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ABSTRACT 
In this study, endospore structural and volatile compounds of clostridial species causing late blowing defect 
(LBD) in cheese were investigated during sporulation. The species were morphologically identified by Gram 
staining, catalase and oxidase tests, and anaerobic growth tests, and were confirmed by 16S rRNA gene 
sequence analysis. Strains with high gas production capacity were analyzed by Scanning Electron Microscopy 
(SEM) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) during sporulation. At the end of sporulation, 
alcohols such as butanol, pentanol, ethanol, hexanol, propanol, octanol, as well as sulfite, ester and acid 
group compounds were the prominent components. The cell wall residues and endospore structural 
components of Clostridium sporogenes strains with a total relative percentage area of >50% sulfite group 
compound were observed more intensively than Clostridium butyricum strains with high butanol production 
levels. The information obtained from this study will facilitate studies aimed at identifying endospore 
structural and volatile compounds of LBD clostridial species. 
Keywords: Clostridium spp., GC-MS, SEM, late blowing, 16S rRNA 
 

GEÇ ŞİŞME ETMENİ CLOSTRİDİAL TÜRLERİN SPORULASYON SÜRESİNCE 
ENDOSPOR YAPISAL VE UÇUCU BİLEŞİKLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

ÖZ 

Bu çalışmada, çeşitli örneklerden izole edilen ve peynirde geç şişme kusuruna neden olan clostridial 
türlerin sporulasyon süresince endospor yapısal ve uçucu bileşikleri araştırılmıştır. Gram boyama, 
katalaz ve oksidaz testi, anaerobik gelişim testleri ile morfolojik olarak tanımlanan türler 16S rRNA 
gen sekans analizi ile doğrulanmıştır. Sporulasyon süresince, yüksek gaz üretim kapasitesine sahip 
suşlar Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ve gaz kromatografisi-kütle spektrometresi (GC-MS) ile 
analiz edilmiştir. Sporulasyon sonunda bütanol, pentanol, ethanol, hexanol, proponol, oktanol gibi 
alkol bileşikleri; sülfit, ester ve asit grubu bileşikler öne çıkan bileşenlerdendir. Toplam bağıl yüzde 
alanı >%50 sülfit grubu bileşiğe sahip olan Clostridium sporogenes suşlarının hücre duvarı kalıntıları ve 
endospor yapısal bileşenleri; bütanol üretim düzeyi yüksek olan Clostridium butyricum suşlarına göre 
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daha yoğun şekilde gözlemlenmiştir. Bu çalışmadan elde edilen bilgiler geç şişme etmeni clostridial 
türlerin endospor yapısal ve uçucu bileşiklerinin tespitine yönelik çalışmalara kolaylık sağlayacaktır. 
Anahtar kelimeler: Clostridium spp., GC-MS, SEM, geç şişme, 16S rRNA 
  
INTRODUCTION 
Clostridium spp. are predominantly obligate 
anaerobic, Gram-positive, long rod-shaped 
bacteria that form endospores both in vivo and in 
vitro, with some being aerotolerant. They are 
catalase and peroxidase negative, most are 
mesophilic, except for C. perfringens, which is non-
capsulated, motile with peritrichous flagella, and 
have a size of 4-6 μm-1 μm (Quinn et al., 2004; 
Keto-Timonen et al., 2006). Clostridium species are 
the only group of microorganisms that can 
undergo acetone-butanol-ethanol (ABE) 
fermentation, which they can do by various means 
during milk processing. Gas chromatography can 
be used to determine volatile carboxylic acids, 
providing information about ABE fermentation 
in case of doubt (Jakob, 2011). ABE fermentation 
consists of two phases, acidogenic and 
solventogenic. In the acidogenic phase, organic 
acids are produced, which are then converted to 
acetone and butanol in the solventogenic phase 
(Lee et al., 2008). In the solventogenic phase, the 
pH increases due to solvent formation, and the 
bacteria lose their ability to reproduce and form 
endospores (Qureshi and Ezeji, 2008). During 
cheese processing, endospores that survive 
thermal treatments of milk can transform into a 
vegetative form in cheese, fermenting sugars and 
producing acetic acid, butyric acid, carbon dioxide 
(CO2) and hydrogen (H2) gas (Matijasic et al., 
2007; Gómez-Torres et al., 2014). In particular, 
the low solubility of H2 gas leads to gas 
accumulation and explosions during cheese 
maturation, causing large pores, cracks, and 
fissures to form, followed by late blowing 
problems, and the production of bad odor and 
flavor (McSweeney, 2007; Lo´pez-Enr´ıquez et 
al., 2007; D'Incecco et al., 2018). The most 
important four bacterial species that cause late 
blowing in milk and cheese are C. butyricum, C. 
sporogenes, C. beijerinckii and C. tyrobutyricum (Julien 
et al., 2008; Garde et al., 2011). 
 
Although various methods are used for the 
species-level identification of late blowing defect 
(LBD), errors can occur in the identification of 

isolates in some cases. Accurate identification is 
essential for determining which species are 
present in the sample under investigation, the 
reactions they cause, and for removing or 
monitoring the bacteria from the environment. 
PCR-based methods that identify the 16S rRNA 
region are commonly used molecular methods for 
the species-level identification of Clostridium spp. 
(Bassi et al., 2013; Chean et al., 2014; Turci et al., 
2016). 
 
The identification of clostridial species 
responsible for gas production and the 
determination of the structural compounds of 
endospores during sporulation are essential for 
preventing late blowing problems. For this 
purpose, scanning electron microscopy (SEM) 
and gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) were used together to analyze the endospore 
structural and volatile compounds of clostridial 
strains that were safely identified using PCR 
during sporulation.  
 
MATERIALS AND METHODS 
Clostridial strains and store conditions 
17 clostridial strains isolated from Kashar cheese, 
milk and silage samples with phenotypic 
descriptions such as Gram-endospore staining, 
catalase–oxidase and mobility test by Ertürkmen 
and Öner (2023) which were used as material in 
this study. The strains were inoculated into the 
Bryant Burkey Broth with Resazurine and Lactate 
(BBB, Merck, Germany) and covered with 2 cm 
of sterile paraffin and incubated at 37 °C for 3 
days by an anaerobic kit (Anaerocult A Merck 
1.16275) under anaerobic conditions. 
 
Identification of isolates by the 16S rRNA 
gene sequence 
Genomic DNA extraction from pure liquid 
culture was performed by the GeneMATRIX 
Bacterial & Yeast Genomic DNA isolation kit 
(EURx Ltd., Polonia) following the 
manufacturer’s instructions with an initial sample 
preparation protocol. Concentration and quality 
of DNA samples were measured by Nanodrop 
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2000 (Thermo Scientific, USA). 16S rRNA gene 
region was amplified with the universal primers 
27F and 1492R (Lane 1991). For setting up PCR 
reactions were performed using a PCR Kyratec 
Thermal Cycler (Australia) and PCR Master Mix 
(5 x FIREPol® Master MixSolis BioDyne, 
Estonia). Each 35 μL of PCR reaction contained 
3 μL of DNA template, 20 mM deoxynucleotide 
triphosphate, 10 mM primer, 25 mM MgCl2, and 
5 U of Taq DNA Polymerase (Solis Biodyne 
(Estonia) FIREPol® DNA Polymerase). The 
PCR program was 95 °C, 5 min; 35 cycles: 95 °C, 
45 s; 57 °C, 45 s; 72 °C, 60 s; and a final extension 
at 72 °C for 5 min. A 10-μL aliquot of the PCR 
products from each reaction was electrophoresed 
in 1.5% agarose gel. Gel images were visualised 
using a Gel Viewing System (Vilber Lourmat, 
France). Used BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, 
CA) (Macrogen Holland Laboratory) and ABI 
3730XL DNA sequencer (Applied Biosystems, 
Foster City, California) to sequence the PCR 
products (forward and reverse primer). The 
generated sequences were compared with those 
present in the GenBank database, using BLAST 
sequence similarity searching [https:// blast.ncbi 
.nlm .nih .gov/ blast.cgi; ribosomal RNA 
sequences (bacteria)]. 
 

Scanning electron microscopy 
SEM was used to observe the morphology of 
endospore structures during the sporulation 
process. These samples were incubated 
anaerobically in BBB at 37 °C for 3 and 7 days. 
Cells washed two times in phosphate buffered 
saline solution and were centrifuged at 4 °C for 10 
min each time. Observations were made using the 
gold-plated technique under low vacuum 
conditions. Images of the samples were taken 
using QUANTA 250 FEG scanning electron 
microscope at the Energy Technologies Research 
Unit Center (ETRUC) of the Suleyman Demirel 
University. 
 
The ability of clostridial isolates to produce 
volatile compounds 
Clostridial isolates were inoculated into BBB for 
gas capacity testing. Inoculated tubes were sealed 
with sterile paraffin and incubated at 37 °C for 7 
days. Strains were analyzed for volatile 

compounds by GC-MS (Model; QP 2010 ultra-
series, Shimadzu, Tokyo, Japan). Volatile 
compounds were extracted by automated solid-
phase microextraction (SPME, Supelco, 

Germany). A 5 mL amount of liquid culture was 
placed in an amber headspace vial and sealed with 
a PTFE coated silicone septum (Supelco, 
Bellefonte, PA) that was placed on an 
autosampler tray and subjected to solid-phase 
microextraction. The equilibration and extraction 
phases were carried out at 45 °C for 15 minutes. 
Carboxen-Polydimethylsiloxane (CAR/ PDMS) 
coated fiber (Supelco, Bellefonte, PA) was used 
for headspace extraction. Chromatographic 
separation was carried out in a column (Restek 

Rx-5 Sil MS 30 m × 0.25 mm, 0.25 μm) with a 

helium flow of 1 mL/min. Relative abundances of 
compounds were expressed as percentages of 
their peak areas over the peak area of the internal 
standard cyclohexanone. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Identification results of Clostridium spp. 
The identification of 17 Clostridium spp. strains at 
the species level and the similarity rates ranging 
from 99-100% are presented in Table 1. After 
PCR reaction, agarose gel electrophoresis was 
performed on the DNA samples, and it was 
observed that the Clostridium strains formed a 
single pattern of approximately 1500 bp in size 
with reliable bands (Figure 1). 
 
The results showed that sixteen bacterial isolates 
were found to be the genus Clostridium supported 
an identification of C. sporogenes using BLAST 
analysis and identical (100%) match with a C. 
sporogenes (n:11) MF062498.1 and MT356160.1  
with 100% and 99.56% of sequence homology 
and with other C. sporogenes (n:1) LC153544.1 with 
99.71% of homology identify 16S rRNA 
sequences in the GenBanks database, correctly. 
CL81, CL99 and CL105 were identified as C. 
butyricum strain MT510294.1 with 99.17% and 
100% of homology respectively and one isolate 
did not result in a species level match either. In 
the study conducted by Cremonesi et al. (2012), 
the authors identified C. beijerinckii, C. butyricum, C. 
sporogenes and C. tyrobutyricum from milk, hard 
cheese, and silage using a multiplex PCR test, and 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC153544.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=7&RID=UV52N8PK014
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determined that the method had good specificity. 
The potential of clostridial species to cause cheese 
spoilage can vary among different strains. In our 
study, based on the 16S rRNA sequence analysis 
of clostridial strains isolated from silage, raw milk, 
and Kashar cheese, C. sporogenes was determined 

to be the most common species among all of our 
isolates. The findings of this study are consistent 
with the literature data indicating a high C. 
sporogenes prevalence, according to some 
researchers (Garde et al., 2011; Bakhtiary et al., 
2018; Oliveira et al., 2018). 

 

 
Figure 1. Shows the agarose gel image of PCR products of Clostridium spp. strains using 27F and 1492R 

universal primers, along with the Marker DNA. 
* M: Marker, Strains 1-11 are labeled, 1:CL79, 2:CL81, 3:CL97, 4:CL99, 5:CL101, 6:CL105, 7:CL135, 8:CL136, 
9:CL148, 10:CL171, 11:CL177, size of the amplikon; 1500 bp 

 
Table 1. Isolates of Clostridium spp. by sequence 16S rRNA gene sequencing 

Isolate Source Species similarity* 
Genbank 

Accession No 

Total 
Number 
of Bases 

Similarity 
score 

Nucleotide 
identity 

(%) 

CL5 Cheese Clostridium sporogenes LC153544.1 1382 2531 99.71 
CL12 Cheese Clostridium sporogenes MF062498.1 1362 2516 100 
CL41 Cheese Clostridium sporogenes MF062498.1 1379 2547 100 
CL79 Cheese Clostridium sporogenes MT356160.1 1372 2534 100 
CL81 Cheese Clostridium butyricum MT510294.1 1090 1960 99.17 
CL54 Milk Clostridium sporogenes MF062498.1 1378 2545 100 
CL64 Milk Clostridium sporogenes MF062498.1 1378 2545 100 
CL68 Milk Clostridium sporogenes MF062498.1 1264 2335 100 
CL97 Milk Clostridium sporogenes MT356160.1 1356 2505 100 
CL99 Milk Clostridium butyricum MT510294.1 1090 1960 99.17 
CL101 Milk Clostridium sporogenes MT356160.1 1382 2553 100 
CL105 Milk Clostridium butyricum MT510294.1 1138 2084 100 
CL135 Silage Clostridium sporogenes MT356160.1 1375 2540 100 
CL136 Silage Clostridium sporogenes MT356160.1 1364 2468 99.56 
CL148 Silage Clostridium sporogenes MT356160.1 1379 2519 99.57 
CL171 Silage Sequence failed - - - - 
CL177 Silage Clostridium sporogenes MT356160.1 1375 2516 99.85 

*The species were identified by means of 16S universal primers when sequence similarity was ≥98% in the 
GenBank database, using BLASTn sequence similarity searching (https://blast.ncbi.nlm .nih.gov/Blast.cgi). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC153544.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=7&RID=UV52N8PK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SX87FX6T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SX8NCN65014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT510294.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SX979AXY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SX9H0TYN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SX9RG3TX01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SXA02KJD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT356160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SXAE4FW0014


Endospore structure and volatile compounds of clostridial species 

 

 

  503 

 

Fermentation product of Clostridium spp. 
In addition to accurate identification of Clostridium 
spp., it is also important to detect fermentation 
products during sporulation. After sporulation, 
Gas production and displacement of the paraffin 

plugs were observed in the tested tubes of the 
strains. The volatile compounds highlighted by 
GC-MS were sulfite, ester, alcohol, and acid 
group compounds (Figure 2). 
 

  

 
Figure 2. The prominent components of clostridial strains causing late-blowing in cheese analyzed by 

GC-MS 
 
In a study characterizing volatile metabolites in 
Clostridium species using GC-MS-SPME, it was 
found that the molecules contained both 
saturated and aromatic sulfur-containing 
heterocyclic compounds, sulfides, esters, 
carboxylic acids and alcohols (Rees et al., 2016). 
The researchers indicated that the butyric acid, 
acetic acid, CO2 and H2 gases produced by 
clostridial strains were responsible for late 
blowing in semi-hard and hard cheeses, leading to 
unpleasant odors and flavors and causing 
significant economic losses for businesses (Doyle 
et al., 2015; Brändle et al., 2016; Silvetti et al., 
2018). Disulfide, trisulfide, and tetrasulfide 
compounds were the most common among the 
sulfite group compounds and had the highest 
proportion in this study. Butyrate, acetate, 
butanoate, valerate, and heptanoate esters were 
among the ester group compounds. C. sporogenes 
was found to produce butyrate using lactate, 
pyruvate, and mostly free amino acids (Le Bourhis 
et al., 2007; Rainey et al., 2009).  
 

The organic acids formed in the acidogenic phase 
of the ABE fermentation prevent the inhibition 
caused by organic acids from reaching critical 
levels by turning into acetone and butanols in the 
solventogenic phase (Jones and Woods, 1986). In 
our study, alcohols such as butanol, pentanol, 
ethanol, hexanol, propanol, and octanol, and acids 
such as butanoic and acetic acid were commonly 
detected in all Clostridium strains (Figure 3). 
 
Butanol was detected in C. butyricum strains as the 
highest in CL81 (43.38%) and CL105 (38.11%). 
In a study, cultures containing C. tyrobutyricum and 
C. beijerinckii were found to produce 0.5 mM - 0.7 
mM 1-butanol at low concentrations (Driehus et 
al., 2016). It is stated that butanol has a toxic 
effect on Clostridium spp. and stops metabolism at 
concentrations above 20 g/L (Qureshi and 
Blaschek, 1999). In C. butyricum CL81 strain, the 
production of butyric and acetic acids was 
determined as 2.12% and 8.18%, respectively. 
The acetic acid production of C. sporogenes CL68 
and CL73 strains was found to be 6.04% and 
2.36%, respectively. C. sporogenes CL54 and CL177 
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strains were also found to produce low levels of 
pentanoic and butanoic acids in addition to acetic 
acid. Driehuis et al. (2016) stated that C. 

tyrobutyricum and C. beijerinckii strains completely 
consumed lactic acid and produced acetic and 
butyric acids using glucose. 

 

Figure 3. Alcohol and acid group compounds detected in clostridial strains 
 
Endospore morphology of clostridial strains 
Chemical changes such as the release of calcium 
dipicolinate from structural components of 
endospores and determination of endospore 
location can be achieved by SEM imaging 
(Cabrera-Martinez et al., 2003). In this study, 
SEM images taken at the beginning of sporulation 
showed that the cells were rod-shaped and 
belonged to the genus Bacillus, forming terminal 
and subterminal endospores. The length of the 

cells varied between 3-5 µm (Figure 4). The use of 
PBS buffer before SEM imaging, observation 
under a low vacuum and a gold plating technique 
provided a sharp border appearance in the 
clostridial cells. The size and range of the isolated 
clostridial bacteria were found to be consistent 
with the results of other researchers who used 
gold coating and buffer solutions (Bassi et al., 
2009). 
 

  

 
Figure 4. SEM image of C. sporogenes CL68 strain at the beginning of sporulation 
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During sporulation, SEM imaging and GC-MS 
analysis revealed that the cell wall remnants and 
endospore structural components of Clostridium 
sporogenes CL177 and CL68 strains, which have a 
total relative percentage area greater than >50% 

for the sulfide group compound, were more 
intensively present compared to Clostridium 
butyricum CL81 strain with high butanol 
production (Figure 5). 

  

Figure 5. SEM images of C. sporogenes and C. butyricum strains during sporulation 
*a: C. butyricum CL81 strain at the beginning of sporulation; b: C. butyricum CL81 strain at the end of sporulation; c: 
C. sporogenes CL68 strain at the beginning of sporulation; d: C. sporogenes CL68 strain at the end of sporulation 

 
During the final stage of sporulation, SEM 
imaging revealed that sporulation had progressed 
and spores had changed in size to approximately 
1 µm in width and 1.7 µm in length. Some cells 
had started to form nuclei and exosporium 
(Figure 5). In a study on SEM imaging of C. 
sporogenes, it was found that the exosporium 
surrounds all the spores and has a rough, oval 
appearance with a typical length of 3 mm. It was 
also observed that exosporium played a role in 
adhering to cells after sporulation. Some studies 
on SEM imaging support this finding (Faille et al., 
2007; Lequette et al., 2011). 

CONCLUSION  
This study investigated LBD clostridial strains 
isolated from different sources through 16S 
rRNA sequence analysis, and the strains were 
identified as C. sporogenes and C. butyricum at the 
species level. The GC-MS analysis of volatile 
compounds produced by clostridial strains during 
fermentation revealed that these strains produce a 
range of products such as acids, alcohols, sulfites, 
esters that can cause significant product loss in 
hard and semi-hard cheeses. During SEM 
imaging, the use of PBS buffer, low vacuum 
observation, and gold coating technique provided 
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a sharp boundary appearance in clostridial cells, 
allowing successful observation of endospore 
structural compounds. In future studies, SEM can 
be used as a sensitive tool to gain more 
information about chemical changes in LBD 
clostridial strains, such as internal spore structure 
and calcium dipicolinate release, with additional 
techniques for evaluation. 
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ABSTRACT 
Combining in vivo instrumental analysis with sensory evaluation techniques to analyze the release of volatile 
components from the gum matrix is gaining importance due to the flavour expectations of consumers. 
Besides consumers’ preferences and quality of flavourings determine the market value of chewing gums. In 
this study, strawberry and watermelon flavoured chewing gums were prepared and evaluated with both 
sensory evaluation and analytical techniques by using retronasal aroma trapping device and dynamic 
headspace analysis - DHA-GC/MS. Ethyl hexanoate and isoamyl acetate were chosen as flavour 
compounds for strawberry and watermelon flavoured gums to monitor in the study. The in vivo experiment 
with retronasal aroma trapping device showed that selected compounds were quite intense in the first 5 min 
of breath, and they were also detected in the 45th min of chewing. The flavour stability of the chewing gums 
was also monitored for 3 months. According to all sensory and instrumental analyzes, watermelon flavour 
was perceived as watermelon taste both at the 45th min and at the end of shelf life (equal to 12 months).  
Keywords: Flavoured chewing gum, flavour permanence, retronasal aroma trapping device, sensory 
evaluation technics 
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ABSTRACT 
Due to its high price and consumer demand, virgin olive oil is an essential product vulnerable to deception 
for unfair economic gain. In our research, sunflower, palm olein and cottonseed oil were used as adulterants 
in different amounts for the preparation of adulterated samples. Sterol composition, the difference in 
theoretical and actual equivalent carbon number 42 triglycerides (ΔECN42) value and FTIR spectra were 
used to classify the adulterated and virgin olive oil samples. Decision trees on Δ7-stigmastenol and 
campesterol allowed the detection of 10% and higher adulteration. ΔECN42 ad FTIR provided good 
detection of the adulterated samples, even for the mixed oils at 1% concentration. However, the detecting 
performance of the FTIR decreased as the virgin olive oil sample set expanded with different seasons and 
varieties. Correct multivariate approach and FTIR data selection significantly influence the performance of 
FTIR spectroscopy for detecting VOO adulteration. 
Keywords: Virgin olive oil, adulteration, fatty acid composition, sterol composition, ΔECN42, FTIR, LDA 
 

NATÜREL ZEYTİNYAĞI TAĞŞİŞİNİN TESPİTİNDE STEROL 
KOMPOZİSYONU, ECN42 FARKI VE FTIR SPEKTROSKOPİSİNİN 

KULLANIMININ KARŞILAŞTIRMALI OLARAK İNCELENMESİ 
 

ÖZ 

Natürel zeytinyağı, yüksek tüketici talebi ve fiyatı nedeniyle haksız ekonomik kazanç sağlamak için 
yapılan hileli uygulamalara açık bir üründür. Araştırmamızda ayçiçek yağı, palm olein ve pamuk yağı 
natürel zeytinyağına farklı oranlarda karıştırılmıştır. Hazırlanan karışım yağların natürel 
zeytinyağından ayrımının incelenmesi için örneklerin sterol kompozisyonu, ΔECN42 değeri ve FTIR 
spektrumları kullanılmış ve sonuçlar karşılaştırılmıştır. Mevzuatta belirtilen Δ7-stigmastenol ve 
kampesterol üzerindeki karar ağaçları, %10 ve daha yüksek tağşişin saptanmasını mümkün kılmıştır. 
ΔECN42 ve FTIR spektroskopisi ile %1 konsantrasyonda hazırlanan karışım yağlar bile, natürel 
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zeytinyağı numunelerinden ayrılmıştır. Ancak, natürel zeytinyağı numune sayısı, farklı mevsimler ve 
çeşitlerle genişletildiğinde, FTIR spektroskopisi ile gerçekleştirilen ayrımın hassasiyeti azalmış ve 
özellikle düşük konsantrasyonlu karışım yağların ayrımı zorlaşmıştır. Doğru çok değişkenli yaklaşım 
ve FTIR veri seçimi, natürel zeytinyağı tağşişini saptamak için FTIR spektroskopisinin performansını 
önemli ölçüde etkilemektedir. 
Anahtar kelimeler: Natürel zeytinyağı, tağşiş, yağ asidi kompozisyonu, sterol kompozisyonu, 
ΔECN42, FTIR, LDA 
 
INTRODUCTION 
Olive oil is a product having high economic 
importance for Mediterranean countries, 
obtained from the fruit of the olive tree (Olea 
europaea L.). Considering the costs of cultivation, 
production and storage periods, extra virgin olive 
oil, which is the highest quality class, is expected 
to have a higher price than virgin and lampante 
olive oils (Balkan and Meral, 2017; Anonymous, 
2022; Filoda et al., 2019; Tsimidou et al., 2015; 
Uncu et al., 2017). In addition, consumer demand 
for extra virgin olive oil is increasing due to its 
unique flavor and high amount of natural 
antioxidants (Mariotti and Peri, 2014; Vitaglione 
et al., 2015). Because of its high price and 
increasing demand, extra virgin olive oil has 
become most vulnerable to fraudulent activities 
(Pan et al., 2018; Uncu et al., 2017). These 
fraudulent activities, generally called adulteration, 
are practiced to obtain unfair economic benefits 
by misleading the consumer about the origin, 
quality class or product content of virgin olive oil 
(VOO) by presenting false information on the 
label. The most common form of adulteration for 
VOO is mixing different vegetable oil with lower 
economic value into VOO (Tsimidou et al., 2015). 
 
European Union legislation and Codex 
Alimentarius criteria set the VOO quality and 
purity limits to determine the quality classes and 
present the right product to be audited to the 
consumer (Anonymous, 2017; Anonymous, 
2022). In particular, sterol composition and the 
difference between contents of theoretical and 
actual triglycerides having 42 equivalent carbon 
numbers (ECN) are the most examined purity 
criteria for adulterations made by mixing seed oils 
with VOO. On the other hand, sterol 
composition and ∆ECN42 techniques have many 
disadvantages, such as requiring labor and 
chemicals and generating a significant amount of 
chemical waste in the analysis process. Applying 

rapid measurement techniques coupled with 
advanced statistical methods stands out in terms 
of efficient labor and time use by overcoming 
sample loss and the excessive use of chemicals 
recently (Uncu et al., 2019). 
 
Chemometrics was defined as a multidisciplinary 
assessment technique in which mathematics, 
statistics and computer science are integrated to 
determine the most influential variables from 
extensive data obtained from chemical analysis to 
apply statistical evaluation (Massart et al., 1998). 
In this respect, chemometric techniques include 
using multivariate analysis methods to evaluate 
analytical or spectroscopic results and examine 
the possible differences and classifications 
between sample groups. Principal component 
analysis (PCA), linear discriminant analysis 
(LDA), hierarchical clustering analysis (HCA), 
and partial least squares (PLS) are widely used for 
chemometric assessment of VOO adulteration 
(Esteki et al., 2018; Gómez-Caravaca et al., 2016). 
 
Various fast-measurement techniques have been 
used to detect VOO adulteration or predict 
adulterant concentration. UV-Visible (UV-Vis) 
spectroscopy, Near Infrared Spectroscopy (NIR), 
Raman Fluorescence Spectroscopy, Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) method and 
Differential Scanning Calorimetry (DSC) are the 
most used techniques in VOO adulteration 
studies (Aroca-Santos et al., 2016; Chiavaro, 2014; 
Lia et al., 2018; Milanez et al., 2017; Nigri and 
Oumeddour, 2013; Ordoudi et al., 2022; Öztürk 
et al., 2010; Zhang et al., 2011). Studies were 
mainly carried out with model samples prepared 
by mixing one or more selected VOO and 
adulterant oil. In most studies, VOO / 
adulteration oil ratios are generally designed 
between 0% and 100% to efficiently determine 
the mathematical relations between the 
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concentration of the adulteration and the 
spectroscopic responses. However, detection 
becomes more difficult as the proportion of 
adulteration oil in VOO decreases (<10%), which 
makes detecting adulterations in lower 
concentrations the main challenge. In addition, 
most of the purity criteria specified in the 
legislation can quickly reveal VOO adulteration 
containing 10% or more vegetable oil (Baeten et 
al., 2005; Green et al., 2020). In that manner, the 
detection performance of the spectroscopic and 
chromatographic methods became more 
significant when VOO adulteration in low 
concentrations was considered. Few studies 
compare the commonly used spectroscopic 
methods with traditional chromatographic 
techniques in detecting VOO adulteration. 
 
In this study, the detection performances of the 
sterol composition, ΔECN42 values and FTIR 
spectral data were compared for the prepared 
adulterated VOO samples using sunflower oil, 
palm olein and cottonseed oil at low ratios (1-4-7-
10-13%). Moreover, change in the detection 
performance of FTIR was evaluated by expanding 
the database size of VOO with different varieties 
and regions. 
 
MATERIAL AND METHOD 
Material 
Thirty geographically indicated (GI) VOO 
samples were obtained from related Chamber of 
Commerce bureaus representing the 2019-2020 
and 2020-2021 harvest seasons (at least five 
samples from each season) as VOO samples. GI 
VOO samples were, namely, Ayvalık Zeytinyağı, 
Edremit Zeytinyağı and Milas Zeytinyağı, 
registered by Turkish Patent and Trademark 
Office with dossier numbers C2004/003, 
C2017/048 and C2014/043, respectively. Among 
these, only VOO samples that fit "extra virgin 
olive oil" criteria according to FFA, PV and 
specific absorption values were used to reduce the 
variation due to the quality criteria and obtain 
comparable results. Olive oil samples were 
abbreviated as VOO as an indication of the main 
category name of the olive oils. 
 

To prepare mixtures (will be mentioned as 
"adulterated samples" in the text), three different 
vegetable oil samples (will be mentioned as 
"adulterants" in the text) were used. For this 
purpose, as adulterant samples, refined sunflower 
oil, cottonseed oil, and palm olein were obtained 
from various companies in İzmir, Türkiye. 
 
Adulterated samples were prepared by mixing a 
selected VOO sample (Ayvalık Zeytinyağı from 
the 2019-2020 season) and adulterants with the 
binary combination. The adulterant ratios were 
maintained as 1-4-7-10-13% in adulterated 
samples for each adulterant. In this way, 15 
adulterated samples were prepared separately for 
each adulterant. 
 
Samples were coded representing the adulterant 
used and its percentage in the mixture. The 
adulterated samples containing sunflower oil, 
palm olein, and cottonseed oil were coded as 
SOVO, POVO, and CSVO, respectively. The 
adulterant concentration in the mixture was 
indicated as a percentage right after the sample 
code. 
 
VOO, adulterant and adulterated samples were 
placed in 150 ml brown bottles without leaving 
any headspace and stored at -40°C until the 
analyzes were carried out.  
 
The chemicals and standards used in the analyzes 
were obtained directly from the local distributors 
of Merck and Sigma-Aldrich brands at the purity 
level specified in the analysis methods. 
 
Methods 
Determination of sterol composition  
The sterol composition of the samples was 
determined according to the Turkish Food Codex 
Communiqué on Olive Oil and Olive Pomace Oil 
Analysis Methods (Communiqué No: 2014/53), 
and the peak areas were expressed as a percentage. 
This method refers to the thin layer 
chromatography method for determining the 
sterol fraction of animal and vegetable oils and 
fats composition. Analysis was carried out by 
saponification of the sample, extraction of the 
unsaponifiable matter and separation of the 
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sterols using thin layer chromatography, and 
determining sterol composition by gas 
chromatography. For this purpose, 0.5 ml of 0.1% 
concentration 5α-cholestan-3β-ol internal 
standard was added to 2-2.5 grams of oil sample. 
This sample was subjected to saponification using 
20 ml of 2 N ethanolic potassium hydroxide 
(KOH) solution in a water bath at 98°C for 20 
minutes. The saponification reaction was 
terminated with 20 ml of distilled water, the 
unsaponifiable fraction extracted from the soap 
fraction with 20 ml of diethyl ether, and the 
residual soap was removed with approximately 80 
ml of distilled water. This unsaponifiable fraction 
was fractionated on Silica gel 20×20 cm (Sigma 
Aldrich, Germany) Thin Layer Chromatography 
(TLC) plates and with 110 ml of hexane and 65 
ml of diethyl ether for 70 minutes. The sterol 
band marked with 0.2% 2',7' dichlorofluorescein 
dye, and sterol fraction were scraped from the 
plate. The sterols were derived for gas 
chromatography (GC) with a mixture of N,O-
Bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide reagents 
containing Pyridine and trimethylchlorosilane at 
1:1 ratio. A SE-54 column (5%-phenyl-1%-
vinylmethylpolysiloxane, 30 m × 0.32 mm × 0.25 
µm) was used for chromatographic analysis. GC 
conditions were selected as follows; carrier gas: 
helium, the flow rate of carrier gas: 0.9 ml/min., 
flame ionization detector (FID) temperature: 
290°C, injector temperature: 280°C, furnace 

temperature: 260℃ 1:40 split ratio. 
 
Determination of fatty acid composition 
The fatty acid composition of samples was 
determined according to the International Olive 
Council (IOC) standard method (Anonymous, 
2017b). For this analysis, 0.1 grams of sample was 
mixed with 2 ml of heptane, and the mixture was 
transesterified with 0.2 ml of 2N methanolic 
KOH solution. The upper phase containing 
methyl esters was injected into GC (Agilent 7820). 
The GC oven temperature was maintained at an 
initial temperature of 165 °C and then gradually 
increased to 200 °C. The injection block 
temperature was set at 250°C and the FID 
detector temperature at 280°C. The flow rate of 
the carrier gas will be 1.2 ml/min. The injection 
volume was 2 µl. The peak areas were determined, 

and fatty acid composition was expressed as 
percentages. 
 
Determination of the difference between the actual and 
theoretical content of triacylglycerols with ECN42 
(ΔECN42) 
Triglyceride profile analysis and determination of 
the actual content of triglycerides with ECN42 
(ΔECN42) od adulterated samples was carried out 
with HPLC Agilent 1200 (California, USA) 
utilized with Refractive Index Detector (RID) 
using the method specified by the IOC 
(Anonymous, 2017c). For this analysis, 0.05 
grams of oil sample was dissolved in 1 ml of 
acetone. The mobile phase was prepared to 
contain 63.6% acetone and 36.4% acetonitrile, 
filtered and degassed in an ultrasonic bath. 
Analysis was conducted with a mobile phase flow 
rate of 1.5 ml/min and an RI detector 
temperature of 40°C. TG rates are given in 
percent (%). The ΔECN42 values were calculated 
via the excel file provided under the so-called 
method appendices of IOC. 
 
Determination of Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
(FTIR) spectra 
FTIR spectra of the samples were measured on 
the Shimadzu (Kyoto, Japan) IRAffinity-1S 
spectrometer system. The detector consists of a 
DLATGS detector with a temperature control 
mechanism and a beam splitter germanium-
coated KBr. Two drops of oil samples were 
placed directly on the ATR cell, and spectra were 
taken in the mid-infrared region (4000 – 600 cm-

1) at 2 cm-1 resolution with 32 interferograms. 
Before each measurement, the atmospheric 
measurement was taken and subtracted from each 
spectrum. After each reading, the ATR crystal was 
cleaned with hexane and acetone to ensure no 
residue from the previous sample remained on the 
crystal surface. 
 
All spectra were imported to the IR Solution v1.5 
software, and some pre-processing procedures 
were followed to minimize uninformative 
distribution among samples. First, spectra were 
manipulated with ATR Correction at 650 cm− 1 
reference value. Then, 11-point smoothing was 
applied according to the Savintzky-Golay 
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algorithm, and 2nd-degree derivatization was 
carried out. The spectral regions over 650 cm− 1 
and below 3100 cm− 1 were eliminated with the 
cut function, and a new data set was obtained. 
 
Statistical analysis and chemometric method 
Pre-processed FTIR data were imported into 
SPSS 26 (IBM, USA) and then classified 
according to the purity level as VOO, SOVO, 
POVO, and CSVO with percentages. For the 
second LDA, in addition to the VOO sample 
used in the preparation of the adulterated 
samples, five 2020-2021 Ayvalık, five 2019-2020 
Edremit and five 2019-2020 Milas samples were 
defined as VOO, and the LDA data set was 
expanded. The expanded VOO sample set was 
labeled as VOO-EXT for the repeated LDA. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Chemical characteristics of VOO, sunflower 
oil, cottonseed oil and palm olein samples 
The fatty acid, triglyceride, and sterol 
compositions of the VOO, refined sunflower oil, 
cottonseed oil, and palm olein samples used to 
prepare adulterated samples are given in Table 1, 
Table 2 and Table 3. The quality criteria and 
compositional properties of all oil samples (VOO, 
refined sunflower oil, cottonseed oil and palm 
olein oil) included in this study met the purity 
criteria defined in the related Codex 

Alimentarious standards (Anonymous, 1999, 
2017). 
According to the fatty acid compositions in Table 
1, the C14:0 value of palm olein had a higher level 
(1.10%) than the other vegetable oils in our study. 
Also, it was observed that palm olein and 
cottonseed oil had a higher percentage of C16:0 
than the other two oils, 41.47% and 22.93%, 
respectively. In contrast, sunflower oil had the 
lowest content, with 6.19% of C16:0. Çalışlar et 
al. (2018) similarly stated that palm olein is a high 
source of palmitic acid (C16:0) (Çalışlar et al., 
2018). It can be noted that the margaric acid 
(C17:0) values are similar in all pure vegetable oils 
in this study. Still, VOO's heptadecenoic acid 
(C17:1) level stands out at 0.24%. The level of 
stearic acid (C18:0), a saturated fatty acid, in 
sunflower oil and palm olein was higher than in 
cottonseed oil. In parallel, Anushree et al. (2017) 
stated that sunflower and palm oil are high 
sources of stearic acid. It was claimed that some 
types of sunflower oil obtained from improved 
and/or biotechnologically treated sunflower 
seeds would be an alternative to palm oil 
(Anushree et al., 2017). VOO was characterized 
by high oleic acid (C18:1) content, as seen in 
Table 1. VOO had the highest oleic acid value at 
69.38%, followed by palm olein oil at 41.68%. 
Sunflower oil has the highest linoleic acid (C18:2) 
content of 68.44%. 

 
Table 1. Fatty acid compositions of VOO, sunflower oil, cottonseed oil and palm olein samples 

 VOO Sunflower oil Cottonseed oil Palm olein 

C14:0 0.02±0.00 0.06±0.00 0.69±0.01 1.10±0.02 

C16:0 13.78±0.27 6.19±0.21 22.93±0.57 41.47±1.12 

C16:1 0.88±0.02 0.09±0.00 0.55±0.01 0.21±0.00 

C17:0 0.16±0.00 0.03±0.00 0.08±0.00 0.08±0.00 

C17:1 0.24±0.00 0.03±0.00 0.03±0.00 0.04±0.00 

C18:0 2.84±0.05 4.01±0.08 2.42±0.05 3.89±0.10 

C18:1 69.38±2.48 21.94±0.76 16.27±0.34 41.68±1.08 

C18:2 11.29±0.26 68.44±1.54 57.67±1.07 10.78±0.22 

C20:0 0.49±0.01 0.23±0.01 0.18±0.00 0.27±0.01 

C18:3 0.68±0.02 0.09±0.00 0.13±0.00 0.21±0.00 

C20:1 0.31±0.01 0.12±0.00 0.04±0.00 0.13±0.00 

C22:0 0.14±0.00 0.05±0.00 0.08±0.00 0.06±0.00 

C24:0 0.07±0.00 0.02±0.00 0.10±0.00 0.05±0.00 
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Table 2. Triglyceride compositions of VOO, sunflower oil, cottonseed oil and palm olein samples 

 VOO Sunflower oil Cottonseed oil Palm olein 

LLL 0.16±0.00 0.13±0.00 0.54±0.01 0.49±0.02 

OLLn+PoLL 0.23±0.01 0.03±0.00 0.40±0.01 2.41±0.04 

PLLn 0.05±0.00 0.22±0.01 0.10±0.00 0.39±0.01 

OLL+OLPo 2.91±0.09 35.79±0.73 20.67±0.33 0.34±0.01 

OOLn 1.11±0.02 0.14±0.00 0.80±0.01 0.17±0.00 

PLL 0.98±0.01 0.23±0.00 0.16±0.00 0.06±0.00 

OOL+PoOO 0.56±0.02 0.17±0.00 0.19±0.00 0.03±0.00 

OOL+LnPP 14.85±0.38 26.97±0.86 14.08±0.34 2.21±0.05 

OOPo 0.82±0.03 0.36±0.01 0.00±0.00 12.43±0.32 

PLO+SLL 8.13±0.28 10.92±0.19 26.97±0.81 0.54±0.02 

PoOP 0.44±0.01 0.26±0.00 0.00±0.00 10.70±0.22 

PPL 1.17±0.02 0.08±0.00 0.56±0.02 0.17±0.00 

OOO 35.22±0.99 7.39±0.19 4.10±0.04 4.79±0.09 

OOP 25.05±0.61 11.50±0.20 15.13±0.30 28.39±0.50 

POP 4.31±0.07 1.03±0.02 8.96±0.15 33.28±0.71 

SOO 4.81±0.13 3.85±0.11 3.29±0.13 0.49±0.01 

POS 0.00±0.00 0.98±0.03 4.26±0.14 2.14±0.06 

ΔECN42 0.06±0.02 30.57±1.05 16.31±0.18 3.12±0.02 

 
Table 3. Sterol compositions of VOO, sunflower oil, cottonseed oil and palm olein samples 

 VOO Sunflower oil Cottonseed oil Palm olein 

Cholesterol 0.05±0.00 0.13±0.00 0.35±0.01 3.38±0.11 

brassicasterol 0.02±0.00 0.02±0.00 0.06±0.00 0.07±0.00 

ergosterol 0.03±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

24-methylene-cholesterol 0.06±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

campesterol 3.29±0.05 10.25±0.29 7.71±0.19 21.70±0.27 

campestanol 0.01±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

stigmasterol 0.35±0.00 7.15±0.03 1.01±0.02 12.61±0.16 

Δ5.23-stigmastadienol 0.06±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

clerosterol 0.77±0.02 0.55±0.01 0.90±0.01 0.00±0.00 

β-sitosterol 81.23±0.97 59.41±1.46 87.02±0.81 57.90±1.52 

sitostanol 1.19±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Δ5-avenasterol 10.10±0.36 1.39±0.02 1.08±0.02 0.91±0.02 

Δ5.24-stigmastadienol 0.43±0.00 1.65±0.05 0.18±0.00 1.09±0.01 

Apparent β-sitosterol 93.77±1.11 63.00±1.45 89.18±0.82 59.90±1.54 

Δ7-stigmastenol 0.24±0.00 11.71±0.25 0.06±0.00 0.79±0.02 

Δ7-avenasterol 0.33±0.01 6.68±0.13 0.25±0.01 0.96±0.02 

eritrodiol 1.24±0.05 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Uvaol 0.05±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

  
The characteristic triglyceride trilinolein (LLL) is 
as low as 0.16% and 0.13% in VOO and 
sunflower oil, respectively. The highest total value 
of OLL+OLPo triglycerides was measured in 
sunflower oil at 35.79%, followed by cotton oil at 
20.67%. OOL+LnPP total has differed between  

2.21% (palm olein) and 26.97% (sunflower oil). 
Palm olein has the highest OOPo triglyceride 
content at 12.43%. On the contrary, palm olein oil 
has the lowest content of PLO+SLLL 
triglycerides compared to other vegetable oils. 
The PoOP was not detected in cottonseed oil, 
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while palm olein had 10.70%. It is known that the 
major characteristic triglyceride of VOO is 
triolein (OOO) (Ben Hmida et al., 2022). 
Similarly, in our study, VOO had 35.22% of 
OOO. Again, OOP levels, one of the triglycerides 
rich in oleic acid, were high in VOO and palm 
olein oil.  
 
Phytosterols constitute a significant part of the 
unsaponifiable fraction of oils and the sterol 
composition shapes during the maturation of the 
olive (Bozdogan Konuskan and Mungan, 2016). 
The hydrolytic and oxidative progress may affect 
the fatty acid composition. Therefore, the sterol 
composition of vegetable oil act as a fingerprint 
and is more reliable in the assessment of 
adulteration than fatty acid composition (Aloisi et 
al., 2020; Saygın Gümüşkesen and Yemişçioğlu, 
2010). The sterol composition of VOO, 
sunflower oil, cottonseed oil and palm olein 
samples were given in Table 3. VOO has low 
content of campesterol and stigmasterol. The 
highest amount of sterol in VOO was β-sitosterol 
with 81.23%, while it was determined at 87.02% 
in cottonseed oil. The β-sitosterol level was 
relatively low in sunflower oil and palm olein 
(59.41% and 57.90%, respectively). Δ5-
avenasterol was highest in VOO at 10.10%. 
According to the Codex Alimentarius, apparent β-
sitosterol which is the sum of Δ5,23-
stigmastadienol, clerosterol, β-sitosterol, 
sitostanol, Δ5-avenasterol and Δ5,24-
stigmastadienol should be higher than 93% for 
VOO. The apparent β-sitosterol content of VOO 
was 93.77% in our study. 
 
The differences in chemical properties of 
adulterated samples and detection using 
ΔECN42 and sterol composition  
Table 4 depicts the fatty acid composition of the 
adulterated samples prepared by mixing refined 
sunflower oil, cottonseed oil and palm olein with 
1%, 4%, 7%, 10% and 13%. Palm olein was richer 
in C16:0 fatty acid at 41.47%, compared to VOO 
at 13.78%. Therefore, the adulterated samples 
with palm olein had higher C16:0 content even at 
1% concentration. It was determined that as the 

palm olein concentration of the adulterated 
sample increased, C16:0 fatty acid content 
gradually increased to 15.21%, 16.13%, 17.29% 
and 18.17%. Since the C16:0 content of sunflower 
oil was lower than the VOO, the C16:0 content 
of adulterated samples with sunflower oil 
decreased gradually to 14.17, 13.55, 13.50, 12.97 
and 12.81%. Similarly, Dourtoglou et al. (2003) 
stated that the C16:0 content was reduced when 
VOO was adulterated with sunflower oil. This 
study also reported an increase in C16:0 content 
when VOO was adulterated with cottonseed oil. 
Another distinctive change was in C18:1, the 
major fatty acid of VOO (Dourtoglou et al., 
2003). The percentages of C18:1 decreased as the 
amount of sunflower oil in adulterated samples 
increased. As the percentage of adulteration with 
sunflower oil increased, C18:2 content gradually 
increased to 12.34%, 13.64%, 15.69%, 17.54% 
and 19.69%. Similarly, C18:2 content increased as 
the percentage of adulteration with cottonseed oil 
increased. The sterol compositions of adulterated 
samples using cottonseed, palm olein, and 
sunflower oil are shown in Table 5. Stigmasterol 
levels of adulterated samples have increased as the 
percentage of adulteration has risen. Along with 
the increase in the adulteration proportion, the 
campesterol content also elevated. The 
campesterol contents of; SOVO10, SOVO13, 
CSVO10, CSVO13, and POVO13 were, 
respectively, 4.09%, 4.37%, 4.11%, 4.16%, and 
4.22% were lied outside of the codex limits. The 
campesterol decision tree approach should be 
applied when the sample's campesterol 
percentage is between 4% and 4.5%, per 
European Union's olive oil requirements 
(Anonymous, 2022). According to this decision 
tree, Δ7-stigmastenol should be ≤ 0.3% and 
stigmasterol should be ≤ 1.4% to decide the 
sample is not adultered. The stigmasterol 
percentages of the samples were lower than 1.4%, 
but the Δ7-stigmastenol values of some samples 
were greater than 0.3% (Table 5). Therefore, only 
those with a 10% and 13% mixture ratio among 
the adulterated samples could be determined 
using the campesterol decision tree. 
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Table 4. Fatty acid compositions of adulterated samples 
 SOVO  CSVO  POVO 

 1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13% 

C14:0 0.04 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

 0.04 
(0.00) 

0.05 
(0.00 

0.07 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

 0.03 
(0.00) 

0.07 
(0.00) 

0.10 
(0.00) 

0.14 
(0.00) 

0.17 
(0.01) 

C16:0 14.17 
(0.30) 

13.55 
(0.55) 

13.50 
(0.29) 

12.97 
(0.46) 

12.81 
(0.33) 

 13.97 
(0.22) 

13.91 
(0.23 

14.92 
(0.30) 

14.61 
(0.24) 

14.72 
(0.30) 

 14.00 
(0.27) 

15.21 
(0.20) 

16.13 
(0.41) 

17.29 
(0.38) 

18.17 
(0.56) 

C16:1 0.81 
(0.02) 

0.87 
(0.02) 

0.86 
(0.03) 

0.81 
(0.01) 

0.78 
(0.03) 

 0.91 
(0.02) 

0.90 
(0.02 

0.88 
(0.02) 

0.88 
(0.03) 

0.85 
(0.03) 

 0.84 
(0.03) 

0.87 
(0.02) 

0.85 
(0.03) 

0.86 
(0.02) 

0.82 
(0.02) 

C17:0 0.16 
(0.01) 

0.15 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.14 
(0.00) 

 0.17 
(0.00) 

0.15 
(0.01 

0.15 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.15 
(0.01) 

 0.16 
(0.01) 

0.16 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.14 
(0.00) 

C17:1 0.25 
(0.01) 

0.23 
(0.01) 

0.23 
(0.00) 

0.23 
(0.00) 

0.21 
(0.01) 

 0.26 
(0.01) 

0.24 
(0.00 

0.23 
(0.01) 

0.23 
(0.00) 

0.22 
(0.01) 

 0.25 
(0.01) 

0.24 
(0.01) 

0.23 
(0.00) 

0.21 
(0.00) 

0.21 
(0.01) 

C18:0 2.87 
(0.07) 

2.86 
(0.06) 

2.87 
(0.11) 

2.99 
(0.05) 

2.97 
(0.11) 

 2.82 
(0.03) 

2.79 
(0.06 

2.81 
(0.05) 

2.76 
(0.11) 

2.76 
(0.10) 

 2.75 
(0.04) 

2.96 
(0.07) 

2.92 
(0.09) 

2.92 
(0.07) 

2.95 
(0.08) 

C18:1 68.39 
(0.84) 

66.79 
(1.66) 

64.65 
(1.38) 

62.59 
(1.81) 

61.73 
(2.11) 

 67.86 
(1.88) 

67.36 
(0.44 

64.91 
(1.01) 

63.86 
(1.95) 

61.96 
(1.32) 

 69.09 
(2.05) 

66.81 
(1.90) 

69.05 
(1.30) 

66.60 
(2.03) 

64.51 
(0.94) 

C18:2 12.34 
(0.37) 

13.64 
(0.43) 

15.69 
(0.42) 

17.54 
(0.41) 

19.69 
(0.38) 

 11.91 
(0.27) 

12.96 
(0.35 

14.79 
(0.47) 

16.08 
(0.42) 

17.63 
(0.59) 

 10.88 
(0.21) 

11.04 
(0.27) 

11.28 
(0.23) 

11.10 
(0.39) 

10.97 
(0.27) 

C20:0 0.41 
(0.01) 

0.42 
(0.02) 

0.42 
(0.01) 

0.39 
(0.01) 

0.39 
(0.01) 

 0.40 
(0.01) 

0.42 
(0.01 

0.41 
(0.01) 

0.39 
(0.01) 

0.36 
(0.01) 

 0.36 
(0.01) 

0.43 
(0.00) 

0.43 
(0.01) 

0.41 
(0.01) 

0.43 
(0.02) 

C18:3 0.69 
(0.01) 

0.63 
(0.01) 

0.64 
(0.01) 

0.60 
(0.02) 

0.61 
(0.01) 

 0.70 
(0.02) 

0.66 
(0.02 

0.63 
(0.01) 

0.62 
(0.01) 

0.62 
(0.02) 

 0.61 
(0.02) 

0.66 
(0.01) 

0.66 
(0.02) 

0.62 
(0.01) 

0.61 
(0.01) 

C20:1 0.27 
(0.00) 

0.26 
(0.00) 

0.26 
(0.00) 

0.26 
(0.01) 

0.26 
(0.00) 

 0.29 
(0.01) 

0.26 
(0.00 

0.25 
(0.01) 

0.24 
(0.00) 

0.23 
(0.01) 

 0.24 
(0.01) 

0.27 
(0.01) 

0.27 
(0.01) 

0.26 
(0.00) 

0.25 
(0.01) 

C22:0 0.12 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

0.14 
(0.00) 

0.16 
(0.00) 

0.17 
(0.01) 

 0.10 
(0.00) 

0.11 
(0.00 

0.10 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.10 
(0.00) 

 0.09 
(0.00) 

0.10 
(0.00) 

0.10 
(0.00) 

0.10 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

C24:0 0.05 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

 0.06 
(0.00) 

0.05 
(0.00 

0.05 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

 0.04 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.04 
(0.00) 

  

Table 5. Sterol compositions of adulterated samples 
 SOVO  CSVO  POVO 

 1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13% 

k.terol 0.23 
(0.01) 

0.10 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.07 
(0.00) 

 0.12 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

 0.11 
(0.00) 

0.14 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.04 
(0.00) 

0.25 
(0.01) 

b.sterol 0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

 0.02 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

 0.00 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.00 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

e.sterol 0.04 
(0.00) 

0.04 
(0.00) 

0.04 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

 0.05 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

0.04 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

 0.89 
(0.03) 

0.05 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

1.08 
(0.04) 

0.06 
(0.00) 

24m.k.strl 0.09 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

 0.10 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

0.06 
(0.00) 

 0.12 
(0.00) 

0.08 
(0.00) 

0.07 
(0.00) 

0.18 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

kmpsterol 3.62 
(0.05) 

4.00 
(0.03) 

3.98 
(0.02) 

4.09 
(0.09) 

4.37 
(0.09) 

 3.55 
(0.08) 

3.79 
(0.05) 

3.81 
(0.04) 

4.11 
(0.09) 

4.16 
(0.10) 

 2.53 
(0.06) 

3.74 
(0.16) 

3.95 
(0.06) 

3.14 
(0.04) 

4.22 
(0.11) 

kmpstanol 0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.07 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

 0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.05 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

 0.00 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.00 
(0.00) 

0.00 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

stg.sterol 0.56 
(0.01) 

0.70 
(0.02) 

0.89 
(0.03) 

1.02 
(0.01) 

1.31 
(0.02) 

 0.37 
(0.01) 

0.41 
(0.01) 

0.40 
(0.01) 

0.43 
(0.01) 

0.44 
(0.01) 

 0.44 
(0.01) 

0.53 
(0.00) 

0.57 
(0.02) 

0.92 
(0.01) 

0.97 
(0.02) 

Δ5.23 0.14 
(0.00) 

0.28 
(0.01) 

0.33 
(0.00) 

0.36 
(0.01) 

0.51 
(0.00) 

 0.11 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

0.09 
(0.00) 

1.51 
(0.03) 

0.24 
(0.00) 

 0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.00 
(0.00) 

kleres 0.91 
(0.02) 

0.91 
(0.02) 

0.67 
(0.01) 

0.64 
(0.01) 

0.79 
(0.03) 

 0.94 
(0.03) 

0.86 
(0.02) 

0.71 
(0.02) 

0.45 
(0.01) 

0.63 
(0.02) 

 0.55 
(0.01) 

0.86 
(0.02) 

0.72 
(0.02) 

0.40 
(0.01) 

0.84 
(0.03) 

βs.sterol 80.80 
(1.86) 

81.71 
(1.91) 

76.82 
(2.57) 

77.71 
(2.27) 

74.83 
(1.86) 

 80.49 
(2.57) 

81.66 
(1.24) 

81.16 
(2.47) 

80.09 
(0.66) 

81.06 
(2.42) 

 83.12 
(2.21) 

81.25 
(2.30) 

81.14 
(2.11) 

81.82 
(1.39) 

79.84 
(1.19) 

s.stanol 1.34 
(0.02) 

1.02 
(0.01) 

1.42 
(0.07) 

1.42 
(0.05) 

1.61 
(0.05) 

 1.39 
(0.05) 

1.29 
(0.04) 

1.28 
(0.03) 

1.40 
(0.03) 

1.99 
(0.06) 

 0.53 
(0.01) 

0.95 
(0.02) 

0.72 
(0.00) 

0.84 
(0.03) 

1.39 
(0.03) 

Δ5avena 9.08 
(0.23) 

9.39 
(0.18) 

11.28 
(0.30) 

10.96 
(0.33) 

11.22 
(0.31) 

 9.42 
(0.16) 

9.07 
(0.21) 

9.72 
(0.06) 

8.92 
(0.12) 

8.97 
(0.08) 

 6.87 
(0.16) 

8.68 
(0.25) 

8.72 
(0.22) 

6.99 
(0.07) 

8.83 
(0.19) 

Δ5.24 0.86 
(0.02) 

0.79 
(0.03) 

0.88 
(0.02) 

0.72 
(0.02) 

0.85 
(0.01) 

 0.89 
(0.03) 

0.76 
(0.019) 

0.68 
(0.01) 

0.65 
(0.01) 

0.64 
(0.02) 

 0.59 
(0.01) 

0.82 
(0.00) 

0.96 
(0.01) 

0.62 
(0.01) 

0.91 
(0.02) 

Σ.βs.sterol 93.13 
(1.65) 

94.09 
(1.95) 

91.41 
(2.35) 

91.81 
(2.08) 

89.81 
(2.13) 

 93.24 
(2.65) 

93.72 
(1.35) 

93.64 
(2.54) 

93.02 
(0.58) 

93.52 
(2.33) 

 91.67 
(2.33) 

92.58 
(2.54) 

92.26 
(2.19) 

90.67 
(1.41) 

91.81 
(1.06) 

Δ7stig 0.38 
(0.01) 

0.44 
(0.01) 

0.48 
(0.02) 

0.43 
(0.02) 

0.56 
(0.01) 

 0.47 
(0.01) 

0.49 
(0.01) 

0.54 
(0.02) 

0.45 
(0.02) 

0.57 
(0.02) 

 0.29 
(0.00) 

0.47 
(0.02) 

0.42 
(0.02) 

0.34 
(0.01) 

0.55 
(0.01) 

Δ7avena 0.68 
(0.02) 

0.86 
(0.01) 

1.34 
(0.05) 

1.58 
(0.04) 

2.35 
(0.05) 

 0.38 
(0.01) 

0.35 
(0.01) 

0.32 
(0.01) 

0.32 
(0.01) 

0.31 
(0.01) 

 0.32 
(0.01) 

0.41 
(0.00) 

0.40 
(0.01) 

0.35 
(0.00) 

0.37 
(0.01) 

erit 1.45 
(0.03) 

1.34 
(0.03) 

1.20 
(0.03) 

1.22 
(0.02) 

1.28 
(0.03) 

 1.39 
(0.02) 

1.42 
(0.05) 

1.68 
(0.05) 

1.63 
(0.04) 

1.67 
(0.02) 

 1.63 
(0.06) 

1.65 
(0.01) 

1.66 
(0.04) 

1.44 
(0.02) 

1.54 
(0.04) 

uva 0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.12 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

 0.01 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

 0.01 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

0.01 
(0.00) 

0.03 
(0.00) 

0.02 
(0.00) 

k.terol: kolesterol, b.sterol: brassikasterol, e.sterol: ergosterol, 24m.k.strl: 24-metilen-kolesterol, kmpsterol: kampesterol, kmpstanol: 
kampestanol, stg.sterol: stigmasterol, Δ5,23: delta-5.23-stigmastadienol, kleres: kleresterol, βs.sterol: beta-sitosterol, s.stanol: sitostanol,  
Δ5avena: delta-5-avenasterol, Δ5,24: delta-5.24-stigmastadienolΣp.βs.sterol: apparent b-sitosterol, Δ7stig: delta-7-stigmastenol,  Δ7avena: delta-
7-avenasterol, erit: eritrodiol, uva: uvaol. 
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Table 5 depicts that stigmasterol percentages 
increase as the percentage of adulteration 
increases for all adulterated samples. However, 
since the campesterol percentage of all 
adulterated samples is higher than the 
stigmasterol percentage, all adulterated samples 
comply with the purity criteria specified in the 
relevant codex. Similarly, it was observed that all 
adulterated samples' cholesterol and 
brassicasterol values were within the limits of 
VOO specified in the relevant regulation. When 
Δ7-stigmastenol amounts are considered, it is 
seen that only 13% of adulteration ratios were 
detected among all adulterated samples. Similarly, 
Jabeur et al. (2014) determined that a 10% 
sunflower oil mixture is required for the samples 
to be out of standard with the increase in Δ7-
stigmastenol in VOO adulteration (Jabeur et al., 
2014). Apparent β-sitosterol contents of the 
samples adulterated with sunflower oil were 
determined as 91.41, 91.81 and 89.81% at 7-10-
13% adulteration rates, respectively. Thus, the 
adulterated samples containing 7% or more 
sunflower oil remained outside the limits. 
Apparent β-sitosterol contents of all samples 
adulterated with palm olein were found out of the 
limit according to the relevant communiqué. Still, 
it was observed that the apparent β-sitosterol 
contents of none of the adulterated samples 
containing cottonseed oil were out of this limit. 
 
The ΔECN42 is an important parameter used to 
detect VOO adulteration. Actual ECN42 
triglyceride content (LLL + OLnL + PLnL) was 
higher in all refined adulterants than in VOO 
samples. The limit in ΔECN42 is 0.20 for VOO 
and 0.30 for lampante and refined olive oil 
(Anonymous, 2017). The ΔECN42 value, 
characterized by the detection of the adulteration 
of seed oils in olive oil, was measured in olive oil 
with 0.06 in this study. The ΔECN42 value was 
determined as 30.57 in sunflower oil and 16.31 in 
cottonseed oil, and 3.12 in palm olein oil in this 
study. Table 6 shows the triglyceride composition 
of adulterated samples with sunflower oil, 
cottonseed oil, and palm olein. LLL values 
increased with the increase in adulteration rate for 
all samples. OLL+OLPo percentages increased as 
the adulteration rate of cotton oil and sunflower 

oil increased. OOO tended to decrease as the 
percentage of adulteration increased. The 
ΔECN42 value enabled the detection of 
adulteration in all samples except the one having 
1% cottonseed oil. Jabeur et al. (2014) stated that 
adulterated VOO samples containing 1% 
sunflower oil, 3% soybean oil and 3% corn oil 
using ΔECN42 values could be detected (Jabeur 
et al., 2014). 
 
Discrimination of adulterated samples 
according to LDA performed using FTIR 
data 
Infrared spectroscopy exploits the fact that 
molecules absorb frequencies characteristic of 
their molecular structure. These absorptions 
are resonant frequencies, i.e., the absorbed 
radiation's frequency matches a molecule's 
vibrational frequency. The atoms in organic 
compounds can vibrate in nine ways; symmetric 
and antisymmetric stretching, scissoring, 
rocking, wagging and twisting. The range of 
1500cm-1 to 650cm-1 is specified as the 
"fingerprint" region of the FTIR spectra of 
vegetable oils, where vibrational modes of the 
organic compounds of vegetable oil significantly 
affect the spectral shape in this region (Movasaghi 
et al., 2008; Squeo et al., 2019). 
 
For instance, 1464–983cm−1 region is assigned to 
bending vibrations of -CH2 and -CH3 aliphatic 
groups and rocking vibrations. Symmetric H-C-H 
bending at 1377 cm−1 could be attributed to 
glycerol group O-CH2 (mono-, di- and 
triglycerides). CH2 scissoring are observed at 1462 
cm−1 whereas band between 1125 and 1095 cm−1 
depend on the stretching vibration of C=O ester 
groups and -CH2 wagging. The last major peak 
located near 723 cm−1 could be associated with 
overlapping of the (CH2)n rocking vibration and 
out-of-plane vibration (-CH wagging) of cis-di-
substituted olefins (Uncu et al., 2019). In addition, 
as used in the AOCS Official Method 14-61, the 
trans-isomer content can be reached through the 
peak structure of 966cm-1.  
 
Figure 1 presents the FTIR spectra of adulteration 
samples prepared with sunflower, palm olein and 
cotton oils, pure oils and VOO, respectively, in 
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untreated form. In particular, the morphological 
similarity of the fingerprint regions in the FTIR 
spectra of palm olein and VOO given in Figure 
1b is remarkable. Some deviations and differences 
can be seen in the fingerprint region in the FTIR 
spectra of sunflower oil and VOO given in Figure 
1a and cotton oil and natural olive oil given in 
Figure 1c. LDA was applied after this spectrum 
data were pre-processed as explained under the 
title of material and method. 
 
Figure 2 depicts the LDA results of adulterated 
olive oil samples obtained with sunflower, palm 
olein and cotton oils and their blends (1-4-7-10-
13%) of the selected VOO sample. When the 
LDA graph of VOO and sunflower oil mixtures 
was examined (Figure 1a), it was seen that the first 
two functions obtained at the end of LDA explain 
the difference between the samples at a total rate 
of 92.1%. It has been determined that the VOO 
and sunflower oil are separated on the first 
function. The adulteration samples prepared with 
these two oils show a distribution between VOO 
and sunflower oil on the graph, depending on the 

sunflower oil content. The LDA graph shows that 
even the adulteration sample containing 1% of 
sunflower oil can be easily separated from the 
VOO sample. 
 
The LDA graph showing the separation of 
adulterated samples prepared with palm olein 
from VOO is given in Figure 2b. According to the 
LDA results, the first two functions explained the 
difference between the sample groups at the rate 
of 94.9%. Although adulterated samples 
containing sunflower oil were effectively 
separated on the LDA graph, it was observed that 
VOO and palm olein samples overlapped on the 
LDA graph, especially adulteration samples 
containing 10% and 13% palm olein could not be 
separated from VOO. For this reason, it is 
thought that the differences seen in samples with 
lower palm olein content are not justifiable. This 
result means that the fingerprint region in the 
FTIR spectra does not provide sufficient 
information for the detection of olive oil 
adulteration with palm olein. 

 

Table 6. Triglyceride compositions and ΔECN42 values of adulterated samples 
 SOVO  CSVO  POVO 

 1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13%  1% 4% 7% 10% 13% 

LLL 
0.76     

(0.01) 
1.88     

(0.05) 
3.13     

(0.09) 
4.43     

(0.08) 
5.42     

(0.14) 
 0.44     

(0.01) 
1.27     

(0.02) 
1.83     

(0.06) 
2.33     

(0.04) 
3.08     

(0.05) 
 0.25     

(0.01) 
0.30     

(0.01) 
0.26     

(0.01) 
0.24     

(0.00) 
0.16     

(0.01) 
OLLn
+PoLL 

0.37     
(0.00) 

0.28     
(0.01) 

0.25     
(0.01) 

0.31     
(0.00) 

0.33     
(0.01) 

 0.21     
(0.01) 

0.51     
(0.02) 

0.28     
(0.00) 

0.19     
(0.00) 

0.25     
(0.01) 

 0.44     
(0.02) 

0.57     
(0.01) 

0.56     
(0.01) 

0.57     
(0.01) 

0.65     
(0.00) 

PLLn 
0.11     

(0.00) 
0.09     

(0.00) 
0.07     

(0.00) 
0.09     

(0.00) 
0.09    

(0.00) 
 0.09     

(0.00) 
0.29     

(0.01) 
0.04     

(0.00) 
0.13     

(0.00) 
0.36     

(0.01) 
 0.12     

(0.00) 
0.23     

(0.01) 
0.07     

(0.00) 
0.10     

(0.00) 
0.23     

(0.00) 
OLL+
OLPo 

3.22     
(0.05) 

4.12     
(0.09) 

5.07     
(0.15) 

5.94     
(0.16) 

6.71     
(0.16) 

 3.07     
(0.07) 

3.61     
(0.10) 

4.13     
(0.08) 

4.41     
(0.07) 

4.84     
(0.13) 

 2.95     
(0.04) 

2.97     
(0.05) 

3.03     
(0.05) 

2.79     
(0.07) 

2.56     
(0.04) 

OOLn 
1.16    

(0.03) 
1.27     

(0.03) 
1.06     

(0.02) 
0.95     

(0.02) 
1.04     

(0.03) 
 1.36     

(0.05) 
1.32     

(0.04) 
1.22     

(0.02) 
1.25     

(0.03) 
1.15     

(0.03) 
 1.23     

(0.04) 
1.31     

(0.03) 
1.04     

(0.02) 
1.24     

(0.04) 
0.98     

(0.02) 

PLL 
1.12     

(0.02) 
1.56     

(0.04) 
1.75     

(0.03) 
2.08     

(0.04) 
2.49     

(0.06) 
 1.51     

(0.05) 
2.27     

(0.04) 
2.98     

(0.13) 
3.92     

(0.13) 
4.96     

(0.10) 
 0.95     

(0.03) 
1.11     

(0.03) 
1.07     

(0.02) 
1.21     

(0.03) 
0.92     

(0.00) 
OOL+
PoOO 

0.54     
(0.01) 

0.63     
(0.02) 

0.54     
(0.02) 

0.42     
(0.01) 

0.40     
(0.01) 

 0.90     
(0.01) 

0.60     
(0.01) 

0.59     
(0.01) 

1.18     
(0.03) 

0.62     
(0.02) 

 0.69     
(0.01) 

0.56     
(0.01) 

0.69     
(0.02) 

0.76     
(0.02) 

0.35     
(0.00) 

OOL+
LnPP 

14.82     
(0.23) 

14.77     
(0.29) 

14.55     
(0.24) 

14.14     
(0.37) 

13.67     
(0.28) 

 15.11     
(0.53) 

14.42     
(0.19) 

14.64     
(0.47) 

13.92     
(0.36) 

13.92     
(0.45) 

 14.86     
(0.39) 

14.90     
(0.37) 

14.19     
(0.26) 

14.08     
(0.35) 

13.60     
(0.29) 

OOPo 
1.16     

(0.03) 
0.77     

(0.02) 
0.85     

(0.01) 
0.64     

(0.01) 
0.82     

(0.01) 
 0.85     

(0.01) 
0.73     

(0.02) 
0.75     

(0.02) 
0.74     

(0.02) 
0.82     

(0.02) 
 0.91     

(0.02) 
0.83     

(0.02) 
0.76     

(0.02) 
0.61     

(0.02) 
0.84     

(0.02) 
PLO+
SLL 

8.15     
(0.18) 

8.02     
(0.27) 

8.57     
(0.14) 

8.55     
(0.03) 

8.59     
(0.11) 

 8.14     
(0.19) 

8.41     
(0.24) 

8.56     
(0.16) 

9.01     
(0.18) 

9.19     
(0.16) 

 7.99     
(0.19) 

8.55     
(0.21) 

8.42     
(0.10) 

8.46     
(0.16) 

9.36     
(0.17) 

PoOP 
0.72     

(0.01) 
0.42     

(0.01) 
0.48     

(0.02) 
0.33     

(0.00) 
0.40     

(0.01) 
 0.44     

(0.01) 
0.48     

(0.02) 
0.30     

(0.01) 
0.41     

(0.01) 
0.42     

(0.01) 
 0.50     

(0.01) 
0.57     

(0.02) 
0.41     

(0.01) 
0.57     

(0.03) 
0.44     

(0.01) 

PPL 
1.08     

(0.04) 
0.93     

(0.02) 
0.95     

(0.02) 
0.96     

(0.03) 
0.99     

(0.01) 
 0.98     

(0.02) 
1.36     

(0.02) 
1.45     

(0.06) 
1.78     

(0.04) 
2.02     

(0.04) 
 1.09     

(0.03) 
1.10     

(0.03) 
1.36     

(0.03) 
2.02     

(0.08) 
2.03     

(0.03) 

OOO 
33.96     
(0.74) 

33.04     
(0.67) 

31.87     
(0.61) 

31.78     
(0.93) 

29.59     
(0.70) 

 34.17     
(0.86) 

33.27     
(0.81) 

32.85     
(0.81) 

31.01     
(0.75) 

30.64     
(0.88) 

 34.36     
(0.96) 

34.12     
(0.51) 

34.53     
(1.03) 

32.31     
(1.06) 

31.60     
(0.81) 

OOP 
23.35     
(0.33) 

22.94     
(0.52) 

22.98     
(0.65) 

22.06     
(0.58) 

21.09     
(0.44) 

 23.99     
(0.71) 

23.24     
(0.46) 

23.37     
(0.87) 

22.14     
(0.48) 

21.59     
(0.58) 

 24.55     
(0.52) 

25.41     
(0.40) 

25.14     
(0.74) 

24.70     
(0.90) 

25.63     
(0.74) 

POP 
3.71     

(0.10) 
3.17     

(0.13) 
3.27     

(0.09) 
3.30     

(0.08) 
3.17     

(0.03) 
 3.78     

(0.06) 
3.14     

(0.06) 
3.40     

(0.07) 
3.57     

(0.04) 
3.98     

(0.10) 
 3.75     

(0.10) 
4.43     

(0.08) 
5.39     

(0.11) 
6.67     

(0.07) 
6.87     

(0.25) 

SOO 
4.77     

(0.18) 
4.74     

(0.14) 
4.23     

(0.08) 
4.07     

(0.07) 
4.05     

(0.11) 
 4.14     

(0.11) 
4.48     

(0.05) 
4.01     

(0.06) 
3.70     

(0.07) 
2.97     

(0.10) 
 4.13     

(0.11) 
3.23     

(0.13) 
3.48     

(0.09) 
3.37     

(0.02) 
3.70     

(0.06) 
ΔECN
42 

0.56     
(0.03) 

1.48     
(0.05) 

2.48     
(0.10) 

3.66     
(0.09) 

4.40     
(0.06) 

 0.06     
(0.00) 

1.34     
(0.00) 

1.29     
(0.06) 

1.66     
(0.03) 

2.52     
(0.10) 

 0.27     
(0.01) 

0.52     
(0.01) 

0.34     
(0.01) 

0.37     
(0.03) 

0.51     
(0.01) 

P: Palmitic acid, Po:Palmitoleic acid, S: Stearic acid, O: Oleic acid, L: Linoleic acid, Ln: Linolenic acid, 
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Figure 1. The untreated FTIR spectra between 4000cm-1 and 600cm-1 of pure and adulterated samples. 

VOO: Selected VOO for adulterated sample preparations. 
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Figure 2. LDA results of adulterated oils and pure oils; a) VOO-sunflower oil, b) VOO-cottonseed oil, 
c) VOO-palm olein. Values in parentheses next to the functions are the percentage of explanation of 

the difference between the sample groups. 
 
The LDA graph showing the separation of 
adulterated samples consisting of cottonseed oil, 
VOO and their mixtures is given in Figure 1c. It 
is seen that cottonseed oil and VOO samples are 
clearly separated, and the adulterated samples are 
also clustered in different locations on the LDA 

graph. Although no sequence was observed 
depending on the mixing ratio, it was determined 
that cottonseed oil and VOO mixture were 
separated from natural olive oil even at a rate of 
1%. 

(Figure 3.) 
 

a) b) 

c) 
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Figure 3. Extended olive oil sample set (VOO-EXT) and LDA results of adulteration samples; a) 
VOO-sunflower oil, b) VOO-cottonseed oil, c) VOO-palm olein. Values in parentheses next to the 

functions are the percentage of explanation of the difference between the sample groups. 
 

As it is known, the chemical composition of 
VOOs can vary depending on many factors such 
as variety, climatic conditions, soil structure, 
agricultural practices and harvest season. This 
variability is likely to complicate the detection of 
adulterated samples and is assumed to be the 
major obstacle to standardizing spectroscopic 
techniques such as FTIR in detecting VOO 
adulteration. Therefore, in our study, the VOO 
sample set was expanded, and the LDA was 
repeated in order to evaluate the possible effects 
of the harvest season (year), variety and 
geographical region differences in VOOs on the 
detection of VOO adulteration over the FTIR 
spectrum - LDA. In addition to the VOO sample 

used in preparing the adulterated samples, five 
2020-2021 Ayvalık, five 2019-2020 Edremit and 
five 2019-2020 Milas samples were defined as 
VOO, and the LDA data set was expanded. For 
the repeated LDA, the expanded VOO sample set 
was labeled VOO-EXT (Figure 3). 
 
The LDA graph in Figure 3a, depicts the 
differentiation of adulteration samples prepared 
with sunflower oil from the expanded VOO set. 
The adulterated samples containing 1% sunflower 
oil overlapped with VOOs, while adulterated 
samples with higher sunflower oil concentrations 
were located away from the VOOs. According to 
the LDA results, it was observed that the samples 

a) b) 

c) 
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containing 1% sunflower oil could be separated 
only from the geographically indicated Ayvalık 
VOO samples of the 2019-2020 season. (Figure 
1a). However, the chemical diversity due to the 
expansion of the VOO sample set made this 
discrimination impossible in the latter case. 
Similarly, the enlargement of the VOO sample set 
weakened the discrimination of cottonseed oil 
adulterated samples and especially the samples 
containing 7, 10 and 13% cottonseed oil located 
closer to the VOO samples. Nevertheless, 
adulterated samples prepared with cottonseed oil 
were close but did not overlap with VOOs. 
 

CONCLUSION 
Identifying frauds classified as adulteration is 
essential to preserve VOO's authenticity and 
actual economic value. The legislation establishes 
the standards for judging the purity of VOO, but 
chromatographic methods, which require 
substantial amounts of chemicals, time, and labor, 
are used to determine the chemical qualities. 
Numerous research has examined the possibility 
of detecting VOO adulteration using quick and 
non-destructive approaches like FTIR. However, 
the most significant barrier to the widespread use 
and standardization of spectroscopic methods has 
been the practicality issues related to varying 
validity performance at varied data sizes. The 
findings of our study showed that when 
sunflower oil, palm olein, and cottonseed oil were 
used as partial substitutes for VOO, the ΔECN42 
value was a valid approach to detect adulteration. 
Using the ΔECN42 value, 1% palm oil, 1% 
sunflower oil and 4% cottonseed oil adulterated 
samples were discriminated from VOO. LDA 
results of FTIR data showed identical results to 
those of ΔECN42 except for palm olein 
adulterated samples. However, when VOO data 
was expanded to include VOO samples from a 
new variety, region, and season (Milas, Edremit 
samples, and 2020–2021 Ayvalık samples), the 
discrimination in LDA between VOO and 
adulterated samples prepared with cottonseed oil 
was diminished. Correct multivariate approach 
and FTIR data selection significantly influence the 
performance of FTIR spectroscopy for detecting 
VOO adulteration. 
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ABSTRACT 
Microalgae are an enormous biomass used for fortification in foods that represent a promising source of 
protein. Enrichment of baked foods with microalgae is a challenge for its textural and structural impacts. In 
this study, dough rheology, physical, textural and sensorial properties of low-fat cookies with Chlorella vulgaris 
at various concentration (0.5, 1.5 and 3.0 %) were evaluated. Dry matter (93.20 to 94.89, %), protein (5.55 
to 7.08, %), ash (0.47 to 0.55, %) and fat (12.35 to 13.37, %) contents of cookies were significantly increased 
with increasing microalgae concentration, whereas carbohydrate amount did not change significantly. The 
creep parameters, recovery behavior and viscoelasticity were increased with the addition of Chlorella 
biomass where results clearly showed more stiff dough structure. As the microalgae concentration increased, 
a significant color change (33.25, ∆E) with high hardness (198.69 up to 330.86, N) and fracturability (88.66 
up to 165.18, N) properties were observed.   
Keywords: Low-fat cookie, Chlorella vulgaris, microalgae, rheology, textural properties 
 

CHLORELLA VULGARIS İÇEREN AZ YAĞLI KURABİYELER: HAMUR 
REOLOJİSİ, FİZI ̇KSEL, DOKUSAL VE DUYUSAL ÖZELLİKLER ÜZERİNE 

ETKİLERİ 
 

ÖZ 

Mikroalgler, umut verici bir protein kaynağını temsil eden gıdalarda zenginleştirme için kullanılan 
muazzam bir biyokütledir. Fırınlanmış gıdaların mikroalglerle zenginleştirilmesi, dokusal ve yapısal 
etkileri nedeniyle zorlu bir iştir. Bu çalışmada, çeşitli konsantrasyonlarda (%0.5, 1.5 ve 3.0) Chlorella 
vulgaris içeren az yağlı kurabiyelerin hamur reolojisi, fiziksel, dokusal ve duyusal özellikleri 
değerlendirilmiştir. Kurabiyelerin kuru madde (%93,20 ila 94,89), protein (%5,55 ila 7,08), kül (%0,47 
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ila 0,55) ve yağ (%12,35 ila 13,37) içerikleri artan mikroalg konsantrasyonu ile önemli ölçüde artarken, 
karbonhidrat miktarı önemli ölçüde değişmemiştir. Sürünme parametreleri, toparlanma davranışı ve 
viskoelastisite, sonuçların daha sert hamur yapısını açıkça gösterdiği Chlorella biyokütlesinin 
eklenmesiyle artmıştır. Mikroalg konsantrasyonu arttıkça, yüksek sertlik (198.69 ila 330.86, N) ve 
kırılabilirlik (88.66 ila 165.18, N) özellikleri ile önemli bir renk değişimi (33.25, ∆E) gözlenmiştir. 
Anahtar kelimeler: Az yağlı kurabiye, Chlorella vulgaris, mikroalg, reoloji, tekstürel özellikler 
  
INTRODUCTION 
“Functional foods” include foods and/or food 
ingredients that exert a positive effect on human 
health with reduction in the risk of chronic 
diseases, besides its nutritional functionality. 
Functional food development is progressing 
widely all around the world and, for the last two 
decades, microalgae have received an increasing 
interest and attention due to be a promising 
source for protein, fatty acids and other 
biologically active functional ingredients with 
significant therapeutic applications such as 
protective effect against diabetes and obesity. 
These advantages make microalgae a good raw 
material and ingredient for food production. 
Chlorella sp., with Spirulina sp., is the mostly 
cultivated microalgae for food applications all 
around the world. According to the WHO, using 
Spirulina and Chlorella biomasses together can 
provide high quality proteins for human 
consumption according to their basic amino acid 
profiles. Chlorella sp. provide nutrients including 
protein (11-58 %), carbohydrate (12-28 %) and 
lipid (2-46 %). They also contain important 
vitamins for the human body such as provitamin 
A, β-carotene, vitamin E, thiamine (B1), 
riboflavin (B2), niacin (B3), vitamin (B6), B12, 
biotin and folic acid. These nutritional benefits 
make the microalgae a valuable and innovative 
ingredient and can cause significant and 
interesting physicochemical changes and 
nutritional improving in food products (Uribe-
Wandurraga, vd., 2020). 
 
With the increase in the awareness of healthy 
foods, it has been understood that most of the 
main nutritional problems today are serious 
health problems associated with high 
consumption of fat and energy. The reduction of 
dietary fat has become a public health issue and a 
concern for most consumers. While fat 
consumption in the USA and Europe accounts 
for approximately 40% of the total daily calories, 

health experts recommend it not to exceed 30% 
(Zoulias, vd., 2002). This recommendation is 
made due to the association of high fat intake with 
obesity, cancer, high blood cholesterol, and 
coronary heart disease disorders. The WHO 
stated that the fat content of the processed food 
should be reduced by the food producers in order 
to reduce the rate of obesity in the world (Laguna, 
vd., 2012). 
 
Cookies, containing high amount of sugar and fat 
and low water, are widely consumed among the 
baked food products all around the world. Cookie 
doughs mainly consist of high amount of 
shortening (20-30% on flour weight basis), which 
is not desirable for a healthier nutrition. 
Therefore, replacement and/or reduced fat 
cookies are more acceptable for consumers caring 
about their health. However, higher hardness and 
lower brittleness can be obtained from fat 
replaced or reduced cookies when compared to 
full fat counterparts (Laguna, vd., 2012). There are 
many studies focusing on the production of 
reduced-fat (low-fat) cookies by reducing the 
shortening amount. In the study of Zoulias, vd. 
(2000), the effect of sucrose replacement with 
polyols or fructose on dough rheology and 
properties of reduced-fat cookies were 
investigated. In another study, in order to 
investigate the effect of fruit powder addition 
(apple or apricot powder) on the quality of low-
fat cookies, 10, 20, and 30% of fruit powders were 
used instead of wheat flour. The replacement of 
flour by apple and apricot powders in wire-cut 
cookie formulation resulted that the physical 
characteristics, total dietary fiber contents and 
textural properties of the cookies were 
significantly improved (Özboy-Özbaş, vd., 2010). 
Sokmen, vd. (2022) examined the bee pollen (BP) 
in the production of reduced-fat cookies 
(shortening amount was reduced by 30%), and 
wheat flour was replaced by 5, 10, 15% BP, and 
results revealed that the addition of BP increased 
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the nutritional value, total phenol content and 
antioxidant capacity of reduced-fat cookies. As 
can be seen from the literature, the reducing of 
shortening amount of cookies is called “reduced 
or low fat” cookie production. In these studies, 
fat replacers were not used, and the additives such 
as bee pollen, fruit powders, polyols etc. were 
replaced with wheat flour, and the resulting 
cookies defined as “low-fat”. It is well known that 
it is hard to produce low-fat cookies without 
affecting the structural, visual, color and sensorial 
properties of cookies. In addition, healthy 
ingredients such as proteins, fibers, antioxidants, 
vitamins, and minerals are included in the cookie 
production for healthier end-product (Fradinho, 
vd., 2015; Šaponjac, vd., 2016).  
 
In previous studies, the microalgae biomass such 
as Chlorella vulgaris, Isochrysis galbana, Dunaliella 
salina and Spirulina platensis were used for coloring 
agent and functional food production purposes in 
cookies (Batista, vd., 2017; Gouveia, vd., 2007; 
Gouveia, vd., 2008; Sahni, vd., 2019; Şahin, 2020). 
To the best of our knowledge, rheological 
properties of reduced-fat cookie doughs with 
Chlorella vulgaris have not been studied so far, and 
in this study, the use of Chlorella vulgaris at various 
concentrations for the production of reduced-fat 
cookies was carried out. The detailed rheological 
characterization of cookie doughs, as well as 
color, physical, textural and sensory attributes of 
the cookies, were examined.  
 
MATERIALS and METHODS 
Materials 
Chlorella vulgaris (UTEX 26) strains were 
purchased from the Culture Collection of Algae, 
Texas University (Austin, Texas, USA). Wheat 
flour consisting of 13.0% moisture, 9.80% 
protein, 0.65% ash and 24.0% wet gluten was 
kindly provided from Toru Un Inc. (Turkey). 
Other ingredients used in the formulation of 
cookies (powdered sugar, brown sugar, sodium 
bicarbonate, salt, skimmed milk powder, 
shortening) were purchased from the local 
market. All the chemicals used both for the 
analysis and microalgae medium were of analytical 
grade.  
 

Production of Chlorella vulgaris biomass 
Chlorella vulgaris (UTEX 26) in Proteose Medium 
was pre-cultured for 7 days and then cultivated in 
batch mode for 15 days in photobioreactor (PBR) 
at 25 °C with 12/12 lightening period at 3200 lux. 
The used medium was prepared with 2.94 mM of 
NaNO3, 0.43 mM of K2HPO4, 1.29 mM 
K2HPO4, 0.3 mM of MgSO4.7H2O, 0.17 mM of 
CaCl2.2H2O, 0.43 mM of NaCl, and 1 g/L of 
proteose peptone. The biomass was harvested 
when the growth of microalgae achieved a 
stationary phase, centrifuged at 6000xg and then 
freeze dried (Teknosem, TRS2/2V, Turkey). The 
freeze-dried algal biomass was grounded with a 
coffee grounder and sieved from 212 µm. The 
freeze-dried biomass consisted of 5.83±0.08% 
moisture, 9.85±0.02% ash, 53.75±0.09% protein, 
14.09±0.45% lipid and 16.48±0.07% 
carbohydrate (Aguirre ve Bassi, 2013).  
 
Preparation of cookies 
The cookies were prepared by AACC Method 
No: 10–54 (AACC, 1990). The baked cookies 
were left to cool before they were wrapped in 
aluminum foil and allowed to stand at room 
temperature until the analysis. For the production 
of low fat cookies, the amount of shortening in 
the cookie formulation was reduced by 30%. 
Cookies were prepared using the ingredients as 
indicated in Table 1. The dry ingredients except 
for flour were mixed thoroughly and the prepared 
dry mixture and shortening were transferred to 
the bowl of the mixer (Kitchen Aid, 
5KSM150PSEAC model, USA) and mixed for a 
total of 3 minutes by stripping every 1 minute, and 
thus the cream was obtained. The cream was 
mixed for a total of 1 minute by stripping every 
15 seconds. Flour or flour-biomass mixture was 
added to this mixture and stripped every 10 
seconds, and the cookie dough was obtained by 
mixing for a total of 30 seconds. The dough was 
taken from the bowl of the mixer and rolled to 10 
mm thickness by a roller. The rolled cookie dough 
was cut into 40 mm diameter and 10 mm height 
circle disks, and then cooked in the oven at 205 ± 
2 ºC for 11 minutes. After cooling, cookies were 
stored in polyethylene bags in dark conditions at 
room temperature.  
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Table 1. The ingredients used for production of cookies (g/100 g of cookie dough). 
Ingredients Cnt 0.5% 1.5% 3.0% 
Flour 50.42 49.91 48.90 47.39 
Sucrose (fine granulated) 16.15 16.15 16.15 16.15 
Brown sugar 5.79 5.79 5.79 5.79 
Skimmed milk powder 0.50 0.50 0.50 0.50 
Salt 0.63 0.63 0.63 0.63 
Sodium bicarbonate 0.50 0.50 0.50 0.50 
Shortening 13.41 13.41 13.41 13.41 
Water 12.60 12.60 12.60 12.60 
Chlorella spp. 0.00 0.50 1.51 3.02 

 
Rheological characterization of cookie dough 
The effect of Chlorella vulgaris incorporation on 
dynamic shear, creep-recovery and three intervals 
thixotropic tests (3ITT) of cookie dough were 
characterized at 25 °C, using a rheometer (Anton 
Paar, MCR302 model, Austria) equipped with 
parallel plate geometry (diameter 25 mm, gap 
3 mm) and heating Peltier system. The dough was 
rolled with a pin until it reached a thickness of 3 
mm and cut with a circular shape at 25 mm 
diameter. Dough samples were placed between 
plates and rested for 5 min to allow relaxation and 
stabilize temperature. Prior to dynamic shear 
analysis, stress sweep tests between 1 and 100 Pa 
were performed at a constant frequency (1 Hz) 
and temperature (25 °C) to determine the linear 
viscoelastic region, which was selected as 10 Pa 
(data not shown). Storage ���� and loss modulus 
����� were recorded between 1 and 100 rad/s 
angular frequency. During measurements, the 
moisture loss from the samples was prevented 
with a lid fitted on to measuring apparatus. The 
obtained results of �� and ��� values were 
subjected to non-linear regression analyses by 
power model, by which the viscoelasticity of food 
materials are widely described: 

�� = ������	
                                                (1) 

��� = ��′����		
                                              (2) 

where �� and ��′ (Pa.s ), �� and ��� and � are 
constants, frequency exponents, angular 
frequency (rad s-1), respectively (Rao ve Cooley, 
1992). 
 

The 3ITT of the cookie doughs was performed 
with the methodology of Saricaoglu, vd. (2019) 
for determination of deformation kinetics of 
cookie doughs. For this purpose, cookie doughs 
were tested at three intervals. The first interval 
was applied to cookie doughs as 10 Pa stress and 
1 Hz frequency in which to LVR. High rotational 
shear deformation at 1000 s-1 was carried out for 
30 sec in the second interval, and lastly, in the 
third interval, regeneration interval, the same 
parameters as to be in the first interval were 
applied. During the second interval, the sample 
did not slip away between the plate and probe. 
The following equations were used for the 
calculation of deformation (%
�) and recovery 
(%�) degree at 30 sec after the last interval: 

%
� = �	���	�
�	�

× 100                                   (3) 

%� = ����
���

× 100                                           (4) 

where ���, ��� and �′�� are storage modulus 
values of initial, immediately after second interval 
and within the first 30 sec of third interval, 
respectively. Non-linear regression model (Eq. 5) 
was applied to data obtained from the third 
interval using Sigma Plot software (version 10, 
Systat Software Inc., CA, USA). An exponential 
function was well fitted to data and equilibrium 
storage modulus ����� and maximum recovery 
time were estimated successfully.  

�� = �� + � × �1 − !��"×#�$                     (5) 

where �� and � are constants and % is recovery 
rate constant.  
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Creep-recovery test was performed at 25 °C and 
a constant shear stress of 100 Pa for 5 min, which 
was applied beyond the LVR (Pulatsu, vd., 2021). 
The applied stress was suddenly removed and the 
dough samples were monitored for 5 min for the 
recovery phase. All the rheological measurements 
were carried out in triplicate. The rheological data 
analysis was performed by the device software 
(Anton Paar, RheoCompass, v1.25, Austria) and 
Sigma Plot (Systat Software Inc., v10.0, CA, USA) 
was used for non-linear regression fitting of the 
data.   
 
Characterization of cookies 
Proximate Analysis 
The protein, lipid, ash and moisture content of 
cookies were determined according to the AACCI 
(1990) and AOAC (1990) methods. Carbohydrate 
values were calculated using Atwater general 
factor system according to FAO (2003). All 
proximate analyses were repeated, at least in 
triplicate, and were performed after cookie 
preparation. 
 
Spread ratio and color of cookies  
Diameter and thickness of the cookies were 
determined immediately after baking the cookies 
using a digital caliper (Insize 102 model, China) 
and the spread ratio of the cookies was 
determined by calculating the ratio of diameter to 
thickness for each cookie according to AACC 10-
50.5. (2000). 
 
Color measurements based on triple scale of L*, 
a*, b* values were determined with a colorimeter 
(Konica Minolta CR-400/CR41, Japan). L* is the 
lightness, a* and b* range from green (-a*) to red 
(+a*) and blue (-b*) to yellow (+b*), respectively. 
Total color differences of baked cookies were 
evaluated by using control sample as reference 
with following equation: 

∆' = (�∆)∗�+ + �∆,∗�+ + �∆-∗�+         (6) 

The triplicated measurements were taken from 
both inner and outer layer of cookies and the 
instrument was calibrated by using a standard 
white and black plate.  
 
 

Texture profile analysis 
Texture profile analysis of cookies were made by 
using a texture analyzer (Stable Micro Systems, 
TA HD Plus model, Godalming, UK) with a 100 
kg load cell. All the tests were performed with a 
cylindrical probe at 36 mm diameter (P/36R). The 
pre-test and post-test speeds were 5 mm s−1 and 
the test speed was 1.0 mm s−1. Compression 
distance was arranged as 7 mm and the maximum 
peak force determined from the first cycle was 
related to hardness (Hajas, vd., 2022; Soares, vd., 
2023). Measurements were carried out at least 
with eight replicates from duplicated cookies at 
room temperature (25 °C). 
 
Sensory evaluation 
Baked cookie samples were evaluated in terms of 
sensorial properties by the panelists (n = 40, 15 
men and 25 women aged 19–50 years) recruited 
among staff and students of Bursa Technical 
University. Cookies were placed in a plate and 
coded with three random digits, and offered to 
panelists in random order with the product 
evaluation sheet. The taste-free water was used 
for palate cleansing. Cookies were evaluated in 
terms of surface and cross-section appearance, 
taste, texture, overall acceptance and affordability 
using 9-point hedonic scale (1= dislike extremely; 
2=dislike very much; 3=dislike moderately; 
4=dislike slightly; 5=neither like nor dislike; 
6=like slightly; 7=like moderately; 8=like very 
much; 9= like extremely) (Everitt, 2009). 
 
Data analysis 
The results of analyses were illustrated as mean ± 
standard deviation. All analyses were performed 
at least in triplicate per duplicated cookie samples. 
The statistical differences between cookie 
samples were evaluated by one-way Analysis of 
Variance (ANOVA) and mean differences were 
determined using Duncan’s multiple comparison 
at a significance level of 5% with SPSS program 
(IBM Corp., version 21.0, USA). The non-linear 
regression analyses of rheological data were 
performed with Sigma Plot program (Systat 
Software Inc., v10.0, CA, USA).     
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RESULTS and DISCUSSIONS 
Rheological properties of cookie dough 
The rheological properties of cookie dough have 
high impact on the process ability and quality of 
cookies. The results of dynamic shear properties, 
elastic ���, /,� and viscous ����, /,� modulus, 
give significant information about mechanical 
strength and extrusion capacity of cookie dough 
(Huang, vd., 2020). The dynamic shear spectra of 
Chlorella vulgaris incorporated cookie doughs is 
illustrated in Fig. 1. �� was greater than ��� in the 
entire measured frequency range indicating the 
prevalence of elastic properties over viscous 
properties. The dynamic spectra of cookie 
samples showed no cross-over point throughout 
the measured frequency range revealing the 
nature of solid-like behavior (Yang, vd., 2019). 
Control sample showed the lowest �� and ��� 
values for entire frequency range when compared 

with the values of microalgae enriched cookie 
doughs, which indicated that viscoelastic behavior 
was modified by additives, but elastic solid-like 
behavior was improved predominantly. This 
means that microalgae incorporated cookie 
doughs can more easily recover energy from 
deformation. The increase of microalgae 
concentration caused the increase of both �� and 
��� values, considering that microalgae are a 
source of hydrocolloids, mainly proteins, which 
are generally recognized for their ability to 
enhance water absorption in doughs (Rosell, vd., 
2001). It was also reported by Graça, vd. (2018) 
that the addition of 3.0 g Chlorella vulgaris based on 
wheat flour increased �� values, showing a 
possible strengthening of the dough structure due 
to viscoelastic protein matrix reinforcement 
depending on high protein content of microalgae.  

 
�� and ��� values of cookie doughs showed an 
increasing tendency with rising oscillation 
frequency, and thus, it was possible to model 
these modulus as a power function of oscillatory 
frequency (Eq. (1) and (2)), and results are 
illustrated in Table 2. It is clear that the R2 values 
of equations were higher than 0.97 which 
indicates that this power function can successfully 
describe the dynamic mechanical spectra of 
cookie doughs. The incorporation of microalgae 
at 0.5% did not significantly affect the �� values, 
whereas it was significantly increased when 

Chlorella vulgaris concentration increased to 1.5% 
and 3.0%. However, 0.5% microalgae addition 
increased the ��� values significantly, when 
compared to control. These results showed that 
elastic and viscous properties of cookie doughs 
were enhanced with the incorporation of Chlorella 

vulgaris. The slopes (�� and ���) of both moduli 
did not significantly affect from the addition of 
microalgae, and ��� values were higher than �� for 
all samples, which means loss modulus is more 
dependent on frequency change.     
 

  
Table 2. Dynamic shear parameters of power-law functions describing the G′ and G′′ values of 

microalgae incorporated cookies. 
 �� = ������	

 ��� = ��′����		
 

Samples �� �� R2 ��′ ��� R2 
Cnt 7.72±0.10c 0.26±0.01 0.998 2.99±0.04c 0.29±0.04 0.980 
0.5% 7.94±0.12c 0.27±0.01 0.997 3.21±0.05b 0.28±0.04 0.984 
1.5% 8.44±0.14b 0.27±0.02 0.995 3.10±0.06bc 0.30±0.08 0.979 
3.0% 9.53±0.13a 0.27±0.03 0.997 4.02±0.08a 0.28±0.06 0.979 

Values are means ± Standard Deviation. a-c Refers the significant differences between the values in the same column (p<0.05). 
Cnt: Control;  �� and ��′: constants; �� and ���: frequency exponents; �: angular frequency (rad/s) R2: determination coefficient 
of Eq. (1) and Eq. (2). 
 
The complex viscosity (1∗, Pa.s), which can be 
obtained from dynamic shear measurements, is 
called as resistance against the flow of viscous 
liquid materials (Dimitreli ve Thomareis, 2008). 

The viscosity of cookie doughs should be low 
enough at high shear rates for processing and 
shaping, but the doughs should recover its high 
viscosity value after processing and shaping 
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(Uribe-Wandurraga, vd., 2020). It is clear in Fig. 2 
that the complex viscosity of all cookie doughs 
decreased with increasing angular frequency, 
showing shear-thinning behavior, and microalgae 
incorporation increased the complex viscosity 

values of dough samples over the analyzed 
angular frequency ranges. The shear-thinning 
behavior of cookie doughs could be desired for 
better shaping and faster recovery after shaping 
(Huang, vd., 2019).  

  

 
Fig. 1 Dynamic mechanical spectra of low-fat cookie doughs enriched with Chlorella vulgaris 
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Fig. 2 The effect of microalgae concentration on complex viscosity of cookie dough 

 
Three interval thixotropic test (3ITT) mainly 
consists of 3 different analyses stages containing 
reference, high shear deformation and 
regeneration. This test simulates the behavior of 
food materials during transporting, handling and 
processing (Saricaoglu, vd., 2019). As seen in Fig. 
3, �� was higher than ��� indicating that cookie 
doughs, either control or microalgae enriched, 
had elastic character rather than viscous one. At 
the beginning of the third interval, 1.5% 
microalgae incorporated cookie doughs showed 
higher ��� than ��, and then �� increased rapidly 
and showed higher values than ���. This result 
indicated that viscous character immediately after 
the second interval was dominant for cookie 
dough containing 1.5% microalgae, and this could 
be attributed to broken internal structure. 
Microalgae incorporated cookie dough at 0.5% 
showed the highest decrease both for �� and ��� 
probably due to the easily destroyed weak 
electrostatic and hydrophobic bonds with high 
shear deformations (Isanga ve Zhang, 2009).      
  
The results related to 3ITT as well as non-linear 
regression analyses (Fig. 4) of 3rd interval are given 
in Table 3. Storage modulus of samples before 
deformation (��

�) significantly increased with the 
addition of Chlorella vulgaris up to 1.5%, and then 
increased insignificantly. The addition of protein 
rich component in cookie dough caused a 

significant increase due to binding water as 
observed before in dynamic shear properties. 
After high shear deformation, the lowest initial 
storage modulus (��� ) was observed from 0.5% 
Chlorella supplemented sample, and the increase 
of concentration from 1.5 to 3% significantly 
increased the ���  values. This means that the 
addition of Chlorella to cookie doughs improves 
the recovery of samples after high shear 
deformations such as processing, shaping and 
handling. The lowest 
� value (58.69%) was 
observed from control sample, and the addition 
of Chlorella vulgaris at 0.5 and 1.5% significantly 
increased the 
� values, whereas control and 
1.5% microalgae added samples displayed similar 
values with 3% addition. The cookie doughs are 
prepared with mixing in a bowl and then the 
doughs are shaped prior to cooking. Considering 
the findings of present study, the addition of 
microalgae caused higher relative deformation, 
probably due to binding of water by proteins of 
Chlorella vulgaris, and hence displayed higher 
deformation after mixing. However, after 30 s of 
high shear deformation, samples showed high 
� 
values had high recovery percentage. This means 
that microalgae incorporated cookie doughs can 
be mixed with higher speed and/or longer time 
for better homogenization, because they can 
show high recovery after 30 s of deformations 
such as mixing, shaping. The results of 3rd interval 
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were subjected to non-linear regression with high 
R2 values ranging from 0.946 to 0.961. 
Equilibrium storage modulus (��2� ), maximum 
storage modulus can be reached at maximum time 
(teq), increased insignificantly with increasing 
concentration. Time for reaching ��2�  was firstly 
decreased when compared to control, and 

increased to 32.31 min at 3% microalgae 
concentration. The maximum recovery rates 
(Recmax) of samples increased insignificantly, and 
the highest value was observed at 3% addition. 
These results show that 0.5 and 1.5% Chlorella 
vulgaris incorporated cookie doughs can recover 
higher and faster than control and 3% microalgae 
added samples after high shear deformation. 

  

 
Fig. 3 Effect of Chlorella vulgaris addition on structural deformation and regeneration of low-fat cookie 

dough 
 

 
Fig. 4 Nonlinear regression modeling of recovery (third) interval of low-fat cookies with Chlorella 

vulgaris 



Chlorella vulgaris in low-fat cookies: Dough and cookie properties 

 

 

  535 

 

Table 3. Effect of Chlorella concentration on 3ITT results and non-linear regression parameters of 3rd 
interval. 

Parameters 
Concentration (%) 

Cnt 0.5 1.5 3.0 
��

� (kPa) 124.27±2.69c 151.66±3.27b 164.21±2.63a 169.61±3.82a 
���  (kPa) 51.34±2.86b 41.14±2.45c 55.87±3.56b 65.87±3.39a 
Dr (%) 58.69±1.41c 72.87±2.20a 65.98±1.63b 61.16±2.88bc 
Rec (%) 66.95±2.91 72.88±1.39 68.12±3.01 66.12±3.18 
y0 x105 -4.05±0.09b -6.74±0.18c -7.86±0.14d -3.54±0.17a 
a x105 5.69±0.04c 8.52±0.13b 9.68±0.16a 5.42±0.07c 
b 0.014±0.001 0.015±0.001 0.016±0.001 0.012±0.001 
R2 0.961 0.957 0.957 0.946 
��2�  (kPa) 163.99±14.14 177.99±5.66 181.99±1.41 187.99±9.90 
teq (min) 28.63±1.51 26.30±2.50 24.77±2.21 32.31±3.83 
Recmax (%) 76.13±8.20 85.21±0.87 90.23±0.74 90.29±2.72 

Values are means ± Standard Deviation. Values are means ± Standard Deviation. a-d Refers the significant differences between 
the values in the same row (p<0.05).  Cnt: Control; ��

�: Storage modulus of the sample before deformation; ��
� : Initial storage 

modulus after high shear deformation; Dr: Relative deformation; Rec: Recovery percentage of sample after 30 s of 3rd interval; 
��2� : Equilibrium storage modulus at teq; teq: Time required to reach equilibrium storage modulus; Recmax: Recovery percentage 
of sample at equilibrium storage modulus. a-d Means within the same row with different letters are significantly different at P< 
0.05. 
 
Creep and recovery tests can give significant 
information about internal structure of a system 
consisting of proteins and carbohydrates. 
Information about softness of a material can be 
estimated with creep compliance (J[t]) values, and 
the higher the J(t) value, the weaker the material 
structure, and vice versa (Sozer, 2009). Dynamic 
rheological measurements including creep-
recovery tests at small-strains reveal the material 
characteristics of samples in the LVR where no 
structural deformation occurred. However, it is 
also necessary to determine the mechanical 
behaviour of the cookie dough outside the LVR 
since high shear forces act on the cookie dough 
during further processing. Hence, creep-recovery 
tests were performed outside the LVR. Creep-
recovery results are illustrated in Fig. 5, and the 
increasing concentration of Chlorella vulgaris 
decreased the J(t) values which means stronger 
internal structure occurred. The addition of 
microalga biomass which is rich in proteins and 
polysaccharides caused the occurrence of a 
complex matrix. Proteins and carbohydrates are 
responsible from the water absorption in dough, 
and also dough firmness (Egea, vd., 2014; 
Gouveia, vd., 2007; Vieira, vd., 2020). Elastic and 
viscous parameters of cookie doughs were 
obtained by the application of four components 

Burgers model which is the most widely used 
model for foods such as ice cream mixes (Kurt, 
vd., 2016), emulsions (Dolz, vd., 2008), and 
cookie doughs (Uribe-Wandurraga, vd., 2020). 
The following equation called as Burgers model 
can be used for describing the relationship 
between creep compliance and time: 
   

3�4� = 5
��

+ 5
�6

71 − !89 :�;�6
<6

=> + ;
<�

        (7) 

where J(t), ��, 1�, �5 and 15 are overall 
compliance at any t time, instantaneous elastic 
modulus of Maxwell spring, Maxwell dashpot 
residual viscosity, elastic modulus of Kelvin-Voigt 
and internal viscosity of Kelvin-Voigt dashpot, 
respectively (Steffe, 1996). The creep parameters 
are summarized in Table 4, and as seen the 
Burgers model could be well used for describing 
the creep data due to high R2 values. All the creep 
parameters were significantly increased with the 
increasing microalgae addition (p<0.05). The 
increasing �� and �5 values, as well as 1�, showed 
that cookie doughs formed a highly elastic 
network upon increase of Chlorella vulgaris 
concentration. Internal viscosity (15) of samples 
displayed high values and it could be related with 
the interaction of ingredients. In addition, the 
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increasing microalgae concentration resulted in 
the higher 15 values probably due to high 
interaction between proteins of Chlorella vulgaris 
and wheat flour. Similar results were also 

determined by Peressini ve Sensidoni (2009) for 
inulin enriched cookie dough and by Pulatsu, vd. 
(2021) for pomace and insoluble dietary fiber 
added cookie doughs.  

Table 4 

 
Fig. 5 Creep-recovery curves of low-fat cookie dough containing various amount of Chlorella vulgaris 
 

Table 4. Burgers model parameters from creep data of cookie doughs 

Samples 
Creep parameters 

�� (kPa) 1� (Pa.s) �5 (kPa) 15 (Pa.s) R2 

Cnt 33.67±0.12d 3.68±0.30d 9.01±0.19d 179.61±5.65d 0.999 
0.5% 42.19±0.26c 6.13±0.21c 14.14±0.05c 298.78±3.95c 0.999 
1.5% 61.73±0.37b 7.71±0.62b 19.65±0.29b 391.36±9.89b 0.999 
3.0% 83.13±0.17a 9.39±0.11a 32.37±0.28a 726.34±10.08a 0.999 

Values are means ± Standard Deviation. a-d Means within the same column with different letters are significantly 
different at p<0.05. Cnt: Control; G0: instantaneous elastic modulus of Maxell spring; 1�: residual viscosity of 
Maxwell dashpot; G1: retarded elastic modulus of Kelvin-Voigt; 15: internal viscosity of Kelvin-Voigt dashpot; R2: 
determination coefficient of Eq. (7). 
 
The recovery behavior of cookie doughs was also 
illustrated in Fig. 5, and the increasing microalgae 
concentration caused the decrease of recovery 
compliance. The recovery phase of cookie doughs 
was well fitted to following model: 

3�4� = 3? + 3@A!89 �−%4B�                          (8) 

where t, β, C, 3? and 3@A are time, parameters for 
determining the speed of recovery, the recovery 
compliance of Maxwell dashpot and Kelvin–
Voigt element, respectively. When 4 → 0, J(t) is 

equal to 3? + 3@A which means the maximum 
deformation of the dashpots in the Burgers 
model. However, for 4 → ∞, J(t) is equal to 3?, 
which corresponds to the irreversible sliding of 
the Maxwell dashpot (Dolz, vd., 2008). Table 5 
summarizes the results of recovery parameters, as 
well as the maximum compliance of creep phase 
and final recovery percentage. The maximum 
compliance 3EF# and 3? of samples were 
significantly decreased with increasing microalgae 
concentration. However, when compared with 
control 3@A and β were significantly decreased 
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while C increased with the microalgae addition. 
The lowest final recovery percentage (23.30%) 
was observed from control while the highest value 
(33.79%) was 3% added cookie dough. These 
results clearly showed that the addition of Chlorella 

vulgaris to cookie dough caused more stiff dough 
structure, and take more time to recover. Similar 
results were also reported by Vieira, vd. (2020) for 
cookie doughs fortified with microalgae of 
Arthrospira platensis.  

  
Table 5. Compliance of each element in the Burgers model, together with the final percentage recovery 

(R). 

Samples 3EF#
× 10�G�/,�5� 

Recovery parameters R (%) 
3?
× 10�G�/,�5� 

3@A
× 10�G�/,�5� 

β (H�5) C R2  

Cnt 2.19±0.06a 1.68±0.06a 4.57±0.31a 0.143±0.012a 0.689±0.019b 0.992 23.30±0.60b 
0.5% 1.42±0.07b 1.03±0.08b 0.53±0.06b 0.026±0.003b 0.937±0.011a 0.990 27.52±2.37ab 
1.5% 1.05±0.09c 0.73±0.03c 0.23±0.03b 0.017±0.004b 0.989±0.009a 0.989 30.29±3.88a 
3.0% 0.74±0.08d 0.49±0.06d 0.30±0.04b 0.018±0.004b 0.998±0.045a 0.986 33.79±0.05a 

Values are means ± Standard Deviation. a-d Means within the same column with different letters are different (p<0.05). Cnt: 
Control;  3EF#: maximum deformation; 3?: viscous part attributed to irreversible sliding of Maxwell dashpot; 3@A: elastic part 
related with Kelvin-Voigt unit; B and C: the parameters determining the recovery speed of system; R2: determination coefficient 
of Eq. (8); R: final percentage recovery of system 
 
Proximate composition, spread ratio and 
color of cookies 
The proximate composition, diameter, spread 
ratio and color results of Chlorella vulgaris 
incorporated cookies are given in Table 6. As 
expected, dry matter, protein, ash and fat content 
of cookies were significantly increased with 
increasing microalgae concentration (p<0.05), 
whereas carbohydrate amount did not change 
significantly. The freeze dried biomass consisted 
of 5.83±0.08% moisture, 9.85±0.02% ash, 
53.75±0.09% protein, 14.09±0.45% lipid and 
16.48±0.08% carbohydrate. The moisture 
content of cookies which ranged from 5.11 to 
6.80% was typical such a dried product. The main 
effects of microalgae biomass addition were 
observed from protein, ash and fat content, since 
freeze dried biomass was rich in protein, ash and 
lipid. The diameter and spread ratio of cookies 
significantly increased by the microalgae addition, 
but increasing microalgae concentration did not 
affect the diameter and spread ratio. Abboud, vd. 
(1985) reported that the spread ratio of cookies 
was not affected by fat type. However, in another 
study the replacement of shortening with flaxseed 
oil significantly increased the spread ratio of 
cookies (Rangrej, vd., 2015). In our study, 13.41% 
shortening was used for cookie production and 
this amount is very low when compared to other 
methods (Egea, vd., 2014; Gouveia, vd., 2007; 
Rangrej, vd., 2015; Uribe-Wandurraga, vd., 2020). 

Although we decreased the shortening amount 
during the production cookies, the increased 
spread ratio was probably due to the high fat 
content of the microalgae. Dinç, vd. (2014) stated 
that higher palmitic acid (C16:0) content made 
possible to interesterification and by this way 
palmitic acid had the tendency to crystallize in %� 
form which resulted in higher spread ratio. Large 
amounts of liquid oil in the crystal network can 
incorporate with %� crystals due to their relatively 
small size and therefore, smooth, continuous and 
homogenous products can be obtained (DeMan, 
1994). It is earlier reported that Chlorella sp. 
consisted of 19.6% palmitic acid (Zhukova ve 
Aizdaicher, 1995), and therefore the addition of 
Chlorella vulgaris improved the spread ratio. The 
effect of defatted Chlorella sp. on spread factor of 
cookies was also reported by Sahni, vd. (2019), 
and they stated that the spreading of cookies can 
be attributed to the formation of syrup in the 
cookie dough during baking.  
  
The surface and cross-sectional appearances of 
cookies were depicted in Fig. 6. It is clearly 
obvious that the addition of Chlorella vulgaris 
caused an apparent increase in green tonality. The 
color L*, a* and b* values of Chlorella vulgaris were 
determined as 20.69±1.59, 0.47±0.08 and 
3.57±0.25, respectively. The control cookies 
presented a dominant yellow chromaticity 
(positive b*) for both inner and outer layer. The 
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incorporation of Chlorella biomass resulted in a 
darker and green color parameter. By increasing 
the Chlorella biomass concentration, lightness (L*) 
of inner and outer layer significantly decreased 
(p < 0.05), which means that darker cookies were 
occurred. The increased level of Chlorella biomass 
significantly decreased the a* value at inner layer, 
and green color (-a* value) was dominant at 3%. 
However, at the inner layer of cookies, only 
control sample displayed positive a* value, and 
the shift from positive to negative a* value was 
observed depending on Chlorella biomass 
addition, and the greenness increased significantly 
(p < 0.05). The higher - a* value is typical due to 
high chlorophyll content of Chlorella sp., as 
reported earlier by Batista, vd. (2017) and the 
addition of green and blue-green microalgae 
biomass decreases not only the red color (a*) but 
also the luminosity (L*) (Achour, vd., 2014; 
Figueira, vd., 2011). These results are similar 
to Chlorella vulgaris and Isochrysis galbana biomass 

added cookie samples in which microalgae 
biomasses were used as colorants in cookies 
(Gouveia, vd., 2007; Gouveia, vd., 2008). As 
expressed by Şahin (2020), high carotene and 
chlorophyll content increased the b* values of 
cookies. The b* values of inner layer increased 
significantly when compared to control samples, 
whereas Chlorella addition did not cause a 
significant change. The total color changes (∆E) 
of Chlorella incorporated cookies are also given in 
Table 6. Control sample without microalgae 
addition was used as reference and as seen, the 
addition of Chlorella biomass significantly 
increased the color change. ∆E value can be 
classified as not noticeable (0-0.5), slightly 
noticeable (0.5-1.5), noticeable (1.5-3.0), well 
visible (3.0-6.0) and great (6.0-12.0) (Cserhalmi, 
vd., 2006). According to this classification, the 
inner and outer layers of cookie samples showed 
great color change ranging from 12.81 to 29.16 
and 15.54 to 33.25, respectively.    

  

Table 6. Proximate composition, spread ratio and color results of cookies 

Parameters 
Cookies 

Cnt 0.5% 1.5% 3% 
Proximate composition     
Moisture (%) 6.80±0.16c 5.86±0.28b 5.63±0.84ab 5.11±0.58a 
Ash (%) 0.47±0.01d 0.49±0.01c 0.53±0.01b 0.55±0.01a 
Protein (%) 5.55±0.05d 5.70±0.02c 6.18±0.02b 7.08±0.03a 
Fat (%) 12.35±0.01d 12.51±0.01c 12.81±0.06b 13.37±0.11a 
Carbohydrate (%) 74.83±0.23 75.45±0.30 74.85±0.72 73.89±0.77 
Physical characteristics     
Diameter (cm) 6.18±0.13b 6.43±0.04a 6.53±0.03a 6.54±0.08a 
Spread ratio 3.65±0.08b 4.14±0.20a 4.16±0.10a 4.19±0.14a 
Color     

O
ut

er
 la

ye
r L* 73.97±0.98a 64.00±0.45b 53.29±0.75c 47.52±0.20d 

a* 10.92±0.65a 3.19±0.52b 2.59±0.39b -0.51±0.05c 
b* 28.76±0.71a 26.99±0.41b 25.90±0.73bc 24.59±0.66c 
∆E - 12.81±0.86c 22.51±0.75b 29.16±0.35a 

In
ne

r 
la

ye
r L* 80.91±2.02a 71.92±0.34b 56.61±1.13c 50.66±0.71d 

a* 2.21±0.82a -3.93±0.30b -5.11±0.50b -7.90±0.66c 
b* 19.65±1.09b 30.51±0.94a 29.78±1.20a 28.88±1.08a 
∆E - 15.54±0.83c 27.39±0.58b 33.25±1.32a 

Texture profile analysis     
Hardness (N) 198.69±10.81c 245.86±20.87b 273.84±6.62b 330.86±33.96a 
Fracturability (N) 88.66±3.06b 102.28±9.96b 151.09±16.09a 165.18±16.54a 
Springiness 0.372±0.025b 0.370±0.038b 0.386±0.016b 0.441±0.017a 
Cohesiveness 0.030±0.006c 0.062±0.018b 0.079±0.007b 0.101±0.008a 
Gumminess 5.86±0.82c 14.96±3.43b 21.61±1.30b 33.25±6.08a 
Chewiness 2.19±0.38c 5.53±1.41bc 8.36±0.80b 14.73±3.29a 
Resilience 0.011±0.003b 0.014±0.007b 0.020±0.003ab 0.024±0.004a 

Values are means ± Standard Deviation. a-d Means within the same row with different letters are different (p<0.05). 
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Fig. 6 Surface and cross-section visual appearances of baked low-fat cookies containing various 

amount of Chlorella vulgaris 
 
Texture profile analysis 
The effect of Chlorella vulgaris on the textural 
properties of cookies is also illustrated in Table 6. 
Hardness and fracturability are important 
parameters for consumer acceptability of baked 
cookies, and can be determined as the peak force 
that occurs during the first compression. 
Springiness denotes how well a product physically 
springs back after the first deformation, whereas 
cohesiveness is defined as how well the product 
withstands a second deformation relative to 
resistance under the first compression. 
Gumminess and chewiness are applicable for 
semi-solid and solid products, respectively and 
they are calculated using the hardness scores of 
samples. Resilience is defined as how well a 
product fights to regain its original height 
(Anonymous, 2021). The lowest hardness (198.69 
N) was observed from the control, while the 
highest value (330.86 N) was determined from 3% 
microalgae added sample. The increasing Chlorella 
concentration caused higher hardness, but 

increasing concentration from 0.5 to 1.5% did not 
significantly increase the hardness. A linear and 
significant increase in hardness was also 
determined by Gouveia, vd. (2007) for cookies 
enriched with Chlorella vulgaris between 0.5 and 3% 
concentrations. Authors stated that protein and 
carbohydrate molecules of microalgae can play an 
important role on the water absorption, which 
promotes the firmness of cookies. In another 
study, the increasing concentration of defatted 
microalgae resulted in higher cookie hardness 
related with the ash content of cookie dough 
(Sahni, vd., 2019). Authors stated that gluten 
proteins in wheat constitute one third of 
glutamine and low content of acidic and basic 
amino acids which results in low charge density 
on protein surfaces. This low charge density 
surfaces of proteins makes them sensitive to 
mineral salts and mineral ions result in 
suppression of charge and allow molecular 
interactions via hydrogen bonding (Gujral, vd., 
2008). Fracturability of cookies also increased 
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with microalgae addition. However, fracturability 
values were statistically similar for control and 
0.5%, and 1.5 and 3%. Similar fracturability 
results were also reported by Bashir, vd. (2020) for 
cookies produced with pearl millet and flaxseed 
flour. The highest springiness, cohesiveness, 
gumminess and chewiness values were observed 
from 3% Chlorella incorporated sample, whereas 
the lowest values were determined from control. 
Resilience results of cookies increased 
insignificantly up to 3% microalgae addition, and 
these results were also in accordance with the 
recovery percentage (Table 5) which 3% Chlorella 
vulgaris added cookie dough showed the highest 
%R value. 
 
Sensory properties 
The sensorial evaluations of cookies produced 
with Chlorella vulgaris at various concentrations are 
provided in Fig. 7. Cross-section appearance, 
taste, overall acceptability and affordability scores 
of cookies containing 0.5 and 1.5% microalgae 
did not significantly change when compared with 

control. However, the highest surface appearance 
was detected from the sample containing 0.5% 
Chlorella. The increasing concentration of 
microalgae at 3% significantly decreased all the 
sensorial properties, except for texture which 
decreased insignificantly. It is clear in the Fig. 7 
that Chlorella vulgaris addition at 0.5 and 1.5% 
reached nearly 7 point for all sensorial attributes 
which shows consumers decided as “like 
moderately”. Texture scores of samples were 
negatively in accordance with the hardness which 
increased with microalgae concentration while 
texture decreased. It can be concluded from the 
sensorial scores that 0.5 and 1.5% of Chlorella 
could be well used for the production of low-fat 
cookies, whereas 3% addition is less acceptable. 
The results of sensory analyses of microalgae 
based products such as cookies (Egea, vd., 2014; 
Sahni, vd., 2019), pasta (Fradique, vd., 2013; 
Zouari, vd., 2011) and yoghurt (Dubey ve 
Kumari, 2011) were in accordance with our 
findings. 

  

 
Fig. 7 The effect of Chlorella vulgaris addition on sensorial properties of low-fat cookies 
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CONCLUSIONS 
Different concentrations of microalgae addition 
to the reduced-fat cookies significantly affected 
the properties of both cookie dough and cookies. 
Cookie doughs displayed viscoelastic 
characteristic due to higher �� than ���, and the 
increasing microalgae concentration significantly 
improved the viscoelasticity of doughs. Non-
linear regression results and curves of 3ITT 
showed that the addition of Chlorella to cookie 
doughs improved the recovery of samples after 
high shear deformations such as processing, 
shaping and handling. Burgers and exponential 
decay models well explained the creep and 
recovery data, and via these tests the internal 
structure and elastic and viscous behavior of 
cookie doughs were better understood, and also 
the recovery results were in accordance with 3ITT 
results. Microalgae incorporation significantly 
increased the protein, ash and fat content of 
cookies, as well as spread ratio. C. vulgaris 
incorporated cookies presented mainly green 
tonalities that became significantly darker (L*), 
greener (a*) and less yellow (b*) when increasing 
biomass concentration, and the inner and outer 
layers of cookies showed great total color 
differences (∆E>12). Chlorella incorporation 
provided a significant structuring effect, in terms 
of cookies texture. Moreover, 0.5 and 1.5% 
microalgae added cookies sensorial pointed as 
nearly 7 for all sensorial attributes which means 
consumers “liked moderately” to cookies. This study 
suggests that low-fat cookies could be produced 
by using Chlorella vulgaris at 0.5 or 1.5%, and 
microalgae can also be considered as a suitable 
ingredient, enhancing textural, rheological and 
physical properties of low-fat cookies. In 
addition, with the improvement of sensory 
qualities with increasing microalgae concentration 
up to 1.5%, microalgae based low-fat cookies may 
become widely appreciated and consumed 
functional foods in the future. 
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ÖZ 
Şeker ekstraksiyonunda yaygın olarak kullanılan ısıl işlem, yüksek enerji tüketimine ve ısıya bağlı bazı 
istenmeyen reaksiyonların oluşumuna yol açmaktadır. Özellikle, kullanılan enerji miktarı ve ısıya bağlı 
safsızlıkları şerbetten uzaklaştırmak için ek bir saflaştırma işleminin gerekliliği, nihai ürünün fiyatına olumsuz 
katkıda bulunmaktadır. Vurgulu elektrik alanları (PEF), bu olumsuz sonuçları azaltmanın bir aracı olarak 
ekstraksiyonda kullanılmak üzere önerilen termal olmayan ve düşük enerjili bir doku parçalanma yöntemidir; 
Bu alandaki çalışmalar günümüze kadar artarak devam etmektedir. Bu derlemede, PEF tekniğinin altında 
yatan temel ilkelerin yanı sıra şeker ekstraksiyonundaki potansiyel uygulama yöntemleri ve bunların 
ekstraksiyon üzerindeki etkileri hakkında genel bir bakış sunmak için önceki araştırmaların bulguları 
özetlenmektedir. 
Anahtar kelimeler: Vurgulu elektrik alan, şeker pancarı, sıvı-katı ekstraksiyon, elektroporasyon 
 

POTENTIAL USE OF PULSED ELECTRIC FIELDS IN SUGAR EXTRACTION 
 

ABSTRACT 

Widespread use of heat treatment in sugar extraction results in high energy consumption and some 
undesirable reactions due to the heat. In particular, the amount of energy used and the necessity of 
an additional treatment process to remove heat-related impurities from the sorbet contribute 
negatively to the price of the final product. Pulsed electric fields (PEF) are a non-thermal and low-
energy tissue breakdown method that has been proposed for use in extraction as a means of reducing 
these negative outcomes; studies into this area have been expanding to the present day. This review 
summarizes the findings of prior research to present an overview of the fundamental principles 
underlying the PEF technique, as well as its potential application methods in sugar extraction and 
their effects on extraction.   
Keywords: Pulsed electric field, sugar beet, solid-liquid extraction, electroporation 
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GİRİŞ 
Bitkisel dokulardan şeker gibi hücre içi bileşikleri 
ekstrakte etmede ürün maliyetine etki eden önemli 
faktörlerden biri doku bozundurma veya hücre 
parçalama yöntemidir. Isıl işlem ile dokunun 
bozundurulup, ekstraksiyonun sağlanması 
geleneksel şeker üretiminde yaygın olarak 
kullanılmaktadır (Dastangoo vd. 2020). Bununla 
birlikte ısıl işlem özellikleri itibarıyla yüksek enerji 
sarfiyatı gerektirmesinden ve ayrıca saflaştırma 
aşamasında çeşitli zorluklara yol açmasından (ısıl 
işlem nedeniyle şerbet renginde koyulaşma ve 
pektin gibi bileşenlerin şerbete geçişiyle şerbet 
saflızlığının artması) ürün maliyeti içinde önemli 
bir yekûn oluşturmaktadır (Putnik vd., 2019; 
Timmermans vd., 2022).  Isıl işlemle ortaya çıkan 
bu dezavantajları azaltmaya yönelik şeker 
endüstrisi daha ekonomik, daha verimli, daha az 
kimyasal kullanımı gerektiren bir doku 
bozundurma prosesi arayışı içerisindedir. Son 
yıllarda ortaya çıkan PEF tekniğinin enerji maliyeti 
düşük ve ısısal olmayan bir doku bozundurma 
yöntemi olduğu birçok çalışmada gösterilmiş ve 
şeker ekstraksiyonundaki bu olumsuzlukları 
azaltmaya yönelik potansiyel taşıdığı öne 
sürülmüştür ( Xi vd., 2021; Vorobiev ve Lebovka, 
2022). 
 
Taze meyve ve sebzelerden, şeker gibi değerli 
intrasellüler bileşenlerin dış ortama aktarılması 
(ekstraksiyon) istenildiğinde, aktarım bir takım 
yapısal unsurlar tarafından engelleme ile 
karşılaşmaktadır. Doku kalınlığı, hücre duvarı gibi 
bazı unsurlar aktarıma belli düzeyde engel 
olurken, esas direnç sağlam hücre zarından 
kaynaklanmaktadır (Khan vd., 2018). Diğer bir 
deyişle, aktarımın başlaması için, fizyolojik 
şartlarda geçirgen olmayan dış hücre zarının 
öncelikle bozundurulması gerekmektedir. Bir 
genelleme yapılırsa, zarda tahribat düzeyi ne kadar 
fazla olursa, bu hücre dışına çıkışı kolaylaştırıp, 
verime olumlu yansımaktadır. Bu sebepten, taze 
meyve sebzelerden ekstraksiyonu hedefleyen 
kurutma ve katı sıvı ekstraksiyonu gibi birçok 
prosesden önce bir hücre parçalama/doku 
bozundurma ön işleminin gerekliliği ortaya 
çıkmaktadır (Fincan, 2015; Chaves vd., 2020; 
Baoguo vd., 2022). Isıl işlem, dondurup 
çözündürme ve öğütme gibi geleneksel ön işlem 

yöntemleri eskiden beri kullanılmakta iken son 
yıllarda yüksek basınç (Duan vd., 2022; Li vd., 
2020; Limsangouan vd., 2020), mikrodalga 
(Mirzadeh vd., 2020; Shashikant ve Mayur, 2021, 
Oroian vd.,2020), ultrases (Marić vd., 2018; Xu 
vd., 2021; Kumar vd., 2021) ve vurgulu elektrik 
alanı (Barros vd., 2022; Visockis vd., 2021; Jiang 
vd., 2022) gibi yeni yöntemlerin etkileri de yoğun 
olarak araştırılmaktadır. Bu ön işlemlerin her biri 
hücre zarını tahrip etkisi yanında, istenmeyen bazı 
yan etkiler de doğurabilmektedir. Bu etkilerin 
düzeyi, genellikle ön işlem yönteminin çeşidi ve 
şiddeti ile ilintili olmakla beraber, uygulandığı 
süreç ve doku çeşidine de bağlı olarak değişmekte, 
avantajlar veya dezavantajlar ortaya çıkmaktadır 
(Chemat, 2017; Xin vd., 2020; Deng vd., 2022). 
Örneğin; 80-100 0C’de 1-10 dakika süren ısıl 
işlem, hücre zarlarının etkin bir bozunumunu ve 
enzimlerin inaktivasyonunu sağlarken, eğer 
ekstrakte edilmek istenen madde ısı ile 
bozunuyorsa, ekstraksiyon veriminde azalmaya 
yol açmaktadır (Şengül ve Topdaş, 2019; Zia 
vd.2020; Garcia ve Raghavan, 2021).  
 
ŞEKERİN EKSTRAKSİYONUNDA ISIL 
İŞLEMİN DEZAVANTAJLARI  
Şeker ekstraksiyonunda hücre bozundurma işlemi 
kullanılan üretim teknolojisine göre değişiklik 
gösterebilmektedir. Geçmiş çalışmalara 
bakıldığında iki farklı yöntem öne çıkmaktadır.  
Bunlardan biri yaygın olarak kullanılan geleneksel 
şeker üretim teknolojisinde ısıl işlem ile 
bozundurma, diğeri daha seyrek kullanılan 
mekanik presleme yolu ile hücre zarlarının 
bozundurulmasıdır. Sonraki yöntemde presden 
elde edilen doku sıvısı rafine edilirken, birinci 
yöntem ısıl işlem eşliğinde bir sıvı-katı 
ekstraksiyon yöntemidir. Bu yöntemde, pul haline 
getirilmiş dokular önce 85-90 °C’de yaklaşık 10 
dakika ısıl işleme maruz bırakılarak 
bozundurulmakta, sonra 70-75 °C’deki ters akımlı 
su içerisinde yaklaşık 60-90 dakika daha ısıl işleme 
uğratıldıklarında, şeker ve şeker dışı safsızlıklar su 
içerisine difüze olmakta ve rafine edilecek şerbet 
elde edilmektedir. Şeker dışı bu safsızlıkların 
(pektin, amino asitler, mineraller vb.) daha sonraki 
bir rafinasyon basamağında kireç kullanılarak 
ayrıştırılıp, uzaklaştırılmaktadır (Muir, 2022). 
Dolaysıyla sıvı-katı ekstraksiyon basamağında 
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oluşan safsızlıklar, bir sonraki rafinasyon 
basamağını etkilemekte, safsızlıklar arttıkça 
ayrıştırmaları için gereken kimyasal ihtiyacı da 
artmakta, bu da ürün maliyetine yansımaktadır 
(El-Belghiti vd., 2005; Vu vd., 2020). Ekstraksiyon 
soğuk yöntemle yapılsa bile, şerbette safsızlıkların 
olacağı aşikârdır, bununla birlikte bu geleneksel 
sıcak yöntemde ısının tetikleyerek oluşturduğu 
safsızlıklar öne çıkmaktadır. Isıl işlem özellikle 
hücre duvarı bileşenlerinde zincirlerin kırılması ve 
bazı polisakkarit ünitelerinin ayrışmasına 
(hidrolitik degradasyon) yol açmaktadır 
(Bhattacharjee vd., 2019; Loginova vd., 2011). 
Orta lamel ve hücre duvarında bulunan pektin 
kolaylıkla şerbet içeresine geçmeye başlamaktadır. 
Maillard reaksiyonları meydana gelerek 
melanoidin gibi renk maddeleri oluşmakta ve 
şerbete geçen bu renk maddelerini ayrıştırmak için 
saflaştırma aşamasında ilave yüksek miktarda 
kireç kullanımı gerekmektedir (3-3.2 kg kireç/100 
kg şeker pancarı) (Wang vd., 2020; Loginova vd., 
2011). Ayrıca ısıl işlem sakkorozu parçalayan 
termofilik mikrorganızmanın gelişimini 
destekleyerek verimde düşmelere yol açmaktadır 
(Lopez vd., 2009). Bundan başka, ısıl işlem bazlı 
ekstraksiyonun diğer bir dezavantajı yüksek enerji 
sarfiyatına sahip olmasıdır, buda doğrudan ürün 
maliyetine artış olarak yansımaktadır. Isıyla hem 
doku bozundurma hem de ekstraksiyon 
basamakları dahil edildiğinde, enerji sarfiyatı 
yaklaşık 175 kJ/kg işlem görmüş pancar olarak 
hesaplanmıştır (Schultheiss vd., 2002; Nakthong 
ve Eshtiaghi, 2020). Isıl işlemli, sıcak 
ekstraksiyonun ortaya çıkardığı bu dezavantajların 
üstesinden gelebilmek için, soğuk ekstraksiyon 
alternatifi geçmişte farklı kimyasallar kullanarak 
çeşitli çalışmalara konu olmuştur. Bu çalışmalarda 
soğuk ekstraksiyon ortamında hücre 
bozunumunu gerçekleştirmek için, asitlik veya 
alkalilik seviyesi artırılmış ve/veya sıvı amonyak, 
elektrik alan uygulaması denenmiştir. İlaveten, 
şeker pancarı dilimlerinden katı-sıvı ekstraksiyon 
(presleme) 50-100 bar (Bliesener vd., 1991a) veya 
alkali ortam şartları altında da test edilmiştir 
Ponant vd., 1988). Yetersiz doku bozunma oranı, 
şerbete geçen kireç tuzunun yüksekliği ve melas 
da kötüleşme gibi çeşitli sebeplerden, bu farklı 
yöntemler başarılı olmamıştır (Loginova vd., 
2011). Şeker ekstraksiyonunu iyileştirmek için 

yapılan diğer bir çalışmada; ultrasonik destekli 
ekstraksiyon ile ekstraksiyon süre ve sıcaklığında 
düşüş ve daha yüksek saflıkta ve verimde ham 
şerbet elde edilmiştir (Xiong Fu vd., 2013).  
 
Yeni doku bozundurma yöntemlerinden, vurgulu 
elektrik alan (PEF) tekniğinin, ısıl işlemin 
oluşturduğu bu olumsuz etkileri şeker 
ekstraksiyonunda da azaltabileceğine dair 
çalışmalar son yıllarda birçok çalışmaya konu 
olmuştur. Etkinin daha çok PEF in hücreleri ısısal 
olmayan bir şekilde, düşük enerji sarfiyatı ile etkin 
bir şekilde parçalama özelliğinden kaynaklandığı 
ileri sürülmüştür. Çalışmaların bir kısmında, PEF 
işlemi görmüş dokudan şekerin eldesi sıvı-katı 
ekstraksiyon sisteminde incelenirken (Jemai ve 
Vorobiev, 2003; El-Belghiti vd., 2005; Loginova 
vd., 2011) diğer bir kısmında mekanik presle elde 
edilen pancar suyunda şeker yüzdesi konu 
edinilmiştir (Eshtiaghi ve Knorr 2002; Mhemdi 
vd., 2016). Birçok çalışmada, PEF in ekstraksiyon 
verimini artırdığı, enerji sarfiyatını azalttığı ve 
saflaştırma aşamasında kimyasal kullanım 
gerekliliğini düşürdüğü vurgulanmıştır (Jemai ve 
Vorobiev 2006; Mhemdi vd.,  2016). 
 
VURGULU ELEKTRİK ALAN (PEF) 
TEKNİĞİ 
Gıda işlemede PEF tekniği terimi aslında geçmişte 
gen aktarımında kullanılan yöntemlerden biri olan 
ve elektroporasyon olarak bilinen tekniğin daha 
geniş anlamda kullanımını ifade etmektedir. Basit 
anlamda PEF elektrotlar arasına alınan hücre 
sistemlerine kesikli/vurgulu DC voltaj 
uygulamasıdır (Tylewicz, 2020). Etki mekanizması 
halen tam olarak açıklanamasa bile, uygulamanın 
hücre zarında kalıcı veya geçici bozunuma yol 
açtığı gösterilmiş, bozunumun elektriksel ve 
ortam özelliklerinden etkilendiği belirlenmiştir 
(Ricci vd., 2018; Genovese vd.,2021).  
 
PEF Uygulamasında Hücre Bozunumu 
En yaygın kabul edilen dielektrik parçalanma 
teorisine göre; PEF uygulaması sürdükçe, 
dielektrik hücre zarının iç ve dış yüzeylerinde zıt 
yükler polarize olarak, transmembarn potansiyeli 
(TMP) artışına yol açmaktadır. TMP 1V’u 
aştığında, zıt yüklerin zarı sıkıştırması gözenek 
oluşumu ile sonuçlanmaktadır. Gözenek oluşumu 
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ilk aşamada geçici olurken, PEF işleminin 
sürdürülmesi halinde hücre zarı kalıcı mekanik 
hasara uğrayarak, kalıcı gözenek oluşumu 
meydana gelmektedir (Zimmerman, 1974; Zhang 
vd., 2021). Özellikle dokuların kalıcı 
elektroporasyonu söz konusu olduğunda, hücre 
zarı deformasyon derecesi veya gözenek büyüklük 
seviyesi kritik olmaktadır, çünkü deformasyon 
arttıkça intrasellüler maddelerin çıkışı 
kolaylaşmaktadır (Mman vd., 2021). 
Deformasyon derecesi başta PEF in elektriksel 
parametrelerinden, (elektrik alan şiddeti, vurgu 
sayısı, vurgu genişliği ve vurgu frekansı) 
etkilenirken (Giteru vd., 2018; Roobab vd., 2022), 
sıcaklık ve elektriksel iletkenlik gibi ortam 
parametrelerinden de etkilenmektedir (Gabric vd., 
2018; Ruzgys vd., 2019). Örneğin, milisaniye 
ölçekli vurgu genişliklerinin, mikro saniyeli 
olanlardan hücre zarında daha büyük gözenek 
oluşturduğu gözlenmiş, benzer bir sonuç vurgu 
sayısı artırıldığında bulunmuştur (Ghosh vd., 
2019; Semenoglou vd., 2020). Bundan başka, PEF 
uygulamada önemli bir oranda ısı oluşturmaması 
için ortam elektriksel iletkenliği de önem 
taşımaktadır.  Yüksek iletkenliğe sahip ortama 
PEF uygulamasında, ohmik ısı artışı yükselirken, 
düşük hücre parçalama oranı ve elektroliz gibi 
elektrolitik etkiler ortaya çıkmaktadır 
(Zimmerman, 1986; Astráin-Redín vd., 2022). 
Ortam sıcaklığı 55 °C dereceye kadar arttığında, 
hücre bozunumu için gereken PEF şiddeti 
azalmaktadır. Sıcaklığın hücrenin lipit kısmını 
yumuşatarak, bozunmaya karşı direncinin azalttığı 
şeklinde açıklanmaktadır. 55 °C üzerinde ki 
sıcaklıklarda hücre zarlarına kalıcı bozunum 
arttığından PEF in etkiside azalmaktadır (Stanley, 
1991; Vorobiev ve Lebovka, 2019). Hücre 
bozunumu için gereken PEF şiddeti, genellikle 
hücre çapı küçüldükçe artmaktadır. 50-300 µm 
çapıdaki bitkisel hücreler için, 0.5-2 kV/cm alan 
şiddeti yeterli iken 1-10 µm çaplı 
mikroorganizmaların inaktivasyonu için gereken 
elektrik alan şiddeti 10-60 kV/cm değerlerine 
çıkmaktadır (Niu vd., 2020; Soltanzadeh vd., 
2020). PEF şiddetinin bu aralıklarda değişmesi, 
ortam ve elektriksel şartlara bağlı olarak da 
değişmekte olup, örneğin benzer ortam 
şartlarında tam parçalama birçok farklı elektriksel 

değişken kombinasyonunda sağlanabilmektedir 
(Khursheed vd., 2021; Dastangoo vd., 2020).  
 
Hücre parçalamayı amaçlayan birçok gıda 
prosesinde, örneğin pastörizasyonda (Kantala vd., 
2022; Šalaševičius vd., 2021; Wu ve Chang, 2022) 
bitkisel/hayvansal dokulardan ekstraksiyonda 
(Visockis vd., 202; Bocker ve Silva, 2022; 
Einarsdóttir vd., 2022), kurutmada ( Rahaman vd., 
2019; Yamakage vd., 2021; Shorstkii vd., 2020) ve 
enzim inaktivasyonunda (Fujivara vd., 2021; 
Samaranayake vd., 2022; Manzoor vd., 2020), 
PEF tekniğinin ürün ve proses verimi iyileştirici 
potansiyeli üzerinde durulmaktadır. Bu yararların 
birçoğu PEF in hücre zarında önemli bir ısı artışı 
olmadan ve düşük enerji sarfiyatı ile gözenek 
oluşturma özelliğine bağlanmaktadır. Genellikle 
enerji sarfiyatının en düşük seyrettiği seviye göz 
önüne alınarak tam parçalamayı sağlayacak 
elektriksel değişkenlerin optimizasyonu 
çalışmalarda göz önüne alınmaktadır (Martinez 
vd., 2020; Mahn vd., 2022). 
 
Kırmızı pancardan PEF yolu ile betanin 
ekstraksiyonunu konu edinen diğer bir çalışmada, 
1 kV/cm de 10 µs’lik karesel monopolar 
vurgulardan 270 adet kullanıldığında, doku 
bütüne yakın parçalanmış, toplam enerji sarfiyatı 
7 kJ/kg olarak hesaplanmıştır (Fincan vd., 2004). 
Benzer şekilde 2 kV/cm’de 3 adet vurgu 
kullanıldığında 2.53 kJ/kg enerji sarfiyatıyla oda 
sıcaklığında 60 dakikada mevcut betaninlerin 
%70’ının ekstrakte edilebileceği gösterilmiştir 
(Visockis vd., 2021). Başka bir çalışmada, 
silindirik pancar dokusuna 4.38 kV/cm’de 20 
vurgu sayısıyla ve toplam enerji sarfiyatı 4.10 
kJ/kg olan PEF uygulamasıyla betanin ve 
vulgaksantin ekstraksiyonunda kontrole kıyasla 
verimlerde sırasıyla %329 ve %244 oranında bir 
artışın gözlendiği bildirilmiştir (Nowacka vd., 
2019). 
 
Doku Bozunum Oranının Belirlenmesi  
Enerji sarfiyatının yanında, PEF veya diğer 
herhangi bir ön işlem uygulamasının dokuyu 
hangi oranda bozduğu veya dokudaki n adet 
hücrenin yüzde kaçının bozunduğu/ 
geçirgenleştirildiğinin belirlenmesi ekstraksiyon 
veriminin optimizasyonu açısından önem 
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taşımaktadır. İdeal şartlarda, ön işlemin bütün 
hücreleri bozundurması, böylece hücre içi 
muhtevanın hücre zarından kaynaklı engeline 
uğramadan dış ortama çıkabilecek hale gelmesi 
genellikle istenen bir durumdur. Bu sebepten, 
herhangi bir şiddetteki ön işlemin dokuyu hangi 
oranda bozduğunu belirlemek için çeşitli 
yöntemler geliştirilmiş, bunlar sık sık doku 
parçalama endeksi (Z) olarak adlandırılmışlardır 
(Zhang vd., 2023). Doku parçalama endeksinin 
belirlenmesinde birçok farklı yöntem 
kullanılmıştır.  Konsantrasyon değerini baz alan 
yöntemde, dokuları bütüne yakın olarak 
parçaladığı bilinen bir yöntemden sonra 
ekstraksiyonda elde edilen bir metabolit 
konsantrasyon değerinin ön işlemden elde edilene 
oranı şeklinde olmaktadır. Bununla birlikte, PEF 
çalışmalarında elektriksel iletkenlik değişimini baz 
alan yöntemleri kullanmak daha yaygındır. 
Bunların bir kısmında, konsantrasyon yönetimine 
benzer şekilde, dokuları bütüne yakın olarak 
parçaladığı bilinen bir yöntemden sonra gelişen 
elektriksel iletkenlik değerinin ön işlemden elde 
edilene oranı şeklinde belirlenmektir. Bu yöntem 
genelde hücre içi elektriksel iletkenliğin hücreler 
arasındakinden çok daha yüksek olması ve 
dolaysıyla doku parçalandığında doku 
iletkenliğinde önemli bir artış göstereceği ilkesine 
dayanmaktadır. İlaveten bu yöntemin geçerli 
olabilmesi ölçüm frekansın hücre zarlarında 
önemli bir geçirgenlik oluşturmayan α-frekans 
domeyninde veya tercihen 1-5 kHz olması 
gerekmektedir. Örneğin, Vorobiev ve Lebovka 
tarafından kullanılan endeks değeri denklem 
1’deki gibi tanımlanmıştır (Fincan, 2015; 
Vorobiev ve Lebovka, 2020).  
 
 � = � − �� �� − ��⁄                                   (Denklem 1) 

Burada σ, düşük frekansta (1-5 kHz) ölçülen 
elektriksel iletkenlik değeridir ve i ve d alt 
simgeleri sırasıyla sağlam ve tamamen parçalanmış 
(dondurup-çözündürme, mekaniki öğütme veya 
ısıl işlem) dokunun iletkenliklerini belirtir. Bu 
tanım, sağlam doku için Z≈ 0 ve tamamen 
parçalanmış doku için Z≈1 değerlerini verir.  
 
Parçalanma endeksini elektriksel iletkenlik 
tahmininde kullanılan diğer bir yöntem, hücre 
zarlarının düşük ve yüksek ölçüm frekansına karşı 

gösterdikleri davranış farkına dayanmaktadır. 
Buna göre sağlam dokunun iletkenliği düşük α 
frekans domeyninde (1-5 kHz) ölçüldüğünde, 
hücre zarları dielektrik özelliklerini korumakta 
olduğundan ölçüm interesellüller bölgedeki 
iyonların bir ölçüsü olmaktadır. Diğer bir deyişle, 
hücre zarları yalıtkan özelliklerini 
koruduklarından, intrasellüler bölgedeki iyonlar 
ölçümde büyük oranda algılanamaktadır. Fakat 
ölçüm, yerince yüksek β frekans domeyninde (3-
50 MHz) yapıldığında, hücre zarları dielektrik 
özelliklerini yitirdiklerinden (Maxwell-Wagner 
etkisi), ölçüm intersellüler ve intrasellüler 
iyonların bir ölçüsü olmaktadır. Diğer bir ifade ile 
sağlam dokunun iletkenliği bu domeynde 
yapıldığında, hücre zarları (herhangi bir yolla) 
bütüne yakın parçalanmış dokunun iletkenliğine 
yaklaşmaktadır. Buna ilişkin doku parçalanma 
endeksi, Knorr ve Angersbach (1998), tarafından 
denklem 2’deki tanımlanıp kullanılmıştır. 

�	 = 
��

��� �������


��
 ���

                    (Denklem 2)

       
��� Ve ��� sırasıyla α frekans domeyninde (1-5 
kHz) işlem görmüş ve işlem görmemiş (sağlam) 
dokunun ��� ve ���   ise sırasıyla β frekans 
domeyninde (3-50 MHz) işlem görmüş ve işlem 
görmemiş dokunun elektriksel iletkenliğidir Buna 
göre sağlam doku için Zp≈0, tam parçalanmış 
doku için Zp ≈1 olmaktadır. 
 
PEF İN ŞEKER EKSTRAKSİYONUNDA 
POTANSİYELİ 
PEF uygulamasının şeker ekstraksiyonundaki 
etkileri pek çok bilim insanı tarafından uzun 
yıllardır araştırılmaktadır. Anatolii Zagorul'ko 
uzun yıllar yaptığı çalışmlarla (1949-1957) PEF 
tekniğinin şeker pancarı hücrelerini parçalamada 
kullanılabileceğini göstermiş ve doktora tezinde 
yaptığı çalışması ile ilk kez soğuk ve seçici 
elektroplazmoliz kavramını geliştirmiştir. 1980'ler 
ve 1990'ların ortalarında AC ve DC elektrik 
alanlarının (E= 30–100 V/cm) şeker pancarı 
dilimlerinin elektroplazmolizi üzerindeki etkileri 
araştırılmış ve elektrik destekli işlemler ile yüksek 
saflıkta şerbet elde edilebileceği gösterilmiş ve 
ayrıca şeker pancarı dokusunun parçalanma 
derecesinin elektrik alan kuvveti ve işlem 
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süresinden etkilendiği bildirilmiştir (Sitzmann, 
Vorobiev ve Lebovka, 2017). PEF ile şekerce 
zengin bitkisel dokuların bozundurulması ve 
şekerin ekstrakte edilebilirliği hakkında çalışmalar 
2000’li yıllardan itibaren artarak devam etmiştir. 
Yapılan çalışmalara bir bütün olarak bakıldığında, 
PEF in etkisi farklı şekilde ve alanda incelenmiştir. 
Bir grup çalışma alanında, PEF in elektriksel ve 
ortam parametreleri değiştirildiğinde, bunun 
dokunun parçalanma derecesi ve ekstraksiyon 
verimi üzerine etkilerinin çalışıldığı görülmektedir. 
Ekstraksiyon verimi incelenirken, tam doku 
bozunumu veya hücre zarının deformasyon 
derecesi (gözenek büyüklüğü gibi) ekstraksiyon 
öncesi belirlenmesi gerekmektedir, bununla 
beraber, bu unsur belirlenmeden yapılan 
çalışmalara da rastlanmaktadır (Eshtiaghi ve 
Knorr, 2002; Lebovka vd., 2007). Ekstraksiyon 
verimi dışında veya yanında, PEF ve ortam 
değişkenlerinin sıvı-katı ekstraksiyonda 
safsızlıklar üzerine etkileri daha az oranda 
çalışıldığı görülmektedir. Her iki alanda, PEF 
değişkenlerinin etkisi elektriksel iletkenlik ve 
sıcaklık gibi ortam parametreleri ile de 
etkileşmektedir. Buna göre çalışmalar, dokunun 
bulunduğu ortam ve özelliklerine de göre de 
farklılıklar göstermektedir. Bir grup çalışmada, 
tüm pancar dokusu çeşme suyu veya distile su 
içeresinde iken PEF uygulanıp, akabinde kıyılıp, 
pul haline getirilmiş dokudan ekstraksiyon ve 
safsızlıklar incelenmiştir (Schultheiss vd., 2002). 
Diğer uygulama şeklinde ise, pancar dokuları pul 
haline getirildikten sonra, su içerisinde uygulama 

yapılmıştır. Bu sonrakinde, yüzeyde kesilerek 
bozulan hücrelerden su içerisine iyon salınımı 
sonucu ortam elektriksel iletkenliği artmakta buna 
göre de PEF in etkileri değişiklik göstermektedir. 
Bunun en önemli etkisi PEF uygulaması 
esnasında ortaya çıkan sıcaklık artışında 
olmaktadır, çünkü elektrik alan etkisi altında 
sürüklenen iyon miktarı arttıkça sürtünmede 
artmaktadır (Bazhal vd., 2003). Bu tip 
çalışmalarda, PEF in yanında ortaya çıkan sıcaklık 
artışı da bozunum düzeyi, ekstraksiyon verimi ve 
safsızlıklar üzerine etkide bulunmaktadır. PEF ile 
ısısal olamayan bir sıvı-katı ekstraksiyon 
amaçlanıp, sağladığı enerji tasarrufu hakkında bir 
genelleme yapılırsa, ortam ve PEF değişkenlerine 
bağlı olarak, 10-20 kJ/kg civarında enerji sarf 
edilmektedir. Bu ısıl işlemdekine (175 kJ/kg) kıyas 
edildiğinde %80-90 aralığında tasarrufa tekabül 
etmektedir (Schultheiss vd., 2002). Bundan başka, 
PEF ön işlemi ile şeker ekstraksiyonunu konu 
edinen çalışmalara bakıldığında, önişlemin 
uygulama aşamasında da farklılıklar 
görülmektedir. Presleme ile ekstraksiyonda, 
genellikle doku boyutları küçültülüp, su 
eklendikten sonra presleme gerçekleştirilmektedir 
(Eshtiaghi ve Knorr, 2002). Sıvı-katı 
ekstraksiyonda ise PEF ön işlemi ya bütün 
(dilimlenmemiş) pancara uygulanıp, sonra 
dilimlenmekte veya dilimlenmiş dokular su 
içerisine alınıp ön işlem uygulandıktan sonra 
ekstraksiyona gönderilmektedir (Schultheiss vd., 
2002; Rezaee vd., 2019; Nakthong ve Eshtiaghi, 
2020).  

  
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 

Şekil 1. Geleneksel yöntemle şeker üretiminde proses akış diyagramı ve çalışmalarda PEF in 
uygulandığı farklı yerler 

 
 

  Pancar Hasadı Ön işlemler Dilimleme 

(Kıyım) 

PEF PEF 

Rafinasyon Kristalizasyon Evaporasyon Kristalize Şeker 

Sıvı-katı 

ekstraksiyon 
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Çizelge 1. Farklı çalışmalarda şeker ekstraksiyonunda PEF uygulamasının yapıldığı çalışmaların özeti 
Uygulama  PEF     

işlem koşulları   
Etkileri  Referanslar  

Şeker pancarı dilimlerine (2 
cm × 1.2 cm ) veya rendelerine 
PEF uygulama ve presleme 

2.4 kV/cm elektrik alan 
kuvveti, vurgu sayısı 20, 
frekans 1 Hz  

2 veya 5 MPa’da, şekerin bütüne 
yakın ekstraksiyonu, posada ısıl 
işleme (~%15) göre daha yüksek 
kuru madde (~%30) kalıntısı 

(Eshtiaghi ve 
Knorr,  
2002) 
 

Bütün şeker pancarına 
(dilimlenmemiş) PEF 
uygulama sonrası presleme (32 
bar, 15 dakika) veya soğuk 
sıvı-katı ekstraksiyon 
 

12 kV/cm elektrik alan 
şiddeti, 1 µs mono polar 
vurgu, 10 Hz frekans 
 

PEF ve ısıl işlem ile hücre 
bozundurmada enerji sarfiyatı 2-
10 kJ/kg ve 174 kJ/kg (~%94 
enerji tasarruf), Preslemede 
benzer verim, (~%3) 
 

(Schultheiss 
vd., 2002) 
 

Şeker pancarı dilimlerine (1.2 
mm × 2.2 mm, 3-4 cm) PEF 
uygulama ve soğuk katı sıvı 
ekstraksiyon) 
 

160-780 V/cm elektrik 
alan şiddeti, 100 µs 
vurgu genişliği, 10 ms 
vurgu aralığı, vurgu sayısı 
1000 
 

PEF işleminin ardından çözünen 
madde miktarının elektriksel 
iletkenlikle orantılı artışı 
 

(Jemai ve 
Vorobiev,  
2003) 
 

Şeker pancarı dilimlerine (30 
mm × 8.5 mm) PEF uygulama 
soğuk katı-sıvı ekstraksiyon 
optimizasyonu 
 

940 V/cm elektrik alan 
şiddeti, vurgu sayısı 250, 
spesifik enerji girişi 6-7 
kJ/kg 
 

Optimal PEF parametreleri 940 
V/cm elektrik alan şiddeti, 250 
vurgu spesifik enerji girişi 6-7 
kJ/kg 
 

(El Belghiti 
ve Vorobiev, 
2004) 
 

Şeker pancarı dilimlerine (6 
mm × 1.5 mm) farklı 
koşullarda PEF uygulama ve 
farklı sıcaklıklarında 
ekstraksiyon  
 

300-800 V/cm elektrik 
alan şiddeti, kare mono 
polar vurgular, vurgu 
sayısı 50-1000 aralığında, 
vurgu süresi 100 µs, 
frekans 1000 Hz 

PEF işlemi ile ısıl işlemden daha 
az renkli ve daha yüksek saflıkta 
şerbet eldesi (PEF %94, termal 
işlem %89)  
PEF ön işlemiyle oda sıcaklığında 
70 dakika elde edilen verimin 50 
°C’de 40 dakika da elde 
edilmesiyle ekstraksiyon süresinde 
~ %45 düşüş 
 

(El-Belghiti 
vd., 2005) 

Şeker pancarı dilimlerine ( 1.5 
mm × 10 mm × 10 mm) PEF 
uygulama ve 20-70 °C sıcaklık 
aralığında ekstraksiyon 

100- 400 V/cm elektrik 
alan şiddeti aralığında, 
toplam işlem süresi 0.1 
s., 
vurgu sayısı 4, vurgu 
süresi 9.9 ms, vurgu 
aralığı 10 ms, bipolar 
kare vurgu 
 

40 °C ekstraksiyonda PEF ile 
şerbet brix değerinde ~ 2 kat artış, 
80 °C’de ise benzer brix değeri, 20 
°C PEF li örnek ile 70 °C işlem 
görmemiş örnek arasında şerbet 
saflığında yaklaşık ~ 5 birimlik 
fark (%96- %91) 
 

(Lebovka 
vd., 2007) 
 

Şeker pancarı dilimlerine (1 
cm × 2.5 cm) PEF uygulama 

Kare   
eksponansiyel vurgular, 
1–7 kV/cm elektrik alan 
şiddeti, 5–40 vurgu sayısı 
spesifik enerji girişi 
0.006–0.19 kJ/kg, 1–10 
Hz frekans aralığı, vurgu 
genişliği 2–5 µs, sıcaklık 
20°-70 ºC 

Sükroz verimi, frekanstan, vurgu 
genişliğinden ve vurgu şeklinden 
bağımsız, elektrik alan 
kuvvetinden ve ekstraksiyon 
ortamının sıcaklığına bağımlı, 
PEF uygulamasıyla (7 kV/cm-20 
vurgu) 20° ve 40 °C’de 
ekstraksiyonlarda sırasıyla 7 ve 1.6 
kat verim artışı  

(López vd., 
2009) 
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Çizelge 1. devam 

Uygulama  PEF     
işlem koşulları   

Etkileri  Referanslar  

Şeker pancarı dilimlerine PEF 
uygulama sonrası değişen  
(30°-70 °C) sıcaklıklarda 
ekstraksiyon ve 6 bar da 
presleme 

100-600 V/cm elektrik 
alan şiddeti, toplam 
uygulama süresi 50 ms. 
Vurgu sayısı 500, vurgu 
süresi 100  µs,  vurgular 
arası süre 5 ms, Sıcaklık 
30°-70 ºC 

30 °C’de ekstraksiyonda PEF li 
örneklerden yaklaşık 2 kat daha 
fazla sükroz eldesi, PEF 
uygulamasının  ~ 10 kat daha 
düşük enerji tüketimi, ısıl işleme 
göre ~ 2 kat daha kuru posa eldesi  

(Loginova 
vd., 2011) 
 
 
 
 
 

Şeker pancarı dilimlerine (4-9 
cm × 3 mm) PEF uygulaması 
ve 30° ve 50 °C’de katı sıvı 
ekstraksiyon 

600 V/cm elektrik alan 
şiddeti, vurgu sayısı 500, 
vurgu süresi 100 µs, 
frekans 200 Hz 

Klasik ekstraksiyon ile benzer brix 
değeri, PEF ile yaklaşık 14 kat 
düşük pektin içeriğine sahip şerbet 
eldesi, sıcaklığın 70 °C çıkmasıyla 
bulanıklıkta  ~ %10 ve şerbet 
renklenmesinde  ~ %27 artış 
 

(Loginova 
vd., 2011) 
 

Şeker pancarı dilimlerine PEF 
uygulama ve ekstraksiyon, 
farklı konsantrasyonlarda 
kireç kullanarak saflaştırma 
 

600 V/cm elektrik alan 
şiddeti, toplam işlem 
süresi 50 ms 

70 °C sıcak ekstraksiyonda (15 
kg/m3) PEF li örneklere (8 
kg/m3) kıyasla ham şerbetin 
saflaştırılması için  ~ 2 kat fazla 
CaO ihtiyacı  

(Loginova 
vd., 2012) 

Şeker pancarı dilimlerine (1 
cm × 3 cm) PEF uygulama ve 
soğuk katı-sıvı ektraksiyon  
 

0.5–6 kV/cm elektrik 
alan şiddeti 0.5, 0.8, 32 
µF; vurgu sayısı 1–100; 
frekans 1Hz. 

PEF ve ısıl işlem (80 °C 10 dk)  ile 
hücre bozundurmada enerji 
sarfiyatı 8 kJ/kg ve 156 kJ/ kg (~ 
20 kat tasarruf)  
 

(Maskooki ve 
Eshtiaghi,  
2012) 

1 kg şeker pancarı dilimlerine 
PEF uygulama sonrası 5 bar 
da presleme ve 30°-70 °C’de 
sıvı-katı ekstraksiyon 

600 V/cm elektrik alan 
şiddeti, toplam işlem 
süresi 5 ms, vurgu süresi 
100 µs, vurgu genişliği 10 
ms, Spesifik enerji girişi 
2.76 ± 0.16 W h/kg 
 

Sıvı-katı ekstraksiyon sonunda 
PEF li örneklerin şerbetinde ısıl 
işleminkinden daha fazla şeker 
oranı (~%1,1) posada kalan 
sakkaroz miktarında ~ %33 düşüş 
(%1.2 -%0.8) 
 

(Mhemdi vd., 
2016) 

Şeker pancarı dilimlerine (1 
cm × 3.5 cm) farklı koşullarda 
PEF uygulaması 
 
 

0.5, 0.75 ve 1.5 kV/cm 
elektrik alan şiddeti, üstel 
azalan mono polar 
vurgular (10-20-30), 
vurgu süresi 10 µs  
 

Membran hasarının artan elektrik 
alan şiddeti ve darbe sayısına 
bağımlılığı ve PEF sonrası dokuda 
yumuşama 
 

(Rezaee vd., 
2019) 
 

Şeker pancarı dilimlerine (5-6 
mm × 50-80 cm) PEF 
uygulama ve 35-50 °C’de sıvı-
katı ektraksiyon sonrası 
presleme ve posa kurutma 

0.9 kV/cm elektrik alan 
şiddeti, 10 Hz, vurgu 
süresi 0.5 ms, spesifik 
enerji girişi 10 kJ/kg 

50 °C’de ekstraksiyon sonrası 
PEF li örneklere kıyasla pres suyu 
brix değerinde  ~  4 kat düşüş, 30 
ve 70 dk sıvı-katı ekstraksiyon 
sonunda PEF li örneklerde ısıl 
işlemden daha yüksek verim ( ~ 6 
birim artış) 

(Nakthong 
ve Eshtiaghi, 
2020) 
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Eshtiaghi ve Knorr (2002) şeker pancarlarının 
PEF ile bozunumunu elektriksel iletkenlik bazlı 
bir parçalanma edeksi (Zp) ile değerlendirip, 
sonrasında PEF in preslemedeki etkilerini farklı 
örnek iriliklerinde , kuru madde, sakkoroz ve 
ekstraksiyon verimi açısından incelemiştir. 2.4 
kV/cm ve 3.5 µF 20 vurgu sayısında Zp≈0.5 iken 
100 vurguda 0.65 yükseldiği ancak, 200 vurgudan 
sonra önemli bir artış olmadığını bildirilmiştir. 2.4 
kV/cm da 20 vurguluk uygulama ve 2 veya 5 MPa 
presleme sonrası, şekerin %100 yakın oranda 
ekstrakte olduğunu, ve posanın ısıl işlem artı 
preslemeden yaklaşık %50 oranında daha fazla 
kuru madde içerdiğini rapor etmiş ve PEF ön 
işleminin ısıl işleme göre enerji tasarruflu bir 
uygulama olduğunu belirtmiştir. 
 
Schultheiss vd. (2002)  endüstriyel ölçekli PEF 
uygulaması tasarlayarak, tüm (dilimlenmemiş) 
şeker pancarına 12 kV/cm elektrik alan 
kuvvetinde 1µs lik monopolar vurguları 10 Hz 
frekans da uygulamış, sonrasında dokuları küçük 
parçalar halinde kesip presde ( 32 bar, 15 dakika) 
pancar suyu/şerbet verimini veya soğuk sıvı-katı 
ekstraksiyonunda (şerbette ve küspede ) sakkaroz 
oranını incelemiştir PEF ön işlemi ve ısıl ön 
işlemleri (72 °C) benzer oranda (preste) pancar 
suyu verimi verirken PEF (2-10 kJ/kg)  işleminin 
enerji sarfiyatı (174 kJ/kg), ısıl işleme göre önemli 
derecede düşük bulunmuştur. Sıvı-katı 
ekstraksiyonda şerbette sakkoroz verimi PEF 
işlemli örneklerde ısıl işlemli örneklerden 
ortalamada ~%3 daha fazla olduğu rapor 
edilmiştir. 
 
Vorobiev (2003) Pancar dilimlerini 50 dakika su 
içeresinde tuttuktan sonra, PEF uyguladığında, 
çözünen madde miktarının ve elektriksel 
iletkenlikle beraber anlık olarak arttığını 
göstermiş, elektriksel iletkenliğin ekstraksiyon 
derecesini göstermede kullanılabileceğine işaret 
etmiştir.  
 
El Belghiti ve Vorobiev (2004) silindirik şeker 
pancarı dilimlerine farklı elektrik alan 
şiddetlerinde ve vurgu sayılarında PEF işlemi 
uygulamış ve sıvı-katı ekstraksiyon optimizasyonu 
yapılmıştır. 940 V/cm elektrik alan şiddetinde 
vurgu sayısının 250 üzerine çıkmasının verimde 

herhangi bir artışa neden olmadığı, karıştırma 
işleminin ekstraksiyon için önemli bir parametre 
olduğu sonucuna varılmıştır. PEF ile şeker 
pancarından şeker ekstraksiyonu için hedeflenen 
minimum enerji tüketimiyle maksimum verim için 
şartların; 940 V/cm elektrik alan şiddeti, 250 
vurgu, 250 rpm karıştırma hızı ve spesifik enerji 
girişinin kg şeker pancarı başına 6-7 kJ olduğu 
rapor edilmiştir.  
 
El-Belghiti vd. (2005)  farklı PEF koşulları ve 
ekstraksiyon sıcaklıkları altında şeker pancarı 
dokusundan şeker ekstraksiyonunun kinetiğini 
incelemiş ve PEF işleminden sonra ham şerbet 
saflığı termal işlemle karşılaştırılmıştır. 670 V/cm 
elektrik alan kuvveti ve 250 vurgu sayısında 
ekstraksiyon veriminin maksimum olduğunu 
rapor, oda sıcaklığında 70 dakika elde edilen 
verimin 50 °C’de 40 dakika da elde edildiği 
görülmüş ve orta dereceli sıcaklıklarla PEF 
işleminin kombine edilmesinin yararlı olacağı 
sonucuna varılmıştır. Ayrıca PEF işleminin ısıl 
işlemden daha az renkli ve daha yüksek saflıkta 
şerbet verdiğini rapor etmiştir (PEF %94, termal 
işlem %89). 
 
Lebovka vd. (2007) farklı PEF koşullarının ve 
ekstraksiyon sıcaklıklarının etkisinin 
karşılaştırıldığı çalışmada 100 V/cm elektrik alan 
kuvvet; şeker pancarı hücrelerinin verimli bir 
şekilde parçalanması sağlanmış ve 40 °C 
ekstraksiyonda işlem görmemiş örneklerden 
yaklaşık 2 kat daha fazla brix değerine sahip şerbet 
elde edildiği ve 80 °C’de ekstraksiyonda 
örneklerin brix değerleri arasında bir fark 
gözlemlenemediği rapor edilmiştir. Ayrıca 20 
°C’de PEF uygulaması ile 70 °C’de işlem 
görmemiş örneklerin şerbet saflığında yaklaşık 5 
birimlik fark (~%96 - ~%91) olduğu bildirilmiştir. 
 
 Lopez vd. (2009) farklı PEF koşulları ve 
ekstraksiyon sıcaklıkları altında şeker pancarı 
dokusundan şeker ekstraksiyonunun kinetiğini 
incelemiş ve PEF parametrelerinin sükroz 
ekstraksiyon kinetiğine etkileri araştırılmıştır. 
Çalışma sonuçlarına göre; sıvı-katı ekstraksiyonun 
verimi, frekanstan, vurgu genişliğinden ve vurgu 
şeklinden bağımsız iken uygulanan elektrik alan 
kuvvetine ve ekstraksiyon ortamının sıcaklığına 
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bağımlı olduğu bildirilmiştir. 7 kV/cm'de (3.9 
kJ/kg) 20 atımın uygulanması, PEF işlemi 
uygulanmamış örneklere kıyasla sırasıyla 20° ve 40 
°C'de yaklaşık 7 ve 1.6 kat verimi arttırdığı rapor 
edilmiştir. 
 
Loginova vd. (2011) endüstriyel ölçekli tesis 
tasarlayarak PEF uygulamasının ve sıcaklığın 
şeker ekstraksiyonu, şerbet ve posa kalitesi 
üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Çalışmada, 30-70 
°C aralığındaki sıcaklıklarda ekstraksiyon ve 
posaya 6 bar’da 30 dakika presleme yapılmıştır. 
Sonuçta, 30 °C’deki ekstraksiyonda PEF 
uygulamasıyla elde edilen sükroz içeriğinin 
yaklaşık 2 kat daha fazla olduğu (%13 - %6), PEF 
li örneklerden presleme sonrası yaklaşık 2 kat daha 
kuru posa eldesi ve ektraksiyon süresinin 70 
°C’den 30 °C’ye düşürülmesiyle yaklaşık 46.7 
kW.h/t enerji tasarrufu sağlanabileceği fakat PEF 
işleminin (5.4 kW.h/t ) yaklaşık 10 kat düşük 
enerjiye ihtiyaç duyduğu rapor edilmiştir. 
 
Loginova vd. (2011) PEF destekli “soğuk” (30 
°C), hafif termal (50 °C) sıvı-katı 
ekstraksiyonundan elde edilen şerbetlerin; 
çözünür katı konsantrasyonu, saflık, renklenme ve 
filtre edilebilirlik gibi parametreleri termal sıvı-katı 
ekstraksiyon (70 °C)  ile karşılaştırılmıştır 500 g 
şeker pancarı dilimlerine, 600 V/cm elektrik alan 
şiddeti, vurgu sayısı 500, vurgu süresi 100 µs, 
frekans 200 Hz, PEF işlemi uygulanmış, 30 °C ve 
50 °C’de ekstraksiyon gerçekleştirilmiştir. 
Sonuçlar klasik sıvı-katı ekstraksiyon ile 
karşılaştırıldığında; %brix değerinde benzer 
sonuçlar, PEF uygulamasıyla elde edilen 
şerbetlerin daha saf ve pektin içeriğinin yaklaşık 
14 kat daha düşük olduğu bildirilmiştir. Ayrıca 
ektraksiyon sıcaklığının 30 °C’den 70 °C’ye 
yükselmesiyle şerbet bulanıklığının yaklaşık %10 
ve şerbet renklenmesinin yaklaşık %27 arttığı 
rapor edilmiştir. 
 
Loginova vd. (2012) önceki çalışma şartlarına göre 
(Loginova vd., 2011) PEF işlemi uygulanmış ve 30 
°C’de sıvı-katı ektraksiyon işlemi gerçekleştirilmiş 
sonrasında kireç-karbondioksit işlemi uygulanmış 
ve sonuçları 70 °C sıvı-katı ekstraksiyon ile 
karşılaştırılmıştır. 30 °C'de ekstrakte edilen ham 
şerbetin saflaştırılmasının, ilk karbonatlamada 

daha hızlı süzüldüğü ve elde edilen son şerbetin 
daha az renkli olduğu görülmüş ayrıca verimli ham 
şerbet saflaştırması için gerekli olan CaO 
miktarının 70 °C geleneksel ekstraksiyon da (15 
kg/m3) 30 °C’de PEF destekli ekstraksiyona (8 
kg/m3) kıyasla yaklaşık 2 kat fazla olduğu 
bildirilmiştir.   
 
Maskooki ve Eshtiaghi (2012) şeker pancarı şeker 
ekstrakraksiyonunda optimum PEF koşullarını 
belirlemek için yaptıkları çalışmada; şeker pancarı 
dilimlerine 0,5–6 kV/cm elektrik alan kuvvetinde, 
vurgu sayısı 1–100 aralığında olacak şekilde PEF 
işlemi uygulanmıştır. Şeker pancarındaki doku 
hasarının en çok toplam enerji girdisi ve elektrik 
alan kuvvetinden etkilendiği ve maksimum 
bozunum için 60 vurgu sayısından sonrasının 
belirgin bir etki göstermediği rapor edilmiştir. 
PEF ön işlemi uygulanmış şeker pancarından (1 
veya 2 kV/cm) oda sıcaklığında katıların transferi, 
75 °C'de işlem görmemiş örneklerden daha 
yüksek olduğu ve 10 dakika boyunca 80 °C'ye 
kadar yüksek sıcaklıkta ısıl işlem şeker pancarı 
hücrelerini tamamen parçalamasına rağmen, 
enerji tüketiminin PEF işleminden yaklaşık 20 kat 
daha fazla olduğu bildirilmiştir. 
 
Mhemdi vd.  tarafından 2016 yılında yapılan 
çalışmada, PEF destekli yeni bir proses 
tasarlanmış ve difüzyon parametreleri, ham 
şerbetin kalitatif özellikleri ve posa üzerindeki 
etkileri termal sıvı-katı ekstraksiyon işleminin 
sonuçlarıyla karşılaştırılmıştır. Rendelenmiş şeker 
pancarları; ortam sıcaklığında mono polar, 600 
V/cm elektrik alan şiddeti, uygulama süresi 5ms, 
vurgu süresi 100µs, vurgu genişliği 10ms olacak 
şekilde PEF ile ön işleme tabi tutulmuş, sonra 
preslenmiş (4 dakika), kalan sakarozu ekstrakte 
etmek için preslenmiş dilimler sürekli bir pilot 
difüzöre (10 kg/sa) iletilmiştir. Yeni proses ile elde 
edilen ham şerbetin daha berrak (%92.8 - %91.8), 
daha konsantre (16.2 °Bx -14.6 °Bx ) ve posada 
kalan sakaroz miktarının daha düşük ( %1.2- 
%0.8) ve sistemin geleneksel yönteme kıyasla daha 
az enerji tükettiği rapor edilmiştir.  
 
Rezaee vd. (2019) PEF uygulamasının şeker 
pancarı dokusunun viskoelastik özelliklerine 
etkisini inceledikleri çalışmada;  şeker pancarı 
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dilimlerine 0.5, 0.75 ve 1.5 kV/cm elektrik alan 
şiddeti, üstel azalan mono polar vurgular (10-20-
30), vurgu süresi 10 µs PEF işlemi uygulanmış ve 
dokuda PEF kaynaklı etkilerin artan alan gücü ve 
darbe sayısından etkilendiği, hücre parçalanma 
indeksinin (Zp) artmasıyla elastik modülde ve 
gevşeme sürelerinde azalma olduğu ve bu 
sonuçlarında şeker pancarı dokusunda sadece 
hücre mebranının  değil hücre duvarının da  PEF 
uygulamasından etkilendiği bildirilmiştir.  
Nakthong ve Eshtiaghi (2020) sürekli pilot ölçekli 
şeker ekstraksiyonu üzerine PEF etkisinin 
araştırıldığı çalışmada; şeker pancarı dilimlerine, 
0.9 kV/cm elektrik alan şiddeti, 10 Hz frekansta, 
vurgu süresi 0.5 ms, spesifik enerji girişi 10 kJ/kg 
şartlarında PEF işlemi uygulanmış ve sonrasında 
35 ° ve 50 °C’deki sonuçlar 70 °C’de sıvı-katı 
ekstraksiyon ile karşılaştırılmıştır. PEF ile ön 
işleme tabi tutulmuş örneklerin şeker ekstraksiyon 
verimi işlem görmemiş örneklerden yaklaşık 6 
birim daha fazla olduğu ve düşük enerji sarfiyatı 
(yaklaşık 10 kJ/kg) rapor edilmiştir. 
 
SONUÇLAR 
Yapılan çalışmaların sonuçları, PEF 
uygulamasının şeker endüstrisinde kullanımının 
önemli avantajlar sağlayabileceğini 
göstermektedir. Bu avantalar arasında, özellikle 
PEF in doku bozundurmada, ısıl işleme göre 
%80-90 oranında enerji tasarrufu sağlaması ve 
safsızlıkları azaltarak daha az kimyasal kullanımına 
elvermesi öne çıkmaktadır. Bu açıdan, geleneksel 
şeker üretim proses zincirinde, PEF in etkide 
bulunabileceği prosesler ekstraksiyon ve 
rafinasyon prosesleri olmaktadır. Bununla birlikte, 
şu ana değin yapılan çalışmaların çoğu laboratuvar 
ölçeklidir ve yöntemin endüstride kullanılabilmesi 
için, daha fazla pilot ve endüstriyel ölçekli, yatırım 
maliyet analizini de içeren çalışmalara ihtiyaç 
bulunmaktadır.  
 
ÇIKAR ÇATIŞMASI BEYANI  
Yazarlar arasında çıkar çatışması 
bulunmamaktadır.  
 
YAZAR KATKILARI  
Makalenin derlenmesinde, yazılmasında ve 
yayınlanmasında tüm yazarlar katkı sağlamışlardır. 
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ÖZ 
2-fazlı pirinanın ön kurutma işlemi; seri üretime uygun, kısa kurutma süresine sahip, yüksek miktarda pirina 
kurutabilmeye imkân sağlayan valsli kurutucuda gerçekleştirilmiştir. Valsli kurutucu işlem değişkenlerinden 
farklı buhar basıncı (1, 2, 3 ve 4 bar) değerlerine karşılık, farklı vals dönme hızlarında (1, 3 ve 6 devir/dakika) 
2-fazlı pirinanın kurutulması denemeleri gerçekleştirilmiştir. Valsli kurutucuda buhar basıncının artması 
ve/veya vals dönme hızının azaltılması ile yarı kurutulmuş 2-fazlı pirinanın % titrasyon asitliği, peroksit, 
serbest yağ asitliği ve K232, K270 değerlerinde artış görülürken, ürünün nem içeriği, su aktivitesi ve pH 
değerleri ise azalmıştır. Valsli kurutucuda yüksek buhar basıncında ve dönme hızında (4 bar 6 dev/dak) 
gerçekleştirilen kurutma denemesinin diğer denemelere kıyasla daha yüksek enerji verimliliği ve etkin bir 
kuruma performansına sahip olduğu belirlenmiştir. Kurutucu sistemlerde etkin kurutma performansının ve 
yüksek enerji verimliliğinin sağlanabilmesi için; maksimum özgül nem alma hızı (SMER), maksimum nem 
alma hızı (MER) ve minimum özgül enerji tüketimi (SEC) değerlerine sahip olması beklenmektedir. 
Anahtar kelimeler: 2-faz pirina, valsli kurutucu, enerji verimliliği, atık değerlendirme, kalite 
 

THE NECESSITY OF PRE-DRYING 2-PHASE OLIVE POMACE AND THE 
USAGE OF DRUM DRYER 

 

ABSTRACT 

Pre-drying of 2-phase olive pomace was carried out by parametric drying using a drum dryer 
supplying continuous mass production with a short drying time and obtaining the high amount of 
drying sample. Drying experiments of 2-phase pomace were performed at different valse rotational 
speeds (1, 3, and 6 rev/min) and different vapor pressure values (1, 2, 3, and 4 bar) as drum dryer 
process variables. Increasing the vapor pressure and decreasing the valse rotational speed increased 
the titratable acidity, peroxide value, free fatty acid and K232, K270 values of pre-dried 2-phase olive 
pomace whereas decreased the moisture content, water activity and pH value. The effective 
conditions of the drum dryer were determined at high vapor pressure and high valse rotational speed 
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(4 bar and 6 rpm). Maximum specific moisture extraction rate (SMER), moisture extraction rate 
(MER) and minimum specific energy consumption (SEC) values were expected to determine the high 
performance and energy efficient dryer system.  
Keywords: 2-phase olive pomace, Drum dryer, energy efficiency, waste valorization, quality  

  
GİRİŞ 
Akdeniz uygarlıklarının vazgeçilmez parçası olan 
zeytin; Anadolu’nun en eski kültür bitkilerinden 
biridir (Vural vd., 2021). Akdeniz tarzı 
beslenmeye olan ilginin gün geçtikçe artmasıyla 
insanların zeytinyağına olan taleplerinde de artış 
görülmektedir. Bu artış sonucunda zeytinin yağını, 
çekirdeğini ve etini içeren değerli bir atık olan 
pirina miktarının artacağı öngörülmektedir (Kılıç, 
2020; Arslan vd., 2021). Zeytinyağı sürekli üretim 
sistemleri, açığa çıkan atık çeşidine göre; 3-faz ve 
2-faz ekstraksiyon sistemleri olarak isimlendirilir. 
3-faz ekstraksiyon sistemlerinde üç fazlı santrifüj 
sistemleri sayesinde zeytin hamurundan yağ, su ve 
pirina ayrı ayrı elde edilir (Ranalli ve Martinelli, 
1995). Proses suyu kullanılmayan 2 faz 
ekstraksiyon sistemlerinde ise zeytinin tüm meyve 
suyu pirina içinde yer almaktadır. Üç fazlı 
sistemlerde kullanılan suyun çevre kirliliğine yol 
açması sebebiyle; proses suyunun kullanılmadan 
veya zeytinin nem içeriğine bağlı olarak çok az 
kullanılması ile yağ fazının ayrılmasını sağlayan 2 
faz ekstraksiyon sistemi geliştirilmiştir. Ekolojik 
sistemler olarak da adlandırılan bu sistemin gün 
geçtikçe kullanımı yaygınlaşmakta ve önem 
kazanmaktadır (Ranalli ve Martinelli, 1995). 
Zeytinyağı üretim sistemlerindeki ekstraksiyon 
tekniğinin farklılığı, oluşan atık suyun miktarı ve 
kirlilik özelliklerinde ve pirinanın 
kompozisyonunda farklılıklara sebep olmaktadır. 
 
Pirina genellikle hayvan yemi katkı maddesi 
olarak, bahçe bitkilerinin yetiştirilmesinde 
(Dermeche vd., 2013) ve toprağın 
güçlendirilmesinde gübre olarak (Paredes vd., 
2001) ve kükürt içermeyen alternatif yakıt olarak 
kullanılmaktadır (Çelen vd., 2015). Ayrıca, 
pirinadan fermantasyon yoluyla lipaz enzimi, 
hidroliz ile aktif karbon (Lama-Muñoz vd., 2019; 
Borjan vd., 2020) ve biodizel (Hernández vd., 
2014) de elde edilmektedir (Temur ve Temiz, 
2018; Kaya ve Demir 2020, Salık ve Çakmakçı 
2021). Pirinanın direkt olarak doğaya salınımı 
yerine katma değeri yüksek bir yan ürün olarak 
değerlendirilmesi için pirinanın kurutulması 

gerekmektedir. Pirinanın işlenebilirliğini ve 
dayanıklılığını artırmak kurutma işlemiyle 
mümkün kılınabilmektedir. Yüksek tonlarda ürün 
kurutmaya ve seri üretime uygun olması nedeniyle 
pirina kurutma işlemi genellikle döner 
kurutucularda 400 ile 800°C aralığında 
gerçekleştirilir. Bu tip kurutma sistemlerinde sıcak 
kurutma gazı farklı yöntemler ile elde edilmekte; 
son yağı da çekilmiş olan pirinanın ve/veya 
üründen ayrılan çekirdeklerin yakılması ile elde 
edilen sıcak gaz ve kojenerasyon sistemlerindeki 
türbin veya gaz motorlarından elde edilen atık gaz 
kullanılmaktadır (Moral ve Méndez, 2006). 2-fazlı 
pirinanın nem içeriğinin yüksek olması kurutma 
sırasında nemli bölgelerin kalmasına ve ürünün 
düşük ısıl stabilitesinden kaynaklı olarak kurutucu 
duvarlarına yapışmasına neden olmaktadır. Bu 
durum kurutucuda alevlenme riskini de 
beraberinde getirmektedir (Arjona vd., 2005). Bu 
sebeplerden dolayı 2-faz pirina direkt olarak 
kurutuculara beslenememektedir. Sanayide kalıcı 
olmayan çözümlerle 2-faz pirina kurutma 
çalışmaları sürdürülmektedir. 2-faz pirina ile 3-faz 
pirina karıştırılarak; karışım kurutucuya 
beslenmektedir. Bu yöntemde ilk olarak 3-fazlı 
pirina % 20-25 nem içeriğine kadar kurutulur daha 
sonra 2-fazlı pirinayla karıştırılarak nem içeriği % 
50-55 civarına getirilir ve daha sonra kurutucuya 
beslenerek kuruma gerçekleştirilir (Arjona vd., 
2005). Kurutma sıcaklığının çok yüksek olması, 
kurutma işleminde baca gazlarının ısıtıcı ortam 
olarak kullanılması ve pirinanın tekrar tekrar 
kurutma işlemine maruz bırakılmasından dolayı 
elde edilen kuru pirinanın katma değeri 
azalmaktadır. 
 
Torrecilla vd. (2005) 2-faz pirinayı kurutmak için 
akışkan yatak kurutucu kullanmışlardır. 2-faz 
pirinayı direkt olarak kurutma işlemini 
gerçekleştiremeyip, çözümü 70/30 ve 90/10 
yaş/kuru pirina oranlarında karıştırmada 
bulmuşlardır. Bu kurutma işleminde pirinanın 
nem içeriğini %65’den %8’e kadar düşürmeyi 
başarmışlardır. Akışkan yatak kurutucunun hem 
kurutucu maliyetinin yüksek hem de ön işlem 
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gereksinimi olması dezavantajları arasındadır 
(Torrecilla vd., 2005). Arjona vd. (2005) döner tip 
kurutucuda 2-faz pirinayı kurutma işlemini 
gerçekleştirmiştir. 2-faz pirinanın yüksek nemlilik 
ve şeker içeriğinden dolayı işlem süresinin çok 
uzadığını aynı zamanda tam etkin bir kurutmanın 
gerçekleştirilemediğini vurgulamışlardır (Arjona 
vd., 2005). Milczarek vd. (2011); mikrodalga ve 
geleneksel kurutma yöntemlerinin kombine 
çalışmasına olanak sağlayan kurutucu sistem 
kullanmışlar ve kurutma karakteristiğini 
incelemişlerdir. Çalışmada işlem süresinin 
uzunluğuna dikkat çekilmiştir. İnce tabaka halinde 
kurutma gerçekleştirildiğinde 70°C ve altındaki 
sıcaklık uygulamalarında pirinanın büzüşmesinin 
ihmal edilebilir olduğu belirtilmiştir (Milczarek 
vd., 2011). Mevcut kurutucu sistemler ile 3-fazlı 
ekstraksiyon yöntemiyle elde edilen pirinanın 
kurutulması gerçekleştirilmesine karşın; 2-fazlı 
pirinanın ön işlem (3-fazlı pirina ile karıştırmak 
veya santrifüj ile karasuyu ayırmak gibi) 
gereksinimi duymaksızın %8-10 nem içeriğine 
kadar kurutulması etkin bir şekilde 
gerçekleştirilememektedir. Bu çalışmada; 2-faz 
pirinanın ön kurutma işlemi gerçekleştirilerek 3-
fazlı pirinanın etkin kurutulmasını sağlayan 
kurutuculara beslenmeye uygun hale getirilmesi 
amaçlanmaktadır. Seri üretime uygun, kısa 
kurutma süresine sahip ve yüksek miktarda pirina 
kurutabilmeye imkân sağlayan valsli kurutucuda 
kurutma denemeleri gerçekleştirilmiştir. Valsli 
kurutucuda gerçekleştirilen 2-faz pirina kurutma 
denemelerinde buhar basıncı ve vals dönme hızı 
bağımsız değişkenlerinin pirinanın kalitesine ve 
enerji verimliliklerinin üzerine etkisi incelenmiştir. 
 
MATERYAL YÖNTEM 
Materyal 
2- faz pirina Aydın ili çevresinde 2-faz zeytinyağı 
üretimi gerçekleştiren yerel bir firmadan temin 
edilmiştir. 2-faz pirina kurutma işlemine kadar -
25°C sıcaklıkta muhafaza edilmiştir. Depolanan 
pirinalar kurutma denemesinin 1 gün öncesinde 
buzdolabında (4°C) çözündürülerek denemeler 
için uygun sıcaklığa getirilmiştir. 
 
Kurutma Denemeleri 
2-faz pirinanın ön kurutulması çalışmaları valsli 
kurutucuda (drum dryer-vapor, Carter, USA) 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 1). Valsli kurutucu 2 adet 
valsten oluşmakta ve her bir valsin dış çapı 26 cm 
ve genişliği 20 cm’dir. 2 vals arasındaki vals açıklığı 
ön denemeler sonucunda pirinanın çekirdeğine 
zarar vermeyecek şekilde 3 mm olarak belirlenmiş 
ve tüm denemelerde sabit tutulmuştur. Her 
deneme için 2-faz pirinadan 1 kg alınarak valsli 
kurutucuya beslenip kurutma işlemi 
gerçekleştirilmiştir. Valsli kurutucuda bağımsız 
değişkenler buhar basıncı ve vals dönme hızı 
olarak belirlenmiştir. Buhar basıncı değerlerinin 
(1, 2, 3 ve 4 bar) her biri için farklı vals dönme hızı 
değerlerinde (1,3 ve 6 dev/dak) 2-fazlı pirina 
kurutma işlemine tabi tutulmuştur. Her kurutma 
denemesi 2 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir. 
Kurutma prosesleri esnasında, buhar basıncı ve 
tüketimleri (kondenstop çıkışında yoğuşan su 
ölçümü ile), kurutmaya harcanan enerji için de 
başlangıç ve son pirina nem içerikleri, kütle debisi 
ve kurutma zamanı ölçümleri ile belirlenmiştir. 
Enerji ve performans göstergesi analizlerinde bu 
veriler kullanılmıştır. 
 
Analizler 
Pirinaya uygulanan analizler 
Nem içeriği: Yaş ve kurutulmuş pirina örneklerinin 
nem içerikleri vakumlu etüv yöntemi ile 
belirlenmiştir AOAC, (1980). Nem miktarları % 
yaş temel olarak ifade edilmiştir. 
 
Su aktivitesi (aw): Pirinanın su aktivitesi, ±0.001 
hassasiyete sahip su aktivitesi ölçüm probu 
(Testo- AG 400, Germany) kullanılarak 
belirlenmiştir. 
 
pH: pH değerinin elektrometrik olarak dijital pH 
metre (inoLab pH/Cond 720, WTW, Germany) 
ile ölçümü yapılmıştır (Cemeroğlu, 2007). 
 
% Titrasyon asitliği: Yaş ve kuru pirinaların % 
titrasyon asitliği değerleri NaOH çözeltisiyle titre 
edilerek belirlenmiştir. Sonuç % oleik asit 
cinsinden belirtilmiştir (Cemeroğlu, 2007). 
 
Pirinadan Elde Edilen Yağa Uygulanan 
Analizler 
Pirinadan elde edilen yağ analizleri için öncelikle 
pirinadan yağın ekstrakte işlemi soğuk 
ekstraksiyon uygulanarak gerçekleştirilmiştir. 
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Soğuk ekstraksiyon sonucunda elde edilen 
çözgen-yağ karışımları 50°C’de döner 
buharlaştırıcıda (Heidolph, Germany) evapore 

edilmiştir. Elde edilen yağlar analizlere tabii 
tutulmuştur. 

 

 
Şekil 1. Valsli Kurutucu Şematik Gösterimi 

Figure 1. Diagram of Drum Dryer 
 
Peroksit: Yağ elde edildikten sonra peroksit analizi 
için 0.5 gr yağ 3 ml asetik asit/kloroform (3:2 v/v) 
ile çözülmüş ve üzerine 50 μl doygun potasyum 
iyodür çözeltisi ilave edilip, 1 dakika 
karıştırıldıktan sonra 5 dakika oda sıcaklığında ve 
karanlıkta bekletildikten sonra üzerine 3 ml su 
ilave edilmiştir. İndikatör olarak 0.2 ml nişasta (1 
gr/100 ml) eklenip ve mavi renk elde edilerek; 
0.01 N standardize sodyum tiyosülfat çözeltisi ile 
mavi renk kaybolana kadar titrasyon işlemi 
gerçekleştirilmiştir. Peroksit değerinin 
hesaplanabilmesi için kör deneme de yapıldıktan 
sonra hesaplama yapılmıştır (AOAC, 1990). 
 
Serbest yağ asitliği: Yağın ekstrakte edilmesinin 
ardından serbest yağ asitliğinin belirlenebilmesi 
için 1.25 ml saf etanole 1-2 damla yağ ve 50 μl 
fenolftalein ilave edilerek nötralize alkol 
hazırlanmıştır. Bu karışım 60°C su banyosunda 
ısıtılıp ve 0.01 N KOH ile açık-sabit pembe renk 

elde edilinceye kadar titre edilmiştir. Titrasyondan 
sonra 1.41 gr yağ örneği nötralize alkol üzerine 
ilave edilip ve aynı renk elde edilinceye kadar 0.01 
N KOH ile tekrar titre edilmiştir. Sonuç, 
örneğimiz zeytinyağı olduğu için oleik asit 
cinsinden ifade edilmiştir (Göğüş vd., 2009). 
 
UV Işığında özgül soğurma değerleri (K232, K270):0.5 g 
yağ 50 ml’lik balonjojeye 0.0001 duyarlılıkta 
tartıldıktan sonra siklohekzanla 50 ml’ye 
tamamlanıp çalkalanmıştır. 1 cm kalınlığındaki 
kuvartz küvetler kullanarak, siklohekzana karşı 
232 nm ve 270 nm’de absorbans ölçüm yapılmıştır 
(Göğüş vd., 2009). 
 
Kurutma Sistemlerinde Verim Tanımlamaları 
Kurutucu sistemlerin etkinliğinin belirlenebilmesi 
için özgül nem alma hızı, nem alma hızı ve özgül 
enerji tüketimi kriterlerinden yararlanılmıştır. 
 



U. Baysan, M. Koç, A. Güngör, F. Kaymak Ertekin 

 

 

566  
     

 

 

Özgül nem alma hızı (SMER): Kurutucuların enerji 
verimliliği genellikle özgül nem uzaklaştırma 
(SMER: Specific Moisture Extraction Rate) hızı 
ile belirlenmektedir. 1 kg nemli havadan nemi 
çekmek için harcanan enerji miktarı “özgül nem 
çekme oranı (SMER)” olarak tanımlanır. Bu 
büyüklük birim kWh enerji kullanımı için, 
kurutulacak üründen uzaklaştırılan su kütlesini 
gösterir (kgw /kWh). Eşitlik (1) kullanılarak özgül 
nem alma hızı hesaplanmıştır (Hawlader ve 
Jahangeer, 2006). 
 

SMER =
     Üründen Uzaklaştırılan Nem kütlesi    

Enerji Girişi
  (

𝑘𝑔𝑤

𝑘𝑊ℎ
)    

            (1) 
 

Nem alma hızı (MER): Kurutucudan birim 
zamanda uzaklaştırılan nemin kütlesi olarak 
tanımlanır (MER: Moisture Extraction Rate) ve 
Eşitlik (2)’ye göre hesaplanmıştır (Gürlek vd., 
2015). 
 

MER =
     Üründen Uzaklaştırılan Nem                     

Kuruma Süresi
 (

𝑘𝑔𝑤

ℎ
)       

                        (2) 
 

Özgül enerji tüketimi (SEC: Spesific Energy 
Consumption): Özgül enerji tüketimi örneklerin 
kurutulması sırasında, örneklerden birim miktarda 
suyu uzaklaştırmak için gerekli enerji miktarı 
olarak tarif edilerek, kJ/kg olarak ifade edilmiştir 
ve aşağıdaki eşitlikten (Eş.(3)) hesaplanmıştır 
(Sadi vd., 2015). 

 

SEC =
    Sisteme Giren Toplam Enerji                    

Üründen Uzaklaştırılan Suyun Kütlesi  
(

𝑘𝐽

𝑘𝑔
)           

                       (3) 
 
İstatistiksel Analiz 
Bağımsız işlem değişkenleri olarak belirlenen 
buhar basıncı ve vals dönme hızının pirinanın 
kalite özellikleri ve enerji verimliliği üzerine olan 
etkisi Design Expert Ver. 7.0.0 (Stat-Ease, 2005) 
paket program kullanılarak incelenmiştir. 
Oluşturulan modellerin deneysel veriler 
üzerindeki etkisi varyans analizi (ANOVA) ile 
belirlenmiştir. Her bir bağımsız değişkenin tüm 
deneysel veriler için lineer, quadratik ve 
interaksiyon etkileri incelenmiş ve her yanıt için 
regresyon katsayıları bulunmuştur. İstatistiksel 
analizler SPSS, 2006 (15.0 for Windows) paket 
programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Model 
uygunluklarının kontrol edilmesi için de R2 ve adj- 
R2 terimlerinden yararlanılmıştır. 
 
BULGULAR VE TARTIŞMA 
Nem İçeriği 
Başlangıç nem içeriği % 66.4 olan 2-faz pirina 
Çizelge 1’de verilen farklı işlem koşullarında valsli 
kurutucuda kurutulmuştur. Yarı kurutulmuş 2-faz 
pirinaların fiziksel ve kimyasal analiz sonuçları 
Çizelge 1’de ve bu analizlerin ANOVA sonuçları 
da Çizelge 2 de verilmiştir. 

  

Çizelge 1. Valsli kurutucuda yarı kurutulmuş 2-faz pirinanın fiziksel ve kimyasal analiz sonuçları 
Table 1. Results of the physical and chemical analysis of semi-dried 2-phase pomace by drum dryer 

 Pirinada Yapılan Analizler Yağda Yapılan Analizler 

No β1 β2 
Nem 
İçeriği 

(%) 
aw pH 

% 
Titrasyon 
Asitliği 

Peroksit 
Değeri 
(meqO2 
/kg yağ) 

Serb. Yağ 
Asit. 

(% Oleik 
Asit) 

K232 K270 

1 1 1 45.68±0.72 0.964±0.003 5.21±0.01 0.38±0.01 8.40±0.20 0.17±0.01 0.35±0.02 0.19±0.01 
2 1 3 56.21±0.79 0.981±0.003 5.26±0.01 0.36±0.02 7.26±0.73 0.16±0.01 0.30±0.01 0.18±0.01 
3 1 6 59.94±1.16 0.990±0.000 5.30±0.02 0.32±0.01 5.02±0.03 0.13±0.01 0.28±0.01 0.17±0.01 
4 2 1 39.83±0.73 0.945±0.005 5.19±0.03 0.39±0.04 9.15±0.51 0.23±0.01 0.42±0.01 0.22±0.01 
5 2 3 49.12±1.52 0.969±0.003 5.29±0.01 0.38±0.01 7.86±0.34 0.22±0.01 0.39±0.01 0.20±0.01 
6 2 6 56.70±0.30 0.973±0.002 5.32±0.01 0.32±0.01 5.47±0.01 0.20±0.01 0.33±0.01 0.19±0.01 
7 3 1 27.92±0.76 0.930±0.002 5.16±0.02 0.40±0.06 9.81±0.74 0.29±0.01 0.49±0.01 0.25±0.01 
8 3 3 41.54±0.11 0.947±0.002 5.24±0.01 0.38±0.03 8.58±0.10 0.28±0.01 0.40±0.01 0.23±0.01 
9 3 6 52.82±1.10 0.964±0.003 5.25±0.01 0.33±0.03 6.00±0.17 0.24±0.01 0.36±0.01 0.22±0.01 
10 4 1 22.88±1.41 0.877±0.004 5.12±0.01 0.44±0.02 10.73±0.74 0.37±0.01 0.53±0.01 0.33±0.02 
11 4 3 37.35±0.61 0.924±0.004 5.20±0.01 0.40±0.06 9.55±0.44 0.32±0.01 0.48±0.02 0.29±0.02 
12 4 6 45.97±0.52 0.944±0.003 5.22±0.01 0.35±0.07 6.43±0.14 0.29±0.01 0.38±0.02 0.25±0.02 

β1 : Buhar basıncı (bar); β2: Dönme hızı (dev/dak) 
β1 : vapor pressure (bar); β2 :Valse rotational speed (rpm) 
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Çizelge 2. Valsli kurutucuda yarı kurutulmuş 2-fazlı pirinanın fiziksel ve kimyasal analiz sonuçlarına ait 
ANOVA sonuçları 

Table 2. ANOVA results of the physical and chemical analysis results of semi-dried 2-phase pomace by drum dryer 
 P-değerleri 

 Pirinada Yapılan Analizler Yağda Yapılan Analizler 

 
Varyasyon  
Kaynağı 

Nem 
İçeriği 

(%) 

 
aw 

 

 
pH 

% 
Titrasyon 
Asitliği 

 

Peroksit 
Değeri 

(meq O2 
/kg yağ) 

Serbest Yağ 
Asitliği 

(% Oleik 
Asit) 

 
K232 

 
K270 

Model <0.0001 0.0001* 0.0006* <0.0001* <0.0001* <0.0001* <0.0001* <0.0001* 
β1 <0.0001 <0.0001* 0.0007* 0.0002* <0.0001* <0.0001* <0.0001* <0.0001* 
β2 <0.0001 0.0002* 0.0001* <0.0001* <0.0001* 0.0004* <0.0001* 0.0007* 
β1 β2

 0.0139 0.0251* 0.8909 0.0890 0.0041* 0.0491* 0.0120* 0.0135* 
β1

2 0.9874 0.0947 0.0598 0.0496* 0.2011 0.8881 0.1901 0.0298* 
β2

2 0.0060 0.0375* 0.0154* 0.2686 0.0034* 0.6804 0.2400 0.2053 
R2 0.9895 0.9739 0.9552 0.9838 0.9982 0.9896 0.9843 0.9790 
Adj-R2 0.9808 0.9522 0.9179 0.9703 0.9966 0.9808 0.9712 0.9614 

β1 : Buhar basıncı (bar); β2 : Dönme hızı (dev/dak) 
β1 : vapor pressure (bar); β2 :Valse rotational speed (rpm) 
 

*P<0.05 düzeyinde önemli 
*significant at P<0.05 
 

Denemeler sonucunda kurutulmuş pirinanın nem 
içeriği %22.88-59.94 aralığında değişmektedir 
(Çizelge 1). Düşük buhar basıncında ve yüksek 
vals dönme hızında (1 bar, 6 dev/ dak) 
kurutulmuş pirina en yüksek nem içeriğine 
sahipken, yüksek buhar basıncı ve düşük vals 
dönme hızında (4 bar, 1 dev/dak) ise en düşük 
nem içeriğine sahiptir. Kuruma denemelerinde 
ürünün sıcak yüzeyle temas etme süresi valslerin 
dönme hızına bağlı olup, vals dönme hızının 
yükselmesiyle birlikte kurutma işleminin süresi 
azalmaktadır. Bu nedenle valsin dönme hızı 
arttıkça ürünün nem içeriği daha yüksek 
değerlerde kalmaktadır. Buhar basıncı ise 
kurutucu yüzey sıcaklığını artırması nedeniyle 
buhar basıncı artıkça 2-faz pirinanın kuruması 
hızlanmakta ve nem içeriği daha düşük ürün elde 
edilmektedir (Şekil 2). Valsli kurutucuda 
gerçekleştirilen kurutma işlemlerinde; buhar 
basıncı ve vals dönme hızının pirinanın nem 
içeriği üzerine etkisinin istatistiksel olarak önemli 
olduğu ANOVA analizi (Çizelge 2) ile 
belirlenmiştir (P<0.05). 
 
Su Aktivitesi 
Kurutma işleminin birincil amaçlarından biri de 
ürünün su aktivitesi değerini azaltarak 
mikroorganizma gelişimini engellemektir (Seçkin 

ve Taşeri, 2015). 2-faz pirinaların ön kurutma 
işlemi uygulanmasıyla su aktivitesi (aw) 
değerlerinin değişimi büyük önem arz etmektedir. 
Farklı işlem koşullarında valsli kurutucuda 
kurutulmuş 2-faz pirinaların su aktivitesi değerleri 
0.877-0.990 arasında değişim göstermektedir 
(Çizelge 1). Bu aralıktaki değerler 
mikroorganizmaların faaliyetinin durdurulması 
için yeterli değildir. Fakat 2-fazlı pirinaya 
uygulanan kurutma işleminin ön kurutma işlemi 
olduğu göz önünde bulundurulmalıdır. Yarı 
kurutulmuş 2-fazlı pirinanın aw değerleri buhar 
basıncının artmasıyla artış gösterirken; vals dönme 
hızının artmasıyla azalmaktadır (Şekil 2). 
Kurutulmuş pirinanın su aktivitesinin buhar 
basıncı ve vals dönme hızına bağlı olarak değişimi 
nem içeriği ile oldukça benzerdir. ANOVA 
sonuçlarına göre buhar basıncının ve vals dönme 
hızının 2-fazlı pirinanın su aktivitesi değerleri 
üzerine de etkisinin istatistiksel olarak önemli 
olduğu görülmektedir (Çizelge 2, P<0.05). 
 
Titre Edilebilir Asitlik ve pH 
Titre edilebilir asitlik ve pH mikrobiyal gelişmeyi 
ve oluşan son üründeki kimyasal ve fiziksel 
değişmeleri etkileyen önemli faktörlerden biridir 
(Erbay vd., 2010). Valsli kurutucuda yarı 
kurutulmuş 2-fazlı pirina için pH değerleri ile % 
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titrasyon asitliği değerleri paralellik 
göstermektedir. Yüksek buhar basıncında ve 
düşük vals dönme hızında yapılan kurutma işlemi 
sonucunda elde edilen ürün en düşük pH değerine 
(5.12) ve en yüksek % titre edilebilir asitlik 
değerine (% 0.443) sahiptir. En yüksek pH değeri 
(5.30) ve en düşük % asitlik değeri (% 0.322) ise 1 
bar ve 6 dev/dak kurutma uygulamasında 
belirlenmiştir (Çizelge 1). Yarı kurutulmuş 2-fazlı 
pirinanın pH değerleri ve % titrasyon asitliği 
değerlerinin bu koşullar altında dar bir aralıkta 

değişim gösterdiği gözlenmiştir. Kurutma 
işleminde bağımsız değişkenlerden buhar 
basıncının artması ile pH değerinin azaldığı ve % 
titrasyon asitliği değerinin arttığı; vals dönme 
hızının artması ile pH değerinin arttığı ve % 
titrasyon asitliği değerinin azaldığı tespit edilmiştir 
(Şekil 2). İstatistiksel olarak da buhar basıncının ve 
vals dönme hızının hem pH değerleri hem de % 
titrasyon asitliği değerleri üzerine etkisinin 
istatistiksel olarak önemli (P<0.05) olduğu 
bulgulanmıştır (Çizelge 2).  

  

 
Şekil 2. Valsli kurutucuda yarı kurutulmuş 2-faz pirinanın nem içeriği (%), aw, pH, % titrasyon asitliği 

değerlerinin değişiminin 3 boyutlu gösterimi 
Figure 2. 3-D representation of the change in moisture content (%), aw, pH, % titration acidity values of semi-dried 2-

phase pomace in drum dryer 
 

Peroksit 
Peroksit değeri kurutma işlemi sırasında yağın 
oksidasyon derecesini belirlemeyi sağlayan bir 
göstergedir (Sun-Waterhouse vd., 2011). Valsli 
kurutucu işlem değişkenlerinden buhar basıncının 
artması kurutucu yüzey sıcaklığının artmasına 
sebep olmaktadır. Bunun sonucunda yüksek 
kurutucu yüzey sıcaklığı uygulamasıyla yarı 
kurutulmuş 2-fazlı pirinalardan elde edilen 
yağların peroksit değerleri artmaktadır. Genellikle 

ısıl işlemin artmasıyla peroksit değeri artış 
göstermektedir (Zungur vd., 2014). Vals dönme 
hızının yükselmesi ise vals kuruma yüzeyi ile 2-
fazlı pirinanın temas süresinin azalmasını 
sağlayarak yarı kurutulmuş ürünlerin peroksit 
değerlerinin azalmasına neden olmaktadır 
(Çizelge 1 ve Şekil 3). Buhar basıncı ve vals dönme 
hızının peroksit değerleri üzerine istatistiksel 
olarak etkili olduğu bulunmuştur (Çizelge 2, 
P<0.05). Vals dönme hızının ise buhar basıncına 
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göre daha etkin bir parametre olduğu 
belirlenmiştir. 
 

Serbest Yağ Asitliği 
Serbest yağ asidi genellikle yağ bozunmalarının 
göstergesi olarak kabul edilmektedir (Kıvrak vd., 
2016). Genellikle yüksek sıcaklıklarda yağda 
gerçekleşen hidroliz sonucunda trigliseridlerin 
parçalanması ile oluşmaktadır (Bensmira vd., 
2007). Türk Gıda Kodeksi Zeytinyağı ve Prina 
Yağı Numune Alma ve Analiz Metotları 
Tebliği’ne göre (TGK, 2014);  pirina yağının 
serbest asitliğinin (oleik asit cinsinden) % 1’in 
altında olması istenmektedir. Valsli kurutucuda 
kurutulmuş pirinadan elde edilen yağların serbest 
yağ asitliği değerleri % 0.135 ile % 0.373 değerleri 
arasındadır (Çizelge 1). Bu değerin % 1 in altında 
olması tam kuruma işleminin 
gerçekleştirilmemesinin yanı sıra pirinanın kalite 
kayıplarının minimumda tutulduğunu 
göstermektedir. Serbest yağ asitliği değerleri buhar 
basıncının artmasıyla artış göstermekte ve vals 
dönme hızının artmasıyla ise azalış göstermektedir 
(Şekil 3). Buhar basıncının serbest yağ asitliği 
üzerine daha etkin bir parametre olduğu 

belirlenmesine rağmen; istatistiksel olarak her iki 
parametre buhar basıncı ve vals dönme hızının 
serbest yağ asitliği üzerine etkili olduğu 
bulgulanmıştır (Çizelge 2, P<0,05). 
 

K232 ve K270 değerleri 
Yağ örneklerinin K232 ve K270 değerleri, konjuge 
dien ve trien niceliklerinin ve oksidasyon 
seviyelerinin göstergesi olarak kullanılmaktadır 
(Köseoğlu, 2006). 2-faz pirinanın valsli 
kurutucuda gerçekleştirilen ön kurutma işleminde 
yarı kurutulmuş pirinadan elde edilen yağların K232 
değerlerinin 0.281-0.531 ve K270 değerlerinin ise 
0.173-0.288 aralığında oldukları belirlenmiştir 
(Çizelge 1). Buhar basıncının artması ve vals 
dönme hızının azalması ile K232 ve K270 
değerlerinin arttığı bulgulanmıştır (Şekil 3). En az 
süre kurutma yüzeyine maruz kalmış ve en düşük 
buhar basıncında yapılan deneme (1 bar, 6 
dev/dak) sonucunda kurutulan pirinaların K232 ve 
K270 değerleri daha düşüktür. İki bağımsız 
değişkenin de K değerleri üzerine istatistiksel 
olarak etkisi olduğu belirlenmiştir (Çizelge 2, 
P<0.05). 

  

 
Şekil 3. Valsli kurutucuda yarı kurutulmuş 2-faz pirinadan elde edilen yağın peroksit değeri, serbest yağ 

asitliği, K232 ve K270 değerlerinin değişiminin 3 boyutlu gösterimi 
Figure 3. 3-D representation of the change in peroxide value, free fatty acidity, K232 and K270 values of oil obtained from 

semi-dried 2-phase pomace in drum dryer 
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Valsli Kurutucu Sistemin Enerji 
Verimliliğinin İncelenmesi 
Yarı kurutulmuş 2-faz pirinanın valsli kurutucu 
sistem etkinliğinin belirlenmesi için Eşitlik (1), (2) 

ve (3)’te verilen özgül nem alma hızı (SMER), 
nem alma hızı (MER) ve özgül enerji tüketimi 
(SEC) sonuçları Çizelge 3’de ve bu sonuçlara ait 
ANOVA değerlendirmesi Çizelge 4’de verilmiştir.  

  
Çizelge 3.  Valsli kurutucu sistem verimliliği sonuçları 

Table 3. Drum dryer system efficiency results 

 Bağımsız Değişkenler Kurutma Sistemlerinde Verim Tanımlamaları 

No β1 β2 
SMER 

(𝑘𝑔𝑤/𝑘𝑊ℎ) 

MER 

(𝑘𝑔𝑤/ℎ) 

SEC 
(kJ/kg) 

1 1 1 0.102 ±0.001 6.22 ±0.51 9.77 ±0.71 
2 1 3 0.092 ±0.001 6.90 ±0.21 10.90 ±0.12 
3 1 6 0.247 ±0.001 5.94 ±0.18 4.04 ±0.32 
4 2 1 0.079 ±0.002 7.23 ±0.36 12.58 ±0.63 
5 2 3 0.091 ±0.001 10.24 ±0.12 11.00 ±0.67 
6 2 6 0.235 ±0.001 8.43 ±0.09 4.26 ±0.11 
7 3 1 0.073 ±0.001 8.78 ±0.04 13.64 ±0.45 
8 3 3 0.087 ±0.001 12.91 ±0.43 11.48 ±0.77 
9 3 6 0.232 ±0.002 10.97 ±0.29 4.31 ±0.34 
10 4 1 0.062 ±0.001 9.29 ±0.31 16.06 ±0.61 
11 4 3 0.076 ±0.002 14.11 ±0.14 13.09 ±0.58 
12 4 6 0.247 ±0.001 14.56 ±0.16 4.04 ±0.13 

 

Çizelge 4. Valsli kurutucu sistem verimliliği sonuçlarına ait ANOVA analiz sonuçları 
Table 4. ANOVA results of drum dryer system efficiency values 

 Kurutma Sistemlerinde Verim Tanımlamaları 

 
Varyasyon Kaynağı 

SMER 

(𝑘𝑔𝑤/𝑘𝑊ℎ) 

MER 

(𝑘𝑔𝑤/ℎ) 

SEC 
(kJ/kg) 

Model < 0.0001* 0.0002* < 0.0001* 
β1 0.0131* < 0.0001* 0.0013* 
β2 < 0.0001* 0.0053* < 0.0001* 
β1 β2

 0.0218* 0.0086* 0.0017* 
β1

2 0.2180 0.5471 0.7512 
β2

2 < 0.0001* 0.0016* 0.0009* 
R2 0.9966 0.9704 0.9905 
Adj-R2 0.9938 0.9457 0.9826 

β1 : Buhar basıncı (bar); β2 : Dönme hızı (dev/dak) 
β1: vapor pressure (bar); β2 :Valse rotational speed (rpm) 
 

*P<0.05 düzeyinde önemli 
*significant at P<0.05 
 

Toplam endüstriyel enerji tüketiminin % 10-
25’ini, gıdalarda kurutma işlemi sırasında 
harcanan enerji oluşturmaktadır (Eroğlu ve Yıldız, 
2011). Gıdaların kurutulmasının yoğun bir enerji 
tüketimine yol açması; etkin enerji kullanımına 
sahip kurutma süreçlerinin geliştirilmesini 
gerektirmektedir (Chua vd., 2002). Kurutucuların 
performansını tanımlamak ve karşılaştırmak için 
özgül nem alma hızı (SMER), nem alma hızı 
(MER) ve özgül enerji tüketimi (SEC) 

tanımlamaları kullanılmaktadır (Phahom vd., 
2017). Bu çalışmada da belirtilen performans 
göstergeleri hesaplanarak karşılaştırılmıştır. 
SMER değerleri valsli kurutucuda gerçekleştirilen 
kurutma denemelerinde 0.062 ile 0.247 kgw /kWh 
aralığında değişim göstermektedir (Çizelge 3). 
Buhar basıncının artmasıyla SMER değerlerinde 
belirgin bir fark tespit edilmemiştir. Fakat vals 
dönme hızının artmasıyla SMER değerleri artış 
göstermektedir (Şekil 4). Düşük buhar basıncı (1 
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bar) uygulamalarında 3 dev/dak koşullarında 
gerçekleştirilen denemelerin SMER değerlerinin 1 
dev/dak olan denemeden daha düşük olduğu 
belirlenmiştir. Bunun sebebi; sistemde uygulanan 
kuruma süresinin, vals dönme hızına bağlı toplam 
enerji girdisine olan etkisidir. SMER değerinin 
maksimum değerde olması kurutucu sistemin 
performansının artması için istenmektedir. SMER 
değerinin maksimum değere ulaştığı denemeler; 1 
bar, 6 dev/dak ve 4 bar, 6 dev/dak koşullarında 
olmuştur. Sonuçlara göre SMER değerleri 
açısından buhar basıncına kıyasla vals dönme 
hızının daha etkin bir parametre olduğu tespit 
edilmiştir (Çizelge 4, P<0.05). Valsli kurutucuda 
2-faz pirinanın ön kurutulması denemelerinde 
nem alma hızı (MER) değerlerinin 5.94 ile 14.56 
kgw /h değerleri arasında olduğu tespit edilmiştir 
(Çizelge 3). MER değerinin en düşük olduğu 
nokta 1 bar, 6 dev/dak koşullarında 
gerçekleştirilen kurutma denemesi ve en yüksek 
olduğu nokta ise 4 bar, 6 dev/dak koşulundaki 
denemedir. Buhar basıncının artmasıyla kurutma 
MER değerleri artış göstermektedir. Yüksek 
buhar basıncı (4 bar) hariç diğer buhar basıncı 
uygulamalarında vals dönme hızı 3 dev/dak 
koşuluna kadar MER değerleri artış gösterirken; 3 
dev/dak koşulundan 6 dev/dak koşuluna kadar 
ise düşüş göstermektedir. 4 bar’da gerçekleştirilen 

denemelerde ise kuruma sürelerindeki farklılıklar 
yüksek enerji girdisiyle birlikte; vals dönme hızının 
artmasıyla MER değerinin artmasına yol açmıştır 
(Şekil 4). Yüksek kurutucu performansı için MER 
değerinin maksimum değerde olması 
istenmektedir ve bu koşullar altında 4 bar 6 
dev/dak denemesi maksimum değere sahiptir. 
Ayrıca valsli kurutucu bağımsız değişkenlerinden 
buhar basıncı ve vals dönme hızının MER 
değerleri üzerine istatistiksel olarak da etkisinin 
önemli düzeyde olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4, 
p<0.05). Özgül enerji tüketimi (SEC) değerlerinin 
ise minimum değeri (4.04 kJ/kg) 1 bar, 6 dev/dak 
ve 4 bar 6 dev/dak koşullarındaki kurutma 
denemelerinde ortaya çıkarken, maksimum SEC 
değerine (16.06 kJ/kg) ise 4 bar, 1 dev/dak 
koşulundaki kurutma denemelerinde ulaşılmıştır 
(Çizelge 3). Yüksek enerji verimiyle valsli 
kurutucuda kurutma işleminin gerçekleştirilmesi 
için SEC değerinin minimum olması 
beklenmektedir. Şekil 4’de görüldüğü üzere 
bağımsız işlem değişkenlerinden buhar basıncının 
artmasıyla SEC değerinde artış; vals dönme 
hızının artması ise SEC değerinde bir azalışa 
sebep olmaktadır. Valsli kurutucu bağımsız işlem 
değişkenlerinin SEC değerleri üzerine etkisinin de 
istatistiksel olarak önemli olduğu görülmüştür 
(Çizelge 4, P<0.05). 

  

 
Şekil 4. Valsli kurutucuda 2-faz pirinanın ön kurutulması aşamasında SMER, MER, SEC değerlerinin 

değişiminin 3 boyutlu gösterimi 
Figure 4. 3D representation of the change of SMER, MER, SEC values during the pre-drying phase of 2-phase pomace 

in drum dryer 
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SONUÇ 
Bu çalışmada, Valsli kurutucu bağımsız 
değişkenlerinden buhar basıncı ve vals dönme 
hızının pirinanın kalitesi ve enerji verimliliği 
üzerine etkisi incelenmiştir. Yarı kurutulmuş 
pirinanın fiziksel ve kimyasal kalitesini belirlemek 
için yapılan; % titrasyon asitliği, peroksit değeri, 
serbest yağ asitliği ve UV ışığında özgül soğurma 
değerleri (K232, K270) buhar basıncının 
artmasıyla artmakta; vals dönme hızının 
arttırılması ile azalmaktadır.  Yarı kurutulmuş 
ürünün nem içeriği, su aktivitesi ve pH değerleri 
ise buhar basıncının artmasıyla azalış; vals dönme 
hızının artması ile de artış eğilimindedir. Yüksek 
buhar basıncı ve düşük vals dönme hızı 
uygulamasının pirinada kalite kayıplarına yol açtığı 
belirlenmiştir. Valsli kurutucunun yüksek kurutma 
performansı ve enerji verimliliğini sağlayabilmesi 
için maksimum değerlere ulaşması istenen SMER 
ve MER değerleri ile minimum SEC değerlerinin 
deneme planına göre; yüksek barda ve yüksek 
devirde (4 bar, 6 devir/ dakika) gerçekleştiği tespit 
edilmiştir.  
 
Bu çalışma ışığında; 2-faz pirinanın ön kurutma 
işleminde valsli kurutucunun etkin bir şekilde 
kullanabilir olduğu görülmektedir. Pirina 
kurutmak için kullanılan hali hazırdaki kurutucu 
sistemlerde 2-faz pirina yüksek şeker ve nem 
içeriğinden dolayı direkt olarak 
kurutulamamaktadır. 2-faz pirinanın kurutma 
sorunlarını ortadan kaldırmak için ön kurutma 
işleminin uygulanması büyük önem arz 
etmektedir. Gıda kurutma çalışmalarında da 
gıdaların kalitesinin incelenmesinin yanı sıra 
kurutucu sistemlerin enerji verimliliklerinin 
incelenmesinin gerekliliği de bu çalışma ile ortaya 
konmuştur. 2-fazlı pirinanın değerlendirilmesinde 
ön kurutma işleminin etkin bir şekilde sağlanması 
ile birlikte ön kurutulmuş pirinanın; hayvan yemi 
katkı maddesi, bahçe bitkilerinin yetiştirilmesi, 
toprağın güçlendirilmesinde gübre gibi alanlarda 
kullanımının araştırılması ve yaygınlaştırılması 
büyük önem taşımaktadır. 
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ÖZ 
Çanakkale semt pazarlarında satılan 96 adet yeşil sebze örneğinde beta-laktam dirençli Enterobacterales 
suşlarının varlığı araştırılmıştır. Gövde, yaprak kısımlarından alınan örneklerden Violet Red Bile Glucose 
(VRBG) Agara ekilmiştir. Enterobacterales yükleri <1 log KOB/g ile 6.11 log KOB/g arasında tespit edilmiştir. 
Kromojenik GSBL Agar ve 2 mg/ml meropenem içeren EMB Agarda üreyen 129 adet izolat MALDI-TOF 
MS yöntemine göre Serratia liquefaciens (n=35), Serratia plymuthica (n=31),  Klebsiella oxytoca (n=25), Klebsiella 
pneumonia (n=6), Raoultella ornithinolytica (n=14), Raoultella terrigena (n=3),  Enterobacter cloacae (n=11), Enterobacter 
ludwigii (n=4), Enterobacter asburiae (n=1), Lelliottia amnigena (n=16), Escherichia coli (n=2), Escherichia hermannii 
(n=1),  Leclercia adecarboxylata (n=3), Pantoea agglomerans (n=3), Kluyvera intermedia (n=2),  Kosakonia cowanii (n=1) 
ve Hafnia alvei (n=1) olarak tanımlanmıştır. Disk difüzyon yöntemine göre izolatların %11.62’sinin (n=15) 
Genişlemiş Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL), %4.65’inin (n=6) karbapenemaz pozitif olduğu 
belirlenmiştir. Yeşil sebzelerde GSBL ve karbapenem dirençli izolatların varlığı ısıl işlem görmeden tüketilen 
bu gıdalardaki halk sağlığı riskini ortaya koymaktadır. 
Anahtar kelimeler: Enterobacterales, GSBL, karbapenemaz, antimikrobiyal direnç 
 

INVESTIGATION OF EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASE AND 
CARBAPENEMASE PRODUCING ENTEROBACTERALES STRAINS IN 

GREEN VEGETABLES 
 

ABSTRACT 

The presence of beta-lactam resistant Enterobacterales strains was investigated in 96 green vegetable 
samples sold in Çanakkale neighborhood markets. Samples taken from stem and leaf parts were 
inoculated in Violet Red Bile Glucose (VRBG) Agar. Enterobacterales loads were determined 
between <1 log CFU/g and 6.11 log CFU/g. One hundred twenty-nine isolates grown on EMB Agar 
containing 2 mg/ml meropenem and chromogenic ESBL Agar were identified as, Serratia liquefaciens 
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(n=35), Serratia plymuthica (n=31), Klebsiella oxytoca (n=25), Klebsiella pneumonia (n=6), Raoultella 
ornithinolytica (n=14), Raoultella terrigena (n=3), Enterobacter cloacae (n=11), Enterobacter ludwigii (n=4), 
Enterobacter asburiae (n=1), Lelliottia amnigena (n=16), Escherichia coli (n=2), Escherichia hermannii (n=1), 
Leclercia adecarboxylata (n=3), Pantoea agglomerans (n=3), Kluyvera intermedia (n=2), Kosakonia cowanii (n=1) 
and Hafnia alvei (n=1) with MALDI-TOF MS method. According to the disk diffusion method, 
11.62% (n=15) of the isolates were found to be Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) and 
4.65% (n=6) carbapenemase positive. ESBL and carbapenem-resistant isolates in green vegetables 
reveal the public health risk in these foods consumed without heat treatment. 
Keywords: Enterobacterales, ESBL, carbapenemase, antimicrobial resistance  
 
GİRİŞ 
Gram negatif bakterilerin neden olduğu 
hastalıkların tedavisinde kullanılan en geniş 
antibiyotik grubu beta-laktamlardır. Bu 
antibiyotiklerin gittikçe artan kullanımı, 
bakterilerin direnç geliştirmesine ve bu 
antibiyotiklerin etkilerinin azalmasına neden 
olmuştur. Beta-laktam antibiyotiklere karşı direnç 
mekanizmasının temeli, beta-laktamaz 
enzimleridir (Poirel vd., 1999). Genişlemiş 
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Gram negatif 
bakterilerde sefalosporinlere dirençte öne çıkan 
bir mekanizma olmuş ve klinikte önemli bir sorun 
haline gelmiştir. GSBL’ler içerisinde en önemli 
grup CTX-M enzimleridir. Bu grubu, SHV ve 
TEM-türevi GSBL’ler izlemektedir. Beta-
laktamaz genleri bakteri kromozomunda veya 
plazmid, transpozon ve integron gibi hareketli 
genetik elemanlarda bulunabilmektedir. (Canton 
vd., 2008). Enterobacteriaceae türleri arasında GSBL 
üretiminin hızı tüm dünyada hızla artmaktadır. 
GSBL direnci taşıyan türlerin başında Klebsiella 
pneumonia ve Escherichia coli gelmektedir. 
 
Karbapenemler beta-laktam sınıfı içerisinde en 
geniş spektruma sahip, hızlı bakterisidal etki 
gösteren antibiyotiklerdir (Budak vd., 2012). 
Karbapenemleri hidrolize eden karbapenemazlar, 
nerdeyse tüm beta-laktamları hidrolize edebilen 
en güçlü beta-laktamazlar olup bu enzimin 
Enterobacteriaceae ailesi üyeleri arasında dünya 
çapındaki artışı endişe yaratmaktadır. 
Karbapenemaz üretimi en sık K. pneumoniae’de 
görülmekle birlikte Enterobacter cloacae, E. coli, ve 
diğer Enterobacterales üyelerinde de 
saptanabilmektedir (Nordmann ve Poirel, 2002). 
 
Taze sebzeler tarladan sofraya kadar pek çok 
noktada mikroorganizmalar ile temas etmektedir 
(Taormina ve Beuchat, 1999). Sebzelerin 

kontaminasyonu yetiştirme, hasat, ayırma ve 
dağıtma sırasında meydana gelebilmektedir. 
Enterobacterales türleri içerisinde insan ve 
hayvanların bağırsaklarında doğal konak olarak 
ifade edilen bazı türler de mevcuttur. Bu 
bakterilerin atıksu yoluyla ve fekal kontaminasyon 
sonucu yayılabileceğini bildirilmiştir (Bain vd., 
2014). Sulama suyu taze sebzelerin bakteriyel 
kontaminasyonunda ana etken olarak 
belirlenmiştir. Taze sebzelerin içerdiği besin 
öğelerinden daha fazla yararlanmak için genellikle 
çiğ tüketilmeleri birçok mikroorganizmanın da 
sindirim sistemine girişine olanak sağlamaktadır 
(Franz vd., 2008; Van Hoek vd., 2015). 
 
Günümüzde gıda kaynaklı mikroorganizmalar 
aracılığı ile antibiyotik direnç yayılımı ciddi bir 
halk sağlığı riski oluşturmaktadır. Yapılan 
çalışmaların birçoğu hayvansal gıdalardan izole 
edilen mikroorganizmalar ile ilgili olsa da çiğ 
tüketilen sebze ve meyvelerin de bu konuda risk 
teşkil ettiği bildirilmektedir (Ayhan vd., 2020; Kısa 
ve Tuncer, 2021). Antibiyotiklerin hayvanlara 
profilaktik, kemoteröpatik ve büyümeyi teşvik gibi 
amaçlar için kullanıldığı bilinmektedir (Demirer 
ve Özdemir 2021). Gübre olarak hayvan 
dışkılarının kullanılıyor olması da antibiyotik 
dirençli bakterilerin ve antibiyotik kalıntılarının 
sebze ve meyvelere geçmesine neden 
olabilmektedir (Tien vd., 2017; Hudson vd., 
2017). Özellikle taze tüketilen yeşil sebzelerde 
antibiyotik dirençli bakterilerin varlığı halk sağlığı 
açısından önem taşımaktadır (Wadamori vd., 
2017; de Oliveira Elias vd; 2018; Saksena vd., 
2020). 
 
Çiğ tüketilen sebzelerde GSBL ve Karbapenem 
dirençli bakteri prevalansı ile ilgili çalışmalara 
rastlanmakla birlikte, ülkemiz verilerinin bu 
konuda kısıtlı kaldığı görülmektedir. Antibiyotik 
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dirençli bakterilerin yayılımının izlenmesine katkı 
sağlayacağı düşünülen bu çalışmada; Çanakkale’de 
tüketilen yeşil sebzelerdeki Enterobacterales 
türlerinin ve beta-laktam antibiyotiklere dirençlilik 
durumlarının belirlenmesi amaçlanmıştır.  
 
MATERYAL VE YÖNTEM 
Çanakkale merkez ve bazı ilçelerinde kurulan semt 
pazarlarından temin edilen dereotu (n=10), marul 
(n=10), roka (n=15), maydanoz (n=13), yeşil 
soğan (n=8), ıspanak (n=8), brokoli (n=8), pırasa 
(n=6), nane (n=5), semizotu (n=7), tere (n=4) ve 
kuzukulağından (n=2) oluşan toplam 96 adet 
sebze örneği incelemeye alınmıştır. 
 
Sebzelerde Enterobacterales yükünün 
saptanması                                                 
Gövde ve yaprak kısımlarından alınan 25 gram 
örnek 225 mL tamponlanmış peptonlu su ile 2 
dakika stomacher cihazında homojenize 
edilmiştir. Homojenizattan Maksimum Recovery 
Broth (MRB) kullanılarak seri dilüsyonlar 
hazırlanmıştır. Yayma plak yöntemine göre Violet 
Red Bile Glucose Agar (VRBG, Merck) 
besiyerlerine aktarılarak ekim yapılmıştır. Petriler 
37°C’de 24-48 saat inkübasyona bırakıldıktan 
sonra 30-300 arasında üreme gösteren petriler 
dikkate alınarak muhtemel Enterobacterales 
türlerine ait bakterilerin sayıları saptanmıştır 
(Ünlütürk ve Turantaş, 2015). 
 
İzolatların tanımlaması  
Yeşil sebze örneklerinden izole edilen izolatlara 
gram boyama, oksidaz, katalaz, IMVIC (İndol, 
Metil red, Voges proskauer, Sitrat), Triple Sugar 
Iron Agarda (TSI) karbonhidrat fermantasyonu 
ve H₂S testleri uygulanmıştır. İzolatlar %20 lik 
gliserollü buyyon içerinde -20 oC saklanmıştır. 
Aynı izolatlar MALDI-TOF MS (Bruker 
Microflex LT, Almanya) ile Halk Sağlığı Genel 
Müdürlüğü Ulusal Moleküler Mikrobiyoloji 
Referans Laboratuvarında tanımlanmıştır. 
Tanımlamada Flex Control 3.0 yazılımı 
kullanılmıştır. Örneklerin hazırlanmasında direkt 
transfer metodu kullanılmıştır. 24-48 saatlik 
inkübasyon sonunda tek koloniden küçük bir 
miktar kürdan ile plakaya sürülmüş ve üzerine 1 µl 
matriks (50% asetonitril varlığında 12.5 mg/ml α-
cyano-4-hydroxycinnamic asit ve %2.5 

trifloraasetik asit karışımı) solüsyonu eklenmiştir. 
Sistemle çalışırken, lineer pozitif iyon modunda 
2000-20.000 Da kütle aralığında, mikroorganizma 
tanımlama için optimize edilmiş uygun yöntem ile 
çift ölçümler gerçekleştirilmiştir. İyon kaynağı 
olarak 340 nm’de 60 Hz nitrojen lazer 
kullanılmıştır. Spektrumları elde etmek için her 
örneğin ölçümünde toplamda 240 olacak şekilde 
40’arlı paketten oluşan lazer darbeleri 
uygulanmıştır (Cheng vd. 2016., Encu vd. 2022., 
Fırıncıoğulları vd. 2022).  
 
GSBL tarama testi 
Enterobacterales izolatları ESBL kromojenik 
besiyerinde (Hichrome, İngiltere) ve 2mg/ml 
meropenem içeren Eosin Metilen Blue Agar 
(EMB, Merck, Almanya) besiyerine çizilerek 
muhtemel Genişlemiş Spektrumlu Beta-Laktamaz 
ve karbapenemaz üretici olanlar belirlenmiştir.  
 
Antibiyotik duyarlılık testi Kirby-Bauer disk 
difüzyon testi ile yapılmıştır. Nutrient Agar 
besiyerine (Merck, Almanya) tek düşürme 
tekniğine göre ekim yapılan kültürler 37°C de 18-
24 saat inkübe edilmiştir. İzolatların disk difüzyon 
yöntemi ile sefotaksim (5 µg) ve seftazidim (10 µg) 
antibiyotiklerine karşı duyarlılıkları Avrupa 
Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri Komitesi 
(EUCAST, 2022) önerileri doğrultusunda analiz 
edilmiştir. İnhibisyon zon çapı sefotaksim için 
21mm, seftazidim için 22 mm’den küçük olması 
durumunda fenotipik doğrulama testi yapılmıştır. 
Kontrol suşları olarak E. coli ATCC 25922, K. 
pneumoniae ATCC 700603 kullanılmıştır (Türkiye 
Halk Sağlığı Kurumu, Mikrobiyoloji Referans 
Laboratuvarından temin edilmiştir). 
 

GSBL doğrulaması için kombine disk difüzyon 
testi ve çift disk sinerji testi uygulanmıştır. 
Sefotaksim ve seftazidim disklerinden birine veya 
her ikisine birden dirençli olan bakterilerin 
sefotaksim/klavulanik asit, seftazidim/klavulanik 
ve sefepim/klavulanik asit disklerine karşı 
duyarlılıkları incelenmiştir (EUCAST, 2022).  
 
Karbapenemaz tarama testi 
İzolatların disk difüzyon yöntemi ile meropenem 
(10 µg), ertapenem (10µg) antibiyotiklerine karşı 
duyarlılıklarına bakılmıştır. İnhibisyon zon çapı 
meropenem için 22 mm, ertapenem için 25 
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mm’den küçük olması dirençli olarak 
değerlendirilmiş ve fenotipik doğrulama testi 
yapılmıştır (EUCAST. 2022). Kontrol suşları 
olarak E. coli ATCC 25922 (karbapenem negatif) 
ve K. pneumoniae ATCC BAA-1705 (Karbapenem 
pozitif) kullanılmıştır (Türkiye Halk Sağlığı 
Kurumu, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarı). 
 
Karbapenemaz doğrulama testi  
Karbapenemaz (KPC) varlığının 
doğrulanmasında EUCAST 2022 kriterlerine göre 
kombine disk yöntemi kullanılmıştır. Disk 
difüzyon yöntemiyle azalmış zon çapı gösteren 
izolatlara PBA (Sigma) ve APBA (Sigma) 
kullanılarak kombine diskler hazırlanmış ve KPC 
varlığı araştırılmıştır. Meropenem 10 µg, 
meropenem+APBA ve meropenem+PBA ile 
disk difüzyon testi yapılmıştır (Giske vd. 2011; 
Coudron vd., 2005). KPC pozitif kontrol suşu 
olarak K. pneumoniae ATCC BAA-1705, KPC 
negatif kontrol suşu olarak da E. coli ATCC 25922 
kullanılmıştır. 
 
İstatistiksel analizler 
Sebzelerde tespit edilen Enterobacterales yükü 
verilerinin tanımlayıcı istatistikleri (Minimum, 
Maksimum ortalama ve standart sapma 
değerlerinin hesaplanması), Minitab programı 
2017 sürümü ile belirlenmiştir 
 
 SONUÇ VE TARTIŞMA 
Yeşil sebze örneklerinden izole edilen Gram 
negatif basil, oksidaz negatif, katalaz pozitif 
izolatlar önce fenotipik testlerle ardından 
MALDI-TOF MS yöntemine göre 
tanımlanmıştır. İncelemeye alınan sebze 
örneklerinin Enterobacterales yükleri <1 log 
KOB/g ile 6.11 log KOB/g arasında tespit 
edilmiştir. En yüksek Enterobacterales yükünün 
dereotunda olduğu belirlenmiş (6.11 log KOB/g), 
onu roka ile maydanoz (5.98 log KOB/g) 
izlemiştir (Çizelge 1). 
 
VRBG Agarda izole edildikten sonra saflaştırılan, 
2mg/ml meropenem içeren EMB ve Kromojenik 
ESBL Agarda üreyen toplam 129 adet izolat 
incelemeye alınmıştır. Bu izolatlar sebze türlerine 
göre sırasıyla; maydanozdan 33, rokadan 32, 
maruldan 27, ıspanaktan 14, yeşil soğandan 8, 

semiz otundan 4, brokoli ve naneden 3, pırasadan 
2, tere, kuzukulağı ve dereotundan 1’er izolat 
olmak üzere dağılım göstermiştir. Sebzelerden 
izole edilen Enterobacterales üyesi bakterilerin 
dağılımı Çizelge 2’de gösterilmiştir.  
 
Elde edilen 129 izolat MALDI-TOF MS 
yöntemine göre; Serratia liquefaciens (n=35), Serratia 
plymuthica (n=31),  Klebsiella oxytoca (n=25), 
Klebsiella pneumonia (n=6), Raoultella ornithinolytica 
(n=14), Raoultella terrigena (n=3),  Enterobacter cloacae 
(n=11), Enterobacter ludwigii (n=4), Enterobacter 
asburiae (n=1), Lelliottia amnigena (n=16),   
Escherichia coli (n=2), Escherichia hermannii (n=1),  
Leclercia adecarboxylata (n=3), Pantoea agglomerans 
(n=3), Kluyvera intermedia (n=2),  Kosakonia cowanii 
(n=1) ve Hafnia alvei (n=1) olarak tanımlanmıştır. 
MALDI-TOF MS yöntemine göre Enterobacterales 
türlerinin dağılımı ve skor aralıkları Çizelge 3’te 
gösterilmiştir.  
 
Sebzelerden izole edilen 129 izolattan 13’ünün 
sefotaksime, 71’inin seftazidime, 7 adet izolatın 
meropeneme dirençli ve 42 adet izolatın 
ertapeneme dirençli olduğu belirlenmiştir. Dört 
çeşit antibiyotiğe (CTX, SFZ, MRP, ERT) aynı 
anda direnç gösteren izolat sayısının ise 5 adet 
olduğu belirlenmiştir. İncelen 55 adet izolatın 
hiçbir antibiyotiğe direnç göstermediği ve 74 adet 
izolatın en az bir antibiyotiğe direnç gösterdiği 
tespit edilmiştir. Buna göre, elde edilen 
izolatlardan 15 adedi (% 11.62) GSBL pozitif 
bulunurken 6 adedi (% 4.65) karbapenemaz 
pozitif bulunmuştur. GSBL fenotipik doğrulama 
testleri sonuçlarına göre farklı sebzelerden elde 
edilen Klebsiella oxytoca (n=5), Klebsiella pneumoniae 
(n=2), Enterobacter ludwigii (n=2), Enterobacter cloacae 
(n=1), Raoultella terrigena  (n=2),  Raoultella 
ornithinolytica (n=1), Hafnia alvei (n=1) ve Pantoea 
agglomerans (n=1)  üzere toplam 15 (% 11.6) 
izolatın GSBL üreticisi olduğu fenotipik 
doğrulama testi ile doğrulanmıştır. Sebzelerden 
izole edilen GSBL pozitif Enterobacterales türleri 
Çizelge 4’te verilmiştir. Karbapenemaz doğrulama 
testi sonuçlarına göre 2 adet Enterobacter spp., 1 
adet Klebiella spp. ile 1 adet Pantoea spp.’nin 
MBL+KPC üreticisi, 2 adet Enterobacter spp.’nin 
KPC üreticisi olduğu belirlenmiştir (Çizelge 5). 
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Çizelge 1. Sebze örneklerinin Enterobacterales yükleri. 
Table 1. Enterobacterales counts of the vegetable samples. 

Sebze örnekleri (n) 
Vegetable samples (n) 

Enterobacterales yükü 
log kob/g 

Number of Enterobacterales 
log kob/g 

Minimum 
Minimum 

 

Ortalama ± standart 
sapma 

Mean ± standard 
deviation 

Maksimum 
Maximum 

Dereotu 
Dill (10) 

<1 2.84±2.60 6.11 

Marul 
Lettuce (10) 

<1 3.90± 2,19 5.93 

Roka 
Rocket (15) 

<1 4.71±1.40 5.98 

Maydanoz 
Parsley (13) 

2.78 4.85±0.99 5.98 

Yeşil soğan 
Scallion (8) 

<1 3.97±2.47 5.82 

Ispanak 
Spinach (8) 

4.59 5.06±0.33 5.43 

Brokoli 
Broccoli (8) 

<1 0.50±1.40 3.94 

Pırasa 
Leek (6) 

<1 3.16±2.46 5.08 

Nane 
Mint (5) 

<1 1.97±2.70 5.04 

Semizotu 
Purslane (7) 

<1 2.30±2.30 5.18 

Tere 
Cress (4) 

<1 1.79±2.07 3.66 

Kuzukulağı 
Sorrel (2) 

3.32 3.95±0.89 4.58 
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Çizelge 2. Sebze türlerine göre Enterobacterales üyesi bakterilerin dağılımı. 
Table 2. Distribution of Enterobacterales member bacteria by vegetable species 
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Maydonoz 
Parsley (13) 

14 4 6 - 3 2 - 2 2 - - 33 

Roka  
Rocket (15) 

8 11 6 3 1 1 - - - 1 1 32 

Marul  
Lettuce (10)            

10 3 - 3 11 - - - - - - 27 

Ispanak 
Spinach (8) 

- 4 2 4 - - 3 1 - - - 14 

Yeşil soğan 
Scallion (8) 

- 4 2 2 - - - - - - - 8 

Semizotu 
Purslane (7) 

- - - 4 - - - - - - - 4 

Brokoli 
Broccoli (8) 

1 1 1 - - - - - - - - 3 

Nane  
Mint  (5) 

- 2 - - 1 - - - - - - 3 

Pırasa  
Leek  (6) 

- 2 - - - - - - - - - 2 
 

Tere  
Cress  (4) 

1 - - - - - - - - - - 1 
 

Kuzukulağı 
Sorrel   (2) 

1 - - - - - - - - - - 1 

Dereotu            
Dill   (10) 

1 - - - - - - - - - - 1 

Toplam 
Total (96) 

36 31 17 16 16 3 3 3 2 1 1 129 
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Çizelge 3. Enterobacterales türlerinin MALDI -TOF skor aralıkları. 
Table 3. MALDI-TOF score ranges of Enterobacterales species 

Bakteri  
Bacterium 

İzolat sayısı 
(n) 

Number of isolates(n) 
 

Skor Değeri 
(Min- Maks) 
Score Value 
(Min-Max) 

Serratia liquefaciens 35 1.692 - 2.369 
Serratia plymuthica 1 2.16 
Klebsiella oxytoca 25 1.552 - 2.325 
Klebsiella pneumoniae 6 1.702 - 2.265 
Raoultella ornithinolytica 14 1.778 - 2.364 
Raoultella terrigena 3 1.853 - 2.111 
Enterobacter cloacae 11 1.678 - 2.287 
Enterobacter ludwigii 4 1.784 - 2.205 
Enterobacter asburiae 1 2 
Lelliottia amnigena 16 1.99 - 2.478 
Escherichia coli 2 2.247 - 2.327 
Escherichia hermannii 1 2.067 
Leclercia adecarboxylata 3 2.076 - 2.407 
Pantoea agglomerans 3 1.935 - 2.123 
Kluyvera intermedia 2 2.122 - 2.282 
Hafnia alvei 1 1.648 
Kosakonia cowanii 1 1.804 
Toplam 
Total 

129 1.552 -2.478 

 
Çizelge 4. Sebzelerden izole edilen GSBL pozitif Enterobacterales türleri. 

Table 4. ESBL positive Enterobacterales strains isolated from vegetables 
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Marul 
Lettuce 

1 (6.6) - - - - - - - 1 (6.6) 

Roka 
Rocket 

- 3 (20) 2 (13.3) - 2 (13.3) - 1 (6.6) - 8(53.3) 

Maydonoz 
Parsley 

- - - - - 1 (6.6) - 1 (6.6) 2 (13.3) 

Ispanak 
Spinach 

1 (6.6) - - 1 (6.6) - - - - 2 (13.3) 

Nane 
Mint 

- 2 (13.3) - - - - - - 2 (13.3) 

Toplam 
Total 

2(13.3) 5(33.3) 2 (13.3) 1 (6.6) 2(13.3) 1 (6.6) 1 (6.6) 1 (6.6) 15(100) 

GSBL: Genişlemiş Spektrumlu Beta-Laktamaz 
ESBL: Extended Spectrum Beta-Lactamase 
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Çizelge 5. Sebzelerden izole edilen karbapenemaz pozitif Enterobacterales türleri. 
Table 5. Carbapenemase positive Enterobacterales strains isolated from vegetables. 

 
Tarımda kullanılan hayvan gübreleri gıda kaynaklı 
patojenler için önemli bir risk faktörüdür. Yapılan 
çalışmalar bağırsak kaynaklı insan ve hayvan 
patojenlerinin gübrede ve gübre ile karıştırılmış 
toprakta uzun süre canlı kalabildiğini 
göstermektedir (Jiang ve Shepherd, 2009; 
Szctzech vd., 2018). Sebzeler sulama suyuna 
karışan gübre, kanalizayon vb. kirlilik 
kaynaklarıyla doğrudan temas yolu ile kontamine 
olmabilmektedir. İspanya’da, sebzelerde 
Enterobacterales taraması yapılan bir çalışmada E. 
coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, S.  marcescens, S. 
rubidaea, E. cloacae, Kluyvera ascorbata, E. aerogenes, E. 
cancerogenus, E.  gergoviae, E. sakazakii, ve A. 
baumannii suşlarına rastlanmıştır (Rico ve vd., 
2013). Kuzey Afrika’da yapılan bir çalışmada 97 
adet meyve ve sebze örneğinden 108 adet gram 
negatif bakteri izole edilmiştir. Bu izolatlar 
MALDI-TOF MS ile tanımlandığında 44’ünün 
(%40.74) Enterobacteriaceae familyasına ait 
olduğu tespit edilmiştir (Mesbah Zekar vd., 2017).  
 
Usui vd. (2019) tarafından yapılan bir çalışmada 
130 sebzeden 681 bakteri izole edilmiştir. Baskın 
tür olarak 587 adet (%86) Pseudomonas spp. 
tanımlanmıştır. Geriye kalan türlerin ise 
Acinetobacter (n=14) Rahnella (n=11), Enterobacter 
(n=4), Stenotrophomonas (n=4), Ochrobactrum (n=2), 
Pantoea (n=1) ile Serratia (n=1) cinslerine ait 
olduğu tespit edilmiştir. Bizim yapmış olduğumuz 
çalışmada ise en fazla rastlanan bakteri Serratia 

spp. (n=36) ardından Klebsiella spp. (n=31) 
olmuştur.  
Nousiainen vd., (2016) tarafından satılan taze 
yapraklı sebzelerin mikrobiyolojik kalitesinin 
araştırıldığı bir çalışmada, marul ve ıspanaktan 
alınan toplam 100 örnekte toplam canlı sayısının 
ortalama 8.6 log KOB/g, koliform bakteri 
sayısının ise 6.3 log KOB/g olduğu belirlenmiş, 
örneklerin %15’inde E. coli tespit edilmiştir. 
Yapmış olduğumuz çalışmada marul ve 
ıspanaktan almış olduğumuz toplam 18 örnekte 
toplam Enterobacterales yükü ortalama olarak 
marulda 3.90±2.19 log KOB/g ve ıspanakta 
5.06±0.32 log KOB/g olarak belirlenmiştir. Türk 
Gıda Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler tebliğinde 
hazır salatalar için verilen kriterlerde indikatör 
mikroorganizmalar için bir kriter bulunmazken, 
Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve E. coli 
O157:H7 bulunmaması istenmiştir (Anonim, 
2011). Elde edilen izolatlar arasında Salmonella 
spp. bulunmamasına karşın Escherichia spp.’nin % 
2.23 oranında saptanmış olması bu örneklerin risk 
taşıdığının bir göstergesi kabul edilebilir.  
 
GSBL üreten Enterobacterales ile ilgili yapılan 
farklı çalışmalarda, bu bakterilerin sadece hastane 
ortamından izole edilmediği sebzelerde, çiftlik 
hayvanlarında ve bunlardan üretilen gıdalarda 
çıkabileceği tespit edilmiştir (Ben Sallem vd., 
2012; Poeta vd., 2009). Sebzelerde antibiyotik 
dirençli Enterobacteriacea bakterilerinin 
araştırılması üzerine İngiltere’de yapılan bir 

Sebze  
Vegetable 

Bakteri  
Bacterium 

Metallo Beta-Laktamaz 
Metallo Beta-Lactamase 

Karbapenemaz 
Carbapenemase 

Marul 
Lettuce 

Enterobacter cloacae + + 

Roka  
Rocket 

Klebsiella oxytoca + + 

Maydonoz 
Parsley 

Pantoea agglomerans + + 

Yeşil soğan 
Scallion 

Enterobacter ludwigii + + 

Ispanak  
Spinach 

Enterobacter cloacae - + 

Semizotu 
Purslane 

Enterobacter cloacae - + 
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çalışmada; havuçlar ile çiğ salata sebzelerinden 
alınan toplam 73 örnekten izole edilen bakterilerin 
%37.5’inin Enterobacteriaceae familyasına ait 
olduğu tespit edilmiştir. Suşların %70'inden fazlası 
ampisilin yanısıra birinci ve ikinci kuşak 
sefalosporinlere, suşların %33’ünün ise ko-
amoksilav, sefotaksim veya trimetoprim'e dirençli 
olduğu tespit edilmiştir (Hamilton-Miller ve Shah, 
2001). Tunus’taki pazarlardan toplanan maydanoz 
ve domateslerle ilgili yapılan bir çalışmada da 
GSBL pozitif  E. coli  suşları saptanmıştır (Said vd., 
2015). Bizim çalışmamızda elde edilen 2 adet E. 
coli ve 1 adet E. hermannii izolatı ise GSBL negatif 
olarak tespit edilmiştir 
 
Romanya'da perakende olarak satılan taze 
ürünlerde β-laktamaz üreten Enterobacterales varlığı 
araştırılmıştır. Sebzelerden elde edilen izolatların 
%7.9'u GSBL, %5.5'i GSBL/AmpC ve %2.4'ü 
Karbapenemaz üreticisi olduğu bildirilmiştir 
(Colosi vd. 2020). Cezayir'in Batna kentindeki taze 
sebzelerde GSBL, karbapenem ve kolistin dirençli 
Gram negatif bakterileri taramak amacıyla 400 
taze sebze örneğinden 67 izolat incelenmiştir. 
MALDI-TOF MS yöntemiyle tanımlanan 
türlerden C. freundii, K. pneumoniae, E. cloacae, S. 
maltophilia, E. coli ve C. braakii baskın türler 
arasında yer almıştır. İzolatlardan 27’sinin GSBL 
geni, 5’inin karbapenemaz geni taşıdığı tespit 
edilmiştir (Chelaghma vd. 2022). Çiğ sebzeden 
GSBL prevalansının incelendiği başka bir 
çalışmada, pazardan toplanan 305 örneğin 
14'ünde (%4.6) GSBL üreten E. coli ve K. 
pneumoniae izole edilmiştir. Çiğ sebzelerin, çiğ 
sebze alımı yoluyla insanlara potansiyel olarak 
bulaşabilen GSBL'ye dirençli E. coli ve K. 
pneumoniae'nin önemli bir kaynağı olduğu 
gösterilmiştir (Romyasamit vd. 2021). 
 
Tarım ortamının, taze sebzelerde GSBL üreten 
Enterobacteriaceae kaynağı olup olmadığını 
belirlemek için yapılan çalışmada, pişmemiş taze 
ürünlerin tüketimi yoluyla GSBL ve AmpC üreten 
bakterilerin yayılması halk sağlığı açısından risk 
oluşturduğu saptanmıştır (Blaak vd, 2014). Güney 
Afrika’da yapılan çalışmada, sulama suyundaki ve 
sebzelerdeki E. coli suşlarında GSBL, AmpC 
varlığı ve genetik benzerlik filogenetik olarak 
araştırılmıştır. Çalışmada elde edilen izolatların 

%76’sının GSBL ya da AmpC üreticisi olduğu, 
bunlardan 14’ünün hem GSBL hem de AmpC 
üreticisi olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, sulama 
suyundan ve maruldan izole edilen E. coli’lerin 
yüksek genetik benzerlik içerdiği, marula geçen 
GSBL pozitif E. coli suşlarının sulama suyu 
kaynaklı olabileceği ifade edilmiştir (Njage ve 
Buys, 2015).  
 
Sonuç olarak; yeşil yapraklı sebzeler lağım 
sularının sulama suyuna karışması, hayvan 
barınaklarına yakın bölgelerde yapılan üretim, 
insan ve hayvanlar tarafından oluşan fekal bulaşlar 
gibi kontaminasyon kaynaklarına maruz 
kalabilmektedir. Gıda çalışanları aracılığıyla çapraz 
kontaminasyon ve kontamine gıdaların 
tüketilmesi yoluyla patojen bakteriler toplumda 
yayılabilir. Özellikle antibiyotik direnç 
mekanizmalarına sahip olan suşların yayılması 
toplum sağlığı açısından çok önemlidir.  Yeşil 
sebzelerde rastalanan GSBL ve karbapenemaz 
üreticisi Enterobacterales türlerinin varlığı 
antimikrobiyal direnç sorunu konusunda gerekli 
tedbirlerin alınması gerektiğini ortaya 
koymaktadır.  
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ÖZ 
Bu çalışmada ambalajsız olarak satışa sunulan ve yöresel bir peynir çeşidi olan Hatay peynirinde uygun 
ambalaj malzemesi ve teknolojilerinin kullanımı ile daha kaliteli ve uzun raf ömrüne sahip bir ürün elde 
edilmesi hedeflenmiştir. Bu nedenle dilimlenmiş peynir örnekleri modifiye atmosfer (%50 CO2 ve %50 N2), 
hava (%21 O2 ve %79 N2) ve vakum altında üç farklı geçirgenlikte ambalaj malzemeleri (Koekstrude PA/PE, 
OPET/OPA/CPP ve PP/PA/EVOH/PE) ile ambalajlanmış ve 4°C’de 60 gün süreyle depolanmıştır. 
Depolama süresince tepe boşluğu gaz oranları (%O2 ve CO2), fizikokimyasal ve duyusal analizler yapılmıştır. 
Depolama süresince ambalajlı uygulamalarda ürün beyazlığı ve tekstür daha iyi korunmuş, duyusal nitelikler 
kabul edilebilir bulunmuştur. Tüm uygulamaların titrasyon asitliği ve TBARS değerleri artmış ve pH değerleri 
azalmıştır. Ancak depolama boyunca en iyi sonuçlar gaz geçirgenliği en düşük olan PP/PA/EVOH/PE’de 
vakum uygulamasında ve yüksek karbondioksitli MAP uygulamalarında alınmıştır. Sonuç olarak, ambalajsız 
üründe raf ömrü 5 gün, ambalajlı peynirlerde raf ömrü 60 gün olarak önerilmektedir.  
Anahtar kelimeler: Ambalaj materyali, Hatay peyniri, modifiye atmosfer paketleme (MAP), fizikokimyasal 
özellikler ve raf ömrü 
 

THE EFFECTS OF DIFFERENT PACKAGING MATERIALS AND 
VACUUM/MODIFIED ATMOSPHERE PACKGING METHODS ON THE 

QUALITY AND SHELF LIFE OF SLICED HATAY CHEESE 
 

ABSTRACT 

The aim of this study is to determine quality and shelf life for a regional unpackaged Hatay cheese 
by the use of appropriate packaging materials and technologies. The sliced cheese was packaged under 
a modified atmosphere (50% CO2 and 50% N2), air (21% O2 and 79% N2) and vacuum using three 
different packaging materials with different permeabilities (Coextruded PA/PE, OPET/OPA/CPP 
and PP/PA/EVOH/PE) and stored at 4°C for 60 days. Headspace gas concentration (O2 and CO2 
%), physicochemical and sensory analysis were performed during storage. Whiteness and texture of 
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packaged cheese were preserved better than unpackaged product, and were sensorially acceptable 
during entire storage. Titratable acidity and TBARS increased and pH decreased at all applications 
during storage. However, the best results were obtained for PP/PA/EVOH/PE with the lowest gas 
permeability under vacuum and high carbon dioxide-MAP applications. The shelf life of unpackaged 
and packaged product was 5 days and 60 days, respectively. 
Keywords: Packaging material, Hatay cheese, modified atmosphere packaging, physicochemical 
properties and shelf life 
  
GİRİŞ 
Hatay peyniri, starter kültür eklenmeden süte 
yalnızca rennet enzimi ilavesi ile üretilen, Hatay 
ilinin geleneksel bir peynir çeşididir. Coğrafi 
olarak henüz işaretlenmediği için üretim yöntemi 
işletmeden işletmeye değişebilmektedir. 
Genellikle yalnız inek sütünden üretilirken, 
dönemsel olarak koyun ve keçi sütleri de 
karıştırılabilmektedir (Çayır ve Güzeler, 2020). 
Üretiminde, az yağlı pastörize süte enzim ilave 
edilerek pıhtılaşma sağlanmakta ve peynir suyu 
yeterince süzüldükten sonra tuzlanarak taze halde 
tüketime sunulmaktadır. Ürünün standart üretim 
prosesi bulunmadığı gibi, ambalajlama 
yönteminin ve ambalaj materyalinin ürüne etkileri 
üzerine de herhangi bir çalışma yapılmamıştır.  
 
Ambalaj, gıdayı hava, nem, koku, 
mikroorganizmalar gibi ürün kalitesini düşüren 
dış etkilere karşı korumaktadır. Mikrobiyal ve olası 
kimyasal bulaşılara karşı hijyen sağladığı gibi 
ürünün duyusal kalitesini korumakta, üründen 
aroma kaybı gerçekleşmesini önlemektedir. Aynı 
zamanda ürünün depolanmasını ve 
taşınabilirliğini sağlamaktadır. Bu amaçlarla 
kullanılan ambalaj filminin, gıdanın özelliklerine 
uygun olarak seçilmesi önemlidir. Gıdanın kalite 
özelliklerinin korunmasında ambalaj içi gaz 
karışımı da önemlidir. Ambalaj filminin ısıl 
yapıştırılması öncesinde, ambalaj içinde bulunan 
hava atmosferi negatif basınçla uzaklaştırılarak 
vakum ambalajlama yapılabilmektedir. Modifiye 
atmosfer ambalajlama (MAP) yönteminde ise, 
gıdayı çevreleyen tepe boşluğunda bulunan hava 
atmosferi, oksijen oranı düşürülerek, azot ve/veya 
karbondioksit oranı yüksek olan farklı bir gaz 
karışımı ile değiştirilir. Peynirin 
ambalajlanmasında uygulanan oksijensiz MAP ile 
oksidasyona bağlı reaksiyonlar önlenmiş olur; 
anaerobik mikroorganizma gelişimi ve lipoliz 
reaksiyonları yavaşlar, ürünün raf ömrü artar 
(Ayhan, 2022). Peynirlerde MAP uygulamasının 

daha yumuşak ve beğenilen tekstür sağladığı da 
belirtilmiştir (Jafarzadeh vd., 2021). MAP 
uygulaması doğru şekilde yapılmadığı takdirde 
istenmeyen sonuçlara da yol açabilir. Bu nedenle, 
ambalajlama işleminde kullanılan gaz karışımı ve 
oranlarının doğru ayarlanması için bilimsel 
çalışmalara ihtiyaç vardır (Lee vd., 2008). 
 
Ambalaj içi gaz karışımının yanı sıra, 
ambalajlamada kullanılan materyalin gaz 
geçirgenliği (oksijen ve karbondioksit) ve diğer 
mukavemet özellikleri, gıdanın raf ömrünü 
belirlemede önemlidir. Ambalaj materyali seçimi, 
ambalajlanacak ürününün özelliklerine, depolama 
ve taşıma koşullarına, ambalajlama yöntemine ve 
tüketicinin gereksinimlerine bağlı olarak belirlenir. 
Uzun raf ömrü istenilen ürünlerde özellikle 
geçirgenliği düşürmek amacıyla laminasyon 
teknikleriyle üretilen çok katmanlı ambalajlar 
tercih edilmektedir. Polietilen-poliamid 
malzemeler (PA/PE), gıdaların oksijen, nem ve 
aroma kaybını önlemek için yaygın olarak 
kullanılmaktadır. Etilenvinil alkol (EVOH) ya da 
polivinilden klorür (PVDC) içeren bariyerli 
filmler, oksidasyona ve neme duyarlı ürünlerin 
ambalajlanmasında yüksek koruyuculuk gösteren 
çok katmanlı ambalaj malzemeleridir. EVOH’un 
oksijen bariyeri özelliğine karşılık, neme hassas 
olması nedeniyle gıdaya direk temas etmesi uygun 
olmayıp, başka materyaller arasında lamine 
edilmektedir (Ayhan, 2022). Polietilen tereftalat / 
poliamid / polipropilen laminasyonundan oluşan 
OPET/OPA/CPP filmleri de yine gıda 
ambalajlamada yaygın olarak kullanılmaktadır. 
Bileşimindeki OPET, yüksek mekanik dayanımı 
ve düşük su buharı geçirgenliği nedeniyle 
kullanılırken, OPA yüksek bariyer özellikleri ve 
termal dayanımı nedeniyle kullanılır. CPP ise 
esnekliği ve sızdırmazlık özellikleri nedeniyle 
tercih edilir (Morris, 2016). 
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Doğru ambalajlama, gıdanın kalitesinin 
korunmasına, tazeliğinin ve raf ömrünün 
uzatılmasına ve tüketicilere güvenli bir şekilde 
sunulmasına yardımcı olur. Hatay peynirinin 
düşük asitlikte bir taze peynir olması, olgunlaşmış 
peynirlere kıyasla kısa raf ömrüne sahip olması ve 
açıkta satılması nedeniyle uygun şekilde 
ambalajlanması ürün kalitesini korumada ve raf 
ömrünü arttırmada çok önemlidir.  
 
Bu çalışma kapsamında, Hatay peyniri üç farklı 
ambalaj materyaliyle üç farklı gaz karışımında 

ambalajlanarak 4C’de 60 gün süreyle 
depolanmıştır. Depolama süresince ürünlerin 
kalitesi fizikokimyasal ve duyusal analizlerle 
incelenmiş ve raf ömrü tespit edilmiştir. 
Geleneksel gıdaların kendine özgü özelliklerinin 
korunarak raf ömrünün uzatılması daha fazla 
tanınmasına, kültürel mirasın devamlılığına ve 
ekonomik gelişime katkı sağlayacaktır.  
 
MATERYAL VE YÖNTEM 
Hatay Peyniri Üretimi 
Ambalajlamada kullanılacak olan peynir, günlük 
olarak üretilmiştir. Çiğ süt, 70°C’de 20 dk 
pastörize edildikten sonra 35°C’ye soğutulmuştur. 
Süte 1:10000 oranında kalsiyum klorür (Caso-Fcc 
Flakes, Belçika) eklenmiş ve mayalanma 60 dk'da 

tamamlanacak şekilde 1:16000 kuvvetindeki 
mayadan (Maysa Mysecoren 200, Türkiye) ilave 
edilmiştir. Ardından pıhtı kırılmış ve peynirin fazla 
suyu, baskı plakaları yardımıyla uzaklaştırılmıştır. 
1,5 saat baskıda kalan pıhtı 2 cm3 boyutunda 
dilimlenmiş ve 20°C’deki 12°Bomelik salamura 
suyunda 2 saat bekletilmiştir. Ambalajlama öncesi 
16 saat 4°C’de 10°Bomelik salamurada 
bekletildikten sonra salamura suyu 
uzaklaştırılmıştır.  
 
Peynirin Ambalajlanması 
Üretilen dilimli Hatay peyniri, 3 farklı malzemede 
ve 3 farklı atmosferde ambalajlanmıştır. 
Ambalajlanan ürünlerin ambalaj materyali ve 
ambalaj içi gaz karışımlarına ait özellikler Çizelge 
1’de verilmiştir. Çok katmanlı PA/PE torba 
ambalajı (M1) ve OPET/OPA/CPP filmleri (M2) 
Apack Ambalaj Makine San. Tic. Ltd. Şti. 
(İstanbul)’den, EVOH bariyerli 
PP/PA/EVOH/PE film (M3) ise Süperfilm A.Ş. 
(Gaziantep)’den temin edilmiştir. Film halinde 
temin edilen ambalajlar da 15x25 cm boyutunda 
kesilerek torbalar oluşturmak üzere ısıl 
yapıştırıcıyla yapıştırılmıştır. Hazırlanan torba 
ambalajlar %96’lık etanolle (v/v) dezenfekte 
edildikten sonra aseptik koşullarda 35°C’de 2 saat 
kurumaya bırakılmıştır.  
 

Çizelge 1. Hatay peynirine uygulanan ambalaj malzemeleri ve teknik özellikleri 
Table 1. Technical properties of packaging materials applied to Hatay cheese 

Ambalaj 
materyali kodu 
Packaging 
material code 

Ambalaj materyali 
Packaging material  

Ambalaj materyali özellikleri 
Properties of packaging material 

Kalınlık 
Thickness 

(µm) 

OTR* 
OTR* 

(cm3/m2·gün) 

CO2TR*  
CO2TR* 

(cm3/m2·gün) 

M1 PA/PE 95 50.0 180.0 
M2 OPET/OPA/CPP 88 22.7 95.6 
M3 PP/PA/EVOH/PE 115 2.0 - 
     

Ambalaj atmosferi kodu 
Packaging atmosphere code 

Gaz oranları (%) 
Gas ratios (%) 

N2 O2 CO2 

ATM  79 21 0 
MAP  50 0 50 
VAK  0 0 0 

ATM: hava atmosferi, MAP: modifiye atmosfer paketleme, VAK: vakum  
* OTR: Oksijen geçiş hızı, CO2TR: Karbondioksit geçiş hızı 
ATM: air atmosphere, MAP: modified atmosphere packaging, VAK: vacuum 
* OTR: Oxygen transmission rate, CO2TR: Carbon dioxide transmission rate 
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Suyu süzülen dilimlenmiş peynirler daha önceden 
hazırlanan ve dezenfekte edilen torba ambalajlara 
200 g olacak şekilde yerleştirilmiştir. Ürün içeren 
torba ambalajlar, tek odalı ambalajlama 
makinesine (Reepack, RV 300, Almanya) 
kombine edilen üçlü gaz mikseri (KM60-3, Witt, 
Almanya) yardımıyla ambalaj içi gaz karışımı 
ayarlanarak kapatılmıştır. Üç farklı gaz 
ortamından hava atmosferiyle ambalajlananlar 
ATM, modifiye atmosfer ile ambalajlananlar 
MAP, vakum ambalajlananlar VAK olarak 
adlandırılmış ve uygulanan bu gaz bileşimleri 
Çizelge 1’de verilmiştir. Ambalajsız peynirler ise 
kontrol grubu olarak depolama süresince analiz 
edilmiştir. Üretimler iki tekrarlı olarak 
gerçekleştirilmiştir. Depolamanın 0., 5., 10., 20., 
30., 45. ve 60.  günlerinde peynirler fizikokimyasal 
ve duyusal özellikleri açısından analiz edilmiştir. 
Analiz günlerinde ayrıca ambalaj içi gaz 
kompozisyonu, tepe boşluğu gaz analiziyle 
belirlenmiştir. Analizler en az iki tekrarlı olarak 
gerçekleştirilmiştir. 
 
Tepe Boşluğu Gaz Analizi 
Gaz karışımı içeren ambalajların tepe 
boşluğundaki %O2 ve CO2 (v/v) oranları, ambalaj 
açılmadan önce torba ambalaj yüzeyine 
yapıştırılan septumdan bir iğne ile gaz analizörü 
(Witt-Oxybaby, Gasetechnik, Germany) 
kullanılarak belirlenmiştir. Vakum ambalajlarda 
tepe boşluğu bulunmadığı için gaz analizi 
yapılmamıştır. 
 
Fizikokimyasal Analizler 
Renk (Beyazlık indeksi) 
Dilimlenmiş peynir örneklerinin rengi Minolta 
(CR-400, Osaka, Japonya) renk ölçüm cihazı ile 
CIE L*a*b* ölçeği kullanılarak ölçülmüştür. Alet 
illumina C’ye ayarlanmış ve standart beyaz 
yansıtıcı levha kullanılarak kalibre edilmiştir. 
Ortalama L*, a* ve b* değerleri, Judd ve Wyszecki 
(1975) tarafından önerilen aşağıdaki formüle 
yerleştirilerek beyazlık indeksi (WI) 
hesaplanmıştır.  
Beyazlık indeksi (WI)= 100 - [(100-L)2 + a2 + b2] ½ 
 
Tekstür (Sertlik ve Elastikiyet) 
Peynirlerde tekstür profil analizi TA-XT Plus 
(Stable Micro System, İngiltere) doku analizörü ile 

gerçekleştirilmiştir. 2x2 cm boyutlarında 
dilimlenmiş ürünlerin sertlik ve elastikiyet 
özellikleri, Gunasekaran ve Ak (2002) tarafından 
önerildiği şekilde, 5 cm çapındaki silindir prob ve 
30 kg yük hücresi kullanılarak 2 mm/s test hızında 
16 mm uzaklığında baskı uygulanarak test 
edilmiştir.  
 
pH ve Titrasyon Asitliği 
10 g peynir örneği aynı oranda suda homojenize 
edilerek pH değeri ölçülmüştür (WTW-315, 
Weilheim, Almanya). Titrasyon asitliği analizi, 
AOAC (2000)’e göre yapılmış, sonuçlar laktik asit 
cinsinden hesaplanmıştır.  
 
Lipid Oksidasyonu 
Depolama süresince lipid oksidasyonu 
tiyobarbitürik asit reaktif madde (TBARS) analizi 
ile belirlenmiştir. King (1962)’de belirtilen TBARS 
yöntemi modifiye edilerek uygulanmıştır. 10 g 
peynir örneği, 25 mL distile suda homojenize 
edildikten sonra su banyosunda 30°C’ye 
ısıtılmıştır. Üzerine 1 mL TCA (1 g / 1 mL) ve 2 
mL %95’lik etanol (v/v) eklenmiştir. 30°C’lik su 
banyosunda 5 dk bekletildikten sonra filtre 
kağıdından (Whatman No. 4) süzülmüştür. Filtrat, 
saf su ile 50 ml’ye tamamlanmış ve 4 ml’si deney 
tüpüne alınmıştır. Üzerine 1 mL %1,4’lük TBA 
çözeltisi (%95’lik etanolde hazırlanmış) 
eklendikten sonra tüpler vortekslenerek 60°C’de 1 
saat inkübe edilmiştir. 532 nm’de kör çözeltiye 
karşı absorbans (UV-160A, Shimadzu, Kyoto, 
Japonya) ölçümü yapılmıştır. Şahit olarak %2 
TCA (w/v) ve %4 etanol (v/v) içeren çözelti 
kullanılmıştır. Standart malonaldehit (MDA) 
kalibrasyon eğrisi için 1,1,3,3-tetraetoksipropan 
(TEP) kullanılmıştır. 532 nm’de okunan 
absorbans değerleri, ekstraksiyon katsayısı ile 
çarpılarak TBARS değerleri (mg MDA / kg 
örnek) elde edilmiştir. Ekstraksiyon katsayısının 
hesaplanmasında filtrat yerine şahit (% 2 TCA + 
% 4 etanol) kullanılmıştır (Pikul vd., 1989). 
 
Duyusal Analizler 
Dilimlenmiş peynir örneklerinin depolama 
süresince duyusal değerlendirmesi 12 kişilik 
deneyimli panelist grubu ile yapılmıştır. Oda 
sıcaklığında renk, tat, tekstür ve genel beğeni 9’luk 
skala kullanılarak değerlendirilmiştir. Puanlama; 
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1=çok kötü (sarı renkte, ransid tatta, yumuşak 
yapıda), 5=kabul edilebilir, 9=çok iyi (beyaz 
renkte, beğenilen tat ve tekstürde) olacak şekilde 
duyusal değerlendirme formunda belirtilmiştir. 
Ürünün genel kabul edilebilirliği 9 noktalı hedonik 
ölçekte değerlendirilmiş ve 1=hiç beğenmedim, 
9=çok beğendim olarak puanlanmıştır. 
 
İstatistiksel Analiz 
İki tekrarlı üretimin ikişer tekrarlı analiz 
sonuçlarıyla elde edilen deneysel veriler, 3-yönlü 
ANOVA ve Duncan çoklu kıyaslama testleri ile 
%95 güven aralığında SAS (ver.8.02, SAS 
Institute, Cary, NC, ABD) kullanılarak analiz 
edilmiştir. Deneysel faktörler (ambalaj filmi, 
ambalaj içi gaz kompozisyonu ve depolama 

süresi) ile bunların etkileşimlerinin fizikokimyasal 
ve duyusal kalite parametreleri üzerindeki etkileri 
belirlenmiştir. 
 
BULGULAR VE TARTIŞMA 
Çalışmada üretilen peynirin kuru madde, protein, 
yağ ve tuz oranları sırasıyla %42.6, %15.2, %17.0 
ve %7.3 olarak ölçülmüş ve peynir Çizelge 1’de 
verildiği şekilde 9 farklı grupta ambalajlanmıştır.  
 
Tepe Boşluğu Gaz Oranları 
Peynir ambalajlarının tepe boşluğundaki %O2 ve 
%CO2 gaz oranlarının 60 günlük depolama 
süresince değişimi Şekil 1’de verilmiştir.  
 

 
 

 
Şekil 1. Farklı ambalaj materyali ve atmosferde ambalajlanan peynir dilimlerinde depolama sürecinde 

ambalaj tepe boşluğunda ölçülen oksijen ve karbondioksit oranları (%) (M1: Koekstrude PA/PE, M2: 
OPET/OPA/CPP, M3: PP/PA/EVOH/PE, ATM: %21 O2 + %79 N2, MAP: %50 CO2 + %50 N2) 
Figure 1. Oxygen and carbon dioxide ratios (%) measured in the packaging headspace during the storage period of sliced 

cheese packed in different packaging materials and atmospheres 
 
Tüm malzemelerin hava (ATM) uygulamaları 
%20.9 O2 ve %0.0 CO2 gaz bileşimi ile başlamıştır. 
Depolama boyunca oksijen oranı tüm 
uygulamalarda azalan bir eğilim göstermiştir. 
Depolama sonunda ambalajların tepe 
boşluğundaki oksijen oranları M1’de %17.6, 
M2’de %16.9 ve M3’te %6.7 olarak tespit 
edilmiştir. M3’ün oksijen geçiş hızının (OTR) çok 
düşük olduğu ve ambalaj malzemesinden dış 
atmosfere gaz geçişinin ihmal edilecek düzeylerde 
olduğu düşünüldüğünde, ambalaj içindeki 
oksijenin ürün tarafından kullanıldığı ve bu 

nedenle oksijen oranının depolama boyunca diğer 
ambalaj malzemelerine kıyasla daha belirgin bir 
azalış gösterdiği belirtilebilir. M1 ve M2 
malzemelerinin tepe boşluklarındaki oksijen 
oranlarında depolama boyunca azalma söz 
konusu olsa da bu malzemelerdeki OTR’lerin 
daha yüksek olması nedeniyle iç atmosferdeki 
oksijen oranlarında önemli bir değişim 
gözlenmemiştir. Bu durum belirli düzeyde 
oksijenin bu ambalajlarda da ürün tarafından 
kullanıldığı göz önüne alındığında, iç atmosferde 
azalan oksijen yerine dış atmosferden malzeme 

M1-ATM
M1-MAP
M2-ATM
M2-MAP
M3-ATM
M3-MAP

M1 - ATM 
M1 - MAP 
M2 - ATM 
M2 - MAP 
M3 - ATM 
M3 - MAP 
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geçirgenliğine bağlı olarak içeriye oksijen geçişi ile 
açıklanabilir. Tüm ambalaj malzemelerinin tepe 
boşluğundaki oksijen azalışı, oksijenin oksidasyon 
ve mikrobiyal faaliyetlerde kullanılmasıyla 
ilişkilendirilebilir. ATM uygulamalarının CO2 
oranları depolama süresince artan bir eğilim 
göstermiştir. Depolama sonunda tüm ambalaj 
malzemelerinde birbirlerine yakın karbondioksit 
oranları tespit edilmiş olup en yüksek değer M2 
malzemesinde kaydedilmiştir. 
 
MAP uygulamasında tüm ambalajlarda başlangıç 
O2 oranı %0.0 ve CO2 oranı %50.0’dir. Depolama 
süresince O2 oranı tüm ambalaj malzemelerinde 
artış göstermiştir. Depolama sonunda O2 oranı 
M1, M2 ve M3’te sırasıyla %19.0, %17.2 ve %2.6 
olarak tespit edilmiş olup, bu durumun da yine 
malzemelerin Çizelge 1’de verilen OTR 
değerleriyle ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Tüm 
ambalaj malzemelerinin CO2 oranlarında özellikle 
ilk 5 günlük depolamada hızlı bir düşüş 
görülmüştür ve bu durum karbondioksitin yağda 
ve suda çözünürlüğü ile ilişkilendirilebilir. 
Depolamanın geri kalan sürecinde ambalajların 
CO2 oranlarında önemli bir değişim olmamıştır. 
Depolama sonunda CO2 oranları M1, M2 ve 
M3’te sırasıyla %15.4, %15.7 ve %16.2 olarak 
tespit edilmiştir ve bu durum ambalaj 
malzemelerinin CO2TR’leri ile ilişkilendirilebilir. 
 
Eliot vd. ( 1998) tarafından Mozzarella peyniri ile 
yapılan çalışmada, vakum, hava atmosferi ve farklı 
oranlarda CO2-N2 içeren MAP denemelerinin 
tümünde tepe boşluğundaki CO2 oranı depolama 
boyunca artış göstermiştir. Bu artışın peynirde 
meydana gelen aerobik mikrobiyal aktiviteden 
kaynaklandığı ve depolama süresi ile kullanılan 
ambalaj filminin karbondioksit geçirgenlik 
oranının (CO2TR) da tepe boşluğundaki gaz 
bileşiminde etkili olduğu belirtilmiştir. Cottage 
peynirinde yapılan bir çalışmada ise mikrobiyal 
solunum hızı ile ambalaj malzemesinin oksijen 
geçirgenliği arasında denge sağlanması nedeniyle 
tepe boşluğundaki O2 konsantrasyonu depolama 
boyunca nispeten sabit kalmıştır (Maniar vd., 
1994). Hava atmosferinde ambalajlanan 
peynirlerde oksijen konsantrasyonunun düşmesi 
ise, oksijenin aerobik mikroorganizmalar 
tarafından tüketilmesiyle ilişkilendirilmiştir (Fedio 

vd., 1994; Eliot vd., 1998). Ambalaj içi gaz 
konsantrasyonunun etkisi üzerine yapılan başka 
bir çalışmada, MAP uygulanan Domiati 
peynirlerinden tepe boşluğundaki CO2 oranı en 
yüksek olanın hem kimyasal hem de duyusal kalite 
açısından en iyi özellikteki ürün olduğu 
belirlenmiştir (Atallah vd., 2021).  
 
Fizikokimyasal Özellikler 
Beyazlık İndeksi  
Beyaz peynirlerde beyazlık karakteristik bir 
özelliktir. Bu nedenle depolama süresince 
dilimlenmiş peynirlerde beyazlık indeks değeri 
(WI) incelenmiş ve sonuçlar Çizelge 2’de 
verilmiştir. Başlangıç WI değeri 85.9’dir, 
depolama süresince tüm uygulamalarda azalmıştır. 
En büyük düşüş kontrol grubunda tespit edilmiş 
olup, 60. günde WI değeri 78.3 olarak 
ölçülmüştür. Depolamanın son gününde ambalajlı 
örneklerin WI değerleri arasında istatistiksel 
açıdan önemli bir fark tespit edilmemiştir (P > 
0.05). Sonuç olarak depolama süresinin WI değeri 
üzerinde daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 
Favati vd. (2007) tarafından yapılan araştırmada, 
bizim çalışmamızda olduğu gibi, farklı gaz 
karışımları uygulandığında Provolone peynirinin 
renk değerlerinin etkilenmediği belirlenmiştir. 
Peynirlerin özellikle ışığa maruz kalarak okside 
olması sonucu renginin sararması, tüketicilerin 
ürün beğenisini azaltmaktadır. Bu durumun MAP 
ile kontrol altına alınabileceği belirlenmiştir 
(Kristensen vd., 2000). Bir çalışmada, kağıt 
ambalajda ambalajlanan peynirlerin %1-3 O2 ve 
%19-21 CO2 bileşimindeki MAP ile 
ambalajlanması halinde raf ömrünün arttığı ve 
depolama sonunda MAP uygulanan örneklerde 
daha yüksek WI değeri ölçüldüğü belirlenmiştir 
(Rodriguez-Aguilera vd., 2011). Farklı ambalaj 
malzemelerinin depolama sırasında renge 
etkisinin incelendiği bir çalışmada, koekstrüde 
PE/EVOH/PA/PE filmlerin 65 günlük 
depolama süresince peynir rengini oldukça iyi 
koruduğu belirlenmiştir (Piscopo vd., 2019). 
 
Tekstür 
Gıdaların tekstürel niteliklerinin, tüketicilerin 
satın alma kararında önemli bir rol oynadığı ve 
özellikle peynir gibi gıdalarda tekstürün, renk ve 
kokudan daha öncelikli olduğu bilinmektedir 
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(Gunasekaran ve Ak, 2002). Farklı ambalaj 
malzemeleri kullanılarak farklı atmosferlerde 
ambalajlanan Hatay peyniri dilimlerinin depolama 
süresince gözlenen sertlik ve elastiklik değerleri 
Çizelge 2’de verilmiştir. Kontrol örnekleri, açıkta 
depolanan ürünü temsil ettiği için depolama 
sırasında kuruyarak kırılgan yapı kazanmış ve bu 
nedenle tekstür analizi ancak 20. güne kadar 
yapılabilmiştir.  
 
Depolama öncesi ürünün sertlik değeri 0.07 N, 
elastiklik değeri 0.26 mm olarak ölçülmüştür 
(Çizelge 2). Depolama sonunda yapılan 
istatistiksel incelemeye göre, ambalaj 
materyalindeki değişimin ve ambalaj içi atmosfer 
bileşiminin ürünlerin genelinde sertliğe ve 
elastikliğe etkisinin bulunmadığı belirlenmiştir. 
Sertlik ve elastiklik üzerine depolama süresinin 
etkisi incelendiğinde ise ambalajlı örneklerin 
sertlik değerlerinin önemli bir değişime 
uğramadığı, elastiklik değerlerinin ise depolama 
sonunda ürünlerin genelinde düştüğü 
belirlenmiştir. Ambalajlanmamış kontrol 
örneğinde sertlik, peynirin kurumasıyla birlikte 20 
günlük depolama süresince artmış ve 20. günde 
0.08 N’a ulaşmıştır. Ambalajlamanın ürün 
tekstürünü korumadaki önemi, yaptığımız bu 
çalışmayla da ortaya konulmuştur. 
 
Minas Frescal peyniri üzerine yapılan bir 
çalışmada ambalaj içi farklı gaz karışımları 
denenmiştir. Çalışma sonucunda, vakum, hava 
atmosferi ve farklı oranlarda CO2-N2 karışımlı 
MAP ile ambalajlanan peynirlerin, bizim 
çalışmamızda da olduğu gibi, ambalaj içi gaz 
karışımının ve 21 günlük depolama süresinin ürün 
sertliğinde bir değişikliğe neden olmadığı 
belirlenmiştir (Silva vd., 2021). Başka bir 
çalışmada ise, vakum ambalajlanmış ürünlerin 
depolama sırasında ölçülen sertlik değerleri MAP 
ile ambalajlananlardan daha yüksek elde edilmiştir 
(Romani vd., 2002). Farklı ambalaj materyallerinin 
denendiği bir çalışmada, düşük yoğunluklu PE 
filmlerle ambalajlanan beyaz peynirlerin, polilaktik 
asit (PLA) filmlerden daha az nem kaybına 
uğradığı ve bu nedenle daha yumuşak yapıda 
kalabildiği bildirilmiştir (Li vd., 2018). 
 
 

pH ve Titrasyon Asitliği 
Peynirlerde en önemli kalite kriterlerinden olan 
pH ve asitlik, peynirin aroması, tekstürü, kalan 
depolama süresi, mikrobiyal durumu gibi birçok 
konuda ön bilgi sağlamaktadır. Ambalajlama 
farklılıklarının, peynirin pH ve asitliği üzerine 
önemli etkisinin bulunacağı öngörülerek yapılmış 
olan analiz sonuçları Çizelge 2’de verilmiştir. 
Sonuçlar istatistiksel olarak incelendiğinde tüm 
parametrelerin (ambalaj materyali, atmosfer ve 
depolama süresi) peynirin pH’sı üzerinde etkili 
olduğu belirlenmiştir. Üretilen Hatay peynirinin 
depolama öncesi pH değeri 6.5 olarak ölçülmüştür 
ve bu değer depolama sırasında tüm 
uygulamalarda düşüş göstermiştir. Son analiz 
gününde ambalajlı örneklerin pH değerleri 6.1 – 
6.5 arasında iken kontrol grubunun pH’sı 6.3 
olarak ölçülmüştür. Çizelge 2’de verilen sonuçlar 
incelendiğinde PP/PA/EVOH/PE  (M3) ile 
ambalajlamanın, pH değişimini engellediği ve 
vakum ambalajlama uygulamasının (VAK) pH’yı 
özellikle hava atmosferiyle ambalajlamaya göre 
daha iyi koruduğu tespit edilmiştir.  
 
Peynirde meydana gelen asitlik gelişimi pıhtılaşma 
sırasında başlamakta ve olgunlaşma sırasında 
devam etmektedir. Laktozun mikroorganizmalar 
tarafından fermentasyonu sonucu oluşan laktik 
asit ve diğer asitler ile lipoliz sonucu oluşan yağ 
asitleri, peynirdeki titrasyon asitliğinin artmasına 
neden olmaktadır. Çalışma kapsamında üretilen 
Hatay peynirinin farklı ambalaj malzemesi ve 
farklı atmosferler içinde ambalajlanması sonucu 
titrasyon asitliği değerinde depolama süresince 
meydana gelen değişim Çizelge 2’de verilmiştir. 
Ambalaj malzemesinin, MAP’ın, depolama 
süresinin ve bu faktörlerin ikili üçlü 
etkileşimlerinin tamamının titrasyon asitliği 
üzerinde önemli bir etkisinin olduğu 
görülmektedir (P ≤ 0.05). Peynirin başlangıç 
titrasyon asitliği değeri, laktik asit cinsinden %0.2 
olarak analiz edilmiştir. Depolama süresince tüm 
uygulamalarda asitlik artışı gözlenmiştir. 
Depolama sonunda en yüksek asitlik artışı kontrol 
örneklerinde tespit edilirken, onu tüm ambalaj 
malzemelerinin hava atmosfer uygulamaları 
(ATM) takip etmiştir. Depolama sonundaki en 
düşük asitlik değeri ise vakum ambalajlanan 
ürünlerde (VAK) ölçülmüştür.  
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Papaioannou vd. (2007)’nin Anthotryros 
peyniriyle yaptıkları çalışmada da, bizim 
sonuçlarımızda olduğu gibi, depolama süresince 
pH’nın tüm ürünlerde düştüğü, fakat bu düşüşün 
farklı oranlarda CO2-N2 ile ambalajlanan MAP 
uygulamasında vakumlu ürünlerden daha belirgin 
olduğu belirtilmiştir. Myzithra peynirinde yapılan 
bir çalışmada da yine bizim elde ettiğimiz 
sonuçlarda olduğu gibi, hava atmosferiyle 
ambalajlanan peynirlerin pH değerlerinin MAP 
ürünlerine göre daha hızlı düştüğü tespit edilmiş 
ve bu durumun, oksijen oranının yüksek olması 
nedeniyle hava atmosferinde hızlı gerçekleşen 
proteoliz ve lipoliz reaksiyonlarından 
kaynaklandığı belirtilmiştir (Dermiki vd., 2008). 
Pintado ve Malcata (2000) Requeijao peynirinde, 
Gonzalez-Fandos vd. (2000) Cameros peynirinde 
CO2 gazının peynir pH’sında düşüşe sebep 
olduğunu belirtmişlerdir. Karbondioksidin, peynir 
yüzeyinde çözünerek karbonik aside dönüşmesi 
nedeniyle peynirin pH değerinde düşüş, titrasyon 
asitliğinde ise artış tespit edilmesinin beklenen bir 
sonuç olduğunu vurgulamışlardır. Çalışmamızda 
elde edilen sonuçlar da bu tespiti doğrulamaktadır; 
MAP uygulamasıyla ambalajlanan Hatay 
peynirlerinin pH değerleri, vakum uygulanan 
peynirlerden daha hızlı düşmüştür.  
 
Lipid Oksidasyonu 
Lipid oksidasyonu peynirlerin kalitesinin 
bozulmasında önemli bir faktördür ve oksidasyon 
sonucu oluşan kısa zincirli yağ asitleri, peynirde 
ransid tat oluşumundan sorumludur (Wolf vd., 
2009). Oksidasyonun kontrolsüz hızda artışı, 
ürünün besin değerini olumsuz etkilemekte, 
duyusal ve tekstürel kalite kayıplarına neden 
olmakta ve depolama süresini kısaltmaktadır. 
Oksidasyonun kontrolünde ise ambalaj 
materyalinin oksijen geçirgenliği ve ambalaj 
içindeki gaz kompozisyonu, depolama sıcaklığı ve 
süresi oldukça önemlidir.   
 
Farklı ambalaj malzemeleri kullanılarak farklı 
atmosferlerde ambalajlanan peynirlerin depolama 
süresince gözlenen lipid oksidasyonu değişimleri 
mg MDA/kg cinsinden Çizelge 2’de verilmiştir. 
Yapılan inceleme sonucunda, ambalaj materyali × 
MAP etkileşimi dışında tüm faktörlerin, ikili ve 
üçlü etkileşimlerinin TBARS değerleri üzerindeki 

etkisi istatistiksel açıdan önemli bulunmuştur (P ≤ 
0.05). Peynir örneklerinde başlangıç TBARS 
değeri 0.3 mg MDA/kg olarak kaydedilmiş ve 
depolama süresince tüm uygulamalarda bu 
değerin farklı düzeylerde artış gösterdiği 
belirlenmiştir. Depolama süresince en yüksek 
oksidasyon oranı, açıkta depolanan kontrol grubu 
örnekler ile yüksek gaz geçirgenliğine sahip M1 
ambalaj malzemesi ve hava atmosferiyle 
ambalajlanan (ATM) grupta tespit edilmiştir. Bu 
durum PA/PE (M1)’nin yüksek oksijen 
geçirgenliği ve hava atmosferinde bulunan yüksek 
oksijen düzeyi ile ilişkilendirilmiştir.  EVOH 
katmanlı M3 malzemesinin vakum ve CO2+N2 
(50:50) gaz karışımı içeren MAP uygulamalarında 
depolama sırasında lipid oksidasyonu daha iyi 
kontrol edilebilmiştir (Çizelge 2).  
 
Farklı ambalaj materyallerinin krem peynirin 
oksidasyonuna etkisi üzerine yapılan bir 
çalışmada, krem peyniri farklı derinliklerde 
PET/PE, PS/EVOH/PE, PP/PE termoform 
tabaklarda ambalajlanmış ve PET/AlOx/PE film 
ile ısıl yapıştırma yapılmıştır. Farklı ambalajların 
derinlikleri ve farklı oksijen geçiş hızının oksidatif 
stabilite (TBARS) üzerinde önemli bir etkisinin 
olmadığı rapor edilmiştir (Pettersen vd., 2005). 
Ancak tabak ambalajlarda tam vakum yapılması 
teknolojik olarak mümkün olmayacağı için 
ambalajlama metodunun çok efektif olmadığı 
düşünülmektedir. Farklı ambalaj materyalleriyle 
peynirin raf ömrü üzerine yapılan bir başka 
çalışmada ise OTR’si yüksek ambalajların daha 
yüksek oranda oksidasyona neden olduğu 
kanıtlanmıştır (Piscopo vd., 2015).  
 
Duyusal Kalite 
Ürünlerin duyusal kalitesi depolama süresince test 
edilmiş ve sonuçlar Çizelge 3’te verilmiştir. 
Ambalajlanmamış olan kontrol grubu örneklerin 
depolama sırasında kuruması ve mikrobiyal açıdan 
da uygun olmayacağı öngörüsü nedeniyle 20. 
günden sonra tat değerlendirmesi yapılmamıştır. 
Derecelendirmede 9 puan üzerinden 5 ve 
üzerinde puan alan ürünler “kabul edilebilir” 
olarak değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, tüm 
duyusal nitelikler üzerinde depolama süresinin 
önemli ölçüde etkili olduğu belirlenmiştir (P ≤ 
0.05).  
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Çizelge 2. Farklı ambalaj malzemesi ve atmosferde ambalajlanan Hatay peynirinin depolama süresince 
fizikokimyasal özellikleri 

Table 2. Physicochemical properties of Hatay cheese packed in different packaging materials and atmospheres during storage 
 
Beyazlık İndeksi / Whiteness Index 
Ambalaj 
malzemesi 
Packaging 
material 

Ambalaj  
atmosferi 
Packaging 
atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Beyazlık İndeksi (WI) 
Whiteness Index (WI) 

Kontrol Ambalajsız 85.9±0.4Aa 80.4±2.3Bb 75.3±2.7Bd 74.9±2.2Bd 75.5±1.7Cd 76.3±2.0Bd 78.3±2.4Bc 
M1 ATM 85.9±0.4Aa 83.7±0.6Abc 84.0±0.9Ab 83.3±0.5Acd 85.3±0.6Ba 85.7±0.7Aa 83.0±0.8Ad 
 MAP 85.9±0.4Aa 83.4±0.5Ad 83.4±0.5Ad 83.9±0.6Ac 85.3±0.3Bb 85.5±0.7Aab 82.9±0.5Ae 
 VAK 85.9±0.4Aa 83.5±0.4Ab 83.5±0.7Ab 83.7±0.7Ab 85.4±0.6Ba 85.5±0.8Aa 82.8±0.8Ac 
M2 ATM 85.9±0.4Aa 83.4±0.5Ab 83.6±0.6Ab 83.6±0.4Ab 85.5±0.7ABa 85.7±0.8Aa 83.3±0.7Ab 
 MAP 85.9±0.4Aa 83.4±0.3Abc 83.8±0.6Ab 84.0±0.7Ab 85.3±0.8Ba 85.7±0.6Aa 82.9±1.2Ac 
 VAK 85.9±0.4Aa 83.6±0.5Ab 83.6±0.8Ab 83.9±0.9Ab 86.2±0.5Aa 85.8±1.0Aa 82.9±0.7Ac 
M3 ATM 85.9±0.4Aa 83.3±0.3Abc 83.8±0.9Ab 83.5±0.9Abc 85.6±0.9ABa 85.3±0.6Aa 83.0±0.8Ac 
 MAP 85.9±0.4Aa 83.4±0.6Ac 83.4±0.4Ac 84.0±0.6Ab 85.6±0.8ABa 85.6±0.4Aa 83.0±0.6Ac 
 VAK 85.9±0.4Aa 83.2±0.5Acd 83.5±0.7Ac 83.4±0.9Ac 85.1±0.5Bb 85.6±0.7Aab 82.8±0.6Ad 

M1: Koekstrude PA/PE    M2: OPET/OPA/CPP    M3: PP/PA/EVOH/PE    ATM (hava atmosferi): %21 O2 + 
%79 N2    MAP: %50 CO2 + %50 N2    VAK: Vakum 

 
Tekstür / Texture 

M1: Koekstrude PA/PE    M2: OPET/OPA/CPP    M3: PP/PA/EVOH/PE    ATM (hava atmosferi): %21 O2 + 
%79 N2    MAP: %50 CO2 + %50 N2    VAK: Vakum 

 
 
 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging 
material 

Ambalaj  
atmosferi 
Packaging 
atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Sertlik (N) 
Hardness (N) 

Kontrol Ambalajsız 0.07±0.01Aa 0.06±0.03ABb 0.08±0.01Aa 0.08±0.01Aa    
M1 ATM 0.07±0.01Aa 0.07±0.03Aa 0.07±0.01Aa 0.07±0.01ABa 0.07±0.01Aa 0.07±0.01ABCa 0.07±0.01ABa 
 MAP 0.07±0.01Aab 0.04±0.03Bc 0.07±0.01Aab 0.06±0.03Bbc 0.08±0.02Aab 0.06±0.02Dbc 0.08±0.02Aa 
 VAK 0.07±0.01Aabc 0.06±0.03ABc 0.08±0.01Aab 0.07±0.02Bbc 0.08±0.01Aabc 0.08±0.01ABa 0.08±0.02ABabc 
M2 ATM 0.07±0.01Aa 0.04±0.03Bb 0.08±0.01Aa 0.07±0.01ABa 0.07±0.02Aa 0.08±0.01ABCa 0.08±0.02Aa 
 MAP 0.07±0.01Aa 0.08±0.01Aa 0.08±0.02Aa 0.07±0.01ABa 0.07±0.02Aa 0.08±0.01ABa 0.07±0.01ABa 
 VAK 0.07±0.01Aab 0.07±0.02Aab 0.07±0.02Aab 0.06±0.03Bb 0.07±0.01Aab 0.08±0.01ABa 0.06±0.03Bb 
M3 ATM 0.07±0.01Aa 0.07±0.03Aa 0.08±0.02Aa 0.07±0.01ABa 0.08±0.01Aa 0.06±0.02CDa 0.07±0.02ABa 
 MAP 0.07±0.01Aa 0.07±0.03Aa 0.08±0.02Aa 0.07±0.01ABa 0.07±0.01Aa 0.09±0.01Aa 0.07±0.01ABa 
 VAK 0.07±0.01Aa 0.07±0.01Aa 0.07±0.02Aa 0.07±0.02ABa 0.07±0.02Aa 0.07±0.02BCDa 0.07±0.02ABa 

Elastiklik (mm) 
Elasticity (mm) 

Kontrol Ambalajsız 0.26±0.06Aa 0.09±0.01Dc 0.18±0.07ABb 0.30±0.06Aa    
M1 ATM 0.26±0.06Aa 0.12±0.03CDa 0.12±0.04CDa 0.12±0.03Ba 0.13±0.06Aa 0.10±0.02Aa 0.18±0.16Aa 
 MAP 0.26±0.06Aa 0.09±0.04Db 0.11±0.03Db 0.10±0.02Bb 0.12±0.03Ab 0.11±0.02Ab 0.12±0.03Ab 
 VAK 0.26±0.06Aa 0.10±0.01Dc 0.14±0.04BCDbc 0.11±0.02Bc 0.11±0.02Ac 0.12±0.02Ac 0.18±0.09Ab 
M2 ATM 0.26±0.06Aa 0.11±0.02CDc 0.14±0.03BCDbc 0.11±0.03Bc 0.12±0.03Ac 0.12±0.03Ac 0.18±0.14Ab 
 MAP 0.26±0.06Aa 0.12±0.01CDbc 0.12±0.03CDbc 0.13±0.03Bbc 0.11±0.03Abc 0.10±0.01Ac 0.13±0.03Ab 
 VAK 0.26±0.06Aa 0.14±0.02BCa 0.19±0.05Aa 0.12±0.02Ba 0.11±0.01Aa 0.11±0.01Aa 0.13±0.03Aa 
M3 ATM 0.26±0.06Aa 0.15±0.04Ba 0.17±0.06ABCa 0.10±0.02Ba 0.11±0.02Aa 0.11±0.03Aa 0.11±0.01Aa 
 MAP 0.26±0.06Aa 0.14±0.03BCbc 0.11±0.01Dc 0.11±0.02Bbc 0.13±0.01Abc 0.10±0.02Ac 0.15±0.05Ab 
 VAK 0.26±0.06Aa 0.19±0.08Aa 0.13±0.02BCDa 0.12±0.02Ba 0.12±0.02Aa 0.12±0.02Aa 0.12±0.03Aa 
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pH ve Titrasyon Asitliği pH and Titration Acidity 
Ambalaj 
malzemesi 
Packaging 
material 

Ambalaj  
atmosferi 
Packaging 
atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

pH pH 

Kontrol Ambalajsız 6.5±0.03Aa 6.5±0.02BCa 6.3±0.01Cb 6.3±0.01Dcd 6.3±0.03BCc 6.3±0.02BCcd 6.3±0.02Dd 
M1 ATM 6.5±0.03Aa 6.5±0.02ABa 6.5±0.01Aa 6.4±0.01Bb 6.4±0.04ABb 6.2±0.02Cc 6.1±0.04Fd 
 MAP 6.5±0.03Aa 6.5±0.01Ca 6.5±0.01Aa 6.5±0.01Aa 6.4±0.14ABb 6.4±0.04ABab 6.3±0.03Cb 
 VAK 6.5±0.03Aab 6.5±0.01Aa 6.5±0.01ABab 6.5±0.01Ac 6.5±0.04Abc 6.4±0.03Ac 6.4±0.02Cd 
M2 ATM 6.5±0.03Aa 6.5±0.01Aa 6.5±0.01ABa 6.3±0.02Db 6.2±0.21Cbc 6.1±0.10Dc 6.2±0.05Ebc 
 MAP 6.5±0.03Aa 6.5±0.01BCab 6.5±0.01Bab 6.4±0.01Babc 6.3±0.23BCbcd 6.2±0.27Ccd 6.1±0.03Gd 
 VAK 6.5±0.03Aa 6.5±0.01Aa 6.5±0.03Ba 6.4±0.01Bab 6.3±0.16BCb 6.4±0.03Aa 6.5±0.02Aa 
M3 ATM 6.5±0.03Aa 6.5±0.02Aa 6.5±0.03ABa 6.3±0.04Dc 6.4±0.08ABb 6.2±0.06CDd 6.3±0.02Cc 
 MAP 6.5±0.03Aa 6.5±0.01Aa 6.5±0.03ABa 6.5±0.02Ab 6.3±0.18ABb 6.5±0.00Aab 6.5±0.01Aab 
 VAK 6.5±0.03Aa 6.5±0.01BCa 6.5±0.01ABa 6.5±0.02Aab 6.5±0.03Aa 6.5±0.01Aa 6.4±0.01Bb 

Titrasyon Asitliği  (% Laktik Asit) Titration Acidity (Lactic Acid %) 

Kontrol Ambalajsız 0.2±0.00Ac 0.4±0.02Aab 0.3±0.02Ab 0.4±0.01Aab 0.4±0.06Aab 0.4±0.01Aab 0.4±0.03Aa 
M1 ATM 0.2±0.00Ad 0.2±0.02CDc 0.2±0.00Cc 0.2±0.01Ec 0.3±0.04Bb 0.3±0.01CDb 0.3±0.01Ca 
 MAP 0.2±0.00Ae 0.2±0.01Dc 0.2±0.01BCc 0.2±0.01DEc 0.3±0.02Bb 0.3±0.01CDab 0.3±0.02Da 
 VAK 0.2±0.00Ae 0.3±0.00Ba 0.2±0.01Bc 0.2±0.00Ed 0.3±0.01Ba 0.3±0.02CDa 0.3±0.01Dab 
M2 ATM 0.2±0.00Ad 0.2±0.01CDc 0.2±0.00Bc 0.3±0.01CDc 0.3±0.02Bb 0.3±0.01Cb 0.3±0.04BCa 
 MAP 0.2±0.00Af 0.3±0.01Bc 0.2±0.01BCe 0.3±0.01Cd 0.3±0.02Ab 0.3±0.02Bb 0.4±0.01Ba 
 VAK 0.2±0.00Ad 0.3±0.00Cb 0.2±0.01BCc 0.3±0.00Ca 0.3±0.01Ba 0.3±0.00Da 0.3±0.01Dab 
M3 ATM 0.2±0.00Ad 0.3±0.00Bab 0.2±0.01BCc 0.3±0.02Bb 0.3±0.01Bb 0.3±0.01CDb 0.3±0.01Ca 
 MAP 0.2±0.00Ac 0.3±0.03Cab 0.2±0.01Bb 0.3±0.02CDab 0.3±0.02Bab 0.3±0.02Dab 0.3±0.01Da 
 VAK 0.2±0.00Ac 0.2±0.01CDb 0.2±0.01BCb 0.3±0.02Ca 0.3±0.02Ba 0.3±0.02Da 0.3±0.01Da 

M1: Koekstrude PA/PE    M2: OPET/OPA/CPP    M3: PP/PA/EVOH/PE    ATM (hava atmosferi): %21 O2 + 
%79 N2    MAP: %50 CO2 + %50 N2    VAK: Vakum 

 
Lipid Oksidasyonu Lipid Oxidation 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging 
material 

Ambalaj  
atmosferi 
Packaging 
atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

TBARS (mg MDA/kg) TBARS (mg MDA/kg) 

Kontrol Ambalajsız 0.3±0.04Ad 0.6±0.03Abc 0.5±0.05Bc 0.6±0.02Ab 0.7±0.06Aa 0.7±0.05Aa 0.7±0.03Aba 

M1 ATM 0.3±0.04Ae 0.4±0.10BCd 0.6±0.02Bc 0.5±0.03CDcd 0.7±0.03Ab 0.8±0.12Aab 0.8±0.10Aa 

 MAP 0.3±0.04Ad 0.5±0.02BCc 0.6±0.04Ab 0.6±0.03Ab 0.7±0.03Aa 0.6±0.03Bb 0.6±0.04Cb 

 VAK 0.3±0.04Ae 0.4±0.05Cd 0.6±0.03Bbc 0.6±0.03DBb 0.6±0.03Cbc 0.5±0.01CDc 0.7±0.05Ba 

M2 ATM 0.3±0.04Ab 0.3±0.04Fb 0.6±0.03Ba 0.5±0.03Ca 0.6±0.02BCa 0.6±0.02Ca 0.6±0.14Da 

 MAP 0.3±0.04Ad 0.5±0.04Bc 0.5±0.03Bb 0.6±0.01BCb 0.6±0.06Ba 0.6±0.03CDab 0.5±0.01EFc 

 VAK 0.3±0.04Ae 0.4±0.02DEd 0.5±0.04Cbc 0.5±0.03Ec 0.5±0.03DEab 0.5±0.07EFbc 0.5±0.03DEa 

M3 ATM 0.3±0.04Ad 0.4±0.05Dc 0.4±0.05Cb 0.5±0.03EDab 0.5±0.02DEa 0.5±0.04CDEa 0.5±0.05EFa 

 MAP 0.3±0.04Ac 0.3±0.02EFc 0.5±0.08Cb 0.5±0.09Ca 0.6±0.03CDa 0.5±0.03DEab 0.5±0.04Fb 

 VAK 0.3±0.04Ad 0.3±0.03Fd 0.4±0.02Cb 0.4±0.06Fc 0.5±0.03Eb 0.5±0.04Fb 0.5±0.05DEa 

M1: Koekstrude PA/PE    M2: OPET/OPA/CPP    M3: PP/PA/EVOH/PE    ATM (hava atmosferi): %21 O2 + %79 N2    
MAP: %50 CO2 + %50 N2    VAK: Vakum 

Aynı sütunda, verilen depolama gününde, aynı büyük harfe sahip uygulamalar arasında istatiksel açıdan bir fark yoktur (P > 
0.05). Aynı satırda, verilen uygulamada aynı küçük harfe sahip depolama süreleri arasında istatiksel açıdan fark yoktur (P > 0.05). 
There is no statistical difference between applications with the same capital letter in the same column on a given storage day (P > 0.05). There is no 
statistical difference between the storage times with the same lowercase letter in the same line (P > 0.05). 
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Renk açısından peynir örnekleri en yüksek puanı 
0. günde almış olup depolama süresince renk 
kalitesi azalmıştır. Renkteki en büyük kalite kaybı 
kontrol grubunda ortaya çıkmıştır ve bu örnekler 
20. günden sonra kabul edilebilir limitin altında 
bulunmuştur. Ambalaj materyali ve ambalaj içi gaz 
karışımı, rengi etkilememiş olup, ambalajlı 
ürünlerde renge etki eden tek faktörün depolama 
süresi olduğu belirlenmiştir (Çizelge 3). 
Depolamanın sonunda tüm ambalajlı uygulamalar 
7.0-7.8 puan alırken, kontrol grubu örnekleri 3.0 
puan almıştır.  
 
Duyusal analiz kapsamında dilimlenmiş peynirde 
tekstürel olarak, özellikle depolama boyunca 
meydana gelen yumuşama ve yapışkan yapı varlığı 
belirlenmeye çalışılmıştır. Duyusal nitelikler 
arasında ambalajlı örnekler ile kontrol grubu 
kıyaslandığında en büyük farklılık tekstürde tespit 
edilmiştir (Çizelge 3). Açıkta depolanan kontrol 
grubu örnekler hızla sertleşerek depolamanın 5. 
gününde yapılan analizde tekstürel açıdan kabul 
edilebilir limitin altına düşmüştür. Depolamanın 
ilk 45 gününde ambalaj materyali ve ambalajlama 
yöntemi ürünün tekstürünü etkilememiş olup, son 
analiz gününde (60. gün) gaz geçirgenliği diğer 
ambalajlardan yüksek olan koekstrüde PA/PE 
materyali ile hava atmosferinde ambalajlanan 
peynir (M1-ATM), diğer ambalajlı ürünlerden 
daha düşük puan almıştır. 
 
Tat değerlendirmesinde ise özellikle oksidasyona 
bağlı ransid tat oluşumu belirlenmeye çalışılmıştır. 
Ambalajsız olarak depolanan kontrol grubu 
peynirler tat açısından 10. günden sonra kabul 
edilebilir limitin altına düşmüştür. Ambalajlı 
peynirlerden EVOH bariyerli ve vakumlu 
ambalajlar (M3-VAK) dışındaki tüm ürünlerin tat 
puanları depolama boyunca azalmıştır. M3-VAK 
ürününde raf ömrü boyunca tat farklılığı 
gözlenmemiştir. Diğer ambalajlı ürünlerde ise, 
depolamayla tat puanları düşse de, 60 günlük 
depolama süresince tüm ambalajlı ürünler “kabul 
edilebilir” limitin üzerinde bulunmuştur. Hava 
atmosferinde ambalajlanan ürünler vakum ve 
MAP uygulanan ürünlerden daha düşük puan 
almıştır.  
 

Genel ürün beğenisinde tüm ürün nitelikleri 
birlikte değerlendirilerek panelistlerin ürün 
hakkındaki beğeni dereceleri hedonik skala ile 
belirlenmiştir. Genel ürün beğenisi diğer duyusal 
niteliklerle uyumludur; depolamayla genel beğeni 
azalmıştır. Kontrol örnekleri 60. günde 2.1 puan 
alırken, ambalajlı örnekler 6.7-7.8 arasında puanlar 
almıştır. Bu farklılık Hatay peynirinin duyusal 
kalitesini korumada ambalajlamanın önemini 
ortaya koymuştur. Son analiz gününe kadar 
ambalajlı örnekler arasında istatistiksel olarak 
önemli bir farklılık tespit edilmemiştir. Son analiz 
gününde ise ATM uygulaması, MAP ve VAK 
uygulamalarına kıyasla daha düşük puanlar 
almıştır. Depolama süresince genel ürün beğenisi 
açısından en başarılı uygulama M3-VAK 
uygulaması olmuştur.  
 
San Simón da Costa peyniri ile yapılan bir 
çalışmada benzer şekilde tat ve genel ürün 
beğenisinde ambalajsız kontrol grubuna ve MAP 
uygulanan peynirlere kıyasla en iyi sonuçlar vakum 
ambalaj uygulamasında kaydedilmiştir (Garabal 
vd., 2010). Peynirin MAP ile ambalajlanmasında 
%100 CO2 uygulamasının ekşimsi tada neden 
olduğu belirlenmiş ve peynirlerin mikrobiyal 
güvenliğini sağlarken duyusal kalitesini de 
koruyabilmek için karbondioksidin azot ile 
karıştırılması gerektiği belirtilmiştir (Erkan ve 
Aksu, 2006). Lamine edilmiş PE/PA termofor 
ambalajın kullanıldığı bir MAP çalışmasında farklı 
oranlarda CO2 ve N2 atmosferleri ile ambalajlanan 
peynirler için %100 CO2 kullanımının tekstürel 
açıdan da uygun olmadığı, peyniri kırılgan ve ekşi 
hale getirdiği belirlenmiştir (Juric vd., 2003). 
Hotchkiss vd. (2006), peynirlerin duyusal 
özelliklerinin korunması için en uygun gaz 
konsantrasyonunun yüksek miktarda azot (>%50) 
içermesi gerektiğini vurgulamıştır. Myzithra 
peynirinde yapılan çalışmada da peynirin duyusal 
özelliklerinin korunması için oksijen içermeyen 
MAP uygulamasının, aerobik ambalajlamaya göre 
daha etkili olduğu tespit edilmiştir (Dermiki vd., 
2008). Graviera peynirinde de en iyi duyusal 
sonuçlar %100 N2 ve %50 CO2 + %50 N2 gaz 
karışımlarıyla ambalajlanmış örneklerde tespit 
edilmiştir (Trobetas vd., 2008). 
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Çizelge 3.  Farklı ambalaj malzemesi ve atmosferde ambalajlanan Hatay peynirinde depolama süresince 
duyusal nitelikler 

Table 3. Sensory attributes during storage in Hatay cheese packaged in different packaging materials and atmospheres 
Renk Color 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging material 

Ambalaj  atmosferi 
Packaging atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Kontrol Ambalajsız 8.4±0.7Aa 7.0±1.2Bb 6.4±1.3Bb 5.1±1.5Bb 4.0±2.1Bcd 4.2±2.4Bcd 3.0±1.7Cd 
M1 ATM 8.3±0.9Aa 8.0±1.4Aa 8.3±1.0Aa 7.8±0.9Aab 7.6±0.8Aab 7.7±0.9Aab 7.0±0.6Bb 
 MAP 8.6±0.5Aa 8.2±0.7Aab 8.0±0.9Aabc 7.6±0.8Abc 7.3±0.9Ac 7.3±1.0Ac 7.5±0.5ABc 
 VAK 8.3±0.8Aa 7.9±0.8ABab 8.0±1.0Aab 7.5±1.0Ab 7.3±0.8Ab 7.3±0.8Ab 7.4±0.9ABb 
M2 ATM 8.3±0.9Aa 7.8±1.4ABab 8.3±0.6Aa 7.7±0.8Aab 7.5±0.8Ab 7.5±0.9Aab 7.2±0.6ABb 
 MAP 8.6±0.5Aa 7.8±1.0ABbc 8.3±0.8Aab 7.9±0.9Abc 7.4±0.8Ac 7.4±0.8Ac 7.4±0.5ABc 
 VAK 8.3±0.8Aa 8.2±0.9Aa 8.2±0.8Aa 8.0±0.7Aa 7.3±0.7Ab 7.2±0.7Ab 7.6±0.9ABab 
M3 ATM 8.3±0.9Aa 8.1±0.8Aa 8.3±0.9Aa 7.8±0.7Aab 7.3±0.9Ab 7.7±0.9Aab 7.3±0.5ABb 
 MAP 8.6±0.5Aa 7.8±1.1ABbc 8.1±0.9Aab 7.8±0.6Abc 7.4±0.7Ac 7.3±0.9Ac 7.3±0.6ABc 
 VAK 8.3±0.8Aa 7.8±1.1ABab 8.1±0.7Aab 7.7±0.9Aab 7.5±0.7Ab 7.6±0.8Aab 7.8±0.8Aab 

Tekstür Texture 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging material 

Ambalaj  atmosferi 
Packaging atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Kontrol Ambalajsız 8.3±1.0Aa 3.5±1.6Bb 3.3±1.1Bb 2.7±1.4Bbc 1.9±1.0Bcd 1.6±1.0Bd 1.3±0.5Cd 
M1 ATM 8.2±0.9Aa 7.8±0.9Aa 8.0±1.1Aa 7.9±0.8Aa 7.6±0.9Aa 7.6±1.1Aa 6.7±0.9Bb 
 MAP 8.4±0.9Aa 7.9±0.9Aab 8.5±0.5Aa 7.7±1.1Ab 7.5±0.8Ab 7.8±0.7Aab 7.4±0.5Ab 
 VAK 8.3±1.1Aa 7.9±0.8Aab 8.2±0.9Aab 7.3±0.9Ab 7.4±1.1Ab 7.5±1.3Aab 7.3±0.8Ab 
M2 ATM 8.2±0.9Aa 7.5±1.2Aa 8.0±1.0Aa 7.5±1.0Aa 7.5±1.1Aa 7.6±1.2Aa 7.3±0.5ABa 
 MAP 8.4±0.9Aa 7.7±1.2Aabc 8.3±0.7Aab 7.9±1.0Aabc 7.3±1.2Ac 7.5±1.0Abc 7.3±0.8Ac 
 VAK 8.3±1.1Aa 7.5±1.7Aab 7.9±1.5Aab 7.9±0.9Aab 7.4±1.1Aab 7.5±1.3Aab 7.0±0.6ABb 
M3 ATM 8.2±0.9Aa 7.6±1.2Aab 8.1±1.0Aa 7.9±1.2Aa 7.5±1.0Aab 7.5±1.0Aab 6.9±0.7ABb 
 MAP 8.4±0.9Aa 7.6±1.2Aab 8.1±0.5Aa 7.8±0.9Aab 7.5±1.2Aab 7.9±1.2Aa 7.0±0.9ABb 
 VAK 8.3±1.1Aa 8.0±0.7Aab 8.0±0.9Aab 7.8±1.3Aab 7.7±1.2Aab 8.0±0.9Aab 7.4±0.8Ab 

Tat Taste 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging material 

Ambalaj  atmosferi 
Packaging atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Kontrol Ambalajsız 8.3±0.7Aa 5.2±1.0Bb 5.3±1.3Cb 3.1±1.7Bc    
M1 ATM 8.3±1.0Aa 7.5±1.2Aab 7.8±0.7ABa 7.6±0.9Aa 7.7±1.1Aa 8.0±1.1Aa 6.8±0.9CDb 
 MAP 8.4±0.7Aa 7.8±0.6Aab 7.8±0.6ABab 7.7±0.9Ab 7.6±0.8Ab 7.9±0.7Aab 7.8±0.6ABb 
 VAK 8.3±0.6Aa 7.4±0.9Ab 7.9±0.9ABab 7.3±0.7Ab 7.6±1.0Aab 7.8±1.2Aab 7.8±0.6ABab 
M2 ATM 8.3±1.0Aa 7.7±0.9Aab 7.5±0.7ABab 7.1±0.5Abc 7.5±1.1Aab 7.5±1.4Aab 6.4±0.7Dc 
 MAP 8.4±0.7Aa 7.3±0.9Abc 8.1±0.7ABab 7.5±0.9Abc 7.3±1.3Abc 7.4±1.1Abc 6.8±0.8CDc 
 VAK 8.3±0.6Aa 7.7±1.0Aab 7.4±1.0Bb 7.8±0.9Aab 7.5±0.8Ab 7.8±0.6Aab 7.1±1.4BCDb 
M3 ATM 8.3±1.0Aa 7.7±1.1Aab 8.1±0.7ABab 7.3±0.9Abc 7.6±0.8Aab 7.8±0.8Aab 6.6±1.4CDc 
 MAP 8.4±0.7Aa 7.5±1.2Ac 8.3±0.6Aab 7.3±0.8Ac 7.5±0.8Ac 7.7±0.8Abc 7.4±1.1ABCc 
 VAK 8.3±0.6Aa 7.8±0.9Aa 7.9±0.8ABa 7.5±1.3Aa 7.8±1.0Aa 8.1±0.8Aa 8.2±1.0Aa 

Genel Ürün Beğenisi Overall acceptance 

Ambalaj 
malzemesi 
Packaging material 

Ambalaj  atmosferi 
Packaging atmosphere 

0. gün 
day 0 

5. gün 
day 5 

10. gün 
day 10 

20. gün 
day 20 

30. gün 
day 30 

45. gün 
day 45 

60. gün 
day 60 

Kontrol Ambalajsız 8.1±0.9Aa 4.8±1.5Bb 5.2±1.0Bab 3.3±1.3Bb 2.3±1.0Bb 2.3±1.0Bb 2.1±1.2Eb 
M1 ATM 8.2±0.9Aa 7.7±1.2Aa 8.1±0.9Aa 7.8±0.6Aa 7.6±0.9Aa 7.7±1.0Aa 6.8±0.8CDb 
 MAP 8.3±1.0Aa 8.0±0.7Aab 8.0±0.0Aab 7.6±0.8Ab 7.5±0.8Ab 7.8±0.8Aab 7.5±0.5ABCb 
 VAK 8.0±1.0Aa 7.9±0.9Aab 8.2±0.8Aa 7.3±0.8Ab 7.5±0.9Aab 7.5±1.3Aab 7.7±0.5ABab 
M2 ATM 8.2±0.9Aa 7.7±1.1Aa 8.0±0.7Aa 7.3±0.7Aab 7.6±1.1Aab 7.5±1.3Aab 6.8±0.4CDb 
 MAP 8.3±1.0Aa 7.7±1.0Aab 8.3±0.8Aa 7.6±0.9Aab 7.3±1.2Ab 7.3±1.0Ab 7.0±0.9BCDb 
 VAK 8.0±1.0Aa 7.6±1.4Aa 7.8±1.2Aa 7.8±0.7Aa 7.5±0.7Aa 7.8±0.5Aa 7.3±0.8ABCDa 
M3 ATM 8.2±0.9Aa 7.8±1.1Aa 8.3±0.6Aa 7.6±0.8Aa 7.6±0.8Aa 7.8±0.6Aa 6.7±1.1Db 
 MAP 8.3±1.0Aa 7.8±1.2Aabc 8.1±0.5Aab 7.4±0.8Abc 7.5±0.7Abc 7.6±0.8Aabc 7.1±0.9ABCDc 
 VAK 8.0±1.0Aa 8.1±0.7Aa 8.0±0.4Aa 7.6±1.1Aa 7.8±0.9Aa 8.2±0.8Aa 7.8±0.8Aa 

M1: Koekstrude PA/PE    M2: OPET/OPA/CPP    M3: PP/PA/EVOH/PE    ATM (hava atmosferi): %21 O2 + %79 N2    
MAP: %50 CO2 + %50 N2    VAK: Vakum 

Aynı sütunda, verilen depolama gününde, aynı büyük harfe sahip uygulamalar arasında istatiksel açıdan bir fark yoktur (P > 
0.05). Aynı satırda, verilen uygulamada aynı küçük harfe sahip depolama süreleri arasında istatiksel açıdan fark yoktur (P > 0.05). 
There is no statistical difference between applications with the same capital letter in the same column on a given storage day (P > 0.05). There is no 
statistical difference between the storage times with the same lowercase letter in the same line (P > 0.05). 
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SONUÇ 
Tüketime hazır dilimlenmiş Hatay peyniri 
ambalajsız muhafaza edildiğinde raf ömrü 
kuruma, ufalanma, sararma ve tadının bozulması 
nedenleriyle 5 gün olarak belirlenmiştir. Ambalajlı 
uygulamalarda ise ürünün tüm duyusal nitelikleri 
(renk, koku, tekstür ve tat) 60 gün boyunca kabul 
edilebilir bulunmuştur. Özellikle en düşük gaz 
geçirgenliğine sahip malzemenin 
(PP/PA/EVOH/PE) vakum uygulaması 
dilimlenmiş Hatay peynirinin başlangıç kalitesini 
60 gün boyunca korumada en başarılı uygulama 
olmuştur. Ancak vakumlu peynir dilimlerinde 
damlama kaybı problemi ortaya çıkmıştır. Bu 
olumsuz durum, ürünün duyusal niteliklerinin 
tamamının korunduğu ve depolama sonunda lipid 
oksidasyonunda en düşük TBARS değerinin 
kaydedildiği aynı malzemenin yüksek CO2 (%50 
CO2 + %50 N2) uygulamasıyla bertaraf edilebilir. 
Sonuç olarak, ambalajsız dilimlenmiş peynir 
örneklerinin raf ömrü su kaybına bağlı aşırı 
kuruma nedeniyle 5 gün, ambalajlı dilimlenmiş 
peynirlerde vakum ve oksijensiz MAP altında ise 
60 gün olarak önerilmektedir. 
 
ÇIKAR ÇATIŞMASI 
Yazarların, başka kişiler ve/veya kurumlar ile çıkar 
çatışması bulunmamaktadır. 
 
YAZARLARIN KATKISI 
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metnin revizyonu. Yazarlar makalenin son halini 
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ABSTRACT 
In this study, changes in angiotensin-I converting enzyme (ACE) inhibitory, α-amylase inhibitory and 
antioxidant activities, total phenolic content (TPC), total monomeric anthocyanin content (TMAC) of 
ultrasonic phenolic extracts from pulp and seed of Ziziphus jujuba were investigated during in vitro digestion. 
Bioaccessible fractions of phenolics in seed and pulp extracts were calculated as 23.24±4.46% and 
9.43±0.24%, respectively. Moreover, bioaccessibility for TMAC in seed extracts (147.83±9.20%) was higher 
than pulp (15.76±3.89%) (P<0.05). A decrease in the antioxidant activity of the extracts occurred after in 
vitro digestion (P<0.05). The ACE inhibitory activity of undigested extracts from seed (86.04±0.00%) was 
higher than that of the undigested pulp extract (42.74±8.57%) (P<0.05). The α-amylase inhibitory activity 
of seed and pulp extracts was determined as 49.18±0.35% and 36.07±5.83%, respectively. The results of 
the study showed that ACE inhibitory activity and α-amylase inhibitory activity of the polyphenolics from 
pulp increased after in vitro digestion.  
Keywords: Ziziphus jujuba, antioxidant activity, ACE inhibitory activity, α-amylase inhibitory activity, 
anthocyanin 
 

ZIZIPHUS JUJUBE (HÜNNAP) İÇ VE ÇEKİRDEK DOKULARINDAN 
FENOLİKLERİN IN VITRO SİNDİRİM SIRASINDA BAZI BİYOAKTİF 

ÖZELLİKLERİNDEKİ DEĞİŞİMİN ARAŞTIRILMASI 
 

ÖZ 

Bu çalışmada, Ziziphus jujuba iç ve çekirdeklerinden elde edilen ultrasonik fenolik ekstraktların in vitro 
sindirim sırasında anjiyotensin-I dönüştürücü enzim (ADE) inhibisyon, α-amilaz inhibisyon ve 
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antioksidan aktivitesi ile toplam fenolik madde (TFM) ve toplam monomerik antosiyanin miktarı 
(TMAM) üzerindeki değişiklikler incelenmiştir. In vitro sindirim sonrasında, çekirdek ve iç 
ekstraktlarındaki biyoerişilebilir fenolik fraksiyonlar sırasıyla %23.24±4.46 ve %9.43±0.24 olarak 
hesaplanmıştır. Ayrıca, çekirdek ekstraktlarında toplam monomerik antosiyaninlerin 
biyoerişilebilirliği (147.83±9.20%) iç ekstraktların toplam monomerik antosiyaninlerinin 
biyoerişilebilirliğinden (15.76±3.89%) daha yüksek bulunmuştur (P<0.05). In vitro sindirim 
sonrasında ekstraktların antioksidan aktivitesinde azalma meydana gelmiştir (P<0.05). Çekirdek 
ekstraktlarının sindirim öncesi ADE inhibisyon aktivitesi (%86.04±0.00), sindirim öncesi iç ekstraktın 
ADE inhibisyon aktivitesinden (%42.74±8.57) daha yüksektir (P<0.05). Çekirdek ve iç ekstraktların 
α-amilaz inhibisyon aktivitesi sırasıyla %49.18±0.35 ve %36.07±5.83 olarak belirlenmiştir. 
Çalışmanın sonuçlarına göre iç fraksiyonundan elde edilen ekstraktların ADE inhibisyon ve α-amilaz 
inhibisyon aktivitesi in vitro sindirimden sonra artmıştır. 
Anahtar kelimeler: Ziziphus jujuba, antioksidan aktivite, ADE inhibisyon aktivite, α-amilaz 
inhibisyon aktivite, antosiyanin 
  
INTRODUCTION 
Ziziphus jujuba, also known as jujube, is an 
orangish-burgundy, brown fruit with aromatic 
flavor which grows mainly in warm and 
subtropical regions such as Southeast Asia, China 
and the Mediterranean (Hoshyar et al., 2015). 
Jujube, which has approximately 900 species, is 
grown intensively in the western and southern 
parts of Anatolia in Türkiye (Imamoglu, 2016; 
Naik et al., 2013). It has been used in the 
treatment of intestinal diseases and anxiety in 
traditional medicine for a long time (Imamoglu, 
2016; Choi et al., 2012). The recent studies have 
also shown that jujube has various bioactive 
properties such as antioxidant (Wang et al., 2012; 
Wu et al., 2012; Zhang et al., 2010), antiallergic 
(Naik et al., 2013), antimicrobial (Hamedi et al., 
2015), anti-inflammatory (Goyal et al., 2011; 
Kumar et al., 2004), immunostimulant (Ganachari 
et al., 2004), antidiabetic (Hemmati et al., 2015b; 
Shirdel et al., 2009), antiobesity (Hemmati et al., 
2015a), sedative, hypnotic (Jiang et al., 2007) and 
hypoglycemic activities (Shirdel et al., 2009). 
Anthocyanins are pigments attached to the 
flavonoid group found in many plants and fruits. 
They are natural colorants with antioxidant 
properties that are easily soluble in water and give 
color in a wide area between orange, red, purple, 
and blue (Shi et al., 2018; Castañeda-Ovando et 
al., 2009).  
 
There is a widespread understanding that plants 
with greater polyphenolics have better antioxidant 
effects (Chel-Guerrero et al., 2018). Antioxidants 
are various natural metabolites synthesized by 

plants against free radicals to protect themselves 
(Angerhofer et al., 2009). Free radicals cause many 
degenerative diseases such as diabetes, 
cardiovascular diseases, and cancer (Sarmadi and 
İsmail, 2010). The jujube is a good source of 
polyphenolics and anthocyanins which 
responsible antioxidant activity (Li et al., 2005; 
Koley et al., 2016; Liu et al., 2020).  
 
Hypertension is an important risk factor for 
cardiovascular diseases. Angiotensin-I-converting 
enzyme (ACE) plays a key role in regulating blood 
pressure and inhibition of this enzyme is required 
to treat hypertension. The ACE inhibitors are 
widely used to control hypertension. Synthetic 
drugs used for this purpose have some side effects 
such as dry cough and skin rash (Daskaya-
Dikmen et al., 2017). Therefore, researchers have 
investigated the effect of natural sources like plant 
extracts on hypertension in recent years (Şensu et 
al., 2021; Rawat et al., 2016). For instance, Kumar 
et al. (2011) reported that vanillic acid, a phenolic 
compound, exhibited antihypertensive effect in 
hypertensive mice.  
 
Diabetes, which is one of degenerative diseases, 
causes various damages including retinopathy, 
nephropathy, and neuropathy on the related 
organs due to the inability to regulate the sugar 
rate (glycemia) in the blood (Al-Azzawie and 
Alhamdanii,2006). According to a report in 2019, 
approximately 463 million people in the world are 
known to have diabetes and it is estimated that 
this number will reach 700 million by 2045 
(Senevirathne et al., 2021). Adefegha et al. (2015) 
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showed that phenolic extracts obtained from 
Annona muricata have antidiabetic and 
antihypertensive effects. It has been also reported 
that the jujube fruit extracts exhibited antidiabetic 
effect exerting inhibitory activity against α-
amylase by Mourya et al., 2017; Hemmati et al., 
2015a; Marmouzi et al., 2019. 
 
There are a lot of studies about antioxidant, 
antihypertensive and antidiabetic activities of 
whole jujube fruit in the literature. However, to 
our knowledge, there is no study on the changes 
in angiotensin-I converting enzyme inhibitory, α-
amylase inhibitory and antioxidant activities and 
total phenolic content and total monomeric 
anthocyanin content of seed and pulp fractions 
from jujube without peel tissue during in vitro 
digestion. Therefore, in the present study, 
changes in these bioactive properties were 
investigated during in vitro digestion. Moreover, 
seed and pulp fractions were compared in terms 

of angiotensin-I converting enzyme inhibitory, α-
amylase inhibitory and antioxidant activities and 
total phenolic content and total monomeric 
anthocyanin content.  Thus, it was aimed to reveal 
the bioactive potential of seed and pulp fractions 
from jujube grown in Türkiye. 
 
MATERIALS AND METHOD 
Materials  
The jujube fruit was collected from an orchard, 
which is located at coordinates of 38°15’56’’ N 
and 34°04’00’’ E, in Aksaray province in Türkiye. 
The surface contaminants of the fruits were 
removed by washing under tap water, pulp and 
seed fractions were carefully separated by hand 
using a knife. Then, they were freeze-dried and 
the lyophilized samples were stored without 
exposure to light and oxygen at -20 °C until the 
extraction process. The visual appearance of the 
lyophilized pulp and seed fractions was given in 
Figure 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Visual observation of liyofilized pulp and seed fractions from Ziziphus jujube. 
 
Folin-Ciocalteu’s reagent and gallic acid were 
purchased from (Merck, Darmstadt, Germany). 
Sodium carbonate, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH), copper (II) chloride, Trolox, neocuprin, 
potassium chloride, sodium acetate, ammonium 
acetate, dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium 
phosphate, starch, 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS), 
sodium chloride, sodium hydroxide, ethyl acetate, 
α-amylase, hippuryl-his-leu (HHL), angiotensin-
converting enzyme (ACE), methanol, pepsin, bile 
salts and pancreatin were purchased from Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, 
Missouri, USA). All of the solvents and chemicals 
utilized were of the analytical grade. 
 

Method 
Ultrasound-assisted extraction  
Ultrasound-assisted extraction of polyphenolics 
from seed and pulp fractions of jujube without 
peel fraction was carried out using the method of 
Erşan et al. (2017) with slight modification. 
Accordingly, 0.5 g lyophilized sample was mixed 
with 5 mL of extraction solvent (methanol: Milli-
Q water:formic acid (80:19:1, v/v/v)). The 
ultrasound procedure was applied to the mixture 
for 20 seconds at 65% power using an ultrasound 
device (Sonopuls HD 2200 ultrasonic 
homogeniser, Bandelin Electronic GmbH & Co. 
KG, Berlin, Germany) with a titanium type probe 
(Bandelin Titanium Long Tip Probe VS 70 T, 13 
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mm diameter). Ultrasonication application was 
performed by immersing the probe to a depth of 
2.5 mL into a 50 mL beaker including the sample. 
During the ultrasonication application, in order to 
prevent heating of the sample, the beaker 
containing the sample was placed in a beaker with 
a water-ice mixture, and temperature of the 
samples was kept between 20-25 °C. After 
ultrasonication, the samples were centrifuged at 
6000 rpm for 5 minutes. The supernatant was 
discarded and the pellet was extracted two more 
times using the same amount of extraction 
solvent. The extracts were combined and 
evaporated by using a rotary evaporator (IKA 
RV10, Germany) at 40 °C. Then, the extracts were 
stored at -20 °C further analysis.   
 
Total phenolic content (TPC) 
The TPC of the samples was performed 
according to the Folin-Ciocalteu method (Toor 
and Savage, 2006). Briefly, 200 µL sample was 
mixed with 1.5 mL of 10-fold diluted Folin-
Ciocalteu’s reagent and 1.2 mL of sodium 
carbonate solution. The mixture was left to stand 
in the dark for 90 min. The absorbance was read 
at 765 nm by using a microplate reader (Synergy 
HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, 
USA). The results were expressed as mg gallic acid 
equivalent (GAE)/g sample in dry weight (dw). 
 
Total monomeric anthocyanin content (TMAC) 
Analysis of total monomeric anthocyanin was 
carried out according to the pH differential 
method (AOAC method 2005.02). Briefly, the 
samples were diluted with 0.025 M KCl (pH 1.0) 
and 0.4 M CH3COONa (pH 4.5) and the 
absorbance was measured at 530 nm and 700 nm 
TMAC was determined by following formula: 

TMAC (cyanidin-3-O-glucoside equivalent, μg/g 

dw)  =   
A × MW  × DF × 103

ε × L
                               (1) 

Where A= (A520 – A700)pH 1.0 – (A520 – A700)pH 4.5, 
MW is the molecular weight of cyanidin-3-O-
glucoside (449.2 g/mole), DF is the dilution 
factor, ε is the molar extinction coefficient of 
cyanidin-3-O-glucoside (26,900 L/cm.mole) and 
L is the path length (0.75 cm). 
 

Determination of antioxidant activity (AOA) 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical scavenging 
(DPPH) method 
The antioxidant activity of the samples was 
determined by DPPH method (Kumaran and 
Karunakaran, 2006). Briefly, 100 µL sample was 
diluted with 2 mL of 0.1 mM DPPH (in 
methanol). After shaking for 10 seconds, the 
sample was kept at room temperature in the dark 
for 30 min and absorbance was measured at 517 
nm. The results are expressed in mg Trolox 
equivalent (TE)/g sample dw. 
 
The cupric ion reduction antioxidant capacity 
determination (CUPRAC)   
The antioxidant activity of the samples was 
determined by CUPRAC method (Apak et al., 
2004). Accordingly, 100 µL sample was mixed 
with 1 mL of 10-2 mM copper (II) chloride, 
neocuprine (in ethanol), ammonium acetate 
buffer (pH=7.0) solutions and Milli-Q water. 
After standing for 30 min at room temperature, 
absorbance was recorded at 450 nm and the 
results were expressed as mg TE/g sample dw. 
 
The α- amylase inhibitory activity  
The α-amylase inhibition analysis was performed 
according to the method by Yu et al. (2012) with 
slight modification. Accordingly, 30 μL sample 
(in 10% DMSO), 120 μL Milli-Q water, 300 μL of 
starch solution in 20 mM sodium phosphate 
buffer (pH 6.9) and 150 μL α-amylase solution 
(1 U/mL) was pre-incubated at 25 °C for 10 min. 
Then, 300 μL of the DNS reagent (1% 3,5-
dinitrosalicylic acid, 12% Na-K tartrate in 
0.4 M NaOH) was added to terminate the 
reaction. Enzymatic inhibition was carried out at 
85 °C for 10 min. After adding 675 μL deionized 
water, the mixture was cooled down to room 
temperature. The α-amylase activity was measured 
at 540 nm and calculated by the following 
formula:  

α − amylase inhibitory activity =
(A−B)

A
× 100                                                                            

                                                                        (2) 

Where A represents the absorbance in the 
presence of buffer solution and B represents 



E. Sensu, A. Duran, B. Ozcelik, A. Yucetepe 

 

 

606  
     

 

 

absorbance in the presence of the α-amylase and 
sample solution. 
 
Angiotensin-converting enzyme inhibitory 
activity  
The ACE inhibitory analysis was performed by 
the method of Ahn et al. (2012). Briefly, 50 μL 
ACE solution (25 mU/mL) was added to 50 μL 
of diluted sample which was dissolved in borate 
buffer and pre-incubated at 37 °C for 10 min. 
Then, 150 µL of HHL substrate (5 mM, pH 8.3) 
was added to the mixture and incubated at 37 °C 
for 30 min. The reaction was stopped by adding 
250 µL of 1.0 M HCl. To extract hippuric acid, 0.5 
mL of ethyl acetate was added and the test tubes 
were centrifuged at 3200 rpm for 15 min. After 
centrifugation, 0.2 mL of the supernatant was 
evaporated at room temperature for 12 h. The 
hippuric acid was dissolved in deionized water 
and the ACE inhibition activity was measured at 
228 nm calculated by the following formula:  

ACE inhibition activitiy (%) =
Acontrol−Asample

Acontrol−Ablank
× 100                                     (3) 

Where Ablank represents absorbance in the 
presence of Milli-Q water, Acontrol represents 
absorbance in the presence of buffer solution and 
Asample represents absorbance in the presence of 
the ACE and sample solution. 
 
In vitro gastro-intestinal digestion and 
bioaccessibility 
Bioaccessibility analysis by in vitro gastro-
intestinal digestion was performed according to 
the INFOGEST method developed by Minekus 
et al. (2014) with some modifications. Briefly, 15 
mL of salivary solution and 1 g of samples were 
mixed and the mixture was pre-incubated at 37 °C 
and 100 rpm for 15 min. After 15 min, 20 mL of 
stomach solution was added to this mixture and 
incubated again at 37 °C and 100 rpm for 1 h. 
Then, 10 mL of the mixture was collected as post-
gastric (PG) digestion. Then, 5 mL of 120 mM 
NaCl, 5 mL of 120 mM KCl and 4.5 mL of 
intestinal solution were added to the remained 
mixture and reincubated again at 37 °C and 100 
rpm for 2 h. At the end of the time, the mixture 
was collected as post-intestinal (PI) digestion. The 
PG and PI samples were centrifuged 10,000 rpm 

for 15 min and the supernatants were stored at -
20 °C until further analysis. Bioaccessibility (%) of 
the samples was calculated by 
the following formula:  

 Bioaccessibility (%) =
Bioactive content of digested samples

Bioactive content of undigested samples
× 100     (4)                  

Statistical analysis 
Experimental data were given as mean ± standard 
deviation. Statistical analysis was carried out using 
a IBM SPSS software (version 22.0, SPSS, 
Chicago, IL, USA). The differences were 
compared using Tukey test and p≤ 0.05 was 
considered to be significant. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
Change in TPC during in vitro digestion 
According to the results, the differences between 
TPCs of the undigested seed and pulp extracts 
were determined as 3.44±0.66 mg GAE/g dw 
and 10.72±0.48 mg GAE/g dw, respectively 
(P<0.05, Table 1). On the other hand, Wang et al. 
(2011) reported that TPCs of jujube pulp and seed 
extracts were 38.98 mg GAE/g dw and 30.95 mg 
GAE/g dw, respectively. Gao et al. (2012) 
determined that TPC of jujube between 27.56 mg 
GAE/g and 54.18 mg GAE/g fruit weight. These 
differences among the results can be associated 
with fruit variety, growing conditions, ripening 
level of the fruit, and the extraction conditions 
applied for the extraction of phenolics (Wang et 
al., 2011).   
 
In the present study, TPC in the pulp extract was 
found to be higher than that of the seed (P< 0.05). 
Furthermore, the presence of phenolic 
compounds in different forms in jujube pulp and 
seed tissues may cause the differences in the 
phenolic levels in these tissues. For instance, the 
phenolic compounds in jujube seed tissues are 
mainly in insoluble-bound form whereas they are 
found in glycoside form in fruit pulp (Gao et al., 
2013). 
 
A decrease in TPCs of jujube seed and pulp 
fractions was observed after in vitro gastric and 
intestinal digestions (P<0.05, Table 1). The 
bioaccessibility (%) of seed and pulp extracts after 



Phenolic extracts from pulp and seed fractions of Ziziphus jujuba 

 

 

  607 

 

in vitro gastric digestion was determined to be 
48.73±7.02% and 25.50±0.68%, respectively 
(P<0.05). After in vitro intestinal digestion, the 
bioaccessibility (%) of seed and pulp extracts was 
calculated as 23.24±4.46% and 9.43±0.24%, 
respectively. Similarly, Ma et al. (2020) reported 

that TPC of the soup obtained from bamboo 
leaves decreased approximately by 20% after in 
vitro digestion. According to Ma et al. (2020), this 
decrease may result from the loss in the stability 
of phenolic compounds under high pH values 
during intestinal digestion (Ma et al., 2020). 

 
Table 1. Changes in total phenolic content, total monomeric anthocyanin content, antioxidant activity 

of jujube seed and pulp extracts during in vitro gastrointestinal digestion. 

 Sample Initial 
In vitro gastric 

digestion 
In vitro intestinal 

digestion 

Total phenolics 
(mg/g)-TPC 

Seed 3.44±0.66b,x 1.63±0.08b,x 0.77±0.00b,x 

Pulp 10.72±0.48a,x 2.73±0.05a,y 1.01±0.02a,z 

Total anthocyanin 
content (µg cyn-3-

gly/g)-TMAC 

Seed 1.25±0.58a,y 8.39±0.00a,x 1.45±0.00a,y 

Pulp 2.23±0.55a,x 0.32±0.00b,y 0.33±0.00b,y 

DPPH (mg TE/g) 
Seed 4.04±0.18b,x 4.72±0.48a,x 0.58±0.46b,y 

Pulp 7.34±0.19a,x 4.80±0.21a,y 4.21±0.30a,y 

CUPRAC (mg TE/g) 
Seed 4.15±0.44b,x 5.93±2.43a,x 3.79±0.30a,x 

Pulp 9.38±0.51a,x 6.98±0.12a,y 2.99±0.44a,z 

All the values were expressed as mean ± standard deviation. The mean is an average of three samples (n = 3) 
obtained from triplicated experiment. Different superscripts letters within the same line (x, y, z) and column (a, b) 
indicate significant difference (P< 0.05, Tukey). 

 
Change in TMAC during in vitro digestion 
The TMAC of pulp extract (2.23±0.55 µg cyn-3-
gly/g dw) was higher than the TMACs of seed 
extract (1.25±0.58 µg cyn-3-gly/g dw) before in 
vitro digestion (P<0.05, Table 1). After gastric 
digestion, TMACs of the seed extract (8.39±0.00 
µg cyn-3-gly/g dw) were higher than that of pulp 
extract (0.32±0.00 µg cyn-3-gly/g dw) (P<0.05). 
As seen in Table 1, the increase in TMAC of seed 
extract after in vitro gastric digestion was 
statistically significant (P<0.05). Pérez-Vicente et 
al. (2002) stated that there was a significant 
increase in the concentration of anthocyanin 
compounds in pomegranate juice after in vitro 
gastric digestion. According to Koh et al. (2020), 
anthocyanin compounds are converted from the 
hemiketal form to the flavylium cation, which is 
more stable form, during gastric digestion where 
the pH was 2.0. 
 
After intestinal digestion, TMACs of the seed and 
pulp extracts were determined as 1.45±0.00 µg 

cyn-3-gly/g dw and 0.33±0.00 µg cyn-3-gly/g dw, 
respectively (P<0.05). Moreover, the 
bioaccessibility (%) value of TMAC in seed 
extract (147.83±9.20%) was higher compared to 
pulp extract (15.76±3.89%) after in vitro 
intestinal digestion. As seen in Table 1, there was 
a decrease in TMAC of pulp extracts after in vitro 
intestinal digestion (P<0.05). Likewise, de la 
Fuente et al. (2019) reported that anthocyanin 
compounds in broccoli and radish could not 
detect after in vitro digestion. In the study of Ma 
et al. (2020), anthocyanin compounds were 
degraded during in vitro digestion. Similarly, Koh 
et al. (2020) showed that there was a decrease in 
TMAC during in vitro intestinal digestion, due to 
the decreasing trend in all individual anthocyanin 
compounds. According to Pérez-Vicente et al. 
(2002), the decrease in TMAC is associated with 
conversion of flavylium cations to colorless 
chalcones during in vitro intestinal digestion. It 
has been stated that these “colorless anthocyanin 
pseudobases" are stable and in equilibrium with 
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the colored cationic forms in an acidic 
environment, however the anhydrobases 
gradually become more stable with the increase in 
pH after pH 5.0 (Pérez-Vicente et al. 2002).  
 
Change in AOA during in vitro digestion 
As shown in Table 1, the pulp extract exhibited 
higher AOA than that of the seed fraction 
because the pulp extract had the highest TPC than 
that of the seed extract (P<0.05). According to 
Chel-Guerrero et al. (2018), plants with higher 
level of polyphenolics also exhibit higher 
antioxidant activity. Zhang et al.  (2010) found 
that jujube juice contained higher levels of 
ascorbic acid than other fractions. In the present 
study, the higher antioxidant activity of jujube 
pulp tissue may be associated with the higher 
concentration of ascorbic acid in jujube pulp. 
Also, it might be thought that the carbohydrates 
in the pulp fraction may have increased AOA. In 
the study of Li et al. (2011), polysaccharide 
extracts obtained from jujube fruit had 
antioxidant activity. Additionally, Wang et al. 
(2011) stated that the ripening level and variety of 
jujube and differences in its growing conditions 
may lead to discrepancy in TPC and AOA of 
jujube. 
 
Antioxidant activity of the extracts decreased after 
in vitro digestion, in parallel with the decrease in 
both TPC and TMAC (P<0.05, Table 1). The 
bioaccessibility for AOA was determined to be as 
24.65±1.76% and 91.58±2.48% for seed extract 
and 57.29±2.60% and 31.71±2.97% for pulp 
extract by DPPH and CUPRAC methods, 
respectively. Similarly, Vinholes et al. (2018) and 
Goulas and Hadjisolomou (2019) showed that 
antioxidant activity of some fruits and vegetables 
decreased significantly after in vitro digestion. 
This decrease was associated with the fact that 
antioxidant compounds such as total phenolics 
and total anthocyanins are less reactive at the pH 
value of the intestinal environment, which is 
about 7.4 (Puangkam et al., 2017; de la Fuente et 
al., 2019).  
 
 
 

Change in ACE inhibitory activity during in 
vitro digestion  
The ACE inhibitory activity of the seed and pulp 
extracts was 86.04±0.00% and 42.74±8.57%, 
respectively (P<0.05, Figure 2). Similary, it was 
shown in other studies that polyphenolics can 
exhibit ACE inhibitory activity. For instance, 
Mohebbati et al. (2017) investigated the 
antihypertensive activity of jujube fruit in mice 
with high blood pressure and reported that 
hydroalcoholic extracts obtained from jujube fruit 
exhibited an antihypertensive effect in mice. 
Likewise, Nho et al. (2010) showed that ACE 
inhibitory activity of phenolic extracts from the 
leaves of Boehmeria nivea ranged from 14.47% to 
80.31%. Also, López-Fernández-Sobrino et al. 
(2021) reported that wine sediments had 
antihypertensive potential in mice due to 
flavonols and anthocyanins in its composition. 
 

 
Figure 2. Changes in ACE inhibitory activity of 

jujube seed and pulp extracts during in vitro 
gastrointestinal digestion. Different letters (x, y) 
indicate significant difference (P< 0.05, Tukey). 

 
The ACE inhibitory activity of bioaccessible 
fraction of the seed extract in the intestinal phase 
was 99.04±4.95%, while it was 157.82±27.90% 
for the pulp extracts. Similarly, Fernandez et al. 
(2013) reported that ACE inhibitory activity of 
grape extracts was >90% before in vitro digestion 
and was >80% after in vitro digestion. Likewise, 
Sensu et al. (2020) reported that red Berberis fruit 
had 73.84% ACE inhibitory activity before in 
vitro digestion and ACE inhibitory activity 
decreased to 65.51% after in vitro digestion. 
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Change in α-amylase enzyme inhibition 
activity during in vitro digestion 
The α-amylase enzyme inhibition activity of the 
undigested seed and pulp extracts were found to 
be 49.18±0.35% and 36.07%±5.83%, respectively 
(p≥0.05, Figure 3). The α-amylase enzyme 
inhibition activity after in vitro intestinal digestion 
of the pulp extract was statistically higher than 
that of the seed extract (P<0.05). Zhao et al. 
(2014) showed that polysaccharides extracted 
from jujube fruit had a significant in vivo 
antidiabetic activity by reducing the plasma 
glucose level. Similarly, Benammar et al. (2014) 
investigated the antidiabetic activities of extracts 
from leaves, roots and seeds of Zizyphus lotus in 
diabetic mice and reported that these extracts 
exhibited a reducing effect on the glucose level in 
mice. Furthermore, other studies in the literature 
have reported that natural polyphenols had an 
inhibitory effect on α-amylase activity (Quesada et 
al., 1996; McDougall et al., 2005; Ghosh et al., 
2012; Liu et al., 2013; Zaidan et al., 2019). 
 

 
Figure 3. Changes in α-amylase enzyme 

inhibition activity of jujube seed and pulp 
extracts during in vitro gastrointestinal digestion. 

Different letters (x, y, z) indicate significant 
difference (P< 0.05, Tukey). 

 
The bioaccessibility (%) value for α-amylase 
enzyme inhibition activity of the pulp extract 
increased after in vitro digestion (P<0.05, Figure 
3). Similarly, in the study of Ng and See (2019) it 
was showed that in vitro digestion caused a 
positive effect on the α-amylase enzyme 
inhibition activity of plant extracts. According to 
Ng and See (2019), this increase in the 
carbohydrate hydrolyzing enzymes inhibitory 

activity of the digested extracts may be because of 
the release of aglycones phenolic from the 
glycosides throughout the digestion process. 
 
CONCLUSION 
In the present study, the changes in angiotensin-I 
converting enzyme inhibitory, α-amylase 
inhibitory and antioxidant activities, total 
phenolic content, total monomeric anthocyanin 
content of the extracts from the pulp and seed 
tissues of Ziziphus jujuba were investigated during 
in vitro gastro-intestinal digestion. It was found 
that, the pulp parts of the jujube fruit exhibited 
higher antioxidant activity compared to the seed 
since the total phenolic and anthocyanin contents 
in these plant tissues were higher than the seed 
part. Also, the results of the study showed that 
angiotensin-I converting enzyme and α-amylase 
inhibitory activities of the pulp extract increased 
after in vitro digestion. Consequently, it was 
concluded that jujube fruit can be used as a 
natural functional compound by food industry.  
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ABSTRACT 
Nowadays, the demand for the consumption of healthy foods is increasing day by day. Although fruits, 
vegetables, and foods made from them come first among these foods, meat and meat products are of great 
importance. However, there have been reports of food poisoning from such meals. Furthermore, problems 
are encountered in exports due to the microbial load of many such products. Different chemicals are used 
to reduce the microbial load of these products. However, due to the residue, these compounds are not 
utilized in many countries. Therefore, different methods are being investigated, and new technologies are 
being developed. Hydrostatic pressure, ultrasound, pulsed electric fields, irradiation, and pulsed light are 
some of these technologies. The purpose of this review is to investigate the possibilities of using the cold 
plasma system, which is one of these technologies, for the sterilization of foods. In simple terms, cold plasma 
is the fourth state of matter and is defined as a gaseous composition of ionic gas, polar ions, and gas atoms 
produced under atmospheric or low-pressure conditions. In addition to the many advantages of cold plasma, 
it has the possibility of being used for different purposes. Besides surface disinfection and detoxification, it 
is also used in the sterilization of packaged products, fresh fruits and vegetables, liquid foods, and meat and 
meat products. 
Keywords: Cold plasma, non-thermal technology, food safety, sterilization, new technology 
 

SOĞUK PLAZMA TEKNOLOJİSİNİN GIDA GÜVENLİĞİ ALANINDAKİ 
POTANSİYEL UYGULAMALARININ ARAŞTIRILMASI 

 

ÖZ 

Günümüzde sağlıklı gıdaların tüketimine yönelik talep giderek artmaktadır. Her ne kadar bu gıdaların 
başında meyve, sebzeler ve onlardan yapılan gıdalar gelse de et ve et ürünlerinin de önemi büyük 
olmaktadır. Ancak bu gıdalardan meydana gelen gıda zehirlenme vakaları bulunmaktadır. Ayrıca pek 
çok ürünün mikrobiyal yükü sebebinden dolayı ihracatta sorunlar ile karşılaşılmaktadır. Bu ürünlerin 
mikrobiyal yükünün azaltılması için farklı kimyasallar kullanılmaktadır. Ancak bu kimyasalların 
bıraktıkları kalıntı sebebi ile pek çok ülkede kullanılmamaktadır. Dolayısıyla farklı yöntemler araştırılıp 
yeni teknolojiler geliştirilmektedir. Bu teknolojilerden bazıları hidrostatik basınç, ultrases, vurgulu 
elektrik alan, ışınlama ve vurgulu ışık gibi yöntemlerdir. Bu derlemenin amacı ise bu teknolojilerden 
biri olan soğuk plazma sisteminin gıdaların sterilizasyonu amacı ile kullanım olanaklarının 
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araştırılmasıdır. Basit bir ifadeyle, soğuk plazma maddenin dördüncü hali olup atmosferik veya düşük 
basınç koşulları altında üretilen iyonik gaz, polar iyonlar, gaz atomlarından oluşan gaz bileşimi olarak 
tanımlanabilmektedir. Soğuk plazmanın pek çok avantajı bulunmasının yanı sıra, farklı amaçlar için 
kullanım olanağı da bulunmaktadır. Yüzey dezenfeksiyonu ve detoksifikasyonun yanı sıra ambalajlı 
ürünlerin, taze meyve ve sebzelerin, sıvı gıdaların, et ve et ürünlerinin sterilizasyonunda da 
kullanılmaktadır. 
Anahtar kelimeler: Soğuk plazma, ısıl olmayan teknoloji, gıda güvenliği, sterilizasyon, yeni teknoloji  
  
INTRODUCTION 
In the globalizing world, satisfying customer 
needs, responding to expectations, and food 
safety, which concerns human health, are the 
main topics that come up (Dalgıç, 2021). Thermal 
inactivation has traditionally been applied to 
protect food safety. However, thermal 
inactivation methods may have negative effects 
on components such as color, taste, and aroma. 
In recent years, foods to which non-thermal 
methods are applied have gained economic 
importance depending on the combination of 
factors such as ease of use, nutritional value, 
desired sensory properties, and environmental 
friendliness (Korkmaz and Gündüz, 2018, Dinçer 
and Topuz, 2018, Bhatt et al., 2018). For all these 
reasons, studies on cold plasma applications, 
which is a sustainable technology among non-
thermal methods, have increased (Gündüz and 
Kışla 2014; Göçmen et al., 2017, Yüksel and 
Karagözlü, 2017). Cold plasma technology 
provides microbial inactivation, does not cause 
significant changes in the structure of food, and 
its applicability for safe food production is being 
investigated (Fernandez et al., 2013, Bozkurt, 
2014, Şen, 2015, Fıratoğlu, 2015, Daşan, 2016, 
Aktop, 2016, Devi et al., 2017, Kim and Min, 
2018, Mehta et al., 2019). Cold plasma can be 
formed by many methods in terms of 
characteristics and applications. Some of these 
methods can be counted as dielectric barrier 
discharges (DBD), atmospheric pressure plasma 
jets, radio frequency and microwave plasmas 
(Scholtz et al., 2015, Keskin, 2017). The 
environmental friendliness of cold plasma 
technology increases its potential applications 
(Yüksel and Karagözlü, 2017). For the creation of 
plasma, environmental parameters such as 
pressure are important. However, depending on 
the plasma device, plasma may be generated in a 
variety of pressure conditions. It is still preferred 
in some applications due to the ease of forming 

plasma in a low pressure environment. However, 
although plasma formation under atmospheric 
pressure can be performed under higher voltage, 
it is preferred because of the advantages it 
provides in terms of applicability to industry. This 
study was conducted to investigate the 
possibilities of using the cold plasma system, 
which is an alternative method to reduce the 
microbial load in foods, and to be a source for 
researchers. 
 
COLD PLASMA TECHNOLOGY 
There are different methods for generating 
plasma. Some of the most commonly used ones 
for sterilization of foods can be categorized as 
dielectric barrier discharge (DBD), plasma jet 
(PJ), radio frequency (RF), and microwave (MW). 
 
DIELECTRIC BARRIER DISCHARGE 
(DBD) 
The DBD plasma consists of two metal 
electrodes, one or both of which are coated with 
a dielectric material such as polymer, glass, quartz, 
or ceramic (Fig.1). By applying high voltage, cold 
plasma is formed in this device, which has a 
changeable gap ranging from 0.1 mm to a few 
centimeters (Kogelschatz, 2003, Chizoba et al., 
2017). Commonly used gases in DBD plasma are 
atmospheric air, nitrogen, argon and helium (Kim 
et al., 2018, Srangsomjit et al., 2022, Roy et al., 
2023). Furthermore, this system is one of the 
most suitable forms of plasma production due to 
the dielectric material configuration and flexibility 
used (Ziuzina et al., 2013). 
 
PLASMA JET (PJ) 
In this system, which has various configurations, 
the outer electrode is grounded, the central 
electrode is excited by RF, and the gas flowing at 
a high flow rate pushes the formed plasma out of 
the electrode region (Nishime et al., 2017) (Fig.1). 
This system, which is not suitable for application 
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to a wide area, produces a stable, homogeneous, 
and smooth discharge at atmospheric pressure 
(Nehra et al., 2008, Bermudez-Aguirre, 2020).  
 
RADIO FREQUENCY (RF) 
Radio frequency plasma is usually obtained by 
oscillating gas in an electromagnetic field (Fig.1). 
Radio frequency plasma operating at frequencies 
between Hz and MHz is produced by an 
induction coil or different electrodes kept outside 
the reactor (Ekezie et al., 2017). 

MICROWAVE (MW) 
Microwave discharges are produced by 
electromagnetic waves released by a magnetron in 
microwave plasma generators (Fig. 1). Thus, cold 
plasma is created in the microwave electric field 
without electrodes. In this system, where plasma 
is produced at low and atmospheric pressure, gas 
requirements are low and generally large 
quantities of reactive species are released 
(Thomas and Mittal, 2013, Ekezie et al., 2017). 

Figure 1 

                                  
a)                                                                                     b) 

         
      

c)                                                                                     d)                                              
 

Fig.1.  A type of DBD plasma configurations (a), A type of plasma jet configuration (b), A type of 
Radio Frequency plasma configuration(c), A type of microwave plasma configuration (d) 

 
PENETRATION POWER OF COLD 
PLASMA 
Gelatin gel and agarose gel are commonly 
employed to investigate the penetration of 
plasma-induced reactive oxygen species (ROS). It 
was stated that inactivation depths of up to 3.2 
mm were reached with plasma application. It has 
been reported that the depth of plasma 
penetration varies depending on both the plasma 

application time and the type of microorganism 
(Guo et al. 2020). Yadav et al. (2019) reported that 
180 seconds of plasma applied to 2 mm thick 
slices of ham (1 cm2) significantly decreased the 
number of Listeria innocua (1.43 log CFU/cm2). In 
another study, there was a significant decrease in 
the total number of aerobic mesophilic bacteria 
with 60 kV-5 min of cold plasma applied to 1 cm-
thick pitaya fruit slices (Li et al., 2019).  
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Roh et al. (2020), reported that chicken breast 
samples were boiled for 90 minutes, cut into 
cubes (1.5 × 1.5 × 1.5 cm), covered with an edible 
coating (whey protein), and then plasma was 
applied to the samples for 39 kV-3.5 minutes. In 
chicken breast samples, the number of E. coli 
O157: H decreased by 3.90, Salmonella by 3.70, and 
L. monocytogenes by 3.50 logarithmic units as a result 
of the application. In a study, Escherichia coli 
inoculated lettuce was placed in different layers 
and exposed to cold plasma (Min et al., 2017). In 
their other study, they arranged two tomatoes 
inoculated with Salmonella in a two-layer and then 
applied cold plasma (Min et al., 2018). In these 
studies, it was stated that a significant logarithmic 
unit reduction was achieved in each 
microorganism due to the spaces between both 
lettuce and tomatoes. Thus, in future studies, a 
clearer result could be obtained by applying cold 
plasma to thicker foods. 
 
THE MECHANISM OF ACTION OF 
COLD PLASMA IN STERILIZATION 
In the cold plasma environment, positive and 
negative ions, photons, electrons, free radicals, 
active or unactived molecules and atoms, and 
their use in combination lead to microbial 
inactivation (Fig.2) (Moisan et al., 2002, Laroussi, 
2005). These reaction species erode cell materials 

such as the shell lipoprotein on the bacterial cell 
surface and the inner fat amylase of the cell 
membrane. Thus, the cell membrane ruptures and 
the contents flow out, which eventually leads to 
the death of the bacteria (Miao and Yun, 2011). 
Several researchers have claimed that UV 
radiation in the cold plasm ambient causes the 
splitting of DNA strands by inducing the 
development of thymine dimers (Laroussi, 2005, 
Gallagher et al., 2007, Wunderlich and 
Langowski, 2010, Fernandez and Thompson, 
2012). However, other studies suggest that the 
power density of UV radiation emitted in the cold 
plasma ambient is very low and does not directly 
affect the sterilization process (Laroussi and 
Leipold, 2004, Boudam et al., 2006). It has also 
been reported that reactive oxygen species were 
more effective on the outer surface of microbial 
cells by causing significant oxidative stress 
conditions, which resulted in cell damage, enzyme 
deactivation, and DNA rupture (Misra et al., 2011, 
Pankaj and Keener, 2017). In another study, it was 
stated that the effect of plasma is largely 
dependent on the presence of water, with a 
stronger effect in moist organisms (minute 
amount of non-liquid water) than in dry 
organisms (complete drying of a drop with 
bacteria in a biological hood) (Thirumdas et al., 
2015).  

  

 
Fig.2. Mechanism of microbial inactivation by cold plasma treatment. 
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THE USE OF COLD PLASMA 
TECHNOLOGY FOR THE 
STERILIZATION OF FOODS 
Due to the limited depth of penetration of plasma 
technology, it is considered to be advantageous, 
especially for foods with a high surface/volume 
ratio. Hence, microbial decontamination is 

provided on the product surfaces with the 
application of plasma, while the low penetration 
depth prevents the damage of important nutrients 
in the food (Surowsky et al., 2016). The effects of 
various cold plasma systems on different products 
have been investigated (Table 1). 

  
Table 1. The effect of various plasma systems on different products 

 
Plasma type 

Food matrix and 
Microorganisms 

 
Observation  

 
References 

Atmospheric Pressure 
Fluidized Bed Plasma Jet 

Hazelnut And Corn 
(molds and yeasts in the 
natural flora) 

3.84 and 3.45 CFU/g    (Mutlu., 2014) 

DBD Plazma 
Ground Almond Milk 
(molds and yeasts) 

Below the 
Determination Limit 

(Muhammad et al. 2019). 

Atmospheric Pressure 
DBD 

Tomato-Based Beverage  
(Mold and yeast) 

1 log CFU/ml   (Metha et al., 2019) 

Low Pressure Plasma 
with Microwave Power 

Red Pepper Powder 
(Aspergillus flavus) 

2.5 CFU/g  (Kim et al., 2014) 

Microwave-Assisted 
Cold Plasma 

Onion Powder 
(Aspergillus brasiliensis 
spores) 

1.6 log spores/cm2 (Kim et al., 2017), 

Radiofrequency Assisted 
Low Pressure  
DBD Plasma 

Peanuts  
(Aspergillus brasiliensis) 

3.5 log CFU/g  (Pignata et al., 2014) 

Atmospheric Pressure 
Plasma Jet 

Hazelnut  
(Aspergilus parasiticus and 
Aspergilus flavus spor) 

5.6 and 4.7 log CFU/g (Şen et al., 2019 

DBD system with radio 
frequency power source 

Peanuts  
(Aflatoxin) 

%97.9 and %99.3 (Devi et al., 2017) 

DBD Plasma 
 Corn 
(Aflatoxin) 

%62 and %82 (Shi et al., 2017) 

DBD Plasma 
Hazelnut 
(Aflatoxin) 

%70  (Siciliano et al, 2016) 

Microwave-Assisted 
Atmospheric Pressure 
Plasma Jet 

On the petri dishes 
(Aflatoxin) 

Completely Removed 
Aflatoxins 

(Park et al., 2007) 

Cold Atmospheric 
Plasma (CAP) 

Chicken breasts 
(Pseudomonas aeruginosa) 

100 % inactivation 
efficiency 

(Zhao et al., 2022 a) 

Atmospheric Cold 
Plasma 
 

Apple Cider 
(Acid-adapted E. coli K12) 

5 log CFU/mL  (Ozen et al., 2022) 

Cold Atmospheric 
Pressure Plasma 

Tiger Nut Milk 
(Bacillus cereus) 

5.28 log CFU/mL 
 

(Muhammad et al., 2019) 
 

Cold plasma jet 
On the petri dishes 
(Pseudomonas aeruginosa) 

100 % inactivation 
efficiency 

(Zhao et al., 2022 b) 

DBD Plasma 
Apple juice 
(Alicyclobacillus 
contaminants) 

4.5 log CFU/mL (Wang et al., 2023) 
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In the literature, there are atmospheric cold 
plasma applications created with different systems 
(DBD, plasma jet) (Surowsky et al., 2013, Pankaj 
et al., 2013, Bozkurt, 2014, Almeida et al., 2015, 
Kim et al., 2018, Filho et al., 2019, Li et al., 2019, 
Amanpour et al., 2019). In the studies, enzyme 
inactivation (Pankaj et al., 2013, Khani et al., 2017, 
Amanpour et al., 2019, Chutia et al., 2019) and 
microbial inactivation (Basaran et al., 2008, Mutlu, 
2014, Şen, 2015, Fıratoğlu, 2015, Gök et al., 2019) 
experiments were carried out on different 
products. For these purposes, cold plasma 
application has been researched for fresh fruits 
and vegetables such as tomatoes, spinach, kiwi, 
strawberries, mango, melon, and tangerines 
(Niemira and Sites, 2008, Perni et al., 2008, Misra 
et al., 2014, Ramazzina et al., 2015, Won et al., 
2017, Jiang et al., 2017), fruit juices such as orange 
juice and cherry juice (Almeida et al.,  2015, 
Garofulic et al., 2015), and dried products such as 
hazelnut, corn, wheat, paprika, black pepper, 
dried figs, and dried apples (Selçuk et al., 2008, 
Mutlu, 2014, Lee et al., 2015, Bubler et al., 2017, 
Choi et al., 2018). When the studies in the 
literature are examined, there are some studies 
that determine the effects of cold plasma 
application on mold and aflatoxin.  
 
As a result of the studies conducted by Mutlu 
(2014), the use of atmospheric pressure fluidized 
bed plasma jet reduced the number of molds and 
yeasts in the natural flora of hazelnut and corn by 
3.84 and 3.45 logarithmic units, respectively. As a 
result of the 12-minute DBD plasma applied to 
the ground almond milk, it was determined that 
the total number of molds and yeasts fell below 
the determination limit (Muhammad et al., 2019). 
Also, 1 log CFU/ml reduction was achieved in 
mold and yeast numbers by using the atmospheric 
pressure DBD system in a tomato-based beverage 
(Metha et al., 2019).  
 
Aspergillus flavus number decreased by 2.5 log 
CFU/g in red pepper powder, in which low 
pressure plasma with microwave power source 
was applied (Kim et al., 2014). In other studies, in 
which microwave-assisted cold plasma was 
applied, 1.6 log spores/cm2 reduction was 
achieved in the number of Aspergillus brasiliensis 

spores inoculated into onion powder (Kim et al., 
2017), while Penicillium italicum in orange peel was 
reduced by 84% (Won et al., 2017). As for the 
number of Aspergillus brasiliensis inoculated on 
peanuts, a 3.5 log CFU/g reduction was achieved 
with radio frequency assisted low pressure DBD 
plasma application (Pignata et al., 2014). As a 
result of the application of the atmospheric 
pressure plasma jet, a decrease of 5.6 and 4.7 
logarithmic units was detected in the numbers of 
Aspergilus parasiticus and Aspergilus flavus spores 
inoculated into the hazelnut sample, respectively 
(Şen et al., 2019).  
 
In apple cider vinegar inoculated with acid-
adapted E. coli K12, 5 log CFU/mL reduction was 
achieved as a result of atmospheric cold plasma 
application (Ozen et al., 2022). In another study, 
there was a decrease of 5.28 log CFU/ml in tiger 
nut milk inoculated with Bacillus cereus after 
atmospheric cold plasma application 
(Muhammad et al., 2019). Also, 4.5 log CFU/ml 
reduction was achieved as a result of DBD 
application to Alicyclobacillus contaminans inoculated 
into apple juice (Wang et al., 2023). In another 
study, the effect of cold plasma on the total 
bacterial count in sheep milk was compared with 
that of pasteurization (65 oC ± 2 ◦C for 30 min). 
According to this study, cold plasma application 
for 5 minutes resulted in 1.7 log reduction, while 
pasteurization resulted in 2.1 log reduction. There 
was no statistical difference between the two 
applications (Wang et al., 2022). In addition, after 
3 minutes of high-voltage atmospheric cold 
plasma application, the amount of Listeria 
monocytogenes inoculated Queso Fresco cheese was 
significantly reduced (Ott et al., 2022). In a study 
examining the effect of cold plasma on chicken 
meat samples inoculated with Staphylococcus aureus, 
a 2-log reduction was achieved after 5 minutes of 
application (Abdel-Naeem et al., 2022). In 
another study, 100% inactivation was achieved 
after 5 minutes of cold plasma application to 
chicken breasts inoculated with Pseudomonas 
aeruginosa (Zhao et al., 2022 a). 
 
With the DBD system, whose power source is 
radio frequency, 97.9%-99.3% reductions were 
achieved in the number of aflatoxins in peanuts, 



J.H. Zadeh, F. Pazır 

 

 

620  
     

 

 

in which cold plasma was applied. In the same 
study, the samples were kept at 30°C for 5 days 
after the plasma application, and a decrease of 
65%–95% was achieved in the amount of 
aflatoxin B1 production depending on the 
strength and duration of the plasma application 
(Devi et al., 2017).  While low-pressure cold 
plasma jet treatment provided a 2 log CFU/g 
reduction in 10 minutes for aflatoxins inoculated 
into hazelnut, peanut, and pistachio, it was said 
that 20 minutes of plasma treatment resulted in a 
50% reduction in overall aflatoxin content 
(Basaran et al., 2008). Another study found that 
microwave-assisted atmospheric pressure plasma 
jet treatment for 5 seconds completely removed 
aflatoxins placed on the slide (Park et al., 2007). 
When DBD plasma was applied to aflatoxin-
added corn sample for 1 and 10 minutes, the 
amount of aflatoxin was reduced by 62% and 
82%, respectively (Shi et al., 2017). Another study 
found that applying DBD plasma to an aflatoxin-
added hazelnut sample reduced it by 70% 
(Siciliano et al., 2016). In particular, the 
employment of such technologies in dry foods is 
of great importance. Because in the dried fruit and 
vegetable sector, besides thermal processes, non-
thermal technologies such as chlorine-based 
disinfectants, ozonated water, and electrolyzed 
oxidizing water (EYS) are carried out, in order to 
reduce the microbial load (Öztekin et al., 2006, 
May and Fickak, 2007, Zorlugenç et al., 2008). 
The use of these non-thermal technologies has 
some disadvantages, such as the product's water 
intake and subsequent drying requirement. For 
these reasons, such technologies come to the fore. 
 
CONCLUSION 
The demand for healthy nutrition, respect for 
nature, and therefore green technology is 
increasing in the world. Due to this awareness 
among most people, green technologies are 
gaining more importance. It is known by everyone 
that the chemicals used in the disinfection of 
fruits and vegetables leave a residue. Although 
laws impose restrictions on the use of these 
chemicals, it is known that they are still used 
today. However, the new technologies 
being developed can be an alternative to these 
chemicals. The cold plasma system is a green 

technology that is utilized in food safety. Despite 
having a high initial cost, cold plasma has 
numerous advantages, such as providing strong 
sterilization at low temperatures, not affecting the 
structure of the packaging, working continuously 
at atmospheric pressure, and not containing 
chemicals.  
 
Cold plasma is produced by different methods. 
However, the most commonly used methods in 
foods are jet plasma, DBD, and cold plasma 
produced by radiofrequency and microwave. 
Studies show that these methods can be used for 
surface disinfection, detoxification, liquid foods, 
meat, and meat products, as well as the 
disinfection of packages. When the studies are 
examined, it is seen that all of the cold plasma 
methods can be used with both liquid and solid 
foods. However, there is no clear information 
about which method is used for which foods. This 
shows that there are few studies on the 
penetration power of cold plasma. Although it is 
thought that the penetration power of the plasma 
jet is higher than other methods, there is no clear 
information. For the reasons mentioned above, it 
is necessary to investigate the possibilities of using 
this system in the industry. 
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ÖZ 
Araştırmada ketencik tohumundan farklı sıcaklık (30, 45, 60°C), süre (15, 30, 45 dk) ve güç (%30, 65, 100) 
koşullarında ultrasonikasyon yöntemi ile yağ ekstraksiyonunun optimizasyonu amaçlanmıştır. Optimum 
koşullarda elde edilen yağ, soksalet ekstraksiyonu ile elde edilen yağ örneği ile verim, yağ asidi kompozisyonu 
ve oksidasyon özellikleri bakımından karşılaştırılmıştır. Ultrasonikasyon yönteminde yağ verimi açısından 
optimum koşullar 38.16°C, 15 dk ve %30 ultrasonikasyon gücü ve bu koşullarda yağ verimi 24.44 g/100g 
olarak bulunmuştur. Oksidasyon analizleri sonuçlarına göre ise soksalet ve ultrasonikasyon yöntemleri ile 
elde edilen yağların peroksit değerlerinin sırasıyla 3.39-69.25 ve 2.15-54.19 meqO2/kg yağ, konjuge dien 
değerlerinin ise sırasıyla 2.14-9.71 ve 1.79-7.22 olduğu belirlenmiştir. Ayrıca uygulanan ekstraksiyon 
yöntemleri ketencik yağının yağ asidi kompozisyonunda önemli bir farklılığa neden olmamıştır. Ketencik 
yağının ekstraksiyonunda ultrasonikasyon tekniğinin bir alternatif olabileceği ve bu yağın fonksiyonel 
gıdaların üretiminde kullanılma potansiyelinin bulunduğu değerlendirilmiştir. 
Anahtar kelimeler: Camelina sativa, optimizasyon, peroksit, linolenik asit 
 

DETERMINATION OF THE OXIDATION PROPERTIES OF CAMELINA SEED 
OILS EXTRACTED BY ULTRASONICATION AND SOXHLET METHODS 

 

ABSTRACT 

In the study, it was aimed to optimize oil extraction from camelina with ultrasonication at different 
temperature (30, 45, 60°C), time (15, 30, 45 min) and power (30, 65, 100%) conditions. The oil 
obtained under optimum conditions was compared with the oil by soxhlet extraction for yield, fatty 
acid composition and oxidation properties. The ultrasonication optimum conditions were 38.16°C, 
15 min, and 30% ultrasonication power, and oil yield was 24.44 g/100g. The peroxide values of the 
oils obtained by soxhlet and ultrasonication methods were 3.39-69.25 and 2.15-54.19 meqO2/kg oil, 
respectively. The conjugated diene values of oils obtained by soxhlet and ultrasonication methods 
were 2.14-9.71 and 1.79-7.22, respectively. Moreover, the applied extraction methods did not cause 
a significant difference in the fatty acid composition of camelina oil. Ultrasonication technique can 
be an alternative for the Camelina sativa oil extraction and this oil has potential for using in the 
functional food production. 
Keywords: Camelina sativa, optimization, peroxide, linolenic acid  
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GİRİŞ 
Ketencik [Camelina sativa (L.) Crantz], 
Brassicaceae familyasının bir üyesi olup, kökeni 
Doğu Avrupa ve Orta Asya bölgelerine dayanan 
önemli bir yağ bitkisidir (Vollmann ve Eynck, 
2015; Sydor vd., 2022;). Ülkemizde “yalancı 
keten”, “Alman susamı” veya “Sibirya yağlı 
tohumu” gibi farklı isimlerle de bilinmektedir 

(Kurt ve Seyi̇s, 2008). Ketencik farklı iklim 
koşullarına ve toprak yapısına uyum sağlamasıyla 
beraber su, gübre ve ilaç ihtiyacının da az olması 
sebebiyle diğer yağlı tohum bitkilerine göre 
önemli bir potansiyele sahiptir (Mondor ve 
Hernández-Álvarez, 2021). Ketencik, başta 
omega-3 olmak üzere esansiyel çoklu doymamış 
yağ asitleri, tokoferoller ve fitosteroller gibi 
önemli biyoaktif bileşikleri içermesi sebebiyle son 
yıllarda ilgi çeken bitkisel kaynaklardan biri haline 
gelmiştir (Abramovič vd., 2007; Piravi-vanak vd., 
2022).  
 

Yetiştirildiği çevre koşullarına, çeşidine ve 
ekstraksiyon yöntemine göre ketencik tohumları 
%30-49 aralığında yağ içeriğine sahip olup, yağ 
asitlerinin %30-40’ı α-linolenik asit, %15-25’i 
linoleik asit, %10-25’i oleik asit ve yaklaşık %3’ü 
ise erusik asitten oluşmaktadır (Abramovič vd., 
2007; Berti vd., 2016; Mondor ve Hernández-
Álvarez, 2021). Kendine özgü bileşimi sayesinde 
ketencik yağı enerji, kimya (kozmetik, deterjan 
gibi) ve gıda sanayinde hammadde olarak 
kullanılmaktadır (Leclère vd., 2021; Sydor vd., 
2022). Özellikle elzem yağ asitlerinden olan α-
linolenik ve linoleik asitleri yüksek düzeyde 
içermesi nedeniyle ketencik, insan beslenmesi için 
değerli bir yağ kaynağı olarak görülmektedir 
(Popa, 2017; Mondor ve Hernández-Álvarez, 
2021). Genel olarak ketencik yağı yüksek sıcaklıkta 
kızartmaya uygun olmasa da salata veya yemeklik 
yağ olarak tüketilmektedir (Berti vd., 2016). Ayrıca 
ketencik, fonksiyonel gıda ve besin takviyesi 
olarak da kullanılabilmektedir (Sydor vd., 2022). 
Ketencik yağının fonksiyonel özellikleri yapısında 
bulunan çoklu doymamış yağ asitlerinden ve bu 
yağ asitlerinin de yarısından fazlasının omega-3 
(%30-40) ve omega-6 (%15-20) yağ asitleri 
olmasından ileri gelmektedir (Terpinc vd., 2012; 
Sydor vd., 2022). Bununla birlikte ketencik 
yağında tekli doymamış yağ asitleri, bitki sterolleri, 
çeşitli fenolik bileşikler (rutin, kateşin ve 

kuersetin) ve vitaminler (E, A ve B vitaminleri) 
olmak üzere çeşitli biyoaktif bileşenler de 
bulunmaktadır (Terpinc vd., 2012; Sydor vd., 
2022). 
 

Genel olarak ketencik tohumundan mekanik 
presleme, enzimatik ve solvent ekstraksiyon 
yöntemleri ile yağ ekstraksiyonu 
gerçekleştirilmektedir (Popa, 2017). Mekanik 
presleme yöntemi ile yüksek kalitede yağ elde 
edilebilse de ekstraksiyon verimi düşük ve enerji 
ihtiyacı yüksektir (Liu vd., 2009). Solvent 
ekstraksiyon yönteminde kullanılan hekzan, 
metanol, etanol ve petrol eteri gibi çözücülerin 
çevreye olası zararlı etkilerine ek olarak 
ekstraksiyon sıcaklığının yüksek ve süresinin uzun 
olması birtakım dezavantajlar oluşturmaktadır 
(Tian vd., 2013). Enzimatik ekstraksiyon yöntemi 
de çevre dostu ve uygulaması kolay bir yöntem 
olması sebebiyle yağ ekstraksiyonunda alternatif 
bir yöntem olarak kullanılmaktadır. Ancak bu 
yöntemde hem ekstraksiyon uzun sürede 
gerçekleşmekte hem de düşük yağ verimi elde 
edilmektedir (Hu vd., 2020). Söz konusu bu 
yöntemlerin dezavantajları nedeniyle yağ 
ekstraksiyonunda alternatif yöntemlerin 
geliştirilmesine ihtiyaç duyulmuştur (Tian vd., 
2013). Bu doğrultuda son yıllarda özellikle 
ultrason destekli yağ ekstraksiyonu üzerine 
çalışmalar yoğunlaşmıştır (Wang vd., 2020). 
Ultrases dalgalarının oluşturduğu akustik 
kavitasyonlar sonucu açığa çıkan enerji ve basınç, 
bitkisel materyalin yüzeyinde yapısal değişimlerin 
meydana gelmesine neden olmaktadır. Böylece 
kullanılan çözücünün materyale transferi 
kolaylaşmakta ve ekstraksiyonun etkinliği 
artmaktadır. Sonuç olarak, bu yöntem 
ekstraksiyon süresinin ve solvent kullanımının 
azalmasını; enerji ve üretim verimliliğinin ise 
artmasını sağlamaktadır (Senrayan ve 
Venkatachalam, 2020; Wang vd., 2020; Oprescu 
vd., 2022). Ayrıca ultrasonikasyon uygulaması 
daha iyi kalitede yağ elde edilmesini de 
sağlamaktadır (Rajendran vd., 2021; Li vd., 2023). 
 

Literatürde kanola (Jalili vd., 2018), ay çekirdeği 
(Moradi vd., 2018), kolza tohumu (Perrier vd., 
2017), kabak çekirdeği (Hernández-Santos vd., 
2016), nar çekirdeği (Goula vd., 2018; Rojo-
Gutiérrez vd., 2021), fıstık (Haji Heidari ve 
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Taghian Dinani, 2018) ve  kapok çekirdeği 
(Senrayan ve Venkatachalam, 2020) gibi farklı 
bitkisel materyallerden yağ ekstraksiyonu 
konusunda hem ultrasonikasyon gücü, çözücü-
katı oranı, ekstraksiyon sıcaklığı ve süresi gibi 
faktörlerin etkilerinin incelendiği hem de 
ultrasonikasyon destekli yağ ekstraksiyonun diğer 
yöntemlerle kıyaslandığı çalışmalar 
bulunmaktadır. Ancak yapılan literatür 
araştırmasında ketencik tohumlarından 
ultrasonikasyon yöntemi kullanılarak yağ 
ekstraksiyonu konusunda bir çalışmaya 
rastlanılmamıştır. Bu bağlamda yapılan çalışmada, 
ketencik tohumundan ultrasonikasyon yöntemi ile 
yağ ekstraksiyonu parametrelerinin (ekstraksiyon 
sıcaklık ve süresi ve ultrason gücü) 
optimizasyonun yapılması ve belirlenen optimum 
koşullarda ekstrakte edilen yağın oksidasyon 
özelliklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 
 

MATERYAL VE METOT 
Materyal 
Araştırmada materyal olarak kullanılan ketencik 
[Camelina sativa (L.) Crantz.] tohumları Denizli’de 
bulunan Tanoğlu Enerji ve Tarım Ürünleri 
firmasından temin edilmiştir. Yağ ekstraksiyon 
işlemlerinden hemen önce tohumlar bir öğütücü 
(Sinbo, SCM-2910, Çin) yardımıyla öğütülmüş ve 
1 mm’lik elekten geçirilmiştir. 
 

Araştırmada kullanılan kimyasallar ise Honeywell 
(Hessen, Almanya) ve Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, Almanya) firmalarından tedarik 
edilmiştir. 
 
Metotlar 
Ketencik tohumundan yağ ekstraksiyonu 
Araştırmada, ketencik tohumundan yağ 
ekstraksiyonunda ultrasonikasyon destekli 
ekstraksiyon ve soksalet ekstraksiyon olmak üzere 
2 farklı yöntem kullanılmıştır. 
 
Ultrasonikasyon destekli yağ ekstraksiyonu 
Tontul vd. (2018)’in belirttiği yönteme göre 
yapılmıştır. Ekstraksiyon 13 mm çapında prob 
kullanılarak ultrasonik homojenizatör (Bandelin, 
Sonopuls HD 2200.2, Almanya) vasıtasıyla 
gerçekleştirilmiştir. Ayrıca ekstraksiyon sırasında 
hekzan kaybının en düşük düzeyde olabilmesi 
amacıyla kapağında ultrason probunun 

girebileceği kadar açıklık bulunan vida kapaklı 
cam bir kap (250 mL) kullanılmıştır.  Örnek (15 
g), üzerine hekzan (90 mL) ilave edildikten sonra 
sıcaklığı ayarlanmış su banyosu (Jeio Tech, Water 
Bath BW-20B, Kore) içerisine alınmış ve ardından 
içerisine ultrason probu daldırılarak farklı 
ultrasonikasyon gücü ve sürelerde ekstraksiyon 
işlemi gerçekleştirilmiştir. Araştırmada 
uygulanacak ekstraksiyon sıcaklığı, süresi ve 
ultrasonikasyon gücü, Design Expert 10 (Stat-
Ease Co., Mineapolis, ABD) istatistik programı 
kullanılarak belirlenmiştir. Ekstraksiyon sonunda 
elde edilen misella (ketencik, yağ ve çözgen 
karışımı) 5800 rpm hızla 15 dakika santrifüj 
(Centurion, Benchtop centrifuges C2006, 
İngiltere) edilerek katı faz ayrılmıştır. Ardından 
üst fazda bulunan hekzan, rotary evaporatörde 
(Heildolph, Hei-VAP(EU), Almanya) uçurulmuş 
ve daha sonra elde edilen ketencik yağında mevcut 
olabilecek çözgen kalıntılarını uzaklaştırmak 
amacıyla örnekler 50°C sıcaklıktaki etüvde 
(Daihan, Wisecube WIG-105, Kore) 2 saat 
bekletilmiştir. 
 
Soksalet yöntemi ile yağ ekstraksiyonu AACC 
Metot 30-25’te belirtilen yönteme göre yapılmıştır 
(AACC, 2000). 
 
Ketencik tohumundan yağ ekstraksiyonu 
deneme deseni  
Araştırmada uygulanan ultrasonikasyon destekli 
ekstraksiyon yönteminde bağımsız değişkenler 
olarak ekstraksiyon sıcaklığı (X1), süresi (X2) ve 
ultrasonikasyon gücü (X3) seçilmiş olup, deneme 
planı ise yüzey merkezli merkezi kompozit 
tasarıma (face-centred central composit design, 
FCCD) göre oluşturulmuştur. Buna göre bağımsız 
değişkenlerin maksimum, minimum ve orta 
noktaları Çizelge 1’de gösterilmiştir. Bağımsız 
değişkenlerin sınır değerlerine literatürde 
bildirilen çalışmalar göz önünde bulundurularak 
karar verilmiştir (Samaram vd., 2015; Tekin vd., 
2015; Tontul vd., 2018). Üç faktör ile üç seviyeli 
oluşturulan tasarımın merkez noktasında yapılan 
üç tekrarla birlikte toplam 17 farklı ekstraksiyon 
işlemi gerçekleştirilmiştir. Araştırmada yağ verimi, 
peroksit sayısı ve konjuge dien değerleri bağımlı 
değişkenler olarak seçilmiştir. 
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Çizelge 1. Ketencik yağının ultrason destekli ekstraksiyonunda kullanılan parametrelerin değerleri 
Table 1. Values of parameters used in ultrasound assisted extraction of camelina oil 

Bağımsız değişkenler En düşük (-1) Merkez (0) En yüksek (+1) 
Independent variables Minimum (-1) Center (0) Maximum (+1) 

Sıcaklık/Temperature (°C)  X1 30 45 60 
Süre/Time (dk/min)  X2 15 30 45 
Güç/Power (%)  X3 30 65 100 

 
Yağ veriminin belirlenmesi 
Yağ verimi, uygulanan ekstraksiyon işlemi 
sonunda elde edilen yağ ağırlığının başlangıçta 
kullanılan tohumun ağırlığına oranı şeklinde 
değerlendirilmiş ve tohumların kuru madde 
miktarı dikkate alınarak g/100g olarak 
hesaplanmıştır.  
 
Peroksit sayısı analizi 
Ketencik yağı örneklerinin peroksit sayısı değeri, 
AOCS Metot Cd8-53’te belirtildiği şekilde 1 kg 
yağda bulunan peroksit oksijeninin mili eşdeğer 
oksijen cinsinden değeri (meqO2/kg yağ) olarak 
hesaplanarak verilmiştir (AOCS, 2004). 
 
Konjuge dien analizi 
Ketencik yağı örneklerinin konjuge dien (K232) 
değeri AOCS Metot Ch5-91’de belirtildiği şekilde 
UV/VIS spektrofotometre (Shimadzu, UV-VIS 
Spektrofotometre, UV-1280, Japonya) 
kullanılarak 232 nm dalga boyunda belirlenmiştir 
(AOCS, 2004). 
 
Yağ asidi profili analizi 
Örneklerin yağ asidi metil esterleri ISO metot 
12966-2:2017’de belirtildiği şekilde hazırlanmıştır 
(ISO, 2017). Buna göre yaklaşık 0.1 g yağ örneği 
tartılarak üzerine 10 mL n-hekzan ve 0.5 mL 2N 
metanol ile hazırlanmış KOH çözeltisi 
eklendikten sonra karıştırılmıştır. Karışımın üst 
faz kısmı berrak bir görünüm alıncaya kadar 
karanlık bir ortamda oda sıcaklığında bekletilmiş 
ve berrak kısımdan alınan örnek analiz edilmiştir. 
Ketencik yağ asidi profili gaz kromatografi 
sisteminde (Shimadzu, GC-2025, Japonya), 

kapiler kolon (60 m×0.25 mm×0.20 μm, Rtx-
2330, USA) ve FID dedektör kullanılarak 
belirlenmiştir. Analizde kolon sıcaklığı 190°C, 
enjeksiyon bloğu sıcaklığı 230°C ve dedektör 
sıcaklığı 250°C olarak ayarlanmıştır. Ayrıca taşıyıcı 

gazın (helyum) akış hızı 0.67 mL/dk ve split oranı 
25:1 olarak uygulanmıştır. 
 
Hızlandırılmış oksidasyon analizi 
Hızlandırılmış oksidasyon testi Kıralan vd. (2018) 
tarafından belirtilen yönteme göre 60°C 
sıcaklığındaki etüvde 10 gün süresince 
gerçekleştirilmiştir. Yağ örnekleri (yaklaşık 2.50 g) 
her bir depolama süresi için ayrı ayrı tüplere 
konulmuş ve ağızları hava almayacak şekilde 
kapatılmıştır. Depolama süresince örneklerin 
peroksit sayısı ve konjuge dien değerlerindeki 
değişimleri takip edilmiştir.  
 
İstatistiksel analiz 
Belirtilen deneme tasarımı kullanılarak 
gerçekleştirilen optimizasyon çalışmasında, her bir 
bağımlı değişken için doğrusal, 2FI, kuadratik ve 
kübik modellere göre Design Expert 10 (Stat-
Ease Inc. USA) programı kullanılarak 
değerlendirme yapılmıştır. Modellerin 
değerlendirmesinde p değeri, uyum eksikliği değeri 
(lack-of-fit), R2 ve düzeltilmiş R2 değerleri 
kullanılmış ve p değeri istatistiksel olarak önemli 
(p<0.05), uyum eksikliği değeri istatiksel olarak 
önemsiz (p>0.05) ve R2 değerleri 1’e ve birbirine 
yakın olan model en uygun model olarak 
belirlenmiştir. Ayrıca, belirlenen modelin tahmin 
gücünün arttırılması amacıyla modelde bulunan ve 
istatistiksel olarak önemsiz (p>0.05) olan 
katsayılar modelden çıkarılmıştır. Optimum 
ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon koşulu 
olarak; verimin maksimize, konjuge dien 
değerinin minimize olacağı ve uygulanacak 
sıcaklık değerinin deneme deseninde kullanılan 
aralıkta (30-60°C), sürenin ve ultrasonikasyon 
gücünün ise minimize olacağı şartlar 
belirlenmiştir. Belirlenen bu şartlarda ketencik 
yağı ekstrakte edilmiş ve verim ile konjuge dien 
değerleri deneysel olarak belirlenerek optimum 
koşula ait teorik değer ile karşılaştırılmıştır. 
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Çalışmadaki tüm analizler en az 2 paralelli olarak 
yapılmış ve tutarlı bulunmayan tüm sonuçlar 
tekrarlanmıştır. Sonuçlar örnek kuru maddesi 
üzerinden hesaplanmış ve “ortalama ± standart 
hata” olarak sunulmuştur. 
 
BULGULAR VE TARTIŞMA 
Yağ ekstraksiyonu optimizasyonuna ait 
bulgular 
Ketencik tohumundan ultrasonikasyon yöntemi 
ile yağ ekstraksiyonu için uygulanan merkezi 

kompozit deneme deseni ve analiz verileri Çizelge 
2’de verilmiştir. Deneme deseninin yanıtı olan ve 
Çizelge 2’de verilen verilere ait istatistiksel analiz 
sonuçları değerlendirildiğinde kuadratik modelin 
deneme şartlarında verim değerleri için 
istatistiksel olarak önemli (p<0.01) olduğu, ancak 
örneklere ait peroksit ve konjuge dien 
düzeylerinin uygulanan farklı koşullardan 
istatistiksel olarak önemli düzeyde etkilenmediği 
(p>0.05) tespit edilmiştir.  

  
Çizelge 2. Ketencik tohumundan ultrasonikasyon yöntemi ile yağ ekstraksiyonu için uygulanan merkezi 

kompozit deneme deseni ve analiz verileri 
Table 2. Central composite trial design and analysis data applied for oil extraction from camelina seed by ultrasonication 

method 

Deneme 
no 

Sıcaklık/X1 
(°C) 

Süre/X2 
(dk) 

Güç/X3 
(%) 

Verim 
(g/100g) 

Peroksit 
(meqO2/kg yağ) 

Konjuge 
dien 

Run Temperature/X1 
(°C) 

Time/X2 
(min) 

Power/X3 
(%) 

Yield 
(g/100g) 

Peroxide 
(meqO2/kg oil) 

Conjugated 
diene 

1 30 45 100 29.21 3.19 1.81 
2 60 45 100 20.48 4.28 2.21 
3 60 30 65 25.84 2.47 1.91 
4 45 30 100 30.80 2.85 1.84 
5 30 45 30 27.56 3.58 1.83 
6 30 15 100 26.97 2.85 1.30 
7 45 30 65 29.65 3.19 1.94 
8 60 15 30 27.61 3.20 2.00 
9 45 15 65 28.78 3.19 1.83 
10 45 30 65 28.95 3.18 1.92 
11 30 30 65 27.74 2.14 1.86 
12 45 30 65 29.10 3.21 1.90 
13 45 45 65 28.43 2.49 2.12 
14 45 30 30 27.53 2.11 2.03 
15 30 15 30 27.43 1.40 1.78 
16 60 15 100 23.86 2.47 2.10 
17 60 45 30 27.40 2.30 2.00 

 
Elde edilen analiz sonuçlarına göre; yağ 
ekstraksiyonu üretim veriminin 20.48-30.80 
g/100g aralığında değiştiği ve en yüksek 
ekstraksiyon veriminin 45°C sıcaklıkta, 30 dakika 
süresince ve %100 güç ile gerçekleştirilen 4 
numaralı deneme ile sağlandığı tespit edilmiştir. 
Yapılan bir çalışmada nar çekirdeğinden 
ultrasonikasyon tekniği ile elde edilen en yüksek 
yağ veriminin %19.53-25.17 aralığında değiştiği ve 
en yüksek verimin 40°C ekstraksiyon sıcaklığı, 36 
dakika ekstraksiyon süresi ve 140W ultrasonik 

gücü koşullarında elde edildiği bildirilmiştir (Tian 
vd., 2013). Bir diğer çalışmada ise çiya 
tohumundan 45°C sıcaklık, 20 dakika 
ekstraksiyon süresi ve %80 ultrasonikasyon gücü 
uygulamasında %49.45 değeri ile en yüksek 
düzeyde yağ veriminin elde edildiği rapor 
edilmiştir (Tontul vd., 2018). Optimizasyon 
koşulları arasındaki farklılıkların örnekler 
arasındaki yapısal ve kimyasal farklılıklardan 
kaynaklandığı düşünülmektedir. Ekstraksiyon 
veriminin sıcaklık, güç, süre gibi uygulanan farklı 
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koşulların yanı sıra örneğin nem içeriğine, örnek 
matriksinin doğasına, ekstrakte edilen analitin 
matriks içindeki durumuna, örnek partikül 
boyutuna, örnek miktarına ve kullanılan cihaza 
bağlı olarak farklılık gösterebildiği belirtilmiştir 
(Büyüktuncel, 2012). 
 
 Peroksit ve konjuge dien değerleri yağlarda 
birincil oksidasyonun belirlenmesi amacıyla 
kullanılan parametreler olup (Pratap Singh vd., 
2020), bu değerlerin oksidasyon düzeyindeki 
artışa bağlı olarak yükseldiği ifade edilmiştir 
(Kiralan vd., 2019). Farklı koşullarda 
gerçekleştirilen denemelere ait peroksit ve 
konjuge dien analiz sonuçlarının sırasıyla 1.40-
4.28 meqO2/kg yağ ve 1.30-2.21 aralıklarında 
olduğu belirlenmiştir. En düşük peroksit sayısı ve 
konjuge dien değerlerinin en düşük sıcaklık ve 
süre uygulamalarında elde edildiği, ancak 
uygulanan parametrelerin peroksit sayısı ve 
konjuge dien değerleri üzerinde önemli bir 
farklılık oluşturmadığı belirlenmiştir (p>0.05). 

Yapılan bir çalışmada ultrasonikasyon ile papaya 
çekirdeklerinden yağ ekstraksiyonunda peroksit 
değerinin sıcaklık, ultrasonikasyon gücü ve 
çözücü-örnek oranı ve bu değişkenlerin 
interaksiyonlarından etkilenmediği, yalnızca 
ekstraksiyon süresinin peroksit değeri üzerinde 
önemli bir etki gösterdiği bildirilmiştir. 
Ekstraksiyon süresinin kuadratik etkisinin 
peroksit değerlerini negatif yönde etkilediği ifade 
edilmiştir (Samaram vd., 2015). Bir diğer 
araştırmada ise Pelvetia canaliculata katkılanmış 
ayçiçeği yağlarına uygulanan ultrasonikasyon 
işlem süresinin konjuge dien değerleri üzerinde 
istatistiksel olarak önemli bir etkisinin 
bulunmadığı belirtilmiştir (Sousa vd., 2021).  
 
Verim değerlerine uygun olarak belirlenen 
kuadratik modelin ve istatistiksel olarak önemli 
olan bağımsız değişkenlerin seçilmesi ile 
gerçekleştirilen varyans analizi ve çoklu regresyon 
istatistik değerlerine ait sonuçlar Çizelge 3’te 
verilmiştir.  

  
Çizelge 3. Bağımsız değişkenlerin yağ ekstraksiyon verimi üzerine etkisini gösteren varyans ve regresyon 

analizlerine ait bulgular 
Table 3. Results of variance and regression analyzes showing the effect of independent variables on oil extraction efficiency 

Varyasyon kaynağı/ Variation 
source 

KT/ Sum of 
squares 

SD/Standard 
deviation 

KO/Mean 
of squares 

p-değeri/p-value 

Model 68.63 4 17.16 0.0013** 
X1 18.83 1 18.83 0.0083* 
X3 3.87 1 3.87 0.1779 
X1X3 17.57 1 17.57 0.0101* 
X1

2 28.36 1 28.36 0.0022** 
Artık hata/Residual 22.66 12 1.89  
Uyum eksikliği/Lack of fit 22.39 10 2.24 0.0587 

 Değer/Value    

R2 0.75    
Düzeltilmiş R2/Adjusted R2 0.67    
Tahmin edilen R2/Predicted R2 0.42    

Yeterli hassasiyet/ Adequate 
precision 

9.02    

X1: sıcaklık/temperature, X2: süre/time, X3: güç/power, KT: kareler toplamı, SD: serbestlik derecesi, KO: kareler 
ortalaması, *: p<0.05, **: p<0.01 

 
Çizelge 3’te verilen varyans analizi verilerine göre 
ekstraksiyon sıcaklığının, sıcaklık ve güç 
interaksiyonunun ve kuadratik olarak sıcaklığın 
yağ ekstraksiyon verimi üzerinde önemli düzeyde 
etkili (p<0.01; p<0.05) olduğu belirlenmiştir.  

Kullanılan deneme deseninde yağ ekstraksiyon 
veriminin kuadratik model ile iyi bir uyum (R2 = 
0.75) içerisinde olduğu değerlendirilmiştir. 
Modelin anlamlılığı ve kabul edilebilirliği için 
regresyon katsayısının 0.75 değeri ve üzerinde 
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olması gerektiği bildirilmiştir (Mohammadpour 
vd., 2019). Yeterli hassasiyet değerinin 9.02 ile 
sınır değer olan 4 değerinden büyük olması da 
modelin uygunluğunu ve gürültüden 
etkilenmediğini ifade etmektedir. Deneme 
koşullarında önemsiz bulunan değişkenler ihmal 
edildikten sonra önemli bulunan bağımsız 
değişkenlere göre oluşturulan yağ verimi eşitliği 
ise Eşitlik 1’de verilmiştir.  
 
Verim (g/100g) = 29.03-1.37X1-0.62X3-
1.48X1X3-2.62X1

2                               Eşitlik 1 
 
Bağımsız değişkenlerin yağ ekstraksiyon 
verimi üzerine etkileri 
Ultrasonikasyon yönteminde ekstraksiyon 
etkinliğinin, çözücünün türü ve konsantrasyonu 
ile işlem sıcaklığı, süresi ve ultrason dalgalarının 
frekansı gibi faktörlere bağlı olabileceği 
bildirilmiştir (Mwaurah vd., 2019). Uygulanan 

deneme koşullarında ise yağ ekstraksiyon verimi 
üzerine ekstraksiyon sıcaklığının, sıcaklık-güç 
interaksiyonunun ve sıcaklığın karesinin 
istatistiksel olarak önemli (p<0.01; p<0.05) bir 
etkisinin olduğu, ancak ekstraksiyon süresinin 
ekstraksiyon verimini etkilemediği tespit 
edilmiştir. Yapılan bir çalışmada ultrasonikasyon 
süresinin 5 dakikadan 15 dakikaya çıkarılmasının 
Moringa oleifera çekirdeklerinden yağ ekstraksiyon 
verimini artırdığı ancak verim değerinin 5 
dakikadan sonra önemli bir oranda değişmediği 
belirtilmiştir (Zhong vd., 2018). Bir diğer 
araştırmada ise 20 dakika ultrasonikasyon 
uygulama süresinden sonra perilla yağı 
ekstraksiyon veriminin yaklaşık aynı olduğu rapor 
edilmiştir (Li vd., 2015). Önemli bulunan 
bağımsız değişkenlerin yağ ekstraksiyon verimi 
üzerine etkisi Şekil 1’de verilen grafiklerde 
gösterilmiştir. 

  

 
Şekil 1. Bağımsız değişkenlerin yağ ekstraksiyon verimi üzerine etkisi 

Figure 1. Effect of independent variables on oil extraction efficiency 
 
Yağ ekstraksiyon veriminin sıcaklık artırıldıkça 
yaklaşık orta nokta değerine doğru arttığı ancak bu 
değerden sonra azalma eğilimi gösterdiği 
belirlenmiştir. Ayrıca sadece güç değişimi ile 
önemli düzeyde farklılık göstermeyen yağ 
ekstraksiyon veriminin, ortalama sıcaklık 
değerinde uygulanan ultrasonikasyon gücünün 
yükseltilmesi ile artış gösterdiği tespit edilmiştir. 

Sıcaklığın verim üzerindeki bu değişen etkisinin 
akustik kavitasyonun yoğunluğunu etkileyen 
buhar basıncındaki değişim ile ilişkili olduğu 
belirtilmiştir. Ultrasonikasyon düşük sıcaklık 
değerlerinde daha az kabarcık ve buhar basıncı 
oluşumuna neden olurken, bu durumun 
sonucunda kabarcık ara yüzeylerinde oluşan 
yüksek basınç farkı nedeniyle kabarcıklarda daha 
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büyük bir kuvvetle patlama gerçekleşerek bozulan 
hücre dokularından daha fazla yağ ekstrakte 
edilebilmektedir. Ancak daha yüksek sıcaklık 
değerlerinde kabarcıkların içi ve dışı arasında 
küçük bir basınç farkı meydana geldiğinden 
kabarcıklar daha az kuvvetle patlamakta ve hücre 
dokusunun daha düşük düzeyde tahrip edilmesi 
ile yağ ekstraksiyonu azalmaktadır 
(Mohammadpour vd., 2019). Yapılan bir 
çalışmada ultrasonikasyon işlem sıcaklığının 20°C 
değerinden 40°C değerine artırılması ile 
ekstraksiyon veriminin yükseldiği, ancak 40°C 
değerinden 60°C değerine yapılan artış ile yağ 
ekstraksiyon veriminde azalma meydana geldiği 
rapor edilmiştir (Li vd., 2015). 
 
Ultrasonikasyon gücündeki artışın yağ 
ekstraksiyon verimini arttırmasının, ultrason 
probunun mekanik titreşimi ile katı ve sıvı fazlar 
arasında daha geniş temas yüzey alanının 
oluşmasının sonucu olabileceği rapor edilmiştir 
(Samaram vd., 2015). Ultrasonikasyon ile 
meydana gelen titreşim, çözücünün numune 
matrisine daha fazla ve daha kolay nüfuz etmesine 
neden olmakta ve artan hidrodinamik kuvvet 
etkisiyle hücre duvarı kolayca bozularak yağ 

ekstraksiyon veriminde artış olmaktadır (Pan vd., 
2012; Samaram vd., 2015). Yapılan bir çalışmada 
ultrasonikasyon gücünün 300W değerinden 400W 
değerine artırılması ile ekstraksiyon veriminin 
yükseldiği, ancak 400W değerinden 500W 
değerine yapılan artış ile yağ ekstraksiyon 
veriminde bir miktar azalma ile birlikte önemli bir 
farklılık olmadığı bildirilmiştir (Li vd., 2015). Bir 
diğer çalışmada ise papaya çekirdeklerinden yağ 
ekstraksiyonunda ultrasonikasyon gücünün 700W 
değerine kadar yükseltilmesinin ekstraksiyon 
verimini artırdığı rapor edilmiştir (Samaram vd., 
2015). 
 
Optimum yağ ekstraksiyon koşullarının 
belirlenmesi, doğrulanması ve analiz 
sonuçları 
Ketencik tohumundan ultrasonikasyon ile yağ 
ekstraksiyonu için bağımsız değişkenler olarak 
kullanılan sıcaklık, süre ve ultrasonikasyon 
gücünün yağ verimi üzerine etkileri ve en yüksek 
istenebilirlik değeri istatistiksel olarak 
değerlendirildiğinde elde edilen optimum 
ekstraksiyon koşulları ile elde edilmesi tahmin 
edilen ve denemeler sonucunda elde edilen yağ 
verimleri Çizelge 4’te verilmiştir. 

  
Çizelge 4. Optimum yağ ekstraksiyon koşulları ve elde edilmesi tahmin edilen ve denemeler sonucunda 

elde edilen yağ verimleri 
Table 4. Optimum oil extraction conditions and estimated oil yields and obtained oil yieids as a result of experiments 

Koşullar Sıcaklık (°C) 
Süre 
(dk) 

Güç 
(%) 

Yağ verimi 
(g/100g) 

Peroksit 
(meqO2/kg yağ) 

Konjuge dien İstenebilirlik (%) 

Run 
Temperature 

(°C) 
Time 
(min) 

Power 
(%) 

Yield 
(g/100g) 

Peroxide (meqO2/kg 
oil) 

Conjugated diene 
Desirability 

(%) 

Optimum 38.16 15.00 30.00 29.06 2.18 1.83 92.80 

Deneme 38.16 15.00 30.00 24.44 2.15 1.79 - 

 
Yağ verimi açısından optimum koşulların 38.16°C 
sıcaklık, 15 dakika ekstraksiyon süresi ve %30 
ultrasonikasyon gücü olduğu belirlenmiştir. 
Bitkilerden ultrasonikasyon tekniği ile yağ 
ekstraksiyonunun cevap-yüzey metodu ile 
optimize edildiği farklı çalışmalarda papaya 
çekirdek yağı için optimum ultrasonikasyon 
sıcaklık, güç ve süresinin sırasıyla 62.5°C, 700W 
ve 38.5 dakika olarak belirlendiği (Samaram vd., 
2015), perilla bitkisinden %36.27 verimle elde 
edilen yağ için optimum ekstraksiyon koşullarının 

41.26°C sıcaklık ve 17.11 dakikalık bir 
ekstraksiyon süresi olduğu (Li vd., 2015), Moringa 
peregrina bitkisinden yağ ekstraksiyonunun 
optimizasyonunda en uygun sürenin 26.3 dakika 
olduğu (Mohammadpour vd., 2019) ve kapok 
tohumlarından yağ ekstraksiyonu için ise %82.6 
genlik seviyesinde, 43.50°C sıcaklığında ve 9.8 
dakika süresince yağ ekstraksiyonunun optimum 
şekilde gerçekleştirilebileceği  bildirilmiştir 
(Senrayan ve Venkatachalam, 2020). 
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Optimum koşullarda gerçekleştirilen 
denemelerden elde edilen yağ veriminin tahmin 
edilen değerden biraz daha düşük, konjuge dien ve 
peroksit değerlerinin ise tahmin edilen değerlere 
yakın olduğu belirlenmiştir. Ayrıca belirlenen 

optimum koşullarda ekstrakte edilen yağ, soksalet 
ekstraksiyonu ile elde edilen yağ örneği ile verim, 
peroksit, konjuge dien ve yağ asidi profili 
özelikleri açısından karşılaştırılmıştır. Elde edilen 
karşılaştırma bulguları Çizelge 5’te verilmiştir.  

  
Çizelge 5. Soksalet ve ultrasonikasyon yöntemleri ile ekstrakte edilen ketencik tohumu yağına ait bazı 

özellikler 
Table 5. Some properties of camelina seed oil extracted by soxhlet and ultrasonication methods 

Analizler/Analyses Soksalet/ 
Soxhlet 

Ultrasonikasyon/ 
Ultrasonication 

Verim (g/100g)/Yield (g/100g) 38.83a ± 2.81 24.44b ± 4.39 
Peroksit (meqO2/kg yağ)/Peroxide (meqO2/kg oil) 3.39a ± 0.19 2.15b ± 0.01 
Konjuge dien/Conjugated diene 2.14a ± 0.01 1.79b ± 0.03 

Yağ asidi profili (%)/Fatty acid profile (%) 

Miristik asit/Miristic acid 0.07Ha ± 0.00 0.07Ha ± 0.00 
Palmitik asit/Palmitic acid 6.60Ea ± 0.01 6.42Ea ± 0.02 
Palmitoleik asit/Palmitoleic acid 0.11Ha ± 0.00 0.11Ha ± 0.00 
Heptadekanoik asit/Heptadecanoic acid 0.05Ha ± 0.00 0.05Ha ± 0.00 
cis-10-heptadekanoik asit/cis-10-heptadecanoic acid 0.04Ha ± 0.00 0.04Ha ± 0.00 
Stearik asit/Stearic acid 2.80Fa ± 0.00 2.77Fa ± 0.00 
Oleik asit/Oleic acid 20.89Ca ± 0.07 20.84Ca ± 0.03 
Linoleik asit/Linoleic acid 23.95Ba ± 0.09 23.61Ba ± 0.00 
Araşidik asit/Arachidic acid 1.74Ga ± 0.01 1.75Ga ± 0.00 
Linolenik asit/Linolenic acid 28.56Aa ± 0.11 28.78Aa ± 0.03 
cis-11-eikosenoik asit/cis-11-eicosecoic acid 15.19Da ± 0.07 15.55Da ± 0.02 

Verilerde aynı sütunda yer alan ortalamalar arasındaki farklılıkları belirtmek için büyük harfler (A, B, C vd.), aynı 
satırda yer alan ortalamalar arasındaki farklılıkları belirtmek için ise küçük harfler (a, b, c vd.) kullanılmıştır.  
Capital letters (A, B, C, etc.) were used to indicate the differences between the means in the same column, and 
small letters (a, b, c, etc.) were used to indicate the differences between the means in the same row in the data. 

 
Soksalet yöntemi ile elde edilen yağın verim, 
peroksit ve konjuge dien değerlerinin, 
ultrasonikasyon ile elde edilen yağa ilişkin 
değerlerden daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 
Ultrasonikasyon ekstraksiyonundan elde edilen 
papaya tohumu yağının maksimum ekstraksiyon 
veriminin, uygulanan farklı ekstraksiyon 
koşullarının bir sonucu olarak solvent 
ekstraksiyonundan elde edilen verimden daha 
düşük olduğu bildirilmiştir (Samaram vd., 2013; 
Samaram vd., 2015). Ayrıca yapılan bir 
araştırmada ultrasonikasyon yöntemi ile elde 
edilen Moringa peregrina yağının peroksit değerinin, 
soksalet yöntemi ile elde edilen yağa göre nispeten 
daha düşük olduğu ve bu durumun 
ultrasonikasyon ile ekstrakte edilen yağın 
antioksidan aktivitesinin ve toplam fenolik madde 

içeriğinin de daha yüksek olması ile ilişkili olduğu 
rapor edilmiştir (Mohammadpour vd., 2019). 
 
Yağ asidi profiline ait sonuçlar incelendiğinde 
ultrasonikasyon yöntemi ile ekstrakte edilen 
ketencik tohumu yağında miristik (%0.07), 
palmitik (%6.42), palmitoleik (%0.11), 
heptadekanoik (%0.05), cis-10-heptadekanoik 
(%0.04), stearik (%2.77), oleik (%20.84), linoleik 
(%23.61), araşidik (%1.75), linolenik (%28.78) ve 
cis-11-eikosenoik (%15.55) asitlerin bulunduğu ve 
hakim yağ asitlerinin ise sırasıyla linolenik, 
linoleik, oleik ve cis-11-eikosenoik asitlerin 
olduğu belirlenmiştir. Ayrıca her iki ekstraksiyon 
yöntemi arasında ise yağ asidi kompozisyonu ve 
bu asitlerin oranları arasında önemli bir farklılık 
olmadığı (p>0.05) tespit edilmiştir. Yapılan bir 
çalışmada ketencik yağının soğuk sıkım ve hekzan 
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ekstraksiyonu yöntemleri ile ayrılması sonucu yağ 
asidi kompozisyonunda bir değişiklik olmadığı, 
ketencik yağının α-linolenik (%32.50), linoleik 
(%18.10) ve oleik (%14.80) asitler açısından 
zengin olduğu ve linolenik asitçe zengin olması 
nedeniyle ketencik yağının sağlığı geliştirici 
özellikler açısından bir potansiyel taşıdığı 
bildirilmiştir (Kıralan vd., 2018). 
 
Oksidasyon analiz sonuçları 
Soksalet ve ultrasonikasyon yöntemleri ile 
ekstrakte edilen ketencik tohumu yağına ait 
oksidasyon sonuçları Şekil 2’de verilmiştir. Elde 
edilen bulgulara göre 6. güne kadar her iki yöntem 
ile elde edilen yağların oksidasyon seviyelerinde 
önemli bir farklılık meydana gelmezken, 6. 

günden sonraki günlerde yağ örnekleri hızlı bir 
şekilde oksidasyona uğramıştır. Ketencik tohumu 
yağının oleik, linoleik ve linolenik asitler gibi 
doymamış yağ asitleri açısından zengin olması 
nedeniyle oksidasyona karşı hassas olduğu 
değerlendirilmiştir. Ayrıca soksalet yöntemi ile 
ekstrakte edilen yağların oksidasyon seviyelerinin, 
ultrasonikasyon yöntemi ile elde edilen yağ 
örneklerine göre daha yüksek olduğu tespit 
edilmiştir. Ekstrakte edilen yağlar arasındaki 
oksidasyon farklılıklarının yağ ekstraksiyonu 
sırasında yağ ile birlikte ayrılan polar lipidler, 
steroller, tokoller ve fenolik bileşikler gibi 
antioksidatif etkiye sahip biyoaktif bileşiklerin 
miktarlarındaki farklılıklar ile ilişkili olduğu 
belirtilmiştir (Kıralan vd., 2018). 

  

 
Şekil 2. Soksalet ve ultrasonikasyon yöntemleri ile ekstrakte edilen ketencik tohumu yağına ait 

oksidasyon sonuçları 
Figure 2. Oxidation results of camelina seed oil extracted by soxhlet and ultrasonication methods 
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Soksalet yöntemi ile elde edilen yağların peroksit 
ve konjuge dien değerlerinin sırasıyla 3.39-69.25 
meqO2/kg yağ ve 2.14-9.71 ve ultrasonikasyon 
metodu ile elde edilen yağların peroksit ve 
konjuge dien değerlerinin ise sırasıyla 2.15-54.19 
meqO2/kg yağ ve 1.79-7.22 aralıklarında olduğu 
belirlenmiştir. Yapılan bir çalışmada soğuk sıkım 
ve hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen ketencik 
tohumu yağlarının oksidasyonlarının depolama ile 
artış gösterdiği, soğuk sıkım ile elde edilen yağların 
10 günlük depolama sonunda peroksit 
değerlerinin 3.57 meqO2/kg yağ değerinden 
107.30 meqO2/kg yağ değerine ve hekzan 
ekstraksiyonu ile elde edilen yağların depolama 
sonunda peroksit değerlerinin ise 4.32 meqO2/kg 
yağ değerinden 11.20 meqO2/kg yağ değerine 
yükseldiği rapor edilmiştir (Kıralan vd., 2018). Bir 
diğer araştırmada ise ketencik yağının başlangıçta 
3.00 meqO2/kg olan yağ peroksit değerlerinin 10. 
günün sonunda 48.10 meqO2/kg yağ değerine 
yükseldiği, konjuge dien absorbans değerinin ise 
sekizinci depolama gününden sonra belirgin bir 
artış gösterdiği ve bu değerlerin kolza tohumu, 
susam, ayçiçeği, mısır ve zeytin yağlarına göre 
daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Eidhin vd., 
2003). 
 
SONUÇ 
Esansiyel yağ asitlerini ve çeşitli biyoaktif 
bileşikleri yüksek düzeyde içermesi sebebiyle 
ketencik yağı, insan beslenmesi için değerli bir 
kaynak olarak görülmektedir. Son yıllarda 
ketencik yağına artan ilgi sebebiyle, tohumdan 
daha yüksek verim ile yağ elde edilebilmesi önemli 
bir konu haline gelmiştir. Bu doğrultuda 
gerçekleştirilen çalışmada, ketencik tohumundan 
yüksek verim ile iyi kalitede yağ elde edilebilmesi 
amacıyla ultrasonikasyon yöntemi kullanılmıştır. 
Cevap yüzey metoduna göre verimin en yüksek 
olduğu (%24.44) optimum ekstraksiyon 
parametrelerinin; 38.16°C sıcaklık, 15 dk 
ekstraksiyon süresi ve %30 ultrasonikasyon gücü 
olduğu belirlenmiştir. Bu koşullarda elde edilen 
ketencik yağının peroksit ve konjuge dien 
değerleri ise sırasıyla 2.15 meqO2/kg yağ ve 1.79 
olarak bulunmuştur. Bununla birlikte, 
ultrasonikasyon yöntemi ile elde edilen yağın 
verim, peroksit ve konjuge dien değerlerinin; 
soksalet yöntemi ile elde edilen yağa ilişkin 

değerlerden daha düşük olduğu belirlenmiştir. 
Diğer yandan, soksalet yöntemi kullanılarak elde 
edilen ketencik yağı ile karşılaştırıldığında, 
ultrasonikasyon yöntemi ile ekstrakte edilen yağın 
daha yavaş oksidasyona uğradığı gözlenmiştir.  
 
Sonuç olarak, bu çalışma ile ketencik tohumundan 
yağ ekstraksiyonunda ultrasonikasyon yönteminin 
alternatif bir yöntem olarak kullanılabileceği ve bu 
yağın oksidasyon özellikleri ve omega yağ asidi 
içeriği bakımından fonksiyonel gıdaların 
üretiminde kullanılma potansiyelinin bulunduğu 
değerlendirilmiştir. 
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ÖZ 
Bu çalışmada, Anadolu mandası sütlerinin bazı fiziko-kimyasal özellikleri ve bu özelliklerde laktasyon 
boyunca meydana gelen değişmeler incelenmiştir. Çalışma, Düzce’de yetiştirilen 30 Anadolu manda sütleri 
üzerinde yürütülmüş ve toplamda 462 süt örneği analiz edilmiştir. Analiz edilen manda sütü örneklerinin 
genel ortalama kuru madde oranı %15.74, yağ oranı %6.49, protein oranı %4.30, süt tuzları oranı %0.77, 
laktoz oranı %5.40, pH’sı 6.72, özgül ağırlığı 1.030, donma noktası -0.62°C, elektrik iletkenliği 2.73 mS/cm 
ve somatik hücre sayısı 152760 hücre/mL olarak bulunmuştur. Manda sütlerinin kuru madde değerleri 
laktasyonun sonlarında yüksek çıkmıştır (P <0.05). En yüksek yağ değeri Eylül ve Ekim aylarında 
gözlenmiştir (P <0.05). Laktoz değerleri Temmuz ayında yüksek çıkmıştır. Özgül ağırlık değerleri 1.029 ile 
1.033 arasında değişmiştir. İletkenlik değerleri Ağustos ayında 2.95 mS/cm’ye çıkmıştır. Donma noktası 
değerleri Temmuz ayına kadar düşmüş, sonraki aylarda artmıştır (P <0.05). Somatik hücre sayıları en yüksek 
Mayıs ayında tespit edilmiştir (P <0.05).  
Anahtar kelimeler: Manda sütü, kimyasal özellikler, fiziksel özellikler, somatik hücre sayısı 
 

CHANGES IN THE MILK OF ANATOLIAN BUFFALO RAISED IN DUZCE 
DURING LACTATION PERIOD 

 

ABSTRACT 

In this study, changes in some physico-chemical properties of Anatolian buffalo milk during lactation 
were investigated. The study was carried out on 30 Anatolian buffalos and 462 milk samples were 
analyzed. As a result, the general average dry matter value of buffalo milk samples analized was 
15.74%, fat content 6.49%, protein 4.30%, milk salts 0.77%, lactose 5.40%, pH 6.72, specific gravity 
1.030, freezing point -0.62°C, electrical conductivity 2.73 mS/cm and somatic cell count 152760 
cells/mL. Dry matter values of the samples were higher at the end of lactation (P <0.05). The highest 
fat value was observed in September and October (P <0.05). Lactose values were high in July. Specific 
gravity ranged from 1.029 to 1.033. The conductivity values increased up to 2.95 mS/cm in August. 
Freezing point values decreased until July and increased in the following months (P <0.05). Somatic 
cell counts were highest in May (P <0.05). 
Keywords: Buffalo milk, chemical properties, physical properties, somatic cell count 
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GİRİŞ 
Diğer hayvanlarla kıyaslandığında, çoğu ülkede 
olduğu gibi ülkemizde de manda yetiştiriciliği 
olması gereken düzeyde değildir. Ülkemizde 
1970-80’lı yıllarda bir milyondan daha fazla olan 
manda sayısı 1984 yılında 544000 başa, 2002 
yılında ise 120000 başa kadar düşmüştür. Sayı 
2010 yılında en düşük seviyeyi (84726 baş) 
görmüştür. Bu tarihten itibaren sayı tekrar artışa 
geçmiş ve 2017 yılında 161.439 başa ve 2022 
yılında 171835 başa kadar çıkmıştır. Sayının 
artmasında manda yetiştiriciliğine verilen devlet 
desteklerin etkisi olduğu söylenebilir. Ancak 
ülkemizde yetiştirilen manda sayımız olması 
gereken düzeyde değildir. Zira sayıdaki artışa 
rağmen, 2016 yılından beri manda sayılarımız 
Ulusal Süt Konseyinin süt raporlarında bile yer 
almamaktadır. Bu da ülkemizdeki manda sayısının 
düşük olduğunun bir göstergesidir. Türkiye’de 
üretilen toplam süt miktarı yaklaşık 23 milyon 
tona çıkmış, bunun ancak %0.3’ü manda 
sütünden oluşmuştur (Şahin, 2015; Ergöz, 2017; 
USK, 2016, Anonim, 2019a; Aydın ve Güneser, 
2021). Sütün içeriği açısından manda sütü inek 
sütüne oranla daha zengindir (Aydın ve Güneser, 
2021). Manda sütü, başta yoğurt olmak üzere 
krema ve peynir vb. ürünler için mükemmel bir 
hammaddedir. Manda sütü, ürün çeşitliliği ve 
alternatif kaynak olması bakımlarından önem 
taşımaktadır.  
 
Manda ülkemizde farklı bölgelerde camış, camız, 
dombey, kömüş isimleriyle anılmaktadır 
(Şekerden, 2001). Gerek dünyada ve gerekse 
ülkemizde çok sayıda manda türü bulunmaktadır. 
Evcil mandalar bataklık mandası ve nehir mandası 
olmak üzere iki alt kategoride incelenmektedir 
(Metry, 1996; Topaslan ve Mercan, 2018). 
Anadolu Mandası da bu grupta olup çoğunlukla 
temiz suları tercih ederler (Cockrill, 1974). 
Anadolu Mandası, Anadolu’da uzun yıllar 
yetiştiriciliği yapılan Akdeniz Mandası’nın alt 
ırkıdır ve Türkiye ile anılmaktadır. Türkiye’de 
manda yetiştiriciliği, Marmara Bölgesi’nde 
İstanbul; Karadeniz Bölgesi’nde Çorum, Sinop, 
Amasya, Samsun ve Tokat; Ege Bölgesi’nde 
Afyon; İç Anadolu Bölgesi’nde Yozgat ve Sivas; 
Güneydoğu Anadolu Bölgesi’nde Diyarbakır; 
Doğu Anadolu Bölgesi’nde Muş illerimizde yaygın 

olarak yapılmaktadır (Sarıözkan, 2011; Kınık ve 
Yerlikaya, 2015). 
 
TÜİK (2022) verilerine göre Türkiye genelinde 
171835 baş manda bulunmaktadır. Düzce’de ise, 
2019 yılında yayınlanan raporlara göre toplam 
manda varlığı 3867 baş, manda yetiştiren işletme 
sayısı 225 adet ve üretilen manda sütü miktarı 
1113 tondur (TÜİK, 2019; USK, 2020). 
Genel olarak manda sütü bileşiminde yaklaşık 
%17.5 kuru madde, %8.5 yağsız kuru madde, 
%7.5 yağ, %5.5 protein, %4.8 laktoz, %0.8 
mineral madde ve %0.22-0.40 arasında asitlik 
bulunmaktadır (Sezgin, 2010). Soysal vd. (2015) 
Anadolu mandalarının sütleri üzerinde yaptıkları 
bir çalışmada sırasıyla laktoz, yağ ve toplam kuru 
madde oranlarını %5.14, %7.92 ve %18.19 olarak 
tespit etmişlerdir. Yılmaz vd. (2017) Bitlis 
Anadolu Manda sütlerinin toplam kuru madde 
oranını %16.18, yağ oranını %7.10, protein 
oranını ise %34.1 şeklinde bulmuşlardır. Tokat 
Anadolu Mandaları üzerine yapılan bir 
araştırmada manda sütlerinde yağsız kuru madde 
%10.88, protein %4.85, laktoz %5.17 ve yağ 
%5.98 olarak saptanmıştır (Şahin vd., 2016). 
Şekerden ve Avşar (2008) yaptıkları bir çalışmada 
manda sütlerinin özgül ağırlığını 1.028 ve pH 
değerini ise 6.61 olarak ölçmüşlerdir. Manda 
sütlerinde ortalama somatik hücre sayısı (SHS) 
ilkbaharda 10500 hücre/ml, yazın 233500 
hücre/ml, sonbaharda 207000 hücre/ml ve kışın 
44700 hücre/ml olarak bulunmuştur (Gürler vd., 
2021).  
 
Süt verimi ile sütteki bileşenlerin miktarı üzerine 
pek çok faktör etki etmektedir. Bunlar arasında 
hayvanın türü, yaşı, ırk ve kalıtım özellikleri, 
bakım, mevsimsel farklılıklar, sağım süresi ve 
sayısı, hastalıklar, açlık, kuraklık, heyecan, 
egzersiz, mastitis ve laktasyon dönemi yer 
almaktadır. Laktasyon dönemi süt bileşenlerini ve 
miktarlarını etkileyen faktörlerin başında 
gelmektedir. Laktasyonun ilk 1.5 ayına kadar süt 
verimi artar, ancak protein ve yağ oranında 
azalmalar meydana gelir. Sonraki dönemlerde yağ 
ve protein oranlarında artış meydana gelmektedir 
(Kurt, 1977).  
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Gürler vd. (2013) yaptıkları bir çalışmada yağsız 
kuru madde oranının kış mevsiminde en yüksek 
olduğunu; yağ oranının ise en düşük ilkbahar ve 
yaz aylarında, en yüksek sonbahar ve kış aylarında 
olduğunu rapor etmişlerdir. Araştırmacılar ayrıca 
mevsim sıcaklıklarının artması, sütün yağ oranı ile 
ters orantılı olarak değiştiğini belirtmişlerdir. 
Foltys vd. (1995) manda sütünün yağ ve protein 
oranlarının yaz aylarında, kış aylarına oranla, daha 
düşük seviyede olduğunu tespit etmişlerdir.  
 
Yapılan bir çalışmada, mandalarda laktasyon 
süresi 240 gün, süt verimi 1000-1200 litre ve 
günlük süt verimi 5 litre olarak kaydedilmiştir. 
Ayrıca, araştırılan hususlarda hayvanın yaşının, 
bakım ve besleme koşullarının etkili olduğu 
belirtilmiştir (Koyuncu vd., 2021). Güven ve 
Soysal (2014) tarafından yapılan bir çalışmada, 
Anadolu mandalarının laktasyon süreleri 150-355 
gün arasında ve ortalama 270 gün, süt verimleri ise 
1570 kg/gün olarak tespit edilmiştir. 
 
Han vd. (2012) tarafından yapılan bir çalışmada, 
bir yıl boyunca her ay farklı manda (Riverine, 
Murra, Nili-Rivi ve Jafrabadi) kazan sütlerinden 
Ocak ayında alınan örneklerde kuru madde 
değerini %18.45, Nisan’da %16.39 ve laktasyon 
süresi sonunda (Aralık) %18.40 olarak 
bulmuşlardır. Araştırmacılar manda sütlerinin yağ 
değerlerini %6.57-7.97 arasında ve %7.97 ile en 
yüksek Kasım ayında tespit etmişelerdir. Alınan 
örneklerin protein oranını Ocak’ta %5.37, 
Nisan’da %4.65, Temmuz’da %4.70, Ekim’de 
%5.10 ve Aralık’ta %4.97; laktoz oranını %4.49-
4.73 arasında; kül oranını Nisan, Mayıs ve Haziran 
aylarında %0.91, diğer aylarda %0.92 şeklinde 
bulmuşlardır. 
 
Salari vd. (2013) Akdeniz mandası üzerinde 
yaptıkları bir çalışmada; manda sütlerinde yağ 
miktarının laktasyonun 61. gününden itibaren 
sürekli artarak laktasyon sonunda en yüksek 
değere (%8.64) ulaştığını beyan etmişlerdir. 
Protein oranının laktasyonun başlangıcında ve 
sonunda sırasıyla %4.84 ve %4.93’e çıktığını; 
somatik hücre sayısının ise laktasyon periyodunun 
pik döneminde ve sonunda daha yüksek olduğunu 
rapor etmişlerdir.  
 

Yadav vd. (2013) Hindistan’da yaptıkları 
çalışmada, laktasyonun süt verimi, laktoz ve yağ 
oranları üzerine ekisinin istatistiki olarak önemli 
olduğunu bildirmişlerdir. Yaz mevsiminde 
özellikle nemli ve çok sıcak aylarda sıcaklığın da 
etkisiyle süt veriminin %9 oranında azaldığını, kış 
mevsiminde ise %10.6 oranında artış gösterdiğini 
bildirmişlerdir. Protein miktarı ve yağ oranının kış 
aylarında daha yüksek olduğunu bulmuşlardır. 
 

Doğu Azerbaycan’da yapılan bir araştırmada süt 
verimi, laktasyon ve malaklama mevsiminin sütün 
bileşimine etkisinin önemli olduğu; malaklama 
mevsiminin yağ oranına etkisinin yüksek olduğu 
tespit edilmiştir (Khosroshahi vd., 2011). 
 

Şekerden ve Avşar (2008) Anadolu Mandaları 
üzerine yaptıkları bir çalışmada; toplam kuru 
madde ve protein oranının incelenen çevresel 
unsurlardan etkilenmediğini; Şekerden (1999) ise 
yağ ve yağsız kuru madde miktarlarının doğum 
mevsiminden ve laktasyon döneminden 
etkilendiğini tespit etmiştir. Şekerden ve 
Küçükkebapçı (1999) yağ ve toplam kuru madde 
oranının laktasyon döneminden istatistiksel olarak 
etkilendiğini tespit etmiştirlerdir. 
 

Düzce’de yetiştiriciliği yapılan Anadolu manda 
sütleri ve özellikleri üzerine herhangi bir 
araştırmaya rastlanmamıştır. Bu çalışmada, 
Düzce’de ‘Mandacı İlyas Çiftliği’nde yetiştirilen 
Anadolu mandalarının sütlerinin genel bazı 
fizikokimyasal özellikleri ve bu özelliklerde 
laktasyon süresi boyunca meydana gelen 
değişmelerin ortaya konması amaçlanmıştır. 
Çalışmadan elde edilen sonuçlar manda 
yetiştiriciliği ve manda sütünün değerlendirilmesi 
bakımından önemlidir.  
 

MATERYAL VE YÖNTEM 
Çalışmada materyalini, Düzce’de faaliyet gösteren 
‘Mandacı İlyas Çiftliği’nde yetiştirilen Anadolu 
mandalarının sütleri oluşturmuştur. Laktasyon 
boyunca çiftlikteki toplam 30 mandadan 462 süt 
örneği alınmış ve analizleri yapılmıştır. Süt 
örnekleri Nisan 2020 tarihinde alınmaya 
başlanmış ve 27 hafta devam etmiştir. Analizlerin 
yapıldığı bahar aylarında ortalama hava sıcaklığı 20 
oC ve havanın nemi ortalama 68 g/m³, yaz 

aylarında ortalama sıcaklık 28 ̊ oC ve havanın nemi 
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60 g/m³, sonbahar aylarında sıcaklık ortalama 23 

oC ve havanın nemi 65 g/m³ olarak ölçülmüştür. 
Çalışmanın yapıldığı dönemde çiftlikte kapalı alan 
yetiştiriciliği yapıldığından mandalar meraya 
çıkmamaktaydı. Hayvanlar saman ve silaj ile 
yemlenmekteydiler. Ayrıca hayvanlara süt yemi ile 
de takviye yapılmaktaydı. Bu yemin içeriğinde 
ağırlıklı olarak buğday ve çeşitli baklagil tohumları 
bulunmaktaydı. 
  
Alınan süt örneklerinde bazı kimyasal (kuru 
madde, yağsız kuru madde, yağ, protein, tuz 
bileşenleri ve laktoz) ve fiziksel analizler (pH, 
özgül ağırlık, donma noktası ve iletkenlik) 
Lactoscan Milk Analyser (Milkotronik Ltd., 4, 
Narodni Buditeli Str. 8900 Nova Zagora, 
Bulgaria) cihazı kullanılarak yapılmıştır.  Analizler 
için cihazın düğmesi açılarak bir müddet 
beklenmiştir. Analiz modu manda sütüne 
ayarlanan cihazın ilk kullanımında pH 
kalibrasyonu yapılmıştır.  Daha sonra cihazın 
örnek kabına manda sütü örneği konarak sonuçlar 
okunmuştur. Her örnek için 3 paralel ölçüm 
yapılmıştır (Anonim, 2019b).  
 

Somatik hücre sayımında (SHS) (hücre/mL) 
‘Milkana® Somatic Scan’ (MAYASAN® biotech, 
Ömerli Cad. No:18 Hadımköy, İstanbul 34555) 

cihazı kullanılmıştır. SHS sayımı için 3.5 g 
milkoprim tartıldı ve bir erlene konuldu. Üzerine 
sıcaklığı 30-35 ºC olan distile sudan 100 mL su 
ilave edildi, iyice karıştırıldı ve 20-22 ºC’ye 
soğutuldu. Raf ömrü 5 gün olan bu çözelti 
kullanım boyunca 4-8 ºC’de muhafaza edilmiştir. 
Süt örneklerinin sıcaklığı 20-22 ºC arasında 
olmasına dikkat edilmiştir. Süt bir süzme bezi 
yardımıyla süzüldükten sonra 15-20 defa 
çalkalanmış ve kullanım kılavuzunda belirtilen 
işlemler takip edilerek somatik hücre sayısı tespit 
edilmiştir (Anonim, 2022).  
 

Veri ortalamaları arasında fark olup olmadığını 
kontrol etmek için ANOVA testi, farklılığın hangi 
aylar arasında olduğunu tespit etmek amacıyla da 
Waller-Duncan çoklu karşılaştırma testi 
kullanılmıştır (Devore ve Peck, 1993). İstatiksel 
analizler SPSS 21.0 paket programı kullanılarak 
yapılmıştır. 
 

BULGULAR VE TARTIŞMA 
Manda sütü örneklerinin genel bazı fiziko-
kimyasal özellikleri 
Toplam 462 manda sütü örneğine ait bazı fiziko-
kimyasal özellikler Çizelge 1’de bir araya 
getirilmiştir.  

  

Çizelge 1. Analiz edilen manda sütü örneklerinin genel bazı fiziko-kimyasal özellikleri 
Table 1. Some general physico-chemical properties of the analyzed buffalo milk samples 

Özellikler/ Properties n 
En düşük/ 
Minimum 

En yüksek/ 
Maximum 

Ortalama ± SD 
Mean± SD 

Kuru madde/  
Dry matter (%) 

462 10.97 24.13 15.74±0.702 

Yağsız kuru madde/  
Non fat solid (%) 

462 3.21 12.26 9.25±0.971 

Yağ/ Fat (%) 462 1.44 20.92 6.49±2.114 

Protein/ Protein (%) 462 1.21 4.49 3.38±0.368 

Süt tuzları/ Milk salts (%) 462 0.28 0.99 0.77±0.074 

Laktoz/ Lactose (%) 462 1.81 6.95 5.14±0.510 

pH 462 6.00 7.16 6.72±0.184 
Özgül ağırlık/  
Specific gravity 

462 1.009 1.040 1.030±0.005 

Donma noktası/ 
Freezing point (°C) 

462 -0.82 -0.25 -0.62±0.062 

İletkenlik/ 
Conductivity (mS/cm) 

462 1.19 6.19 2.73±0.599 

SHS/ SCC (x1000 hücre/mL) 462 90 1500 152.76±141.098 
n: Analiz edilen toplam örnek sayısı/ Total number of samples analyzed, SD: Standart sapma/ Standard deviation, SHS/ SCC: 
Somatik hücre sayısı/ Somatic cell count 
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Elde edilen sonuçlara göre analiz edilen 
örneklerde kuru madde değerleri en düşük 
%10.97, en yüksek %24.13 olarak (ortalama değer 
%15.74) bulunmuştur (Çizelge 1). Genel olarak 
manda sütlerinde kuru madde oranları %17.5 
civarındadır (Sezgin, 2010). Manda sütü içeriği, 
yaşadığı bölge, melez tipi, yetiştirme şartları, 
besleme ve çevresel faktörlere bağlı olarak 
değişmektedir (Kınık ve Yerlikaya, 2015).  
 
Analiz edilen manda sütü örneklerinin yağsız kuru 
madde oranları en düşük %3.21, en yüksek 
%12.26 ve ortalama %9.25 şeklinde tespit 
edilmiştir (Çizelge 1). Gürler vd. (2013) yaptıkları 
bir çalışmada, yağsız kuru madde oranını %8.56 
olarak bulmuşlardır. Elde edilen ortalama değer 
araştırmacının elde ettiği ortalama değerden 
yüksektir.  
 

Manda sütü örneklerinde yağ oranları %1.44 ile 
20.92 arasında değişim göstermiş ve ortalama 
%6.49 değerini almıştır (Çizelge 1). Elde edilen 
ortalama değer, Sezgin (2010)’nin manda sütü için 
belirledikleri ortalama yağ (%7.5) değerinden 
düşüktür.  
 
Manda sütü örneklerinin protein değerleri en az 
%1.21, en fazla %4.49 ve ortalama %3.38 olarak 
tespit edilmiştir (Çizelge 1). Genel olarak manda 
sütlerinde protein oranı ortalama %4.30 
şeklindedir (Sezgin, 2010). Şahin vd. (2016) 
yaptıkları bir çalışmada protein oranını %4.95 
olarak rapor etmişlerdir. 
 
Analiz edilen 462 manda sütü örneklerinde tespit 
edilen süt tuzlarına ait değerler %0.28-0.99 
arasında değişmiş ve ortalama %0.77 olmuştur 
(Çizelge 1). Süt tuzları, sütteki toplam mineral 
madde miktarına denk gelmese de (Jennes, 1988), 
kıyaslama yapmak bakımından Yılmaz vd. 
(2017)’nin Anadolu ırkı manda sütü örneklerinde 
bulduğu mineral madde miktarından (%0.67) 
yüksektir. 
 
Manda sütü örneklerinde laktoz değerleri %1.81-
6.95 arasında değişmiş ve ortalama %5.4 olarak 
bulunmuştur (Çizelge 1). Gürler vd. (2021) laktoz 
değerini yaz sütlerinde %1.08-4.98 arasında, kış 
sütlerinde %1.20-5.53 arasında tespit etmişlerdir. 
Tespit edilen en düşük laktoz değeri sadece bir 

örneğe aittir ve bu örnekte somatik hücre sayısı 
(SHS) 1500000 hücre/mL’dir. Alessio vd. (2021) 
sütte SHS arttıkça laktoz oranının düştüğünü, bu 
ikisi arasında negatif bir ilişkinin bulunduğunu ve 
bunun mastitis hastalığının bir belirtisi olarak 
değerlendirilmesi gerektiğini, netice olarak da 
laktoz sentezinin azaldığını ifade etmektedir.  
 

Manda sütü örneklerinin pH değerleri en düşük 
6.00 ve en yüksek 7.16 olarak kaydedilmiştir. 
Ortalama olarak da 6.72 şeklinde tespit edilmiştir 
(Çizelge 1). Yılmaz vd. (2017) Anadolu manda 
sütleri üzerinde yürüttükleri bir çalışmada sütlerin 
pH değerini 6.68 olarak rapor etmişlerdir. 
Şekerden ve Avşar (2008), mastitis ve laktasyon 
döneminin pH üzerinde önemli etkileri olduğunu 
ifade etmişlerdir. 
 

Manda sütü örneklerine ait özgül ağırlık değerleri 
1.009-1.040 arasında değişmiş ve ortalama 1.030 
değerini almıştır (Çizelge 1). Normal şartlarda 
manda sütlerinin özgül ağırlığı, inek sütünün 
özgül ağırlığından yüksektir (Kınık ve Yerlikaya, 
2015). Sütün özgül ağırlığı içerisinde bulunan su, 
yağ, protein, şeker ve mineral madde miktarına 
bağlı olarak değişmektedir (Kurt vd., 1996). Elde 
edilen ortalama değer Adam (1975)’ın bildirdiği 
ortalama değerlerden düşüktür.  
 
Analiz edilen örneklerde donma noktası -0.82 °C 
ile -0.25 °C arasında değişmiş ve ortalama -0.62 °C 
değerini almıştır (Çizelge 1). Manda sütlerinin 
genel olarak donma noktası mevsim ve yetiştirme 
yöntemlerine bağlı olarak -0.518 ile -0.590 °C 
arasında değişmektedir. Manda sütlerinin donma 
noktasının mevsimlerden ve yetiştirme 
yöntemlerinden etkilendiği belirtilmiştir (Kınık ve 
Yerlikaya, 2015). 
 
Manda sütü örneklerine ait elektrik iletkenliği en 
düşük 1.19 mS/cm, en yüksek 6.19 mS/cm ve 
ortalama 2.73 mS/cm olarak ölçülmüştür (Çizelge 
1). Sütün elektrik iletkenliği, Na ve Cl içeriğine 
bağlı olarak değişmekte ve bu miktarlardaki artış 
iletkenliği de artırmaktadır (Gürsoy, 2007). İnek 
ırklarındaki farklılığın sütün iyon içeriğine etki 
ettiği ve bunun da elektrik iletkenliğine yansıdığı 
ifade edilmekte ve iletkenlik değerlerinin sağlıklı 
ineklerde 4.5-5.6 mS/cm arasında değiştiği 
belirtilmektedir (Hamann ve Zecconi, 1998).  
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Sütte bulunan ve önemli kalite parametrelerinden 
biri olan somatik hücre sayısı manda sütü 
örneklerinde en düşük 90000 hücre/mL, en 
yüksek 1500000 hücre/mL ve ortalama 152760 
hücre/mL olarak bulunmuştur (Çizelge 1). En 
yüksek somatik hücre sayısına Mayıs ve Haziran 
aylarında rastlanmıştır. Somatik hücre sayısının 
yükselmesine meme bezi enfeksiyonu, buzağılama 
sırası, laktasyon dönemi, stres, mevsim gibi 
faktörler etki etmektedir (Rodriguez-Zas vd., 
2000). 
 

Laktasyon boyunca manda sütlerinde 
meydana gelen kimyasal değişmeler 
Laktasyon süresi boyunca manda sütlerinin 
kimyasal özelliklerinde meydana gelen değişmeler 
Çizelge 2’de sunulmuştur. Çizelge 2’den 
görüleceği üzere manda sütü örneklerinin kuru 
madde değerleri laktasyonun ilk iki ayında %15.5 
civarında seyretmiş, üçüncü aydan itibaren 
%16’nın üzerine çıkmış ve son ayda ise düşüş 
eğilimine girmiştir. Kuru madde değeri Temmuz 
ayında en üst noktaya (%16.28) ulaşmıştır. 

  
Çizelge 2. Laktasyon boyunca manda sütlerinin kimyasal özelliklerinde meydana gelen değişmeler 

Table 2. Changes in chemical properties of buffalo milk during lactation 

 
Genel olarak bakıldığında kuru madde değerleri 
laktasyonun ilk aylarında düşük ve sonlarına 
doğru yüksek bulunmuştur. Aylar itibarıyla kuru 
madde değerleri arasındaki fark önemli (P <0.05) 
bulunmuştur. Haziran ayı ile Temmuz, Ağustos ve 
Eylül ayları arasında farklılığın önemli (P <0.05), 
diğer aylar arasında farkın önemsiz (P >0.05) 
olduğu tespit edilmiştir. Han vd. (2012)’nin 
yapmış olduğu bir çalışmada toplam kuru madde 
değerlerini %16.39-18.48 arasında bulmuşlardır. 

Hashmi ve Saleem (2015) ise ortalama toplam 
kuru madde değerini %16.38 olarak rapor 
etmiştir. Kuru maddde değerlerinin ilkbahar ve kış 
aylarında birbirine benzediği, sonbahar ve yaz 
aylarında farklı olduğu saptanmıştır (Gürler vd., 
2021). Sütlerin toplam kuru madde oranlarına 
laktasyon dönemi ve mevsim gibi faktörler 
doğrudan etki etmektedir (Şekerden ve 
Küçükkebapçı, 1999; Şekerden ve Avşar, 2008). 
 

Özellikler/ 
Properties (%) 

Aylar/ Months Genel 
ortalama/ 

General 
mean 

(n=462) 

Nisan/ 
April 

(n=60) 

Mayıs/ 
May 

(n=116) 

Haziran/ 
June 

(n=108) 

Temmuz/ 
July 

(n=75) 

Ağustos/ 
August 
(n=58) 

Eylül/ 
Sept. 

(n=32) 

Ekim/ 
October 
(n=13) 

Kuru 
Madde/ Dry 
Matter 

15.51 
±1.379ab* 

15.52 

±1.860ᵅᵇ 

15.33 

±1.967ᵇ 

16.28 

±1.390ᵅ 

16.18 

±1.282ᵅ 

16.21 

±1.634ᵅ 

15.90 

±1.524ᵅᵇ 

15.74 
±1.704 

Yağ/ Fat 
6.71 

±1.887ᵅᵇ 

6.59 

±2.463ᵅᵇ 

5.78 

±2.466ᵇ 

6.51 

±1.421ᵅᵇ 

6.87 

±1.617ᵅ 

7.20 

±1.751ᵅ 

7.08 

±1.440ᵅ 

6.49 
±2.116 

Yağsız Kuru 
Madde/ Non 
fat solid 

8.80 

±1.011ᵅ 

8.94 

±0.937ᵅᵇ 

9.55 

±1.071ᶜᵈ 

9.78 

±0.827ᵈ 

9.31 

±0.648ᵇᶜ 

9.01 

±0.699ᵅᵇ 

8.82 

±0.514ᵅ 

9.25 
±0.972 

Protein 
3.23 

±0.402ᶜ 

3.25 

±0.356ᶜ 

3.48 

±0.398ᵅ 

3.57 

±0.297ᵅ 

3.42 

±0.254ᵅᵇ 

3.28 

±0.303ᵇᶜ 

3.23 

±0.225ᶜ 

3.38 
±0.368 

Laktoz/ 
Lactose 

4.86 

±0.507ᵈ 

4.93 

±0.482ᶜᵈ 

5.24 

±0.580ᵅᵇ 

5.43 

±0.428ᵅ 

5.32 

±0.297ᵅᵇ 

5.13 

±0.337ᶜ 

4.99 

±0.282ᶜᵈ 

5.14 
±0.510 

Süt tuzları/ 
Milk salts 

0.73 

±0.082ᶜ 

0.74 

±0.074ᶜ 

0.79 

±0.086ᵅᵇ 

0.81 

±0.050ᵅ 

0.79 

±0.042ᵅᵇ 

0.76 

±0.055ᵇᶜ 

0.76 

±0.045ᵇᶜ 

0.77 
±0.074 

pH 
6.63 

±0.241ᵇ 

6.70 

±0.173ᵅᵇ 

6.75 

±0.175ᵅ 

6.74 

±0.166ᵅ 

6.79 

±0.160ᵅ 

6.73 

±0.164ᵅ 

6.76 

±0.108ᵅ 

6.72 
±0.184 

n: Analiz edilen manda sütü örnek sayısı, SD: Standart sapma, *: Farklı harfler taşıyan ortalamalar birbirinden farklı (P <0.05), 
aynı harf taşıyanlar farksızdır (P >0.05). 
n: Number of samples of buffalo milk analyzed, SD: Standard deviation, *: Means with different letters are different from each other (P <0.05), 
those with the same letter are not different (P >0.05). 
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Laktasyon boyunca alınan manda sütü 
örneklerinde yağ oranları ilk ayda %6.71 iken, 
üçüncü aya kadar bu oran %5.78’e düşmüştür. 
Üçüncü aydan sonra yağ değerleri laktasyonun 
sonuna kadar yükselmiştir. Diğer yandan en düşük 
yağ değeri Haziran ayında gözlenirken, en yüksek 
yağ değeri Eylül ve Ekim aylarında gözlenmiştir. 
Haziran ayı (en düşük yağ değeri) ile Ağustos, 
Eylül ve Ekim ayları arasındaki fark istatiksel 

olarak önemli (P ˂0.05); Haziran ile Nisan, Mayıs 
ve Temmuz ayları arasında fark önemsiz (P >0.05) 
bulunmuştur. Çalışmamızdan elde edilen değerler 
Han vd. (2012) tarafından ortaya konan 
değerlerden düşük çıkmıştır. Foltys vd. (1995) yağ 
içeriklerinin kış aylarına oranla yaz aylarında daha 
düşük çıktığını ifade etmişlerdir. Hayvanların 
beslenme durumları yağ ve protein oranları 
üzerinde etkili bir fakördür. Yemlemenin yağ 
değeri üzerinde %3’lük bir birim değişim etkisine 
sahip olduğu ifade edilmektedir. Süt yağının 
yemlemeye karşı çok hassas bir değişim 
göstermesi yanında, sütün bileşimi üzerine genetik 
faktörler, çevre, süt üretim düzeyi, laktasyon 
evresi, mastitis, mevsim ve hayvanın yaşı da etki 
etmktedir (Waldner vd., 2003). 
 
Manda sütü örneklerinde yağsız kuru madde 
değeri Nisan ayında ortalama %8.80 ile başlamış, 
bu aydan itibaren artarak Temmuz ayında 
%9.77’ye ulaşmış, ancak Ekim ayında %8.82’ye 
kadar gerilemiştir (Çizelge 2). Haziran ve Temmuz 
ayına ait yağsız kurumadde oranları benzer (P 
<0.05), Haziran ve Temmuz ile diğer aylar 
arasındaki fark önemli (P <0.05) bulunmuştur. 
Türk Gıda Kodeksi Yönetmeliği (TGKY)’ne göre 
manda sütlerinde yağsız kuru madde miktarı en az 
%8.50 olmalıdır. Çalışmamızdan elde edilen en 
düşük değer TGKY’nde öngörülen en az 
değerden yüksektir.  
 
Manda sütlerinde protein değerleri Nisan ayından 
itibaren Temmuz ayına kadar yükselmiş, ondan 
sonraki aylarda düşüşe geçmiştir (Çizelge 2). 
Haziran, Temmuz ve Ağustos ayları arasında 
protein değerlerindeki fark önemsiz (P >0.05); bu 
aylar ile diğer aylar arasındaki fark ise önemli (P 
<0.05) bulunmuştur. Gürler vd. (2021) Anadolu 
manda sütleri üzerinde yaptıkları bir çalışmada 
Bahar ve Yaz aylarında protein oranını düşük, 

Sonbahar ve Kış aylarında daha yüksek 
bulmuşlardır. Nili-Ravi ırkında yapılan bir 
çalışmada protein oranı %3.30 olarak tespit 
edilmiştir (Javed vd.,2013). Yılmaz vd. (2017) 
Anadolu mandası sütlerinde protein oranını 
%3.40 olarak tespit etmişlerdir. Bu çalışmadan 
elde edilen sonuçlar Javed vd. (2013) ile Yılmaz 
vd. (2017)’nin elde ettikleri sonuçlara benzerlik 
göstermektedir. 
 
Laktoz değerleri Nisan ayından Temmuz ayına 
kadar artış, Temmuz ayından Ekim ayına kadar 
düşüş göstermiştir. Haziran, Temmuz ve Ağustos 
aylarına ait laktoz değerleri arasında fark önemsiz 
(P >0.05); bu aylar ile diğer aylar arasındaki fark 
ise önemli (P <0.05) bulunmuştur. Soysal vd. 
(2015) Anadolu mandası sütlerinin laktoz oranını 
%5.14 olarak bildirmişlerdir. Cerón-Muñoz vd. 
(2002) somatik hücre sayısının artmasıyla laktoz 
oranının azaldığını, Yadav vd. (2013) laktasyonun 
laktoz içeriğine etkili olduğunu ifade etmişlerdir. 
 
Manda sütü örneklerinin tuz oranları Nisan 
ayından itibaren Temmuz ayına kadar hızlıca 
artmış, Temmuz ayından sonra ise düşüşe 
geçmiştir (Çizelge 2). En yüksek tuz bileşenlerinin 
elde edildiği Haziran, Temmuz ve Ağustos ayları 
arasında fark önemsiz (P >0.05), bu üç aya ait 
değerler ile Nisan ve Mayıs aylarına ait değerler 
arasında fark önemlidir (P <0.05). Süt tuzları 
molekül ağırlığı 300 veya daha az iyonize veya 
iyonize olabilir maddeler olarak dikkate 
alınmaktadır. Süt tuzları organik ve inorganik 
maddeleri içine alır. Böylece süt tuzları denince 
sütteki mineral maddelere veya küle denk 
gelmezler. Başlıca katyonlar olarak Na, K, Ca ve 
Mg; anyonik bileşenler olarak da fosfatlar, 
sitratlar, klorür, karbonat ve sülfatlar sayılabilir 
(Jennes, 1988). Mastitis durumlarında meme kan 
kılcal damarlarında geçirgenlik artar. Somatik 
hücre sayısı yüksek sütlerde P ve K içeriği düşük, 
Na ve Cl içeriği yüksektir. Böylece somatik 
hücrelerdeki artış, kazeindeki mineral oranlarında 
bir değişikliğe neden olmamaktadır (Summer vd., 
2009). 
  
İncelenen örneklerin pH değerleri örneklerin ilk 
alındığı Nisan ayı ile, Mayıs ayı hariç, diğer aylara 
ait pH değerlerinden farklı (P <0.05) 
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bulunmuştur. Anadolu mandaları üzerinde 
yapılan bir araştırmada en yüksek pH değerinin 
laktasyonun başlarında, en düşük ise laktasyonun 
sonlarında elde edildiği kaydedilmiştir (Şekerden 
ve Avşar, 2008).  

Laktasyon boyunca manda sütlerinin fiziksel 
özelliklerinde ve somatik hücre sayısında 
meydana gelen değişmeler 
Laktasyon boyunca manda sütlerinin bazı fiziksel 
özelliklerinde ve somatik hücre sayısında (SHS) 
meydana gelen değişmeler Çizelge 3’de bir araya 
getirlmiştir.  

  
Çizelge 3. Laktasyon boyunca manda sütlerinin fiziksel özelliklerinde ve somatik hücre sayısında 

meydana gelen değişmeler 
Table 3. Changes in physical properties and somatic cell count of buffalo milk during lactation 

Özellikler/ Properties 

Aylar/ Months Genel 
ortalama/ 

General 
mean 

(n=462) 

Nisan/ 
April 

(n=60) 

Mayıs/ 
May 

(n=116) 

Haziran/ 
June 

(n=108) 

Temmuz
/ July 

(n=75) 

Ağustos/ 
August 
(n=58) 

Eylül/ 
Sept. 

(n=32) 

Ekim/ 
October 
(n=13) 

Özgül 
Ağırlık/  
Specific gravity 

1.029 

±0.04ᵇ 

1.029 

±0.05ᵇ 

1.032 

±0.04ᵅ 

1.033 

±0.03ᵅ 

1.032 

±0.03ᵅ 

1.030 

±0.03ᵇ 

1.030 

±0.03ᵇ 

1.031 
±0.04 

İletkenlik/ 
Conductivity (mS/cm) 

2.40 
±0.68c 

2.55 
±0.76bc 

2.89 

±0.57ᵅ 

2.84 

±0.36ᵅ 

2.95 

±0.31ᵅ 

2.87 

±0.39ᵅ 

2.72 

±0.21ᵅᵇ 

2.73 
±0.60 

Donma noktası/ 
Freezing point (°C) 

-0.59 

±0.060ᵅ 

-0.60 

±0.063ᵅᵇ 

-0.63 

±0.070ᵇᶜ 

-0.66 

±0.055ᵈ 

-0.64 

±0.037ᶜᵈ 

-0.61 

±0.039ᵅᵇᶜ 

-0.61 

±0.035ᵅᵇᶜ 

-0.62 
±0.063 

SHS/ SCC (x1000) 
152.37 

±63.6ᵅᵇ 

191.34 

±217.29ᵅ 

144.35 

±166.90ᵅᵇ 

130.39 

±31.16ᵅᵇ 

143.98 

±56.72ᵅᵇ 

123.78 

±28.82ᵅᵇ 

119.77 

±20.10ᵇ 

152.76 
±141.25 

n: Analiz edilen manda sütü örnek sayısı, SD: Standart sapma, *: Farklı harfler taşıyan ortalamalar birbirinden farklı (P <0.05), 
aynı harf taşıyanlar farksızdır (P >0.05), SHS: Somatik hücre sayısı. 
n: Number of samples of buffalo milk analyzed, SD: Standard deviation, *: Means with different letters are different from each other (P <0.05), 
those with the same letter are not different (P >0.05), SCC: Somatic cell count 

 
Manda sütü örneklerinin özgül ağırlık değerleri 
Nisan ayından Temmuz ayına kadar artmış, 
Temmuz ayından Ekim ayına kadar düşüş eğilimi 
göstermiştir (Çizelge 3). Haziran, Temmuz ve 
Ağustos aylarına ait özgül ağırlık değerleri diğer 
aylardan farklı (P <0.05) bulunmuştur. Şekerden 
ve Avşar (2008) laktasyonun başında özgül 
ağırlığın en düşük değerde, laktasyonun sonuna 
doğru en yüksek değerde olduğunu 
bildirmişlerdir. Şahin vd. (2016) örnekleme 
zamanının, doğum sayısının, besleme koşullarının, 
laktasyon durumunun ve doğurma yaşının; manda 
sütünün yoğunluk, donma noktası, kuru madde, 
yağsız kuru madde, yağ, protein, laktoz ve kazein 
içeriğine önemli etkisi olduğunu vurgulamışlardır.  
 
Elektrik iletkenlik değerleri süt örneklerinde 
Nisan ayında 2.40 mS/cm, Ağustos ayında 2.95 
mS/cm ve laktasyon sonunda 2.72 mS/cm 
olmuştur (Çizelge 3). Nisan ayında elde edilen 
değer, diğer aylardan farklı çıkmıştır (P <0.05). 

Hamann ve Zecconi (1998) iletkenlik değerinin 
laktasyon boyunca artabileceğini veya 
azalabileceğini; iletkenlik değerinin <5.50 mS/cm 
olması durumunda mandaların mastitis yönünden 
sağlıklı olabileceğini beyan etmişlerdir.  
 
Manda sütü örneklerinin donma noktası değerleri 
en yüksek Nisan ayında ve en düşük Temmuz 
ayında kaydedilmiş (Çizelge 3) ve bu değerler 
Nisan ayından Temmuz ayına kadar düşüş 
göstermiş, sonraki aylarda artmıştır. Temmuz 
ayına ait donma noktası değerleri ile diğer aylara 
ait donma noktası değerleri arasındaki fark 
önemlidir (P <0.05). Elde edilen değerler Şahin ve 
Ulutaş (2014) tarafından kaydedilen değerlerden 
daha düşüktür. Çiğ sütün donma noktası laktoz ve 
süt tuzlarının konsantrasyonuna göre değişiklik 
gösterir (Metin, 2005).  
 
Meme sağlığı hakkında önemli bilgi veren somatik 
hücre sayıları normal düzeylerdedir denebilir 
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(ortalama 152760 hücre/mL), zira ilgili mevzuatta 
≤500.000 hücre şeklindedir. Ekim ayında elde 
edilen en düşük sayı (119770 hücre/mL) ile Mayıs 
ayında elde edilen en yüksek sayı (191340 
hücre/mL) arasındaki fark önemlidir (P <0.05). 
Şahin vd. (2012) Anadolu mandası süt 
örneklerinde somatik hücre sayısını 166056 
hücre/ml olarak tespit etmişlerdir.  Tokat’ın 
Erbaa, Turhal, Pazar, Niksar ve Almus ilçelerinde 
bulunan 112 işletmeden 250 baş Anadolu 
mandasından alınan süt örneklerinde yapılan 
analizler sonucunda, somatik hücre sayısı 166100 
hücre/mL olarak tespit edilmiştir (Şahin vd., 
2012). Araştırmacıların elde etmiş olduğu bu 
değer, çalışmamızdan elde edilen ortalama 
değerden yüksektir. Laktasyon sayısı, laktasyon 
evresi, kızgınlık ve hafif egzersiz gibi fizyolojik 
veya çevresel faktörlerin, enfekte olmamış 
(bakteriyolojik olarak negatif) meme 
bölümlerinden gelen somatik hücre sayısı 
üzerinde marjinal etkileri olduğu ifade edilmiştir 
(Brahma vd., 2017). 
 
SONUÇ  
Bu çalışmada; Düzce’de faaliyet gösteren ‘Mandacı 
İlyas Çiftliği’nde yetiştirilen Anadolu mandalarının 
sütlerinin bazı özellikleri ve bu özelliklerde 
laktasyon boyunca meydana gelen değişmeler 
incelenmiştir. Çalışmadan elde edilen sonuçlara 
göre; manda sütlerinde ortalama kuru madde 
%15.74, yağ %6.49, protein %3.38, süt tuzları 
%0.77, laktoz %5.14, pH 6.72, özgül ağırlık 1.030, 

donma noktası -0.62  ̊C, iletkenlik 2.73 mS/cm ve 
somatik hücre sayısı 152760 hücre/mL şeklinde 
bulunmuştur. Ayrıca, kuru madde değerleri 
laktasyonun ilk aylarında düşük ve sonlarına 
doğru yüksek bulunmuştur. Laktasyon boyunca 
en düşük yağ değeri Haziran ayında, en yüksek yağ 
değeri Eylül ve Ekim aylarında gözlenmiştir. 
Yağsız kuru madde değeri Temmuz ayına kadar 
artmış, ancak Ekim ayında düşmüştür. Protein 
değeri Nisan ayından itibaren Temmuz ayına 
kadar yükselmiş, ondan sonraki aylarda düşüşe 
geçmiştir. Laktoz değerleri Nisan ayından 
Temmuz ayına kadar artmış, sonra düşüş şeklinde 
gerçekleşmiştir. Tuz bileşenleri Temmuz ayına 
kadar hızlıca artış göstermiş, Temmuz ayından 
sonra ise düşmüştür. Manda sütü örneklerinde pH 
değerleri Haziran ayından sonra dalgalanma 

göstermiştir. Özgül ağırlık değerleri Nisan ayından 
Temmuz ayına kadar artmış, daha sonra 
düşmüştür. İletkenlik değerleri Ağustos ayına 
kadar artmış, sonra azalmıştır. Donma noktası 
değerleri Temmuz ayına kadar düşüş göstermiş, 
sonraki aylarda artmıştır. Somatik hücre sayıları 
Mayıs ayına kadar artmış, bilehare düşüş eğilimine 
girmiştir. Sonuçlar manda yetiştiricileri ve manda 
sütü işleyen işletmeler için önemli bilgiler 
içermektedir. Ülkemizde geçmişe kıyasla sayıları 
azalmış bulunan ve alternatif bir süt kaynağı olan 
manda,  manda yetiştiriciliği ve manda sütleri 
üzerine ileri araştırmalar yapmaya ihtiyaç vardır. 
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ABSTRACT 
The aim of this study was to search vegetable oil bleaching abilities of 30 different adsorbent materials placed 
into four groups (natural clay, acid-activated natural clay, synthetic adsorbent, metal-organic frames). After 
oil treatment against control sample, oil color (L, a*, b* values), oil weight loss (%), free fatty acidity (FFA), 
peroxide value (PV), and the specific extinctions of K232 and K270 were measured. Based on the data analysis, 
natural montmorillonite, acid-activated halloysite, Dowex, and Ti-MOF were selected, and tested in the same 
way against two commercial bleaching earth (C.B.E.) samples. Finally, an equal weight portion mixture of 
the four selected adsorbents were prepared and tested against C.B.Es. Results indicated that acid activated 
halloysite and Dowex had certain potentials to be implemented in oil bleaching. In conclusion, some other 
clay modification techniques suggested being applied to those potential adsorbents to improve their 
bleaching activity for potential commercial applications. 
Keywords: Natural clays, synthetic adsorbents, MOF, bleaching, screening 
 

BAZI NATURAL VE ASİT-AKTİVE NATURAL KİLLERİN, SENTETİK 
ADSORBANLARIN VE METAL-ORGANİK ÇERÇEVELERİN ALKALİ-

NÖTRALİZE AYÇİÇEĞİ YAĞI AĞARTMA YETENEKLERİNİN İNCELENMESİ 
 

ÖZ 

Bu çalışmanın amacı dört grup altında (natürel kil, asit-aktive natürel kil, sentetik adsorban, metal-
organik kafes) toplanmış 30 farklı adsorbentin bitkisel yağ ağartma kapasitelerinin araştırılmas ıdır. 
Ağartma işlemi sonrasında yağlarda, yağ rengi (L, a*, b* değerleri), yağ ağırlık kaybı (%), serbest yağ 
asitliği (SYA), peroksit değeri (PD), ve K232 ile K270 özgül sönümleme katsayıları ölçülmüştür. Veri 
analizi sonucunda, doğal montmorollonit, asit-aktive halloysit, Dowex ve Ti-MOF seçilmiş, ve aynı 
yolla ticari ağartma topraklarına karşı test edilmiştir. Nihayet, seçilmiş adsorbanların eşit ağırlıklı bir 
karışımı hazırlanmış ve yine ticari örneklere karşı test edilmiştir. Asit-aktive halloysit ve Dowex’in 
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diğerlerinden daha yüksek ağartma potansiyeli olduğu görülmüştür. Sonuç olarak, bazı kil 
modifikasyon tekniklerinin bu potansiyel adsorbanlara uygulanarak ticari uygulamalar için 
kapasitelerinin artırılabileceği değerlendirilmiştir. 
Anahtar kelimeler: Doğal killer, sentetik adsorbanlar, MOF, ağartma, tarama 
  
INTRODUCTION 
The massive edible vegetable oil production 
system relies on extraction of crude oils from the 
oil seeds by pressing, solvent extraction or 
combination of both techniques. The generated 
crude oils contain some impurities (residual 
solvents, pesticides, Maillard products, etc.) which 
prevent their immediate acceptance by the 
consumers due to their health risk and sensory 
taints. Consequently, the crude oils have been 
refined by classical processes or physical refining 
operations. Usually classical refining involves 
consequent unit operations of degumming, alkali 
neutralization, bleaching, deodorization, 
winterization and polishing. Sometimes, one or 
two of these processes could be omitted 
depending on the condition of the crude oil being 
refined (Anderson, 1996; O’Brien, 2004).  
 
Bleaching is the adsorptive removal of color 
pigments from the crude vegetable oils by 
adsorbent clays. The oil mixed with selected 
adsorbents (natural clays, activated clays and 
carbons, synthetic silicates, silica gel and others) 
at around 75-110 oC, mixed for 15-30 min under 
vacuum, and filtered. By this process not only 
color pigments (carotenoids, chlorophylls, 
gossipol, Maillard compounds etc.), but also some 
residual soaps and phosphatides, oxidation 
products, trace metals, the polyaromatic 
hydrocarbons (PAH) if present, and some 
pesticides were removed by adsorption principle 
onto and inside the adsorbent material used, and 
removed by filtration. The ratio of oil and 
adsorbent clay, efficient mixing, duration of 
mixing, process temperature, efficiency of the 
filters are the most important factors in addition 
to the adsorptive capacity and affinity of the clays 
used (Hodgson, 1996; Zschau, 2001).  
 
Thereby, one research challenge is to find 
effective new adsorbents and/or modify them for 
the best bleaching with affordable feasibility. 
Further, minimization of neutral oil losses and 
highest possible retention of minor nutrients like 

phytosterols and tocopherols were anticipated. 
Activated carbon, natural and activated clays 
(bentonite, palygorskite, sepiolite, 
montmorillonite, alumina and magnesium 
silicates, Fuller’s earth, silica gel, etc.), and filter 
aids like kieselguhr, perlite, pulp, and organic 
powders have been implemented in oil bleaching 
industry (Boki et al., 1992; Zschau, 2001; O’Brien, 
2004). Further, acid modified bentonite (Didi et 
al., 2009), modified kaolin (Worasith et al., 2011), 
and sepiolite (Sabah et al., 2007), active carbon 
(Zhang et al., 2018), silica gel and silicates (Gil et 
al., 2014), Magnesol XL (Srimiati et al., 2015), 
chitin (Samonin et al., 2021), and amberlite (Jamal 
and Boulanger, 2010) have searched for crude oil 
bleaching abilities. New adsorbent materials like 
synthetic porous materials, the metal-organic 
frameworks (MOFs), have tested for crude oil 
bleaching (Vlasova et al., 2016; Yılmaz et al., 
2019). Since the material scientists and mining 
engineers develop new clays and adsorbents, 
more research will be done for better crude edible 
oil bleaching. 
 
In this study, selected natural clays (halloysite, 
zeolite, bentonite, sepiolite, kaolin, 
montmorillonite) and their acid modified 
versions, some selected synthetic adsorbents 
(molecular sieve Å, Magnesol XL, amberlites 
IR400, IR120, and XAD7, silica gel blue, silica gel 
60, Dowex, chitin, and active carbon), and some 
selected metal-organic frameworks (Ti-MOF, γ-
CD-MOF, Cr-MOF, Al-MOF, Zn-MOF, Mg-
MOF, HKUST-MOF, MIL-53-MOF) were 
screened for edible oil bleaching ability. As far as 
we searched, the halloysite, molecular sieve Å, the 
amberlites selected, silica gel blue, Dowex, 
HKUST-MOF, and MIL-53-MOF were screened 
for bleaching purpose for the first time in this 
study. Further, others were included together with 
two different commercial bleaching earths for 
comparison purpose.  
 
The aims of this study were to screen various 
potential adsorbent materials for their ability for 
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crude vegetable oil bleaching, and compare them 
among themselves and with commercial 
bleaching earths to select the best performing 
candidates under laboratory experimental 
conditions for further studies.  
 
MATERIALS AND METHODS  
Materials 
Degummed and alkali-neutralized, unbleached 
crude sunflower seed oil was provided by the 
Trakya Birlik Oil Co. (Çorlu, Türkiye). The 
adsorbent materials used in this study with their 
source firms were following: Halloysite (Esan Co., 
Eskişehir, Türkiye), Zeolite (Türkzeolit Mining 
Co., Balıkesir, Türkiye), Bentonite (Rota Mining 
Co., İstanbul), Sepiolite (Madkim Mining and 
Chem. Co., İstanbul), Kaolin (Kaolin Industrial 
Mines Co., İstanbul), Montmorillonite (Rota 
Mining Co., İstanbul), Molecular Sieve Å (Sigma, 
St. Louis, USA), Magnesol XL (The Dallas Group 
of America, Inc., Jeffersonville, IN, USA), 
Amberlite IR-400, Amberlite IR-120, and 
Amberlite XAD-7 (Sigma, St. Louis, USA), Silica 
Gel Blue and Silica Gel 60 (Merck, Darmstadt, 
Germany), Dowex (Sigma, St. Louis, USA), 

Chitin (Jinan Qinmu Fine Chem. Co. Ltd., China), 
and Active Carbon (Zag Kimya, İstanbul). In 
addition, the 8 different MOFs were synthesized 
in our laboratory following the procedure given in 
the references.  The Ti-MOF (Vlasova et al., 
2016), γ-CD-MOF (Smaldone et al., 2010), Cr-
MOF (Li et al., 2014), Al-MOF (Ma et al., 2014), 
Zn-MOF (Bu et al., 2012), Mg-MOF 
(Spanopoulos et al., 2015), HKUST-MOF 
(Naeimi and Faghihian, 2017), and MIL-53-MOF 
(Pu et al., 2018) were synthesized. Lastly, two 
commercial bleaching earths, the Amcol 930 
(from Trakya Birlik Oil Co.) and Pure-Flo 
Supreme B81 (from Ata Endüstriyel Prod. 
Industry and Trade Ltd. Co., İstanbul) were 
provided. The adsorbent materials used in this 
study could be observed from Figure 1. The 
adsorbents were used as they received from the 
firms or sythesized in our laboratory. Their 
particle size were not measured, but they were 
ranged from fine dust to gritty small spheres. All 
other chemicals, standards and solvent used in the 
analyses were of analytical grade, and purchased 
from Sigma Chem Co. (St. Louis, USA) and 
Merck (Darmstadt, Germany).  

  

 
Figure 1. The natural (A) and acid-modified natural (B) adsorbents (1.Halloysite, 2.Zeolite, 3.Bentonite, 
4.Sepiolite, 5.Kaolin, 6.Montmorillonite), synthetic (C) adsorbensts (1.Molecular Sieve Å, 2.Magnesol 

XL, 3.Amberlite IR400, 4.Amberlite IR120, 5.Amberlite XAD7, 6.Silica Gel Blue, 7.Silica Gel 60, 
8.Dowex, 9.Kitin, 10.Aktive Carbon), metal-organic frameworks (D)  (1.Ti-MOF, 2.γ-CD-MOF, 3.Cr-

MOF, 4.Al-MOF, 5.Zn-MOF, 6.Mg-MOF, 7.HKUST-MOF, 8.MIL 53-MOF ), and commercail 
bleaching earths (E, 1. Amcol 930, 2. Pure-Flo Supreme B81) used in this study. 
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Activation of the Natural Clays and 
Amberlites 
The acid-activation of the six natural clays were 
completed by first mixing each clay with 30% HCl 
at 1:5 (w/v) ratio and mixing under vacuum hood 
for 30 min. After that, the clay slurry were 
decanted, and washed with 10-fold pure water as 
many times as required to reach a decantation 
liquid with neutral pH. Finally, activated clays 
were dried at 150 oC for 5 h inside a vacuum 
incubator. These six clays were grouped as acid-
activated natural clays. 
 
The three amberlite resins studied under the 
synthetic adsorbents group were also activated 
before applications. The Amberlite IR400 were 
placed in 4 N HCl, and slowly mixed for 24 h, 
before filtration and washing until the collected 
washing liquid reached to pH 7.0. Finally, it was 
dried in the same way explained above (Mishra 
and Kar, 2003). The Amberlite IR120 was 
activated in a similar procedure but in 4 N NaOH 
solution (Mishra and Kar, 2003). Lastly, the 
Amberlite XAD7 was activated by washing it with 
plenty of pure water at room temperature for 4 
times before drying it at 40 oC under vacuum for 
48 h (Ribeiro et al., 2002). 
 
Treatment of the Crude Sunflower Oil with 
the Adsorbents 
There were 4 treatment groups; the first group 
was named the natural clays, and included natural 
halloysite, zeolite, bentonite, sepiolite, kaolin, and 
montmorillonite. The second group was the acid-
activated natural clays and included the same six 
clays after the modifications. The third group 
included 10 adsorbents (molecular sieve Å, 
Magnesol XL, Amberlites IR400, IR120, XAD7, 
silica gel blue, silica gel 60, Dowex, chitin, and 
active carbon), and named the synthetic 
adsorbents group. Lastly 8 MOFs (Ti-MOF, γ-
CD-MOF, Cr-MOF, Al-MOF, Zn-MOF, Mg-
MOF, HKUST-MOF, MIL-53-MOF) included 
the metal-organic frameworks group. In addition, 
there were two commercial bleaching earth 
(Amcol 930 and Pure-Flo Supreme B81), one 
adsorbent mixture prepared after the first part of 
this study, and one control sample treated in the 
same way.  

The adsorbent treatment procedure briefly was as 
following; 10 g of crude oil was weighed into a 
glass beaker, and 0.3 g of the adsorbent was 
weighed and added into the oil. The mixture was 
stirred at 280 rpm at room temperature for 1 h. 
Finally, the oil-adsorbent slurry was filtered 
through Whatman no. 40 filter paper under 
natural gravity. The collected oil was placed into 
tubes, flashed with nitrogen gas before tightly 
capping. Finally, the tubes stored in refrigerator 
during the analyses. The effect of treatment 
temperatures were not studied in this study, and 
temperature as a factor could be considered in 
future studies.   
 
Selection of the Best Performing Adsorbents 
and Preparation of the Adsorbent Mixture 
After the treatments, the oils were analyzed for 
instrumental color, weight loss, free fatty acidity 
(FFA), peroxide value (PV), and specific 
extinction (K232 and K270) values. All treatments 
were compared with control sample (no 
adsorbent treatment) and among themselves 
within each group to select the best one adsorbent 
from each of the 4 treatment groups. Selection 
was based on judgement of the analyses results 
yielding the best bleaching activity with minimal 
oil loss and lowest possible free fatty acidity and 
oxidation values. Consequently, montmorillonite 
from natural clays group, halloysite-AA from 
acid-activated natural clays group, Dowex from 
synthetic adsorbents group, and Ti-MOF from 
the MOF group were selected. These selected 4 
adsorbents and the two commercial bleaching 
earths (C.B.E.-I and C.B.E.-II) were treated in the 
same way against control sample (no adsorbent 
treatment) to get a comparison among 
themselves. Finally, the 4 selected adsorbents 
were mixed in 1:1 weight ratio to prepare the 
‘adsorbent mixture’ as a new adsorbent. This new 
adsorbent was also compared with the C.B.E.s 
and control sample in the same way. 
 
Analyses of the Treated Oil Samples 
After each treatment, the oil was weighed by a 
Sartorius ED2245 scale (Sartorius, Germany), 
before placing it into glass tubes, and the weight 
loss (%) values were calculated, since the initial 
weight was known. The color of the treated oil 



Screening adsorbents 

 

 

  657 

 

samples was assessed with a Minolta CR-400 
colorimeter (Minolta Camera Co., Osaka, Japan). 
The oil sample was placed into the liquid sample 
holder of the instrument and several readings of 
color values (CIE standards) were recorded. The 
L value indicating brightness/darkness, a* value 
indicating redness (+) / greenness (-), and b* 
value indicating yellowness (+) / blueness (-) were 
measured.  
 
The FFA of oil samples was measured following 
American Oil Chemists’ Society (AOCS) method 
Ca 5a-40, and the PV was measured following 
AOCS method Cd 8-53 (AOCS, 1998), 
respectively. Finally, the specific extinction values 
of K232 and K270 were measured according to 
AOCS method Ch 5-91 (1998) with a UV-Vis 
spectrophotometer (Shimadzu UV-1800, 
Shimadzu Co., Japan). 
 
Statistical Analysis 
In this study all experimental layouts were 
completed two times as two replicates. Within 
each replicate the analyses were done for three 
times. The data were reported as the mean with 
standard deviation of the six measurements. 
Comparison of the samples were accomplished by 
means of one-way ANOVA and Tukey’s test at P 
≤ 0.05. The Minitab v.16.1 software (Minitab, 
2010) was used for the statistical analyses. 
 
RESULTS AND DISCUSSIONS 
The Oil Bleaching Ability of the Natural 
Clays 
Analytical values of the crude oils treated with the 
six natural adsorbents against control sample are 
presented in Table 1. The treated oil samples 
could be observed in Figure 2. The CIE color 
dimension of the L value indicates the brightness 
level of a sample and takes values from 0 (full dark 
or black) to 100 (full bright or white) (Pomeranz 
and Meloan, 1994). Compared with the control 
sample (30.28), zeolite (31.78) and kaolin (31.25) 
treated samples showed some improvements 
(lightening), but most importantly the other 
natural clays (halloysite, bentonite, sepiolite, and 
montmorillonite) yielded small decreases of 
brightness after treatment. This is an unexpected 
finding, but might be due to inefficient filtering of 

the very fine clay dusts at the laboratory 
conditions (Whatman no. 40 filter paper). Some 
small particles of the clays could not be separated 
from oil, and hence may caused little increments 
of the L values. The a* value shows the level of 
redness in the positive number direction, and 
greenness in the negative number direction 
(Pomeranz and Meloan, 1994). Compared with 
control sample (- 1.35), all samples had a little 
higher a* values. Green tone was dominant in 
montmorillonite and bentonite treated samples. 
In vegetable oils, green color is caused by the 
presence of chlorophyll, while red-yellow tones 
are resulted from various carotenoids (O’Brien, 
2004). Generally, decrease in one class pigments 
causes enhancement of the visibility of the other 
group, if both have not decreased together. It 
could be concluded that montmorillonite and 
bentonite removed most of the red color 
pigments, but not the green color pigments. 
Similarly, the b* color value shows yellow (+ b*) 
and blue (- b*) colors. Clearly, all samples had 
some yellowness, but treatments with bentonite, 
kaolin, and montmorillonite yielded higher 
yellowness, and treatment with sepiolite resulted 
significantly lower yellowness. This might be due 
to their inefficiency to remove the yellow colored 
pigments or most possibly their efficient removal 
ability for the red pigments. Contrarily, sepiolite 
was quite efficient to remove yellow colored 
pigments. Overall, as long as pigment removal 
ability considered, the most efficient natural clays 
were montmorillonite, bentonite and sepiolite. It 
was indicated that natural clays with layers of 
silicates such as bentonite, palygorskite, and 
sepiolite had high surface area, and could be used 
for oil decolorization, but also it was indicated 
that highest surface area was not yielded the 
highest bleaching (Zschau, 2001). In an early 
study (Boki et al., 1992), natural bentonites, 
sepiolites and montmorillonites were compared 
and sepiolites were suggested as the best 
adsorbents.  
 
After the treatment, the total oil weight loss (%) 
values was also calculated (Table 1). The 
halloysite, bentonite and montmorillonite had 
lower weight loss values than zeolite, sepiolite and 
kaolin treatments. Generally, all weight loss values 
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were above 18%. This is an important quantity, 
which cause economical losses. Weight loss of 
bleached oils has been indicated as an important 
factor in selecting optimum bleaching technique, 
and numbers ranging from 5% to 40% have been 

reported. It was also indicated that weight loss 
was related with the adsorbents affinity to bind 
neutral oil as well as to adsorbent addition level, 
process duration and filter efficiency (Hodgson, 
1996; Zschau, 2001; O’Brien, 2004).  

 
Table 1. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 

treated with the natural clays. 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD values 
calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). 
 

 
Figure 2. The oil samples treated with natural adsorbents (1. Halloysit, 2. Zeolite, 3. Bentonite, 4. 

Sepiolite, 5. Kaolin, 6. Montmorillonite). 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44a* -1.35±0.07e 6.23±0.27b _ 
Halloysite 29.73±0.63b -1.51±0.13c 6.37±1.04b 18.86±0.21c 
Zeolite 31.78±0.75a -1.47±0.05d 6.53±0.35b 19.06±0.33 b 
Bentonite 28.10±0.29b -1.70±0.06b 7.69±0.50a 18.21±0.21c 
Sepiolite 29.43±0.04b -1.44±0.08d 4.41±0.19c 20.08±0.38a 
Kaolin 31.25±1.33a -1.45±0.08d 7.05±0.29a 19.01±0.27b 
Montmorillonite 28.30±1.11b -1.76±0.15a 7.97±0.76a 18.19±0.15c 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific Extinction 
(K270) 

Control 1.01±0.00a† 17.73±0.20c 2.49±0.00f 0.41±0.00d 
Halloysite 0.62±0.05d 17.74±0.28c 3.51±0.01a 0.83±0.00a 
Zeolite 0.96±0.05b 20.65±0.74a 3.18±0.02c 0.48±0.00b 
Bentonite 0.89±0.01c 19.44±0.45b 3.20±0.01c 0.44±0.00c 
Sepiolite 0.50±0.05e 18.63±0.29b 3.33±0.02b 0.50±0.00b 
Kaolin 0.96±0.05b 20.15±0.21a 3.15±0.02d 0.41±0.00d 
Montmorillonite 0.44±0.01f 19.38±0.35b 3.02±0.02e 0.31±0.00e 
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Some chemical quality parameters of the treated 
oil samples were also measured (Table 1). The free 
fatty acidity (FFA) of control sample was 1.01% 
linoleate, and all treated samples had lower FFA 
values than the control sample. FFA reduction 
was the most with montmorillonite treated 
sample (0.44%) followed by sepiolite (0.505), and 
halloysite (0.62%) treated samples, respectively. 
Since the control oil sample was alkali-neutralized 
one, its low FFA was expected, and further 
reduction after adsorbent treatments could be 
accounted a good side benefit. Generally natural 
clays were found good adsorbents in terms of 
adsorbing the free fatty acids. Similar findings 
were reported previously for various natural 
adsorbents (Zschau, 2001; O’Brien, 2004). The 
peroxide values (PV) indicated a different trend, 
and all treated samples had PVs higher than that 
of the control sample (Table 1). PV indicates the 
level of active oxygen compounds in an oil 
sample, and it is limited in refined vegetable oils 
to a max value of 10 meq O2/kg oil sample (TGK, 
2012). All treated samples and the control sample 
had PVs higher than the codex limit for refined 
oils. Since we used alkali-neutralized crude 
sunflower oil, this finding is quite expected. After 
all adsorbent treatments, the PV of samples 
enhanced compared to control sample (17.73 meq 
O2/kg oil) possibly due to long duration of the 
treatments including filtration time open to 
atmosphere. Since it was not possible to use a 
closed vacuum vessel in laboratory, the 
treatments were completed under atmospheric 
pressure, and consequently some oxidation were 
occurred. Among the treatments, some enhanced 
PV more than the others, and this might be due 
to some catalytic effect for oxidation or some 
physical effect of oxygen distribution in the oil. It 
is well known that under industrial conditions, 
bleaching process is always done under hermetic 
condition with full vacuum. Consequently, one 
adsorbent with the best quality parameters and 
the lowest oil loss value could be selected omitting 
the PV, since in real applications PV will not be a 
problem because of the full vacuum application. 
The specific extinctions of K232 and K270 were also 
measured (Table 1). These parameters indicate the 
level of dienoic (hydroperoxides and conjugated 
dienes) and trienoic (carbonyl compounds and 

conjugates) acids as the primary and secondary 
oxidation compounds. These parameters were 
defined for virgin olive oil as acceptable limits of 
2.5-2.6 for K232 and 0.22-0.25 for K270, 
respectively (TGK, 2017). Clearly, there are some 
primary oxidation products present in the treated 
samples in accordance with PV data. Further, 
secondary oxidation products were also present in 
the treated samples. Overall, for any adsorbent 
treatment or bleaching process, vacuum seems 
inevitable. When all findings were considered 
together (Table 1), montmorillonite was selected 
as the best one among the natural clays for 
bleaching treatment. 
 
The Oil Bleaching Ability of the Acid-
Activated Natural Clays 
The six natural clays were acid-activated as 
explained in the method section, and oil 
treatments were done in the same way. The 
analytical results of the oil samples are presented 
in Table 2, and the oils could be observed from 
Figure 3. Evaluation of the data will be in the 
same way as completed above to select one best 
adsorbent among the samples. All acid-activated 
natural clays enhanced the brightness level of the 
oil, but the highest brightness (L value) was 
observed in zeolite (34.79) treatment followed by 
halloysite (34.76). Similarly, green tones reduced 
most by sepiolite (- 0.92 a* value) followed by 
halloysite (- 1.13 a* value) treatment. The same 
trend was evident for yellowness, and b* value 
was 2.61 for sepiolite and 3.88 for halloysite 
treatments. Clearly acid-activated sepiolite, 
halloysite and zeolite were better in color 
correction among others. The lowest weight loss 
value (12.08%) was with halloysite, and the 
highest (19.51%) was with sepiolite treatment. 
Further, if the acid-activated clays (Table 2) were 
compared to their natural forms (Table 1), it could 
be observed that acid activation enhanced their oil 
brightening ability and reduced oil loss values. 
Generally, acid activation could be accepted as a 
good strategy for natural clays to be used as oil 
bleaching agents. In this study, one type acid-
activation treatment was applied to all clays, but 
in literature acid-activation with different factors 
were studied for individual clays. For example, the 
optimum activation process for bentonite was 
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determined as 31% acid concentration, 10 h 
contact time, and solid to acid ratio of 320 g/L for 
sulfuric acid (Didi et al., 2009). Likewise, 1 N 65% 

HNO3 acid-activation at room temperature for 1 
h with 1:10 solid: liquid ratio yielded a significantly 
better sepiolite (Sabah et al., 2007). 

  
Table 2. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 

treated with the acid-activated natural clays. 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD values 
calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). 
 

 
Figure 3. The oil samples treated with acid-activated natural adsorbents (1. Halloysit-AA, 2. Zeolite-

AA, 3. Bentonite-AA, 4. Sepiolite-AA, 5. Kaolin-AA, 6. Montmorillonite-AA). 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44d* -1.35±0.07d 6.23±0.27c _ 
Halloysite-AA 34.76±1.44a -1.13±0.07e 3.88±0.18d 12.08±0.21 d 
Zeolite-AA 34.79±2.47a -1.63±0.24c 7.14±0.32b 13.57±0.19 c 
Bentonite-AA 31.59±0.54c -1.95±0.08a 8.71±0.39a 12.88±0.20 c 
Sepiolite-AA 33.62±0.65a -0.92±0.07f 2.61±0.02e 19.51±0.49 a 
Kaolin-AA 33.42±0.62a -1.77±0.03b 7.55±0.52a 16.64± 0.24 b 
Montmorillonite-
AA 32.13±1.09b -1.78±0.13b 7.87±0.46a 13.73±0.16 c 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific 
Extinction (K270) 

Control 1.01±0.00a† 17.73±0.20a 2.49±0.00f 0.41±0.00g 
Halloysite-AA 0.92±0.00b 7.83±0.35f 3.99±0.00b 1.68±0.00 d 
Zeolite-AA 0.99±0.04a 11.07±0.33c 4.00±0.00a 2.18±0.00 b 
Bentonite-AA 0.91±0.01c 10.25±0.39d 3.16±0.00e 0.57±0.00 f 
Sepiolite-AA 0.92±0.00b 13.94±0.12b 3.51±0.01d 1.40±0.00e 
Kaolin-AA 0.92±0.00b 11.20±0.43c 4.00±0.01a 2.07±0.00 c 
Montmorillonite-
AA 0.92±0.01b 9.43±0.35e 3.75±0.02c 2.47±0.00a 
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After the treatments, all FFA values were reduced 
compared to control sample (Table 2). There were 
small differences among the treatments, and FFA 
adsorption capacity was highest with bentonite 
treatment. The PV of all treated samples were 
lower than that of the control sample (Table 2), 
indicating that acid-activated clays were able to 
adsorb some peroxides. This was not evident with 
the natural clays (Table 1). PV reduction was 
highest with halloysite (8.83 meqO2/kg) 
treatment. This situation was not confirmed with 
the specific extinction values. There were some 
enhancement in both K232 and K270 values for the 
treatments compared with control sample. 
Consequently, some secondary oxidation must 
have taken place during the treatment duration. 
Similarly, vacuum or neutral gas atmosphere must 
be present during oil bleaching treatment.   
 

After considering all findings together, the acid-
activated halloysite was selected the best one 
among this group for further evaluation. Since 
there is no study in literature for halloysite for oil 
bleaching purpose, this finding could be 
important for further studies.  
 

The Oil Bleaching Ability of the Synthetic 
Adsorbents 
Ten different synthetic adsorbent were tested for 
oil bleaching purpose and the results of the 

treated oil samples are summarized in Table 3. 
The treated oil samples are shown in Figure 4. 
Compared to control sample, some treatments 
enhanced oil brightness (Amberlite IR120, 
Amberlite XAD7, Dowex, Amberlite IR400 and 
molecular sieve Å), while some others (active 
carbon, chitin, silica gel 60, silica gel blue, 
Magnesol XL) decreased it. The negative a* value 
in control sample (- 1.35) were increased in all 
treated samples. The highest a* values were 
measured with Amberlite XAD, Amberlite IR400 
and Dowex treated samples. In these samples, the 
level of greenness increased. This might be due to 
proportional decrease of pigments giving red 
color. The level of yellowness (b* value) were 
mostly increased, only active carbon treatment 
decreased it. This is unexpected because 
adsorbents usually remove the yellow carotenoid 
pigments. It must be remembered that the 
carotenoid pigments yield colors from yellow to 
dark red and even to brown-red. Consequently, 
proportional decrease of a pigment could result a 
higher color value reading of the other pigment. 
For color correction activity, it seems that 
amberlites and Dowex were better among others. 
The oil weight loss values were also varied (Table 
3). The lower weight loss values were in the order 
of Amberlite IR120 < Dowex < Amberlite IR400, 
respectively.  

  

 
Figure 4. The oil samples treated with synthetic adsorbents (1. Molecular Sieve Å, 2. Magnesol XL, 3. 

Amberlite IR400, 4. Amberlite IR120, 5. Amberlite XAD7, 6. Silica Gel Blue, 7. Silica Gel 60, 8. 
Dowex, 9. Kitin, 10. Aktive Carbon). 
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Table 3. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 
treated with the synthetic adsorbents. 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD values 
calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). 

 
Compared to the control sample (1.01%), the 
lowest FFA value (0.80%) was measured in 
Dowex treated sample, followed by Magnesol XL 
(0.86%), respectively. A similar trend was evident 
for PV data. The lowest PV (8.47 meqO2/kg) was 
measured in the Dowex treated sample, and the 
highest (26.30 meqO2/kg) for molecular sieve Å 
treated sample compared with control (17.73 meq 
O2/kg). There was no similar study in literature 
for Dowex, and these findings could be important 
for further evaluations. Similar to the natural and 

acid-modified natural clays groups, secondary 
peroxides adsorption patterns were not similar, 
and almost all treatment resulted higher specific 
extinction values than control sample.  
 
Two mixed bed ion-exchange resins (Dowex 
Monosphere MR-450 UPW and Amberlite MB-
150) were used to remove oleic acid from a 
laboratory-prepared 5% (w/w) oleic 
acid/soybean oil mixture (Jamal and Boulanger, 
2010). Results indicated over 93% of free oleate 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44c* -1.35±0.07f 6.23±0.27d _ 
Molecular 
Sieve Å 30.57±0.95c -1.76±0.19d 7.27±0.28c 16.91±0.24b 
Magnesol XL 29.45±0.83d -1.80±0.13c 6.73±0.58d 16.77±0.11b 
Amberlite 
IR400 31.46±0.80b -2.10±0.15a 9.42±0.71a 11.99±0.16e 
Amberlite 
IR120 33.19±0.61a -2.01±0.04b 9.19±0.25a 11.08±0.09e 
Amberlite 
XAD7 32.68±0.88a -2.13±0.11a 8.30±0.61b 16.36±0.28b 
Silica Gel Blue 27.77±0.35e -1.81±0.05c 7.78±0.35c 15.15±0.30c 
Silica Gel 60 27.77±0.36e -1.67±0.09d 6.70±0.68d 14.98±0.66c 
Dowex 32.28±0.20b -2.03±0.07b 8.44±0.38b 11.88±0.19e 
Chitin 27.39±0.04e -1.97±0.09b 7.92±0.17c 17.44±0.21a 
Active Carbon 27.41±0.31e -1.48±0.03e 5.21±0.20e 13.46±1.03d 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific 
Extinction (K270) 

Control 1.01±0.00a* 17.73±0.20g 2.49±0.00f 0.41±0.00f 
Molecular 
Sieve Å 0.87±0.06c 26.30±0.47a 3.25±0.02 e 0.35±0.00h 
Magnesol XL 0.86±0.05c 22.70±0.22 d 3.48±0.00d 0.38 ±0.00g 
Amberlite 
IR400 0.97±0.06a 24.21±0.01 c 3.93±0.01 b 0.49±0.00 e 
Amberlite 
IR120 1.03±0.01a 21.79±0.47 f 4.00±0.00a 0.56±0.00c 
Amberlite 
XAD7 0.95±0.03b 26.10±0.06 b 4.00±0.00a 0.52±0.00d 
Silica Gel Blue 0.92±0.01b 21.56±0.19 f 3.93±0.07 b 0.41±0.00f 
Silica Gel 60 0.96±0.05a 22.18±0.44 e 4.00±0.00a 0.44±0.00e 
Dowex 0.80±0.00d 8.47±0.33j 3.98±0.00a 0.49±0.00 e 
Chitin 0.91±0.00b 12.58±0.32 h 3.56±0.04 c 0.59±0.00b 
Active Carbon 0.91±0.00b 10.71±0.04 i 3.42±0.04 d 0.79±0.00a 
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removal. Although there was no bleaching study, 
FFA removal ability of Dowex and amberlite 
resin was confirmed. Possibility of using chitin as 
ion exchange resin was discussed (Samonin et al.,  
2021), but application of chitin in oil bleaching 
has not been investigated. Silica gel 60 and 
activated carbon among some other adsorbents 
were studied to bleach soybean oil. Adsorption of 
FFA and lutein was highest with silica gel 60 (Gil 
et al., 2014). After evaluating the data presented in 
Table 3, the Dowex was selected as the most 
promising synthetic adsorbent for oil bleaching 
activity, and further analyses were completed.  
 
The Oil Bleaching Ability of the Metal-
Organic Frameworks 
Eight different metal-organic frameworks (MOF) 
were investigated for oil bleaching capacity 
evaluation in this study, and the analytical results 
of the treated oil samples against control are 
shown in Table 4, and the oils are presented in 
Figure 5. The highest L values were detected in 
Al-MOF (33.56), MIL-53-MOF (33.42) and Mg-

MOF (33.28) treated samples. These MOFs 
enhanced oil brightness, while only Ti-MOF 
treated sample a little decreased (29.59) it. 
Considering the a* values, all treatment enhanced 
the level of greenness, or in other word they all 
reduced the amount of some red pigments. The 
yellow color reduction capacity of Al-MOF (5.20) 
and Ti-MOF (5.79) samples were higher than the 
rest. As color change respect, it seems that Al-
MOF and Ti-MOF yielded the better results. On 
the other hand, Al-MOF yielded a very 
significantly higher (32.10%) oil loss value 
compared to the lower values of Cr-MOF 
(12.05%) and γ-CD-MOF (12.98%), respectively. 
The FFA reduction was highest in Al-MOF 
(0.64%), γ-CD-MOF (0.67%), and Ti-MOF 
(0.68%), respectively. The PV values from lower 
to higher were ordered as γ-CD-MOF < Ti-MOF 
< Cr-MOF, as could be observed from Table 4. 
There was no clear trend for secondary oxidation 
compounds, but the specific extinction of K232 
showed an increase in all treated samples, and 
K270 values also indicated some enhancements. 

  

 
Figure 5. The oil samples treated with metal-organic frameworks (1. Ti-MOF, 2. γ -CD-MOF, 3. Cr-

MOF, 4. Al-MOF, 5. Zn-MOF, 6. Mg-MOF, 7. HKUST-MOF, 8. MIL-53-MOF). 
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Table 4. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 
treated with the metal-organic frameworks. 

In literature, there are some studies with selected 
MOFs to purify crude vegetable oils. In an early 
one (Li et al., 2014), some herbicides from soy, 
sunflower, corn and peanut oils were adsorbed by 
MIL-101 MOF, and successfully removed.  In 
another one (Vlasova et al., 2016), MIL-53 (Al), 
Zn-MOF and MIL-125 (Ti) MOFs were used to 
remove FFA, peroxides, and color pigments from 
crude vegetable oils, and some success were 
achieved. In one of our study (Yılmaz et al., 2019), 
seven different MOFs were used to purify crude 
sunflower oil, and Ti-MOF and γ-CD-MOF have 
shown to be quite effective. The difference of this 
study from our previous study is that we included 
the HKUST-MOF, and MIL-53-MOF first time 
for this purpose in addition to the potentially 
good MOFs studied before to get a comparison. 
Theoretically there are many types of MOFs 
could be synthesized, but we select non-toxic and 
potentially safe candidates applicable in food 
processing. After evaluating all data in the MOF 
group, we selected the Ti-MOF to be included in 
further comparisons.  

Comparison of the Selected Adsorbents with 
Commercial Bleaching Earths  
Montmorillonite from the natural clays group, 
Halloysite-AA from the acid-activated natural 
clays group, Dowex from the synthetic 
adsorbents group, and Ti-MOF from the metal-
organic frameworks group were selected based on 
their bleaching performance, and they were 
compared with two different commercial 
bleaching earths (C.B.E.-I and C.B.E.-II) in 
another set of experiment. The findings of this 
comparison study were presented in Table 5. 
Halloysite-AA brightened the oil most with 34.76 
L value compared to 30.28 L value of the control. 
It was even higher than the C.B.E.-I which had a 
33.35 L value. This indicates a certain potential of 
Halloysite-AA. Similarly, the lowest – b* value (- 
1.13) was measured for Halloysite-AA treated 
sample, indicating that some green pigments were 
removed. Contrarily, Dowex treated sample had 
the highest –a* value (- 2.03) showing that the 
level of greenness enhanced or the level of red 
color reduced significantly to get green pigment 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44c* -1.35± 0.07d 6.23± 0.27d _ 
Ti-MOF 29.59±0.67d -1.35±0.04d 5.79±0.38e 16.08±0.80c 

γ-CD-MOF 32.66±1.08b -1.55±0.15b 8.15±0.16b 12.98±0.45f 
Cr-MOF 30.91±0.19c -1.52±0.02b 6.41±0.40d 12.05 ±0.13f 
Al-MOF 33.56±0.80a -1.46±0.05c 5.20±0.34e 32.10±1.82a 
Zn-MOF 32.72±0.62b -1.90±0.04a 8.83±0.65a 14.59±0.42e 
Mg-MOF 33.28±2.03a -1.36±0.16d 7.11±0.21c 15.12±0.46d 

HKUST-MOF 32.38±0.81b -1.90±0.06a 7.80±0.55b 17.01±091 b 
MIL-53-MOF 33.42±0.72a -1.51±0.11b 8.12±0.22b 16.21±0.25c 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific 
Extinction (K270) 

Control 1.01±0.00a 17.73±0.20b 2.49±0.00g 0.41±0.00e 
Ti-MOF 0.68±0.01d 12.50±0.16 g 3.28±0.02f 0.55±0.00c 

γ-CD-MOF 0.67±0.00d 9.31 ±0.25h 3.83±0.10b 2.26±0.00a 
Cr-MOF 0.85±0.05c 12.62 ±0.31g 3.25±0.04f 0.41±0.00e 
Al-MOF 0.64 ±0.02d 13.84 ±1.24e 3.56±0.07d 0.58±0.00c 
Zn-MOF 0.90±0.00b 14.41 ±0.25d 3.48±0.08e 0.57±0.00c 
Mg-MOF 0.97±0.05a 13.10 ±0.14f 3.62±0.10c 0.50±0.00d 

HKUST-MOF 0.90±0.00b 26.31 ±0.45a 3.91±0.05a 0.66±0.00b 
MIL-53-MOF 1.05±0.05a 16.28 ±0.58c 3.92±0.07a 0.55±0.00c 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD 
values calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). 
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more measurable. Yellow color decreased most 
with C.B.E.-II treated sample (3.20), followed by 
Halloysite-AA treated (3.88) sample. Clearly 
Halloysite-AA had certain potential to remove 
yellow pigments as well. Oil weight loss values 

were varied, and the lowest (11.88%) was with 
Dowex treatment fallowed by Halloysite-AA 
(12.08%) treated sample. Both were lower than 
the commercial bleaching earths to again indicate 
certain potentials.  

  
Table 5. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 

treated with the commercial bleaching earths and the selected adsorbents. 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD values 
calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). C.B.E.: commercial 
bleaching earth 

 
FFA reduction capacity of montmorillonite 
treated sample (0.44%) was the best among all, 
and followed by Ti-MOF treated (0.68%) sample. 
Halloysite-AA treated sample had higher FFA 
(0.92%) among all samples. The lowest PV was 
with halloysite-AA treated sample (7.83 meq 
O2/kg), followed by C.B.E.-I (7.94 meq O2/kg), 
and Dowex (8.47 meq O2/kg), respectively. The 
specific extinction values indicated some 
enhancement to prove that some secondary 
oxidation took place during the treatments, and 
precautions suggested as previously.  
 
Comparison of the 4 selected adsorbents with the 
commercial bleaching earth under the same 
conditions proved that Halloysite-AA and Dowex 
had certain potentials to be improved for oil 
bleaching applications.  
 

Comparison of the Adsorbent Mixture with 
Commercial Bleaching Earths 
To compare the commercial bleaching earths 
(C.B.E.s) with the adsorbent mixture we prepared 
by mixing equal proportions of natural 
montmorillonite, halloysite-AA, Dowex, and Ti-
MOF, the same experiments were completed and 
the results are collected in Table 6. The purpose 
was to include individual beneficial effects of the 
4 selected adsorbents together, and to compare it 
with the C.B.E.s. The L value of adsorbent 
mixture was the lowest (27.99), unfortunately. 
Clearly this mixture enhanced some turbidity 
components (Figure 6). This might also be due to 
inefficient filtering of the small particles present 
in the mixture. Obviously C.B.E.-I yielded the 
most bright sample. While C.B.E.s reduced –a* 
value compared to control (- 1.35), the adsorbent 
mixture enhanced it to – 1.41 value. Clearly after 
adsorbent mixture treatment, level of greenness 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44c* -1.35±0.07c 6.23±0.27b _ 
C.B.E.-I 33.35±0.55b -1.26±0.02d 4.16±0.36c 14.24±0.16c 
C.B.E.-II 32.79±0.37b -1.09±0.11e 3.20±0.27d 14.95±0.10c 
Montmorillonite 28.30±1.11d -1.76±0.15b 7.97±0.76a 18.19±0.15a 
Halloysite-AA 34.76±1.44a -1.13 ±0.07e 3.88±0.18c 12.08±0.21d 
Dowex 32.28±0.20b -2.03±0.07a 8.44±0.38a 11.88±0.19e 
Ti-MOF 29.59±0.67d -1.35±0.04c 5.79±0.38b 16.08±0.80b 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific Extinction 
(K270) 

Control 1.01±0.00a† 17.73±0.20b 2.49±0.00g 0.41±0.00f 
C.B.E.-I 0.76±0.03 d 7.94±0.52f 3.76±0.05c 2.68±0.00a 
C.B.E.-II 0.85±0.04 b 10.19±0.37d 3.56±0.00d 2.27±0.00b 
Montmorillonite 0.44±0.01 e 19.38±0.35a 3.02±0.02f 0.31±0.00g 
Halloysite-AA 0.92±0.00b 7.83±0.35 e 3.99±0.00a 1.68±0.00c 
Dowex 0.80±0.00 c 8.47±0.33e 3.98±0.00b 0.49±0.00e 
Ti-MOF 0.68±0.01 d 12.50±0.16c 3.28±0.02e 0.55±0.00d 
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enhanced. This could be due to some removal of 
red pigments, since a* value indicates the 
proportional changes of redness and greenness. 
Similar trend was evident with the b* values, and 
adsorbent mixture treatment resulted significantly 
higher (6.04) b* value than others (3.75 and 3.03). 
Since +b* value indicate level of yellowness, 
clearly adsorbent mixture was ineffective in 
removing yellow pigments. Overall, adsorbent 
mixture was not as good as the C.B.E.s in 
correcting oil color values. The oil loss value of 

the adsorbent mixture was also the highest among 
all, showing another negative aspect of it. The 
FFA value and PV of the adsorbent mixture were 
lower than the C.B.E.s, indicating that the mixture 
was more effective in removing free fatty acids 
and peroxides from the oil. Specific extinction 
values were also proved this finding (Table 6). 
Obviously, the adsorbent mixture was not worked 
as expected to be better an adsorbent for 
bleaching than the commercial earths. 

  
Table 6. The color and weight loss values, and chemical parameters measured for the oil samples 

treated with the prepared adsorbent mixture and commercial bleaching earths. 

*Small uppercase letters indicate the statistically significant differences within each column for the mean±SD values 
calculated from four determinations by one-way ANOVA and Tukey’s test (p ≤ 0.05). C.B.E.: commercial 
bleaching earth 

 

 
Figure 6. The oil samples treated with adsorbent mixture and commercial bleaching earths (1. Adsorbent 

mixture-Ⅰ, 2. Adsorbent mixture -Ⅱ, 3. C.B.E.-Ⅰ-1, 4. C.B.E.-Ⅰ-2, 5. C.B.E.-II-1, 6. C.B.E.-Ⅱ-2). 

 L Value a* Value b* Value Weight Loss (%) 

Control 30.28±0.44b* -1.35±0.07a 6.23±0.27a _ 
Adsorbent 
Mixture 27.99±0.05d -1.41±0.03 a 6.04±0.09a 

18.49±0.12a 

C.B.E.-I 33.07±0.11a -1.22±0.00b 3.75±0.03b 14.29±0.13c 
C.B.E.-II 30.11±0.02c -1.02±0.00c 3.03±0.01c 15.74±0.03b 

 Free Fatty Acidity 
(% Linoleic) 

Peroxide Value 
(meqO2/kg) 

Specific 
Extinction (K232) 

Specific 
Extinction (K270) 

Control 1.01±0.00a* 17.73±0.20d 2.49±0.00d 0.41±0.00d 
Adsorbent 
Mixture 0.92±0.00c 18.33±0.17c 

3.36±0.01c 
0.57±0.02c 

C.B.E.-I 0.94±0.03b 20.1±0.18b 3.88 ±0.02a 2.56±0.02a 
C.B.E.-II 1.02±0.01a 23.43±0.17a 3.67±0.02b 2.26±0.01b 
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CONCLUSIONS 
The aims of this study were to screen and select 
some potential adsorbent materials for oil 
bleaching activity. There were four main groups 
tested. In the first group, 6 different natural clays 
were screened after adsorbent treatment and oil 
color, weight loss, FFA, PV, and specific 
extinctions measurements. Natural 
montmorillonite was elected the best one among 
the six clays. In the second group, the same six 
natural clays were acid-activated and tested in the 
same way. From this group, acid-activated 
halloysite yielded the most promising results. In 
the third group, 10 synthetic adsorbent materials 
were tested, and Dowex was selected based on its 
performance. Lastly, 8 different metal-organic 
frameworks (MOF) were screened and Ti-MOF 
was chosen. Then, the selected 4 potential 
adsorbents (natural montmorillonite, halloysite-
AA, Dowex, and Ti-MOF) were tested against 
two commercial bleaching earths (C.B.E.) under 
the same condition to possibly observe their 
potential oil bleaching ability. Acid-activated 
halloysite and Dowex had certain potential to be 
enhanced with further studies. In the last part of 
this study, an adsorbent mixture of the selected 4 
adsorbents with equal proportions were prepared 
and tested against the C.B.E.s. Unfortunately, this 
mixture was not yielded better results. 
Consequently, mixing selected adsorbents could 
not produced a better new adsorbents. The 
literature is lack for halloysite for oil bleaching 
studies, and this study firstly put this potential to 
be further studied. Different modification 
techniques, or acid-activations with different 
acids at various concentrations and durations 
must be searched to improve oil bleaching 
capacity of halloysite. Further, Dowex could be 
studied for the same purpose in upcoming 
studies. Although Ti-MOF was selected among 
the 8 materials, more new MOFs could be 
synthesized and tested for this purpose, as an 
open research challenge. More researches are 
expected to find out or to create new adsorbent 
materials for optimum crude vegetable oil 
bleaching. 
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ABSTRACT 
The objective of this study is to develop a dairy dessert produced with whey at different ratios and carob 
powder (5%). Five dessert samples prepared by different milk: whey (v/v) ratios were as follows: 100:0, 
75:25, 50:50, 25:75 and 0:100. Dessert samples were analyzed in terms of some physiochemical, color, 
textural and sensory properties on the 1st, 7th and 14th days of storage. It was determined that the use of 
whey significantly affected the titratable acidity, water holding capacity, color parameters (L*, b* and ΔE 
values) and textural qualities of the milk dessert samples produced by adding carob powder. Significant 
differences were also observed in terms of sensory characteristics. As a result of the evaluations, the C 
sample, which was produced at 50% milk and 50% whey ratios, received the highest scores by the panelists 
compared to the other samples and became the most liked sample. According to the results obtained, it was 
determined that the use of whey in milk-based dessert formulations produced with the addition of carob 
powder contributed positively to the product in terms of sensory and physical properties. 
Keywords: Dairy dessert, whey, carob powder, functional food 
 

KEÇİ BOYNUZU TOZU İÇEREN SÜT ESASLI TATLI 
FORMÜLASYONLARINDA PEYNİRALTI SUYU KULLANIMININ 

ARAŞTIRILMASI 
 

ÖZ 

Bu çalışmanın amacı, farklı oranlarda peynir altı suyu ve keçiboynuzu tozu (%5) ilavesi ile üretilen bir 
sütlü tatlı geliştirmektir. Süt:peynir altı suyu (v/v) oranları 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 ve 0:100 olacak 
şekilde beş tatlı örneği üretilmiştir. Tatlı örnekleri fizikokimyasal, renk, tekstür ve duyusa l özellikler 
açısından depolamanın 1., 7. ve 14. günlerinde analiz edilmiştir. Peynir altı suyu kullanımının keçi 
boynuzu tozu ilave edilerek üretilen sütlü tatlı örneklerinin titre edilebilir asitlik, su tutma kapasitesi, 
renk parametreleri (L*, b* ve ΔE değerleri) ve tekstürel niteliklerini önemli ölçüde etkilediği 
belirlenmiştir. Duyusal özellikler açısından da önemli farklılıklar gözlenmiştir. Yapılan 
değerlendirmeler sonucunda, %50 süt ve %50 peynir altı suyu oranlarında üretilen C örneği, diğer 
örneklere kıyasla panelistler tarafından en yüksek puanları alarak en beğenilen örnek olmuştur. Elde 
edilen sonuçlara göre, keçi boynuzu tozu ilavesi ile üretilen süt esaslı tatlı formülasyonlarında peynir 
altı suyunun kullanımının ürüne duyusal ve fiziksel özellikler açısından olumlu katkı sağladığı 
belirlenmiştir. 
Anahtar kelimeler: Sütlü tatlı, peyniraltı suyu, keçi boynuzu tozu, fonksiyonel gıda  
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INTRODUCTION 
Nowadays, an increasing interest exists for food 
enrichment in ways that providing health benefits 
to the consumers (Zarzycki et al., 2019).  These 
products are known as functional foods 
promising improvement in consumers’ targeted 
physiological functions (Sun et al., 2007; Almeida 
Neta et al., 2018). In this regard, dairy-based 
desserts, with worldwide consumption capacity, 
can be a good option for consumers interested in 
functional foods (Damian, 2012; Zarzycki et al., 
2019) in day by day growing dessert market with 
new products (Granato et al., 2012; Barros et al., 
2017). 
 
Dairy desserts are usually formulated with milk, 
sugar, starch, hydrocolloids, aroma and coloring 
agents. They are semisolid foods and the texture 
of them mainly results from between interaction 
of proteins and other ingredients such as starch 
and/or several hydrocolloids. These interactions 
contribute to their physical stability and sensory 
properties. Therefore, it is necessary to obtain a 
balance between ingredients in these formulated 
products to improve textural properties and to 
ensure consumer acceptability (Tárrega and 
Costell, 2007; Damian, 2012; Staffolo et al., 2017; 
Zarzycki et al., 2019). However, adding different 
ingredients to the basic formulation of dairy 
desserts could also lead to positive changes in the 
rheological and textural properties of the 
products (Zarzycki et al., 2019). The effects of the 
different ingredients used in dairy dessert has 
been the subject of several studies (Granato et al., 
2012; Staffolo et al., 2017; Almeida Neta et al., 
2018; Innova et al., 2018). 
 
Whey, a by-product from cheese manufacture is 
considered as functional ingredient for food 
industry because of its valuable composition. Two 
main whey varieties produced are sweet and acid 
whey according to the procedure used for casein 
precipitation. Sweet whey (pH 5.8–6.6) is a by-
product of rennet-induced coagulation of casein, 
whereas acid whey (pH 3.6–5.1) is obtained from 
acid coagulation of casein (Królczyk et al., 2016). 
Further to their nutritional contribution, it can 
improve the quality properties of whey-based 
products (Evdokimov et al., 2015). Whey 

components, particularly the proteins and 
peptides, will increasingly be preferred as 
ingredients for functional foods.  In recent years, 
studies on the use of whey in food system have 
attracted attention (Sabokbar and Khodaiyan, 
2015; Evdokimov et al., 2015).  
 
Carob is the fruit of long-lived evergreen tree 
(Cretonia siliqua L.), which is cultivated in 
Mediterranean regions (Srour et al., 2016; Moreira 
et al., 2017). It is composed of two major part, 
pulp (90%) and seed (20%). The seeds are used to 
produce the carob bean gum which is widely used 
as stabilizer in food industry. Carob can be 
processed into powder and syrup for food 
applications. After the removal of seeds carob 
pulp is processed to obtain carob powder (Srour 
et al., 2016; Yatmaz and Turhan, 2018).  The pulp 
contains high amounts of protein (3-4%) and low 
levels of fat (0.2-0.6%) (Şahin et al., 2009; Ibrahim 
et al., 2015).  Due to its high sugar content (40-
55%), limited amount of sugar is required in 
products where carob pulp is used (Loullis and 
Pinakoulaki, 2018). In addition, it contains 
considerable amount of dietetic fibers (Srour et 
al., 2016; Moreira et al., 2017). Carob has several 
beneficial effects on health, such as cholesterol-
lowering, antibacterial and antioxidant properties. 
Recently, researchers are focused on its utilization 
as a valuable ingredient in production of different 
foods (Ibrahim et al., 2015; Rosa et al., 2015; 
Srour et al., 2016; Aydın and Ozdemir, 2017; 
Moreira et al., 2017; Villarreal 2017; Červenka, et 
al., 2019). However, there is limited literature 
concerning the formulating dairy dessert 
containing carob. 
 
The aim of this study was to investigate the 
combined effects of whey utilization and carob 
powder use in dairy dessert formulation, besides 
that to observe the physicochemical, textural and 
sensorial effects of using these nutritious 
compounds in dairy-based dessert formulation.  
 
MATERIALS AND METHODS 
Ingredients and whey-based dairy dessert 
preparation 
Sugar, tapioca starch, vanillin and carob fruit were 
obtained from local market. Carrageenan was 
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supplied by CoPkelco (A Huber Company, 
Denmark). Raw milk (total solid 8%, fat 0.5%, 
protein 3.5%, ash 0.6% and 6.8 pH) and rennet-
whey (total solid 6%, fat 0.1%, protein 0.8%, ash 
0.7% and 5.7 pH) was used for the production of 
whey-based dairy dessert. Carob powder was 
obtained from the dry fruit pod after the removal 
of the seeds (Figure 1). Pods were milled using 
laboratory type mill (Mateka, Mutbex.com, 
Turkey) and stored at room temperature until use. 
Dessert samples formulated by mixing different 
ratios of milk and whey (v/v) were given in Table 
1. The amounts of compounds exist in dessert 
formulations were determined by preliminary 
studies that got acceptable sensory scores were 

given as follows: sugar (3%, w/v), starch (4%, 
w/v), carrageenan (0.2%, w/v), vanillin (%0.03, 
w/v) and carob powder (5%, w/v). First, all 
ingredients were weighed, according to 
formulation and were mixed thoroughly with the 
required milk and whey ratio by using blender. 
Subsequently, the mixture was heated up to 85 °C, 
kept for 15 min by stirring on a laboratory water 
bath and all samples (A, B, C, D, and E) were 
allowed to cool until reaching room temperature. 
After that, 100 g desserts were put into individual 
plastic cups, closed with cap to prevent drying and 
were stored at refrigerated conditions (4 ± 1°C) 
for 14 days. Appearance of the samples were 
given in Figure 2. 

  

 
Figure 1. Carob fruit, seeds and carob powder 

 

   

  

Figure 2. Appearance of carob powder added dairy-based dessert samples with different milk:whey ratios 
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Table 1 Dessert samples with different milk and 
whey ratios 

Sample code 
Milk 

(%,v/v) 
Whey 

(%,v/v) 

A (control) 100 - 

B 75 25 

C 50 50 

D 25 75 

E - 100 

 
Physiochemical analyses 
The fat, titratable acidity, total solids and ash 
contents of the whey-based dairy desserts were 
determined according to the methods reported by 
Hooi et al., (2004). pH values were measured by 
digital pH meter (Ohaus, ST 300, USA). The 
protein content was calculated using the 
conversion factor 6.38, from the analysis of total 
nitrogen contents by the Kjeldahl method as 
described in the IDF Standard 20B (IDF, 1993). 
The water holding capacity (WHC) of the samples 
was measured by weighing about 20 g of dessert 
(DE) into cylindrical plastic tube and 
centrifugation (SIGMA Model 3-18K, Osterode 

am Harz, Germany) at 4C for 40 min at 5000 
rpm. After centrifuged the whey expelled (WE) 
was carefully removed and weighed.  The WHC, 
% was calculated according to fallowing Equation 
(1). The WHC was determined in duplicate from 
independent samples (Granto et al., 2012). 

WHC (%) = 100 [(DE − WE)/DE]              (1)  
 
Texture analysis 
Textural properties of samples were determined 
by using back extrusion test by Texture Analyzer 
TA-XT Plus (Stable Micro Systems, UK) with 5 
kg load cell (Almedia Neta et al., 2018). 
Compression test was applied by using 35 mm 
disc (A/BE-d35, Stable Micro Systems, UK) on 
approximately 100 g samples in plastic cups. The 
parameters firmness, consistency, cohesiveness 
and viscosity index were recorded using 
Exponent software (Version 6.1.16.0, Stable 
Micro Systems). During the analysis, penetration 
distance, penetration speed and return speed were 
applied 30 mm, 1 mm/s and 10 mm/s, 
respectively. All determinations were carried out 
in triplicate.  

Sensory evaluation 
Sensory evaluation was performed by hedonic 5-
point scale changing in “I dislike extremely” to “I 
like extremely and centered “neither like nor 
dislike” scale with a trained group of 10 panelists 
(Altug-Onogur and Elmacı, 2015). The panelists 
were selected from staff members and graduate 
students of Dairy Technological Department 
(Ankara University). The sensory attributes taken 
into consideration were color-appearance, flavor, 
textural, and overall acceptability. Approximately 
20 g of each sample was presented to the panelists 
at refrigeration temperature in odorless plastic 
cups with three-digit random numbers coded. 
Water and cracker were provided to each panelists 
for palate cleansing between samples.  
 
Color evaluation 
Color measurement was performed in the 
samples by using a colorimeter Konica Minolta 
(CR 410, Sensing Inc., Osaka, Japan) and was 
reported as L* (lightness), a* (intensity of red to 
greenness) and b* (intensity of yellow to blue) 
values. In addition, total color differences (ΔE) 
were calculated using the equation below, where 
L0, a0, and b0 are the values measured for control 
(sample A) and used in Equation 2 (Chudy et al., 
2020).   

∆𝐸 = √(ΔL ∗)2 + (𝛥𝑎 ∗)2 + (𝛥𝑏 ∗)2          (2) 

 
Statistical analysis  

Statistical analysis of the data was performed 
using Statistical Package for the Social Science 
(SPSS) software program (SPSS Version 20.0, 
IBM Corp. Armonk, NY, USA, 2011). All whey-
based dairy desserts were manufactured twice. 
Thus, results are mean ± standards deviation (SD) 
of n = 4. The two-way analysis of variance 
(ANOVA) was used to determine the effects of 
factors (sample type and storage time) on the 
measured parameters. Tukey comparison test was 
used to determine the statistically significant 
differences between means.  
 

RESULTS AND DISCUSSION  
Physiochemical properties 
Table 2 shows the mean composition of dessert 
samples on the 1st day of storage. No significant 
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differences (P>0.05) in dry matter and ash 
contents of whey-based dairy dessert samples 
were observed. However, there were significant 
differences (P<0.05) in protein contents of the 

samples. As expected the protein content in 
samples A and B were higher than the other 
samples since they contain higher amount of milk 
(Table 2). 

  
Table 2 Mean composition of whey-based dairy dessert samples 

Parameters (%, 
g/100 g) 

Samples 

A B C D E 

Dry matter 19.65±0.40a 18.40±1.32a 19.39±0.78a 18.01±0.18a 18.60±0.47a 

Protein 4.301±0.14a 3.75±0.07a 3.00±0.71ab 2.11±0.02b 1.47±0.46b 

Ash 0.99±0.14a 0.90±0.12a 0.89±0.01a 0.93±0.03a 0.87±0.01a 

Lower cases (a,b) indicate that the values in the same line differ significant at P<0.05. 

 
The pH and titratable acidity analysis results for 
whey-based dairy dessert samples are presented 
Figure 3. The pH values of dessert samples ranged 
between 4.74 and 6.12 at day 1 and there was no 
significant difference (P>0.05) in the pH values 
during 14 days of storage. This indicates that the 
addition of whey and carob powder results in a 
stable pH in the dairy dessert samples under 
refrigerated conditions. However, differences in 
terms of pH values between whey-based dairy 
dessert samples were statistically significant 
(P<0.05). Lower pH values were obtained in 
samples (B, C, D and E) in accordance with added 
whey level. On the other hand, during the storage 

period some changes were observed in the 
titratable acidity of samples compared to pH 
values. The presence of exogenous buffer 
constituents in samples derived from milk and 
whey can cause the variations in pH were less 
pronounced than the variations in acidity 
(Tamime and Deet, 1980).  The effect of addition 
of whey in different ratios and storage time on the 
titratable acidity values of dairy dessert samples 
were found to be statistically significant (P<0.01). 
Titratable acidity values of all dessert samples 
decreased until day 7 but increased at the end of 
14 days of storage. 
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Figure 3. pH and titratable acidity of whey-based dairy desert samples 

Error bars denote standard deviations. Different letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) 
between dessert samples. 

 
WHC is a useful tool to describe the ability of a 
food matrix to retain free water (Granato et al., 
2012). WHC of the whey-based dairy dessert 
samples ranged from min 85.89% (sample E) to 
max 92.42% (sample A). In Figure 4, it is 
observed that the WHC was negatively affected 
(P< 0.05) by whey addition.  The lowest WHC 
was determined in the E sample, which contains 
100% whey with lower acidity. The highest value 
of WHC was determined in the dessert sample 
with no whey (sample A). However, WHC values 
of whey-based dessert samples formulated carob 
powder were not affected significantly (P>0.001) 
by the storage time and no significant difference 

was observed in sample and storage time 
interaction (P>0.05). This result may be due to 
effect of the carob powder which is a rich source 
of fiber (Srour et al., 2016; Moreira et al., 2017). It 
is known that the water absorption and water 
holding characteristics of fiber in food 
formulation would not only enhance nutritional 
value but also improve stability of the food during 
storage (Loullis and Pinakoulaki, 2018). These 
results were in agreement with the results 
obtained by Staffolo et al. (2017) who studied 
effect of plant fibers on some properties of low-
calorie dairy desserts.  

  

 
Figure 4. Water holding capacity (WHC) of whey-based dairy desert samples 

Error bars denote standard deviations. Different letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) 
between dessert samples. 
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Color evaluation 
Color properties have a remarkable influence on 
consumer acceptance (Chudy et al., 2020). The 
changes in instrumental color parameters 
determined using L*, a* and b* values are presented 
in Table 3. As can be seen, L* (lightness) and 
b*(yellow/blueness) values of whey-based dairy 
dessert samples were significantly different. The 
highest L* value (41.45) was determined in sample 
A containing 100% milk, while the lowest   L* 

value (34.69) was found in sample E 100% whey. 
Depending on the amount of added whey, B, C, 
D and E samples exhibited lower L* values.  
Carob powder resulted in darkening effect in 
color of the samples depending on its original 
color.  The results for b* values of dessert samples 
were ranging from 5.36 to 6.59, which 
represented a color in the yellow region. The 

negative a* values of the samples changed between 
-3.65 and -4.70 were perceived as green. No 
significant (P>0.05) difference was observed 
among a*(red/greenness) values of samples. But 
use of different whey ratio in the formulation 
created a significant difference in both L* and b* 
values of the samples (P<0.05) (Table3). The 
values of L*, a* and b* were not affected 
significantly (P>0.05) by the storage time. 
Consequently, the total color difference (ΔE) for 
samples was significantly influenced by whey 
addition and storage time (P<0.05). Higher total 
color difference values (ΔE) were obtained in 
dessert samples with increasing whey ratios, but 
samples became less different than control (A) in 
terms of color; that is ΔE decreased from day 1 to 
day 14 in the samples. (Figure 5).  

  
Table 3 Color parameters of whey-based dairy desert samples 

Parameters 
Storage 

time 
(days) 

Samples ANOVA 

A B C D E 

p-
gr

o
u
p

 

p-
ti

m
e 

p-
gr

o
u
p

X
 t

im
e 

L* 

1 41.45±0.14a 39.69±0.87a 37.53±1.05b 36.82±0.81b 34.69±0.66c 

*** NS NS 7 40.98±0.81a 39.13±0.35a 36.28±0.11b 37.81±1.04c 35.19±1.10b 

14 39.42±1.01a 38.36±0.57ab 36.72±1.41bc 37.34±0.81c 35.87±1.53bc 

a* 

1 -4.49±0.32 -4.49±0.32 -4.50±0.49 -4.38±0.13 -4.70±0.24 

NS NS NS 7 -3.91±0.48 -3.91±0.91 -4.29±0.34 -4.51±0.21 -4.39±0.13 

14 -3.65±0.28 -4.25±0.50 -4.25±0.50 -4.41±0.23 -4.35±0.12 

b* 

1 5.78±0.33b 6.01±0.23b 6.37±0.11a 6.54±0.1a 5.36±0.38b 

*** NS NS 7 6.12±0.35a 6.37±0.23a 6.01±0.11a 6.59±0.0a 5.37±0.09b 

14 5.47±0.12b 6.09±0.68a 5.54±0.25b 6.40±0.0a 5.49±0.16b 

Lower cases (a,b,c) indicate that the values in the same line differ significant at P<0.05. 
*** P<0.0001, NS: not significant P>0.05, group: sample, time: storage time, group x time: interaction between 
sample and storage time 

 
Texture properties 
It is well recognized that the structure of foods 
greatly affects their textural properties (Almeida 
Neta et al., 2018). The results for textural 
parameters of whey-based dairy dessert samples 
were presented in Table 4. There were significant 
differences in textural properties between whey-

based dairy desserts (P<0.05) Firmness is defined 
as the force necessary to achieve a given 
deformation in the product (Rosa et al., 2015).  
The firmness, consistency and viscosity index 
values of samples ranged from 2.65 to 6.04 (N), 
from 66.98 to 149.34 (N x s) and from 1.22 to 2.27 
(N x s), respectively. In Table 4, it can be seen that 
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dessert sample A (100% milk) got the highest 
values in terms of texture parameters except 
cohesiveness. Similarly, all texture parameters 
decreased in the samples associated with amount 

of whey used.  As the amount of whey used in the 
formulation increased, texture values decreased 
and a softer structure was obtained in the samples 
(e.g. sample E with 100% whey). 

Table 4 

 
Figure 5. Total color difference values (ΔE) of whey-based dairy desert samples 

Error bars denote standard deviations. Different letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) 
between dessert samples. 

 
Table 4 Textural parameters of whey-based dairy desert samples 

Parameters 
Storage  

time  
(days) 

Samples ANOVA 

A B C D E 

p-
gr

o
u
p
 

p-
ti

m
e 

p-
gr

o
u
p

X
p-

ti
m

e 

Firmness  
(N) 

1 5.50±013Ba 4.75±0.13Cb 3.5±0.14Cc 2.81±0.04Bd 2.65±0.13Bd 

*** *** *** 7 6.04±0.01Aa 5.63±0.09Ab 4.3±0.06Ac 3.48±0.41Ad 3.34±0.06Ad 

14 4.95±0.04Ca 5.20±0.14Ba 3.86±0.00Bb 3.54±0.14Ac 3.29±0.03Bc 

Consistency  
(N x s) 

1 134.54±3.52Ba 115.57±2.09Cb 96.97±10.51Bc 70.47±1.43Bd 68.71±3.14Bd 

*** *** ** 7 149.34±2.16Aa 142.38±0.04Aa 106.77±0.04Ab 73.79±0.74Ac 86.20±1.36Ad 

14 126.02±4.74Ca 129.05±0.76Ba 92.91±4.56Bb 66.98±0.52Bc 83.84±1.34Ad 

Cohesiveness  
(N) 

1 1.11±0.02A 1.06±0.05 1.11±0.09 1.09±0.01 1.11±0.03A 

NS * NS 7 1.12±0.01A 1.09±0.04 1.04±0.04 1.08±0.05 1.05±0.01B 

14 1.02±0.01B 1.07±0.03 1.06±0.02 1.05±0.01 1.04±0.01B 

Viscosity index  
(N x s) 

1 2.27±0.13a 1.97±0.04Ab 1.82±0.02Ac 1.70±0.03Ac 1.65±0.06Ac 

*** *** * 7 2.19±0.01a 1.8±0.04Bb 1.75±0.06Ab 1.67±0.03Ac 1.52±0.06Bd 

14 2.16±0.00a 1.79±0.04Bb 1.59±0.06Bc 1.42±0.02Bd 1.22±0.06Ce 

Upper cases (A,B,C) indicate that the values in the same column differ significant at P<0.05 
Lower cases (a,b,c,d,e) indicate that the values in the same line differ significant at P<0.05. 
* P<0.05, ** P<0.001, *** P<0.0001, NS: not significant P>0.05, group: sample, time: storage time, group x time: 
interaction between sample and storage time 
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Cohesiveness is an important textural property of 
dairy products and depends on the internal 
structure of the products.  It is defined as ratio of 
positive force area during the second 
compression to that during the first compression 
(Rosa et al., 2015). The cohesiveness of dessert 
samples determined in this study range from 1.02 
to 1.11 (N). Differences in cohesiveness values 
were not significant (P>0.05) between the whey-
based dairy dessert samples. 
 
The texture values obtained for carob powder 
added whey-based desserts were remarkably 
higher than determined in studies carried out on 
dairy desserts by Zarzycki et al., (2019), Rosa et 
al., (2015) and Almeida Neta et al., (2018). It is 
believed that the difference was related to 
presence of fiber-rich carob powder in the 
formulations. 
 
There were significant increases in firmness, 
consistency and cohesiveness values of all dessert 
samples on day 7 and decreases were observed 
significantly at the end of storage. These results 
were similar those obtained by Almeida Neta et 
al., (2018) who carried out a study on fermented 
dessert with whey for 21 day. However, it was 
found that viscosity index values of all dessert 
samples were maximum on 1 day and decreased 
slightly during storage period (Table 4). 
 
Sensory evaluation 
The results of sensory analyses were given in 
Figure 6. Although, statistical data not shown in 
the figure; the flavor, color - appearance, textural 
and general acceptability scores of samples were 
detected as significantly different statistically 
(P<0.001).  Results showed that the flavor scores 
of dessert samples were significantly affected by 
storage time (P<0.05). Besides that, the 
interaction between sample type and storage time 
significantly affected the flavor scores of dessert 
samples (P<0.001). Storage time was not found 
statistically significant in terms of appearance, 
textural and overall acceptability characteristics of 
the samples (P>0.05). The highest flavor scores (5 
like extremely) were given for sample C (%50 milk 
and %50 whey) at days 1 and 7 of storage time. 
On the other hand, for samples C and D slight 

decrease were observed in flavor from day 7 to 
day 14, while there were significant increase in 
flavor scores of samples A, B, and E (P <0.05). 
Generally, flavor scores of samples A and E were 
remarkably lower than others (Figure 6). 
  

 

 
 
Figure 6. Sensory scores of whey-based dairy 
dessert samples with carob powder 
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Color-appearance attributes of sample C (50% 
milk and 50% whey) and D (25% milk and 75% 
whey) received higher scores and rated as “like” 
in 5-point scale. Although highest L* (lightness) 
values were obtained in instrumental color 
analysis of sample A and sample B containing 
larger amount of milk (>50%), appearance scores 
were remarkably lower (Figure 6). This result 
indicated that darker color in whey-based dairy 
dessert with carob powder were more appreciated 
by panelists. The texture scores given for A, B, D 
and E with different milk and whey ratios (Table 
1) were lower than sample C. The lowest texture 
scores were given for sample A and sample E but 
the highest and lowest firmness in instrumental 
texture analysis were also observed for sample A 
and sample E, respectively. In overall assessment, 
sample C, whey-based dairy dessert with equal 
amounts of milk and whey, exhibited better 
overall acceptability compared to other samples 
containing more than 50% of whey in the 
formulation. 
 
CONCLUSION 
This study focused on probability of using whey 
in dairy dessert production with different ratios 
together with carob powder and determining the 
characteristics of desserts during storage period. 
The use of whey in dairy dessert did not cause 
difference in mean composition of the product 
except protein content. Whey use in dessert 
formulation affected WHC, L*, b* and ΔE values 
of dairy dessert samples.  However, carob powder 
use in the formulation was thought to improve 
WHC of whey-based dairy desserts during storage 
period. In general, the sensory analysis of whey 
based dairy with carob powder dessert indicated 
that sample C (50% milk and 50% whey) was 
more acceptable for panelists in terms of color-
appearance, textural, flavor and overall 
acceptability. The results of this study 
demonstrated that, it is possible to use whey in 
proper ratios in dairy dessert formulations and 
also carob powder can be a good healthy 
ingredient alternative for dairy desserts. In further 
studies, it is valuable to examine the functional 
properties of the whey-based dairy desserts’ 
characteristics with regarding health effects. 
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