germany).

Methods
Turkish Delight Production

For capsicum pepper powder production, peppers were
washed, separated from foreign materials and unwanted
parts prior to drying. Then, capsicum peppers were cut
into four equal pieces longitudinally and placed on an
aluminum foil. Pieces of capsicum peppers were dried
by natural convection in a preheated oven (FN 500,
NuUve, Ankara, Turkey) for 5 hours at 85°C. Dried
capsicum peppers were powdered by a coffee grinder
and were sieved with a 0.250 mm mesh opening sieve.

For the production of Turkish delights, table sugar (400
g) and drinking water (400 mL) were mixed by mixer
(Arzum AR1069 Cust Mix Stand Mixer, Istanbul,
Turkey). After corn starch (60 g) was dissolved in
drinking water (50 mL), fresh lemon juice (10 mL) was
added. Preliminary studies indicated that for the CPP
flavored Turkish delight production, 0.1, 0.3 and 0.5%
concentration of CPP were required for the development
of desired hot character in lokum products, and it
needed to be included into the mixture at the last 3 min
until it reached a homogeneous consistency. Initially, the
mixture of sugar, water and lemon juice was transferred
to a fryer (Tefal Actifry Express, France) and subjected
to heat treatment at 180°C for 50 min to produce the
final Turkish delight dough. Cooking time and aroma
ratios were decided according to the pre-sensory
determinations by a laboratory group to get acceptable
levels of taste and consistency. After each Turkish
delight dough sample was ready in the frier, it was
poured into a glass square bowl, previously covered
with a mixture of corn starch and powdered sugar (1:1,
w/w). Then, the surface of lokum products was
smoothed and covered with this mixture, cooled and
molded.

The same production procedure was used for the
cheese flavored Turkish delights. In the preliminary tests
for cheese flavored Turkish delight production, freeze-
dried fresh white cheese powder was used but cheese
flavor was unable to be detected sensorily in a final
product because of the evaporation of aromatic
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substances at a high temperature during production. As
the ratio of freeze-dried cheese powder was increased,
undesired cheese flavor (similar to spoiled cheese) was
detected. Unfortunately, any desired lokum product
could not be obtained because of high temperatures
used during lokum production. Since trials with freeze-
dried cheese powder were unsuccessful, fat-free fresh
cheese was included into lokum formulation at the first
stage of production, but lokum sample had a taste and
consistency similar to “hosmerim” dessert, which is
widely consumed in the Balikesir region of Turkey. It
was concluded that the production of Turkish delight
with natural cheese aroma would be more appropriate.
Natural Cheddar cheese aroma was used in the
following trials, and cheese aroma was added at the last
3 min of the process since the cheese aroma was
significantly lost during production. The ratio of cheese
aroma was adjusted to be felt in mouth at an acceptable
level in the final product during preliminary trials. In NCA
flavored Turkish delight experiments, with the addition of
6.5, 10.0 and 12.5% cheese aroma, the desired cheese
flavor was achieved and these concentrations were
considered as acceptable.

Determination of Dry Matter and Ash Contents

Since Turkish delight contains sugar, and water
molecules are formed during drying at temperatures
higher than 100°C, drying was carried out at 70°C for
the determination of dry matter content. Drying
continued until a constant weight was obtained [13]. For
the ash content determination, Turkish delights were
divided into small pieces and approximately 10 g were
weighed into each porcelain mortars. In order to prevent
samples from foaming, pre-drying process was applied
in an oven at 150°C. Then, temperature was increased
gradually at an hour interval, and the samples were
burned at 550°C. Ash contents of samples were
determined gravimetrically [13].

Color Analysis

Color analysis was performed by a colorimeter device
(Konica Minolta Chroma Meter, CR-400, Japan) in
CIELAB system (L*, a*, b*). Color measurements were
achieved for each sample before it was covered by corn
starch and powdered sugar in a glass square bowl. In
the color measurements of products, L*, a* and b* color
parameters were determined by taking the average of at
least three measurements from the top and middle parts
of the samples.

Preparation of the Extracts

In order to prepare the extracts, Turkish delight samples
(10 g) were weighed, cut in small pieces by a sharp
knife. Samples were put into a volumetric flask and 70%
(v/v) aqueous ethanol solution (50mL) was added (1:5,
w/v). Then, the top of each flask was sealed with
parafim and aluminum foil. In order to obtain a
homogeneous mixture, it was mixed in the orbital shaker
(Widhshake, Daihan Scientific Co. Ltd., Korea) for 90
min at 250 ppm, followed by ultrasonication in an
ultrasonic water bath (WUCDO6H, Daihan Scientific Co.
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Ltd., Korea) for 30 min. Homogeneous mixture was then
transferred into Eppendorf® tubes, and micro-
centrifuged (WiseSpin, CF-10, Daihan Scientific Co.
Ltd., Korea) at 13,500 rpm for 2 min. Supernatants were
used in following analyses.

Total Phenolic Content (TPC)

“Micro-adapted Folin-Ciocalteu” method was used in the
determination of total phenolic content [13]. For this
purpose, supernatants (0.5 mL) were put into test tubes
and Folin Ciocalteu agent (2.5 mL) was added into each
tube. 3 min after the reaction started, 2 mL of 20%
Na,COs solution was added and the mixture was kept in
the dark for 2 h. At the end of this period, the
absorbance values of samples were obtained at 760 nm
wavelength by a spectrophotometer (Optizen Pop,
Mecasys Co., Ltd., Daejeon, Korea), and results were
expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) per 100 g
Turkish delight samples.

Total Flavonoid Content (TFC)

Total flavonoid content was determined according to the
method of Zhishen et al. [14]. In this assay, catechin
solution was prepared at 20, 40, 60, 80 and 100 mg/L
concentrations and used to obtain a calibration curve.
The extract or standard (1 mL) was mixed with distilled
water (4 mL) and 5% NaNO; (0.3 mL) was added. After
5 min, 0.3 mL of 10% AICI; was added to the mixture
and waited for a min. Then, 2 mL of 1M NaOH added.
Immediately after, 2.4 mL of distilled water was added to
the mixture and it was shaken vigorously. The resulting
pink color was read at 510 nm wavelength by a
spectrophotometer, and results were expressed as mg
catechin equivalent (CE) per 100 g Turkish delight
sample [13].

Antioxidant Activity (ABTS)

Antioxidant activity was determined with the ABTS (2,2'-
azinobis- (ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) method
of Miller et al. [15]. This method is based on the principle
of determining the color of the ABTS + radical formed as
a result of the oxidation of ABTS'+ at a certain
wavelength, and the result is expressed as the “TEAC
value” (Trolox® equivalent antioxidant capacity) [15].
Specifically, 7 mM ABTS diammonium salt was solved
in water and treated with 2.45 mM potassium persulfate,
and the mixture was left at room temperature for about
12-16 hours until it became a dark blue color (stock
solution). Stock solution was added with ethanol until
the absorbance value of 1.10+£0.05 was obtained. 150
pL of supernatant was added with 2850 pL of working
solution and left in the dark for 30 min. Absorbance
values were read in a spectrophotometer at a
wavelength of 734 nm. The linear calibration curve was
obtained with Trolox® solution, and results were
expressed as pmol Trolox® equivalents (TE) per 100 g
Turkish delight samples.
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Sensory Analysis

In sensory analysis, Turkish delight samples containing
three different concentrations of CPP and NCA were
subjected to the ranking test [16]. Students (n=12) at the
Department of Food Engineering in Burdur Mehmet Akif
Ersoy University (Burdur, Turkey) were used as
panelists. During the analysis, samples were presented
to panelists in white plastic plates coded each by a
random three-digit number. The panelists were asked to
rank the samples according to their liking as stated by
Altug Onogur and Elmaci [16].

Statistical Analysis

Each experiment was run in triplicates while chemical
and physical analyses in this study were performed in
duplicates for each sample. For statistical evaluation,
analysis of variance (ANOVA) was applied to the data
by SAS package program (The SAS System for
Windows 9.0, Chicago, USA) and statistical differences
were determined. The statistical difference of means
was obtained by the Duncan multiple comparison test at
the level of a=0.05. Results were expressed as
meanzstandard deviation.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, CPP and NCA flavored Turkish delights
were produced (Figure 1) and dry matter, ash, color,
total phenolic, total flavonoid contents and antioxidant
activities of the Turkish delights were determined. The
results of the analyses are presented below.

Color Analysis

The color parameters (L*, a* and b*) of Turkish delights
produced with CPP and NCA are presented in Table 1.
According to Table 1, the color L* values of CPP
flavored Turkish delights changed insignificantly by CPP
concentration (p>0.05). Inverse relationship between the
L* values and the NCA concentration in Turkish delights
were observed. Among the NCA added Turkish delights,
the lowest L* value was determined for the samples
added with 12.5% NCA (31.02) (p<0.05). The highest L*
value of the Turkish delight was determined for the
samples containing 6.5% of cheese aroma (40.41);
however, its difference from the L* value of 10% NCA
added sample was found statistically insignificant
(p>0.05).

The highest a* value was found in Turkish delights
containing 0.3% of CPP (9.12) (p<0.05) while it reduced
slightly in samples containing 0.5% of CPP (8.21).
Higher a* values are indicator for an increase in red
colored pigments of Turkish delight samples. The a*
values of NCA added Turkish delights were generally
low than those of CPP added Turkish delights (p<0.05).
The highest b* value (4.90) was determined for the
Turkish delights containing 0.3% of CPP. Like the a*
values, the b* values of NCA added Turkish delights
were generally lower than those of CPP added samples
(p<0.05). By an increase in NCA concentration, the color
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of samples turned from yellow to blue based on
decreased b* values.

Hayoglu et al. [17] demonstrated that the addition of 17-
19% pomegranate arils was ideal for the production of
Sultan-type Turkish delights. They reported the L* value
of pomegranate aril added Sultan Turkish delights as
79.55, while the color a* and b* values were 0.11 and
7.61, respectively. Adding cornelian cherry as a natural
coloring agent to Turkish delights during storage,
Akpunar [18] found the L* values of samples as between
30.70-62.3. Also, the color a* values ranged from -1.7 to
14.10 and b* values from 5.0 to 13.5. Adding black
grape and sour cherry fruit syrups into Turkish delights,
Batu and Arslan [19] reported that the L* values of
samples varied from 24.43 to 41.10, a* values from -
4.08 to 4.37, and b* values from 1.63 to 3.20 while the a

A

-

D

S

E

* value decreased as the concentration of sour cherry
syrups increased from 2.5 to 7.5%.

In a study by Ozen et al. [20], traditional Turkish delights
were colored by the concentrate of black carrot juice,
and L* values from 26.02 to 27.13, a* values from 4.8 to
6.4 and b* values from -1.20 to -0.28 were reported
during storage (0-15 day) at different temperatures (12-
30°C). Kaya et al. [21] produced Turkish delights with
pomegranate juice, and reported that the L* values of
samples varied from 27.43 to 43.94, the a* values from -
0.66 to 14.45 and b* values from -1.67 to 4.08.
According to literature studies, it can be said that the
color values of Turkish delights with different flavorings
vary in a wide scale, and color values generally have a
good agreement with the results of the current study.

hd

F

Figure 1. Turkish delight samples produced with capsicum pepper powder (A, 0.1%; B, 0.3% and C, 0.5%) and
natural cheese aroma (D, 6.5%; E, 10.0% and F, 12.5%)

Table 1. Color properties of Turkish delights flavored with CPP and NCA

Flavor Flavor concentration (%) L* a* b*
0.1 32.84+1.43%  2.99+0.72¢ 0.78+0.49¢
CPP 0.3 33.08+0.85%  9.12+0.70* 4.90+0.244
0.5 33.66+0.57%  8.21+0.33° 2.53+0.30°
6.5 40.41£0.44*  0.54+0.04° -0.08+0.71°
NCA 10.0 38.18+2.37%  0.57x0.12°P -0.25+0.25°
12.5 31.02+1.83%  -0.15£0.10° - 0.85+0.37°

AD: Different letters in a column show statistical differences among means (p<0.05).

Dry Matter and Ash Contents

Results for the dry matter and ash contents of Turkish
delights produced with CPP and NCA flavorings are
given in Table 2. According to Table 2, the dry matter
content of Turkish delights containing 10% NCA was
94.00% and the sample containing 0.5% of CPP had a
dry matter content of 91.92%. Differences in dry matter
contents among Turkish delights were found statistically
insignificant (p>0.05).

In a study [22] on the properties of four unpackaged
Turkish delight samples obtained from two different
locations in Canakkale (Turkey), the dry matter contents
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of samples were reported to vary between 78.4 and
93.0%.

Table 2. Dry matter and ash contents of Turkish delights
with CPP and NCA flavorings

Flavor Concentration Dry matter content
(% wiw) (%)
0.1 93.58+0.04%
CPP 0.3 92.31+0.08*
0.5 91.92+0.21%
6.5 93.87+4.494
NCA 10.0 94.00+£0.03*
12.5 93.08+0.49*

A. Different letters in a column show statistical differences among
means (p<0.05).
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In another study [17], the dry matter and ash contents of
Sultan-type Turkish delights with pomegranate arils
were determined as 86.39% and 0.29%, respectively.
Akpunar [18] added cornelian cherry as a natural
coloring agent to Turkish delights, and reported that the
dry matter of samples ranged from 90.33 to 98.8 and
ash contents from 0.07 to 2.16 during storage. Kaya et
al. [21] produced pomegranate juice added Turkish

delights and reported dry matter values ranging from
80.55 to 84.82%.

TPC, TFC and Antioxidant Activity Values
The TPC, TFC and antioxidant activity values of Turkish

delights produced with CPP and NCA flavorings are
demonstrated in Table 3.

Table 3. Total phenolic (TPC) and flavonoid contents (TFC) and antioxidant activities of Turkish delights

produced with CPP and NCA flavorings

Flavor Concentration TPC TFC Antioxidant activity
(% wiw) (mg GAE/100g dm) (mg CE/100g dm) (umol TE/100g dm)
0.1 15.23+1.32° 6.03+3.99% 3.18+0.05¢
CPP 0.3 24.60+1.05° 8.25+2.374 5.46+0.55°
0.5 27.59+1.23* 10.18+2.15* 6.11+0.18"
6.5 14.83+2.76° 15.31+4.78* 2.19+0.20°
NCA 10.0 15.45+1.66° 12.09+5.98* 2.12+0.21°
12.5 18.05+1.19¢ 13.84+5.60" 2.36+0.11°

AD: Different letters in a column show statistical differences among means (p<0.05).

According to Table 3, the highest TPC was found as
2759 mg GAE/100 g dm for the Turkish delights
containing 0.5% CPP (p<0.05). Among the CPP added
samples, the difference was found statistically significant
(p<0.05), and the lowest TPC value was found for 0.1%
of CPP added Turkish delights as 15.23 mg GAE/100 g
dm. The highest TPC among the NCA added Turkish
delights was found for 12.5% of NCA added samples as
18.05 mg GAE/100g dm (p<0.05). TPC values were
generally increased by an increase in the concentration
of flavorings.

The TFC value of Turkish delights containing 0.5% CPP
was 10.18 mg CE/100g dm, and it was 6.03 mg
CE/100g dm for the samples containing 0.1% CPP
(p>0.05). While the TFC value of 6.25% NCA flavored
Turkish delights was determined as 15.31 mg CE/100g
dm, it was found as 12.09 mg CE/100g dm for 10% NCA
(p>0.05). Generally, the TFC values of samples
increased with an increase in CPP concentration, and
they decreased with an increase in the concentration of
NCA. On the other hand, differences in TFC values
among Turkish delights were found statistically
insignificant (p>0.05).

The highest antioxidant activity was determined as 6.11
pmol TE/100g dm in Turkish delights containing 0.5%
CPP (p<0.05). The lowest antioxidant activity among
CPP added samples was found as 3.18 ymol TE/100g
dm for Turkish delights with 0.1% CPP addition
(p<0.05). The difference in the antioxidant activities
among NCA added Turkish delights was found
statistically insignificant (p>0.05).

Batu and Arslan [19] added black grape and sour cherry
fruit syrups into Turkish delights and found that the TPC
and antioxidant activity values of samples increased
with an increase in flavoring concentration from 2.5 to
7.5%. Kaya et al. [21] reported the TPC values of
Turkish delights with pomegranate juice between 201.33
and 760.33 mg GAE/Kkg. In the presents study, as the
CPP concentration increased in Turkish delights, their
TPC and antioxidant activity values also increased,

which indicated that these results were

agreement with the literature.

in good

Sensory Analysis

Results of the sensory analysis for Turkish delights
produced with CPP and NCA flavorings are given in
Table 4.

Table 4. Sensory analysis results of Turkish delight
samples with CPP and NCA flavorings

Flavor  Concentration (% w/w) Ranking score
0.1 2.08+0.9084

CPP 0.3 2.00+0.85°4
0.5 1.92+0.7984
6.5 1.92+0.7984

NCA 10.0 1.58+0.67°
125 2.50+0.80"
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AB: Different letters in a column show statistical differences among
means (p<0.05).

Ranking score for 0.1% CPP flavored Turkish delights
was determined as 2.08, while it was 1.92 for the 0.5%
CPP added Turkish delights (p>0.05). It was found that
liking scores decreased with an increase in CPP
concentration; however, the difference in ranking scores
among CPP flavored Turkish delights was found
statistically insignificant (p>0.05), which indicated that
panelists liked samples equally.

While the ranking score for the 12.5% NCA flavored
Turkish delights was 2.50, it was 1.58 for the samples
containing 10% NCA. The difference between the
ranking scores of these samples was found statistically
significant (p<0.05). In a study on Turkish delights
produced by the addition of cornelian cherry as a natural
coloring agent, Akpunar [18] reported that the highest
desirability in sensory analysis was found for the
samples which contained 12.2% cornelian cherry pulp.
Batu and Arslan [19] found that Turkish delights
produced with 2.5% fruit juice concentrates had the
highest acceptability score on appearance, color,
aroma, and overall acceptability.
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CONCLUSION

Although there are many types of Turkish delights, CPP
and NCA flavored Turkish delights are neither produced
nor consumed in Turkey. In this study, potential use of
CPP and NCA in the production of Turkish delights as
flavorings were determined. Dry matter and ash
contents, color analyses, total phenolic and total
flavonoid contents, antioxidant activity and sensory
analyses were carried out to determine the
characteristics of these potentially novel types of Turkish
delights. When the lightness values were considered,
the highest value was determined for the Turkish
delights with 6.5 and 10.0% NCA addition, and it
decreased with an increase in the concentration of NCA.
The lightness values of the NCA added samples were
generally higher than those of the CPP added samples.
In terms of TPC values, as the ratio of CPP and NCA
increased in formulation, TPC values increased, and the
highest value was found as 27.59 mg GAE/100 g dm for
Turkish delights containing 0.5% CPP. According to the
results of TFC, it was 15.31 mg CE/100 g dm for Turkish
delights containing 6.5% NCA flavoring. In terms of the
total antioxidant activities of Turkish delights, the highest
value was found as 6.11umol TE/100g dm for Turkish
delights containing 0.5% CPP. According to sensory
analyses, Turkish delights containing 12.5% of cheese
had a ranking score of 2.50. CPP flavored Turkish
delights, which might have a different taste (hot and
sweet) for general consumers, equally liked by
panelists, and its ranking score decreased slightly as its
concentration increased. In the current study, healthy,
naturally colored and sweet Turkish delight samples
were produced, and these novel products could be
potentially produced by the lokum industry and attract
consumers’ appreciation. With high bioactive properties,
Turkish delights with CPP flavorings may be more
beneficial as a traditional food and providing added
value to the food industry and economy.
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Laktik asit bakterileri (LAB) disik GC igerigine sahip, Gram pozitif, spor olusturmayan, hareketsiz, fakultatif anaerob,
asidik ortama dayanikli ve gesitli besinleri fermente etme yetenegindeki bakterilerden olusan bir gruptur. Bu grup
genellikle probiyotik ve starter kultir olarak kullanilan bakterileri icerir. “Duzenli araliklarla kimelenmis kisa
palindromik tekrarlar (CRISPR)” ve “CRISPR iligkili Cas proteinleri’"den olusan CRISPR/Cas sisteminin kesfi ile bu
konuda yapilan ¢alismalar hiz kazanmis ve genom diizenlemeleri kolayca yapilmaya baslanmistir. S6z konusu sistem
yardimiyla yapilan genom dizenlemeleri ve sistemin diger genetik mihendisligi yontemleriyle birlestiriimesi, LAB’Iin ve
probiyotiklerin endustri ve klinikte kullanimina yonelik yeni bir ¢idir agacaktir. Bu derleme, CRISPR/Cas sisteminin
genel isleyisi, LAB’ta hangi sistemlerden olustugu, biyoteknoloji ve genetik muhendisligindeki mevcut uygulamalari ile
gelecekteki potansiyel uygulamalari konusunda genis bir bakis agisi saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, CRISPR/Cas sistemi, Biyoteknoloji, Genetik muhendisligi

Utilization of CRISPR/Cas System of Lactic Acid Bacteria in Biotechnology and Genetic
Engineering

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of low-GC content, Gram-positive, facultative anaerob, non-motile, non-spore-
forming, acid tolerant bacteria that can ferment various nutrients. This group of bacteria mostly contains starter
cultures and probiotics. Discovery of “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)” and
“CRISPR-related Cas” proteins accelerated studies pertaining to the subject and provided a simplified genom editing
mechanism. Genom editing via CRISPR/Cas system and combination of this system with other genetic tools will
break new ground on industrial and clinical applications of lactic acid bacteria and probiotics. This review aims to
provide an insight on how CRISPR/Cas system works, which types of CRISPR/Cas system lactic acid bacteria and
probiotics contain, how it is applied to biotechnology and genetic engineering as well as the future potential
applications.

Keywords: Lactic acid bacteria, CRISPR/Cas system, Biotechnology, Genetic engineering

GIiRIS biri olan, dizenli araliklarla bolinmus kisa palindromik

tekrarlar (CRISPR) ve CRISPR ile iligkili sistem (Cas)
Bakteriler ve arkealar, virlis ve plazmid istilalarina karsi proteinleri (kisaca CRISPR/Cas Sistemi) DNA ya da
pek ¢ok direng mekanizmasi gelistirmislerdir. Bunlardan RNA’y1 keserek fajlara ve diger hareketli genetik

303


https://orcid.org/0000-0001-5843-6868

0. Kahraman llikkan Akademik Gida 18(3) (2020) 303-311

elementlere (MGEs) karsl koruma saglarlar. Bu sistem,
insanda yasayan kommensal ve patojen bakterilerden,
toprak ve gidalarda bulunan bakterilere kadar farkl
ekolojik  cevrelerde bulunan mikroorganizmalarda
mevcuttur [1]. Bu teknoloji ilk kez 1987°'de E. coli'de
tespit edilmis, ancak Streptococcus thermophilus
bakterisinde fajlara karsi olusturulan adaptif bagisiklik
sisteminin temel bileseni oldugu gdsterilerek biraz daha
aydinlatiimistir [2,3]. Bakterilerin kendilerini korumak igin
gelistirdikleri  CRISPR/Cas  mekanizmasi cesitli
arastirmalarda gen  ekleme-cikarma,  epigenetik
yaklasimlar, hastalik modelleri gibi genomda kolayca
dizenleme yapmayi saglayacak bir yaklasim olarak
biyoteknoloji c¢alismalarinda kullaniimaya baslanmistir

[4].

Laktik asit bakterileri (LAB), Firmicutes ve Actinobacteria

filumlar igerisinde yer almaktadir [5]. Firmicutes
fiumundaki LAB, Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella genuslarini igerirken,
Actinobacteria filumu ise LAB’tan Atopobium ve
Bifidobacterium genuslarini igermektedir [5-7]. LAB
disik GC igerigine sahip, Gram-pozitif, spor
olusturmayan, hareketsiz, fakiltatif anaerob ve asite
dayanikli, basil ve kok morfolojisindeki bakterilerden
olusan bir gruptur [5,8,9]. Bu bakteriler solunum yollari,
gastrointestinal sistem, agiz boslugu, vajinal bosluk gibi
cesitli habitatlarda, ayrica sut Urunleri, et ve sebze gibi
ortamlarda bulunabilirler [5]. LAB’In baz tirleri
endUstride starter kultlr olarak kullaniimakta, bazilari ise
probiyotik  6zellik gostermektedir. Dolayisiyla, bu
mikroorganizma gruplari stt Grlnleri, fermente gidalar
ve gastrointestinal sistem gibi ortamlarda fajlara veya
yabanci DNA’ya maruz kalmalari nedeniyle dogal olarak
CRISPR/Cas sistemine sahiptirler. Lactobacillus cinsinin
%62.9'u, Bfidobacterium cinsinin %77’si ve
Streptococcus thermophilus tiri %100 oraninda
CRISPR/Cas sistemini igermektedir [2,10]

Genetik olarak modifiye edilmis probiyotik ve LAB'I
olusturmak, probiyotik besinler yoluyla asi uygulamasina
yonelik potansiyellerini arttirmak, endustride starter
kiltir ozelliklerinin iyilestiriimesi, konagin bagisiklik
cevabinin  duzenlemesi gibi amaglarla genetik
muihendisligi  yontemleri CRISPR/Cas sistemi ile
birlestirilerek c¢alismalar yapilmaktadir. CRISPR/Cas
sistemi bunlarin yani sira, LAB’In gastrointestinal
sistemden geciste yasam sansini arttirmak, konakgida
kolonizasyon, asit ve safra dayaniklihgr ve
sindirilemeyen oligosakkaritlerin  katabolizmasi  gibi
probiyotik 6zelliklerin guiglendiriimesine yardimci olabilir
[10]. Bu derleme CRISPR/Cas sisteminin genel isleyisi,
LAB’'ta ve probiyotik bakterilerde simdiye kadar
aydinlatiimis mekanizmalari ayrica biyoteknoloji, genetik
muhendisligi ve endulstrideki potansiyel uygulamalari
Uzerine bir bakis agisi sunacaktir.

CRISPR/Cas SISTEMI

CRISPR/Cas sistemi bakterilerin %45‘inde bulunurken,
LAB’In %63 Gnde bulunmaktadir. LAB’ larda bu sistemin
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¢ok olmasinin sebebi, muhtemelen fajlara ve mobil
genetik elementlere ¢ok fazla maruz kalmalandir
[11,12]. Bu sistem sayesinde yabanci DNA'ya ait ufak
DNA pargaciklari CRISPR lokusundaki CRISPR
tekrarlar arasina katiir. CRISPR lokuslari genetik
pozisyonu, tekrar sekanslari ve Cas genlerine gore
CRISPR1, CRISPR2, CRISPR3 ve CRISPR4 olarak
siniflandirilirlar [13]. CRISPR/Cas sistemi neredeyse her
bakteride degisiklik gdsterebilir ancak bir CRISPR
lokusu temel olarak su kisimlardan olusur (Sekil 1):

Tekrar Dizileri (DR): Bu diziler tirler arasinda
degisiklik gosterebilen ve RNA sag tokasi (hairpin loop)
yapisinin olusumuna katkida bulunan dizilerdir. Bu
dizilerin arasina aralik (spacer) dizileri girer. 20-38 nt.’lik
genellikle palindromik dizilerden olugurlar ve bir
genomda ~600 tekrara kadar bulunabilirler [9, 14, 15] .

Aralik (spacer) DNA Bolgeleri: Bakterileri enfekte
eden faj ya da plazmit tarzi istilacilardan kazaniimig
bagisiklik olusturulmasi amaciyla alinan dizilerdir. Bu
diziler PAM sekanslarina bitisik olarak bulunurlar [14,
16].

Lider dizisi: Lider dizisi transkripsiyonun baslama
noktasidir. Acik okuma cercevesi icermez ve
korunmamistir [14, 16].

Cas Genleri: CRISPR dizisine yakin yerde bulunurlar
ve Cas proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerin 6zelligi
endonukleaz, ekzonukleaz, helikaz aktivitesi
gostermeleridir. Cas proteinleri dort fonksiyonel gruba
ayrilmaktadir [17];

a) Yeni immun markerlarinin alimini ve kromozoma
entegrasyonu icin rekombinaz ve nlkleaz aktivitesi
gosteren proteinler. Orn; Cas1 ve Cas?2

b) CRISPR RNAlari igslemek igin riboniikleazlar

c) Kaskat, Cas9, Cmr ve Csm igeren crRNP
kompleksine katilan proteinler
d) Yabanci hareketli mobil genetik elementlerin

parcalanmasi igin Cas3, Cas9 gibi niikleazlar

Son siniflandirmaya goére CRISPR/Cas sistemi, 2 sinif
(Class 1 ve Class 2), 6 Tip (I-VI) ve 33 alt tipten
olusmaktadir [18]. Bu sinif ayinmi Cas genleri
kompozisyonu, gen sinteni ve tekrar dizileri, DNA/RNA
parcalanmasindan sorumlu crRNA-efektdr kompleksine
gore yapilmaktadir (Kaskat, Csm veya Cmr) [2, 16, 19].
Sinif 1 CRISPR-Cas sistemi, coklu protein efektor
kompleksi icerir ve 6-10 arasi Cas proteini, buylik bir
kaskat ya da Cmr kompleksi ile beraber hareket eder.
Sinif 2 CRISPR-Cas sistemi ise tekil protein efektor
kompleksinden olusur ve Cas9, Cas12 veya Cas 13 gibi
proteinleri igerir [16, 20]. Tip 1, 3 ve 4, Sinif 1 CRISPR-
Cas sisteminde yer alirken, Tip 2, 5 ve 6 Sinif 2
CRISPR-Cas sisteminde yer almaktadir.

CRISPR/Cas sisteminde Tip 1, Tip 2 ve Tip 5 de DNA
hedeflenirken, Tip 6 da RNA, Tip 3’ de ise hem RNA
hem de DNA hedeflenmektedir. Tip 4 ise henilz
deneysel olarak aydinlatiimamistir [21]. Bu kadar ¢ok
cesitli tipte CRISPR/Cas sistemi olmasina ragmen, s6z
konusu sistem temel olarak su slreglerden olusur [2, 15,
16, 18, 22]:
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CRISPR Operonu

CRISPR arrayi

Tip 1 CRISPR/Cas Sistemi

tekrar spacer

=P COEDCECRCRCI R~ ]

CRISPR Kaskat Kompleksi

" Tip2 CRISPR/Cas Sistemi tekrar spacer
EERE o [ oo [on oo Dogmmm
¢ Tip3 CRISPR/Cas Sistemi tekrar spacer
Cevto ] e Lo Lons [eomt Loms Lome [ oo Log
Sekil 1. Tip 1, Tip 2, Tip 3 CRISPR/Cas lokus ve array sistemi [13]
Adaptasyon: etmek istemesidir. Adaptasyon stirecine Cas1 ve Cas2

CRISPR/Cas sisteminde ilk basamak adaptasyondur.

Adaptasyon sureci kabaca iki adimdan olusur:

a) Istilaci DNA’sindan protospacer (protoaralik)
sekansinin segimi

b) Protospacer sekansinin CRISPR dizisine katilimi.

Protospacer ifadesi, yabanci DNA’da bulunan ve
spacer-repeat-spacer  (aralik-tekrar-aralik)  dizisine
henlz katilmamis hedef DNA'yl ifade eder. Bu dizi
spacer-repeat-spacer dizisine katildiginda artik spacer
olarak ifade edilir [1, 2]. Yeni spacer sekans aliminin
sebebi organizmanin otoimmiiniteyi engellemek igin
kendinden olan ve kendinden olmayan DNA'yi ayirt

kompleksi aracilik eder [2] (Sekil 2).

Tip 1 ve Tip 2 sisteminde spacer alimi, PAM dizisi ile
gergeklesir. PAM dizisi protospacera bitisik 2-4
nikleotidlik bir settir ve hedef DNA’nin taninmasini
saglar. PAM sekansi turden tlre degisiklik gosterebilir
ama baz Lactobacillus tirlerinde su sekilde oldugu
tahmin edilmektedir; L. casei; 5-tGAAAA-3, L.
rhamnosus; 5-aGAAA-3’, L. gasseri; 5-cTAACc-3, L.
jensenii; 5’-tGGc-3’, L. pentosus; 5-gTTAAT-3’ [16]. Tip
3 ise PAM igermeyen bir mekanizma kullanmaktadir.
Spacer dizilerinin tekrarlar arasina katilmasinda DNA
tamir mekanizmasi rol oynamaktadir [2].

Faj va da plazmid DNA's:

PAM
s
P ‘ casl, cas2
Z
=
k3
-
Cas operonu lider spacerl spacer2 spacerd
|4 e —
tekrar tekrar tekrar
@
8 Pre-crRNA
s Te-cr
o
=
@ \/\/—\/
E
S
[}
g / l \
4
o
i
. 3 tracrRNA Ti 3
Tlpl Tip2 8— P casé
i crRNA
Kaskat crRNA '
2 erRNA
g ' tracrRNA Cmr/Casl0
E Csm/Cas10
E '
B g 9 def
cas ——— e ——  Hede
Hedef oommSiopmmml IDS; Hedef DNi
DA “!3 5 DNA veya RNA

Sekil 2. Tip 1, Tip 2, Tip 3 CRISPR/Cas Sistemi [2]
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Ekspresyon/Biyogenez Basamagi:

Ekspresyon basamagi 3 kisimdan olusur:

a) Cas geni ve CRISPR ekspresyonunun diizenlenmesi
b) Cas kompleksi olugsumu
C) pre-crRNA
olgunlagmasi

(6ncul/olgunlagsmamis-crRNA)

Ekspresyon basamaginin ilk agsamasinda spacer-repeat-
spacer dizisinin crRNA’lara (pre-crRNA) transkripsiyonu
gerceklesir. Pre-crRNA transkripsiyonu lider sekansi
icerisinde bulunan Pcrispr promotoru ile yonlendirilir.
Daha sonra islenerek olgunlastirilan crRNA’lar crRNA-
efektér  kompleksine  katilir.  Kaskat = kompleksi
proteinlerini kodlayan genlerin (CasABCDE)
transkripsiyonu ise, cas genleri upstream bdlgesinde yer
alan ve polisistronik transkript (Kaskat: Csel, Cse2,
Cas7, Casb ve Cas6e) olusturan Pcas promotoru
tarafindan yonlendirilir. Ayrica, CRISPR/Cas
promotorlarinin susturulmasinda H-NS DNA baglanma
proteininin  yer aldigi gosterimistir [2]. Tip 2
CRISPR/Cas  sisteminde  pre-crRNA,  tracrRNA
yardimiyla islenir ve igerdigi sekans pre-crRNA'ya
komplementerdir. Cas9, tanima (REC) lobu sayesinde
crRNA: tracrRNA kompleksini taniyarak baglanir. Bu
asamada RNaz |l bu kompleksi tekrar-antitekrar
bolgesinden  keserek  bireysel = crRNA-tracrRNA
birimlerine donustirir [3]. Cas9, crRNA: tracrRNA
kompleksine bagh kalarak Tip 2 crRNA efektor
kompleksi olusturur (Sekil 2).

CRISPR interferansi:

CRISPR interferansi ¢ok basamakli bir islemdir. crRNA’
nin Cas proteinleri ile bir denetleme kompleksi olusturup
onu istilaci nukleik asitlerde ki PAM ve protospacer
cekirdek sekansina yonlendirmesiyle baslar.
Protospacer genelde bir dsDNA iken, Tip 3-B sisteminde
ssRNA’ dir. Tip 2 ve Tip 3-B sisteminde hedef sekansin
kesilmesi Cas/crRNA ribonlkleoprotein  kompleksi
aracihdir, buna karsin Tip 1 ve Tip 3-A sistemi Cas
nukleaza ihtiya¢g vardir. Tip 1 sisteminde denetleme
kompleksi dsDNA’ya baglanir ve kesim gerceklesir. Tip
2 sisteminde, Cas9/crRNA/tracr RNA kompleksi hedefe
baglanir ve kesim gergeklesir. Tip 3-A sisteminde,
Csm/crRNA kompleksi ve Csm6 proteini dsDNA'ya
baglanir ve kesim gercgeklesir. Tip 3-B sisteminde ise,
Cmr/crRNA kompleksi komplementer RNA’ yi1 keser
(Sekil 2).

Tip 1 CRISPR/Cas sistemi

Tip 1 CRISPR/Cas sistemi, I-A ile |-G arasinda 7 alt tipi
icerir [9]. Tip 1 molekiler mekanizmasina Kaskat
(CRISPR associated complex for antiviral defense
cascade) kompleksi ve Histidin/Aspartat (HD) domaini
iceren bir Cas3 nikleaz eslik eder [2, 15] Cas3, Tip 1’in
imza proteinidir ve alt tip proteini Tipl-A’da Cas8a, Tip1-
B’'de Cas8b, Tip 1-E'de Cas8e seklindedir (Sekil 1a).
Ancak, Tipl-D Cas10d alt tip proteinini icerir [23].
CRISPR dizisinin transkripsiyonu ile olusan oncul
crRNA’lar (pre-CRISPR RNA) tekrar-spesifik
endoribonuikleaz Cas3 ile kesilir ve bu reaksiyon kisa
crRNA’lar olusturur (Sekil 2). Bunlar Kaskat kompleksi
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ile birleserek hedef DNA’'da (virls ya da plazmit) yer
alan komplementer protospacer’t bulmak igin kullanilir.
Cas8, crRNA tarafindan taninan hedef dizinin upstream
kisminda yer alan kisa dizi motifini tanir (PAM). PAM
sekansi olmadan komplementer crRNA’lar hedef DNA'yi
bulamaz. Tip 1-C’de pre-crRNA Cas5 ile kesilir [2].

Son asamada, Kaskat komplesi/hedef DNA olusumu
Cas3 nukleaz aktivitesini tetikler bdylece plazmit ya da
bakteriyofajin hedef DNA’sinda ssDNA kirigi olusturulur

ve parcalanma baslar. Hedef DNA igerisinde bir
“cekirdek dizi (seed sekans)’ tanimlanmistir ve
crRNA/DNA dubleksinin 5" ucundaki ilk 8 bazin

bagisiklik icin kritik oldugu gdsterilmistir. Bu sekansta
meydana gelen mutasyonlarin bakteriyofajlari, E. col’
nin CRISPR immunitesinden korudugu gdsterilmigtir.
Bununla beraber, gekirdek sekansinin 6. nikleotidinde
meydana gelecek herhangi bir mutasyonun bu
immuniteyi etkilemedigi gosterilmistir [15].

Tip 2 CRISPR /Cas sistemi

immiinite fonksiyonlarini gergeklestirmek igin Cas9 imza
proteini, Csn2 (Tip 2-A’da) (Sekil 1b) veya Cas4 (Tip 2-
B’de) alt tip proteinleri, spacer dizisi, PAM dizisi, hedef
DNA’'ya komplementer 17-20 nukleotidlik crRNA ve
tracrRNA (trans-aktivate edici crRNA)dan olusan
sgRNA’ya (tek-rehber RNA) ihtiya¢ duyar [23]. PAM
dizisi, CasQun PAM-baglanma domaini tarafindan
taninir ve hedef dizinin downstream bolgesinde bulunur.
TracrRNA’ nin iki bdlgesi mevcuttur; i) Cas9 ile
birlesmesine aracilik eden sekonder yapi olusturan
bolge, ii) CRISPR dizisinin tekrar dizisine komplementer
olan bdlge. TracrRNA ve 6ncul-crRNA dsRNA olusturur
ve bu kompleks RNaz Il ile kesilir. Kesim drGnleri,
kiigik crRNA rehberleridir (guide crRNA). Cas9'da iki
nikleaz domaini mevcuttur; RuvC/RNazH ve
McrA/HNH. Bu domainler, istilaci DNA’sinda crRNA
spesifik dsDNA kiriklari olusturur. McrA/HNH, baz
eslesmesi olan ipligi keserken, RuvC/RNazH ayriimis
olan ipligi keser ki, burada bir kit u¢ olusturulur. DNA
hedefinin  taninmasi Cas9'un PAM dizisine
baglanmasiyla baslar, sonrasinda DNA ipligi PAM
dizisinin hemen upstream bolgesinden agilr, r-loop
olusumu ve spacer sekansinin 6-8. bazlari arasina denk
gelen DNA hedefi kesimi gergeklesir [2,15].

Tip 3 CRISPR /Cas sistemi

Tip 3 CRISPR sisteminde 3-A ile 3-F arasinda 6 alt tip
mevcuttur [9]. Casl0 imza proteini, Csm6, Cmr, Csx10
alt tip proteinlerinden olusur [23]. Tekrar spesifik
endoribonuklaz olan Cas6, pre-crRNA’ yi, pre-crRNA
tekrarindaki stem loop yapisinda bulunan bazdan keser.
Tip 3 alt tipine gore (Tip 3-A, Tip 3-B), Cas6 kesimiyle
elde edilen kigik crRNA’lar, Cas 10/Csm veya Cas
10/Cmr kompleksine transfer edilir. Daha sonra, crRNA
bu kompleks igerisinde bir olgunlasma islemine tabi
tutulur. Bu islemde 3' ucu 6 nukleotid aralikla kesilir.
Genel olarak, Tip 3-A sistemi, 9 farkh Cas/csm geni
icermektedir (Sekil 1c). Tip 3-B ise 6 farkh Cas
proteininden (Cmr 1, Casl0, Cmr3, Cmr4, Cmr5 ve
Cmr6) olugsmaktadir. Tip 3 sisteminde, Cas10 kompleksi
endoribonikleaz ve endodeoksiribonikleaz aktivitesi
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gOsterir ve Cas10 palm domaini kalip olmayan DNA
kesiminden sorumludur. Simdiye kadar higbir ¢alismada
Tip 3 sisteminin PAM dizisi ihtiyacina rastlanmamistir [2,
15].

LAKTIK _ASiT BAKTERILERI VE P_ROBiYOTiK
BAKTERILERDE CRISPR/Cas SISTEMI

LAB'ta CRISPR/Cas sisteminin bulunma orani tirden
tire degisiklik gostermektedir. Ornegin; L. reuteri %17,
L. crispatus %96 ve L. delbrueckii %93 oraninda bu

sisteme sahiptir [9]. LAB'ta en c¢ok rastlanan
CRISPR/Cas tipi Tip 2'dir, daha sonra Tip 1 ve ¢ok az
da Tip 3’e rastlanmaktadir [9, 18]. Genel olarak
rastlanan alt tipler ise 2-A, 2-C, 1-F ve 1-E’ dir (Tablo 1)
[24]. 1-E ve 1-F alt tiplerinde genler kiimelenmis ve Tip
1-E’ de CRISPR1 ve CRISPR2, Tip 1-F’de CRISPR3 ve
CRISPR4 olacak sekilde iki tekrar dizisi ile sikica
cevrelenmistir. iki sistemde benzerdir ancak Tip 1-E 8
gen (cas3, csel, cse2, cas7, casb, casbe, casl, cas2),
Tip 1-F 7 gen (casl, cas2—-cas3, csyl, csy2, csy3,
cas6f) icermektedir [21, 25].

Tablo 1: Bazi laktik asit bakterilerinin CRISPR/Cas sistemi tipleri, alt tipleri, spacer sayilari ve tekrar dizileri [24]

- CRISPR/Cas Sistemi  Spacer L

Tar Tipi- Alt tipi Sayisi Tekrar Dizileri (DR) GenBank/RefSeq  Kaynak

Lactobacilus sakei DS4 A, 1IC 26 GCTATTGTTTCCTTCAACATTCGGTTAAGATGAAAT CP025839.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacilus buchneri 1A, IF, I-E 25 GTATTCCCCACGTACGTAGGGGTGATCC NC_018610.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus gasseri I1-A 9 GTTTTAGATGGTTGTTAGATCAATAAGGCTTAGATC CP021427.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacilus bulgaricus ~ I-E 40 GTATTCCCCACGCAAGTGGGGGTGATCC NC_008054.1 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus acidophilus ~ I-E 32 GGATCACCTCCACATACGTGGAGAAAAT NC_006814.3 NCBI/ CRISPRFinder
Lactobacillus casei I-C, II-A 20 GTTTTCCCCGCACATGCGGGGGTGATCC NC_008526.1 NCBI/ CRISPRFinder
f;:fg;’;ﬁ,fj:s I11-A, 11-C, II-A, I-E 32 GTTTTGGAACCATTCGAAACAACACAGCTCTAAAAC CP006819.1 NCBI/ CRISPRFinder
Pediococcus acidilactici I1-A 33 GTTTCAGAAGGATGTTAAATCAATAAGGTTAAGATC CP015206 NCBI/ CRISPRFinder
Pediococcus pentosaceus  II-A 1 TGACTTCCTGAATCTAACTGTTGAACGCCAC NC_008525.1 NCBI/ CRISPRFinder

BIYOTEKNOLOJI VE GENETIK

MUHENDISLIGINDEKi UYGULAMALARI

Genetik rekombinasyonda kullanilan CRISPR/Cas9
sistemi iki komponentten olustur, gRNA (rehber RNA) ve
Streptococcus pyogenes Cas9 (SpyCas9). gRNA’ lar,
komplementer hedef DNA'ya baglanacak Ozellikte
dizayn edilmistir ve kesim icin 3 NGG PAM sekansi
SpyCas9'a rehberlik ederek, PAM sekansinin 3 baz
yukarisindan kesim yapmasina yardimci olur [26].
Ancak, CasQun bazi bakteri tirlerine toksik oldugu
gorilmastir bu nedenle alternatif olarak Cas12a (Tip 5-
A), Cas9 varyantt ThermoCas9 ve ya C2cl/2/3 de
kullaniimaktadir [6, 26, 27].

CRISPR interferans (CRISPRIi) ve CRISPR aktivasyon
(CRISPRa) ifadeleri, CRISPR ile yapilan gen susturma
ve gen aktivasyonu igin kullaniimaktadir [28, 29]. Cift
iplik kesim aktivitesi engellenmis dCas9 (aktif olmayan
Cas9), tek-rehber RNA (single-guide RNA) sayesinde
hedeflenen genomik bolgelere baglanir, ancak kesim
yapmaz. Bdylece transkripsiyon susturulur ya da aktive
edilir. dCas9, Cas9u kodlayan genin katalitik
rezidulerinde (D10A ve ya H840A) meydana gelen
mutasyonla saglanmaktadir [10, 12, 13].

CRISPR-Cas9 genom modifikasyon yontemi okaryotlar
ve bazi model bakterilerde genis oranda kullaniimasina
ragmen, LAB’ta henlz c¢alismalar baslangig
asamasindadir [9,30]. Gen ekleme ve gikarmayi etkin
sekilde gergeklestirebilecek genetik araglarin azlidi,
LAB'In  biyoteknolojik  uygulamalarina  sinirlama
getirmistir. Bu nedenle, diger genom diizenleme araglari
CRISPR/Cas sistemine entegre edilerek genom
dizenlemede yeni bir tasarim  olusturulmasi
saglanmaktadir [6,31]. Genom dizenleme igin bir
bakteride endojenik CRISPR/Cas sistemi olmasi sart
degildir. Eger endojenik CRISPR/Cas sistemi yoksa,
genetik muihendisligi ile olusturulan ekzojenik formu
(sgRNA: Cas9), genom dizenleme igin gerekli olan

hedeflenen rehber RNA igeren bir plazmite eklenebilir
[10] (Tablo 2). Simdiye kadar, LAB’ta sadece tip 1 ve tip
2 sistemi endojenik CRISPR temelli gen dizenleme igin
kullanilmistir. Ancak, L. salivarus ve L. ruminis tip 3
sistemine sahiptir ve LAB’ta ilk tip 3 sistemi endojenik
CRISPR temelli gen diizenleme araci olusturulabilir.

Cas9 temelli genom diizenleme, L. reuteride ssDNA
rekombinasyonu ile, L. plantarum’da  dsDNA
rekombinasyonu ve plazmid-temelli homolog
rekombinasyon ile, L. lactis’de plazmid-temelli homolog
rekombinasyon ile beraber olusturulmustur [6, 32]. L.
reuteride, hedefe yonelik mutasyon olusturma
uygulamasi yiksek etkinlik oraniyla basariimistir (99-
100%) [6, 33]. CRISPR-Cas sistemi, ssDNA
rekombinasyonu uygulamasini ileriye tasiyarak, wild-
type (mutasyon igermeyen) hicrelerin  6limuanin
gerceklesmesini, dolayisiyla mutantlarin  etkinliginin
artmasini saglamistir. Clinkii Cas9 tarafindan meydana
getirilen DNA kiriklari tamir edilememekte, bu da wild-
type hicrelerin elemine edilmesini kolaylastirmaktadir.
Bu sayede, 1 kb'a yakin delesyon ya da bir kodon
mutagenezi gergeklestirilebilir [6]. Cas9, ayni zamanda
Streptococcus thermophilus ve L. lactis'te buyik
hareketli genetik elementlerin c¢ikariimasi igin de
kullanilimisgtir [13,33]. Streptococcus pyogenes Cas9
(SpyCas9) ise, Mn?* iyonlari variginda DNA'y1 rehber
RNA (sgRNA) olmadan kesebilir [34].

Cas9'da bulunan RuvC ve HNH domainlerinden birisinin
katalitik aktivitesi inhibe edilerek tek iplik DNA kiriklarina
neden olan nikaz mutantlari olusturulabilir (nikaz Cas9n-
D10ACas9) [4, 12]. L. casei’ de bir nikaz varyanti olan
CRISPR-Cas9® % jle nikaz-temeli Cas9 (nCas9)
dizenlemesi olusturulmustur. Bu genetik arag, tek bir
adimda transformasyonu saglayarak tek-gen ¢ikariimasi
ya da eklenmesine olanak saglayan etkin bir arag
olmustur. Genis bir konakgl oranina sahip plazmid
pLCNICK genom dizenleme igin diger Lactobacillus
trlerine adapte edilme potansiyeline sahiptir [31].
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Calismalarda, coklu rehber RNAlar (gRNA) nCas9 ile
rastgele olacak sekilde genoma yollanip, hedeften hig
sapmaya neden olmadan cift iplik kesimi saglanmistir

[9].

Prokaryotlarda, @ CRISPR/Cas sistemi tarafindan
meydana gelen gift iplik kiriklarina yénelik saglam bir
tamir sisteminin olmayisi, bu sistemin antimikrobiyal
ajan olarak kullanilmasina da olanak saglamaktadir.
Diziye 06zgu spesifik yodnlendirme sayesinde bazi
bakterilere karsi 6limcul hasarlar verilebilir. Yapilan bir
calismada, CRISPR antimikrobiyallerinin %99 dizi
benzerligi olan iki E. coli tirinG bile ayirabildigi
goriimastir [2]. Bazi Lactobacillus tirlerinde de
homoloji  yonlendirmeli  tamir  sisteminin  (HDR)
yoklugundan dolayi, bakteriler CRISPR/Cas ile
olusturulan c¢ift ipliklik kiriklarina duyarhdir. Bu nedenle,
faj temelli RecE/T, CRISPR-Cas9 sistemi ile birlestirilmis
ve L. plantarum WCFS1 ve L. brevis ATCC367'de etkili
bir genom dlzenleme araci olusturuimustur. Bu
yontemle, tek gen delesyonu %50-100 arasinda
basariimistir [35].

Lactococcus lactis’ de endojenik CRISPR/Cas sistemi
bulunmamaktadir, ancak ekzojenik Cas9 mihendisligi
basarli bir gsekilde calismaktadir. Bir ¢alismada
olusturulan ve pLABTarget adi verilen Cas9-sgRNA
ekspresyon vektori ile, L. lactissde cas9 hedef
calismalarinin gergeklestiriimesine olanak saglanmistir
[36]. L. lactis ile vyapilan diger bir g¢alismada,
CRISPR/Cas9 yontemi, upp ve galK gen lokuslarinda
nokta mutasyonu olusturmak igin kullaniimis ve % 75'in
Uzerinde basari elde edilmistir [37].

IiLE FILOGENI

CRISPR-Cas SISTEMI

CALISMALARI

CRISPR/Cas sistemi, son zamanlarda LAB’ta suslar
arasindaki filogeni ve karakterizasyon calismalarinda
kullaniimaktadir [38, 39]. Tekrar-aralik-tekrar dizleri ve
Cas genleri kullanilarak CRISPR-temelli tiplendirme
artik tiplendirme ydntemleri arasinda potansiyel olarak
gérilmektedir. Ozellikle endistriyel starter kdltiirlerin,
probiyotik bakterilerin, hayvan kommensali turlerin ve
problematik patojenlerin tiplendiriimesinde kullaniimasi
icin calismalar mevcuttur [2, 14].

CRISPR-Cas SISTEMi ILE PROBIYOTIK VE
ENDUSTRIYEL OZELLIKLERIN GELISTIRILMESI

LAB’In genetik mihendisligindeki uygulamalarinin yani
sira, probiyotik 6zelliklerinin gelistiriimesi, endustride ve
klinikte degisik uygulamalarinin olusturulmasi igin de
yine CRISPR/Cas teknolojisi kullaniimaktadir [33].
Ekzopolisakkarit (EPS) Uzerine yapilan bir galismada,
tek nukleotid mutasyonu gergeklestirmek igin, endojenik
CRISPR/Cas yontemi, hedefe ybdnelik rehber RNA ve
mutasyonu tasiyan donér kalip sekansi iceren bir
plazmid ile bilestirilmis ve farkh bir EPS olusturulmustur.
EPS (zerine bu tarz degisiklikler, fermente Urinin
reolojik ve organoleptik karakterini degistirmektedir [10].
L. gasseride bshA promotor sekansinin
dizenlenmesiyle bshA transkripsiyonu artmig, bdylece
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bakterinin safra tuzlarini pargalama yetenegi artiriimistir
[10]. Bfidobacterium longum subsp. longum bakterisine
bir karbohidrat hidrolaz eklenmesiyle bakterinin galakto-
oligosakkarit katabolizmasina olanak saglanmistir [40].
Clostridium tyrobutyricum’ da bulunan Tip 1-B sistemi,
¢oklu genom dizenleme amaciyla bir platform gorevi
gorerek, cat1 geninin alkol dehidrogenaz genleriyle yer
degistirmesi neticesinde (adhE1 ve adhE2) kesikli
fermantasyonda n-butanol uretimi basarili bir sekilde
arttinimistir [12].

L. rhamnosus suglarinin  mukozaya
yeteneklerinin kargilastinldig genomik analiz
calismalarina goére, spaCBA gen kimesi adezyon
faktori olarak tanimlanmistir. spaCBA’nin adezyonda
gorev alip almadigini dogrulamak amaciyla, CRISPR-
Cas yontemi spaC'yi ¢ikaracak sekilde dizayn edilebilir
ve adezyon fenotipi azaltilabilir [12].

baglanma

LAB’ta son zamanlarda tanimlanmis olan ve konak-
mikrop  etkilesiminde, bagirsak enflamasyonunun
dizenlenmesinde onemli yeri olan ylzey tabaka
proteinleri de gelecekte CRISPR/Cas genom
mihendisligi igin bir hedef olacaktir. Dolayisiyla,
gelecekte “CRISPRbiyotik” olarak tanimlanan ve
probiyotik Ozellikleri gelistiriimis yeni nesil bakterilerin
olusturulmasi s6z konusudur [9].

CRISPR-Cas SISTEMI ILE ASI GALISMALARI

Gelecek yillarda, Cas 9 nikleaz, sgRNA ve donor DNA
iceren Cas9 plazmidi (pCas9) yardimiyla, mukozal asi
uygulamalarinin  gelistirimesi  ve  agizdan  asl
uygulamasinda probiyotiklerin kullaniimasi
disUndlmektedir. Yontem, laktik asit bakterinde biyo-
terapotiklerin tasinmasi ve probiyotik bakterilerde asi
amagcl antijen ekspresyonu icin basarli bir sekilde
denenmistir [10,20]. Yine benzer bir calismada, agiz
yoluyla asi uygulamasi igin probiyotik ve Okaryotik bir
maya olan Saccharomycess boulardii’nin rekombinant
formu olusturulmustur. Mayada ovalbumin Uretecek
sekilde bir gen degisimi yapilmistir. Bu proteinin
bagirsak bariyerinden kolay gegebilmesi igin C-terminal
ucuna Clostridium  perfringens  enterotoksininden
claudin-hedefleme dizisi eklenerek (CPE), OVA-CPE
(Ovalbumin- C-CPE) fuzyon proteini olusturulmustur.
Yine ura3 oksotrof mutantt maya olusturmak igin
CRISPR/Cas9 sistemi ile gen delesyonu yapilmis ve
olusturulan flzyon protein geni bu rekombinant mayaya
aktariimisgtir. Fare denemeleri sonucunda, serumda IgG
ve IgA seviyesinin kontrol grubuna goére arttig
gOzlenmistir [41].

CRISPR-Cas SISTEMi ILE FAJLARA DIiRENGLI
STARTER KULTUR SUS GELISTIRILMESI

Firmicutes filumu igindeki LAB’larin bazilar starter kultdr
ya da probiyotik olarak kullaniimaktadir [5]. Dolayisiyla,
bu mikroorganizma gruplan fermente gidalar ve
gastrointestinal sistem gibi ortamlarda fajlara veya
yabanci DNA'ya maruz kalmaktadirlar [42]. Ozellikle,
peynir yapim sureglerinde bakteriyofajlarin laktik asit
bakterilerine saldirarak verimi disurdigu bilinmektedir
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[43]. Bu nedenle, genetik muihendisligi ydntemleri
kullanilarak faj-direncli starter kulttrler olusturulmaktadir
[42, 43]. Ancak, gelecekte biyoinformatik araglar ile
spacer (aralik) dizileri analiz edilebilir, suglara 6zgu fajlar
taranabilir endustride veya klinikte fajlara daha dayanikli
starter kulturlerin ya da probiyotik bakterilerin elde
edilmesinde genetik muhendisligi yontemleriyle beraber
kullanilabilir [9]. Genetik modifiye LAB, ayni zamanda
gida UrUnlerinin tekstir ve tat profillerini gelistirmek
amaciyla da kullanilabilir [9].

GENETIGI
GUVENLIGI

DEGISTIRILMIS LAB’LARIN

Gidalara katillan herhangi bir madde saglik agisindan
sorun teskil etmiyorsa "generally recognised as safe"
(GRAS, genellikle glvenli olarak kabul edilen) olarak

tanimlanir ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) bu
onaydan sorumludur [27]. Genetidi degistiriimis LAB
suglar, daha stabil, daha verimli ve yuksek canlilik
oranina sahip olabilmesine ragmen, suana kadar
sadece genetigi degistiriimemis LAB’lar FDA onayina
sahiptir [27]. LAB’larin térapétik protein Uretmesi ve asl
olarak kullanilabilmesi bu bakterilerin potansiyellerini
glcglendirmektedir. Ancak, ne kadar efektif olurlarsa
olsunlar, insanlarin genetik modifiye mikroorganizmalari
kabul etme orani dusuktir [27]. CRISPR-Cas9 genetik
miidahale metodu USA’da belli bir seviyede kabul
gérmesine ragmen, Avrupa’da heniz diger genetik
modifikasyon metotlarindan ayirimi  yapilmamisgtir.
Avrupa Birliginde suan kabul gbéren genom
modifikasyon yontemleri dodal metotlar (konjugasyon,
faj transdiiksiyonu veya dogal kompetans) ve rastgele
mutagenez galismalaridir [27].

Tablo 2. LAB’ ta CRISPR/Cas yontemi ile yapilan uygulama &rnekleri

Mikroorganizma Uygulama CRISPR-Cas yontemi Referans
;Soljgzﬁ?ectenum longum subsp. Filogenigalismalan CRISPR/Cas lokus ve arrayi [33, 38]
;Soljgzﬁ?ectenum longum subsp. Karbohidrat metabolizmasinin arttirilmasi Endojenik CRISPR/Cas (I-E) [10]
Lactobacillus gasseri bshA transkripsiyonu arttirma ve safra tuzlannin pargalanmasi Endojenik CRISPR/Cas9(II-C) [10]
Streptococcus thermophilus EPS tretiminin arttinimasi Endojenik CRISPR/Cas9 (Il-A)  [10]
Lactobacillus casei Delesyonlarve gen insersiyonlari olusturmak Ekzojenik- SpyCas9P104 [31]
Lactobacillus crispatus _Plazm_ld temelli yeniden programlag_m_lgt|p_1_-E 5|s:tem| lle Endojenik Cascade-Cas3 [20]
insersiyon, delesyon ve tek baz degdisimlerinin saglanmasi
Lactqbacnﬁusp,'antamm, Lactobacillus  RecE/T yardiml CR\?F.’R-C.asQ ile tek gen delesyonlariya da Ekzojenik- spyCas9 [35]
brevis kromozomal gen degigimleri
Cas8 yardimh dsDNA ve ssDNA rekombinasyonuile gen
Lactobacillus plantarum susturma, insersiyon ve nokta mutasyonlar. Bu yéntemle N- Ekzojenik- spyCas9 [44]
asetilglukozamin Gretimi (GlcNAc)
. . Cas? diizenleme araci ile birlestirilimis ssDNA rekombinasyonu —
Lactobacillus reuteri ile yuksek etkinlikte rekombinant segimine olanak saglanir Elkzojenik- spyCas9 [9.32]
Streptococcus thermophilus 8. kb-1 92 kb. ara5|r_1dak| genpmlk ada delesyonlariigin tip2-A Endojenik sth3Cas9 [45]
sistemi yeniden dizenlenmistir
Lactococcus lactis MG1363 pLABTarget Ekzojenik- spyCas9 [35]
Clostridium tyrobutyricum n-btanol Gretimi Endojenik tip 1-B sistemi [12]
Lactobacillus rhamonosus spaCBA adezyon 6zelliginin arastinimasi CRISPR/Cas8 [12]
Lactococcus lactis Nokta mutasyonu, upp ve galK genleri CRISPR/Cas8 [37]
Probiyotik bakteriler Mukozal ya da agizdan asi sgRNA ve donor DNA iceren [10, 20]

Cas9 plazmidi

SONUG

CRISPR/Cas sisteminin gelistiriimesi her alanda yeni
denemelere ve uygulamalara olanak saglamaktadir. Bu
sistemlerin, LAB ile olusturulacak biyoteknoloji ve
genetik muhendisligi alanindaki uygulamalarda yerini
alabilmesi icin pek ¢ok calisma yapilmaktadir. LAB’ta
CRISPR/Cas sisteminin kullanimi, endistride Grln
ozelliginin arttirlmasinin yani sira “farkli bir kullanim igin
yeniden tasarlama” seklinde de olmaktadir. Ancak,
CRISPR/Cas sistemi ile yeni nesil ve yeni 6zelliklere
sahip endustriyel suslar gelistirilirken, hala Cas9
ozgulligundeki eksiklik nedeniyle hedeflenen genomik
bdlgenin haricinde, istenmeyen hedef disi DNA
bolgelerinin kesime ugramasi ve etik problemler, her
alanda oldugu gibi bu alanda da sistemin kisitlayicihigini
olusturabilmektedir. Yine de c¢alismalar arttikga bu
problemler de ¢6ziime ulasacaktir.
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Bor, endustri ve tarimda yaygin olarak kullanilan ve ¢evrede dogal olarak bulunan bir bilesik oldujundan birgok
arastirmaci tarafindan ilgi odagi olmustur. Bu makalede, icme suyu, gidalar ve farkli kaynaklardan kaynaklanan bor
maruziyetinin insan ve hayvanlar Uzerindeki etkileri ve gesitli gidalarin bor miktarlari verilmistir. Bor bilesenlerine
insanlar ve hayvanlar oral, solunum ve temas yoluyla maruz kalmaktadir. Maruziyet sinirlari bu bilesenlerin etkileri
tizerinde oldukca &nemlidir. Onerilen miktarlarda viicuda alinan borun cesitli metabolik, beslenme, hormonal ve
fizyolojik streclere etkisi de@erlendirildijinde, insanlarda temel bir besin 6gesi olmasa da diyet agisindan dnemli
oldugu ve hiicresel fonksiyonlarda olumlu etkileri oldugu kanitlanmistir. Hem hayvan hem de insanlar igin bor alimi
<1.0 mg/gin dizeyinde oldugunda olumlu etkilere sahipken fazla alinmasinin sakincali olabileceg@i bilinmektedir.
Onemli bor kaynaklar olarak giinlik diyette meyve, sebze, kabuklu yemis ve bakliyatlara yeterli miktarlarda yer
verilmelidir. Ayrica igme suyu da yetigkin bireyler icin birincil bor kaynagidir. Hayvanlar Gzerinde borun gelisimsel ve
ureme toksisitesine iliskin veriler dogrultusunda kanserojenligine dair net bir kanit yoktur. Bor vicuttan kolayca
atilabilen bir element olup kanserojen veya mutajen oldugunu gosteren bir veri bulunmamaktadir. Bor bilesenlerinin
diyet gereksinimleri, metabolik fonksiyonlari, terapétik uygulamalari ve énemli diizenleyici etkileri lizerinde daha fazla
calismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Borat, Borik asit, Bor toksisitesi, Borun etkileri

Toxicological Evaluation of Boron Compounds Taken from Food and Environment
ABSTRACT

Since boron is widely used in industry and agriculture and naturally found in environment, it has been the focus of
attention by many researchers, recently. In this review, in addition to the effects of boron exposure from different
sources on humans and animals, the amounts of boron in various foods and recommended boron intake levels are
also summarized. Humans and animals are exposed to boron components through oral consumption, inhalation and
skin contact. Exposure limits are very important on the effects of these ingredients. Even though boron is not essential
for humans, it is important for diet and cellular functions. In case of taking recommended amounts to body, it was
shown that it had positive effects on metabolic, nutritional, hormonal and physiological functions. It is known that
boron intake of >1.0 mg/day may be beneficial for both animals and humans, but it may be inconvenient to take it in
excess. As important boron sources, sufficient amounts of fruits, vegetables, nuts and legumes should be included in
the daily diet. In addition, drinking water is the primary source of boron for adults. There is no clear evidence of the
carcinogenicity of boron in animals based on data on developmental and reproductive toxicity. Boron is easily
excreted from body and there is lack of data indicating it as carcinogen or mutagen. More studies are needed on the
dietary requirements, metabolic functions, therapeutic applications, and important regulatory expressions of boron
components.

Keywords: Boron, Borate, Boric acid, Boron toxicity, Boron effects
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GiRiS

Bor ilk olarak 1808'de izole edilmis ve sonrasinda
tamamen saf olarak elde edilebilmigtir. Mendeleyev
Periyodik Tablosu’'nda 3A grubunda, metal ile ametal
arasindaki Ozelliklere sahip yari iletken bir elementtir.
Bilesiklerinin  uguculuundan dolayr bor, 6zellikle
volkanik aktivitelerde 6ne ¢ikan bir elementtir [1]. Bor
bilegikleri cok eski zamanlardan beri degisik amaglarla
kullaniimaktadir. Tarihsel sliregte bu bilesenlerin
kullanimi  altin iggiliginde, mumyalama, tibbi ve
metalurjik uygulamalarda bildiriimistir. Ginimuzde ise
bor bilesikleri endistri ve tarimda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Cam ve deterjan sanayi borun ana
kullanicilandir (Sekil 1) [2].

Bor dogal bir urindir ve genellikle gevrede boratlar
(borun oksijen ile baglanmasindan olusan bilesikler)
seklinde bulunur [3]. Insanlarda veya hayvanlarda
boratin %90’Iindan fazlasi borik asit olarak atiimaktadir
[4]. Borun cesitli metabolik, beslenme, hormonal ve

fizyolojik sireclere 6nemi Uzerine yapilan calismalar,
borun bitkiler igin gerekli oldugunu veya olmadigin
gosterirken, insanlar icin gerekli oldugunu goéstermistir
[5-8]. 1870Q'lerde boraks ve borik asidin gidalari korumak
icin kullanilabilecegi kesfedilmis ve borat ilavesi, balik,
et ve sit Urtnlerinin korunmasinda en iyi ydontemlerden
biri olarak kabul edilmistir [5]. Gida Katki Maddeleri ve
Besin Kaynaklari Paneli, AB’de gida katki maddeleri
olarak borik asit (E284) ve sodyum tetraboratin (boraks)
(E285) guvenligini degerlendiren bilimsel bir gorus
sunmustur. Bu katki maddelerinin, AB'nde 4 g borik
asit’kg konsantrasyona kadar  mersin bahgi
yumurtalarinda (havyar) koruyucu olarak kullaniimasina
izin verilmistir. Panel, borik asit ve sodyum tetraboratin
genotoksisite icin endise yaratmadigi sonucuna
varmigtir. Panel ayrica siganlarda gelisimsel bir toksisite
calismasindan turetilen 9.6 mg bor/kg vicut agirligi/gun
NOAEL (hicbir yan etki gdstermeyen doz) degerine
dayanarak 0.16 mg bor/kg vicut agirigi/gin dizeyinde
ADI (gunlik alinmasina izin verilen miktar) olabilecegi
sonucuna varmistir [9].

Yapistiricilar

Tarim

Yangin séndiriciler

Alagimlar

Diger kimyasallar

Deterjanlar

Cam-seramik

0% 10% 20%

30% 40% 50% 60%

Sekil 1. Glnimizde sektorlere gore bor kullaniminin dagilimi [2]

Cogu analiz yontemi dogrudan elementi 6lgerken, bor
bu formda canli dokularda mevcut degildir. borun
fizyolojik ©6nemi, zayif bir asit olan borik asitten
kaynaklanmaktadir. Hem borik asit hem de bor oral
yoldan alindiginda gastrointestinal sistemde kolayca
alinir ve emilir [10]. Cok yuksek alimlarda bile, genellikle
24 saat iginde, tamamina yakini idrar ile hizli bir sekilde
atiimaktadir. Uygulama yontemine bakilmaksizin,
maruziyetten sonra vicutta bor kalmadigi bildirilmistir
[11]. Yapilan galismalarda, borun yaklasik 20 saatlik
kisa bir yarilanma émrine sahip oldugu anlasiimistir
[12, 13]. insanlar bora igme suyu ve gida tiiketimi
(icecekler ve diyet takviyeleri dahil), madencilik, imalat
ve diger endustriyel prosesler sirasinda bor bilesiklerinin
solunmasi, agiz bakim Urinleri, kozmetik Uranleri,
sabunlar ve deterjanlar gibi bazi tiketici Urlnlerinin
kullaniimasi gibi gesitli yollardan maruz kalmaktadir.
Genel olarak bireylerin bora en buyik dogal maruziyeti,
yiyeceklerle bor alimindan gelir. Bitkisel gidalar, 6zellikle
meyveler, yaprakli sebzeler, findik ve baklagiller gibi
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yiyecekler ile sarap, bira ve damitik icecekler bor
bakimindan zengindir. Hayvansal gidalar, bal harig,
nispeten daha dusuk miktarda bor igerirler [10].

Bu derlemede farkli kaynaklardan bor bilesenlerine
maruziyetin insan ve hayvanlar Uzerindeki toksisiteleri
ve farkli gidalarin bor miktarlari, 6nerilen bor alim
seviyeleri gergevesinde ele alinarak insan ve hayvanlar
Uzerindeki etkileri ortaya konulmustur.

BOR KAYNAKLARI ve ETKILERI

Yetiskinler i¢in gunlik ortalama bor alimlari erkeklerde,
kadinlarda, vejetaryen erkek ve kadinlarda sirasiyla
1.17, 0.96, 1.47 ve 1.29 mg/gin olarak belirtilmistir [14].
Samman ve ark. [15], Amerikan diyetinden glnlik bor
aliminin yaklasik 1 mg/gin oldugunu hesaplamistir. Bu
¢alismada kahve ve sut en iyi iki bor kaynagi olarak
gOrulmustir; bu Grlnlerde borun disik oldugu ancak
tiketilen miktarlari nedeniyle toplam bor aliminin
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%12'sini olusturduklar belirtiimektedir. Bor alimi igin
kabul edilebilir glivenli aralik 1 ile 13 mg/gln arasindadir
ve findik, kuru meyveler ve sarap iceren bir diyetle
glnlik 20 mg/gin bor alimina ulagilabilir [16]. Tuketici
urGnlerinden bor maruziyeti tahminen 0.1 mg/giin olarak
bildirilmistir [17]. Borun en buyuk roli membrana bagli
streglerde, doku farklilagsmasinin erken evrelerinde
veya blyuk miktarda membran materyalinin gerekli
oldugu yerlerdedir [18]. insanlarda, yetersiz bor aliminin
birkag hormonun aktivitesinde azalmaya neden
olabilecegi ve borun yasamin erken evrelerinde gerekli
oldugu da bildiriimistir. Sican ve farelerle yapilan
galismalar, disik borun memelilerde Uremeyi
etkileyebilecegini dustindirmektedir [19].

Literatirde bor yoksunluguna bagl sendromlar ve
hastaliklar ile ilgili farkli c¢alismalar yer almaktadir.
Kurbagalar Uzerine yapilan bir galismada <3.5 mg/kg
bor uygulamasinin, organogenez (embriyodaki organ
sistemlerinin  gelisim evresi) sirasinda anormal
gelisimlere ve kas-iskelet bozukluklarina neden oldugu
belirtilirken [20], baska bir calismada diyette bor eksikligi
ile nekrotik (istenmeyen, doku 6limU durumu) yumurta
sayisinin arttigi  belirtiimistir [21]. Pilicler Gzerinde
yaplilan galismalarda bor eksikligi, D vitamini eksikligi ile
birlikte  degerlendirildiginde biyime  gecikmesi
gortlmastur [22, 23]. Bu kombine degerlendirmenin
siganlar Uzerinde caligiimasi ile kalsiyum, magnezyum
ve fosfor dengesinin bozuldugu gézlenmistir [24]. Ek
olarak sigcanlar Uzerinde bor eksiliginin bagisikhk
fonksiyonunun zayiflamasina ve beyin aktivitelerinin
azalmasina neden oldugu bildirilmistir [25, 26]. insanlar
Uzerindeki c¢alismalarda ise bu eksikligin kalsiyum
metabolizmasinda bozulma, beyin elektriksel
aktivitesinde azalma, dikkat eksikligi ve dusilk
performansa neden oldugu bildiriimistir [27]. Bazi
arastirmacilara gore, bor antiosteoporotik (osteoporoz
onleyici), antienflamatuar (iltihap onleyici), antikoaguilan
(kanda pihtilagsmayi o6nleyici), antineoplastik (kanser
onleyici) ve hipolipidemik (lipit districi) etkilere sahiptir
[8, 19].

Bor, mineral ve hormonal metabolizmalar, hicre zar
fonksiyonlari ve enzim reaksiyonlarinda &énemli rol
oynayan bir elementtir. Bor ayrica osteoporoz, kalp
rahatsizligi, felg, diyabet ve yaslihgi da etkiler [28]. Bor
kalsiyum ve kemik metabolizmasinda rol oynar. Bor
takviyesi veya yoksunlugu ile vyapilan c¢alismalar,
magnezyum eksikligi oldugunda borun etkilerinin daha
belirgin oldugunu gdstermistir. Bor, hiicre digi matrisin
sentezinde rol oynar ve yara iyilesmesine yardimci olur.
Bor bilesiklerinin, hayvanlarda hem in vitro hem de in
vivo calismalar kapsaminda glglu anti-osteoporotik,
anti-enflamatuar, anti-pthtilagtiricic  ve anti-neoplastik
ajanlar oldugu gosterilmistir [29]. Deneysel galismalar,
borun prostat kanserine karsi koruyucu 6zelliklere sahip
oldugunu da gdstermektedir [30]. Borun akciger kanseri
Uzerindeki etkisi net degildir, ancak antioksidan ve
antienflamatuar  6zelliklerine isaret eden kanitlar
bulunmaktadir [31]. Bor bakimindan zengin bdlgelerde
yasayan kadinlarda serviks kanseri (rahim agri kanseri)
g6zlenmezken, bor bakimindan fakir bolgelerdeki 15
kadinda serviks kanseri gozlenmistir [32]. Ayrica borun
beyin fonksiyonlari ve insanlarin bilissel performansi
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Uzerinde etkili olabilecegi de bildirilmistir [33]. Bazi
hayvanlarin yasam déngulerini tamamlamak igin bora
ihtiyac duyduklan ve ¢ok duslk miktarda bor aliminin
kemik saghdinin bozulmasina, beyin fonksiyonlarinin ve
bagisikligin zayiflamasina neden olabilecedi yapilan
calismalarda kanitlanmistir [34, 35]. Literaturdeki
galisma sonuglari incelendiginde, higbir toksik maruziyet
diizeyi s6z konusu degilse, borun insan saghgdina olumlu
katkilar yapabilecegi sOylenebilir.

BOR TOKSISITESI

Hayvanlar Uzerinde yapilmis galismalardan elde edilen
veriler, borun insanda kansere neden olma potansiyelini

belirlemek igin yetersizdir [36]. EPA (ABD Cevre
Koruma Ajansi) ve NTP (ABD Ulusal Toksikoloji
Programi), borun potansiyel kanserojen olarak

degerlendiriimesi igin mevcut bilgileri yetersiz gérmustdr,
ayrica IARC (Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi)
tarafindan da bor kanserojen olarak
degerlendiriimemistir  [16]. Bor bilesiklerinin  sinir
degerleri Uzerine bircok Ulkede calismalar yapiimaktadir
ve esas odak toksikolojisi Uzerinedir [37]. Dogurganlik
ve gelisimsel toksisite icin, borik asit, Avrupa Birligi
tarafindan, R60-61 risk ifadeleriyle iligkili, “1B kategorisi
(dogurganhdi azaltabilir;, dogmamis yavruya zarar
verebilir)” bilesigi olarak siniflandiriimistir. Ayrica, borik
asit deneysel calismalara dayanarak “gok ylksek endise
verici madde” olarak degerlendirilmistir. Fakat birgok
g¢alisma borun Ureme fonksiyonlari Uzerinde faydali
etkileri oldugunu gdstermektedir [38].

Mikrobesin elementler doz, maruz kalma siresi ve
uygulama yontemine bagh olarak toksik olabilir [39].
Literatlrde bu tir testlerde hayvanlara en yaygin olarak
uygulanan bor formlari olan borik asit ve boraks

bilesiklerinin  toksisitesi kapsamli bir  sekilde
incelenmistir. Borik asit ve boraks, uygulandiklari
turlerde toksikolojik olarak benzer sonuglar ile

degerlendirilmistir [16]. Bor maruziyet calismalarinda,
veri karsilastirmalarini saglamak igin veriler bor esdegeri
olarak ifade edilmektedir. Fizyolojik bir pH'da, borat
tuzlan tamamen borik aside dénusturalir; buradan yola
cikarak borik asit ve borat tuzlarinin benzer toksikolojik
Ozelliklere sahip oldugu ifade edilmistir [40].

Cogu bor bilesiginin  endustriyel olarak sorun
olusturmayacak dizeyde disuk toksisiteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bor, tip alaninda sodyum borat, borik asit
veya boraks olarak temizleme amagh olarak yaygin
olarak kullaniimaktadir. Weir ve Fisher [26], boraks ve
borik asidin disik toksisiteye sahip oldugunu
belirtmiglerdir, ancak farkh arastirmacilar tarafindan
borik asit ve boratlara bagh zehirlenme vakalari da
bildirilmistir. Bazi arastirmacilar tarafindan borik asit
zehirlenmesinin yaniklara veya agik yaralara uygulanan
kremlerden toksik bor miktarlarinin deri yoluyla
emilmesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir [27, 41].
Zehirlenmelerden elde edilen raporlarda belirtilen veriler,
Olimcul borik asit dozunun bebekler igin 3-6 g ve
yetiskinler igin 15-20 g oldugunu g0Ostermektedir.
Raporlardaki klinik etkiler sinirlilik, ndbet gegirme,
gastrointestinal rahatsizliklar, iltihaplanma, mukozanin
ve derinin dokidlmesi, sislik ve &dem bulgularini
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icermektedir [16]. Cesitli arastirmacilar tarafindan
insanlarda asir bor alimi ile akut toksisite semptomlari
bulanti, kusma, ishal ve uyusukluk hissi olarak
belirtilirken, kronik toksisite semptomlari istahsizlik,
bulanti, kilo kaybi ve azalmis cinsel aktivite, sperm
saylsi ve motilite (hareket kabiliyeti) olarak
belirtiimektedir [5, 40, 42]. Restuccio ve ark. [43]
tarafindan bir insanda akut oral bor dozunun toksik etki
ve 6lime neden oldugu bildirilmistir. Bu baglamda, 45
yasinda bir erkek bireyin intihar etmek amaciyla suda
¢6zlinmus iki fincan borik asit kristali ictigi ve sonraki
dclinci  glnde o6ldigu rapor edilmistir. Bu doz
tlketildikten kisa bir slire sonra olusan belirtiler mide
bulantisi, kusma, ishal ve dehidratasyon olarak ifade
edilmistir.

Literatlirde bor bilesiklerinin toksisitesi soluma, oral ve
deri ile temas olmak Uzere farkli maruz kalma sekilleri
bazinda degerlendirilmigtir.

Hayvanlar Uzerindeki Galigmalar

Hayvansal deneyler, toksisitenin yaklasik 100 ug/g’i
asan diyet bor alimindan kaynaklandigini ortaya
koymustur. Akut toksisite agisindan inorganik boratlarin
siganlar Uzerinde denenmesi ile farkl galismalarda farkli
LDso (lethal doz; test hayvanlarinin belirli bir sire
sonunda yarisini 6ldirmek i¢in gerekli doz) duzeyleri
belirlenmistir ve bu degerler Tablo 1'de listelenmistir
[44]. Boratlar Uizerinde yapilan toksikolojik ¢alismalarin
cogunda ya borik asit ya da boraks olarak bilinen

disodyum tetraborat dekahidrat kullaniimistir. Farelerde
diyetteki bor seviyeleri 4.000 mg borik asit/kg degerini
astiginda hucre hasari ve atrofi (normal olan bir organ
veya dokunun  kérelmesi)  goéridlmustir.  Oral
uygulamadan sonra si¢anlar igcin de benzer etkiler rapor
edilmistir [5]. Siganlarda ginde 17.5 mg bor/kg
dlzeyinin dogurganligi ve 9.6 mg bor/kg maruz
kalmanin ise normal gelisimi etkiledigi bildirilmigtir [45,
46].

Culver ve ark. [47], bor bilesiklerine soluma yoluyla
maruz kalindiginda bu bilegiklerin mukoza zarlarindan
dogrudan ne kadar emildigi ve bu suregte ne kadarinin
temizlendigi veya yutuldugu konusunda netlik olmadigini
belirtse de bu bilesiklerin inhalasyondan (soluma) sonra
emildigini 6ne surmuslerdir. Arastirmacilar tarafindan
test edilen boratlarda dustk akut inhalasyon toksisitesi
gozlenmistir. Siganlarin 4 saat boyunca soluma yoluyla
2.12 mg (0.37 mg bor)/L konsantrasyonlarinda borik
aside maruz birakildi@i  bu c¢alismada  6lim
g6zlenmemigtir.  Laboratuvar  hayvanlarinda  oral
maruziyetle ylritilen bir galismada bor toksisitesinin
esas hedefinin gelismekte olan fetlis ve testisler oldugu
belirtiimistir. Bora maruz kalan fareler ve siganlar
Uzerinde dogum oncesi Olumlerin yanisira gozlerde,
merkezi sinir sisteminde, kardiyovaskuler sistemde ve
iskelette anormallikler goézlenmistir. Farelerde LDso igin
akut oral toksisite 3450 mg/kg vicut agirhdi, sicanlarda
2660 mg/kg vicut agirh@ olarak belirtilirken; insan igin
belirlenmis akut veriler 1.4 ile 70 mg/kg vicut agirhgi
arasinda degismektedir [48].

Tablo 1. Baslica inorganik bor bilesikleri ve oral LDso degerleri [44]

Bor bilesikleri Kimyasal formiili LDso (mg/kg)
Borik asit H3BO3 2660-4100
Borik oksit B.Os >2000
Disodyum tetraborat dekahidrat (boraks)  Na;B4O7.10H,O 4500-6000
Disodyum tetraborat pehtahidrat Na;B407.5H,0 3200-3400
Susuz disodyum tetraborat Na;B4O; >2000
Disodyum oktaborat tetrahidrat Na;BgO13.4H,0 2550
Sodyum metaborat dihidrat NaBO,.2H,0 >2000
Sodyum metaborat tetrahidrat NaBO..4H,0 2300
Disodyum perborat tetrahidrat NaBO;.4H,0 2100, 2243
Disodyum perborat monohidrat NaBO3.H,O 1120-2100
Potasyum tetraborat tetrahidrat K2B407.4H,0 3700
Cinko borat 47Zn0.B,03.H,0 >5000
Boratlarin hayvanlar tGzerinde cilt ile temas yoluyla test calismalarindan elde edilen veriler, gelisimsel

edilmesinde, akut dermal toksisitenin disuk oldugu
gosterilmistir.  Bu  bulgular  dogrultusunda  borun
yaralanmamig, hasar almamis bir cilt dokusundan
emileyemecegi, ancak hasarll ciltten kolayca emilecegi
sonucuna varilmistir [49]. Deneysel olarak, farelerde,
siganlarda ve tavsanlarda bor maruziyeti sonucunda
fetal toksisite gozlenmistir. Ortalama fetal vicut agirhgr,
tim maruz kalan gruplarda doza bagl bir sekilde 6nemli
olgide azalmistir. Bor maruziyetinden sonra bildirilen
gelisimsel etkiler arasinda; ylksek perinatal mortalite
(fetlistin veya yenidoganin 6limuant), azalmis fetal vicut
agirhgi, kardiyovaskuler sistem, merkezi sinir sistemi,
g6z ve iskelette malformasyonlar (kusurluluk, sakatlik)
bulunur [48, 50, 51]. Bununla birlikte, hayvan
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toksisitenin bor maruziyetindeki insanlarda bir endige
konusu olabilecegini diistindirmektedir.

Hayvanlarda, bor ile iligkili ana toksik etki Greme sistemi
Uzerinedir. Bor, siganlarda, farelerde ve kdpeklerde
erkek Ureme sisteminde dejenerasyon ve atrofiyi inhibe
etmistir. Bor ayrica disi sicanlarda yumurtlamada ve digi
farelerde bobrek lezyonlarinda azalmaya neden
olmustur [52]. Yapilan bir ¢calismada bor maruziyetinin
sicanlarda sperm Uretiminin 3000 ve 4500 ppm
dozlarinda inhibe edildigini, 6000 ve 9000 ppm
dozlarinda atrofiye neden oldugu bulunmustur. Testis
dokusundaki 5.6 pg/g bor konsantrasyonunun sperm
Uretimini inhibe ettigi, 11.9 pg/g seviyesinin atrofiye
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neden oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma igin NOAEL 26
mg bor/kg/gun olarak bildiriimigtir [53]. Bu ¢alismanin
ardindan ayni arastirmacilar in vitro olarak testis
hicrelerini 11.9 pg/g bor ile tedavi etmisler ve borik
asidin hucrelerin Uretimini ve olgunlasmasini erken
evrelerde olumsuz etkiledigini rapor etmislerdir [54].
Krishnan ve ark. [55] tarafindan erkek Kkegilerde
yurutilen bir galismada diyet bor takviyesinin (40 ppm)
sperm hareketliligini ve bagisiklik ve antioksidan
savunma kapasitesini arttirdigi gézlenmigtir. Oral yolla
uygulanan boraks, si¢anlarda 4.50 g/kg LDso ve soluma
yoluyla uygulanan borik asit 3.45 g/kg LDso degerleri ile
sonuglanmistir [26]. Sabuncuoglu ve ark. [56] siganlara
oral yoldan uygulanan 400 mg/kg/giin diizeyinde bir
subakut (akut ve kronik arasi) dozun bébrek dokusunda
histopatolojik  degisiklikler  Urettigini  bildirmiglerdir.
Sander ve ark. [57], civcivleri borik asit ile muamele
edilen zemin bdlmelerine yerlestirdiklerinde beyin,
bobrek, karaciger veya beyaz kaslarda bor kalinti
seviyesinde artis olmadidini rapor etmiglerdir. Calisma
sonucunda akut oral éldurtct borik asit dozu 2.95 g/kg
olarak belirtiimistir. Dani ve ark. [58] tarafindan 1-3 hafta
boyunca siganlara 1 g/kg boraks ve borik asidin
subkronik oral uygulamasinda, 3 hafta sonra vicut
agirhginda, DNA sentez inhibisyonunda ve Kklinik
toksisite belirtilerinde azalma oldugu gozlenmistir. Weir
ve Fisher [26] tarafindan si¢anlarda boraks ve borik asit
ile yapilan kronik bir oral calismada, dusik alm
seviyelerinde (117-550 ppm) higbir zararli etkinin
olmadigi ancak yiksek doz seviyesinde (1170 ppm)
klinik toksisite belirtileri ortaya c¢iktigi belirtiimistir. Ek
olarak hicbir tedavi grubunda karsinojenez bulgusu
gbzlenmemistir. Ayni calismada 2 yil boyunca 1170-
2000 ppm bor ile beslenen képeklerde bodur biylime ve
deri dokuntuleri gdzlenmistir. Baska bir calismada,
siganlarda 14 gin boyunca ginde 4 saat 2.0 mg/L
boraks (sodyum tetraborat dekahidrat) solunmasi
mortaliteye neden olmamistir [59]. Bazi arastirmacilar,
boraksin bir panzehir olarak kullanihp
kullanilamayacagini arastirmis ve aliminyum toksisitesi
icin yararli bir antagonist oldugu sonucuna varmiglardir.
Calismada kullanilan boraks (3.25 ve 13 mg/kg vicut
agirhg@) dozlarinin  siganlari  aliminyuma  bagli
toksisiteye karsi agikga korudugu belirtilmistir [60].

insanlar Uzerindeki Galismalar

insanlarin borlara maruz kalmasinda birincil maruziyetin
¢ogu durumda diyet alimi vyoluyla oldugu kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, dinyadaki igme suyu
kaynaklarindaki bor varligi nedeniyle bu maruz kalma
yolu da énemlidir. Su kaynaklarinda borun énemi, AB’de
guvenli icme suyu standartlari olusturuldugundan beri
birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir [61]. 2004
yiinda ABD’nde bor Uzerine yeni ve daha glvenilir
arastirmalar sonucunda su kaynakli izin verilen ginlik
bor dozu 14 mg bor/gin olarak revize edilmistir. Bu
degisiklik, esas  olarak, guvenlik  faktorinin
hesaplanmasindaki bir degisiklikten kaynaklanmaktadir;
buradaki belirsizlik faktorli, varsayillan faktér olan
100'den 60'a diglrtlmustir. EPA'nin belirsizlik faktorleri
kullanimi genellikle eksik verilerden, yani hesaba
katilmasi gereken verilerden (bireyler arasi veya tirler
arasi degiskenlik, turler arasindaki ekstrapolasyonlar,
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yasam suresi veya kronik maruziyet saglamak igin
zaman igindeki ekstrapolasyonlar, olumsuz etki
dizeyleri vb.) kaynaklanmaktadir. Bor bilesenlerinin
sanayi alanlarindan icme suyu kaynaklarina akisiyla ilgili
endiseler daha fazla politika revizyonu getirmistir [62,
63].

Bor ile ilgili EFSA (Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi)
kararlari, 6ncelikle besin kaynagi olarak borik asit ve
sodyum boratin bor kaynagi olarak kullaniimasina izin
veren ve ikinci sirada saglik risklerini 6nlemek i¢in dogal
mineralli sularda maksimum bor konsantrasyonu
belirleyen bir bildirimin kabul edilmesiyle sonuglanmigtir.
Panellerde yetigkinler icin 10 mg bor/gin degeri givenli
bor alim seviyesi olarak belirlenmisken bebeklerde en
kiiglk yas grubu 1-3 olan kategori igin ise 3 mg bor/giin
olarak belirtilmistir. Su tiketimi ile gocuklarin glinlik bor
maruziyette st sinirt agsmasini énlemek igin siselenmis
sularda maksimum 1.5 mg bor/L limiti belirlenmigtir [64,
65]. Yetiskin bireyler i¢in akut kantitatif doz yanit verileri
1.4 ile 70 mg/kg vicut agirhgi arasinda degismektedir.
Nielsen [19] tarafindan, yutulan borun asgari 6limcil
dozu (borik asit olarak) bebekler icin 2-3 g, gocuklar igin
5-6 g ve yetiskinler igin 1-30 g olarak belirtilmistir. Borik
asit ve sodyum boratlar, yliksek dozlarda kullanildiginda
(hayvan cgalismalarinin sonuglarini takiben) Ureme ve
gelismeye toksik olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte,
epidemiyolojik galismalarda bor maruziyetinin GUreme ve
gelisme (zerindeki olumsuz etkileri Uzerine nadir
¢alismalar bulunmaktadir. Bu baglamda borik asit Gretim
tesisinde istihdam edilen ve bor bilesenlerine asiri
derecede maruz kalan iscilerin Ureme toksisite
gostergelerini arastirmak amaciyla Basaran ve ark. [66]
tarafindan  Bandirma,  Tirkiye'de  bir  galisma
yuritilmastar. Calisma 204 cahsan katihmi ile
gerceklestiriimis ve yiksek maruziyetteki is¢i grubunun
ortalama kan bor konsantrasyonu 223.89 ng/g olarak
belirlenmistir. Sonug¢ olarak bor maruziyetinin reme
toksisitesi gOstergeleri Uzerine olumsuz etkilerinin
gozlenmedigi rapor edilmistir. Bu sonuglar, Cin'de is
yasaminda bor bilesenlerine maruz kalan isgilerle ilgili
daha Once yayinlanmis calismalarin sonuglar ile de
uyumludur [65, 67]. Kelly [68] tarafindan erkeklere
diyetle 4500 ppm Uzerinde borik asit verildiginde
testislerde korelme oldugu ve dizey 1000 ppm’e
dislruldiginde ise sperm hareketlerinde azalma
gOrulduglu bildirilmistir.  Ancak Sayl [69] tarafindan
Balikesir/Bandirma’da yapilan bir g¢alismada bor ile
kisirligin higbir iliskisi olmadigi ortaya konulmustur.

Bordaki mesleki maruziyet, insan ntfusunun kiguk bir
yuzdesini  etkilemektedir.  Literatirdeki c¢ahsmalar
genellikle bor madeninde ve ilgili isleme tesislerinde
yapiimigtir (Tablo 2). Calsmalarda genelde bor
maruziyetinin kadin ve erkek bireylerde Ureme sistemi
Uzerindeki etkilerine odaklaniimistir.

Agir metaller bilindigi Uzere c¢evrede birikebilir ve
ekosistemlere ve insan sagligina ciddi zararlar verebilir.
Bor, cesitli biyolojik fonksiyonlar ile temel mikro besin
olarak kabul edilse de borik asidin antioksidan etkilerinin
de arastinlmasi  gerektigi  bildiriimistir.  Hucresel
aktivitelerdeki 6nemli bor bilegiklerinin potansiyelini
arastirmak amaciyla insan kaninda yapilan bir
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calismada bazi bor bilesiklerinin (borik asit, boraks,
kolemanit ve uleksit) genotoksisite Uzerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Calismada, test edilen bor bilesikleri
(5-20 ppm), dlsuk dozda agir metallerin neden oldugu
genotoksik etkileri 6nemli dlgide azaltmistir. Sonug

olarak, bor bilesiklerinin koruyucu etkisinin antioksidan
kapasitelerinden kaynaklandigi belirtilmistir. BOylece, bu
bilesiklerin fonksiyonel gida ve ilag hammaddelerinin
gelistiriimesinde yararl olabilecegi sdylenebilir [87].

Tablo 2 Mesleki veya gevresel olarak bor bilesiklerine maruz kalan kisiler Gzerinde yapilan ¢alismalar

Galismadaki Degerlendirilen
mevcut bor Calismanin yapildidi yer, grup Bulgular Kaynak
s parametre
maruziyeti
Dusuk, orta ve . Kandaki maksimum bor duzeyi,
yiksek toz Eglzﬁk:;ri]n;i)alget;e:]niwe i\llee,-r anr?g:rlftlrg:ronu hayvanlarda guvenli dozlardan 10 70
maruziyetleri y yapan is¢ y kat azdir.
Boraks tozu i 3
maruziyeti (1.1 mg- Boraks calisanlari gggnt%rrglarl igfur::rgt)tlglug;g;iizﬁro mg bor/m 71,72
14.6 mg bor/m3) P yette g st
- Sigara igenler, havadaki sodyum
2%%;{13”& tozu Eegzziﬁzzagﬁn::'g;\éz airiltmi?eri Akut tahrig edici etki borat tozuna igmeyenlere gére daha 73
Y cals YHise az duyarhdir.
. . o Borun insan dogurganligini ve
Hava yolu ile Bpra cevresel, meslek_l veya her Pogurganllk ve iremesini etkiledigine dair kanit 74
maruziyet iki yolla maruz kalan kisiler ureme yoktur
icme suyu kaynakll ... .. | L . L
maruziyet (29 mg Turkiye’'de bu f:lurum__a fazla Dogurganiik Dogurganllk_ uzerinde herhangi bir 75.77
, maruz kalan bir popllasyon olumsuz etki yoktur.
bor/L’ye kadar)
Sodyum borat tozu Madencilik ve Gretimde galisan Oreme Yuksek borat dozlarinin olumsuz 78. 79
maruziyeti erkekler ureme etkileri yoktur. '
Borik asit veya Kanda bor miktari . . .
. " : . ’ Ureme sistemi ve sperm
sodyur_n b_orat Bor endustrisi erkek calisanlari  Greme S|svtem|, § yogunluguna énemli etki yoktur. 80, 81
maruziyeti sperm yogunlugu
47.17 mg bor/gin  Bor madeninde ¢alisan erkek Semen ézellikleri Semen parametreleri Gizerine 82
bor maruziyeti isciler olumsuz bir etki yoktur.
.. . - - Dusuk, 6lu-erken dogum-anomali,
46 mg_bor_/gun bor Bandirma ve Bigadi¢'te yasayan Urgme ve yenidogan 8limiine olumsuz etkiler 83
maruziyeti kadinlar dogurganlik yoktur
Ortalama 44.9 mg  Mesleki ve gevresel olarak bor g . Semen orneklerindeki toplam Y:X
. o Dogumda cinsiyet . o
bor/giin bor bilesiklerine maruz kalan erkek sperm oranlari ile bor maruziyeti 84
L o oranlari ST
maruziyeti isciler arasinda bir iligki yoktur.
6.5 mg/guin bor . T Denenen dlzeyin olumsuz etkisi
maruziyeti Bor madeni ¢aliganlari Semen ozellikleri yoktur. 85
Bor maden iscileri ve cevreden Kandaki bor Bor konsantrasyonu ile semen
Bor maruziyeti S¢ ¢ konsantrasyonu ve  parametreleri arasinda anlamli iligki 86

segilen erkek isciler

Ureme etkileri

g6zlenmemistir.

DIYET ILE ALINAN BORUN DEGERLENDIRILMESI

Literatirdeki mevcut bilgiler, ginde <1 mg bor alan
kisilerin bu maruziyetten sagliga faydal etki gorecegi ve
ust alim dizeyinin (Amerika Birlesik Devletleri ve
Kanada'da 20 mg/gun) Uzerindeki alimlarin sakincali
olabilecegi yoniindedir. insan diyetinin giinde 1 ile 20
mg arasinda bor igerip icermedigini belirlemek amaciyla
yapilan birka¢g c¢alismada, yaygin olarak tuketilen
yiyeceklerin bor igerigi ve glnlik tahmini diyet alimi
Uzerinde odaklaniimigtir [88]. Bu c¢alismalarda bor
dizeylerini belirlemek i¢cin Hunt ve ark. [89], Anderson
ve Cunningham [90] ve Hunt ve Meacham [91]

tarafindan farklh analiz ve sindirim teknikleri
kullaniimistir. Rainey ve Nyquist [92], bitki kokenli
gidalarin, Ozellikle meyveler ve vyaprakh sebzeler,

kabuklu yemigler, baklagiller, sarap wve biranin bor
bakimindan zengin oldugunu belirtmislerdir. En yiksek
bor konsantrasyonlari (ug/g taze agirlik) avokado
(14.3+0.4), fisttk ezmesi (5.9140.2), kuru erik suyu
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(5.640.0), cikolata tozu (4.3+0.4), sarap (3.6£0.0), Gzim
suyu (3.410.0) ve cevizde (2.6x0.1) belirtilmistir [91].

Bor analizi pahali ve zaman alici oldugu igin, gida ve
takviyelerdeki miktarlarinin analizle fazlaca
yapiimamaktadir. GUinimuzde, idrarla atilim genellikle
diyetle  bor aliminin  bir godstergesi  olarak
kullaniimaktadir. Diyet takviyeleri, diyetle alinan bor
miktarini degerlendirmede baska bir karmagik faktordur.
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Tip Kitiphanesi Diyet
Takviyeleri Etiketleri Veritabani, bir bilesen olarak bor
iceren giderek artan sayida gida takviyeleri oldugunu
belitmektedir. 2009 yilinda bor miktari 203 drinde 0.07
ile 3 mg/birim arasinda degisirken; sadece 3'U 3
mg/birim icermekte idi. Sivi mineral takviyesi igin
dizeltilmis deger olarak 750 pg/15 mL birim belirtiimistir
[88]. Takviyelere ek olarak, deniz tuzlari ve chia
tohumlari gibi diger bor kaynaklari da besinlerle alinan
bor miktarini etkileyebilmektedir. Glintimuzde, bor igin
degerlendirme yontemlerinin gelismesine ragmen, gida
kayitlari kullanilarak diyet alimina iligkin tahminlerin
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dikkatle incelenmesi gerekmektedir. Belirli bir sire
boyunca tim Ogelerin (gida, su ve takviyeler) analitik
belirlemesi bor alimini degerlendirmek igin en dogru
yontem olacaktir. Belirlenen bor aliminin dogrulugunu
desteklemek igin idrar bor atilimi da kullanilabilir.

Yapilan bir ¢alismada [93], menopoz sonrasi kadinlari
iceren bir aragtirma grubunda borun ortalama idrarla
atiiminin 2 kadin igin <0.5 mg/giin ve 14 kadin igin 0.5
ile 1.0 mg/guin arasinda oldugu belirtilmistir. Diyet ile bor
alimi Uzerine vyapilan denemelerde [20, 94-96],
katilimcilar 63 gun boyunca yalnizca 0.2 ile 0.4 mg/gln
bor saglayan bir diyet tikettikten sonra 3 mg/gin bor
takviyesi kosullarinda olumlu sonuglar vermiglerdir. Bu
bulgular, giinde 1.0 mg/gin Uzerindeki bor aliminin
insan saghgina yararl etkileri olacagini géstermektedir.

Velioglu ve ark. [97] tarafindan yapilan bir galismada bor
madeni havzalarindaki yerlesim birimlerinde (1. bdlge
olarak Balikesirin ilgelerinden Bigadic’e bagh iskele
kasabasi, Osmanca koéyu ve Yenikdy; 2. bolge olarak
Kitahya’'nin Hisarcik ve Emet ilgelerinin Derekoy,
Hamamkoy ve Yukariyoncaagac koyleri; 3. bolge olarak
ise Eskisehirin Seyitgazi ilcesine bagl Kirka beldesi)
Uretilen bazi bitkisel UrGnlerin ve su drneklerinin bor
miktari saptanmistir. Su 6rneklerinde bor miktarlari
iskele’de 6.74, Osmanca'da 2.45, Yenikdy'de 0.23,
Bademlide 0.10, Seyitgazide 1.49, Kirka'da 0.44,
Kunduzlar Baraj’'nda 1.19 ve Catéren Baraji’'nda 1.45
mg/litre olarak belirlenmistir. icme sulari igin 0.1 mg/kg
diizeyini agsmayan bor miktarinin ideal oldugu g6z éniine
alindiginda bazi bdlgelerde saptanan degerlerin Ust
limiti oldukgca astigi goériimektedir. Yalnizca Bademli
koyindeki suyun bor agisindan ideal dizeyde oldugu
saptanmistir. Calisma sonucunda dider bodlgelerdeki
suyun igme suyu olarak kullaniminin sakincal olacagi
belirtiimistir. Fakat bu sularin sulama amacli olarak ekili
alanlarda kullaniimasi bu bolgelerdeki cesitli tahil,
meyve ve sebzelerin de bor igeriginin dogal duzeyinin
Uzerinde ¢cikmasina neden olmustur.

Simsek ve ark. [98], Tirkiye'de (Balikesir, Bursa,
Eskisehir, Kiitahya) borat minerallerine maruz kalmanin
saglik Uzerindeki etkilerini arastirma amacl sebzeler,
meyveler ve diger bazi gidalardaki bor miktarlarini
belirlemiglerdir. Calismada borat Uretilen bdlgelerden
ornek alinan gidalarda en yiksek bor dizeyleri (mg/kg),
antep fistigi (67.0), GzUm yapragi (60.48), visne (57.03),
ayva (38.78), seftali (34.49), Gzum (20.7), yesil fasulye
(19.49), olgunlasmamis seftali (18.92) ve maydanozda
(10.24) belirlenmistir. Tark topraklarinin yiksek bor
iceriginden dolay! gidalarda belirlenen bor miktarlarinin
genelde yiksek oldugu ifade edilmistir. Codu gida igin
burada sunulan ortalama degerlere ve borun insan
uremesini olumsuz etkilemedidi gercegine dayanarak,
borat yataklari Gzerinde/yakinindaki topluluklar tzerinde
yapilan c¢alismalarda ortaya c¢iktigi gibi 10-20 mg/giin
bor aliminin glvenli oldugu sonucuna varilmigtir.
insanlar tarafindan gidalar yoluyla bor aliminin, ézellikle
tartigilan alanlarda, tahmin edilen 0.70-0.91 mg/giin
miktarinin ¢ok tzerinde olabilecegi 6ne surilmustir [91].
Rainey ve ark. [92], Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
ortalama diyet yoluyla bor alimlari tahminlerini erkekler
igin 1.17-2.42 mg/gun ve kadinlar i¢in 0.96-1.94 mg/giin
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olarak bildirmiglerdir. Fakat diyetteki c¢esitli gida
gruplarinin oranlarina ve topraktaki bor
konsantrasyonlarina bagl olarak bu miktarlar buyik
Olctide degisiklik gosterebilir. Ortalama genel bor alimi
icin bildirlen degerler Birlesik Devletlerde 1.7-7.0;
Meksika'da 1.75-2.12; Avrupa Birligi'nde 0.8-1.9;
Avustralya'da 2.16-2.28; ve Kore'de 0.93 mg/glin olarak
belirlenmigtir [92, 99]. Farkliliklar, topraktaki bdlgesel
farkhliklar ve lif ve protein agisindan zengin bitki
besinlerinin tuketimi ile iliskilidir.

Kore'de yiratilen bir arastirmada [100], kadinlarda bor
aliminin kemik mineral yogunlugu ile iligkisi 134 yetiskin
bireyin diyeti incelenerek ortaya konulmustur. Kisilerin
gunlik ortalama enerji ve bor alimlari sirasiyla 6.538,53
kJ ve 926.94 ug olarak bildirilmistir. Calismada sebzeler,
meyveler ve tahillardan bor alimi, toplam bor aliminin
%61.72'sini karsilamis ve glnlik bor alimina en ¢ok
katkida bulunan gida maddesi olarak piring
belirlenmigtir. Aragtirmanin bulgulari degerlendirildiginde
bor alimi, kemik mineral yogunlugu ile anlamh bir iligki
gOstermemistir. Baska bir arastirmada Boyacioglu ve
ark. [101], Balikesir'in bazi bdlgelerinde icme suyu
kaynakl yiksek (=1 mg/litre) veya dusik (<1mgl/litre)
bor konsantrasyonuna maruz kalan 55-60 yas arasi 53
postmenopozal kadin (zerinde gunlik bor alimi ile
osteoporoz arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Bulgular
dogrultusunda gunlik 1 mg/litre bor aliminin
postmenopozal kadinlarda kemik metabolizmasini
olumlu etkileyebilecegi sonucuna varilimigtir.

Boratlar arasinda diyetle en ¢ok maruz kalinan ve en
yaygin olarak incelenen nutrasotik, osteoartrit ve
osteoporoz tedavisinde destekleyici olarak da kullanilan
kalsiyum fruktoborattir. Kalsiyum fruktoborat temelde bir
seker-borat esteri (SBE) olup bitki kdkenlidir, canlilarin
hiicreleri tarafindan kolayca emilir ve gogunlukla sebze
ve meyvelerde bulunur. SBE'nin en biyilk avantaji,
diger boratlara goére daha az toksisiteye sahip olmasidir
[102]. Anti-inflamatuvar Ozelliklere sahip olmasi
nedeniyle kalsiyum fruktoborat iceren diyet takviyelerinin
yasam kalitesini arttirabilecegi belirtilmistir [103-105].

SONUG

Borun hayvanlar, insanlar ve bitkiler igin gerekli bir
mineral oldugu kabul edilmektedir. Diyet borun birgok
metabolik enzimin aktivitesini ve ayrica steroid
hormonlarinin metabolizmasini ve kalsiyum,
magnezyum ve D vitamini de dahil olmak UGzere cesitli
mikro besinleri etkiledigi belirtiimistir. Borun hayvanlar
Uzerindeki etkilerini belirlemek igin fazla sayida g¢alisma
yapilmasina ve insanlar Uzerindeki etkileri konusunda
da veriler bulunmasina ragmen borun ne kadar givenli
olabilecegine dair genel tablonun hala yetersiz oldugu
sOylenebilir.

Bor bilesiklerine maruz kalmayla iligkili saghk etkilerini
degerlendirmek igin sinirli sayida cgalisma yapilmistir.
Mevcut veriler maruziyetin solunum yolu, nazofarenks
(Ust yutak, geniz) ve goz Uzerindeki kisa sureli tahrig
edici etkilerle iliskili oldugunu gdstermektedir. Ancak bu
etkiler kisa vadeli ve geri dontusumli gorinmektedir.
insan verilerinin eksikligine dayanarak, bor insan
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kanserojenligi agisindan siniflandirilamaz. Gelisimsel ve
ureme toksisitesine iligkin veriler, sicanlarda daha dusuk
fetal vicut agirhginin  kritk  faktér  oldugunu
gOstermektedir. Doz arttikga farkli hayvan tirlerinde
g6zlenen etkiler de degismektedir. Fare ve siganlar
Uzerinde vyapilan hayvan c¢alismalar, borik asidin
kanserojenligine dair net bir kanit gostermemistir.

insan saghigina borun etkilerinin daha net anlagiimasi ve
detaylandiriimasi igin borun insan metabolizmasindaki
gerekliligi ve insan saghgl Uzerindeki etkilerinin bor
tiketim miktarlari ile iliskisi bu alandaki g¢alismalar igin
oncelikli  arastirma  konulari  olmalidir.  Aslinda
cevremizdeki ve insan vicudundaki borun genel bir
degerlendirmesi, insan saglg ile ilgili bor hakkindaki
arastirmalardan 6nce olmali ve insan saghg: ile ilgili
bilgilerin bu temeller ile agiklanmasi gerekmektedir.

Bulgular, borun hayvanlarin yasam dongisinu
tamamlamak igin gerekli oldugunu gdstermistir. Ayrica
onerilen miktarlarda tuketildiginde kemik saghginin,
beyin  fonksiyonlarinin  ve  bagisiklik  sisteminin
glclenmesine yardimci olur; artrit riskini azaltir, birkag
hormonun etkisini arttirir ve bazi kanser tirlerinde riski
azaltir. Bu, 1 mg/giin Gzerindeki bor aliminin insanlarin
"daha uzun ve daha iyi yasamalarina" yardimci
olabilecegini  gostermektedir. Meyveler, sebzeler,
kabuklu yemigler ve bakliyat gibi bor bakimindan zengin
gidalarin tuketiimesi, makul bir diyet 6nerisi olarak kabul
edilmelidir.
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Yagl tohumlu bitkilerin arasinda yer alan yer fistigi (Arachis hypogaea L.) icerdigi yararl besin 6deleri ve insan sagligi
Uzerine olumlu etkileri olan fonksiyonel bilesiklerinden dolay! dikkat ¢ceken bir meyve taridir. Yerfistigi, 20 amino
asidin timunu farkh oranlarda igermekle birlikte 6nemli bir aminoasit olan arjinin i¢in de en iyi kaynaklardan biridir. Yer
fistiginin saglk Uzerine etkilerini incelemek amaciyla son yillarda yapilan bilimsel arastirmalar yer fistiginin igerdigi
doymamig yag asitlerinin obezite dahil birgok hastaligin dnlenmesinde dnemli rol oynadigini ispatlamistir. Ayrica yer
fistiginin ylksek arjinin, E vitamini, flavonoid ve fitosterol igermesinden dolayi diyabet ve kardiyovaskiler hastaliklar
Uzerine olumlu etkilerini gosteren galismalar da mevcuttur. Yer fistigi zarn da son dénemlerde populerlik kazanmis
olup icerdigi ylksek katesin ve prosiyanidin miktarindan dolay! antiinflamatuar etki gostererek inflamasyon ile iligkili
hastaliklari 6nleyebilecedi belirtimektedir. Bu derlemede yer fistiginin besin dgesi igerigi ve hastaliklar ile iligkisi
incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yer fistigi, Arachis hypogaea, Arjinin, Doymamis yag asitleri, Fonksiyonel gida

A Functional Food: Peanut and its Health Benefits
ABSTRACT

Peanut (Arachis hypogaea L.), which is one of the oilseed plants, is a fruit type that draws attention due to its
nutritional content and positive effects on human health. Peanut contain all 20 amino acids in different proportions and
is one of the best sources of arginine, an important amino acid. Scientific research in recent years on the effects of
peanuts on human health has proven that unsaturated fatty acids in peanuts play an important role in preventing
many diseases, including obesity. There are also studies showing the beneficial effect of peanuts on diabetes and
cardiovascular diseases because they contain high arginine, vitamin E, flavonoids and phytosterols levels. Recently,
peanut membrane has also gained popularity, and it is stated that it may exhibit anti-inflammatory effects and prevent
inflammation related diseases because of its high content of catechin and procyanidin. In this review, nutritional
content of peanuts and their relationship with some diseases were investigated.

Keywords: Peanut, Arachis hypogaea, Arginin, Unsaturated fatty acid, Functional food

GIiRIS tohumdur [1]. Diinyada ekeonomik anlamda yer

fistiginin Virjinya, Runner, Spanish ve Valensiya tiriine
Yerfistigi baklagiller familyasindan olup igerdigi yag, ait gesitleri yetistirilmektedir. Tlrkiye’de ise genel olarak
protein, karbonhidrat ve gesitli vitamin/minareller Virginia ve Spanish gibi cesitleri ekilmektedir [2].
nedeniyle insan saghgdi agisindan 6nemli bir yagl Dinyada yerfistigi tretiminin %37.8'ini Cin, %15.6’sin
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Hindistan, %6.9'unu Nijerya karsilamaktadir. Tlrkiye de
ise yer fistiginin lretim payl %0.37°dir [3]. Ulkemizde
toplam yagh tohum ekim alanlarinin %10.9’'unu yer
fistigi olusturmakla birlikte yer fistiginin iklim kosullari
acisindan Uretimine en uygun olan Akdeniz Bdlge’sinde
siklikla yetistirildigi gorilmektedir. Yer fistigi kullanim
alanlarina goére degerlendirildiginde diinyada yag
sanayisinde igin ©6nemli bir hammadedir. Fakat
ulkemizde  yag sanayisinde kullanimi tercih
edilmemektedir. Ayrica son yillarda yer fistiginin yer
fistigi ezmesi ve unlu mamdillerde yer fistigi unu olarak
kullanimi  yayginlassa da genellikle c¢erez olarak
tiketildigi gorilmektedir [4]. Yer fistigi tim dinyada
ciddi saghk sorunlarina yol agan aflatoksin
kontaminasyonu agisindan en riskli gida olarak
degerlendiriimektedir. Cevre ve iklim kosullari (ortamin
nemi, sicakhg vb.) yer fistiginin aflatoksin ile
kirlenmesinde 6nemli rol aldidi igin yer fistiginin hasat
zamani, soldurma, kurutma ve depolama kosullarina
dikkat edilmesi gerekmektedir [5].

Yer fistigi tohumunda yiksek miktarda riboflavin, tiamin,
nikotinik asit ve E vitamini bulunmakla birlikte A, C ve D
vitaminlerinin miktari yok denecek kadar azdir. Yer
fistiginin  kavrulmasi  islemi sirasinda tiamindeki
azalmaya karsiik niasin ve riboflavin vitaminleri
miktarlarinda &énemli bir degisme olmadigi rapor
edilmistir [6]. Yapilan arastirmalar sonucunda yer
fistiginin, resveratrol (3, 4', 5-trihidroksi-stilben), fenolik
asitler, flavonoidler ve fitosteroller gibi biyoaktif bilesikler
bakimindan zengin oldudu, ayrica koenzim Q10 ve
arjininin iceriginin de yiksek oldugu saptanmistir [7]. Yer
fistiginin igerdigi ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA)
miktarinin fazla, doymus yag asitleri (DYA) miktarinin
ise duslk oldugu, ayrica birgok vitamin, mineral ve
fenolik  bilesiklerden zengin  olmasi  nedeniyle
kardiyovaskuler hastaliklardan, Alzheimer, Parkinson
gibi sinir hicresi kaybina neden olan ndrodejeneratif
hastaliklara ve cesitli kanser tirlerine kadar birgok
hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde etkili bir gida
oldugu belirtiimektedir [8, 9]. Bu derlemede de dinyada
ve Ulkemizde siklikla tiketilen yer fistigi gesitlerinin
bilesimi ve insan sagligi Uzerindeki etkisi guncel bilgiler
Isiginda incelenmistir.

YER FISTIGININ BILESIMI

Yer fistigi kolesterol icermemesi ve kompleks
karbonhidrat olan posa igerigi bakimindan zengin olmasi
nedeniyle iyi bir besin kaynagidir. Bunlara ek olarak yer
fistigi tohumlarinin  ham protein degerinin  %22-30
civarinda olmasi vejetaryenler ve veganlar igin saglkli
bir diyetsel protein kaynagi olarak degerlendiriimektedir
[10]. Daha onceki yillarda yer fistigi yag miktarinin
yuksek (%50) olmasindan dolayr sagliksiz bir gida
olarak nitelendiriimesine ragmen son yillarda yapilan
calismalarda bunun tam tersinin dogru oldugu
anlasiimistir [11, 12]. Yer fistiginin enerji ve besin dgesi
bilesimi Tablo 1’de verilmistir [13].
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Tablo 1. Cig yer fistigin enerji ve besin dgesi
bilesimi (100g)

Enerji ve Besin 6geleri Miktar
Enerji (kcal) 567
Protein (g) 25.8
Yag (9) 49.24
Kolesterol (mg) -
Doymus yag asidi (g) 6.279
Tekli doymamis yag asidi (g) 24.426
Coklu doymamis yag asidi (g) 15.558
Karbonhidrat (g) 16.13
Posa (g) 8.5
Kalsiyum (mg) 92
Demir (mg) 4.58
Magnezyum (mg) 168
Fosfor (mg) 376
Potasyum (mg) 705
Sodyum (mg) 18
Cinko (mg) 3.27
Bakir (mg) 1.144
Selenyum ( ug) 7.2
Tiamin (mg) 0.64
Riboflavin (mg) 0.135
Niasin (mg) 12.066
B6 vitamini (mQ) 0.348
Folat (ug) 240
E vitamini (alfa-tokoferol) 8.33

Makro Besin Ogeleri
Karbonhidratlar

Yer fistiginin karbonhidrat miktari ve tart yetistirildigi
bolge, yetistiriime tarzi, fistigin olgunlasma slresi ve
cesidine gore farklilik gostermektedir. Yer fistiginin
bilesimindeki karbonhidratlar genel olarak
degerlendirildiginde yuksek miktarda sukroz, fruktoz,
glikoz, inositol, rafinoz, stakioz igerdigi saptanmistir [10].
Yagsiz fistik ununun yaklasik %38 karbonhidrat icerdigi
ve bu karbonhidratlarin  %18'inin  oligosakkaritler,
%12.5’inin nisasta, %12.5'inin selliloz ve %4.0’Unlin ise
hemisellloz oldugu tespit edilmistir [14]. Yer fistiginin
icerdigi  karbonhidrat turGindn bidydk bir kisminin
kompleks karbonhidrat olmasindan dolayr glisemik
indeks (GI=14) ve glisemik yukunin (GY=1) dusuk
oldugu bu nedenle de diyabet hastalarinin tiketebilecegi
bir gida oldugu dustunulmektedir [15]. Ek olarak, yer
fistigi veya yer fistigi ezmesinin, bir simit ve bir bardak
meyve suyu gibi yiksek glisemik yikli bir 6gutne
eklendiginde kan sekerini ¢ok hizli ylkseltmemesi
nedeniyle kan glikoz dizeyini dengeleyici bir goérev
gOrdugl de belirtiimektedir [16].

Amerika Diyabet Dernegi (American Diabetes
Association [ADAY)); yer  fistiginin kompleks
karbonhidratlari icermesinin yani sira magnezyum,
arjinin ve E vitamini gibi kalp-damar saghg: agisindan
olumlu etkileri olan besin o6gelerini igermesi ve
normoglisemik kan glikoz cevabi saglamasindan dolayi
diyabetli bireylerin gunlik diyetlerine eklenmesinin
faydali olabilecegini belitmekte ve tavsiye etmektedir
[17].
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Protein

Yer fistigi teknik olarak baklagiller familyasina girmekte;
badem, ceviz veya diger yagl tohumlara gére nohut ve
soya fasulyesine yapisal olarak daha fazla benzemekte
ve findiga nazaran protein bakimindan daha zengin ve
besleyici olarak tanimlanmaktadir [18]. Dunyada farkli
tirlerdeki ~ fistiklar  protein  igerigi  bakimindan
degerlendirildiginde; icerdikleri protein turlerinin benzer
protein miktarlarinin ise farkli oldugu ve yer fistiginin 32
farkli protein icerdigi tespit edilmistir [19].

Yer fistigi alerjisi en sik gorulen gida alerjilerinden biridir
ve populasyonun yaklasik %1’inde bulunmaktadir [20].
Turkiye'de ylritilen bir galismada gida alerjilerinin
%11.7’sini yer fistiginin olusturdugu bulunmustur [21].
Dinya Saghk Orgiti (World Health Organization
[WHQ]) ve Uluslararasi immiinoloji Dernekleri Birligi
(International Union of Immunological Societies [IUIS])
tarafindan bugline kadar 17 fistik proteininin (Ara h 1 ile
Ara h 17) yer fistigi alerjisinden sorumlu fistik alerjeni
oldugu belirtilmistir [22].

Yer fistigi, 20 amino asidin tumudnG farkll oranlarda
icermekle birlikte dnemli bir aminoasit olan arjininin en
Onemli kaynagi olma 6zelligini tagimaktadir [13]. Protein
sindirilebilirligine goére duzeltiimis amino asit skoru
(Protein digestibility corrected amino acid score
[PDCAAS]) na gore yer fistigi ve soya gibi diger
baklagillerin blyime, gelisme ve saglikh bir yasam
slirduriimesi igin et ve yumurtadan sonra gelen protein
kalitesi ylUksek bir gida oldugu belirtiimektedir [23].
Bitkisel kaynakli protein bakimindan zengin olan yer
fistiginin, igerdigi posa ve cesitli biyoaktif bilesenlerden
dolayl da saglik Gzerine olumlu etkileri bulunmaktadir
[24].

Yag

Yer fisti@ yaginin ciddi bir enerji kaynagi olmasinin yani
sira hormon metabolizmasi, nérotransmitter sentezi gibi
birgok 6nemli iglevi de bulunmaktadir. Yer fistigi ve yer
fistigr Grlnlerinin lezzet ve kalitesi blyilk olglide igerdigi
yag asidi turlerine bagl olmakla birlikte, yag asidi tura
yer fistigin ¢esidine, tohum olgunluguna, cevresel
kosullara ve cografi bdlgelere gore degiskenlik
gOstermektedir [25, 26]. Yer fistigi tohumu ortalama
%50 (%44-56) oraninda yag icermektedir [27]. Amerikan
Fistik Konseyi (American Peanut Council [APC])ne
gore, yer fistigr yadinin vyaklasik %50’sini tekli
doymamig yag asitleri (TDYA), %33'Unu CDYA ve
%14’Unu  ise DYA olusturmaktadir [28]. Tat ve
dayaniklilik agisindan birgok bitkisel yagdan Ustin olan
yer fistigi yaginda doymamis yag asitlerinden oleik asit
(n-9) %45 ve linoleik asit (n-6) %35 oraninda
bulunmaktadir. Bu bilesimden dolay! yer fistigi yaginin
oleik-linoleik grubu yaglar arasinda oksidatif stabilitesi
yuksek bir yag oldugu da belirtiimektedir [29].

325

Mikro Besin Ogeleri
Vitaminler

Yer fistigl suda ¢oziinebilen bir vitamin olan B vitamini
ile yagda ¢6zlinebilen bir vitamin olan E vitaminin (alfa-
tokoferol) iyi bir kaynagidir [30]. Bu vitaminleri ylksek
miktarda  icermesi  nedeniyle  antioksidan  ve
antiinflamatuar 6zellik gdstererek Alzheimer, Parkinson
gibi ndrodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu goérev
almaktadir [31].

YUz gram yer fistigi tlketimi yetigkin bir bireyin glinluk
niasin ihtiyacinin %75'ini, folat ihtiyacinin %60’ini, tiamin
ihtiyacinin - %53’Un0, riboflavin  ihtiyacinin - %10’unu,
pantotenik asit ihtiyacinin %35’ini, piridoksin ihtiyacinin
%27’sini ve E vitamini ihtiyacinin %55’ini kargilayabildigi
saptanmigtir [13]. Yer fistiginin glinlik niasin ihtiyacinin
biyuk bir kismini kargilamasi nedeniyle sindirim ve sinir
sistemi hastaliklarinin  énlenmesinde yardimci rol
bulunmaktadir [32]. Bunlara ek olarak hamilelerde
gunlik gereksinmenin %50 oraninda arttigi ve néral tip
defektinin engellenmesi i¢in elzem olan folat igeriginin
de yer fistiginda ylksek oldugu goérilmektedir [33].

Mineraller

Yer fistigi, mineraller agisindan zengin gidalar grubuna
girmektedir. YUz gram yer fistigi tiketimi ile yetigkin bir
bireyin  ginlik  bakir  gereksinmesinin ~ %127’si,
manganez gereksinmesinin %84’u, fosfor
gereksinmesinin %54’0 ve magnezyum gereksinmesinin
%42'si karsilanmaktadir. Yer fistigi ayrica sodyum,
potasyum, kalsiyum, selenyum ve ¢ginko da icermektedir
[13]. Yapilan bir galismada gunlik bir kasik (28.3 g) yer
fistigi ezmesi tiketiminin kalsiyum ihtiyacinin %1.7’sine
denk geldigi; yer fistiginin kirmizi et, sebze ve tahil
gevreklerine gore gunlik kalsiyum gereksinmesini daha
iyi karsiladigi saptanmistir. Ayrica kalsiyuma ek olarak
birgok mineralden zengin bir gida olan yer fistiginin
dengeli beslenme agisindan 6nemli bir yere sahip
oldugu da vurgulanmistir [34].

YER FISTIGI FONKSIYONEL BiR GIDA MIDIR?

Fonksiyonel gida; insan saghgi igin yararli bir veya
birden ¢ok bilesen igeren gida olarak tanimlanmaktadir
[35]. Yer fistigi, hastaliklarin énlenmesi ve tedavisinde
etkin rol oynayan birgcok besin 6gesi ve fitokimyasal
bilesikleri icermesi nedeniyle fonksiyonel gida olarak
kabul gérmektedir [36].

Fonksiyonel bir gida olan yer fistigi iyi bir diyet posasi
kaynagi olmasinin yani sira gesitli B grubu vitaminleri, E
vitamini, demir, ¢inko, potasyum ile antioksidan olan
bazi mineralleri de (magnezyum, selenyum ve bakir)
yuksek oranda igermektedir [37]. Yer fistigi 6nemli bir
aminoasit olan arjininin en iyi kaynaklarindan biridir.
Ayrica yer fistiginda, flavonoid ve fenolik asitler gibi
cesitli  biyoaktif  bilesikler de ylksek oranda
bulunmaktadir. Yer fistiginin bu bilesimi nedeniyle
kronik hastaliklarin etiyolojisinde rol alan serbest
radikallerin yol actigi oksidatif strese karsi koruyucu
Ozellik gostermekte, inflamasyonu engelleyerek kanser,
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diyabet, kardiyovaskiler hastalk, artrit gibi
hastaligi 6nleyici etkileri oldugu belirtiimektedir [7].

bircok

Arjinin

Arjinin  elzem bir aminoasit olmamasina ragmen
blylime, travma veya kanser gibi durumlarda vicudun
arjinine olan gereksinmesinin artmasindan dolay! yari
esansiyel bir aminoasit olarak kabul edilmektedir. Nitrik
oksidin énclsu olan arjinin, kan akisini dizenlemeye ve
vicuttaki  hasarli  dokulardaki iyilesme  suresini
azaltmaya yardimci olmaktadir [38]. Ayrica T lenfositleri
etkileyerek bagisiklik sistemini uyarmakta, amonyagin
ve diger toksik maddelerin vicuttaki etkilerini nétralize
ederek karacigerin detoksifiye etme gobrevine de
yardimci olmaktadir. Arjininin gastrointestinal sistem igin
de koruyucu oldugu belirtiimektedir [39].

Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani (TURKOMP)
verilerine gbre yer fistiginin, yagh tohumlar arasinda
cam fistigindan sonra arjinin miktari en yiksek (1182
mg/100 g) gida oldugu belirtiimektedir [40]. Yapilan bir
calismada gunlik 3-6 gram arasinda arjinin
tiketilmesinin  kardiyovaskiiler sistemi iyilestirdigi,
sindirim sistemine yardimci oldugu ve immun sistemi
guglendirdigi gosterilmistir [41].

Resveratrol

Stilbenler adi verilen bir polifenolik bilesik sinifina ait
olan resveratrol yer fistiginda yiksek miktarda
bulunmaktadir. Taze yer fistigi 0.01 pg/g, kavrulmus yer
fistigir 0.055 ug/g, yer fistigi yadi 0.324 ug/g ve
haslanmis yer fistigi 5.138 ug/g, sam fistigi 0.09-1.67
Mg/g resveratrol igermektedir [42]. Resveratrol; kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar, ndrolojik hastaliklar gibi
birgok kronik hastaligin temelinde bulunan inflamasyona
karsi koruyucudur [7].

Fitosteroller

Fitosteroller (bitki steroll) bitki hlicre zarlarinda dogal
olarak bulunan bilesiklerdir. Bu bilesiklerin bagirsaklarda
kolesteroliin emilimini engelleyerek serum kolesterol
seviyelerini dusurucl etki gosterdikleri bilinmektedir. Bu
nedenle yer fistigi, yer fistigi yagi ve yer fistigi ununun
kardiyovaskuler hastaliklarin onlenmesinde ve
tedavisinde dnemli bir rolt olabilecedi belirtiimektedir
[43].

Fenolik Asit ve Flavonoidler

Yer fistigi kardiyovaskuler hastaliklara ve kansere karsi
koruyucu olan flavonoid agisindan da zengin bir gidadir.
[44]. Yapilan bir calismada yer fistiginda polifenolik
antioksidanlardan p-kumarik asitin yiksek oranda
bulundugu ve bu bilesigin yer fistiginin antioksidan
seviyesini %22 arttirdigi saptanmistir [39]. Ayrica yer
fistigi zarinin, yer fistigina gore daha ¢ok fenolik asit
icerdigi tespit edilmigtir [45].
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YER FISTIGININ HASTALIKLAR iLE ILiSKiSi
Yer Fistigi ve Obezite

Yer fistiginin doymamis yag asitleri, diyet posasi,
bitkisel protein, arjinin, antioksidan vitamin ve mineral
besin Ogeleri ile flavonoidler, fitosteroller gibi biyoaktif
bilesenleri icermesi nedeniyle son yillarda obezite
Uzerine olumlu etkilerinin olabilecegi dustnulmektedir.
Belirtilen bu besin 6geleri ve biyoaktif bilesenler oksidatif
stresi dnleyerek ve inflamasyonu azaltarak obezite ve
obezite kaynakli birgok kronik hastaligin olugsum riskini
azaltmaktadir [46]. Fakat, ¢ig yer fistiginin (100 g)
ortalama enerji degeri 567 kilokaloridir [13]. Bu nedenle
tiketilirken glnluk tiketim miktarina (yarim avug veya
15 g veya 15 adet yer fistigi/gun) dikkat edilmesi
gerekmektedir [47]. Bes-Rastrollo ve ark [48] yer
fistiginin obezite mekanizmasi Gzerindeki olumlu etkisini
yer fistiginin icerdigi yuksek miktarda protein, saglikli
yag asitleri (TDYA) ve diyet lifinin termogenezi uyararak
bazal metabolizma  hizinin  artmasi seklinde
aciklamaktadirlar. Yapilan bir calismada vyer fistig
tiketiminin bazal metabolizma hizini %11 arttigi
belirlenmistir [49]. Ayrica yer fisti§i yiksek protein ve
posa igerigi nedeniyle gastrik bosalmayi yavaslatarak
doygunluk saglamaktadir [50]. Coklu doymamis yag
asitleri, doymus yag asitlerine goére daha az okside
olmakta ve lipogenezisi azaltmaktadir. Yer fistigi ylksek
miktarda CDYA igerdigi igin lipogenezi azaltarak viicutta
yag olusumunu engelledigi belirtiimektedir [51]. Bunlara
ek olarak yer fistigi, yag atihmini saglayarak enetji
allminda azalmaya neden olmakta, bu &zelliginden
dolayr da agirhk kaybinda etkin rol oynayabilecegini
disunilmektedir [52]. Yer fistigi igcerdigi flavonoidler,
diyet posasi ve polisakkaritler ile  bagirsak
mikrobiyotasinin gelismesine yardimci olarak da agirlik
kaybini saglayabilmektedir [53].

Yer fistig ile obezite ve diyet kalitesi arasindaki iligkiyi
incelemek amaciyla yapilan gbézlemsel bir galismada;
4751 erkek, 4572 kadin ve 4939 cocugun 2 gunlik gida
tuketim kaydi verilerinden saglkli yeme indeksleri
hesaplanmistir. Yer fistigi tiketen (%24) bireylerin yer
fistigi tiketmeyenlere goére glnlik protein, total yag,
CDYA, TDYA, posa, A vitamini, E vitamini, folat,
kalsiyum, magnezyum, ¢inko ve demir aliminin anlamli
derecede daha ylUksek oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Yer fistigi tlketenlerin glnlik kolesterol aliminin
tiketmeyenlere goére daha az oldugu, enerji aliminin yer
fistigi tiketenlerde daha fazla olmasina ragmen 6zellikle
yer fistigi tiketen kadin ve cgocuklarda beden kitle
indeksinin  (BKI) anlamh diizeyde disik oldugu
saptanmistir [54]. Vacut agirliklar 85. persentil ve Uzeri
olan 10-14 yas arasl addlesan birey ile yuritilen bir
baska arastirmada ise diyetlerine yer fistigi eklenen
adolesanlarin  vicut agirhdinda anlamh  bir dusus,
kontrol grubunda ise artis oldugu tespit edilmistir [15].

Yer fistigi ve turevlerinin (yer fistigi yagi, ezmesi ve unu)
tiketiminin yag emilimi Gzerine olan etkisini incelemek
amaciyla gergeklestirilen randomize kontrolli  bir
¢alismada; yetigkin bireylere gunlik enerji
gereksinmeleri gbéz 6ntnde bulundurularak saglkli ve
dengeli diyetler (%55 karbonhidrat, %15 protein, %30
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yag) verilmis, kontrol grubu hari¢ diger gruplarin
diyetlerine 70 g/gun yer fistigi veya turevi eklenmis olup
bireylerin  digkilarinin  yag oranlari incelenmisgtir.
Calismanin uygulandigi 7-9 giinden sonra yer fistigi
tiketen grubun diger gruplara goére yag emiliminin daha
az oldugu belirtilmistir (p<0.05) [55]. Yapilan benzer bir
calismada ise yer fistiginin ve tlrevlerinin 56 g/gin
tlketilmesinin vicut agirhginda herhangi bir degisiklige
neden olmadigdi belirtiimistir [56].

Yuksek oleik asit igeren yer fistigi ile kardiyometabolik
risk faktorleri ve vicut kompozisyonu arasindaki iligkiyi
inceleyen (>50 yas ve BKI>25 kg/m?) bir calismada,
bireylerin enerji aliminin %15-20’sini (erkeklerde 84 g,
kadinlarda 52 g) yuksek oleik asit iceren yer fistigindan
karsilamasi istenmistir. Yer fistidi tiketen grupta kontrol
grubuna gore toplam yagd aliminin %30, enerji alimin
%10 arttigl saptanmistir. Her iki grup arasinda plazma
disuk dansiteli lipoprotein (LDL), toplam kolesterol, C-
reaktif protein, glikoz ve insulin dizeylerinde fark
gorilmezken; yer fistigi tiketimi ile enerji aliminda artis
olmasina ragmen viicut kompozisyonunda anlaml bir
fark olmadigr belirlenmistir. Bu sonucun yer fistigr alimi
ile termogenezisin ve enerji harcamasinin artmasindan
dolayi olustugu savunulmustur [57].

Yapilan bir bagka galismada ise 71 hafif sisman ve obez
olan birey; standart yer fistigi tiketen (56 g/giin), yiksek
oleik asit igeren yer fistigi tiketen (56 g/glin) ve biskdvi
tiketen (kontrol grubu) olmak Uzere ¢ gruba ayriimis
olup yuksek oleik asit iceren yer fistigi tiketen gruptaki
bireylerde diger gruplara goére, termogenezisin arttigi ve
bireylerin  tokluk hislerinin daha fazla oldugu
saptanmistir (p<0.05) [58].

Diyabet ve Yer Fistigi

Glikoz metabolizmasinin bozuklugu sonucu ortaya gikan
diyabet hem toplum hem de bireyler icin tehdit
olusturmaktadir. Tedavisinde medikal tedaviye ek olarak
tibbi beslenme tedavisinin de 6énemli bir yerinin oldugu
bilinmektedir. Amerika Diyabet Dernegi yer fistiginin
normoglisemik etkilerinden dolaylr diyabetin tibbi
beslenme tedavisinde kullaniimasini énermektedir [16].
Ayrica yer fistiginin besin ogesi profili (yag asitleri,
arjinin, fitosteroller, E ve B vitaminleri) g6z o6nlinde
bulunduruldugunda  postprandiyal  (tokluk) glikoz
cevabini iyilestirebilecedi ve endotel disfonksiyonu
onleyebilecegi de belirtiimektedir [59, 60].

Yaslan 34-59 arasinda degissen 83818 kadin bireyin
katildigi prospektif kohort bir calismada; haftada 5 veya
daha fazla yer fistigi tiketen bireylerin (140 g/gin) yer
fistigi tiketmeyen bireylere gore tip 2 diyabet riskinin
azaldigi ve yer fistigi tuketimi ile diyabet riski arasinda
negatif dogrusal bir iliskinin oldugu belirtiimistir [61].
Yapilan bagka bir ¢calismada tip 2 diyabet tanili bir gruba
ADA kriterlerine uygun olarak tibbi beslenme tedavisi
uygulanirken, diger grubun yag ihtiyacinin %20’sini yer
fistigindan karsilamasi istenmigti. On alti haftanin
sonunda her iki grupta da bel gevresi, BKi ve viicut
agirhginda anlamh bir azalma gordlirken, yer fistigi
tiketen grubun kontrol grubuna goére gunlik gidalarla
alinan CDYA/DYA, CDYA, TDYA miktarlari ile A
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vitamini, niasin ve magnezyum duizeylerinin anlamli
olarak yuksek oldugu belirlenmistir [62]. Yer fistig ile
tahilli bar tiketiminin karsilastirildidi bir ¢calismada ise 1
avug (28 g) yer fistigi tiketimin, tahilli bar tiketen gruba
gore plazma glikoz dizeylerinde istatistiksel agidan
anlamh bir fark olusturmadigi saptanmistir [63].

Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Yer Fistigi

Yer fistiginin kolesterol ve trans yag icermemesine ek
olarak doymus yag asiti oraninin disik olmasi
sebebiyle dinyada en ¢ok mortalite nedeni olan
kardiyovaskiler hastaliklarda (KVH) tiketiminin glvenilir
oldugu duslnulmektedir [64]. Amba ve ark [65] gunlik
diyetlerinde findik, fistik gibi yagli tohumlari tiketen
bireyleri hi¢ tiketmeyen bireyler ile karsilastirdiginda
(n=566398), yagli tohum tiketmeyen bireylerin diyabet
ve Alzheimer hari¢ diger hastaliklar kaynakli mortalite
riskinin daha yiksek oldugu, fakat tek basina yer fistigi
tiketimiyle mortalite riski arasinda herhangi bir iligki
gorilmedigini belirtmiglerdir. iran'da 44
hiperkolesterolomik erkek birey Uzerinde yuritilen
baska bir calismada bir grubun rutin beslenmelerine
devam etmeleri (kontrol grubu), diger grubun ise rutin
beslenmelerine ek olarak ginlik 76 g yer fistidi
tiketmeleri istenmigstir. Dort haftalik sire sonunda yer
fistigi tiketen grubun plazma LDL ve toplam
kolesterol/yliksek dansiteli lipoprotein (HDL)
dizeylerinin kontrol grubuna goére daha disik, HDL
dlzeylerinin ise daha vyiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05) [66]. Yapilan bagka bir galismada ise bireyler
U¢ gruba ayrilmig, birinci grubun herhangi bir diyet
kisitlamasi yapmadan diyetlerine ilave 500 kilokalori yer
fistig tiketmesi, ikinci grubun diyet tedavisine ek olarak
500 kilokalori yer fistigi tiketmesi, Gglncl grubun ise
glnlik toplam yag alimini yer fistigindan karsilamasi
istenmistir. Calismanin sonunda sadece birinci grupta
plazma trigliserit (TG) ve toplam kolesterol dizeylerinde
bir azalma gorilirken diger lipid dizeylerinde bir fark
olmadigi saptanmistir [67]. Benzer sekilde yapilan
baska bir calismada, 86 g/gln yer fistigi tiketiminin hafif
sisman ve obez bireylerde plazma TG duzeylerini
azalttigi ve endotel fonksiyonu iyilestirdigi belirtiimistir
[60]. Son olarak yer fistigi ile KVH risk faktorleri
arasindaki iligkiyi inceleyen bir meta analizde ise yer
fistigi tiketimi ile plazma LDL, TG, insulin dizeyleri ile
bel cevresi, BKI, kan basinci diizeyleri arasinda anlamli
bir iliski olmamasina ragmen, serum HDL duzeyi ile
pozitif iligkili oldugu belirtilmistir [68].

Diger Hastaliklar ve Yer Fistigi

Yagl tohumlarda yiksek miktarda bulunan E vitamini ve
diger antioksidan bilesikler, basta hafiza olmak Uzere
beynin birgok islevini olumlu etkilemektedir [69]. Bu
etkilerini genel olarak oksidatif stresi azaltarak ve
inflamasyonu 6nleyerek gosterdigi dusuntlmektedir.
Yapilan bir calismada; orta yash bireylerde on iki hafta
boyunca normal beslenmelerine ek olarak tiketilen
yuksek oleik asit igeren yer fistiginin arter elastisitesinde
artisa, hafiza ve biligsel fonksiyonda iyilesmeye neden
oldugu saptanmistir [70]. Cin'de 55 yas ve uzeri
bireylerde yapilan bir galismada ise gunlik =10 g/gin
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yagh tohum tiketen bireylerin biligsel fonksiyonlarinin
%40 daha yuksek oldugu belirtilmigtir [71].

YER FISTIGI ZARI VE SAGLIK iLE ILiSKiSi

Son dénemlerde yer fistigi zarinin yiksek miktarda
katesin ve prosiyanidin icerdigi tespit edilmistir. Yer
fistigi zarinin bu biyoaktif bilesikleri icermesinden dolayi
antiinflamatuar etki gOstererek hastaliklari
onleyebilecegi belirtiise de bu konuda yapilmis sinirh
sayida g¢alisma bulunmaktadir [72, 73]. Aterojenik diyet
ile hiperkolesterolemik olan farelere yer fistigi zarn
polifenolik ekstrati verildiginde farelerin hepatik glikojen
ve serum glikoz dizeylerinin azaldigi gdézlenirken, yer
fistigr zarinin alkole bagh olmayan yagh karaciger
hastaligi icin de tedavi edici roli olabilecegi
savunulmustur [73]. On bes saglikli birey uzerinde
yapilan bir baska galismada ise yer fistigi zarinin fenolik
ekstratinin postprandiyal 45. dakikada antidiyabetik etki
gOsterdigi de gozlemlenmistir [74].

SONUG VE ONERILER

Yagh tohumlar arasinda yer alan yer fistigi antioksidan
vitamin ve minerallerin yani sira resveratrol, fitosterol
gibi sagliga olumlu etkileri olan biyoaktif bilesikleri de
icerdigi icin fonksiyonel gida olarak nitelendiriimektedir.
Yerfistigi, énemli bir aminoasit olan arjininin de en iyi
kaynaklarindan biri olmakla birlikte doymamis yag
asitlerini  de yiksek miktarda igermektedir. Bu
bilesiminden dolayl yer fistiginin obezite, diyabet ve
kardiyovaskuler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde rol oynadigi
belirtiimektedir. Saglikh beslenme ¢ergevesinde vyer
fistigi tiketimine énem verilmesi, yer fistigi zarinin da
saghga olasi yararlari diistnildiguiinde yer fistiginin zari
ile birlikte tiketilmesi, fakat enerji ve toplam yag alimini
arttirmamak igin tiketilecek miktara (gunluk yarim avug
veya 15 g veya 15 adet yer fisti§) dikkat edimesi
gerekmektedir. Bunlarin yani sira yer fistigi tiketiminin
hastaliklar ile iliskisi Ulzerine daha fazla calisma
yapiimasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

KAYNAKLAR
[1] Anoglu, H.H. (2014). Yerfistigi Yetistirme ve Islahi.
Yag Bitkileri Ders Kitabi. Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiltesi Yayinlari, G.Y. No: 220, Y. No: A-
70, S.74, Adana.

Tarkiye Tarim ve Orman Bakanlidi. Yer fistigi
Yetistiriciligi. Erisim Adresi:
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/batem/Belgeler/
Kutuphane/Teknik%20Bilgiler/yerfistigi%20yetistiric
iligi.pdf

FAOQ, 2018. Erisim Adresi: http://faostat.fao.org/.
Sahin, G. (2014). Turkiye'de vyerfistigi (Arachis
hypogaea L.) yetistiriciligi ve bir cografi isaret
olarak Osmaniye yerfistigi. Gaziantep University
Journal of Social Sciences, 13(3), 619-644.

Lavkor, I., Bigici, M. Osmaniye’de yetistirilen
yerfistiklarinda hasat, hasat sonrasi, kurutma ve
depo oOncesi donemlerinde aflatoksin olusumu.
Tarim Bilimleri Dergisi, 21(3), 394-405.

(2]

(5]

328

(6]

(7]

(8]

El

(10]

[11]

(12]

(13]

[14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

ANONIM. (2006). Tarim ve Koy Isleri Bakanligi,
Adana il Muddrligu. Adana ili tarimsal istatistik
verileri yayin no:2006-2 Adana.

Arya, S.S., Salve, A.R., Chauhan, S. (2016).
Peanuts as functional food: a review. Journal of
Food Science and Technology, 53(1), 31-41.
Chen, J., Zhou, Y., Mueller-Steiner, S., Chen, L.F.,
Kwon, H., Yi, S., Mucke, L. Gan, L. (2005). SIRT1
projects against microglia-dependent amyloid-b
toxicity through inhibiting NF-kB signaling. Journal
of Biological Chemistry, 280(48), 40364-40374.
Delmas, D., Langon, A., Colin, D., Jannin, B.,
Latruffe, N. (2006). Resveratrol as a
chemopreventive agent: a promising molecule for
fighting cancer. Current Drug Targets, 7(4), 423-
442.

Mutegi, C.K., Wagacha, J.M., Christie, M.E.,
Kimani, J., Karanja, L. (2013). Effect of storage
conditions on quality and aflatoxin contamination of
peanuts (Arachis hypogaea L.). International
Journal of Agriscience, 3(10), 746-758.

Zhao, X., Chen, J., Du, F. (2012). Potential use of
peanut by-products in food processing: A review.
Journal of Food Science and Technology, 49(5),
521-5209.

Toomer, O.T. Nutritional chemistry of the peanut
(Arachis hypogaea). (2018). Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 58(17), 3042-3053.
United States Department of Agriculture (USDA).

(2018). Food Data Central. Erisim Adresi:
https://fdc.nal.usda.gov/.
Shiga, T.M., Lajolo, F.M. (2006). Cell wall

polysaccharides of common beans (Phaseolus
vulgaris L.)-composition and structure.
Carbohydrate Polymer,63(1), 1-12.

Foster-Powell, K., Holt, S.H., Brand-Miller, J.C.
(2002) International table of glycemic index and
glycemic load values. American Journal of Clinical
Nutrition, 76(1), 5-56.

Johnston, C.A., Tyler, C., McFarlin, B.K., Poston,
W.S., Haddock, C.K., Reeves, R., Foreyt, J.P.
(2007). Weight loss in overweight Mexican
American children: a randomized, controlled trail.
Pediatrics, 120(6), 1450-1457.

American Diabetes Association, Bantle, J.P.,
Wylie-Rosett, J., Albright, A.L., Apovian, C.M.,

Clark, N.G., Franz, M.J., Hoogwerf, B.J.,
Lichtenstein, A.H., Mayer-Davis, E., Mooradian,
A.D., Wheeler, M.L. (2008). Nutrition

recommendations and interventions for diabetes: a
position statement of the American Diabetes
Association. Diabetes Care, 31(1), 61-78.

Igbal, A., Shah, F., Hamayun, M., Ahmad, A.,
Hussain, A., Wagas, M., Kang, S.M., Lee, IJ.
(2016). Allergens of Arachis hypogaea and the
effect of processing on their detection by ELISA.
Food & Nutrition Research, 60, 28945-28951.
Yusnawan, E., Marquis, C.P., Lee, N.A. (2012).
Purification and characterization of Ara hl and Ara
h3 from four peanut market types revealed higher
order oligomeric structures. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 60(41), 10352-10358.

Stiefel, G., Anagnostou, K., Boyle, R. J,
Brathwaite, N., Ewan, P., Fox, A. T., Huber, P.,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Foster-Powell%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12081815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holt%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12081815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brand-Miller%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12081815

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[33]

[34]

B.B. Ozalp, N. Seremet Kiirklii Akademik Gida 18(3) (2020) 323-330

Luyt, D., Till, S. J., Venter, C., Clark, A. T. (2017).
BSACI guideline for the diagnosis and
management of peanut and tree nut allergy.
Clinical and Experimental Allergy : Journal of The
British Society for Allergy and Clinical Immunology,
47(6), 719-739.

Yavuz, S.T., Sahiner, U.M., Buyuktiryaki, B., Soyer,
O.U., Tuncer, A., Sekerel, B.E., Kalayci, O.,
Sackesen, C. (2011). Phenotypes of IgE-mediated
food allergy in Turkish children. Allergy and asthma
proceedings, 32(6), 47-55.

WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee.
Allergen Nomenclature Search Database. (2017).

Arachis hypogaea (Peanut groundnut). Erisim
Adresi:
http://www.allergen.org/search.php?allergensource
DArachisChypogaea.

FAO/WHO/UNU (2002). Protein and amino acid
requirements in human nutrition. In: Report of a
Joint FAO/WHO/UNU Expert Consultation, World
Health Org Technical Report Series N0:935.

Wu, HW., Wang, Q., Ma, T.Z., Ren, J.J. (2009).
Comparative studies on the functional properties of
various proteins concentrates preparations of
peanut protein. Food Research International, 42(3),
343-348.

Akhtar, S., Khalid, N., Ahmed, I., Shahzad, A.,
Suleria, H.A. (2014). Physicochemical
characteristics, functional properties, and nutritional
benefits of peanut oil: a review. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 54(12), 1562-1575.
Carrin, M.E., Carelli, A.A. (2010). Peanut
oil:Compositional data. European Journal of Lipid
Science and Technology, 112(7), 697-707.
Anyasor, G.N., Ogunwenmo, K.O., Oyelana, O.A,,
Ajayi, D., Dangana, J. (2009). Chemical analyses
of groundnut (Arachis hypogaea) oil. Pakistan
Journal of Nutrition, 8(3), 269-272.

Isanga, J., Zhang, G.-N. (2007). Biologically active
components and nutraceuticals in peanuts and
related products: review. Food Reviews
International, 23(2), 123-140.

Gunstone, F.D. (2011). Vegetable Oil in Food
Technology Composition, Properties and Uses.
Wiley-Blackwell, Oxford, UK.

O’Brien, R.D. (2004). Fats and Oils. Formulating
and Processing for Applications. CRC Press, Boca
Raton, USA.

Bramley, P.M., EImadfa, I., Kafatos, A., Kelly, F.J.,
Manios, Y., Roxboroug, H.E., Schuch, W., Sheehy,
P.J.A., Wagner, K.H. (2000). Vitamin E. Journal of
the Science of Food and Agriculture, 80(7), 913-
938.

Morris, M.C. Dietary niacin and the risk of incident
alzheimer's disease and of cognitive decline.
(2004) Journal of Neurology, Neurosurgery, and
Psychiatry, 75(8), 1093-1099.

Roy, M.P. Folate and neural tube defects. (2007).
The American Journal of Clinical Nutrition, 85(1),
285-285.

Galvao, L., Lopez, A., Wiliams, H. (2006).
Essential mineral elements in peanuts and peanut
butter. Journal of Food Science, 41(6), 1305-1307.

329

(35]

(36]

[37]

(38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

(45]

[46]

[47]

(48]

(49]

[50]

Position of the American Dietetic Association:
phytochemicals and functional foods. (1995).
Journal of the American Dietetic Association, 95(5),
493-496.

Lee, A.N., Wright, C.G., Rachaputi, R.C.N. (2016).
Peanuts: Bioactives and Allergens. DEStech
Publications Inc, Pennsylvania, USA.

Gllgin, 1. (2010). Antioxidant properties of
resveratrol:a structure activity insight. Innovative
Food Science & Emerging Technologies, 11(1),
210-218.

Coates, A.M., Hill, A.M., Tan, S.Y. (2018). Nuts and
cardiovascular  disease  prevention.  Current
Atherosclerosis Reports, 20(10), 48.

Duggan, C., Gannon, J., Walker, W.A. (2002).
Protective nutrient and functional foods for the
gastrointestinal tract. The American Journal of
Clinical Nutrition, 75(5), 789-808.

Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani Verisi.
http://www.turkomp.gov.tr/component_result-153
Field, C.J., Johnson, I, Pratt, V.C. (2000).
Glutamine and arginine: Immunonutrients for
improved health. Medicine and Science in Sports
and Exercise, 32(7), 77-88.

Evren, M., Koca, I. (2008). Resveratrol ve saglik
Uzerine etkisi. Tirkiye 10. Gida Kongresi, 21-23
Mayis, 2008, Erzurum, Turkiye, s1099.

Lopes, R.M., Agostini-Costa, T.D.S., Gimenes,
M.A., Silveira, D. (2011). Chemical composition
and biological activities of Arachis species. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 59(9), 4321-
4330.

Francisco, M.L., Resurreccion, A.V. (2008).
Functional components in peanuts. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 48(8), 715-
746.

Duncan, C.E., Gorbet, D.W., Talcott, S.T. (2006).
Phytochemical content and antioxidant capacity of
water-soluble isolates from peanuts (Arachis
hypogaea L). Food Research International, 39(8),
898-904.

Salas-Salvadd, J., Guasch-Ferré, M., Bull, M.,
Sabaté, J. (2014). Nuts in the prevention and
treatment of metabolic syndrome. American
Journal of Clinical Nutrition, 100(1), 399-407.
United States Department of Agriculture (USDA).
Scientific Report of the 2015 Dietary Guidelines

Advisory Committee. Erigim Adresi:
https://health.gov/sites/default/files/2019-
09/Scientific-Report-of-the-2015-Dietary-
Guidelines-Advisory-Committee. pdf
Bes-Rastrollo, M., Wedick, N.M., Martinez-

Gonzalez, M.A., Li, T.Y., Sampson, L., Hu, F.B.
(2009). Prospective study of nut consumption,
long-term weight change, and obesity risk in
women. American Journal of Clinical Nutrition,
89(6), 1913-9.

Alper, C.M., Mattes, R.D. (2002). Effects of chronic
peanut consumption on energy balance and
hedonics. International Journal of Obesity Relation
Metabolic Disorder, 26(8), 1129-1137.

Jenkins, D.J., Kendal, C.W., Axelsen, M,
Augustin, L.S., Vuksan, V. (2000). Viscous and
nonviscous fibres, nonabsorbable and low



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

B.B. Ozalp, N. Seremet Kiirklii Akademik Gida 18(3) (2020) 323-330

glycaemic index carbohydrates, blood lipids and
coronary heart disease. (Son erisim: 15.11.2019)
Current Opinion in Lipidology, 11(1), 49-56.
Vadivel, V., Kunyanga, C.N., Biesalski, H.K.
(2012). Health benefits of nut consumption with
special reference to body weight control. Nutrition,
28(11-12), 1089-1097.

Mattes, R.D., Kris-Etherton, P., Foster, G.D.
(2008). Impact of peanuts and tree nuts on body
weight and healthy weight loss in adults. Journal of
Nutrition, 138(9), 1741-1745.

Lamuel-Raventos, R.M., Onge, M.S. (2017).
Prebiotic nut compounds and human microbiota.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
57(14), 3154-3163.

Griel, A.E., Eissenstat, B., Juturu, V., Hsieh, G.,
Kris-Etherton, P.M. (2004). Improved diet quality
with peanut consumption. Journal of the American
College of Nutrition, 23(6), 660-668.

Traoret, C.J., Lokko, P., Cruz, A.C., Oliveira, C.G.,
Costa, N.M., Bressan, J., Alfenas, R.C., Mattes,
R.D. (2008). Peanut digestion and energy balance.
International Journal of Obesity, 32(2), 322-8.
McKiernan, F., Lokko, P., Kuevi, A. (2010). Effects
of peanut processing on body weight and fasting
plasma lipids. British Journal of Nutrition, 104(3),
418-426.

Barbour, J.A., Howe, P.R, Buckley, J.D., Bryan, J.,
Coates, A.M. (2015). Effect of 12 weeks high oleic
peanut consumption on cardio-metabolic risk
factors and body composition. Nutrients, 7(9),
7381-7398.

Duarte Moreira Alves, R., Boroni Moreira, A.P.,
Silva Macedo, V., Brunoro Costa, N.M., Gongalves
Alfenas Rde, C., Bressan, J. (2014). High-oleic
peanuts increase diet-induced thermogenesis in
overweight and obese men. Nutricion Hospitalaria,
29(5), 1024-1032.

Ros, E. (2010). Health benefits of nut consumption.
Nutrients, 2(7), 652-682.

Liu, X., Hill, A., West, S., Gabauer, R., McCrea, C.,
Fleming, J., Kris-Etherton, P. (2017). Acute peanut
consumption alters postprandial lipids and vascular
responses in healthy overweight or obese men.
Journal of Nutrition, 147(5), 835-840.

Jiang, R., Manson, J.E., Stampfer, M.J., Liu, S.,
Willett, W.C., Hu, F.B. (2002). Nut and peanut
butter consumption and risk of type 2 diabetes in
women. JAMA, 288(20), 2554-60.

Wien, M., Oda, K., Sabaté, J. (2014). A
randomized controlled trial to evaluate the effect of
incorporating peanuts into an American Diabetes
Association meal plan on the nutrient profile of the
total diet and cardiometabolic parameters of adults
with type 2 diabetes. Nutrition Journal, 13, 10.
Johnston, C.S., Trier, C.M., Fleming, K.R. (2013).
The effect of peanut and grain bar preloads on

(64]

(65]

[66]

[67]

[68]

(69]

[70]

(71]

[72]

(73]

[74]

postmeal satiety, glycemia, and weight loss in
healthy individuals: an acute and a chronic
randomized intervention trial. Nutrition Journal, 12,
35.

Kris-Etherton, P.M., Hu, F.B., Ros, E., Sabate, J.
(2008). The role of tree nuts and peanuts in the
prevention of coronary heart disease: multiple
potential mechanisms. Journal of Nutrition, 138(9),
1746-1751.

Amba, V., Murphy, G., Etemadi, A., Wang, S.,
Abnet, C.C., Hashemian, M. (2019). Nut and
peanut butter consumption and mortality in the
national institutes of Health-AARP Diet and Health
Study. Nutrients, 11(7). pii: E1508.

Ghadimi Nouran, M., Kimiagar, M., Abadi, A.,
Mirzazadeh, M., Harrison, G. (2010). Peanut
consumption and cardiovascular risk. Public Health
Nutrition, 13(10), 1581-1600.

Lokko, P., Lartey, A., Armar-Klemesu, M., Mattes,
R.D. (2007). Regular peanut consumption
improves plasma lipid levels in healthy Ghanaians.
International Journal of Food Sciences and
Nutrition, 58(3), 190-200.

Jafari Azad, B., Daneshzad, E., Azadbakht, L.
(2019). Peanut and cardiovascular disease risk
factors: A systematic review and meta-analysis.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 13,
1-18.

Klimova, B., Kuca, K., Valis, M., Hort, J. (2018).
Role of nut consumption in the management of
cognitive decline - a mini-review. Current Alzheimer
Research, 15(9), 877-882.

Barbour, J.A., Howe, P.R.C., Buckley, J.D., Bryan,
J., Coates, A.M. (2017). Cerebrovascular and
cognitive benefits of high-oleic peanut consumption
in healthy overweight middle-aged adults.
Nutritional Neuroscience, 20(10), 555-562.

Li, M., Shi, Z. (2019). A prospective Association of
nut consumption with cognitive function in Chinese
adults aged 55+ China health and nutrition survey.
The Journal of Nutrition, Health and Aging, 23(2),
211-216.

Yu, J., Ahmedna, M., Goktepe, I., Dai, J. (2006).
Peanut skin procyanidins: Composition and
antioxidant activities as affected by processing.
Journal of Food Composition and Analysis, 19(4),
364-371.

Toomer, O.T., Vu, T., Pereira, M., Williams, K.
(2019). Dietary supplementation with peanut skin
polyphenolic extracts (PSPE) reduces hepatic lipid
and glycogen stores in mice fed an atherogenic
diet. Journal of Functional Foods, 55, 361-370.
Christman, L.M., Dean, L.L., Allen, J.C., Godinez,
S.F., Toomer, O.T. (2019). Peanut skin phenolic
extract attenuates hyperglycemic responses in vivo
and in vitro. PLoS One, 14(3), e0214591.

330



SiDAS MEDYA

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

Akademik Gida 18(3) (2020) 331-338, DOI: 10.24323/akademik-gida.818207

Derleme Makale / Review Paper

Yag Rafinasyonu Sirasinda insan Beslenmesinde Onemli Fonksiyonel
Bilesenlerde Degisimler ve Zararli Rafinasyon Bilesenlerinin Olugsumu

Sakir Selguk Secilmis =
Gaziantep Universitesi, Teknik Bilimler Meslek Yiiksek Okulu, Sehitkamil, Gaziantep

Gelis Tarihi (Received): 20.02.2020, Kabul Tarihi (Accepted): 29.09.2020
= Yazigsmalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): selcuksecilmis@gantep.edu.tr (S. Selguk Segilmis)
® 03423171701 = 03423601171

0z

Bitkisel yaglar, igerdikleri ve biyoaktif olarak tanimlanan bilesenler sayesinde saglik agisindan birgok fayda
saglamaktadirlar. Yaglar sadece vicuda enerji saglamakla kalmayip, ayrica vicut isisinin ve dokularinin
korunmasinda, igerisinde ¢ézlinen vitaminlerin taginmasinda ve daha birgok 6nemli fonksiyonlarin yaritilmesinde rol
oynamaktadir. Bitkisel yaglarda bulunan en énemli biyoaktif maddeler arasinda bitkisel steroller, karotenler, tokoller,
fenolik maddeler ve skualen gibi hidrokarbonlar gelmektedir. Uygulanan rafinasyon sartlarina bagh olarak, degerli
bilesenler kayba ugramakla birlikte, yine rafinasyon sartlarina bagh olarak yagda meydana gelen reaksiyonlar
sonucunda, saglik agisindan risk tasiyan bilesenler de (3-monokloropropan-1-2-diol ve glisidil esterleri) meydana
gelebilmektedir. Bu derlemenin ilk kisminda yag rafinasyon basamaklari ve bu siregler igerisinde fonksiyonel
bilesenlerde meydana gelen kayiplar ve nedenleri, ikinci kisminda ise yad rafinasyonu sirasinda meydana gelen
zararli maddelerin olusumu ve miktarlarinin azaltilmasi konusunda yapilan galismalar ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitkisel yaglar, Fonksiyonel bilesenler, Yagd rafinasyonu, 3-monokloropropan-1-2-diol, Glisidil
esterleri

Changes in Important Functional Components for Human Nutrition during Oil Refining and
Formation of Harmful Refining Components

ABSTRACT

Vegetable oils provide many health benefits because of their ingredients defined as bioactive. Oils not only provide
energy to the body, but also play a role in maintaining body temperature and tissues, carrying vitamins dissolved in
their structure, and carrying out many other important functions. Among the most important bioactive substances
found in vegetable oils are vegetable sterols, carotenes, tocols, phenolic substances and hydrocarbons like squalene.
Valuable components are lost depending on refining conditions applied, and health-hazard components (3-
monochloropropane-1-2-diol and glycidyl esters) may occur as a result of reactions occurring in oils. In the first part of
this review, oil refining steps and losses in functional components during these processes and their causes are
presented while, in the second part, studies on the formation and reduction of harmful substances that take place
during oil refining are discussed.

Keywords: Vegetable oils, Functional components, Oil refining, 3-monochloropropane-1-2-diol, Glycidyl esters
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GiRiS

Bitkisel yaglar igerigi bakimindan insan beslenmesinde
6nemli bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla diinya geneli
incelendiginde; bitkisel kaynakl yag tiketimi 158 milyon
ton/yil olmakla birlikte, bu rakamin gittikce arttigi
gbézlenmektedir [1, 2]. Yadlarin icermis oldugu biyoaktif
bilesenler, saglik Uzerine birgok etki saglamaktadirlar.
Yaglar sadece vicuda enerji saglamakla kalmayip,
ayrica viacut isisinin ve dokularinin korunmasinda,
icerisinde ¢Ozlinen vitaminlerin tasinmasinda ve daha
bircok 6nemli  fonksiyonlarin  yuritilmesinde rol
oynamaktadir [3]. Bitkisel yaglarda bulunan en 6nemli
biyoaktif maddeler arasinda steroller, renk maddeleri
(klorofil ve karotenoitler), tokoller, fenolik maddeler ve
skualen gibi hidrokarbonlar gelmektedir. Uygulanan
rafinasyon sartlarina bagl olarak, biyoaktif bilesenler
kayba ugramakla birlikte, yine rafinasyon sartlarina bagli
olarak yagda meydana gelen reaksiyonlar sonucunda,
saglik agisindan risk olusturan bilesenler de meydana
gelebilmektedir. Ozellikle 3-monokloropropan-1-2-diol
(3-MCDP) ve glisidil esterleri (GE) rafinasyon sirasinda
meydana gelebilen ve kanserojen olarak tanimlanan
bilesenlerdir [4, 5]. Ozellikle son vyillarda saglk ve
beslenme arasinda giderek artan 6nemli bir etkilesim
mevcuttur [6]. Bunun sonucunda; endustri, islemis
oldugu drunlerin icerisindeki degerli bilesenleri,
uygulanan iglemler boyunca korumak ve gerekirse
meydana gelen kaybi, disaridan takviye ile destekleme
egilimi icerisindedir. Dider taraftan; uygulanan islemler
sirasinda meydana gelebilecek zararli bilesenlerin de

tamamen Onlenmesi ya da miktarinin azaltiimasi da
Onem arz etmektedir. Dolayisiyla bitkisel ham yag
rafinasyonunda temel amag; yag ve degerli bilesenlerin
kaybini en aza indirerek, yadda istenmeyen degisik
miktardaki safsizliklari muimkin oldugunca
uzaklastirmak ve zararl bilesenlerin de olusumunun
Onine geg¢mek olmahldir. Bu nedenle gunimiizde,

bitkisel yaglarin besin degerini arttirmak igin yeni
metotlarin  arastirlmasi devam etmekle birlikte,
meydana gelen zararll  bilesenlerin  6nlenmesi

konusunda cgalismalar yapilmasi da tavsiye edilmektedir
[7, 8].

Bu calismanin ilk kisminda, yag rafinasyon basamaklari
ve bu sireclerde yagdaki fonksiyonel bilesenlerde
meydana gelen kayiplar ve nedenleri, ikinci kisminda
ise; yag rafinasyonu sirasinda meydana gelen zararli
maddelerin  olusumu ve miktarlarinin  azaltiimasi
konusunda yapilan ¢alismalar ele alinmistir.

YAG RAFINASYONU SIRASINDA FONSIYONEL
BILESENLERDE MEYDANA GELEN DEGISIMLER

Bitkisel yag rafinasyonu; yapiskan maddelerin ayriimasi
(degumming), nétralizasyon, agartma, vinterizasyon ve
deodorizasyon gibi uygulamalari igeren islemler
butinudir. Her bir islem farkli amaglar dogrultusunda
gergeklestiriimektedir. Sekil 1’de rafinasyon basamaklari
ve fonksiyonlari gésterilmistir.

Rafinasyon asamalari

Giderilen maddeler

Degumming

Gam, fosfolipid, iz metaller

Notralizasyon

Serbest yag asitleri

Agartma

Renk vericiler, agir metaller,
oksidasyon driinleri

Vinterizasyon

Wax, stearin ve erime noktasi
yiiksek doymus gliserdiler

Deodarizasyon

Aldehit ve ketonlar, serbest yag
asidleri, oksidadif Grinler

Sekil 1. Yag rafinasyon basamaklari ve fonksiyonlari [9].

Yapiskan maddelerin ayrilmasi (Degumming)

Bitkisel yag rafinasyonun ilk asamasi yapiskan
maddelerin aynigtirlmasidir.  Bu asamada saglhk
acisindan fayda saglayan fosfatidilkolin gibi fosfolipitler
yagdan uzaklastirimaktadir. Fosfatidilkolinin 6zellikle
kardiyovaskuiler ve karaciger saghginin korunmasinda
onemli bir rol oynadigi ve ayni zamanda bu sistemlerin
yenilenmesinde ve gelismesinde de etkin olduklari
bildiriimektedir  [10]. Ancak rafinasyonun diger
asamalarinda, c¢okme egilimi gdstermeleri ve renk
koyulagsmalarina  neden olduklari igin  yagdan
uzaklastinilirlar.  Diger rafinasyon basamaklarindaki
kadar siddetli olmasa da, fonksiyonel bilesenlerde
meydana gelen kayiplar yapiskan maddelerin ayriimasi
asamasinda da yasanmaktadir. Ozellikle, E vitamini
olarak bilinen tokoferoller bu kayiplarin yasandigi
bilesenlerdir. Tokoferoller gida ve biyolojik sistemlerde,
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o6nemli bir lipit oksidasyonu inhibitorleridir [11]. Ayrica
bazi hastaliklarin ve bozukluklarin énlenmesinde veya
tedavisinde etkin bir rol alirlar [12]. Farkh bitkisel
yaglarda yapilan calismalarda, yapiskan maddelerin
ayrilmasi sonrasi toplam tokoferol miktarinda meydana
gelen kayiplar bildirilmigtir [13, 14, 15, 16]. Buna karsin
bazi galismalarda a- ve y- izomerlerde bir miktar artis
gOzlemlenirken &- ve B- izomerlerinde ise dugls oldugu
ifade edilmektedir [13, 17]. Ancak yapilan ¢alismalarda,
tokoferol kayip oranlarinin  degiskenlik gdsterdigi
gOrulmektedir. Kayip oranlarinin %1.4 ile %8.4 gibi
genis bir aralikta degistigi gézlemlenmektedir [14, 18,
19, 20]. Bu farkliliklar ¢alismalarda kullanilan, degisik
bitkisel yaglarin 6zelliklerine ve uygulanan yapiskan
maddelerin ayrilmasi sartlarina bagll olarak ortaya
ciktigi  disunulebilir.  Bitkisel  steroller  kolesterol
seviyelerini distrmeleri nedeniyle; koroner kalp hastalik
riskini azaltmakta, antiinflamatuar etkisi gostermekte
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ayrica kanser hucrelerinin apoptosiz indiksiyonunda
etkilidirler  [21]. Yapiskan ~maddelerin  ayriimasi
asamasinin steroller Uzerinde de etkilerinin oldugu
bildirilmektedir. Aycicek yadi Uzerinde vyapilan bir
calismada, yapiskan maddelerin ayrilmasi sonrasi
toplam sterol kaybinin %22.4 oldudu bildiriimektedir
[20]. Soya yaginda yapilan baska bir calismada ise,
yapiskan maddelerin ayrilmasi sonrasi sterol kaybinin
%3.6 oldugu vurgulanmaktadir [14]. Aspir yagi lzerinde
yapillan bir calismada ise, yapiskan maddelerin
ayrilmasi sonrasi esterlesmis sterol miktarlarinda ve
kompozisyonlarinda herhangi degisimin
gerceklesmedigi ancak serbest sterol miktarinin arttigi
raporlanmaktadir [22]. Baska bir c¢alismada ise
uygulanan yapiskan maddeleri ayirma metodunun
steroller Uzerindeki etkisi arastinimis ve su ile
gercgeklestirilen ayirma isleminde fitosterol igeriginin ve
kompozisyonun degismedigi ancak asit ile
gergeklestirilen ayrima islemi neticesinde serbest sterol
miktarinin  bir miktar arttig  Dbildiriimektedir [23].
Dolayisiyla farkli ayirma metotlarinin biyoaktif bilesen
kaybi Uzerinde etkili oldugu s6ylenebilmektedir.

Notralizasyon

Bitkisel kaynakli yaglarin raf Omurlerinin korunmasi
amaci ile ortamda bulunan yag asitlerinin giderilmesi
gerekir. Dolayisiyla bu islem deasidifikasyon olarak da
ifade edilen noétralizasyon asamasinda
gerceklestiriimektedir. Notralizasyon asamasinda da
birtakim fonksiyonel bilesen kayiplari gézlenmektedir.
Notralizasyon sirasinda meydana gelen sterol kaybinin
yuksek alkali kosullari ve sabun stokunun yikanmasi
neticesinde gergeklestigi bildiriimektedir [24]. Yagda
bulunan fenolik bilesiklerin de bu yikama neticesinde
kayba ugradiklari ifade edilmektedir [25]. Baska bir
calismada ise, noétralizasyon boyunca olugsan sabunun
da fenolik kaybina katki sagladigi bildiriimektedir [26].
Kolza tohumu yaginin deasidifikasyonu sonucunda
fenolik bilesenlerin %94.5 gibi ¢ok yiiksek bir oranda
kayba ugradigi belirtimektedir [27]. Soya yaginda
yapilan bir calismada da nétralizasyon sonucunda
sterollerin  6nemli bir kisminin kayba ugradigi
raporlanmaktadir. Ayni ¢calismada tokoferol kaybinin da
%22.2 seklinde gergeklestigi gorilmektedir [14]. Aygicek
yaginda yapilan baska bir calismada ise, nétralizasyon
sonrasi meydana gelen toplam tokoferol kaybinin
yaklasik olarak %14.7 oldugu bildiriimektedir [19].
Kanola yagi Uzerinde yapilan diger bir calismada ise
toplam sterol miktari kaybinin %3 oldugu bildiriimektedir.
Bu calismada toplam tokoferol kaybinin da %6 oldugu
ifade edilmektedir [13]. Aycicek vyaginda ise
notralizasyon sonrasi toplam tokoferol igeriginde
meydana gelen kayip yaklagik olarak %215 olarak
bulunmustur. Nétralizasyon sonucunda meydana gelen
tokoferol kayip oranlarinin genis bir aralikta olustugu
dikkat cekmektedir. Calismalarda farkli yag cesitlerinin
kullanilmasi ve uygulanan nétralizasyon sartlari bu
farklhihklarin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu séylenebilir.
Nitekim  nétralizasyon sirasinda, farkli  alkaliler
kullanmak sureti ile gergeklestirilen bir calismada;
kalsiyum hidroksitin, sodyum hidroksite gére fonksiyonel
bilesenlerin  korunmasinda daha etkin  oldugu
bildiriimektedir [28]. Bununla birlikte; sodyum karbonatin
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alternatif bir alkali olabilecedi ve sodyum hidroksitle
kiyaslandiginda, a-tokoferol korunmasinda iki kat daha
etkin oldugu ifade edilmektedir [29]. Nébtralizasyon
sirasinda kayba ugradigi tespit edilen bir diger
fonksiyonel bilesen skualendir. Deney hayvanlari
Uzerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda
skualenin; kimyasal olarak indiklenen kolon, akciger ve
deri timorlerinin  inhibe edilmesinde etkili oldugu
gosterilmistir [30]. Zeytin, aycicek, kolza, misir ve soya
yaglarinda yapilan rafinasyon calismasi sonucunda,
notralizasyon asamasinda  skualen  degerlerinde
meydana kayip oranlar sirasiyla yaklasik olarak; %13,
%7.2, %7 ve %14 olarak bulunmustur [31].

Agartma

Temel olarak bazi renk pigmentlerinin, cesitli
Ozelliklerdeki adsorban materyaller kullanmak sureti ile
yagdan uzaklastirildigi asama, agartma iglemi olarak
bilinmektedir. Agartma sirasinda fonksiyonel
bilesenlerde meydana gelen kayiplar; mineral asitlerle
muamele edilerek adsorbsiyon kapasiteleri arttirilan,
diger bir degisle aktive edilen agartma topraklarinin
uzun slren agartma islemi boyunca, yagla temas
etmesinden  kaynakli  gergeklestigi  sdylenebilir.
Dolayisiyla disuk aktiviteli topraklarin kullanimi, besin
Ogelerinin kaybini minimize etmektedir. Ancak diger
taraftan, kullanilan toprak miktarinin artmasina bagl
olarak Uretim maliyetlerinde yiikselme meydana
gelmektedir [32]. Agartma sirasinda tokoferollerde
meydana gelen kayiplarin kullanilan toprak c¢esidine ve
miktarina bagh olarak degistigi ifade edilmektedir [33].
Yapilan bazi calismalarda da genel olarak, agartma
islemi sirasinda meydana gelen tokoferol kaybinin
yaklasik %8 oldugu ifade edilmektedir [18, 19, 34, 35].
Ancak vyapilan bazi diger calismalarda ise, toplam
tokoferol miktarindaki kaybin ¢ok daha fazla oldugu

belirtimektedir. Farkh varyetelerdeki kolza yaginda
yapilan bir calismada, toplam tokoferol kaybinin
agartma sonucunda %21.2-27.41 arasinda bir

degdiskenlik gosterdigi vurgulanmaktadir [36]. Agartma
isleminin sterol kayiplari Uzerinde de etkin oldugu
gOrulmektedir. Nitekim soya ve misir yaginda yapilmis
bir calismada, toplam esterlesmis sterol miktarinda
kayiplarin meydana geldigi tespit edilmistir Ancak ayni
calismada, Oozellikle yagin c¢esidine ve uygulanan
rafinasyon kosullarina bagli olarak, esterlesmis sterol
iceriginde belli bir miktar artis oldugu da ifade edilmektir
[23]. Baska bir calismada ise serbest sterollerden; beta
sitosterol, kampesterol ve stigmasterol gibi bilesenlerde,
agartma parametreleri kosullarina bagh olarak bir artis
meydana geldigi de gortlmektedir [37]. Asitle aktive
edilmis agartma topragi tarafindan katalizlenen bir
dehidrasyon neticesinde; sterodial hidrokarbonlar,
steradiene donusmektedir. Ayrica uygulanan agartma
sicakliginin da bu doéntsim Uzerinde etkin oldugu
vurgulanmaktadir.  Ozellikle  3-5-stigmastadien, p-
sitosterol hidrolizi ile meydana gelen ve bitkisel yaglarda
tespit edilen en baskin steradienler arasindadir [38].
Agartmanin skualen lzerinde de tahrip edici bir etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Bu etkinin arastirildigi ve bes
farkli yag (aycicek, zeytin, misir, kolza ve soya) Uzerinde
gercgeklestirilen bir ¢alismada, ortalama skualen kaybi
yaklasik %17 kadardir. En yiksek skualen kaybi soya
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yaginda iken, en dlsik skualen kaybi kolza yaginda
tespit edilmistir [31]. Palm yaginin antioksidan
kapasitesinin, rafinasyon sartlarina bagli  olarak
degisimini inceleyen bir galismada, agartma sonrasinda
antioksidan kapasitesinin  yaklasik %50 azaldid
bulunmustur. Ayni galismada ayrica toplam fenolik
icerigin %50’ne yakini, toplam karotenoit igeriginin de
%70’in Uzerinde bir kayba ugradigi gorulmektedir [39].
Findik yadi Uzerinde yapilan bagka bir ¢calismada da
antioksidan  kapasitesinin  6zellikle agartma ve
deodorizasyon asamalarinda azaldidi belirtiimektedir.
Ayrica lutein ve zeaksantin gibi karatenoitlerin, ézellikle
agartma asamasindan sonra findik yaginda tespit
edilmedigi bildirilmektedir [26]. Piring kepegi yaginda
bulunan ve o6nemli bir bilesen olan y-orizanolln;
kolesterol dusurucl, anti diyabetik, anti kanserojen,
antioksidan, trombosit kimelesmesini azaltici, sinirsel
dengesizlikleri ve menapoz sikintilarini azaltici, kas
kitlesini arttirici, fekal safra asidi atimini arttirici, timor
blylimesini engelleyici ve UV isigina karsi koruyucu
etkileri bildirilmektedir [40-45]. Yapilan bir g¢alisma
sonucunda, piring kepedi yagindaki y-orizanoliin %40
oraninda kayba ugradigi bildiriimektedir [46].

Deodorizasyon

Rafinasyon asamasi sirasinda olusan ayrica yagin
kendi bunyesinde de yer alan, yagda istenmeyen tat ve
koku bilesenlerinin (6zellikle kisa zincirli aldehit ve
ketonlar) uzaklastinldigi asama deodorizasyondur.
Ozellikle 220°C'nin {izerine gikan sicakliklar nedeniyle,
rafinasyon basamaklari arasinda en siddetli islem
kosullarina sahip bir islem olarak nitelendirilebilir.
Dolayisiyla bu asamada, fonksiyonel bilesen kayiplari
¢cok daha dramatik bir gsekilde gerceklesmektedir.
Nitekim aygicek yaginin deodorizasyonu sonucunda
meydana gelen toplam tokoferol kaybi %36 olarak
bulunmustur [47]. Bu kayba yakin bir sekilde, kolza
yaginda da toplam tokoferol kaybinin %38 oldugu
bildirilmektedir [13]. Bir baska calismada ise; tokoferol
kayiplarinin, 6zellikle deodorize distilati olarak kayba
ugradigini ve gerceklesen kaybin %28.5 oldugu ifade
edilmektedir [48]. Sonug olarak deodorizasyon sirasinda

tokoferol kaybinin, diger asamalara gore c¢ok daha
ylksek bir degerde oldugu gOrulmektedir.
Deodorizasyon agsamasinda fitosterollerin de ylksek
oranlarda kayba ugradidi sdylenebilir. Nitekim soya yagi
Uzerinde yapilan bir ¢calismada meydana gelen kaybin
%30 oldugu raporlanmistir [14]. Uygulanan ylksek
sicakliklar nedeniyle, fitosteroller baska bilesenlere de
donisebilmektedirler. Bu konuda yapilan bir galismada,
islenmemis (ham) yaglarda steradiene rastlanmazken,
deodorizasyon  sunucunda  steradien  miktarinin
yukseldigi belirtiimektedir [49]. Yapilan baska bir
calismada ise; deodorizasyon asamasinda steradien
miktarinin, artan sicakliklara bagl olarak yukseldigi

belirtiimektedir [38]. Diger asamalarda oldugu gibi
deodorizasyon asamasinda da skualen kaybi
yasanmaktadir. Ancak diger islemlerle

karsilastirildiginda deodorizasyon asamasinda ¢ok daha
siddetli bir skualen kaybi oldugu sdylenebilir. Yapilan bir
calismada islenmemis misir ve soya yaginda skualen
miktarl sirasiyla 24.7 ve 18.1 mg/ 100 g yag seklinde
iken, deodorizasyon  sonunda  skualen tespit
edilememistir [31]. Baska bir calismada ise, soya
yaginda deodorizasyon sonunda skualen kaybi yaklasik
olarak %38 olarak belirtiimektedir [14].

YAG RAFINASYONU SIRASINDA MEYDANA
GELEN ZARARLI BILESENLER

Bitkisel yag rafinasyonu pazar beklentilerini kargilamak
amaciyla gergeklestirilen farkh ve karmasik islemler
batanidur. Dolayisiyla uygulanan islem kosullarina bagl
olmakla birlikte, istenmeyen bilesenlerin olusumunu da
neden olmaktadir. Diger taraftan; yaga cesitli sebeplerle
bulasmis, bazi kontaminantlarin da (polisiklik aromatik
hidrokarbonlar vb.) yagdan arindiriimasini saglayarak,
saglikh Grin elde edilmesine de katki sunabilmektedir.
Yag rafinasyonu sirasinda meydana gelebilen zararl
bilesiklerin basinda, 3-monokloropropan-1-2-diol ile
glisidil esterleri gelmektedir (Sekil 2). Bazi rafine edilmis
bitkisel yaglara ait 3-MCPD ve GE igerikleri Tablo 1'de
verilmistir.

Tablo 1. Bazi rafine edilmis bitkisel yaglarin 3-monochloropropane-1-

2-diol ve glisidil ester igerikleri [50].

Yag cesidi 3-MCPD esterleri Glisidil esterleri
Palm yagi 1.7 mg/kg 0.5 mg/kg
Hindistan cevizi yagi 0.6 mg/kg 0.5 mg/kg
Zeytinyagi 1.2 mg/kg 0.3 mg/kg
Aygicek yagi 1.0 mg/kg 0.4 mg/kg
Kolza tohumu yagi 0.4 mg/kg < 0.1 mg/kg
Soya yagi 0.9 mg/kg 0.5 mg/kg
Aspir yagi 1.4 mg/kg 0.8 mg/kg
Misir-6zi yagi 1.7 mg/kg 0.6 mg/kg

3-MCPD ve GE ham yagda bulunmazken, ozellikle
rafinasyon surecinde uygulanan yiksek sicakliklara
bagli olarak meydana geldigi ifade edilmektedir [51, 52].
Bu bilesenler yag asitleri ile esterlesmek suretiyle yagda
bulunmaktadirlar [53]. Ylksek sicaklik varliginda;
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trigliseritlerin mono ve digliseritlere pargalanarak GE’ ye
donustigu ve ortamda klor iyonu bulunmasi halinde de
3-MCPD esterleri meydana geldigi belirtiimektedir [54].
Ancak literatlirde, 6ncul bilesenleri ve reaksiyonun seyir
tarzi dahil, 3-MCPD esterlerinin olusum mekanizmasi
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hakkinda farklh kuramlar mevcuttur. Ornegin baz
arastirmacilar muhtemel oncil bilesenleri; triagilgliserol
(TAG), diagilgliserol (DAG) ve monoagilgliserol (MAG)
olarak 6ne stirmustir [55, 56]. Ancak diger taraftan bazi
arastirmacilar da; TAG ve 3-MCPD ester igerigi
arasinda, lineer bir iligkinin olmadigini ve MAG’lerin
buylk c¢ogunlugunun rafinasyon sirasinda giderildigini
belirtimektedir. DAG igeriginin  diger  yaglarla
kiyaslandiginda 6zellikle; 3-MCPD ester kutlesi igeren
palm yaginda belirgin oldugu, dolayisiyla palm yagi igin
DAG'In bulyuk olasilikla 6énci bilesen oldugu ifade
edilmektedir [57].

R R_ O
Ro0 T
\f O le) R= Alkil zincir
8]

3-MCPD diester
Sekil 2. 3-MCPD ve glisidil ester yapisi [54].

Glisidil ester

islem kosullarina ve kimyasal rekabetin 3-MCPD

esterleri  Uzerindeki etkisine gore, 4  olusum
mekanizmasi one surtimektedir. Onerilen
mekanizmalardan  ikisi, gliserol omurga karbon

atomlarinin ester grubu (yol 1) veya protonlanmig
hidroksil grubu (yol 2) tizerindeki kloriir iyonu tarafindan
reaksiyona girdigi seklindedir. Diger iki yol ise,
aciloksonyum iyonu (yol 3) veya GE (yol 4) gibi reaktif
ara maddelerin olusumunu 6nermektedir [58, 59].
Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan
genotoksik olmayan bir kontaminant olarak tanimlanan
3-MCPD igin, tolere edilebilir ginlik limitin 2 pg/kg
oldugu rapor edilmigtir. Yaglarda 3-MCPD varhg ve
bunun rafinasyon ile baglantisi, ilk olarak Zelinkova ve
ark. [60] tarafindan raporlanmistir S6z konusu
galismada; icinde rafine zeytinyadinin da bulundugu,
farkh bitkisel yaglardaki serbest formdaki 3-MCPD’nin
<3-24 ug/kg araliginda oldugu, ancak bagh formdaki 3-
MCPD'nin 6zellikle rafine yaglarda ¢ok daha yiksek
oldugu (<300-2462 ug/kg) bildirimektedir. Ozellikle palm
yagi gibi meyve yaglari bu maddelerin olusumuna ¢ok
daha duyarli gérinmektedir [61]. Ancak zeytin ve
avokado yagi da palm yagi gibi meyve yagi olmalarina
ragmen, 3-MCPD olusumu ¢ok daha azdir. Bu durumun
palm yagindaki DAG igeriginin bu yaglara kiyasla daha
yuksek olmasindan kaynaklandigi dusunudlmektedir [57].
Zeytinyagl ve prina vyaglarinin buhar distilasyonu
sirasinda 3-MCPD ve dlisidil esterlerinin olusumunun
incelendigi bir galismada buhar distilasyonu 6ncesinde
zeytinyaginda bu bilesenlere rastlanilmamistir. Ancak
yag ekstraksiyonu 6ncesinde prina yagina uygulanan
kurutma isleminin yuksek sicakliklarda gergeklestirimesi
ve buhar distilasyonu ile birlikte yiksek sicakliklarin
devam ettirilmesi neticesinde prina yaginda toplam 3-
MCPD degeri 10.9 mg/kg’a kadar ¢cikmaktadir [62].

3-MCPD ester igerigini azaltmak igin, en uygun
reaksiyon yolunu belirlemek ve 3-MCPD esterlerinin
oncu bilesenlerini agikliga kavusturmak son derece
onemlidir [60]. Ayrica 3-MCPD esterlerinin ve ilgili
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maddelerin igerigini azaltmanin  alternatif  yollar
dastnulmelidir. Yemeklik yaglarin; hammaddeden hazir
urine kadar igsleme vyoluna bakarak, 3-MCPD
esterlerinin ve ilgili bilesiklerin azaltiimasina yol
acabilecek 3 strateji vardir. Bunlardan biri, yag
rafinasyonu sirasinda ester olusumunu tetikleyen kritik
reaktantlarin ham yagdan uzaklastiriimasidir. Bir diger
strateji ise, rafinasyon boyunca iglem sartlarinin
degistiriimesi seklinde olabilir. Bu agsamada rafine yagin;
dayaniklihdi, duyusal kalitesi ve diger kontaminantlarin
varhdi gibi birden fazla parametre oldugu igin
optimizasyon stratejisi zor bir metottur. Son olarak bir
diger strateji de rafinasyon sonrasi olusan, 3-MCPD
esterlerinin rafine yagdan uzaklastiriimasi seklindedir
[57].

Yerfistigi yaginin fiziksel rafinasyonunun 3-MCPD
olusumuna etkisinin incelendigi bir calismada; yapiskan
maddelerin ayrilmasi ve agartma sirasinda, 3-MCPD
olusuma neden olan bilesenlerin kismen
uzaklastinidigini ve agartiimis yagin, deodorizasyon
Oncesi yikamak suretiyle, 3-MCPD esterlerinin
olusumunun azaltigi ifade edilmektedir. Ayrica
deodorizasyon o6ncesi; toksik olmayan ve wucuz bir
madde olan diasetin kullaniminin, 3-MCPD olusumunu
azalttigi raporlanmaktadir [63]. Baska bir calismada ise,
rafine edilmeden ©6nce ham yadin ykanmasi ile
rafinasyon sirasinda 3-MCPD esterlerinin olusumunun,
bir Olglide azaltildi§i vurgulanmaktadir [57]. Palm
yaginda yapigskan maddelerin ayrilmasi ve agartma
parametrelerinin 3-MCPD esterlerinin olusumu Uzerine
etkisinin incelendigi bir c¢alismada ise, yapiskan
maddelerin ayrilmasi isleminin su ile agartma isleminin
de natlirel agartma topragiyla calisilan érneklerde, nihai
3-MCPD igeriginin diger ornekler icerisinde en disik
oldugu bildiriimektedir. Cahsmada ayrica; o0zellikle
sicaklikla birlikte, yapiskan maddelerin ayrilmasi
sirasinda kullanilan asitlerin ve asitle muamele edilerek
aktive edilen agartma topraklarinin, 3-MCPD olugsumunu
tetikledigi raporlanmaktadir [64]. Benzer goris baska bir
calismada da ifade edilmektedir [65]. Su ile
gerceklestirilen  yapiskan maddelerin  ayrilmasi
sonucunda 3-MCPD ve GE’'de meydana gelen disus
miktar sirasiyla %84 ve %26; notralizasyon isleminin
sodyum bikarbonat (NaHCO3) veya potasyum
hidroksitle (KOH) yapilmasi neticesinde disus oranlari
benzer sira ile %81 ve %84; agartma sirasinda notr
agartma topragdi ve magnezyum silikat (Magnesol R 60)
kullanimi ile meydana gelen dusts miktari yine ayni sira
ile %46 ve %67 seklinde raporlanmaktadir. Ayrica cift
deodorizasyon ve bazi katkilar kullanmak sureti ile
uygulanan deodorizasyon uygulamalari, bu bilesenlerin

azaltilmasinda umut verici bir ydntem olarak
vurgulanmaktadir [4]. Rafine edilmis palm yaginin
adsorban madde kullanmak suretiyle 3-MCPD

azaltilmasina yonelik gergeklestirilen bir ¢calismada ise,
9 farkli inorganik absorban madde incelenmis ve
iclerinden kalsine zeolit ve sentetik magnezyum silikat
ile %40’lik bir disiis elde edilmistir [66]. Ozellikle son
yillarda yag rafinasyonu sirasinda meydana gelen
zararll bilegiklerin olusumunun Onlenmesinde ya da
azaltilmasinda minimal rafinasyon kavrami 6n plana
¢ikmaktadir. Bu amagla rafinasyon kademelerinde daha
ihman kosullarin uygulanmasi, zayif alkalilerin ve
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alternatif ~ adsorbantlarin  kullaniimasi,  rafinasyon
kademelerinin azaltiimasi ile istenmeyen reaksiyonlarin
engellenmesi hedeflenmektedir [67].

SONUG

insan beslenmesinde énemli bilesenler, yag rafinasyonu
sirasinda uygulanan islemler neticesinde farkl
miktarlarda kayba ugramaktadir. Ozellikle tokoller,
fenolik bilesikler, bitkisel steroller, skualen gibi biyoaktif
maddeler rafinasyon sirasinda ya biyolojik olarak etkisini
kaybetmekte ya da miktar olarak azalmaktadir. Diger
taraftan rafinasyon sirasinda yine islem kosullarina bagh
olmakla birlikte, insan saghgdini tehdit eden bir takim
zararll bilesenlerin de meydana geldigi bilinmektedir.
Son yillarda tlketicilerin de bilinglenmesi ile islem
goérmis gidalara olan ilgi azalmakta, bunun sonucu
olarak da islem gérmemis ya da az islem goérmuis gida
drGnlerine ilgi duyulmaktadir. Bu nedenle kayiplarin
onine gegilmesi ve zararli bilesen olusumunun
onlenmesi ya da miktarinin azaltiimasi amaciyla;
rafinasyon basamaklarinin  ve uygulanan islem
kosullarinin, yeniden gbzden geciriimesi ve bu
bilesenlerin korunmasina yodnelik yenilikgi metotlar
Uzerinde vyapilan c¢alismalar son derece 6nem arz
etmektedir.
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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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12. Hakem gorusleri dogrultusunda duizeltiimek Uzere
yazar(lar)a goénderilen galismalarin gerekli diizeltmeleri
yapilarak yayin ofisine ulastiriimasi gereklidir. Editorler
tarafindan belirtilen sitre zarfinda gonderilmeyen
calismalar “ilk defa gonderiimis ¢alisma” olarak
degerlendirilecektir.

13. Yukaridaki kurallara uygun olarak hazirlanmamis
calismalar degerlendirmeye alinmaz.
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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.

VI

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.

Proceedings of the Congress-Symposium

[4] Gursoy, O., Akdemir, O., Hepbasli, A., Kinik, O.
(2004). Recent situation of energy consumption in
dairy industry in Turkey. International Dairy
Symposium: Recent Developments in Dairy Science
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 bdlimdni Uglncu
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 blyluk o6lgide 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 6nce 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 Gekilmesi

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.
o Editorler Kurulu Gyeleri 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 amagli
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.

Xl


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

SiDAS MEDYA

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

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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