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Editordentl Edi-

Akademik Gida dergisinin 16. yayin yilinin ilk sayisinda sizlerle birlikteyiz. Bu sayimizda 8
arastirma ve 5 derleme calismasi olmak tizere toplam 13 makale yer almaktadir.

Dergimiz 2017 yili birinci sayisindan itibaren http://www.academicfoodjournal.com
adresinin yani sira TUBITAK ULAKBIM catisi altinda, Tiirkiye'de yayimlanan akademik dergiler
icin elektronik ortamda barindirma ve editoryal siire¢ yonetimi hizmeti sunan DergiPark'ta,
http://dergipark.gov.tr/akademik-gida adresinde yayimlanmaya baslamistir.  Ancak
dergimize yayimlanmak lizere gonderilen makalelerin kabuli halen
http://www.academicfoodjournal.com adresinden yapilmakta olup, DergiPark (izerindeki
makale kabul sireclerini iceren sistem kullanilmamaktadir. Bu sistem (izerinden makale
kabuliine 6nimuzdeki yillarda gecilmesi planlanmaktadir. Dergimizin tiim arsivine DergiPark
lizerinden erisiminin saglanmasi icin gerekli calismalar TUBITAK ULAKBIM tarafindan
yapilmakta olup, bu calismalarin kisa bir siire icerisinde tamamlanmasi beklenmektedir. S6z
konusu calismalarla birlikte dergimizde yayimlanan makalelerin ulasilabilirliginde de énemli
diizeyde artis olmasi beklenmektedir.

Bu yil ve 6niimuzdeki yillarda daha fazla ulusal ve uluslararasi veri tabani ve indekste
dizinlenmek ve derginin uluslararasi dizeyde taninirhdini arttirmak icin calismalarimizi
stirdUrlyoruz. Dergimizin kalitesini ve uluslararasi alanda sayginhigini arttirabilmemiz icin etki
faktorinin yukseltilmesi baslica hedeflerimiz arasindadir. Bu nedenle siz degerli bilim
insanlarindan gerek dergimize ve gerekse diger ulusal ve uluslararasi dergilere génderdiginiz
makalelerde Akademik Gida dergisinde yayimlanan makalelere mimkiin oldugunca atif
yapmanizi tekrar rica ediyoruz.

Katkilarinizla dergimizin daha iyi noktalara gelecegine ylrekten inaniyoruz. Ayrica, dergimizde
arastirma makalelerinin ve ingilizce olarak yazilan makalelerin degerlendirme ve yayinlanma
strelerinin diger makalelere kiyasla oldukca kisa oldugunu yazarlarimiza tekrar hatirlatmak
istiyoruz.

Bu sayinin olusmasinda katkida bulunan; calismalarini yayimlanmak tizere dergimize génderen
yazarlara ve bu calismalar titizlikle degerlendiren yayin kurulu Gyelerimiz ve hakemlerimize
tesekkirlerimizi sunuyoruz.

Saygilarimizla.

Prof. Dr. Oguz Giirsoy
Editor

Prof. Dr. Ozer Kinik

Prof. Dr. Ramazan Gokce
Prof. Dr. Yusuf Yilmaz
Yardimci Editorler
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Tatdn saplari, yapraklari alindiktan sonra geride kalan ksilanca zengin, 6nemli bir ekonomik degeri bulunmayan ancak
ksiloz ve ksilitol Gretimi igin potansiyel bir kaynak olusturacak bir atiktir. Ksiloz genellikle kimyasal metotlarla uretilir;
bu yéntemle asit gibi korozif kimyasallarin kullaniimasi ya da islem sirasinda istenmeyen bilesiklerin olusmasi gibi
olumsuzluklar goérilmektedir. Alternatif olarak, ksiloz enzim hidroliziyle de Uretilebilir. Enzimatik hidroliz daha spesifik
oldugu gibi, reaksiyon ihmh kosullarda gerceklesir ve hidroliz asamasinda istenmeyen bilegikler olusmaz. Bu
calismada titin saplar 160°C’de 1 saatte ekstrakte edilen ksilanca zengin likdrden Trichoderma longibrachiatum
ksilanazi ile ksiloz Uretilmistir. Hidrolizasyon islemi cevap ylzey yéntemi ile optimize edilmistir. Optimum substrat ve
enzim konsantrasyonu 0.28 g atik/mL KOL ve 228 U/mL olarak bulunmustur. Optimum kosullar altinda yapilan
hidrolizasyonunda ise ksiloz %79.8 verimle ve 1.9 g/g segicilikle Uretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ksiloz, Ksilanaz, Otohidroliz, Tuttn sapi, Optimizasyon

Xylose Production By Combined Autohydrolysis and Enzymatic Hydrolysis From Tobacco
Stalks

ABSTRACT

Tobacco stalk remains after the harvest of leaves and is no important economic value but it is rich in xylan that can
serve as a potential source for xylose and xylitol production. Generally, xylose is produced by chemical methods, but
this method has several disadvantages such as use of corrosive chemicals like acid or the formation of undesired
compounds. Alternatively, xylose can be produced by enzyme hydrolysis. Enzymatic hydrolysis is more specific and
the reaction takes place at mild conditions and does not produce undesirable compounds. In this study, xylan rich
liquors, extracted at 160°C for 1 h from tobacco stalks, were used to produce xylose with Trichoderma
longibrachiatum xylanase. The optimum substrate concentrations and enzyme activity were 0.28 g waste/mL CAL and
228 U/mL, respectively. Under the optimum condition, xylose yield and selectivity were 79.8% and 1.9 g/g,
respectively.

Keywords: Xylose, Xylanase, Autohydrolysis, Tobacco stalk, Optimization

GIRIS onemli bir endiistriyel bitkidir. Uretime bagli olarak,

yapraklari alindiktan sonra Turkiye'de yilik 300 000
Tatdn (Nicotiana sp.), dinyanin birgok bdlgesinde ve tondan fazla tutlin sapi olusmaktadir [1, 2]. Olusan tatin
Tarkiye'nin Ege ve Karadeniz Bolgesinde yetistirilen saplari, diger tarimsal atiklar gibi ya yakilmakta ya da
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tarlada c¢lrumeye birakilmaktadir. Her iki ortadan
kaldirma yénteminin de, ¢evre ve ekosistem igin zarari
bulunmaktadir. Atiklarin yaygin olarak bagska bir
kullanim sekli hayvan yemi olsa da; bu kullanimin
onemli bir ekonomik degeri yoktur. Gunimuizde artan
cevresel kaygilar, arastirmacilarin bu tip tarimsal
atiklarin gida ve gida digi amaglar igin kullanilarak
degerlendiriimesi Uzerinde durmasina sebep olmusgtur.
Bu materyallerin yuksek degerli urtnlere
dondsturilmesiyle, bu atiklar hem dogaya zarar
vermeden ortadan kaldiriimis olmasini saglayacak, hem
de kirsal kesimde ciftgiye yeni is imkani sunarak ciftcinin
ek gelir elde etmesine yardimci olacaktir [2-9]. Ksilan
acisindan zengin olan lignoselilozik materyaller,
Ozellikle ksilitol, etanol, 2,3 dibutanol, laktik asit, gibi
arlinlerin Gretimi icin 6nemli bir ksiloz kaynagidir [6, 10].

Daha oOnce laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda
tutin saplarinin ksiloz ve dogal bir tatlandirici olan
ksilitol Uretimi icin potansiyel bir kaynak olarak
kullanilabilecegi gorulmuistir [6,7]; ancak s6z konusu
calismalarda; ksiloz, atiklardan seyreltik asit hidrolizi ile
uretilmigtir.  Asit  hidrolizi  Ozellikle fermantasyon
surecinde mayalar igin olumsuz etkisi olan furfural gibi
urlinlerin fazla olusmasina neden olmaktadir, dolayisiyla
olusan hidrolizatin dogrudan fermantasyon amaciyla
kullaniimasi uygun degildir. Ayrica, fermantasyondan
once, hidrolizatin nétralize edilmesi gerekmekte ve bu
islem fazla miktarda alkali gerektirdigi gibi Anemli
miktarlarda ve fermantasyondan once uzaklastiriimasi
gereken noétralizasyon Urlnleri olusturmaktadadir. Tam
bu islemler dusindldiginde pahali bir Grin olan ksilitol
uretim maliyetleri daha da artmaktadir [7-9].

Ksiloz asit hidroliziyle Uretildigi gibi enzim hidroliziyle de
uUretilebilir. Enzimatik hidrolizin, daha spesifik olmasi ve
reaksiyonun 1hmli kosullarda gergeklesmesinden dolayi,
son yillarda daha dikkat ¢ekmektedir. Fazla eneriji
gerektirmedigi gibi, hidrolizasyon amaciyla asit gibi
korozif kimyasallara da ihtiyag duyulmamakta, ayrica
hidrolizasyon sonunda atiklar veya yan drlnlerde
olusturmamaktadir [4,11].

Lignoselilozik biyokitlede ksilan genellikle ksilan-lignin
kompleksi seklinde bulundugundan hidrolizasyona karsi
direnglidir; bu nedenle ilk 6nce ksilanin lignoselllozik
biyokutleden izole edilmesi ve bunu takiben ksilanin
enzimatik hidrolizinin gergeklestiriimesi gerekmektedir
[11-13]. Ksilan kimyasal olarak izole edildigi gibi (alkali
ekstraksiyon), alternatif olarak hidrotermal olarak da
izole edilebilir. Otohidroliz olarak da bilinen yéntemde,
biyokitle ylksek sicakliklarda (130°C-230°C) su
esliginde muamele edilmekte, bu esnada suyun
otoiyonizasyonu ve ksilan deasetilasyonu (asetik asit
Uretimi ile ortamdaki hidronyum iyonunun artmasina),
ksilani kismen pargalayarak ¢ozunur hale gegirmekte ve
biyokttleden ayrilmasini saglamaktadir [14]. Otohidroliz
yontemi ile ksilan hidrolizinde genis polimerizasyon
derecesi araliginda ksilan, ksilan pargalanma urGnleri
(ksilooligosakkaritler) ve molekdl agirligr ¢ok kiguk
molekiller (monosakkarit) olugsmaktadir [5]. Uretilen
ksilan pargalanma Urinlerinin polimerizasyon dereceleri
oldukga blylk oldugundan (polimerizasyon
derecesi>10); ksilanin yuksek sicakliklarda

suyla/buharla ekstraksiyonu ya da otohidroliz yontemi
olarak da bilinir [13, 15].

Literatirde enzimatik hidrolizle bazi atiklardan ksiloz
uretimi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur; fakat tatin
saplarindan enzimatik olarak ksiloz Uretimi ile ilgili
galismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada titln
saplarindan 6nce ksilan, sicak su (otohidroliz) yontemi
ile ekstrakte edilmis ve olusan Urlnler karakterize
edildikten sonra konsantre edilen hidrolizat, ksiloz tretim
amaciyla Trichoderma longibrachiatum’'dan elde edilen
ksilanazlarla hidrolize edilmistir. Enzimatik hidrolizasyon
kosullari, substrat miktari ve enzim aktivitesi bakimindan
optimize edilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Arastirmalarda kullanilacak titin saplari, Tokat ili ve
bagh yerlesim birimlerinden temin edilerek, islem dncesi

kurutulmus ve  boyutlarir  0.2-1 cm'ye kadar
kUgultilmustar. Endoksilanaz  kdkeni  Trichoderma
longibrachiatum Danisco (Finladiya) dan temin

edilmistir. Diger kullanilan batin kimyasallar Sigma
(Sigma Chemical Company, MO, ABD), Merk (Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya) ya da Alfa Aesar (Alfa
Aesar GmbH & Ci KG, Almanya) firmalarindan temin
edilmistir. Aminex HPX87H kolonu Biorad’dan (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, ABD) alinmistir.

Yontem
Otohidroliz

Atiklar tamami 8:1 (g su/g atik) oraninda distile su ile
karigtirlmig, 160°C'de yiliksek basing (PARR, ABD)
reaktoriinde 60 dakika hidrolize edilmistir. Hidrolizasyon
islemi sonucunda elde edilen materyal, filtre edilmis ve 3
defa her seferinde 6:1 (g su/g atik) oraninda su ile
yikanmis ve yikama sulari ve filtrat birlestirildikten sonra,
olusan ksiloz miktari HPLC’de belirlenmistir. Daha
sonra, hidrolizattan 10 mL alinarak, %4 H2SOs ile
100°C’de 3 saat hidrolize edildikten sonra ksiloz
miktarindaki artis hesaplanarak, ekstrakte edilen ksilan
miktari  bulunmustur  [16]. Hazirlanan hidrolizat
evaporatorde (<50°C’de) konsantre edilmis ve elde
edilen konsantrat, ksiloz Gretim igin kullaniimistir.

Analitik Yontem

Hidrolizasyon sonucu elde edilen kati kismin lignin,
ksilan, nem, kil ve seliloz igerigi kimyasal olarak
karakterize edilmis ve miktarlari hesaplaniimistir. Nem
ve kil gravimetrik olarak, lignin miktari ise; atiklarin iki
asamali silfurik asit hidrolizasyonuna (%72 H2SOa4 ve
%4 H2SOg4) tabi tutulmasindan sonra gravimetrik olarak
belirlenmigtir [17]. Filtratin absorbansi 205 nm’'de
(absortivite katsayisi, 110 l/g-cm) spektrofotometrede
(Perkin Elmer UV/Vis spectrometer, Lambda EZ 201)
dlciilerek asitte ¢dziiniir lignin bulunmustur. ki asamal
hidrolizasyon islemi sonucu elde edilen hidrolizat,
HPLC’de asagida belirtilen yontem ile analiz edilerek
atiklarin polisakkarit kompozisyonu bulunmustur [18].
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Uronik asit igerigi m-fenilfenol metodu ile D-glukoronik
asit standardi kullanarak hesaplanmistir [19]. Furfural
miktari, AOAC Official Method 960,16'ya gore furfural
standardi kullanilarak belirlenmigtir. Hidrolizasyon ve
konsantrasyon sonunda elde edilen O&rnekler 1:1
oraninda etil alkol ile karistirilarak spektrofotometrede
277 nm’de okunmustur [20].

Enzimatik Hidrolizasyon

Kullanilan ezimlerin protein icerigi Bradford metodu ile
bovin serum albumun standardi  kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir [21]. Ksilanaz
aktivitesini  belilemek amaciyla farkli dilusyonlarda
hazirlanan enzim ¢ozeltisi (0.1 mL) ticari bir ksilan olan
hus agaci (Birchwood xylan) (%1 konsantrasyonda 1
mL) ile pH 4.6'da 50°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve
olusan indirgen seker miktari DNS yontemi ile
belirlenmistir. Bir Gnite (U) enzim aktivitesi 1 dakikada 1
pmol ksiloz esdegeri Ureten enzim miktari olarak
tanimlanmistir [22].

Otohidroliz sonucu elde edilen likér, 6ncelikle enzim
hidrolizasyonu igin uygun pH'ya (pH 4.6) ayarlamigtir.
Farkli konsantrasyonlarda 10 mL otohidroliz likdrlerine,
farkli aktivitelerden 1 mL Trichoderma longibrachiatum
ksilanazi eklenip 50°C’de 72 saat inklUbasyona
birakilmistir.  Bu hidrolizasyon siiresi boyunca belli
zamanlarda ornekler alinmig ve 5 dakika kaynatilarak
enzim inaktive edilmistir. Hidrolizasyon reaksiyonun
sonucu Dinitrosalisillik asit (DNS) metodu ile indirgen
seker olgilerek bulunmustur. Reaksiyon kantitatif olarak
HPLC ile analiz edilerek bulunmustur.

Hidrolizasyonla elde edilen ksiloz, glukoz, arabinoz ve
asetik asit miktarlar refraktometrik dedektére (Perkin
Elmer Model 200) ve kolon firinina (Perkin Elmer) sahip
Perkin Elmer yiksek basing sivi kromatografisi (HPLC)
sisteminde analiz edilemistir. Kolon olarak Aminex
HPX87H (Biorad) kullaniimistir. Ornekler enjeksiyon
oncesi 0.20 ym boyutlu filtreden gegirilerek, hareketli faz
olarak 5 mM H2SO4 kullaniimistir ve 45°C’de ve 0.5

Y=bo + b1 X1 + b2Xz2 +b11X1% + 022X22 + b12X1 X2

Esitlik 1’de Y bagimli degiskenleri (ksiloz verimi ve
hidrolizasyon kosullarinin segiciligi) bo sabit, b1 ve b2
lineer terimleri, bi1 ve b2z kuadratik terimleri ve X1 veXz
bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.

mL/dk akis hizi ile 45 dakikalik bir sire zarfinda
kolondan eliit edilmistir [23].

Deneysel Tasarim ve Tepki Yiizey Metodu (RSM)
ile Hidrolizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Hidrolizasyon kosullari substrat ve enzim
konsantrasyonu bakimindan optimize edilmistir (Tablo
1). Optimizasyon ile ilgili detaylar asagida ¢ikartilmistir.
e Optimizasyon igin kullanilan yéntem: RSM (response
surface methodology) (tepki ylzey yontemi)
Kullanilan program: Design Expert istatistiksel
bilgisayar programi

Bagimsiz degiskenler: Enzim aktivitesi ve substrat

konsantrasyonu dogrudan ksiloz Uretimini
etkilediginden bagimsiz degiskenler  olarak
kullanilmigtir.  Substrat  konsantrasyonu 1 mL

konsantre otohidroliz likért elde etmek icin kullanilan
atik miktari olarak (g atik/mL KOL) ifade edilmistir.
Enzim konsantrasyonu ise hidrolizasyon igin
kullanilan 1 mL de bulunan Unite cinsinden enzim
aktivitesi (U/mL) olarak ifade edilmistir.

Bagimli degiskenler: Ksiloz verimi (100x Ksi/KSimax)
ve segcicilik (ksiloz/glukoz) ise bagimli degiskenler
olarak alinmistir. Ksiloz verimi, enzimatik
hidrolizasyon sonucu elde edilen ksiloz miktari
enzimatik hidrolizasyon icin kullanilan substratta
bulunan maksimum ksiloz miktarina (substratin %4
H2S04 ile 100°C'de 3 saat slresince hidroliz
edilmesi ile hesaplanan ksiloz miktari) orani olarak
hesaplanmistir. Segicilik ise hidrolizasyon sonucunda
hidrolizatta bulunan ksilozun yine hidrolizatta
bulunan glukoz miktarina orani olarak
hesaplanmistir.

Ksiloz verimi ve segiciligin yuksek oldugu kosullar
optimum hidrolizasyon kosullari olarak secilmigtir.
Optimum kosullar i¢in segilen model asagidaki esitlikte
(Esitlik 1) agiklanmistir:

(Es. 1)

Design Expert v. 7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis)
programi elde edilen datalarin regresyon ve grafiksel
analizi igin kullaniimigtir. Fischer's testi model esitligini
elde etmek igin Student's t-testi, regresyon
katsayilarinin istatiksel ~ dnemini bulmak igin
kullaniimistir.

Tablo 1. Otohidroliz likériiniin enzimle hidrolizasyonunda denenen bagimsiz degiskenlerin degerleri

Bagimsiz Degiskenler Sembol -a -1 0 +1 +a
Substrat Miktari (g atik/L likor) X1 0.04 0.1 0.25 0.4 0.46
Enzim (U/mL) X2 22.74 60 150 240 277.26
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BULGULAR ve TARTISMA
Tutin Sapi Otohidrolizi

Tarimsal atiklarin kimyasal kompozisyonlari;
yetigtirildikleri bdlgeye, mevsime, hasat zamani ve
sekline bagli olarak degisiklik gosterir. Tutliin saplarinin
bilesiminde, glukan (seliloz) %33 orani ile ilk sirada
bulunmaktadir. Bunu hemisellilozun ana bileseni olan
ksilan (%21), klason lignin (%23) ve diger bilesenler
(Uronik asit, kul, asetil gruplar, protein ve asitte ¢ozinur
lignin) takip etmektedir [6]. Ksilan oraninin yiksek
olmasi, tutin saplarini ksiloz Uretimi icin ideal bir
substrat haline getirmektedir.

Lignoselulozik materyallere sulu ortamda, belli bir sire
sicaklik uygulandiginda, suyun otoiyonizasyonundan ve
hammaddede bulunan asidik tlrlerin iyonizasyonundan
meydana gelen hidronyum iyonlari, hemiseliiloz
bilesiklerini parcalayarak; ksilan pargalanma Urdnleri,
monosakkaritler, serbest ve baglh asetik asitler, diger
seker oligomerleri, Uronik asit oligomerleri, furfural ve
diger bilesenleri olusturur [24, 25]. Daha oOnceki
calismalarda, otohidroliz igleminin ylksek sicakliklarda
gerceklestiriimesiyle enzimatik hidrolizi olumsuz yonde
etkileyebilen toksik bilesikler (furfural, lignin pargcalanma
urtnleri) olusturdugundan, toksik bilesiklerin olusumunu
azaltmak icin, otohidroliz yontemi ile ksilan Uretilirken
reaksiyon sicakhgi 160°C olarak segcilmistir [15, 26].
Toplam 100 g tdtin sapinin 160°C'de 1 saat
otohidrolizasyonu sonucu, 42 g ¢ézinmus substrat elde
edilmigtir. Otohidroliz likéra ¢ogunlugu
ksilooligosakkaritler olmak Ulzere gesitli selluloz ya da
heteropolimer olan hemiselulozdanin hidrolizasyonun
kaynaklanan  monosakkaritler ve asetik asitten
olusmustur. Ortaya c¢ikan likdr konsantre edilmis ve
bilesimi Tablo 2’de sunulmustur. Konsantre otohidroliz
likériinde (KOL) 15.17 mg/mL ksilooligomerin yaninda,
arabinooligomerler ve asetil grubu baglh oligomerler ve
selulozun  pargalanma  Urlnlerinde  ileri  gelen
glukooligomerler bulunmaktadir. Furfural gibi sekerlerin
dehidrasyon Urtnleri, asit hidrolizle Uretime gore disuk
seviyede kalmistir [6].

Tablo 2. Tatdn otohidroliz sonucu elde edilen likdrin
konsantre edildikten sonra bilesimi

Bilesenler icerik (g/L)
Glukoz 10.00+0.75
Ksiloz 13.2810.74
Arabinoz miktari 0.94+0.09
Asetik asit 1.68+0.26
Glukooligomer 3.43+0.53
Ksilooligomer 15.17+0.94
Arabinooligomer 1.70+0.00
Bagl asetil 2.05+0.00
Furfural 0.77+0.09
Uronik asit 0.02+0.00
Otohidroliz  igleminin  ardindan ksilan ve ksilan

parcalanma Urdnleri agisindan zengin likdr alindiktan
sonra arta kalan lignince zengin kati kisim elde edilmis
ve kompozisyonu Tablo 3’te verilmigtir. Lignin 6n
islemlere karsi stabil oldugundan, ligninin pargalanip

likbre gec¢medigi ve islem sonunda kalan yapinin
¢ogunlugunun lignin ve selilozundan olusturdugu
gOzlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Onislem gérmiis hammaddenin kompozisyonu

Bilesenler Iger_!k (9./10..0 9 Oniglem
gOrmus titun sap1)
Glukan 41.44+2.21
Ksilan 15.901£0.74
Arabinan 0
Asetil gruplari 1.40+0.02
Uronik asit 5.32+0.80
Klason lignin 29.08+0.16
Asitte ¢ozundr lignin 2.41+0.27
Kl 3.25+0.05
Digerleri 1.2

Enzimatik Hidroliz

Maksimum oranda ksiloz elde etmek igin, titiin sapi
KOL’Unln ya asit ya da enzim gibi hidrolitik bir ajanla
muamele  edilmesi  gerekir.  Otohidroliz  iglemi
hemiselulozu oligomerler halinde ¢6ziunir forma
gegcirdiginden dolayi, titin sapi KOL'U ksilazlarla ksiloz
Uretimi igin ideal bir substrattir. Elde edilen bu substrat
Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile pH 4.6'da
50°C sicaklikta 72 saat hidrolizasyona tabi tutulmustur.
Bu c¢alismada, son Urin olarak ksiloz aciga
¢ikardigindan dolayr GH 10 ailesine ait Trichoderma
longibrachiatum’dan elde edilen ksilanaz kullaniimigtir.
GH 11 ksilanazlari son Urln olarak ksilobiyoz ve
ksilotrioz agiga cikarir iken, GH 10 ailesi ksilanazlari son
Urun olarak ksiloz agiga ¢ikartmaktadir [27, 28].

Yuksek  konsantrasyonda  substrat  kullaniminin,
safsizliklar bakimindan zengin olmasi ve/veya reaksiyon
karisiminin artan viskozitesi ve yogunlugu nedeniyle
verimi distUrme olasiliklari olmasi, bununla beraber
yuksek oranda enzim kullaniminin da maliyetleri
artirmasindan dolayi; ideal substrat ve enzim
konsantrasyonunu bulmak icin optimizasyon ¢alismalari
yapimistir. Farkli konsantrasyonlarda tutin KOL'G, farkl
oranlarda T. longibrachiatum ksilanazi ile muamele
edilmistir. Optimizasyonda kullanilan deneysel tasarim
ile enzim aktiviteleri ve substrat konsantrasyonlari Tablo
1’de verilmigtir.

Tatin  sapr  konsantre  otohidroliz  likdrlerinden
hazirlanmis deneme planina (Tablo 1) gore, T.
longibrachiatum ksilanazlari ile hidrolizasyonu sirasinda
farkli zaman araliklarinda alinan o6rneklerde, bulunan
indirgen seker miktarlari Sekil 1'de goOsterilmistir.
Hidrolizasyon grafiklerinden de gortldugi gibi, enzimin
hidrolizasyon hizi 24. saate kadar hizla ilerlemis daha
sonra yavaslamis ya da azalmaya baglamistir. Enzim
hidrolizinin 24. saaten sonra yavaslamasinin ya da
azalmasinin nedeni ise; bulunan substrat miktarin
tukenmis olmasi veya enzimlerin belli sire sonra
aktivitelerini yitirmis olmasi veya substratla Grlnlerin
yarismall inhibisyona girerek substartlarin baglanmasini
engellemesi veya ortamda bulunan baska bilesiklerin
hidrolizi engellemesi veya substrat miktarinin tikenmis
olmasi olarak yorumlanmistir [5, 29]. Bu nedenle 24
saatlik reaksiyon siresinin daha uygun olduguna karar



F.H. Demir, 0. Akpinar Akademik Gida 16(1) (2018) 1-10

verilmistir. Ayrica substrat miktarinin ¢ok fazla
olmasinin Uretilen indirgen seker miktarininda 24. saatte
¢ok yuksek olacagi anlamina gelmedigi, substrat
miktarinin  enzim miktari ile sdresininde Dbirlikte
distnilmesi  gerektigi  gorUlmustir.  Tutin  sapi
KOL'Gnin T. longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizinde
ise indirgen seker miktari en yiksek 31.0 mg/mL ile 13.
deneyde (0.34 g atik/mL substrat konsantrasyonu ve
150 U/mL enzim aktivitesi), en diistk indirgen seker ise
deney 10 (0.059 g atik/mL substrat konsantrasyonu ve
150 U/mL enzim aktivitesi) da olgiimugtar.

Tatin sapi KOL'lerinin  farkli enzim ve substrat
konsantrasyonlarinda T. longibrachiatum ksilanazi 24.
saatlerdeki hidroliz Grtnleri (glukoz, ksiloz, arabinoz,
asetik asit) Sekil 2'de sunulmustur. 24. saatlik
hidrolizasyon suresi sonunda ise 12.9 mg/mL ksiloz, 6.4
mg/mL glukoz, 1.6 mg/mL asetik asit, 0.2 mg/mL
arabinoz miktariyla en fazla pargalanma Urinu deney
13’de tespit edilmistir.
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Sekil 1. Tatin sapi konsantre otohidroliz likéri deneme planin  Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
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Sekil 2. Tutln sapi konsantre otohidroliz likériiniin Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu

istatistiksel Modelleme

Bagimsiz degiskenler X1 substrat (g atik/L likor), X2
enzim (U/mL) bagimsiz degiskenler ve deneysel veri
araligi Materyal ve Yontem bdliminde Tablo 1'de

verilmistir. Bagiml degisken Y1 ksiloz verimi (%) ve Y2
hidrolizasyon kosullarinin segiciligi (g/g) Tablo 4’de
verilmigtir. Ksiloz Uretiminde verim ve segiciligin yuksek
olmasi istenmektedir. Otohidroliz likériinde bulunan
ksilanin ksiloza doénustirilmesi orani, ksiloz verimini
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ifade ederken; segcicilik ise hidrolizasyon kosullarinin
(otohidroliz+enzimatik hidroliz) ksilani ksiloza
donustirme yetenegidir. Verim ve segiciligin ylksek
olmasi, ksilan digindaki diger bilesiklerin pargalanma
oranin dusuk, ksilanin ise etkili bir sekilde parcalanarak
maksimum dizeyde ksiloz olusturma yetenedini ifade
etmektedir.

Tatdn saplr KOLUNUn deneysel tasarimi ve Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu sonucu elde
edilen degerler Tablo 4’'de gosterilmistir. Ksiloz verimi en
yiksek deney 12'de (substrat miktari 0.20 g atik/mL
KOL, 150 U/mL enzim aktivitesi) %69.76 olarak,
segicilikte 2.10 g/g ile en yiiksek deney 6’da (substrat

miktari 0.20 g atik/mL KOL, 150 U/mL enzim aktivitesi)
bulunmustur. Tablo 4 incelendiginde, substrat miktarinin
tek basina yuksek olmasinin (deney 2'de) (substrat
miktar1 0.30 g atik/mL KOL, 60 U/mL enzim aktivitesi)
ksiloz verimini ve segiciligini (%50.58, segcicilik 1.82 g/g)
artirmada yeterli olmadidi godzlenmistir. Enzimatik
hidroliz 6ncesinde tutin sapi KOL’Unde glukoz (10.00
g/L) ve glukan (3.43 g/L ) oranin ylksek olmasi (Tablo
2) segicilik degerini distrmustar.

Kodlanmis degiskenlere gore kuadratik model esitlik 2
ve 3'de gosterilmistir. Y1 ksiloz verimi, Y2 hidrolizasyon
kosullari, substarat miktan (X1) ve enzim (X2)
fonksiyonu olarak verilmistir.

Y1= 66.2 — 1.3X1+6.2X2 + 0.9X1?-5.0X2? +1.7X1Xz Es.2
Y2= 2.1 — 0.02X1+0.04X2 - 0.03X1%—0.07X22 +0.06X1X> Es.3

Tatin KOL’Unidn T. longibrachiatum ksilanazi ile
hidrolizasyonu sonucu elde edilen ksiloz verimi ve
segicilik ANOVA ile degerlendirilerek; Tablo 5'de
sunulmustur. Ksiloz verimi ve segicilk regresyon

katsayilari 0.90 ve 0.92 olarak bulunmustur ve her iki
model de uyum eksikligi géstermemis ve regresyon %95
glven araliginda istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

Tablo 4. Deneysel tasarim ve titin sapi konsantre otohidroliz likérinin Trichoderma
longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu sonucu elde edilen degerler

Deney Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degiskenler
Xi(g atik/mL KOL) X2 (U/mL) Y1 (%) Y2 (9/9)
1 0.20 150 68.47 2.04
2 0.30 60 50.58 1.82
3 0.10 240 69.09 1.98
4 0.20 150 63.53 2.07
5 0.20 277.26 65.61 2.01
6 0.20 150 63.07 2.10
7 0.20 22.74 48.21 1.89
8 0.20 150 66.36 2.09
9 0.10 60 60.13 2.02
10 0.06 150 67.97 2.02
11 0.30 240 66.31 2.02
12 0.20 150 69.76 2.08
13 0.34 150 69.22 2.02

Xi: Substrat (g atik/mL KOL); Xz: Enzim (U/mL); Y1 (ksiloz verimi)= 100 x (Ksi/KSimax); Y2 (segicilik) =
Ksi/Glu, Ksi= hidrolizasyon sonucu elde edilen ksiloz miktari Ksimax= Kullanilan substratta bulunan
maksimum ksiloz miktari (substratin %4 H,SO, ile 100°C’de 3 saat slresince hidroliz edilmesi ile
hesaplanan ksiloz miktar), Glu = hidrolizasyon sonucu elde edilen gliikoz miktari

Optimizasyon

Optimum subtrat ve enzim konsantrayonu yanitlarin
kontur egrilerinin Ust Uste vyerlestiriimesi ile elde
edilmigtir (Sekil 4). Ksiloz verimininin %50’den fazla,
segiciligin 2 g/g (ksiloz/glukoz)dan fazla olmasi igin
program tarafindan onerilen veriler arasindan, optimum
substrat konsantrasyonu olarak 0.28 g atik/mL KOL ve
enzim aktivitesi olarak da 228 U/mL secilmistir. Segilen
optimum kosullarda (substrat konsantrasyonu ve enzim
aktivitesinde) ¢ tekerrrli halde yapilan hidrolizasyon
sirasinda Uretilen ksiloz, glukoz, asetik asit, arabinoz
miktarlari ile ksiloz verimi ve ksiloz/glukoz oraninin
(segicilik) zamana gore degisimi Sekil 5'de gosterilmistir.
Arabinoz miktari en yuksek 8. saatte 0.6 mg/mL, asetik
asit miktari en ylksek 72. saatte 1.5 mg/mL olarak
bulunmustur (Sekil 5A). 24. saatten sonra ksiloz verimin
ve seciciligin cok fazla degismedigi gordlmustar.

Hidrolizasyon silresini uzatmanin maliyeti artiracagi igin,
24 saatlik hidrolizasyonun yeterli olduguna karar
verilmistir (Sekil 5B). Tutin saplarinin otohidrolizi
takiben enzimatik hidrolizi ile; elde edilen ksiloz verimi
%79.8, secilik ise 1.9 g/g'dir. Titin sapi KOL’Unde
bulunan ksilooligomer/ksilan etkili bir sekilde ksiloza
donudstarulmustur. Segicilik degeri gok yuksek degerlere
¢lkamamigtir, bunun nedeni ise otohidroliz esnasinda
kullanilan sicaklik ve sire ile sellilozun kismen hidrolize
olmasidir.  Optimizasyon igin  kullanilan istatistik
programi (Design Expert) tarafindan onerilen optimum
hidroliz kosullarinlarinda yapilan deneylerden bulunan
ksiloz verimi ve hidrolizasyon kosullanin segiciliginin,
program tarafindan tahmin edilen veriler (Sekil 4) ile
karsilastirildiginda, ksiloz  verimi  tahmin edilen
verilerden daha ylksek bulunurken, segicilik degerlerinin
ise tahmin edilen verilerden cok da farkli olmadigi
bulunmustur.
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Tablo 5. Konsantre titin saplarinin T. longibrachiatum ksilanazi ile ksiloza hidrolizasyonu sonucu elde edilen ksiloz

verimi ve segicilik icin ANOVA Tablosu

Serbestlik

Karelerin

Kaynak Kareler toplami derecesi ortalamasi F-degeri P-degeri

Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2 Y1 Y2
Model 517.43 0.068 5 5 103.49 0.014 11.57 15.26  0.0028 0.0012
Residual 62.63 0.0063 7 7 8.95 0.00089
glzsui::igi 27.87 0.0047 3 3 9.29 0.0017 1.07 3.95 0.4561 0.1090
Saf hata 34.77 0.0016 4 4 8.69 0.00040
Toplam 580.06 0.075 12 12
R? 0.90 0.92

Sekil 3 ksiloz verimi ve segiciligini tahmin etmede
kullanilan cevap yiuzey ve kontur grafiklerini
sunmaktadir. Maksimum ksiloz verimi (%69) 0.10 g
atik/mL KOL konsantrasyonu ve 194 U/mL enzim
aktivitesinde (Sekil 3A ve 3B), maksimum segicilikte (2.1
g/g) 0.20 g atik/mL KOL konsantrasyonu ve 185 U/mL
enzim aktivitesinde (Sekil 3C ve 3D) bulunmustur.

Bu calismada tutin sapi konsantre otohidroliz likérinde
teorik olarak bulunabilecek maksimumum ksilozun,

Verim (%)

>

Enzim (U/ml)

Substrat (g atik/ml KOL)

Segicilik (g/g)

(@]

Enzim (U/ml)

0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Substrat (g atik/ml KOL)

%79.8 serbest ksiloza gevrilmistir. Hammaddede, tutiin
sapinda, teorik olarak bulunabilecek maksimum ksiloz
miktari disunildinde, bir baska ifade ile verim
baslangigctaki hammaddeye gbére hesaplandidinda,
ksiloz verimi  %21’dir. Lignoselulozik materyallerin
yapilarinin farkli olmasi, kullanilan enzim kaynaklari, 6n
islemlerde ki farkliliklar veya verim hesaplamalarindaki
farkhliklardan dolayi, sonuglarin literatiirde yapilan
calismalarla karsilastiriimasi kolay degildir.

\\\\\\\
AN RN
\\\\‘\‘}%\\\\\\\\\\\\ ]

Verim (%)

240.00 0.30
195.00
150.00

Enzim (U/ml)

105.00 0.15
60.00 0.10

2.0275

1.955

1.8825

Secicilik (g/g)

195.00
150.00

Enzim (U/ml)

0.20
105.00

Sekil 3. Tutin sapi konsantre otohidroliz likérintin Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
sirasinda enzim aktivitesi ve substrat konsantrasyonunun ksiloz verimi ve segiciligine etkisi. A:Verim igin kontur
grafigi; B: Verim icin ylzey grafigi; C:Segicilik i¢in kontur grafigi; D: Segicilik igin ylzey grafigi
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Sekil 4. Optimizasyon igin kullanilan her iki modelin yanitlarinin Ust Uste ¢izilmis kontur egrileri
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Sekil 5. Otohidrolize edilen titin sapi konsantre otohidroliz likérinin optimum kosullarda
Trichoderma longibrachiatum ksilanazi ile hidrolizasyonu
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Bununla beraber, yapilan c¢alismalar incelendiginde,
121°C’de 20-80 dakika otohidroliz edilen yaglik palm
bitkisi otohidroliz likérinin T. viride endo ksilanazi ile 24
saatlik hidrolizi sonucu ksiloz veriminin %25.64 [30],
misir kepeginin 190°C’de 10 dakikalik hidrolizinden elde
edilen likérinin enzim kokteyli (endoksilanaz, beta
ksilobiaz ve arabinofuranozidaz) ile 24 saatlik hidrolizi
sonucu, yaklasik %35 oraninda ksiloz elde edilmistir
[31]. Her ne kadar ksiloz verimini hammaddenin yapisi
biyuk oranda etkilese de, burada kullanilan yontemde
gerek elde edilen ksiloz verimi, literatlrdeki ¢alismalara
yakin bulunmugtur. Burada 6nerilen yontemle yapilan
calisma, klasik seyreltik asit yontemi ile ksiloz Gretimi ile
karsilastirildiginda ise; ksiloz verimi titin sapinin asit
hidrolizi ile yapilan ¢alismadan (%4.9 H2SOa, 133°C ve
27 dakikalik hidrolizasyonu sonucu %52 verim) [6] daha
disuktur. Diger atiklarin asit hidrolizasyonu ¢alismalari
incelendiginde, yaglik palm meyvesi atiklarindan (%1
H.SO4 konsantrasyonda, 121°C'de 27 dakikalik
hidrolizasyon) ksiloz verimi %77 32, ayni atigin %2
H.SO4 konsantrasyonunda 119°C’de 60 dakikalik
hidrolizasyonu sonucun da ksiloz verimi %91.27 olarak
bulunmustur [33]. Deve dikeninde (Cynara cardunculus
I.) maksimum ksiloz Uretimi icin 138.5°C’'de %1.28'lik
H.SO4 52 dakikalik hidrolizasyon isleminde; %86
verimle ksiloz Uretilmistir [34]. Pamuk sapindan asit
hidroliziyle yapilan ¢alismada (140°C’de, %6’lik H2SO4,
15 dakika) ksiloz verimi %47.8 olarak tespit edilmistir
[35]. Aycicedi sapinin %4 H>S04, 120°C ve 30 dakika
hidrolizasyonu sonucunda ksiloz verimi %36 [6] olarak
bulunmustur [31]. Bu c¢alismada, bulunan sonuglar,
enzimatik hidrolizasyonla elde edilen ksiloz verimine
yakin, literatirde asit hidrolizi ile yapilan ¢alismalarda
bulunan ksiloz veriminden ise dusuktur.

SONUG

Tarlalar da ¢urimeye birakilan ya da yakilarak cevreye
zarar vererek ortadan kaldirilan tutin saplarinin; bu
calisma ile bu atiklarin ¢evreye zarar vermeden daha
degerli bir Urin olan ksiloza donusturilebilecegi
gosterilmistir. Onerilen otohidroliz ve takiben enzimatik
hidrolizasyon  yontemi; ksilan izolasyonu  ve
hidrolizasyonu  herhangi  bir  kimyasala ihtiyag
duymamasi agisindan gevreye dost bir yontemdir, stire
bakimindan uzun olmasina ragmen, ndtralizasyon
gerektirmemesi (asit hidrolizasyonu sonucu olusan
hidrolizatin  nétralize edilmesi gerekmektedir) ve
notralizasyon Urilnleri  olusturmamasi  bakimindan,
ksilozun asit ile Uretim ydntemine kargi avantajlari
bulunmaktadir. Sonuglar kombine otohidroliz ve
enzimatik hidroliz yénteminin, ksiloz Gretimi igin alternatif
bir ydntem olarak kullanilabilecegini gostermigtir.
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Sicak hava o©ncesi uygulanan ultrasonik 6n islemin havug dilimlerinin kurutma karakteristikleri Uzerine etkisi
arastirilmigtir. On islem igin 20 kHz frekansa sahip ultrases ureten bir prob kullaniimis olup én islem siresi 20, 40, 60
dakika ve ultrases genlidi %55 ve %100 olarak segilmistir. Kurutucunun hava hizi 0.3 m/s olup, kurutma sicakligi 50°C
ve 60°C olarak segilmistir. Artan 6n islem surelerinde ve genliklerde havug dilimlerinin kuruma hizlari artarken,
kuruma zamani kisalmistir. Havug dilimlerinin kuruma kinetigini agiklayan en uygun modellerin Page ve Modifiye
Page modelleri oldugu saptanmistir. Artan genlikle beraber havug dilimlerinin dokusunda meydana gelen zarar
taramali elektron mikroskobu gérintilerinde belirgin bir sekilde gériimugtar.

Anahtar Kelimeler: Havug, Kurutma, Ultrases, On islem, Matematiksel modelleme

Effect of Ultrasound Pre-Treatment on Drying Characteristics of Carrot Slices
ABSTRACT

The effects of ultrasound pre-treatment prior to hot air drying on drying characteristics of carrot slices were
investigated. For pre-treatments an ultrasonic generator with 20 kHz frequency connected to an ultrasonic probe was
used, time and amplitude values were chosen as 20, 40, 60 minutes, and 55 or 100%, respectively. The air velocity
was 0.3 m/s and the drying air temperatures were selected as 50 and 60°C. Drying time of carrot slices decreased,
and drying rate increased by the application of ultrasound pre-treatment with increasing pre-treatment time and
amplitude. The Page and Modified Page models were the most suitable models for describing the drying
characteristics of carrot slices. Tissue damage occurred by increasing the amplitude of ultrasound was observed
clearly in scanning electron microscopy images of dried samples.

Keywords: Carrot, Drying, Ultrasound, Pre-treatment, Mathematical modelling

GIRIS metottur. Kurutulmus havuglarin gorba, sos, hazir 6gin

ve saglkli atistirmalik Uretiminde kullanimi yiksek
Havu¢ (Daucus carota L.) hos aromasi, yuksek Iif, karetonoid iceriklerinin son yillarda fark edilmesine bagl
vitamin, antioksidan igerigi ve birgok sagliga faydal olarak giderek artmaktadir 3, 4].

etkisi ile insan beslenmesinde taze ve kurutulmus olarak

yaygin sekilde tiiketilen sebzelerden biridir [1, 2]. Yas Kurutma es zamanh olarak gergeklesen isi ve kiitle
bazda yaklasik olarak %90 su iceren havucun uzun transferine bagli olarak gidadan suyun uzaklastiriimasi
sureli muhafazasi ve kullanimi igin kurutma uygun bir olarak tanimlanan en eski ve yaygin gida muhafaza
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yontemlerinden biridir [5-7]. Kurutma islemiyle hasat
sonrasi kayiplar azaltildidi gibi kurutulmus Uranler direkt
olarak tuketilebilmekte veya gida Uretim proseslerinde
kullaniimaktadir [8]. Glnlimuzde yeni kurutma teknikleri
Uzerine galismalar yapilmaktadir ve bu yeni tekniklerden
biri de ultrases enerjisinin kullanimi olmustur.

Yuksek siddetli ses alani yani ultrases etkisiyle bir
materyalden suyun uzaklastirimasi islemine ‘akustik
kurutma’ denir [9]. Ultrases enerijisi; ylksek genlikteki
titresimler sayesinde gida icindeki i1s1 ve kitle transferini
konsantrasyon gradyaninda, difizyon katsayilarinda ve
sinir tabakalarinda degisimler meydana getirerek
artirmaktadir ve bu 6zelligi ile de gidalarin
kurutulmasinda kullanim olanagr sunmaktadir [10].
Ultrases enerjisi tek bagina uygulanabildigi gibi sicak
hava, i1sinlama, dondurularak kurutma, yiksek basing,
ozmotik kurutma gibi farkh kurutma yontemleri birlikte es
zamanli veya On islem sirasinda uygulanabilmektedir
[11].

Literatirde havucun es zamanl uygulanan ultrases
destekli konvektif kurutulmasi [12-14], ultrases enerjisi
ile vakum kurutma tekniginin kombine edilmesi [3],
ultrases destekli dondurularak kurutma [15], ultrasonik
destekli osmotik kurutma 6n iglemi sonrasi sicak hava
ile kurutma [4, 16], sicak hava ile kurutma oncesi
ultrasonik banyo ile 6n islem [17] calismalarina
rastlanmistir. Bu calismada ise silindirik havug 6rnekleri
ultrasonik prob ile su igerisinde 6n islem uygulandiktan
sonra sicak hava ile kurutulmustur.

Calismanin amaci sicak hava ile kurutulmasi 6ncesinde
uygulanan ultrases 0On isleminin havucun kuruma
karakteristikleri Uzerine etkisini belirlemek, kurutma
davranisini modellemek ve havu¢ dokusunda meydana
gelen degisimleri gdzlemlemektir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Bu galismada materyal olarak kullanilan havug ornekleri
Denizli piyasasindan temin edilmis ve érnekler kurutma
denemelerinde kullanilincaya dek +4°C’de buzdolabi
kosullarinda bekletilmistir.  Ornekler baslangic nem
iceriklerinin  belirlenebilmesi igin  105°C sicakliktaki
etivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur.
Ornekler kurutma isleminden 6nce elektronik sebze
dograyici (Moulinex Fresh Express, Moulinex, Ecully,
Fransa) ile sabit gap (3.2 cm) ve kalinlikta (0.5 cm)
silindirik olarak dilimlenmistir.

Metot
Ultrases On iglemi

On iglemler; 1:4 (w/w) Uriin/su oraninda 400 mL’lik
beher igerisinde 25°C’de saf su ile 20 kHz frekansta
¢alisan Bandelin marka (Sonoplus HD 2200, Bandelin
Berlin, Almanya) ultrases cihazinin TT13 numarali
titanyum ucu kullanilarak gergeklestiriimistir. Ultrases 6n
islemi icin kullanilan sire ve genlik degerleri sirasiyla
20, 40, 60 dakika ile %55 ve %100 olarak secilmistir.

Kurutma Denemeleri

Kurutma denemeleri Yiicebas Makine Tic. Ltd. $ti.
(Izmir) tarafindan uretilip, béliim laboratuvarina kurulan
tepsili kurutma kabininde gerceklestirilmistir. Ornekler iki
farkli kurutma sicakliginda (50 ve 60°C) ve 0.3 m/s hava
hizinda sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur.
Kurutma suresince orneklerdeki agirlik degisimleri ilk
yarim saat icin her bes dakikada bir, daha sonra her 30
dakikada bir kaydedilmistir. TUm denemeler 2 paralel ve
2 tekerrirlii olarak gergeklestirimistir. On islem ve
kurutma kosullari ile 6rnek kodlari Tablo 1'de
sunulmustur.

Matematiksel Modelleme
Havug orneklerinin nem igerigi (Denklem 1), boyutsuz

nem orani (Denklem 2) ve kuruma hizi (Denklem 3)
asagidaki gibi hesaplanmistir.

- KM
M= ~— €
MR = —:;:’; )
DR — My de — Mt (3)

dt

Burada, M: herhangi bir t anindaki nem igeridi (g su/g
kurumadde), m 6rnegin agirhgi (g), KM érnegin igerdigi
kurumadde miktari (g), Me denge anindaki nem icerigi (g
su/g kurumadde), Mo baslangic nem iceridi (g su/g
kurumadde), Muat herhangi bir t+dt anindaki nem igerigi
(g su/g kurumadde), t kuruma zamani (dakika) olarak
tanimlanmigtir [5]

Uriinlerin kurutulmasi sirasinda elde edilen nem orani
degerlerinin  kuruma zamani ile degisimini iceren
deneysel verilerin Tablo 2'de yer alan bes ince tabaka
kuruma modeline uygunlugu arastirilmistir.

Tablo 1. On islem ve kurutma kosullari ile 6rnek kodlari

Ultrasonik On islem Kosullari

Ornek Kodu Siire (dakika) Genlik (%) Kuruma Sicakligi (°C)
50°C kontrol - - 50
50°C-20 dakika-%55 genlik 20 55 50
50°C-40 dakika-%55 genlik 40 55 50
50°C-40 dakika-%2100 genlik 40 100 50
50°C-60 dakika-%55 genlik 60 55 50
60°C kontrol - - 60
60°C-40 dakika-%55 genlik 40 55 60

12
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Tablo 2. Deneysel verilere uygunlugu arastirilan matematiksel modeller

Model No  Model ismi Model denklemi Kaynaklar
1 Lewis MR = exp (-kt) [5]
2 Henderson-Pabis MR = a exp (-kt) [18]
3 Page MR = exp (-kt") [19]
4 Modifiye Page MR = exp (-(kt)" [6]
5 Logaritmik MR =aexp (-kt) + ¢ [20]

istatistiksel Analizler

Havug o6rneklerinin kuruma kinetigini en iyi agiklayan
modelin belirlenmesinde korelasyon katsayisi (R?),
tahmini standart hata (RMSE) ve indirgenmis ki-kare (x?)
degerleri kullaniimistir.

RMSE ve y? degerleri Denklem 4 ve 5 kullanilarak
hesaplanmistir.

1
L 172
RMSE = [; E ] 1(MRtahmini,i - MRdeneysel,i) ] (4)
i=

N
2
Zi_l(MRdeneysel,i_MRtahmini,i)

N-n

2:

X 5)

Burada N deneysel veri sayisi, n kullanilan modeldeki
katsayi sayisi olarak tanimlanmistir [21]

Doku Degisimi
Ultrasonik 6n islemin havug dilimlerinin mikro yapisinda

meydana getirdigi degisimler FEI Quanta 250 FEG
taramali elektron miksroskobu (SEM) ile 250%, 1000x,

5000% buyldtme oranlarinda goruntiler alinarak
g6zlemlenmistir.
BULGULAR ve TARTISMA

Kuruma Karakteristikleri

Havug orneklerinin kuruma karakteristiklerinin
belilenmesi amaciyla nem oranin kuruma zamanina
bagl degisimi ile kuruma hizinin nem oranina bagli
degisiminin grafikleri incelenmistir (Sekil1-3).

Ultrasonik On islem Siiresinin Etkisi

%55 genlikteki ultrases ile farkli strelerde on isleme tabi
tutulduktan sonra 50°C’de kurutulan o6rnekler ile 6n
isleme tabi tutulmadan 50°C’de kurutulan kontrol
orneg@inin kuruma egrileri Sekil 1'de verilmigtir. Genel
olarak, ultrasonik ©6n islem sdresi artttkga havug
orneklerinin kuruma sdireleri azalmig ve kuruma hizlari
artmistir. Kurumanin 150. dakikasinda kontrol drnegi
0.20 nem oranina sahip iken bu oran 20, 40 ve 60
dakika sureyle %55 genlikteki ultrases 6n islemine tabi
tutulmus 6rnekleri igin sirasiyla 0.15, 0.16 ve 0.05 olarak
tespit edilmistir (Sekil 1A). 60 dakika sureyle ultrasonik
on isleme tabi tutulmus havug érneginin kuruma hizi, 0.2
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nem oraninda kontrol rnegi ile kiyasladiginda yaklagik
olarak 2 kat artmistir (Sekil 1B). Ultrasonik 6n islem
suresinin kurutma performansini arttirdigi daha &énceki
calismalarda ananas [22] ve patates [23] i¢in de
bildirilmigtir.

Ultrases Genliginin Etkisi

Ultrases genliginin etkisinin belirlenmesi icin Orneklere
40 dakika boyunca %55 ve %100 olacak sekilde farkli iki
genlikte 6n islem uygulanmis ve sonrasinda o6rnekler
50°C sicaklikta kurutulmustur. Ultrases genliginin
artmasi ile kuruma suresinin kisaldigi, en hizl
kurumanin 40 dakika slreyle %100 genlikteki ultrases
on islemine tabi tutulmus havug 6rneklerinde meydana
geldigi tespit edilmistir. Diger yandan 0.16 nem oranina
40 dakika slreyle %55 ve %100 genlikteki ultrases 6n
islemine tabi utulmus dérnekler sirasiyla kurumanin 150.
ve 120. dakikalarinda ulagsmislardir. Bu orana kontrol
ornegi ise 170. dakikada ulasmistir (Sekil 2A).

Kurutmanin baglangicinda 40 dakika sureyle %100
genlikteki ultrases ©6n islemine tabi tutulmus havug

drneginin kuruma hizi (0.1107 g su/g
kurumadde.dakika); kontrol (0.0487 g su/g
kurumadde.dakika) ve %55 genlikteki ultrases ©n

islemine tabi tutulmus 6rnegin kuruma hizinin (0.0537 g
su/g kurumadde.dakika) yaklasik iki kati olarak
gOzlemlenmis, kurutmanin ilerleyen asamalarinda bu
fark azalmistir (Sekil 2B).

Kurutma Sicakhginin Etkisi

Kurutma sicakliginin 6n islem uygulanmamis kontrol
ornegdinin ve 40 dakika %55 genlikte ultrases 6n islemi
uygulanmis drneg@in kurutma egrilerine etkisi Sekil 3'te
verilmigtir. Sekil 3A  incelendiginde kurutma
sicakligindaki  artisgin ~ kuruma  suresini  kisalttig
gorulmektedir. Kurutmanin 120. dakikasinda 50 ve 60°C
kontrol drneklerini nem oranlar sirasiyla 0.29 ve 0.14
olarak tespit edilmigtir. Diger yandan kurutma sicakhgi
ultrasonik 6n igleme tabi tutulmus &6rnekler igin kontrol
orneklerine kiyasla kuruma suresi Uzerine daha etkili
oldugu bulunmustur. Ornegin; 40 dakika sireyle %55
genlikte ultrases ile on isleme tabi tutulduktan sonra
50°C’de kurutulan 6rnek igin 120. dakikadaki nem orani
0.26 iken 60°C’de kurutulan érnek igin 0.05'tir. On islem
uygulanmis ve uygulanmamis havug¢ Orneklerinde,
kurutma sicakhginin 50°C’den 60°C’ye yukselmesiyle
kuruma hizlari yaklasik olarak 2 kat artmistir (Sekil 3B).
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Sekil 1. %55 genlikte ultrasese farkli 6n islem sirelerinde tabi tutulmus havug¢ Orneklerinin kuruma
egrileri; A) Nem oraninin kuruma zamanina bagli degisimi, B) Kuruma hizinin nem oranina bagh

degisimi
Matematiksel Modelleme

Farkh kosullarda ultrasonik 6n igleme tabi tutulmus
havug orneklerinin tepsili kurutma firininda kurutulmasi
sirasinda elde edilen nem orani degerlerinin kuruma
zamani ile degisimini iceren deneysel veriler bes ayr
ince tabaka kurutma modeli ile modellenmigtir.
Matematiksel modellere ait katsayl ve sabitleri ile
istatistiksel veriler Tablo 3'te verilmistir. Elde edilen
verilerden, yiiksek R? ile dislk y> ve RMSE degerlerine
sahip Page ve Modifiye Page modellerin havug
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orneklerinin kuruma kinetigini agiklayan en iyi modeller
oldugu saptanmigtir. R?, > ve RMSE degerleri Page ve
Modifiye Page modeller icin sirasiyla 0.9856-0.9982,
0.0003-0.0028 ve 0.0037-0.0141 araliginda
bulunmustur. Benzer sekilde, havucun 50, 60, 65,
70°C’lerde kabin kurutucuda sicak hava ile kurutuldugu
diger bir galisma ile [1], direkt ultrases ile kurutuldugu
c¢alismada da kuruma kinetigini en iyi sekilde ifade eden
modelin Page model oldugu rapor edilmigtir [9].
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Sekil 2. 40 dakika sureyle farkli genliklerde ultrases 6n islemine tabi tutulmus havug drneklerinin
kuruma egrileri; A) Nem oraninin kuruma zamanina bagl degisimi, B) Kuruma hizinin nem oranina

bagl degisimi
Doku Degisimi

On iglem uygulanmamig, 20 dakika slreyle %55 ve
%100 genlikteki ultrases o©n islemine tabi tutulup
50°C’de kurutulmus havug érneklerinin taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmis ve havug¢ Orneklerinin
dokusunda meydana gelen degisim Sekil 4'de
verilmistir. On islem uygulanmamis havug érneginde, 6n
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isleme tabi tutulmus Orneklere gore hicre butlinligunin
korundugu tespit edilmistir. Ultrases etkisiyle olusan
kavitasyonun sonucunda hiicre yapisinda bozulma ve
parcalanmanin gerceklestigi, ayrica artan genlikle
birlikte siddeti artan kavitasyonun hticrelerde uzama ve
yassilasma meydana getirdigi saptanmistir. Benzer
sonuglar elma [24], papaya [25] ve ananas [22] igin de
belirtilmigtir.
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Sekil 3. Farkli kuruma sicakliklarinda kurutulan havug orneklerine ait kuruma egrileri; A) Nem
oraninin kuruma zamanina bagh degisimi, B) Kuruma hizinin nem oranina bagl degisimi
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Tablo 3. Kurutulmus havu¢ Ornekleri igin kullanilan modellerin istatistiksel parametreleri ve model

katsayilari
Ornek Kodu  Model No Model Katsayilari R? RMSE X2
1 k =0.0100 0.9558 0.005262  0.000583
k =0.0097 a =1.0805 0.9590 0.009818 0.002142
50°C kontrol k = 0.0062 n =1.0929 0.9943 0.003813 0.000323
k = 0.0096 n =1.0929 0.9943 0.003813 0.000323

k =0.0182 a=1.4368 c=0.0309 0.9750 0.038520 0.034913

k =0.0139 0.9688 0.018159  0.005299
50°C k=0.0150 a=1.1782 0.9590 0.018981  0.006235

20 dakika k=0.0049 n=1.1887 0.9958 0.005036  0.000439
955 genlik k=0.0114 n=1.1887 0.9958 0.005036  0.000439
k=0.0151 a=1.1790 c=0.0004 0.9683 0.019166 0.006887

k=10.0125 0.9711 0.013907 0.002916

50°C k=0.0134 a=1.1090 0.9796 0.012872  0.002706

40 dakika k=0.0052 n=11704 0.9982 0.005119  0.000428
%55 genlik k=0.0111 n=1.1704 0.9982 0.005119  0.000428
k=0.0143 a=11123 ¢c=0.0164 0.9718 0.015111 0.004069

k =0.0141 0.9805 0.011733  0.001802

50°C k=0.0148 a=1.0574 0.9854 0.011245  0.001821

40 dakika k=0.0120 n=1.0140 0.9896 0.011309  0.001842
%100 genlik k=0.0128 n=1.0140 0.9896 0.011309  0.001842

k =0.0165 a=1.0402 c=0.0364 0.9782 0.013981 0.003128

k =0.0132 0.9793 0.012697  0.002111

50°C k=0.0139 a=1.0522 0.9839 0.012236  0.002156

60 dakika k=0.0122 n=0.9937 0.9856 0.014096  0.002861
%55 genlik k=0.0119 n=0.9937 0.9856 0.014096  0.002861
k=0.0148 a=10383 ¢c=0.0236 0.9800 0.013718 0.003011

k =0.0101 0.9364 0.016628  0.005821

a=14128 k=0.0088 0.9708 0.067927  0.102536

60°C kontrol k=0.0181 n=0.9162 0.9930 0.008962  0.001781
k=0.0125 n=0.9162 0.9930 0.009002  0.001801

a=1.0159 k = 0.0200 c=0.0497 0.9914 0.007112 0.001180

k=0.0181 0.9823 0.012156 0.001788

60°C k =0.0192 a=1.0618 0.9886 0.011295 0.001715
40 dakika k =0.0139 n = 1.0406 0.9921 0.010018 0.001349
% 55 genlik k =0.0167 n = 1.0406 0.9921 0.010018 0.001349

ga A W N RO B WODN RO & WODN PP O BB ODN P OGO BB ODN P OGO BB ODNPFP OGO BB DN

k =0.0201 a=1.0531 c=0.0174 0.9862 0.012682 0.002433
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B...
C...

Sekil 4. 50°C’de kurutulmus havug Orneklerine ait SEM goruntuleri: i) 250x%, ii) 1000x%, iii) 5000% buyttme
oranlari; A) 6n islemsiz, B) 20 dakika sireyle %55 genlikteki ultrases 6n islemine tabi tutulmus, C) 20 dakika
sureyle %100 genlikteki ultrases 6n iglemine tabi tutulmus drnekler.

SONUG

Sicak hava ile kurutma éncesinde uygulanan ultrases 6n
isleminin havucun kurutma karakteristikleri tGzerine etkisi
arastinimis ve artan 6n iglem suresi, ultrases genligi ve
kurutma sicakhgi ile kuruma suresinin kisaldigi, kuruma
hizinin ise arttigi tespit edilmistir. Havucun kuruma
kinetigini en iyi aciklayan modeller Page ve Modifiye
Page modeller olmustur. Ayrica ultrases genliginin
artmasi ile havug o6rneklerinin dokusundaki degisimin
arttigr gézlemlenmistir.
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Ceviz (Juglans regia L.) saglik ve beslenme agisindan ¢ok degerli yagli tohumlardan biridir. Diinya ceviz Gretiminde ilk
siralarda yer alan Ulkelerden Gin, iran ve ABD’den sonra 180.000 tonluk retimiyle Tiirkiye gelmektedir. Ceviz zengin
besleyici 6gelere sahip olmakla birlikte saglik Gzerine faydali 6zellikleri bakimindan da 6nemi artarak anlasilan bir
drtindir. Cevizin i¢ kisminin dnemi bilinmekle birlikte ceviz kabugu genellikle atiimaktadir. Bu galismanin amaci, farkl
¢ozgenler kullanilarak kurutulmus yesil ceviz kabuklarindan ekstraktlar elde edilmesi ve bu ekstraktlarin biyoaktif,
antimikrobiyal 6zelliklerinin ve antioksidan kapasitesinin belirlenerek Fourier dontusimli kizilétesi (FT-IR)
spektroskopisi ile tahmin edilmesidir. Farkli ekstraktlarin toplam fenolik madde ve antioksidan aktiviteleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farkliik bulunmustur (P<0.05). Antimikrobiyal analiz sonuglarina gore ceviz kabuklarinin
sulu ekstraktlari Staphylococcus aureus bakterisi tGzerine etkinligi daha fazla bulunmustur. FT-IR spektral verinin kismi
en kuglk kareler (PLS) regresyon analizi sonucunda elde edilen tahmini ve &lgllen toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite degerlerinin agiklama (belitme) katsayisi >%97, kalibrasyon ve capraz gecerlilik hatalarinin
ortalama karekdklu degerleri 3.03 ile 5.35 araliginda bulunmustur. Elde edilen bulgular PLS analizi ile olusturulan
modellerin iyi tahmin etme kapasitesine sahip oldugunu goéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yesil ceviz kabudu, Ekstraksiyon, infrared spektroskopi, Kemometri

Prediction of Bioactive Properties of Walnut Green Husks Using FT-IR Spectroscopy

ABSTRACT

Walnut is a widely consumed, nutritive and healthy crop in the world. China, the US, and Iran are the leading
countries of walnut production, and Turkey is among the main producers ranking fourth with 180.000 tons of
production rate. Walnut green husk is a valuable agricultural by-product that is commonly used in traditional medicine
for alleviating pain and treating skin diseases related to its antioxidant properties and health benefits. This study
aimed to find the effect of solvent type on extraction of bioactive compounds and to predict the extraction effects in
rapid and reliable method such as Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy. Solvent efficiency was evaluated
using different polarity solvents such as water, methanol, ethanol, acetone and aqueous solutions of methanol,
ethanol and acetone for the extraction of walnut green husks. Analysis of variance results revealed that there was a
significant difference among the total phenolic contents and antioxidant activities of different extracts. Antimicrobial
activity analysis demonstrated that water extracts showed higher activity against Staphylococcus aureus. According to
the results of partial least squares (PLS) regression analysis to predict the total phenol content and antioxidant
capacity of extracts, R? values of calibration and cross validation models were higher than 97% with root mean square
error of calibration (RMSEC) and root mean square error of cross validation (RMSECYV) values ranging from 3.03 to
5.35. It can be concluded that PLS models had high predictive capability.

Keywords: Green walnut husks, Extraction, Infrared spectroscopy, Chemometrics
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GiRiS

Ceviz (Juglans regia L.), Juglandaceae familyasi ve
Juglans cinsinde yer almaktadir. Juglans cinsine ait olan
turler icerisinde ozellikleri tanimlanmis ve yuksek kaliteli
meyveye sahip olan tur J. regia olarak belirlenmistir.
Dinyadaki ceviz Uretimi 1.5 milyon tonun Uzerindedir.
Diinya ceviz lretiminde ilk siralarda Cin, ABD ve iran
yer almaktadir [1, 2]. Tirkiye 180.000 tonluk Uretimiyle
diger meyve tirlerinde oldugu gibi cevizin de
anavatanlari arasinda bulunmaktadir [2]. Ceviz saglik ve
beslenme bakimindan ¢ok énemli bir Grindir. Ceviz
agacinin  yan dUrunlerinin  birgok uygulama alani
bulunmaktadir. Yesil ceviz kabuklari, g¢ekirdekleri, i¢
kabuk ve vyapraklari kozmetik ve ilag sanayisinde
kullaniimaktadir [3]. Ceviz yan Urunlerinin  fenolik
karakterizasyonu Uzerine bir¢gok ¢alisma bulunmaktadir
[4, 5]. Fenolik bilesiklerden juglone bitliin ceviz ve yan
urinlerinde bulunmaktadir ve antimikrobiyal etkisinin
oldugu bilinmektedir [3]. Bitkisel yan drlnler
antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilabilmektedir [6, 7].
Tuketicilerin  kimyasal koruyuculari kullanmayi tercih
etmemeleri gibi nedenlerle dogal antimikrobiyal
maddelerin kullanimina olan ilgi artmistir. Bu nedenle,
ceviz ve yan JUrUnlerinin ve atik Grtnlerinin dogal
antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak kullanimi
artinimalidir ve 6énemi vurgulanmaldir. Gidalardan elde
edilen maliyeti disuk atik Grtnlerin tekrar kullaniimalari
cevresel ve ekonomik yararlari agisindan énemlidir.

FT-IR  spektroskopisi  6rneklerin  makromolekiiler
yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin titresimlerinden
kaynaklanan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel
farkliliklarin belirlendigi bir ydntemdir. Spektral data,
analiz edilerek Kkalitatif ve kantitatif olarak pik
pozisyonlarindaki degisimler, bant genisliklerindeki ve
bant yogunluklarindaki degisimler incelenerek analiz
edilen 6rnek hakkinda yapisal bilgiler ediniimektedir.
FTIR spektroskopisi, 6rnek yapisina zarar vermeden,
hizh, kolay uygulanabilen ve hassas bir ydntem olmasi
bakimindan avantajlidir [8]. FT-IR biyolojik sistemlerin
analizinde molekuler degisimleri izlemek icin de
kullanilan bir yontemdir. Elde edilen veriler fonksiyonel
gruplara yakin veya ayni seviyedeki yaglar,
karbonhidratlar ve nukleik asitler gibi hucresel
bilesiklerdeki degisimlerin belirlenmesi icin kullanilabilir
[9, 10]. FT-IR ile madde igerisindeki molekil ve
atomlarin infrared 15131 absorpsiyonu ve spektral veri
tabanlari ile kargilastiriimasi ile tanimlanan parmakizine
benzer spektrumlar elde edilir [11]. FT-IR ydnteminin
¢cok degiskenli data analiz yontemleri ile birlikte gidalarin
siniflandiriimasinda ve kalite kontrolinde kullanilabilme
potansiyeli bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda FT-IR
yontemi gidalarda tagsis analizlerinde [12, 13],
meyvelerin  organik asit ve seker igeriginin
belilenmesinde [14], zeytinyad! analizlerinde [15, 16,
17], meyvelerin polifenol igeriklerinin belirlenmesinde
[18] kullaniimigtir. Ceviz yaginin  kullanildigr  bir
calismada, FT-IR analizi ceviz yaginin
karakterizasyonunda ve soya yagi ilave edilerek tagsisin
tespitinde kullaniimis ve FT-IR yontemi ile %10 saptama
limitinde soya yagi tagsisi tespit edilebilmistir [19]. Ceviz
atiklarinin ya da yan artnlerinin FT-IR ile analiz edildigi
bir gcalismaya rastlanmamaisgtir.
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Bu calismada, FT-IR yonteminin farkli ¢ézgenler
kullanilarak elde edilen yesil ceviz kabugu ekstraklarinin
toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi gibi
biyoaktif &zelliklerinin tahmin edilmesinde hizli ve
guvenilir bir ydntem olarak kullaniima potansiyeli
arastirlmistir.

MATERYAL ve METOT
Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan 2016 yili mahsuli olan yesil
cevizlerden (Juglans regia L.) elde edilen ceviz
kabuklari kuru olarak temin edilmis, ekstraksiyon
isleminden Once karistirici yardimiyla 6gutdimugtar.
Sulu ekstraktin hazirlanmasi sirasinda, 200 g’lik 6rnek
icerisinden 5 g toz 6rnek tartilarak 250 mL kaynamis su
icerisinde 45 dakika stresince karistiriimis ve Whatman
no:4 filtre kagidi kullanilarak filtre edilmigtir. Metanol,
etanol, aseton, metanol-su %50 (v/v), etanol-su %50
(v/v), ve aseton-su %50 (v/v) ekstraksiyonu igin 1.5 g
ornek tartilarak 25 mL ¢ozgen igerisinde 45 dakika oda
sicakliginda karistirimis ve Whatman no:4 filtre kagidi
kullanilarak filtre edilmistir. Cdzgenler vakum altinda
Bichi R-210 marka rotary evaporator igerisinde 80°C’de
ucurulmus ve ekstraktlar su igerisinde 50 mG/mL son
konsantrasyon olacak sekilde ¢ézindurilmis ve 4°C’de
saklanmistir. Ekstraksiyon islemi 2 paralel olarak
gerceklestirilmigtir [20].

Toplam Fenolik Madde Miktari Tayini

Kurutulmus yesil ceviz kabuklarinda toplam fenolik
madde miktari Singleton ve Rossi [21] tarafindan
bildirilen  yontemin  degistirilerek  kullaniimasiyla
belirlenmigtir. Farkli ¢b6zgenler ile ekstrakte edilen
orneklerden 1 mL alinarak tzerine 2 mL (%7,5 wiv)
sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 1 mL %10luk Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edilmis ve 90 dakika karanlik
ortamda bekletildikten sonra c¢Ozeltilerin absorbans
degerleri 765 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazi
(Cary 60, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) ile
Olgulmistur. Standart ¢ozelti igin 0-100 mg/L arasinda
hazirlanan gallik asit ¢ézeltileri kullaniimistir. Orneklerin
toplam fenolik madde miktari standartlardan elde edilen
kalibrasyon grafigi (R?=0.99) kullanilarak hesaplanan
sonuglar mg gallik asit esdegerligi (GAE)/L olarak
hesaplanmistir [20].

Antioksidan Aktivite Tayini

Kurutulmus yesil ceviz kabuklarinda antioksidan aktivite
analizleri, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radikalinin mor renginin acilmasina dayanan ydnteme
goOre yurGtdlmistar [22]. Analiz igin 0.3 mL ekstrakt
alinarak 2.7 mL metanol icerisinde hazirlanan DPPH
gOzeltisi (6x107° M) igerisine eklenmistir. Cozelti 60
dakika karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda
bekletilmig, inkiibasyon sonunda 517 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Cary 60 UV-Vis spektrofotometre

cihazi (Agilent Technologies, Santa. Clara, CA)
kullanilarak  6lgulmustir.  Orneklerin  antioksidan
kapasitesi  Troloks standardindan elde edilen
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(R?=0.99) yardimiyla hesaplanarak
(TE)L olarak

kalibrasyon grafigi
sonuglar pmol Troloks esdegerligi
verilmistir.

Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Kurutulmus yesil ceviz kabugu orneklerinin
antimikrobiyal  aktiviteleri agar difizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 test mikroorganizmalari olarak
kullanilmistir.  Bakteriler triptik soy agar Uzerinde
35°C’da 18-24 saat inkiibasyon sonunda aktiflestiriimis
ve bakteri ¢Ozeltisinin bulanikhidr 0.5 McFarland birimi
olacak sekilde steril tuzlu su c¢ozeltisi kullanilarak
ayarlanmistir. 0.5 McFarland birimine denk olan koloni
sayis| triptik soy agar besiyerine ekim yapilarak 35°C’de
18-24 saat inklibasyon sonucunda belirlenmistir. Bakteri
kiltirleri 45-50°C’ye sogutulan Muller Hinton Agar
icerisine %1 oraninda inokule edilmistir. Ceviz kabugu
ekstraktlant 0.22 pum gdzenek c¢apindaki membran
filtrelerden gegirilerek steril hale getirilmistir. Besiyeri
Uzerinde acilan kuyucuklar igerisine hazirlanan
ekstraktlar 20 pl olacak sekilde eklenmistir. 35°C for 18-
24 saat inkubasyon sonunda zon c¢aplari ol¢giimugstir
[23].

FT-IR Analizleri

FT-IR analizleri i¢in 6rneklerden 25 pL alinarak kristal

ATR  (Attenuated Total Reflectance) Uzerine
damlatiimistir.  FT-IR absorpsiyon spektrumu FT-IR
spektrometresi  (Perkin-Elmer  Spectrum  Two™,

Waltham, MA, ABD) kullanilarak 4,000 ve 450 cm™
dalga boyu araliinda, 0.5 cm™ spektral rezolusyonda
ve 4 tarama sayisi sonucunda elde edilmistir. Her bir
Ornek icin en az 3 spektrum elde edilmigtir.

Sonuglarin istatistiksel
Analizler

Degerlendiriimesi ve

Analiz sonugclari Minitab17 (Minitab Inc., State College,
ABD) istatistik programi kullanilarak ANOVA testi ile
ornekler arasindaki farkliliklarin 6nem derecesi Fisher'in
en kuguk anlamh fark (LSD) yontemi ile P<0.05
dizeyinde belirlenmistir. PLS regresyon analizleri
SIMCA paket programi (Umetrics, isveg) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. FT-IR spektral datasinin 3000-950
cm? arasinda taranan tim bolgeler analiz igin
kullanilmistir. Spektral data kullanilan program ile
otomatik olarak standardize edilmis ve ortalama
merkezilestirilmigtir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Orneklerin Biyoaktif ve

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal

Yapilan analiz sonuglarina gore kurutulmus yesil ceviz
kabugu ekstraktlarinda ¢ézgen tipine gore toplam fenolik
madde miktari 146.30 — 44.04 mg GAE/L degismektedir.
Ceviz kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlari ve antioksidan aktiviteleri Tablo 1’de
verilmigtir. Sonuglara gére en yuksek toplam fenolik
madde miktari su ile elde edilen ekstraktlarda
bulunmustur. DPPH aktivite sonuglarina gore en yuksek
antioksidan aktivite aseton ile en disik aktivite metanol
ile yapilan ekstraktlarda elde edilmistir. Toplam fenolik
madde miktari tayinine gore ise en yuksek toplam
fenolik bilesik miktari su ile yapilan ekstraktlarda, en
distk toplam fenolik bilesik miktari ise metanol ile
yapilan ekstraktlarda elde edilmistir. Calismamizda
toplam fenolik madde miktari ceviz kabuklarinin su
ekstraktlarinda Fernandez Agullé ve ark. [20] tarafindan
bildirilen galismada bulunan sonuglardan daha yuksek
bulunmustur. Ayni c¢alismada bildirilen antioksidan
aktivite sonuglarina gore su ekstraktlarinin DPPH
aktivite sonuglari galismamizda buldugumuz sonuglar ile
paralellik gostermis fakat etanol ve metanol
ekstraktlarinin  sonuglar calismamizda daha dusuk

bulunmustur. Genel olarak toplam fenolik bilesik
miktarlari ile antioksidan aktiviteleri iligkili ¢ikmistir.
Antimikrobiyel  aktivite analizleri sonucunda su

ekstraktlarinin diger esktraktlara gore daha yiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. S.
aureus bakterisinin test edilen diger mikroorganizmalara
gore antimikrobiyal aktivite degerlerine gore ceviz
kabugu ekstraktlarina karsi daha hassas oldugu tespit
edilmigtir.  Ajaiyeoba ve Fadare [24] vyaptiklari
calismada, Afrikan cevizinin kabuk, yaprak, i¢ kismi gibi
farkli  kisimlarinin  metanol, hekzan, kloroform
ekstraktlarinin  antibakteriyel ve antifungal etkilerini
incelemigler ve Gram pozitif bakteriler (zerine
antimikrobiyal etkinin daha fazla oldugunu ve
konsantrasyona bagli olarak antimikrobiyal etkinin
degistigini bildirmiglerdir. Test edilen mikroorganizmalar
Uzerine en fazla antimikrobiyal etki yaprak ekstraktinda
bulunmustur. Fernandez Agullé ve ark. [20] tarafindan
gerceklestirilen bir calismada, farkli ¢bzgenlerin yesil
ceviz kabuklarinin antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikleri Gzerine durulmustur. Su, metanol, etanol ve
%50 metanol c¢ozeltileri denenmistir.  Antioksidan
Ozelliklerin  konsantrasyona bagli olarak degistigi
bildirilmis, antimikrobiyal aktivitenin Gram pozitif
bakteriler Uzerine daha fazla oldugu sonucu elde
edilmigtir. Calismamizin antimikrobiyal aktivite analizleri
sonucunda bildirilen ¢alisma ile paralel olarak en ylksek
aktivite S. aureus Uzerine bulunmustur. Pereira ve ark.
[4] tarafindan bildirilen bir galismada farkl cesit ceviz
yapraklarinin ~ fenolik  bilesikleri, antioksidan ve
antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Ceviz yapraklarinin
yuksek  antioksidan  aktiviteye sahip  olduklari
saptanmistir.  Yapraklarin  antimikrobiyal  aktivite
analizleri sonucunda Gram pozitif bakteriler Uzerine
antimikrobiyal etkilerinin yiksek oldugu ve en hassas
olan bakterinin Bacillus cereus oldugu sonucu elde
edilmigtir.



Tablol. Ceviz kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari ve antioksidan aktiviteleri

Antioksidan Toplam Fenolik Antimikrobiyel Aktivite
. Aktivite Madde Miktari [inhibisyon alanlari (mm)]
Cozgen Adi -
DPPH (mg GAE/L) Staphylococcus  Escherichia  Psudomonas
(% inhibisyon) aureus* coli* aeruginosa**
Su 69.57°¢ 146.30° +++ + -
Etanol 1.74° 70.56¢ - - -
Metanol 0.51f 44.04° - - -
Aseton 83.282 122.53¢ ++ - -
Etanol-su (%50) 78.38°¢ 117.33° ++ - -
Metanol-su (%50) 79.88° 123.92¢ +++ - +
Aseton-su (%50) 77.12¢ 137.54° ++ - -

*Antimikrobiyal aktivite igin zon inhibisyon alani >8,0 mm; (+),>10.00 mm; (++) ve >13.00 mm,; (+++) ile gosterilmistir.
&t Ayni kolondaki farkl harfler istatistiksel olarak énemli bir fark oldugunu gostermektedir (P<0.05).

FT-IR Analizleri

Bu c¢alismada FT-IR yontemi farkh ¢ozgenler
kullanilarak ekstrakte edilen kurutulmus yesil ceviz
kabuklarinin toplam fenolik madde miktarini, antioksidan

kapasitesini belilemede hizli ve guvenilir bir yontem
olarak kullanilabilirligi arastinilmistir. Calismamizda elde
edilen ekstraktlarin  FT-IR spektrumu Sekil 1'de
verilmigtir.

Absorbans

0,015

0,014

0,013

0,012

0,011

2950 2450 1950

Dalga boyu (cm™)

0,01

1450 950

Sekil 1. Ekstraklarin FT-IR spektrumu

Ekstraktlarin FT-IR spektroskopisi ile analizi sonucunda
elde edilen spektrumda sudan gelen pik 4000 ile 3000
cm?® dalgaboyu arasinda tespit edildiginden bu
dalgaboyu araldi istatistiksel analizlerden cikarilmis ve
3000 ile 950 cm?l dalgaboyu arasindaki bdlge
incelenmistir.  Spektrum incelendiginde 1630 cm®
dalgaboyunda gortlen keskin pik benzen halkasi olarak
tayin edilmekte [25], 1405 cm™'deki pik CHs asimetrik
deformasyonu nedeniyle olugsmaktadir [26]. 1200 ile 950
cm?® dalgaboyu arasindaki bdlge karbonhidratlardan
kaynakli fonksiyonel gruplari igermektedir [27]. C=C Uglu
baglari 2100 ile 2260 cm™ bolgesinde absorpsiyon piki
vermektedir [28].

PLS regresyon analizinden faydalanilarak FT-IR analiz
sonuglari ile ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ve
toplam fenolik madde miktarlari tahmin edilmeye
calisiimistir. Regresyon analizinde olusturulan
denklemin ne derece iyi bir tahminleyici oldugunu
belirleyen oran belirlilik katsayisi olarak ifade edilir ve R?
ile gosterilir. Olglilen toplam fenolik madde miktari ile
FT-IR verisi kullanilarak elde edilen tahmini toplam
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fenolik madde miktarlari birbirine karsi grafiksel olarak
gosterildiginde elde edilen regresyon egrisinin R? degeri
0.979 bulunmustur. FT-IR spektral verisinin PLS ile
analizi sonucunda elde edilen tahmini ve olglilen toplam
fenolik madde miktarlarinin birbirine karsi grafigi Sekil
2’de verilmistir. PLS modeli 5 bilesenle olusturulmustur.
R? degeri 1'e yakin oldugu igin modelin iyi bir
tahminleyici oldugu sdylenebilmektedir. RMSECYV degeri
5.35 olarak hesaplanmistr. RMSEC degeri 5.21
bulunmustur. Bu iki deger arasindaki fark kuguk
olmalidir ve 0’a yakin olmalidir. Bu ¢alismada bu iki
deger arasindaki fark 0.14 olarak hesaplanmigtir.
Olgllen antioksidan aktivite degerleri ile FT-IR verisi
kullanilarak elde edilen tahmin edilen antioksidan
aktiviteleri birbirine kargl grafiksel olarak gosterildiginde
elde edilen regresyon egrisinin R? degeri 0.993
bulunmustur. FT-IR spektral verisinin PLS ile analizi
sonucunda elde edilen tahmini ve ol¢lilen antioksidan
aktivite degerlerinin birbirine karsi grafigi Sekil 3'de
verilmistir. PLS modeli 5 bilesenle olusturulmus,
RMSEC degeri 3.03, RMSECV degeri 3.10 olarak
bulunmustur. Bu iki deger arasindaki fark 0.07 olarak
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hesaplanmistir. Antioksidan aktivite degerleri igin de R?
degerleri 1’e yakin oldugu igin olusturulan modelin iyi bir
tahminleyici oldugu sonucuna varilmaktadir. FT-IR
yontemi ceviz yaginda tagsisin belirlenmesi amaciyla
kemometrik yontemler ile birlikte uygulanmis, soya
yaginin ceviz yagindaki tagsis orani %5 limitte
belirlenebilmistir [19]. Lu ve ark. [25] tarafindan bildirilen
bir calismada sogan cesitlerinin toplam fenolik madde
miktari ve antioksidan aktiviteleri FT-IR spektroskopisi

ile tahmin edilmeye calisiimis R? degeri 0.95'den
yuksek, kalibrasyonun standart hata degeri 0.45
bulunmustur. Diger bir calismada FT-IR spektroskopisi
minimum islenmis ve depolanmis nar O6rneklerinin
mikrobiyolojik  kalitesini  tahmin  etmek amaciyla
kullaniimigtir. PLS regresyon analizi sonucunda R2
degeri 0.85'den buyik bulunmustur. RMSE degerleri
toplam canli sayimi igin 0.7, maya ve kuf sayimi igin
1.117 bulunmustur [29].
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Sekil 3. FT-IR spektral verisinin PLS ile analizi sonucunda elde edilen tahmini ve Olgllen antioksidan aktivite

degerlerinin birbirine karsi grafigi
SONUC

Bu calismada kullanilan farkli ¢ézgen cesitlerinin (su,
etanol, metanol, aseton ve etanol, metanol, asetonun
%50 sulu ekstraktlarinin) kurutulmus vyesil ceviz
kabuklarinin toplam fenolik madde igerigi, antioksidan
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kapasitesi ve antimikrobiyal aktivitesi Uzerine etkisi
arastinlmistir. Ayni zamanda FT-IR yonteminin hizli ve
glvenilir bir yontem olarak kullanilabilirligi
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gére, ¢ézgen
tipi degistikge ekstraktlarin toplam fenolik madde
icerikleri, antioksidan aktivitelerinde istatistiksel olarak
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onemli bir fark (P<0.05) belirlenmistir. Bununla birlikte
ceviz kabuklarinin su ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktari ve antioksidan aktiviteleri daha yuksek
bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore su,

aseton ve etanol, metanol ve asetonun %50 sulu
ekstraktlari S. aureus bakterisi Uzerine daha fazla
antimikrobiyal aktivite gOstermislerdir. FT-IR

spektroskopisi kullanilarak tahmin edilen toplam fenolik
madde ve antioksidan aktivite degerleri ile olgulen
degerlerin PLS regresyon analizleri sonuglari FT-IR
yonteminin hizli ve guvenilir bir yéntem olarak basarili
bir sekilde uygulanabilir oldugunu géstermektedir.
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Bu calismada soguk pres Uzum ¢ekirdegi yagdi atiginin, yagi azaltilmis emdulsiyonlarin tretiminde kullanim olanaklari
arastinimistir. Bu amagla Gzim c¢ekirdegi yagi atigi ve yag oraninin emulsiyonlarin akis davranig, dinamik ve 3ITT
reolojik 6zelliklerine etkisi incelenmistir. Yag orani %10 ve %30 olan iki farkli kontrol érnekleri hazirlanmis, %2 ve %4
iziim gekirdegi yag atigi iceren emiilsiyonlar Uretilmistir. Orneklerin akis davranis reolojik 6zellikleri, Hershel-Buckley
model ile modellenmis ve kivam katsayisi (K), akis davranis indeksi (n) ve akma gerilimi (ov) degerleri hesaplanmistir.
Orneklerin K degerlerine, yag ve atik oranin etkisi dnemli bulunmustur (p<0.05). Orneklerin K degerleri 1.39 ile 3.39
Pas" arasinda tespit edilmis ve en disuk K degeri yagi azaltiimis drnekten elde edilmistir. %2 ve %4 Uzum cekirdegi
yadi atigi ilavesiyle, érneklerin K degerlerinde énemli bir iyilesme gdézlemlenmistir. Orneklerin dinamik reolojik
Ozelliklerine, yag orani ve Gzim gekirdegi yagdi atigi oraninin etkisi 6nemli bulunmustur (p<0.05). Bitin 6érneklerin G'
degeri G" degerlerinden ylksek ¢ikmistir, yani tim érnekler viskoelastik kati karakter sergilemistir. Orneklerin geri
toparlanma 6zellikleri, 3-ITT reolojik 6zellikleri test edilerek belirlenmistir. Ornekler 40 s boyunca yiiksek diizeyde (150
s™!) kayma hizina maruz birakilmis ve sonraki zaman araliginda geri toparlanma egilimleri gézlenmistir. Bu arastirma
sonuglari, Uzim gekirdegi yagi atiklarinin, yagi azaltilmis emdlsiyonlarda yapiyi guglendirici olarak kullanilabilecegini
Onermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yagi azaltiimis emdulsiyon, Reoloji, 3-ITT, Soguk pres yag, Atik

Effect of Cold Pressed Grape Seed Oil Waste on Rheological Properties of Oil/Water
Emulsions

ABSTRACT

In the present study, the potential use of cold-pressed grape seed oil waste in a reduced-fat emulsion was
determined. For this purpose, effects of cold-pressed grape seed oil waste on flow behavior, dynamic and 3-ITT
rheological properties of the emulsions were investigated. Two different control samples with 10 or 30% oil content
were prepared, and two different emulsions with 2 or 4% grape seed oil waste were produced. The flow behavior
properties of samples were modeled by Hershel-Buckley model, and consistency coefficient (K), flow behavior index
(n) and yield stress (ov) values were determined. The effect of oil and waste content on the K values of samples was
significant (p<0.05). The K values of samples were between 1.39 and 3.39 Pas", and the lowest K value was obtained
from the reduced-oil emulsion. A significant improvement in the K values of samples was observed by the addition of
2 or 4% grape seed oil waste. Oil and grape seed oil contents significantly influenced dynamic rheological properties
of samples (p<0.05). G' values of all samples were higher than G" in the whole frequency range, indicating that all
samples showed viscoelastic solid character. Recovery properties of samples were investigated by 3-ITT test. The
samples were subjected to high level of shear rate (150 s?) in the second interval, and recovery trends were observed
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in the third interval. The results of this study suggested that cold-pressed grape seed oil waste could be used as a fat

replacer in a reduced fat emulsion.

Keywords: Low-fat emulsions, Rheology, 3-ITT, Cold pressed oil, Waste

GiRIiS

Son yillarda yasamsal kalitenin artmasi ile birlikte
tlketici tercihi, salata gibi minimal islem g&érmis
gidalarda yogunlagmistir. Bu durumun sonucu olarak,
salata ile birlikte tiketilen salata sosu ve mayonez gibi
emdlsiyon  Urdnlerin  tiketiminde ciddi bir artis
g6zlenmistir. Ancak bu Urlinler ylksek oranda yag

icerdiginden, kardivoskuler hastaliklar, yuksek kan
basinci, yuksek kolesterol, obezite gibi saglik
sorunlariyla bu drinler arasinda siki  bir iligki

kurulmaktadir [1]. Bu olumsuz durum, bu Urlnlerin
uretiimesinde bir takim alternatiflerin  gelistiriimesi
gerekliligini ortaya cikarmaktadir. Tuketiciler daha az
yag igeren ve yapisal olarak ayni 6zelliklere sahip
urtinlere yonelmektedir. Bu tip emilsiyonlarda yag
azaltmak tlketici tercihini bu agidan karsilamis olsa da,
disuUk yag iceren emulsiyonlarda ayni yapisal 6zelliklere
sahip urunlerin Uretilmesi oldukg¢a glg¢ bir durumdur [2].
Cunklu yag, emdulsiyon igerisinde onemli olgiide yapiyi
glclendirmekte, viskoelastik kati karakterin artmasinda
onemli rol almaktadir. Yag oraninin dismesiyle birlikte
viskoelastik kati karakterde azalma gdzlenmekte,
termodinamik olarak stabilitesi kaybolmaktadir [3]. Bu
kusuru telafi etmek igin formilasyonda yeni arayiglara
yonelinmektedir. Emulgatorler ve stabilizatorler bu tip
emdlsiyon Urunlerde kivam artigi saglayip viskoelastik
Ozellikleri iyilestirmek amaciyla kullanilan maddelerin
basinda gelmektedir. Ksantan gam, guar gam, Kegi
boynuzu gami, nisasta, mikrokristalin selliloz, pektin,
karregenan, jelatin ve agar gibi maddeler bu amagla
kullanilan maddelere sayilabilecek o6rneklerdir [2-4].
Ozellikle ksantan gam bu maddeler icerisinde Isil
stabilitesinin olmasi, dislik konsantrasyonlarda reolojik
Ozelliklerde 6nemli olcide iyilesme saglamasi gibi
Ozelliklerinden dolayi siklikla tercih edilen bir katki
maddesidir. Fakat gunimuzde bu maddelerin gerek
fiyatlarinin fazla olmasi, gerekse elde edilebilirliklerinin
kolay olmamasi nedeniyle farkli 6zellikteki dogal
bilesenlere yonelim artmistir [5].

Soguk pres yaglar Uretimleri sirasinda ylksek dizeyde
1sil igslem ve ¢dzgen muamelesine maruz kalmadiklari
icin, rafine yaglara gore biyoaktif bilesenlerde daha az
degisim gorulmekte ve tiketici tercihi bu yaglarda
yogunlagsmaktadir [6, 7]. Kimyasal muamelesine maruz
kalmadiklarindan ve vyapilarindaki gida bilesenleri
korundugu igin soguk pres yag Uretimi sonrasi ortaya
¢ikan atiklarin, gida kaynagr olarak kullanim
potansiyelleri yuksektir [8]. Soguk pres yag Uretiminde
kullanilacak olan tohum ve gekirdekler Uretim oncesi
kurutma gibi bir isil isleme maruz kalmakta ve nem
icerigi tohum cesidine bagh olarak digurilmektedir. Yag
ekstraksiyonundan sonra elde edilen atikta ise kuru
maddeyi blylk ¢ogunlukla proteinler ve polisakkaritler
olusturmaktadir [8]. Bu ac¢idan bakildiginda soguk pres
yag atiklari, yapisindaki yiksek miktarda protein ve
polisakkarit iceriginden dolayi, yagi azaltilmis Urinlerde
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reolojik  ozellikleri iyilestirmek amagh  kullanim
potansiyeline sahiptir. Uziim cekirdedi yagindan elde
edilen soguk pres Uzum c¢ekirdegi yagr atigi da,
yapisindaki yuksek miktardaki lif ve polisakkarit
iceriginden dolayi yapiy1 guglendirici 6zelligi ve fenolik
maddece zengin oldugundan dolayr da oksidatif
stabiliteyi artirict  6zelliginden dolayi, emiilsiyon
Urinlerde kullanim potansiyeli yuUksektir [9]. Bu
calismada soguk pres uzim cekirdegi yagi atigi
kullanilarak, yagr azaltlmig emdlsiyon  Uretimi
amaclanmaktadir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Calismamizda kullanilan soguk pres Uzim c¢ekirdegi
yagi atigi Neva Gida Maddeleri ve Baski Malzemeleri
Sanayi Dis Ticaret Limited Sirketinden (Esenyurt,
istanbul) temin edilmistir. Orneklerin hazirlanmasinda
kullanilan rafine aygicegdi yagdi ise piyasadan temin
edilmistir. Soduk pres Gzum ¢ekirdegi yagr atiginin kuru
madde icerigi %93.47, kuru maddede protein, yag ve
ham lif deg@erleri sirasiyla %9.38, %4.82 ve %45. 83
olarak bildirilmigstir [8].

Metot
Emiilsiyonlarin Uretimi

Bu ¢alismada %10 yag iceren (C1), %10 yag iceren ve
%2 (U2) ve %4 (U4) soguk pres Gzlim cekirdegi atigiyla
zenginlestirilen ve %30 (C2) yag igeren emiulsiyonlar
Uretilmigtir. Emudlsiyonlarin Uretilmesinde su yontem
izlenmistir: Oncelikle %0.4 oraninda guar gam oda
sicakliginda suda ¢ozunduruldukten sonra
hidratasyonun tamamlanmasi igin 6 saat manyetik
karistiricida 1000 rpm’de karistinimigtir.  Bu islemi
takiben emilgator (yumurta sarisi tozu) ve belirlenen
oranlarda (%2 ve %4) soduk pres UzUm cekirdegi yagi
atigi ilave edilmis ve 10000 rpm de ULTRA-TURAKS
(Daihan HG15A, Gangwondo, Kore) yardimiyla
homojenizasyon islemi yapilmigtir.

Reolojik Ozellikler

Elde edilen emulsiyonlarin akis davranisg, dinamik ve 3-
ITT reolojik 6zellikleri, stres ve sicaklik kontrolli peltier
Isitma sistemine sahip bir reometre (Anton Paar, MCR
302, Avusturya) ile belirlenmistir. TUm reolojik analizler
25 °C’de gerceklestiriimigtir.

Akis Davranig Reolojik Ozellikler
Orneklerin akis davranis reolojik 6zellikleri paralel plate

konfigiirasyonu kullanilarak 0-100 kayma hizi (s™)
araliginda belirlenmis ve prop plaka arasinda 0.5mm
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bosluk ayari yapilmistir. Kayma hizina karsilik gelen

kayma gerilimi ve gorunlir viskozite degerleri
kaydedilmistir. Akis davranis reolojik 0Ozelliklere ait
parametreler Hershe-Buckley model ve dogrusal

olmayan regresyon kullanilarak tespit edilmistir;

T=17,+Ky" 1)

Esitlikte ¢ ifadesi kayma gerilimini (Pa), K kivam
katsayisini (Pas"), ¥ kayma hizini (s) ve n ise akis
davranis indeksini gostermektedir.

Dinamik Reolojik Analizler

Salata sosu &rneklerinin dinamik reolojik analizleri,
paralel plate konfigurasyonu kullanilarak
gergeklestiriimistir. Oncelikle lineer viskoelastik bolgeyi
belirlemek igin stres taramasi testi %0.1 ve %100 strain
araliginda gerceklestirilmistir. Lineer bdlge %21 strain
olarak bulunmug ve bu deger baz alinarak frekans
taramasi testi, 0.1-64 (w) acgisal hiz araliginda
yapiimistir. Acgisal hiz ve frekans degerine karsilik
depolama modili (G') ve kayip moduiliu (G") degerleri
Olcilmastir. Dinamik reolojik ozellikler ile ilgili
parametreler Ussli Yasa model ve lineer olmayan
regresyon kullanilarak belirlenmistir;

n'

G"=K'(o) )

Esitlikte G' degeri depolama modulini (Pa), G" degeri
kayip modullu (Pa), @ agisal hiz degerini (s?), K', K"
kivam katsayisi degerlerini (Pas") ve n', n" degerleri ise
akis davranig indeksi degerlerini ifade etmektedir [10].

3 —ITT (3 Zaman Aralikh Tiksotropik Test)

Emulsiyonlarin 3-ITT reolojik 6zellikleri sabit kayma hizi
degeri olarak 0.5 s ve degisken kesme hizi degeri
olarak 150 s' degeri secilmigti. Bu deger
emulsiyonlarin lineer viskoealstik boélgeleri baz alinarak
belirlenmistir. U¢ zaman aralik test uygulamasinda
birinci zaman araliginda 0.5 s kayma hizi degerine 100
s tabi tutulmustur. ikinci zaman araliginda ise 150 s™
gibi yiiksek bir kayma hizi degeri uygulanmistir. Uglinci
zaman araliginda ise urln tekrar ilk zaman aralgindaki
disuk kesme hizi seviyesine maruz birakilarak, érnegin
G’ degerine bakilarak geri toparlanma egilimi test
edilmistir [11].

istatistiksel Analizler

Emulsiyonlar 3 tekerrirli olacak sekilde Uretilmis ve
uretilen orneklerde analizler 3 paralel olarak
gerceklestiriimistir. Reolojik analizlerden elde edilen
veriler varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve
Duncan c¢oklu karsilastirma testi %5 guven araliginda
uygulanmistir. istatistiksel uygulamalarin
yurGtilmesinde ise SPSS paket bilgisayar programi
(IBM, ABD) kullaniimistir. Akis davranig ve dinamik
reolojik analizlerin Herschel Bulkley ve Ussii Yasa
model parametreleri lineer olmayan regresyon analizleri
yardimiyla hesap edilmistir. Lineer olmayan regresyon
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analizlerin yapilmasinda Statistica (Stat Soft Inc., Tulsa,
OK, ABD) yazilim programindan faydalanilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Akis Davranis Reolojik Ozellikler

Dislik yagh yagd/su emilsiyonlarinin genel ozellikleri
belirli bir akma gerilimine sahip, artan kayma hizina
bagl olarak viskozitelerinde azalan bir artisin gézlendigi
Newton tipi olmayan akis davranis tipidir. Yani Herschel
Buckley akis davranig tipi bu tip emilsiyon Uriinlerde
istenen bir akis davranis 6zelligidir [12]. Calismamizda
hazirlanan o6rneklerin akis davranis reolojik Ozellikleri
Sekil 1'de gOsterilmistir. Sekilde de goérildigu Uzere
orneklerin artan kayma hizina baglh olarak kayma
gerilimi degerlerinde azalan artis gOstermistir. Diger bir
ifadeyle orneklerin kayma hizi artisiyla birlikte
viskozitelerindeki azalma go6zlenmistir. Farkh yag
icerigine sahip emdlsiyonlar i¢in bu tip akis davranig
Ozelligi daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bildirilmigtir
[13, 14]. Sekil 1’e bakarak %10 yag iceren ve atik ile
zenginlestiriimeyen 6rnegin vizkozite degerlerinin, diger
Oneklere gore belirgin bir sekilde dusuk oldugu
gOzlenmistir. Bu durum yag/su emiilsiyonlarinda yag

iceriginin ~ orneklerin  viskozite, kivam gibi akis
ozelliklerinde g¢ok  Onemli  bir rol oynadigini
gOstermektedir. Atk ile zenginlegtirilen 6rneklerin

reolojik ozellikleri ise yagdi azaltimamis emudlsiyonun
reolojik 6zelliklerine benzer bir durum sergilemistir. Bu
sonuclar %2 ve %4 Uzim cekirdegi atigi kullanarak,
%20 oraninda yagi azaltimis yag/su emiulsiyonlarinin
Uretilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 1. Orneklerin akis davranis reolojik ozellikleri
(C1:%10 yag igeren ornek, C2:%30 yag iceren ornek,
U1:%2 Gzim gekirdegi yagi atigi iceren 6rnek, U2:
:%2 UzUm cekirdegi yagdi atigi iceren 6rnek.)

Orneklerin kayma hizina Kkarsilik kayma gerilimi
degerleri Herschel-Buckley model ile modellenerek K, n
ve oo degerleri elde edilmistir. Bu degerler Tablo 1
gOsterilmistir. Herschel-Bulkley modelin érneklerinin akis
davranis reolojik 6zelliklerinin modellenmesinde basarili
bir sekilde kullanilabilecegini séyleyebiliriz (R? >0.95).
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Tablo 1. Emilsiyon érneklerinin akis davranis ve dinamik reolojik 6zelliklerine ait model parametreleri

K

Go

Ornekler (Pas") n (Pa) R K' n' R K" n" R
C1 1.39+0.01 0.462+0.006 0.90+0.01 0.9763 1.30+0.00 0.088+0.001 0.9963 1.20+0.00 0.352+0.02 0.9944
Cc2 3.01£0.01 0.290+0.005 1.15+0.00 0.9855 5.83+0.03 0.202+0.001 0.9994 3.87+0.01 0.258+0.00 0.9555
Ul 3.1740.01 0.395+0.001 1.18+£0.01 0.9841 6.47+0.00 0.198+0.001 0.9554 3.731£0.03 0.215+0.01 0.9945
u2 3.394£0.01 0.279+0.007 1.85+0.02 0.9996 7.63%£0.01 0.158+0.002 0.9766 5.17+0.05 0.165+0.05 0.9844

C1:%10 yag iceren 6rnek, C2:%30 yag iceren ornek, U1:%2 Uzim gekirdegi yadi atigi iceren érnek, U2: :%2 Gzim g¢ekirdegi

yagi atigi igeren ornek

Orneklerin K ve n degerleri arasinda yag igerigi ve atik
ilavesinin etkisinin 6nemli oldugunu gérmekteyiz. En
yuksek K degerini, %4 Gzim c¢ekirdegi atidi ilave edilmis
disik yag iceren ornek gostermistir. %2 atik iceren
ornegin K degeri ile, tam yagh 6rnegin K degerleri ise
birbirine benzer c¢ikmistir. Daha Once yapilan bir
calismada soguk pres uzim gekirdegi atiginin 6énemli
oranda lif ve protein igerdigi bildirilmistir [8]. Uziim
cekirdegi atigindaki yiksek Ilif ve protein igerigi
sayesinde surekli faz konumundaki suyun tutulmasi
saglanmis ve yag oranin almasiyla azalan viskozite ve
kivam tekrar kazaniimistir. Bu sonuglar soguk pres
Uzim cekirdegi atiginin yagi azaltilmig emulsiyonlarda
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yapinin guglendirilmesinde
gOstermektedir.

kullanilabilecegini

Dinamik Reolojik Ozellikler

Salata sosu ve mayonez gibi yag/su emiulsiyonlarinda
viskoelastik kati karakter istenen bir o6zelliktir ve G'
degeri bu 0Ozelligi gosteren en 6nemli parametredir.
Orneklerin dinamik reolojik dzellikleri Sekil 2a ve 2b de
gOsterilmistir. Her o6rneklerin taminda tim frekans
degerleri boyunca G' degerleri G" degerinden daha
yuksek gikmistir. Bu durum o6rneklerin viskoelastik kati
davranis gosterdigine isaret etmektedir.

12
10 -
vV
re T VYT L i
S_V‘VV:'.Q‘gﬂﬂ .
— _C-"*' aAﬂ L ]
g 6% L ad !
e A -
B 43‘5 -
o *
* # o
2 .. & U
ot 7w
.' A ooz
0_
0 16 32 48 64
o (radis)

Sekil 2. Orneklerin agisal hiz dederlerine karsilik G' ve G" degerleri (C1:%10 yag igeren drnek, C2:%30
yag iceren 6rnek, U1:%2 Uzim c¢ekirdegi yag! atigi iceren 6rnek, U2: :%2 Gzim ¢ekirdegi yag! atigi igeren

ornek)

Orneklerin  G' degerlerine baktigimizda en yiiksek
degerlere sahip 6rnegin %4 atik ile zenginlestiriimis yag!
azaltilmis 6rnek oldugu, %2 atik Urlinle zenginlestirilen
urine sahip G' degerleri ise %30 yag igerigine sahip
artinin G' deg@erlerine yakin oldugu gorilmektedir. Yagi
azaltilmis kontrol 6rneginin G' degerinin ise %30 yagli
Urine gore oldukga disuk oldugu gozlenmistir. Bu

durum vyag iceriginin viskoelastik kati karakterin
olusmasinda oldukga ©6neme sahip  oldugunu
gOstermektedir. Bu tip emdlsiyonlarda yag

fraksiyonunun artisiyla birlikte G' ve G" degerlerindeki
artis daha once yapilan calismalarda da bildirilmistir
[15]. Yag fraksiyonun artmasiyla 6zellikle G' degerindeki
artis emulsiyon igindeki sabit faz konumundaki yag
molekdllerinin birbirleri arasindaki uzakligin azalmasiyla
olusan guclu sterik itme glcl ve hareketli fazi olusturan

30

su fraksiyonunun azalmasiyla agciklayabiliriz. Bu
durumda yag damlaciklari emiulsiyon igerisinde daha
kompakt bir sekilde disperse olmustur. Bu tir Griinlerde
yag oranina bagli olarak gbzlenen artis farkh
arastirmacilar tarafinda da bildirilmigtir [15, 16].

Dinamik reolojik analizler sonucunda agisal hiza karsilik
elde edilen G' ve G" degerleri Ussu yasa modeli ile
modellenmis K', K", n' ve n" degerleri elde edilmistir. K'
ve K" UssU degerlerinin diger 6rneklere daha ylksek
¢lkmasi ornegin daha kompakt bir yapiya sahip
oldugunu, K' degerinin K" degerinden daha yuksek
¢clkmasi ise Ornegin viskoelastik kati karaktere sahip
oldugunu goéstermektedir [17]. Bu degerler Tablo 1 de
gOsterilmistir. Tablodan gortlecedi lizere 6rneklerin K',
K", n' ve n" degerlerine yag igerigi ve atik icerigi dnemli
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derecede etki gostermistir (p<0.05). En distuk K', K"
degerleri sirasiyla C1 ve U2 oOrneklerinden elde
edilmigtir. C2 ve U1 o&rneklerinin K degerleri arasinda
istatistiksel bir farkllik goézlenmemigtir. Bu durum yag
icerigi ile birlikte yapidan gbézlenen zayiflamanin Gzim
cekirdegi atigi ilavesiyle dusuk gugclendirilebilecegini
gOstermektedir. Boylece disik yag icerigi degerinde
bile, ayni viskoelastik 0&zelliklere sahip Urinlerin
uretilebilecegi gorilmektedir.

3-ITT Reolojik Ozellikler

Yad/su emiilsiyonlari gerek uUretim sirasindaki ylksek
hizda karistirma ve homojenizasyon gibi bazi prosesler
sirasinda, gerekse tuketim sirasinda bazi
deformasyonlara maruz kalabilmektedir. Ozellikle disik
ve orta derecede yag igeren salata sosu ve diger
soslarda bu deformasyonun kalici olmasi istenmez. Bu
durumda drindn kaybettigi viskoelastik 6zelliklerini belirli
bir zaman sonrasinda tekrar kazanmasi beklenir (geri
toparlanma). 3-ITT analizi 6zellikle emilsiyonlarda geri
toparlanmayi ¢ok iyi bir sekilde gosteren bir reoljik
analizdir. 4 farkli emulsiyonun 3-ITT reolojik 6zellikleri
sekil 3 de gosterilmistir. Sekilden de gorilecegi lzere,
40 s kayma hizi uygulandiktan sonra belirli bir
deformasyon gostermis ve belirli bir zaman sonra
toparlanma egilimine ge¢gmistir. U1 ve C2 6rneklerinden
elde edilen geri toparlanma grafiklerinin birbirlerine
benzer olduklari sekilden acikga gorilmektedir. Bu
sonug yagl azaltilan 6rneklerde UzUm cekirdegi atiginin
emdlsiyonun geri toparlanma 6zelligini iyilestirdigini
gostermektedir. U2 érneginin grafigine baktigimizda ise
40 s’lik deformasyon sonucunda hizlica toparlandigini
gormekteyiz. C1 o6rnedinde ise toparlanmanin diger
orneklere gore daha yavas oldugu gozlenmektedir. Bu
durumu yag icerigi dusmesiyle birlikte, azalan kuru
madde neticesinde hareketli fazin miktarinin artmasi,
viskoleastik  6zelligin azalmasi ve bdylece ani
deformasyonla  birlikte geri toparlanma egilimin
azalmasiyla aciklayabiliriz. Ayrica yad molekdillerinin
emulgatoér ve stabilizator gibi maddelerle interaksiyona
gecmesi yapinin daha gugli olmasinda diger bir
etkendir. Uzim cekirdegi atiginda bulunan lif ve
proteinlerin suyu tutmasi ve hareketli fazin kontrol
edilmesini saglamasi ve yag, stabilizator ve
emdulgatorlerle interaksiyona geg¢mesini, Grinin geri
toparlanmasinda en 6nemli etken olarak agiklayabiliriz.

SONUG

Bu calismada soguk pres Uzim g¢ekirdegi yag: atiginin,
distk yag yagh emdlsiyon Grtinlerde kullanim olanagi
arastinlmistir. Farkli konsantrasyonlarda Gzim g¢ekirdegi
yagi atigi igeren emulsiyonlar tretilmigtir. Bu galismadan
elde edilen sonuclar soguk pres Uzim c¢ekirdegi yagi
atigi ilavesinin orneklerin akis davranis, dinamik ve 3-
ITT reolojik &zelliklerinde 6nemli derecede iyilesme
saglayacagini gostermektedir. Boylece Uzim cekirdegi
yagi atigi, yagi azaltilmig Urdnlerin formilasyonlarinda
dogal bir yag azaltici ajan olarak kullanilabilecek ve
soguk pres yag Uretiminde ortaya ¢ikan bu atik drtndn
degerlendiriimesinde 6nemli bir olanak saglanacaktir.
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Calisma kapsaminda farkli oranlarda nohut unu kullaniminin tretilen piring bazli glitensiz ekmeklerin kalitesi tGzerine
etkisi incelenmistir. Piring bazli glitensiz ekmekler direk hamur fermantasyon metoduyla elde edilmistir. Nohut unu
(%10.59 nem, %19.11 protein, %2.84 kdil) ve esmer pirin¢ unu (%15.79 nem, %4.94 protein, %1.44 kul); diyet lifi,
protein ve mineralce zengin olmasi nedeniyle kullaniimistir. Glitensiz ekmek 6rneklerinin kalite karakteristidi % pisme
kaybi, 6zgul hacim, protein, kil, renk, doku profil ve SEM analizi metotlariyla degerlendiriimistir. Yapilan analizler
sonucunda, glitensiz ekmek formulasyonlarinda nohut unu miktarindaki artis, ekmek 6zgul hacim ve pisme kaybini
azaltirken kul, protein ve CIE L* a* b* degerlerini arttirdigi bulunmustur (p<0.05). Ayni zamanda, ekmek
formulasyonlarinda nohut unu miktari ve depolama suresi artmasiyla sertlik degerlerinin arttigi gézlemlenmistir
(p<0.05). Duyusal analiz sonuglarina gére en begenilen ekmegin %40 nohut unlu ekmek 6rnegdi oldugu belirlenmistir
(p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Nohut unu, Eksi maya, Reoloji, Colyak hastalgi

Using Chickpea Flour in Gluten Free Bread Formulation to Effect of Bread Quality
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of using different amounts of chickpea flour on quality characteristics
of rice-based gluten free bread. Rice-based gluten free breads were produced by straight dough fermentation
procedure. Chickpea flour (10.59% moisture, 19.11% protein, 2.84% ash) and brown rice flour (15.79% moisture,
4.94% protein, 1.44% ash) were used because of their high contents of dietary fiber, minerals and especially protein.
The quality characteristics of gluten free breads were determined by performing % baking loss, specific volume,
protein, ash, color, texture profile analysis and SEM. As a result of the analyses, increasing the amount of chickpea
flour in gluten-free bread formulations decreased the specific volume and baking loss while increasing ash, protein
and CIE L*, a*, b* values of gluten-free bread samples (p<0.05). Meanwhile, it has been observed that increasing the
amount of chickpea flour in breads and duration time increased the hardness value of gluten-free bread samples
(p<0.05). According to the results of the sensory analysis, the most liked bread sample was gluten-free bread sample
including 40% chickpea flour.

Keywords: Chickpea flour, Sourdough, Rheology, Celiac disease
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GiRiS

Kiresellegsmenin etkileri ve teknolojinin hizli bir bigimde
gelismesi sonucunda toplumlarin sosyal ve ekonomik
yapilarindan bireylerin beslenme aligkanliklarina kadar
pek cok degisim meydana gelmektedir. Ancak bu
degisime ragmen beslenme konusunda tahil ve
urtnlerinin Turkiye ve dinyada hala onemli bir yere
sahip oldugu bilinmektedir [12, 26, 53, 59, 62]. Son
yilllarda bazi tahillar gesitli katki maddeleri yardimiyla
diyet lifi ile zenginlestiriimis fonksiyonel gidalar tGretmek
amaciyla kullaniimaktadir [60]. Tahil bazli fonksiyonel
gidalarin insan saghgini olumlu ybénde etkilemesi
nedeniyle tahil kullanilarak yeni gida Grinlerinin
gelistiriimesi 6nemli bir yer tutmaktadir [44]. Besleyici
Ozelliginin yani sira tahillarin ekonomik olmasi da diinya
nufusunun kullandigi temel gida maddesi olmasini
etkilemektedir [12, 58, 59]. Bunlarin yani sira dinya
popllasyonunun %1-2'sinde ¢6lyak hastaliginin gériilme
sikhgi bulunmasi sonucunda glitensiz gidalara olan ilgi
artmakta ve tahill gidalarin dretimi icin alternatif
yontemler arastirilmaktadir [4, 17, 28, 29, 31, 36, 43, 49,
61].

Bugday, misir, ¢avdar, celtik, arpa, yulaf gibi tanelerin
timadnu ifade etmek igin tahil terimi kullaniimaktadir [59].
Bugday (Triticum aestivum) ise ekmek yapiminda
kullaniimakta ve tium dinyada hasat edilen, kokeni
glineybati Asya ve Akdeniz bdlgesine dayanan ek yillik
otsu bitki cinsi olup, Poaceae familyasinin bir tiirG olarak
tanimlanmistir [57]. Bugdayin yapisinda yer alan
glitenin  protein  fraksiyonu viskoelastik  hamur
olusumdan sorumludur ve bu hamur daha sonra ekmek,
makarna ve dider gida Urunlerine islenmektedir [20]. Bu
protein fraksiyonu ¢olyak hastalar tarafindan tolere
edilememektedir [29]. Colyak hastalii, genetik
yatkinhgin da etkili oldugu ve gidalardaki glutenin varligi
sonucu ortaya ¢ikan bir enteropati [67]; bugday ve diger
tahillarda bulunan gluten ve glutene benzer proteinlerin
vicuda alinmasi sonucunda ortaya c¢ikan ve diger
ismiyle glitene hassas bagirsak sistem olarak bilinen
bir gida intoleransi [58] ya da bugday gliadin
fraksiyonuna ve gavdar (sekalin), arpa (hordein) ve yulaf
(avidin) prolaminlerine kargi émir boyu intolerans [22,
24, 44, 46, 50, 55] olarak tanimlanmaktadir. Gliten
intoleransina kargl tek tedavi metodunun glitensiz
beslenme oldugu, diger tedavi alternatifleri arasinda ilk
sirada gluten 6n sindirimini saglayan glutenaz kullanimi
oldugu o6ne sirilmektedir [11]. Cdlyak hastaliginin
Avrupa, Kuzey ve Guney Amerika, Avustralya yani sira
Hindistan, Orta Dogu ve Kuzey Afrika gibi bolgelerde de
gorulmeye bagsladigi bildiriimektedir [35].

Colyak hastalarinin sayisinin artisi ile glitensiz Grlnlere
duyulan gereksinimin artmasi ve cesitli tahil unlarinin
saglik acisindan faydalari nedeniyle cesitli glutensiz
unlarin nisasta, hayvansal ve bitkisel protein kaynaklari
ve hidrokolloidler ile g¢esitli oranlarda bilesimleri
sayesinde glutensiz ekmek yapimi  konusunda
g¢alismalar bulunmaktadir [23, 34, 40, 41, 42, 52, 54].
Doygun agiz hissi, iyi dizeyde kabul edilebilirlik ve uzun
raf omrl gibi olumlu yonleriyle nohut unu (Cicer
arietinum L.) [3, 37, 39], esmer piring unu [27, 41, 49] ve
patates nisastasi [42, 45] gibi ©6nemli alternatif
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bilesenlerin  yapisal o6zellikleri
urdnlerinin hazirlanmasi ve
kullanilabilmektedir.

glutensiz  finncilik
gelistiriimesinde

Bu calisma esnasinda S. cerevisiae iceren glitensiz
ekmek Uretimi yapilacaktir. Calismada; glitensiz ekmek
tiketenlere ozellikle de ¢Olyak hastaligina sahip kisilere
saglikh, arzulanan niteliklerde bir Griin sunabilmek hem
de urun cesitliligini arttirabilmek amaciyla esmer piring
ekmegine belirli oranlarda eklenmis nohut unu
kullanilacaktir. Nohut unu kullanilmasinin temel nedeni
ise nohut ununun; protein (22.39g/100g), lif (10.8g/100g)
ve mineral igerigi (Ca, Fe, Mg,P, K, Na, Zn miktarlari
siraslyla 45mg; 4.86mg; 166mg; 318mg; 846mg; 64mg;
2.81mg/100g) bakimindan zengin olmasidir [60].

MATERYAL ve METOT
Materyal

Glutensiz ekmek Uretimi icin kullanilan hammaddeler;
nohut unu (Dogalsan Gida San. ve Tic. Ltd. Sti, Ankara
Tirkiye), esmer piring unu (Degirmen Tic., izmir,
Turkiye), patates nisastasi (Hasal Tarim Ur. San. ve Tic.
Ltd. Sti., istanbul, Turkiye), seker, tuz, sivi yag, kuru
maya (Pakmaya, izmir, Tirkiye) ve ksantan gamdir
(Sigma-Aldrich). Esmer piring unu, 0.5 mm’lik elekten
gecebilecek sekilde laboratuar tipi ¢ekicli dedirmende
(Armfield, UK) ogutalmustar.

Metot
Kimyasal Kompozisyon

Kullanilan unlarin protein [2] LECO Nitrojen/Protein
Analizéri FP-528 cihaziyla (Leco, St. Joseph, Mich.,
ABD), nem [10], kul [30], pH [1] , su aktivitesi TESTO-
AG 400 (Almanya) su aktivitesi 6lgim cihaziyla ve renk
[21] degerleri belirtilen metotlar baz alinarak iki
tekerrtrl ve iki paralelli olacak sekilde
gerceklestirilmigtir. Ayrica un orneklerine SEM analizi
x2500 buyitme oraninda Quanta FEG 250 (FEI, ABD)
markali taramali elektron mikroskobu kullanilarak
gerceklestiriimigtir.  Nohut ve esmer piring ununun
protein degerleri sirasiyla 6.25 [5, 33, 56] ve 5.69 [19]
nitrojen déndsim faktora kullanilarak belirlenmistir.

Pigirme Prosediirii

Glutensiz nohut unu katkili ekmeklerin Uretimi Tablo
T’'de Dbelirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bilesen
yuzdeleri, 100g un Uzerinden ifade edilmektedir. Ekmek
formllasyonlari, [6] tarafindan kullanilan formil baz
alinarak modifiye edilmis ve tim ekmeklerdeki su orani
sabit tutulmustur. Glitensiz ekmek Uretiminde un ve
nisasta karisiminin % 0-20-40-60’lik kisminda nohut unu
kullaniimakta ve bu karisimin geriye kalan kismini Tablo
1’de gosterildigi sekilde %50 esmer pirin¢g unu ve %50
patates nisastasi olusturmaktadir. Hamur; un karigimi,
nisasta, tuz, seker, aycicedi yagi, kuru maya ve suyun 8
dk. boyunca 4. kademede ve daha sonradan ksantan
gum ekleyip ayni kademede 2 dakika daha
karistirimasiyla elde edilmektedir (Kitchen Aid, 5KSM,
Elkgrove Village, ABD). Elde edilen hamur 30°C’de
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%70-75 relatif rutubettel5 dakika fermantasyona tabi
tutulmaktadir (Inoksan FGM 100, Turkiye). Hamur
homojenize edilip ekmek panlarina 400g’lik kesilerek
ayni kosullarda 20 dakikalik ikinci bir fermantasyona tabi
tutulmaktadir. Glitensiz ekmekler, 220°C’de 30 dakika

boyunca Vestel marka bir konveksiyonel firinda
pisiriimis ve sogumak Uzere 1 saat oda sicakhdinda
bekletilmigtir. Tium analizler pisirme islemini takiben 24
saat sonra gerceklestirilmistir.

Tablo 1. Nohut Unu Katkili Ekmek Uretiminde Kullanilan Bilesenler (%)

icindekiler (%)

Nohut Unu Orani* (%)

0 20 40 60
Nohut unu - 20 40 60
Esmer piring unu 50 40 30 20
Patates nisastasi 50 40 30 20
Tuz! 2 2 2 2
Seker! 6 6 6 6
Aycicek yagi* 4 4 4 4
Maya! 3 3 3 3
Ksanthan gum? 1 1 1 1
Sut 90 90 90 90

*Nohut unu ikamesi esmer piring unu+patates nisastasi Uzerinden % olarak
yapilmistir. 'Bilesenlerin her biri nohut unu+esmer piring unu+ patates nisastasi

Uzerinden % olarak uygulanmistir.
Ekmek Analizleri

Glutensiz ekmeklerin kalite karakteristiklerini belirlemek
amaciyla % pisme kaybi, spesifik hacim [20], renk [21],
tekstlr profil analizi ve SEM analizi gergeklestiriimistir.
Spesifik hacim; 25°C’de pisirmeden bir giin sonra kolza

tohumu yer degistirme metoduna baz alinarak yapilmis;
spesifik hacim degeri, ekmek hacmi/ agirigi (cm®g) ve
% pisme kaybi ise asagidaki formulasyonla
hesaplanmaktadir [63]. Olgtimler her bir ekmek drnegi
icin Uc kez tekrar edilmigtir.

Pisme Kaybi (%) = (Baslangigc Hamur Agirligi- Ekmegin Soguduktan Sonraki Agirligi)x100/Baslangi¢ Hamur Agirhgi

Doku analizi ise her bir ekmek 6rneginin orta kismindan
Uc parca alinarak 1. ve 3. gunlerde gergeklestirilmistir [8,
37]. Her bir ekmek dilimi 25 mm kalinhginda kesilmis ve
analiz  6ncesi ekmegin kabuk kismi kesilerek
uzaklastinlmigtir.  Analiz; 25 mm c¢apli aliminyum
silindirik prob ve 10 kg agirlikh TA_XTExpress tekstur
analiz cihazi (Stable Micro Systems, Surrey, ingiltere) ile
gercgeklestirilmigtir. Prob; test 6ncesi, test ve test sonrasi
hizlari 2 mm/s, trigger kuvveti 20 g ve ekmek kalinhiginin
%40'in1 sikistiracak sekilde (10 mm) ayarlanmis, sertlik,
yapiskanlik, esneklik degerleri 6lgtimugtir.

Ekmek o6rneklerinin L* (parlaklik; L*=100, beyaz;
L*=0,siyah) , a* ( (+a), kirmizilik; (-a), yesillik), b* ( (+b),
sarilik; (-b), mavilik) renk degerleri Konica Minolta CM
700D (Japonya) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Kabuk
renk 6lgimu bes farkh noktadan; ekmek igi renk dlgimu
ise ekmek merkezine yakin dort farkh dilim kullanilarak
elde edilmigtir. Glutensiz ekmek Orneklerinin su aktivitesi
degerlerinin belilenmesinde TESTO-AG 400 (Almanya)
su aktivitesi 6lgim cihazi kullaniimigtir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Glutensiz ekmek o&rneklerinin  gbzenek yapisini
incelemek amaciyla Quanta FEG 250 (FEI, ABD)
markali taramali elektron mikroskobu kullaniimistir.
Analiz oncesinde ekmek ornekleri yaklasik 1 cm?®
boyutunda kesilmis ve 3 saat boyunca -40°C’deki
liyofilizatorde (Armfield, FT 33 Vacuum Freeze Drier,
ingiltere) kurutulmustur. Orneklerin blyitme oranlari
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ekmek ornekleri icin x1000 ve un o6rnekleri icin x2500
olarak alinmistir.

Duyusal Analiz

Duyusal degerlendirme igin;  siralama testi
uygulanmistir.  Panelistler Ege Universitesi Gida
Muhendisligi  Bolimindeki  6gretim elemani ve

lisansiistl égrencilerinden segilmistir. Uretilen gliitensiz
ekmekler dilimlenerek daha 6nceden yari egitilmis 20
panelist tarafindan ekmek igi rengi, ekmek ici sertligi,
lezzet ve genel begeni tercihlerini 1 (en az veya en agik)
ile 4 (en ¢ok veya en koyu) arasinda siralamasi
istenmistir [7] .

istatistiksel Analiz

SPSS 20.0 (SPSS Inc., ABD) paket programiyla %95
given araliginda varyans analizi (ANOVA) ile test
edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Kimyasal Kompozisyon

Nohut unu, esmer pirin¢ unu ve patates nisastasinin
kimyasal kompozisyonu Tablo 2, renk degerleri (L*, a*
ve b*) degisimi Tablo 3’te verilmigtir. Literatirde nohut
unu igin kul miktan %2.72-2.91 ve protein miktar
%18.5-24.3 [15, 32] nem miktar %7.26-8.47 [25] olarak
belirtiimis kul ve protein degerlerinin literatirle uyumlu
oldugu nem degerinin ise daha yiksek oldugu
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g6zlemlenmektedir. Esmer piring unu igin literattirde kil
miktar1 %1.27-1.54 [16] nem miktar %14.92-15.98 [65]
protein miktari %7.3-9.06 [14, 69] olarak belirtiimis, kil
ve nem degerlerinin literatirde belirtilen degerlerle
uyumlu oldugu protein degerinin ise daha dusuk oldugu
g6zlemlenmektedir. Patates nisastasi kil miktari %0.20-
0.30 [47] olarak bulunmus ve Tablo 2 ile kiyaslandiginda
elde edilen degerin daha yiksek oldugu belirlenmistir.

Ravi ve Harte, nohut unu L degerini 86.90-87.43, a
degerini 0.74-1.23 ve b degerini 17.37-17.92 olarak
belirtmiglerdir [51]. Aguilar ve ark. nohut unu L*=86.94,
a*=2.47, b*=22.11 oldugunu bulmusglardir [2]. Literatlirde
bulunan sonuglar Tablo 3 ile kiyaslandiginda nohut unu
L* ve a* degerlerinin daha duslk b* degerinin ise daha
yuksek oldugu goézlemlenmektedir.

Tablo 2. Un ve nisasta érneklerinin kimyasal kompozisyonlari*

Nohut Unu Esmer Piring Unu Patates Nisastasi
Nem (%) 10.59 15.79 16.75
Kul? (%) 2.84 1.44 0.33
Protein®® (%) 19.11 4.94 -
pH 6.63 6.68 7.03
Su aktivitesi (aw) 0.618 0.707 0.621

a: kuru maddede; b: nohut unu igin: 6.25, esmer piring unu igin: 5.69

Tablo 3. Un ve nisasta érneklerinin renk degerleri

Renk Parametresi Nohut Unu  Esmer Piring Unu  Patates Nisastasi
L* 83.46 82.68 93.77
a* 0.60 1.04 -0.45
b* 23.88 11.11 2.43

Ekmek Denemeleri Sonuglar

Nohut unu ilaveli glitensiz ekmek 6rneklerinin somun ve
dilim goruntuleri sirasiyla Sekil 1 ve Sekil 2'de; pisme

kaybi, 6zgul hacim, nem, su aktivitesi, protein ve kil
degerleri Tablo 4’de verilmigtir.

%0 NU

%20 NU

%40 NU

%60 NU

Sekil 1. Nohut unu ilaveli glitensiz ekmeklerin somun géruntdleri.

%0NU %20 NU

%60 NU

%40 NU

Sekil 2. Nohut unu ilaveli glitensiz ekmeklerin dilim géruntuleri.
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Farkh oranlarda nohut unu igeren glitensiz ekmeklerin
pisme kaybi, 6zgul hacim, protein, kul, nem ve su
aktivitesi degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmaktadir (p<0.05). Ekmek 6rneklerinin nem
icerikleri %49.83-51.09 arasinda degismektedir. En
yuksek nem miktarl, esmer piring unu ve patates
nisastasindan olusan %0 NU (kontrol) grubu ekmeginde
g6zlenmekte, en disik nem degeri ise %40 NU ekmek
orneklerinde bulunmustur. Glitensiz ekmek 6rneklerinde
nohut unu miktarindaki artis nem degerlerinde (%40 NU
hari¢) azalmaya; protein ve kil degerlerinde artmaya

neden olmustur (p<0.05). Glutensiz ekmeklerdeki
protein ve kil de@erlerindeki artig, ekmek icerigindeki
nohut unu miktarinin artmasiyla iligkilidir. Ozgil hacim
degeri en yiksek %0 NU ekmek 6rneginde bulunmus
hacim degerinin nohut unu orani artmasiyla azaldigi ve
%40 NU ve %60 NU ekmek orneklerinin ayni 6zgul
hacim degerine sahip oldugu goézlemlenmistir. Diger
arastirmalarda da [13, 38, 39, 66, 68] ekmek
orneklerinde nohut unu miktari arttikga 6zglil hacim
degerlerinde azalma gozlendigini bulmuslardir (p<0.05).

Tablo 4. Nohut unu ilaveli glitensiz ekmeklerin pisme kaybi, 6zgul hacim, nem, su aktivitesi, protein

ve kil analizi sonuglari

- Pisme kaybi Ozgiil hacim Nem . Protein Kdal

Ekmek Cesidi (%) (cm?lg) (%) Su aktivitesi (%) (%)’
% 0 NU (Kontrol) 14.86° 1.73¢ 51.09° 0.949° 4.442 1.622
% 20 NU 13.46° 1.43° 50.89° 0.9492 7.33° 1.932b
% 40 NU 13.89° 1.28?2 49.832 0.9482° 9.88¢ 2.18b¢
% 60 NU 12.18?2 1.282 50.35% 0.9342 13.37¢ 2.45°¢

ad: Ayni stitundaki farkl harfler istatistiksel agidan fark oldugunu géstermektedir (p<0.05)

Tablo 5. Nohut unu ilaveli glutensiz ekmeklerin ekmek igi ve ekmek kabugu renk analizi

sonuglari

Ekmek Tipi - Ekm:;k Ici = - Ekmekalfabugu =
%0 NU (Kontrol) 65.0122  -1.3022  12.208* 40.044Y 12.890°  16.480°
%20 NU 66.25*°  -0.686° 19.520" 38.252°  11.390*  10.328%
%40 NU 67.612>  0.580° 22.202° 36.824°  13.342° 11.724°
%60 NU 68.56° 2.244¢ 23.728° 31.178%  16.752¢  15.622°

ad: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan fark oldugunu géstermektedir (p<0.05).

Nohut ununun glitensiz ekmeklerin ekmek ici ve ekmek
kabugu renk degisimleri Uzerine etkisi Tablo 5'de
gorulmektedir. Ekmek Orneklerinin ekmek ici ve kabugu
renk degerleri istatistiksel olarak farkli (p<0.05) olmakla
birlikte glitensiz ekmek oOrneklerine nohut unu
eklenmesi hem ekmek i¢i hem de ekmek kabugu renk
degerlerini 6nemli diizeyde etkilemektedir. Ozellikle
nohut unu miktarindaki artis ekmek &rneklerinin sarilik
degerlerini arttirmaktadir. Ekmek 6rneklerinde nohut unu
miktari arttikga ekmek i¢i L* ve a* degerlerinde artma ve
ekmek kabugu L* degerlerinde azalma a* ve b*
degerlerinde ise dogrusal bir artis olmadigi belirtiimis ve
bunun nedeni olarak da nohut ununun yiksek lisin orani
sonucu pisme islemi sirasinda Maillard reaksiyonunun
artmasi olarak belitmekte ve elde edilen sonuglar
ekmek igi beyazlik (L*) deg@eri harig literatir ile uyum

Doku Profil Analizi

Glitensiz ekmek 6rneklerinin 1. ve 3. gun doku profil
analizi sonuglar Tablo 6'da verilmistir. Ekmek igi sertlik
ve cignenebilirlik degerleri hem depolama siresi hem de
nohut unu miktari arttikga artmakta ve en disik ekmek
ici sertlik ve c¢ignenebilirlik degeri %0 NU ekmeginde
gOzlemlenmektedir. 1. ve 3. gunler ayrn ayr
degerlendirildiginde Uretilen glutensiz ekmekler kontrol
ekmegiyle kiyaslandiginda sertlik (N), yapiskanlik ve
cignenebilirlik (N) degerleri arasinda istatistiksel olarak
farklilk bulunmakla birlikte (p<0.05), esneklik degerinde
onemli dizeyde farkhlk tespit edilememistir (p>0.05).
Nohut unu artisinin ekmek ici sertlik degerini arttirdigi
belirtilmistir [9, 66]. Mifarro ve ark. [37] nohut unu
kullanarak Urettikleri ekmeklere 1, 3 ve 5. giin doku profil

g0sterdigi bulunmustur [3, 18, 39]. analizi gerceklestirmisler ve depolama suresinin
artmasiyla ekmek ici sertlik degerinin arttigini,
yapigkanlik  degerinin  azaldigini  fakat esneklik
degerinde dogrusal bir degisim egilimi olmadigini
belirtmiglerdir (p<0.05).
Tablo 6. Nohut unu ilaveli glitensiz ekmeklerin TPA 1. ve 3. gin analiz sonuglari
Gin Ekmek Cesidi Sertlik (N) Cignenebilirlik (N) Esneklik Yapigkanlik
%0 NU 9.542 3.542 0.98% 0.38%
1.Giin %20 NU 10.76° 4.36° 0.972 0.42°
' % 40 NU 18.65°¢ 7.59¢ 0.972 0.42"
%60 NU 28.71¢ 11.86¢ 0.942 0.44°
%0 NU 9.542 4.322 1.002 0.45°
3.Gij %20 NU 21.52° 8.48° 0.972 0412
oun % 40 NU 31.57¢ 12.92° 0.992 0.412
%60 NU 51.21¢ 23.16¢ 0.972 0.47°

ad: Ayni sttundaki farkl harfler istatistiksel agidan fark oldugunu gostermektedir (p<0.05)
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$i . aamall elektron roskobu 6rUntUIri, a

atates nisastasu) noht “ ) esmer iing unu.

| ekI .Taramall elektron mikroou grtijleri

a) %0 NU, b) %20 NU, c) %40 NU, d) %60 NU

Glutensiz ekmeklerin Gretimi igin kullanilan un ve nisasta
Orneklerinin taramali elektron mikroskobu goérintileri
Sekil 3'de gorilmektedir. Karsilastirma yapabilmek igin
tim ornekler ayni oranda blyGtulmagtir. Patates
nisastasinin oval yapida, nohut unu ve esmer piring
ununun duzensiz yapida oldugu; partikil capi
blyukluginin en fazla patates nisastasinda onu nohut
unu ve esmer piring unu takip etmektedir.

Glitensiz ekmek 6rneklerinin ekmek igi taramali elektron
mikroskobu goruntileri Sekil 4'de gorilmektedir. Kontrol
grubu ekmekleri gézenekli ve plruzlt yapidayken, nohut
unu miktarindaki artisin ekmek yapisini daha dizenli
hale getirdigi g6zlemlenmigtir.

Duyusal Analiz

Glutensiz ekmek o6rneklerinin farkli kalite kriterlerinin
duyusal degerlendirmesi siralama testi yapilarak
gerceklestiriimis ve sonuglari Tablo 8'de verilmistir. %40
NU hem lezzet hem de genel begeni yodninden
istatistiksel olarak en yiksek puani alirken %0 NU
(kontrol) ekmegi en dusuk degerleri almistir. %60 NU;
ekmek ici sertlik degeri daha fazla, renk degeri daha
koyu ve lezzet degerinin daha disuk olmasi sebebiyle
tiketici tarafindan genel begenisi %40 NU’a gore daha
distk bulunmustur. Duyusal test sonucu elde edilen
ekmek ici sertlik ve ekmek ici renk degerleri ile
enstrimantal olarak elde edilen degerler birbirleriyle
uyum gostermektedir. Nohut unu miktarinin artmasiyla
ekmek ici koyuluk degerinin arttigi hem duyusal hem de
enstrimental olarak belirlenmis ve sarnligin artmasi
panelistler tarafindan daha ¢ok begenilmistir.

Tablo 8. Nohut unu ilaveli glitensiz ekmeklerin duyusal degerlendirme verilerinin varyans

analizi sonuglari

Ekmek Cesidi Lezzet Ekmek ici Rengi Ekmek Ici Sertlik Genel Begeni
%0 NU (Kontrol) 1.90° 1.00° 1.45° 1.65°
%20 NU 2.70° 2.05° 1.752 2.80°
% 40 NU 2.85° 3.30¢ 3.20° 2.90°
%60 NU 2.55%p 3.65° 3.60° 2.65°

a¢ ayni sutundaki farkli harfler istatistiksel agidan fark oldugunu gdstermektedir. Duyusal analizin
puanlamasi 1 (en az veya en agik)- 4(en ¢ok veya en koyu) araliginda degismektedir.



D. Barisik, S. Tavman Akademik Gida 16(1) (2018) 33-41

SONUG

Bu c¢alisma kapsaminda, esmer piring unu ve patates
nisastasi iceren gllitensiz ekmekler nohut unu ile
zenginlestirilmistir. Uretilen gliitensiz ekmekler kimyasal
kompozisyon, renk, tekstirel ve duyusal oOzellikler
acisindan degerlendirilmistir. Nohut unu ilavesi glitensiz
ekmek Orneklerinin kimyasal kompozisyonu ( protein ve
kil miktarini arttirmig) iyilestirmistir. Calisma sonucunda
%40 nohut unu igeren glutensiz ekmek &érnekleri hem
ekmek kalitesi acisindan hem de duyusal olarak
tlketiciye hitap etmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma, 2210-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt ici
Yiksek Lisans Burs Programi (2014-3) kapsaminda
TUBITAK ve Ege Universitesi 15-MUH-064 numarali
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) kapsaminda
desteklenmistir.

KAYNAKLAR
[1] AACC (American Association of Cereal Chemists),
2000. Approved methods of the AACC. 10th ed.,
St. Paul, MN: (Method 02-52).

AACC (American Association of Cereal Chemists),
2000. Approved methods of the AACC. 10th ed.,
St. Paul, MN: (Method 46-30).

Aguilar, N., Albanell, E., Mifiarro, B., Capellas, M.,
2015. Chickpea and tiger nut flours as alternatives
to emulsifier and shortening in gluten-free bread.
LWT-Food Science and Technology 62(1): 225-
232.

Aider, M., Sirois-Gosselin, M., Boye, J.I., 2012.
Pea, lentil and chickpea protein application in
bread making. Journal of Food Research 1(4): 160-
173.

Alajaji, S.A., El-Adawy, T.A., 2006. Nutritional
Composition of chickpea (Cicer arietinum L.) as
affected by microwave cooking and other traditional
cooking methods. Journal of Food Composition
and Analysis 19: 806-812.

Alaunyte, |., Stojceska, V., Plunkett, A., Ainsworth,
P., Derbyshire, E., 2012. Improving the quality of
nutrient-rich  Teff (Eragrostis tef) breads by
combination of enzymes in straight dough and
sourdough breadmaking. Journal of Cereal Science
55(1): 22-30.

Altug-Onogur, T., Elmaci, Y., 2011. Gidalarda
duyusal degerlendirme, Sidas, izmir, Tiirkiye, 50s.

Alvarez-Jubete, L., Auty, M., Arendt, E.K.,

Gallagher E., 2010. Baking properties and

microstructure of pseudocereal flours in gluten-
free bread formulations. Journal European Food

Research and Technology 230: 437-445.

Angioloni, A., Collar, C., 2012. High legume-wheat

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

[7]
(8]

9]

matrices: an alternative to promote bread
nutritional value meeting dough viscoelastic
restrictions. European Food Research and

Technology 234(2): 273-284.

39

[10] AOAC (Association of Official Analytical Chemists),
1995a. Official methods of analysis, 16th ed.,
Gaithersburg, MD: (Method 925.10).

Artan, R., 2012. Colyak hastaliinda gelismeler.
Turkiye Klinikleri Journal of Pediatrical Sciences
8(1): 48-55.

Blandino, A., Al-Aseeri, M.E., Pandiella, S.S.,
Canterob, D., Webba, C., 2003. Cereal-based
fermented foods and beverages. Food Research
International 36(3): 527-543.

Bojnanska, T., Francakova, H., Liskova, M., Tokar,
M., 2012. Legumes-The alternative raw materials
for bread production. The Journal of Microbiology,
Biotechnology and Food Sciences 1: 876-886.

Cao, X., Wen, H,, Li, C., Gu, Z., 2009. Differences
in  functional properties and biochemical
characteristics of congenetic rice proteins. Journal
of Cereal Science 50(2): 184-189.

de Almeida Costa, G.E., da Silva Queiroz-Monici,
K., Reis, S.M.P.M., de Oliveira, A.C., 2006.
Chemical composition, dietary fibre and resistant
starch contents of raw and cooked pea, common
bean, chickpea and lentil legumes. Food Chemistry
94(3): 327-330.

Deepa, G., Singh, V., Naidu, K. A., 2008. Nutrient
composition and physicochemical properties of
Indian medicinal rice—Njavara. Food Chemistry
106(1): 165-171.

Fasano, A., Catassi, C., 2001. Current approaches
to diagnosis and treatment of celiac disease: an
evolving spectrum. Gastroenterology 120(3): 636-
651.

Fenn, D., Lukow, O.M., Humphreys, G., Fields,
P.G., Boye, J. I., 2010. Wheat-legume composite
flour quality. International Journal of Food
Properties 13(2): 381-393.

Fujihara, S., Sasaki, H., Aoyagi, Y., Suguhara T.,
2008. Nitrogen to protein conversion factors for
some cereal products in Japan. Journal of Food
Science 73(3): 204-209.

Gallagher, E., Kunkel, A., Gormley, T.R., Arendt,
E.K., 2003. The effect of dairy and rice powder
addition on loaf and crumb characteristics, and on
shelf life (intermediate and long-term) of gluten-
free breads stored in a modified atmosphere.
European Food Research and Technology 218(1):
44-48.

Gallagher, E., Gormley, T.R., Arendt, E.K., 2003.
Crust and crumb characteristics of gluten free
breads. Journal of Food Engineering 56(2): 153-
161.

Gallagher, E., Gormley, T.R., Arendt, E.K., 2004.
Recent advances in the formulation of gluten-free
cereal-based products. Trends in Food Science
and Technology 15(3): 143-152.

Gambus H., Nowotnha A., Ziobro R., Gumul D.,
Sikora M., 2001. The Effect of Use of guar gum
with pectin mixture in gluten-free bread. Electronic
Journal Polish Agricultural University 4(2): 1-13.
Garcia-Manzanares, A., Lucendo, A.J., 2011.
Nutritional and dietary aspects of celiac disease.
Nutrition in Clinical Practice 26: 163-173.

Gomez, M., Oliete, B., Rosell, C.M., Pando, V.,
Fernandez, E., 2008. Studies on cake quality made

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]


http://www.nmfs.noaa.gov/ia/agreements/LMR%20report/association_of_official_analytical_chemists.pdf

(26]

(27]

(28]

(29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

[37]

(38]

(39]

[40]

D. Barisik, S. Tavman Akademik Gida 16(1) (2018) 33-41

of wheat—chickpea flour blends. LWT-Food
Science and Technology 41(9): 1701-1709.
Graham, P.H., Vance C.P., 2003. Legumes:
Importance and Constraints to Greater Use. Plant
Physiology 131(3): 872-877.

Gujral, H.S., Rosell, C.M., 2004. Improvement of
the breadmaking quality of rice flour by glucose
oxidase. Food Research International 37: 75-81.
Gularte, M.A., de la Hera, E., Gébmez, M., Rosell,
C.M., 2012. Effect of different fibers on batter and
gluten-free layer cake properties. LWT-Food
Science and Technology 48(2): 209-214.

Hager, A.S., Wolter, A., Jacob, F., Zannini, E.,
Arendt, E.K., 2012. Nutritional properties and ultra-
structure of commercial gluten free flours from
different botanical sources compared to wheat
flours. Journal of Cereal Science 56: 239-247.

ICC (International Association for Cereal Science
and Technology), 1990. Determination of Ash in
Cereals and Cereal Products. 104/1, Vienna.

Igbal, A., Khalil, l.LA., Ateeq, N., Khan, M.S., 2006.
Nutritional quality of important food legumes. Food
Chemistry 9(2): 331-335.

Kaur, M., Singh, N., 2005. Studies on functional,
thermal and pasting properties of flours from
different chickpea (Cicer arietinum L.) cultivars.
Food Chemistry 91(3): 403-411.

Khan, M.A., Akhtar, N., Ullah, 1., Jaffery, S., 1995.
Nutritional evaluation of desi and kabuli chickpeas
and their products commonly consumed in
Pakistan. International Journal of Food Sciences
and Nutrition 46(3): 215-223.

Lazaridou, A., Duta, D., Papageorgiou, M., Belc,
N. Biliaderis, C.G., 2007. Effects of hydrocolloids
on dough rheology and bread quality parameters
in gluten-free formulations. Journal of Food
Engineering 79: 1033-1047.

Malekzadeh, R., Sachdev, A., Ali, A.F., 2005.
Coeliac disease in developing countries: Middle
East, India and North Africa. Best Practice and
Research Clinical Gastroenterology 19(3): 351-
358.

Mariotti, M., Lucisano, M., Pagani, M.A., Ng,
P.K.W., 2009. The role of corn starch, amaranth
flour, pea 1solate, and psyllium flour on the
rheological properties and the ultrastructure of
gluten-free doughs. Food Research International
42: 963-975.

Mifnarro, B., Albanell, E., Aguilar, N., Guamis, B.,
Capellas, M., 2012. Effect of legame flours on
baking characteristics of gluten-free bread. Journal
of Cereal Science 56: 476-481.

Mohammed, |, Ahmed, A.R., Senge, B., 2014.
Effects of chickpea flour on wheat pasting
properties and bread making quality. Journal of
Food Science and Technology 51(9): 1902-1910.
Mohammed, |., Ahmed, A.R., Senge, B., 2012.
Dough rheology and bread quality of wheat—

chickpea flour blends. Industrial Crops and
Products 36: 196-202.
Moore, M., Bello, F.D., Arendt, E.K., 2008.

Sourdough fermented by Lactobacillus plantarum
FST 1.7 improves the quality and shelf life of

40

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

gluten-free bread. European Food Research and
Technology 226: 1309-1316.

Moore, M., Heinbockel, M., Dockery, P., Ulmer, H.,
Arendt, E.K., 2006. Network formation in gluten-
free bread with application of transglutaminase.
Cereal Chemistry 83: 28-36.

Moore, M., Schober, T., Dockery, P., Arendt, E.K.,
2004. Textural comparisons of gluten-free and
wheat-based doughs, batters, and breads. Cereal
Chemistry 81: 567-575.

Nunes, M.H.B., Moore, M.M., Ryan, L.A.M., Arendt,
E.K., 2009. Impact of emulsifiers on the quality and
rheological properties of gluten-free breads and
batters. European Food Research Technology 228:
633-642.

Olexova, L., Dovic¢ovicova, L., Svec, M., Siekel, P.,
Kuchta, T., 2006. Detection of gluten-containing
cereals in flours and “gluten-free” bakery products
by polymerase chain reaction. Food Control 17(3):
234-237.

Onyango, C., Mutungi, C., Unbehend, G,
Lindhauer, M.G., 2011. Modification of gluten-free
sorghum batter and bread using maize, potato,
cassava or rice starch. LWT-Food Science and
Technology 44(3): 681-686.

Ortiz-Sanchez, J.P., Cabrera-Chavez, F., de la
Barca, A.M.C., 2013. Maize prolamins could induce
a gluten-like cellular immune response in some
celiac disease patients. Nutrients 5(10): 4174-
4183.

Osundahunsi, O.F., Fagbemi, T.N., Kesselman, E.,
Shimoni, E., 2003. Comparison of the
physicochemical properties and pasting
characteristics of flour and starch from red and
white sweet potato cultivars. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 51(8): 2232-2236.

Ozcan, T., Delikanh, B., Akin, Z., 2015. Bioactive
components of soybeans and their health effects.
Turkish Journal of Agriculture-Food Science and
Technology 3(6): 350-355.

Phimolsiripol, Y., Mukprasirt, A., Schoenlechner,
R., 2012. Quality improvement of rice-based
gluten-free bread using different dietary fibre
fractions of rice bran. Journal of Cereal Science
56(2): 389-395.

Pruska-Kedzior, A., Kedzior, Z., Goracy, M.,
Pietrowska, K., Przybylska, A., Spychalska, K.,
2008. Comparison of rheological, fermentative and
baking  properties of gluten-free  dough
formulations. European Food Research and
Technology 227: 1523-1536

Ravi, R., Harte, J.B., 2009. Miling and
physicochemical properties of chickpea (Cicer
arietinum L.) varieties. Journal of the Science of
Food and Agriculture 89(2): 258-266.

Ribotta, P.D., Ausar, S.F., Morcillo, M.H., Pérez,
G.T., Beltramo, D.M., Ledén, A.E., 2004.
Production of gluten-free bread using soybean
flour. Journal of the Science of Food and
Agriculture 84(14): 1969-1974.

Rubiales D, Mikic A., 2015. Introduction: legumes
in sustainable agriculture. Critical Reviews in Plant
Sciences 34: 2-3.



[54]

(55]

[56]

(57]

(58]

[59]

(60]

(61]

D. Barisik, S. Tavman Akademik Gida 16(1) (2018) 33-41

Schober, T.J., Bean, S.R., Boyle, D.L., 2007.
Gluten-free sorghum bread improved by sourdough
fermentation:  biochemical, rheological, and
microstructural background. Journal of Agriculture
and Food Chemistry 55: 5137-5146.

Schuppan, D., Dennis, M. D., Kelly, C. P., 2005.
Celiac disease: epidemiology, pathogenesis,
diagnosis, and nutritional management. Nutrition in
Clinical Care 8(2): 54-69.

Singh, U., Jambunathan, R., 1980. Evaluation of
rapid methods for the estimation of protein in
chickpea. Journal of the Science of Food and
Agriculture 31: 247-254.

Singh, N., Verma, P., Pandey, B.R., 2012.
Therapeutic potential of organic Triticum aestivum
linn. (wheat grass) in prevention and treatment of
chronic diseases: An overview. International
Journal of Pharmaceutical Sciences and Drug
Research 4(1): 10-14.

Singh, R.J., Chung, G.H., Nelson, R.L., 2007.
Landmark Research in Legumes. Genome 50(6):
525-537.

Tangiiler, H., Eleroglu, H., Ozer, E.A., Isikli, N.D.,
2015. Our traditional dessert which is to be
forgotten: UGUT. Turkish Journal of Agriculture-
Food Science and Technology 3(7):604-609.
Tharanathan, R.N., Mahadevamma, S., 2003.
Grain Legumes-a boon to human nutrition. Trends
in Food Science and Technology 14(12): 507-518.
Trinidad, T.P., Mallillin, A.C., Valdez, D.H., Loyola,
A.S., Askali-Mercado, F.C., Castillo, J.C.,Encabo,
R.R., Masa, D.B., Maglaya, A.S., Chua, M.T.,
2006. Dietary fiber from coconut flour: A functional
food. Innovative Food Science and Emerging
Technologies 7(4): 309-317.

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

Tirksoy, S., Ozkaya B., 2006. Gluten ve Colyak
hastaligi. Turkiye 9. Gida Kongresi, 24-26 Mayis,
2006, Bolu, Turkiye, 807-810s.

Uluéz, M., 1965. Bugday Un ve Ekmek Analiz
Metotlari. Ege Universit__esi Ziraat Fakultesi
Yayinlart No:29, Ege Universitesi Matbaasi,

Bornova, izmir.

USDA http://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/show/485
9?fg=&man=_&lfacet=&format=&count=&max=25&0
ffset=&sort=&glookup=chickpeas: Erisim Tarihi:
Kasim, 2015.

Xu, J., Zhang, H., Guo, X., Qian, H., 2012. The
impact of germination on the characteristics of
brown rice flour and starch. Journal of the Science
of Food and Agriculture 92(2): 380-387.
Yamsaengsung, R., Schoenlechner, R., Berghofer,
E., 2010. The effects of chickpea on the functional
properties of white and whole wheat bread.
International Journal of Food Science and
Technology 45: 610-620.

Yayla, D., Cakmak, S. K., Artiz, F., Tamer, E.,

Koseoglu, T., Yozgatli, A., 2015. Codlyak
hastalarinda mukokitan6z  bulgularin  sikhgi.
Turkderm 49(4): 253-256.

Zafar, T.A., Al-Hassawi, F., Al-Khulaifi, F., Al-

Rayyes, G., Waslien, C., Huffman, F.G., 2015.
Organoleptic and glycemic properties of chickpea-
wheat composite breads. Journal of Food Science
and Technology 52(4): 2256-2263.

Zhou, Z., Robards, K., Helliwell, S., Blanchard, C.,
2002. Composition and functional properties of
rice. International Journal of Food Science and
Technology 37(8): 849-868.

41



SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
http://www.academicfoodjournal.com

Akademik Gida 16(1) (2018) 42-50, DOI: 10.24323/akademik-gida.415677

Research Paper / Aragtirma Makalesi

Microbiological Risks Related with Raw Materials in Halva Production and
Detection of Microbiological Critical Control Points

Ferid Aydint = =", Burhan Basaran?

1 Department of Food Engineering, Agricultural Faculty, Atatirk University, Erzurum, Turkey
2 Ardesen Vocational School, Recep Tayyip Erdogan University, Rize, Turkey

Received (Gelis Tarihi): 28.01.2017, Accepted (Kabul Tarihi): 24.04.2017
=2 Corresponding author (Yazismalardan Sorumlu Yazar): feray@atauni.edu.tr (F. Aydin)
® 04422312479 2 04422315878

ABSTRACT

A few studies in the literature reported that infections were developed due to the consumption of some halva products
exported from Turkey. In this respect, this research aims to monitor and evaluate the microbiological risks originating
from raw material in tahini halva production unit of a food company implementing 1ISO 22000. For this purpose, 12
different samples were taken from different sampling points in halva production processes and analyses have been
performed. Results evaluated according to the decision tree method indicated that Salmonella spp. was present in
sesame, and pistachio was unsuitable in terms of mould and yeast load. Sesame Roasting and Viscous Cooking
steps were defined as critical control points as the temperature-time based treatments in these steps eliminate the
microbiological risks arising from raw-materials. Furthermore, cocoa powder and pistachio raw-materials input
validation operations were also defined as critical control points.

Keywords: E. coli, Halva, ISO 22000, Sesame, Salmonella

Helva Uretiminde Hammadde Kaynakli Mikrobiyolojik Riskler ve Mikrobiyolojik Kritik Kontrol
Noktalarinin Tespiti

6z

Literatir taramasinda Turkiye’den ihrag edilen bazi helvalarinin tiketimine bagl enfeksiyonlar goruldigu bildirilmistir.
Bu arastirmanin amaci; 1ISO 22000 standardinin uygulandigi bir gida isletmesinin tahin helvasi dretim biriminde
hammadde kaynakli mikrobiyolojik riskleri belirlemek ve tespit etmektir. Bu amagla helva Uretiminin farkli proses
basamaklarindan 12 farkli numune alinmis ve analizler gergeklestiriimistir. Elde edilen analiz sonuglari karar adaci
yontemiyle degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gére, susam Salmonella spp., antep fistigi ise maya ve kuf varhigi
acisindan uygunsuz olarak tespit edilmistir. Susam Doner Kavurma ve Agda Pisirme proses basamaklarinda
uygulanan sicaklik-sure islemleri hammadde kaynakli mikrobiyolojik riskleri elimine ettigi icin kritik kontrol noktasi
olarak tanimlanmistir. Ayrica kakao tozu ve Antep fistigi hammaddelerinin girdi kabul kontrol islemleri de kritik kontrol
noktasi olarak tanimlanmistir.

Anahtar Kelimeler: E. coli, Helva, ISO 22000, Susam, Salmonella

INTRODUCTION to a specified techniqgue by means of making the sugar

syrup, which is produced through cooking sugar, potable
Tahini Halva is defined as a solid and homogenous water, and citric acid/tartaric acid, or edible glucose
product with a thin fibrous structure prepared according syrup is also added to the combination when necessary,
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viscous and then is whitened with soapwort extract
(Radix saponariae Albae sive L.) and/or with modified
proteins. The mixture is then combined with tahini and
condiments also (nuts, pistachio etc. each of which is
added by 8% at least) can be added [1].

Microbiological quality in halva is closely related with the
raw material and the production technique. Watering the
raw materials used in the production of halva with
contaminated water containing faecal sourced
microorganisms, inconvenient environmental conditions
during various process steps such as moulding, cooling,
mellowing, packing or storage, and other factors like
personnel and machinery all directly influence the
microbiological quality of halva [2-5]. The sesame in the
product is primarily held responsible for Salmonella
contaminations not only in Halva, but in all sesame-
based products [5, 6]. The most important risk in
pistachio is aflatoxin [7].

It is reported that Salmonella typhimurium DT 104
infection was identified among consumers in Sweden,
England, and Australia after the consumption of tahini
and halva that were imported from Turkey [2, 8, 9].
Brockmann et al. [3] identified Salmonella in 11 of the
117 food samples (among which Halva was also
present) with sesame content. Sengiin et al. [10],
reported that mould value in pistachio halva is higher
than that of the other halva types. Gok and Var [4]
examined 102 pieces of originally packed Turkish
product halva. Out of 34 pistachio halvas, 21 pieces
were inconvenient in mould quantity, and 33 in Coliform
Bacteria; out of 34 cocoa halvas, 9 pieces were
inconvenient in E.coli; and finally, out of 34 plain halvas,
4 pieces were inconvenient in yeast quantity [4]. Torlak
and Ozfidan [11], detected Salmonella in 1of 33 plain
halva samples that were obtained from various sales
points around Konya region. Kaya and Ergonal [12],
reported that the halva sold in open air in Manisa are
microbiologically reliable yet potential health risks
should still be taken into consideration.

Food faces a variety of risks throughout its production
process. It is therefore essential to ensure, monitor, and
evaluate adequate and effective controls in all phases of
food chain. A lot of countries and companies convene
and develop standards for safe food supply in this
respect. One of these developed standards is ISO
22000. The basic approach in this standard is to
efficiently inspect the stages of production process and
to eliminate the potential risks that might occur against
consumer health or at least reduce them to acceptable
levels. 1ISO 22000:2005 covers all individuals and
corporations throughout the food chain, from the primary
producer to the end customer.

The purpose of this research is to monitor and evaluate
the raw material-sourced microbiological risks at tahini
production unit of a food establishment in which ISO
22000 standard is applied by also taking the control
measures in the current HACCP plan into consideration,
and to determine whether there are any
microbiologically critical control points in the production
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steps through which these microbiological risks are
eliminated or reduced to the acceptable level.

MATERIALS and METHODS

Materials

The data was collected in a private halva production
premise in the Central Anatolia Region of Turkey. The
establishment, which surrounds 5400 sgm closed area
and employs 40 personnel, reports its halva production
capacity as 2200 tonsl/year, its domestic sales as 1500
tons/year, and foreign sales as 600 tons/year. The plant
was certified with 1ISO 22000 in 2006 by Sistemer
Uluslararasi Belgelendirme ve Dis Ticaret San. Tic. Ltd.
Sti. (Sistemer International Certification and Foreign
Trade Ltd.), and this was followed by follow-up
inspections, the most recent of which was made in
2013. In accordance with the research purpose, the ISO
22000 documentation system of the establishment and
the raw material used in halva production were adopted
as the research materials.

Halva Production Process

The basic halva raw materials are sesame, tahini, sugar,
and soapwort. Cocoa powder and pistachio are the raw
materials that are added in accordance with the product
type. The production process of halva is made up of
three main processes, the third of which is the actual
combination of the outputs of the previous two. The very
first step of the production is obtaining tahini out of
sesame. The last process involves mixing of halva and
the viscous in 1 to 1 proportion. Figure 1 displays the
halva production process diagram of the firm.

ISO 22000 Documentation
Establishment

System of the

According to the hazard and risks analyses performed
by the food safety team of the firm founded on the basis
of I1ISO 22000 practices, no microbiological critical
control points have been determined in halva production
process.

Raw Materials Used in Halva Production

Table 1 shows the information regarding raw materials
used in halva production that was carried on under
controlled conditions.

Methods

Microbiological Points and

Sampling

Sampling (SP)

In order to determine the process steps in which raw-
material-sourced microbiological risks are eliminated or
decreased to an acceptable level, three different
processes in the production of the end product are
considered separate and 12 different microbiological
sampling points are ascertained. While ascertaining the
critical control points, the practices realized within the
scope of ISO 22000 and the related literature were
considered. Sampling points are explained in Figure 1
and the reasons are given in Table 2.
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Table 1. Raw materials used in halva production

Date of arrival in

Raw material Production date  Date of expiry  Batch number Origin the plant

Sesame 09/2013 09/2014 - Kanu/Nigeria 18/12/2013

Pistachio 12/11/2013 12/05/2015 12122013 Kahramanmaras/ 23/12/2013
Turkey

Cocoa powder 05/03/2013 04/0372014 BEM0254 Malaysia 28/08/2013

Soapwort extract 04/10/2013 04710/2015 2409 Tekirdag/Turkey 07/10/2013

Sugar 2013 2014 2013K Yozgat/Turkey 19/12/2013

All raw material samples were taken from their natural
packages from their actual storage environments. In the
production steps, samples were obtained separately
under aseptic conditions and placed into sterile glass
jars with two parallels (jars are filled almost 1/2).

Microbiological Criteria

Three types of Halva are produced in the halva process
of this establishment: Plain Halva, Cocoa Halva, and
Pistachio Halva. Since the main purpose of this
research is to identify the microbiologically critical
control points in the halva production process, the
parameters set by the legal authorities regarding the
halva product constitute the main basis to be referred to.

The microorganisms that should be sought and counted
in halva according to the Turkish Food Codex
Microbiological Criteria  Communique are shown in
Table 3. Also Table 4 shows the microorganisms that
should be specifically sought and counted with regards
to the addition of cocoa and pistachio as condiments.

Analyses

Salmonella spp. analyses and inventory in raw
materials, production steps and end-product samples
were performed according to 1SO 6579:2002 [16].
Mould-yeast analyses and inventory were made in
conformity with 1ISO 21527-2: 2008 [17] and E.coli
analysis and inventory were based on ISO 16649-
2:2001 [18] and aflatoxin analysis was done according
to the AOAC Official Method 991.31 [19].

Decision tree

In order to determine the critical control points, the study
benefited from the results of the analyses and the
decision tree method [20].

RESULTS and DISCUSSION

Microbiological analysis results of the samples are
shown in Table 5 displayed in Table 6 and the results of
the decision tree are. The results are discussed under 4
headings. Tahini Production Stage analysis results are
explained and discussed in the 1% section while Viscous
Production Stage analysis results in the 2" and Halva
Production Stage analysis results in the 3™ section and
results of end product in the 4™ section. The results of
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the decision tree are explained and discussed in the 5"
section.

Section 1

In sesame raw material (which is also defined as SP-1),
E.coli, mould, yeast, and Salmonella analyses were
made. Findings were compared with the microbiological
limits that are shown on Table 3. E.coli was below the
critical limit. However, Salmonella presence has been
detected in the sesame and the mould and yeast
analyses results were found to be 7.8 x 10*kob/g, which
exceeds the critical limit. Consequently, the sesame
used in the analyses was not proper.

Salmonella, E.coli, mould and yeast analyses were
made in sesame roasting (SP-6) and milling (SP-7)
process steps. The E.coli counting results in SP-6 and
SP-7 are found to be<10 kob/g. As this result is
compared with the initial E.coli in sesame, it can be said
that there is no actual difference present. The yeast and
mould counting corresponds to<10 kob/g. The analysis
regarding Salmonella presence shows no signs of
Salmonella.

Section 2:

E.coli, mould and yeast analyses were made on
granulated sugar samples (SP-3) and on the soaproot
extract (SP-2) and the analyses results suggested that
the values were below the critical limits.

Analysis results of the samples taken from Viscous
Cooking (SP-8) are <10 kob/g for E.coli and <10 kob/g
for mould and yeast. It can therefore be claimed that
Viscous Cooking (SP-8) does eliminate the mould and
yeast values (especially the soaproot extract-sourced
mould and yeast values) or reduce those to acceptable
levels.

Section 3:
E.coli, mould and yeast analyses were performed on

cocoa powder. The results showed that the values were
below the critical limits as it suggested in Table 3.
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Table 2. Sampling points and the reasons they were selected

1.Raw material

Sampling point

Reason

In order to monitor the microbiological risks that source from the raw materials in the
halva process and to detect the CCP M, it is first essential to take samples from the raw
materials which are shown on Table 1 and which are to be used in production.

A series of treatments were applied to the sample sesame. The sample was
pneumatically brought to the production area and taken to the rotary roasting line. The
duration through which the sesame was processed at the rotary roasting was around 3.5
hours. The heat temperature may increase up to 150°C during this process. As the
inhibiting effect of heat and duration on the living creatures that pose the microbiological
risks is known, the roasting process as a specific stage of heat practice on the sesame
was chosen as a sampling point as it would enable the researcher to compare the
microbiological load of the sesame before and after the roasting. On et al. [5] reported
that no particular study regarding the influence of sesame roasting process on
Salmonella potential in sesame seeds, it is unclear whether this might result from
inadequate processing, or normal processing being insufficient. Brockmann et al. [3]
reported that they detected Salmonella in roasted sesame samples. They explained that
this is either caused by inadequate heat and/or duration practice during roasting or by
post-roasting contamination. Torlak et al. [13] found that after injecting the Salmonella to
the sesame seeds, the roasting process of sesame seeds which was realized under
different temperatures (110, 130 and 150°C) and different time durations (30, 50 and 60
minutes) was effective to inactivate the Salmonella.

During the milling of the cooled sesame, the friction between the mill notches causes a
release of a specific amount of heat. It was predicted that this heat could reduce the
microbiological load when the primary heat & duration practice with rotary roasting
remained inadequate to reduce the same. In addition, transfer for exhibition following the
stage of rotary roasting included contamination potential due to the work environment
conditions, contact with the personnel, and similar factors.

Since the syrup boiling process included the application of high temperature (100°C) and
duration (15-20 minutes), it was thought that this stage would eliminate the
microbiological risks resulting from water and sugar or reduce those risks to acceptable
levels.

The viscous and tahini were mixed in accordance with the specified technique. Right
before the kneading stage commenced, the condiments that specified the type of the
product (cocoa powder and pistachio) were added in. The products manufactured by use
of the same raw materials followed the same process and were processed in separate
tanks in the kneading process. It was at this stage that 3 different products appeared:
Plain Halva, Cocoa Halva and Pistachio Halva. The dough of each product was taken to
a separate and disinfected kneading tank yet all of the three were kneaded by the same
personnel. The hands and arms of this employee were cleaned and disinfected before
the kneading. The good hygiene practices that were used throughout the entire
production were followed at this stage, too so the employee also used a bonnet and a
mask.

The manual kneading stage is a critical stage in terms of microbiological risk since it can
only be carried out with manpower. After this stage, there is no heat and duration
practice by which a possible remaining microbiological risk can be eliminated. Therefore,
the samples of the dough obtained after manual kneading were taken to figure out if
there had occurred any personnel-sourced contamination. Since the raw material, the
entire production process, and the kneading stage were all identical, it was decided that
no sample would be taken from plain tahini halva or the cocoa halva, and sample would
only be taken from the pistachio halva.

(SP)
1.1 Sesame SP-1
1.2 Soapwort extract SP-2
1.3 Granulated sugar SP-3
1.4 Cocoa powder SP-4
1.5 Pistachio SP-5
2. Production stages
2.1 Sesame roasting SP-6
2.2 Milling SP-7
2.3 Viscous cooking SP-8
2.4 Manual kneading
(Pistachio Halva) SP-9
2.5 Plain halva SP-10
2.6 Pistachio SP-11
2.7. Cocoa halva SP-12

After the manual kneading, the product was and then spilled onto the machine belt. The
product passed through the cooling tunnel to then be cut into convenient sizes by pre-
arranged knives for packing. By the eventual process of defining the actual date and
batch information onto the package where the product was placed in, the end products
of plain halva, cocoa halva, and pistachio halva were obtained. The product obtaining
order was plain halva, pistachio halva, and cocoa halva. Cocoa halva was obtained last
in case its flavour might spread onto the next product (pistachio halva) if it would be
followed by another type. Between the manual kneading and the eventual composition of
the end product, there exist microbiological risk sources such as machinery, work
environment, personnel, and packaging. Moreover, the end products must be examined
in terms of their conformity with the legal criteria.
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Table 3. Microbiological criteria in halva products [14]

Food/Microorganism Sampling plan Limits
n c m M
Yeast and ) 5
Tahini halva mould 5 2 10°kob/g 10°kob/g
E. coli 5 0 <10'kob/g
Cocoa and cocoa products Salmonella 5 0 0/25 g-mL

n: number of samples chosen randomly and independently from the party; c: maximum number of samples
between m and M (maximum number of samples which can be identified as m value); m: maximum
microbiological value that can be found in (n-c); M: number of microorganisms which indicate the unsuitable and

unacceptable values in case ¢ number of samples exceeds this value.

Table 4. Aflatoxin limits for pistachio [15]

Maximum Limit (ug/kg)

Aflatoxin B: B1+B2+G1+G2 M1

Pistachio (which should be sorted out or taken into other

physical processes prior to its release to human 12.0 15.0 —

consumption or prior to usage as a food ingredient)

Table 5. Microbiological analysis results of the samples

_ _ E. coli *Mould and Salmonella *Total Aflatoxin
Sampling points (kbb/g) Yeast spp. (/25 g) (B1+B2+G1+G2)
(kob/g) ' (Hg/kg)

SP-1 Sesame <10 7.8 x 104 Detected NAM
SP-2 Soaproot extract <10 1.0x 108 NAM NAM
SP-3 Granulated Sugar <10 <10 NAM NAM
SP-4 Cocoa powder <10 <10 Not found NAM
SP-5 Pistachio <10 2.0x10° NAM 0,34
SP-6 Sesame Roasting <10 <10 Not found NAM
SP-7 Milling <10 <10 Not found NAM
SP-8 Viscous Cooking <10 <10 NAM NAM
SP-9 Manual Kneading <10 1.0x 103 Not found NAM
SP-10 Plain Halva <10 <10 Not found NAM
SP-11 Pistachio Halva <10 8.0 x 10° Not found Not detected
SP-12 Cocoa Halva <10 1.0 x 102 Not found NAM

NAM :No Analysis Made *Analyses are accredited.

The analysis on pistachio revealed the aflatoxin and
E. coli results were below the critical limits. However,
mould and yeast results (2.0x10% kob/g) exceeded the
critical limit (1.0x10° kob/g). When the results were
compared to the criteria in Table 3, the comparison
suggested that all the values were within the critical
limits. While in the tahini and viscous cooking
processes, mould and yeast values were <10 kob/g, in
the manual kneading process the values increased to
1.0x10° kob/g. This result can be explained with the
pistachio added in this process.

Results for manual kneading (SP9) was <10 kob/g for
E.coli, 1.0x10° kob/g for mould and yeast, and no
Salmonella was detected. When the results are
compared to Table 3, it is clear that all the values are
within the limits. Although mould and yeast values were
<10 kob/g in tahini and viscous processes, the values
increased to 1.0x10° kob/g in manual kneading. This
change is considered interrelated to pistachio addition in
this process.

Section 4:

When the plain halva analysis results (SP-10) are
compared to the legal limits, all the values were either
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below the limits or at acceptable levels rendering the
end product appropriate for consumption. Results
showed that no microbiological contamination was taken
place in the processes of mixing viscous and tahini,
kneading and packaging.

In pistachio halva (SP-11), E.coli, Salmonella, and total
aflatoxin values are below legal or acceptable limits. On
the other hand, the result for mould and yeast was quite
higher than legal limits (8.0x10° kob/g). Until pistachio
was added into the mixture, the mould and yeast values
were at acceptable levels (in the tahini and viscous
processes). The mould and yeast values were founded
inappropriate in the initial analysis results for pistachio.
These analyses showed that the inappropriate values in
the end-product in terms of mould and yeast were
because of pistachio. Another point supporting this
statement is that the mould and yeast values for plain
halva were appropriate considering legal limits. Because
all the steps and processes were performed same in
plain and pistachio halva productions, except for adding
pistachio as a condiment.
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halva processing

Table 6. Data obtained through the decision tree method for
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Sesame (SP-1) Y N Y Y -
Soapwort extract (SP-2) Y N Y Y -
Granulated sugar (SP-3) Y N Y Y -
Cocoa powder (SP-4) Y N Y N CCP-M?
Pistachio (SP-5) Y N Y N CCP-M?
Sesame roasting (SP-6) Y Y - - CCP-M3
Milling (SP-7) Y N N - -
Viscous cooking (SP-8) Y Y - CCP-M*
Manual kneading (SP-9) Y N Y N CCP-M°
Plain halva (SP-10) Y N Y N CCP-M8
Pistachio halva (SP-11) Y N Y N CCP-M’
Cocoa halva (SP-12) Y N Y N CCP-M®

Y:Yes N:No

The analysis results of cocoa halva (SP-12) show that
all values of this product type are below the legal critical
limits. In the light of these data, it can be said that cocoa
halva is an appropriate end product for consumption.
The mould and yeast value of the cocoa halva being
1.0x10? kob/g was yet found meaningful. All details that
are explained above for pistachio halva regarding mould
and yeast are true for cocoa halva, too. It is therefore
apparent that the mould and yeast load in the cocoa
halva originated from the pistachio halva which passed
through the same line right before the cocoa halva.

Section 5: Decision Tree

Taking the analysis results of sesame (SP-1), soapwort
extract (SP-2), and granulated sugar (SP-3) into
consideration, it can be said that the microbial risks they
bear are eliminated at latter production stages (Sesame
Roasting, Viscous Cooking). Therefore, it cannot be
considered as a CCP-M.

According to decision tree, there are not any process
steps that can eliminate or minimize the raw-material-
sourced microbiological risks after cocoa powder and
pistachio are included in halva production process.
Therefore cocoa powder (SP-4) should be defined as
CCP-M! and the pistachio (SP-5) as CCP-M2.

Sesame roasting (SP-6) and viscous cooking (SP-8)
processes reduce the raw material sourced microbial
risks to acceptable levels. No other production step
follows these in the process flow that can achieve that
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effect. Therefore, sesame roasting should be defined as
CCP-M? and Viscous Cooking as CCP-M*.

In tahini milling process (SP-7) heating happens as a
result of the friction of the millstones. However, the
heating occurring here cannot be considered as a
systematic temperature-time treatment. This
temperature cannot be measured and interfered when
necessary. It cannot be considered as a systematic
technique and consequently as a CCP-M.

Manual kneading phase (SP-9) is the process in which
the materials are mixed and no other treatment is
practiced in this step that can eliminate or minimize the
possible microorganisms that can arise from cocoa
powder, pistachio or tahini and viscous processes. Mix
is carried out by personnel. According to the decision
tree, there is no other eliminating step by which
personnel-induced microbiological risks in the process.
Thus, Manual kneading phase should be described as
CCP-M>,

The last phase of halva production processes are Plain
(SP-10), pistachio (SP-11) and cocoa halvas (SP-11).
There is no other eliminating step by which personnel-
induced and business-driven microbiological risks in the
process of final product. Thus, plain halva, pistachio
halva and cocoa halva must be described as CCP-M¢,
CCP-M’ and CCP-M8, respectively.
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CONCLUSION

Halva is a traditional Turkish food and mostly consumed
at breakfast in Turkey as well as in many Middle Eastern
and Asian countries. In the literature, halva studies are
mostly aimed to determine microbiological load of the
halva products put on the market. Halva production
process has not been investigated in details as well as
there are few studies on food safety risk analysis in the
literature. On the other hand, Salmonella spp. infection
has been reported to occur due to the consumption of
products exported to Europe.

This study is conducted at one of the halva production
company in order to determine the critical
microbiological control points in the process of halva
production. Result from the study is as follows:

Input control operations of Sesame, soapwort extract
and granulated sugar that are bought for company is not
CCP-M. still, the input control operations of these
materials should define. Within the scope of plan, every
batch should be inspected, their microbiological analysis
certificates should be requested, and the suppliers of
these materials should be periodically audited.

The fact that cocoa powder is an export product and
pistachio is an agricultural product is the potential
source of microbiological hazard. These two materials
are directly used in halva production without going
through an initial process beforehand. Moreover, It is
clear from Figure 1 and decision tree that cocoa powder
(SP-4) should be defined as CCP-M! and the pistachio
(SP-5) as CCP-M2,

Tahini Milling Process (SP-7) cannot be considered as a
CCP-M. On the other hand, it is an important process
step as it shows whether there happens any
contamination in the related processes.

Manual kneading, plain halva, pistachio halva and cocoa
halva are indicated as CCP-M®, CCP-M’ ve CCP-M?
respectively in the decision tree. Operation in these
process steps do not include any operation that can
eliminate microbial load or reduce to acceptable level. At
this stage, operations for microbial load determination
are conducted. Personnel-induced microbiological risks
during the manual kneading process exist and it is
almost impossible to track it with CCP. Determining the
end product analysis as CCP is a contradiction with the
system approach for safe food production using
effective periodic maintenance. Thus, determining these
steps as CCP is not a realistic approach. Effective
control point should be determined for these process
steps and systematic operations including release
systems must be conducted. The efficiency of the
system should be increased by periodic maintenance
and sanitation of all the machinery, effective
implementation of swap analyses, personnel training
and check-ups.

The establishment has been practicing 1ISO 22000 Food
Safety Management System since 2006. However, it is
clearly seen that the system established and applied in
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the establishment is inaccurate. Therefore, the company
was recommended to revise its system and then to
contract with another certification authority.
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Bu calismada, Artvin ili'nde yetisen kusburnu (Rosa canina L.), kizilcik (Cornus mas L.), ¢akal eridi (Prunus spinosa)
ve Ahlat armudu (Pyrus elaeagrifolia) meyvelerinden geleneksel olarak uretilen marmelatlarin toplam ve suda
¢ozUnUr kuru madde, titrasyon asitligi, glikoz, friktoz, sakaroz, toplam seker ve hidroksimetilfurfural (5-HMF)
miktarlari, pH, renk ve su aktivitesi degerleri ile antioksidan aktivite ve fenolik bilesen kompozisyonlari belirlenmistir.
Arastirmada, tim marmelat 6rneklerinin toplam ve suda ¢ozinir kurumadde igeriklerinin %55, su aktivitesi
degerlerinin 0.79, toplam seker igeriklerinin 47 g/100g’in Uzerinde oldugu; HMF igeriklerinin ise 10.95 ile 1094.11
mg/kg arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Ornekler farkli oranlarda gallik asit, katesin, epikatesin, vanillin,
klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit, p-kumarik asit, hesperidin, rutin, elajik asit ve kuersetin igermektedir. Marmelat
orneklerinin fenolik madde iceriklerinin 64.67-205.75 yg GAE/g arasinda degistigi; kizilcikk marmelatinin en yiksek
DPPH radikal giderme aktivitesi (%3.72+0.09) gosterdigi tespit edilmistir. Cesitli fenolik maddeleri yiksek miktarlarda
icermeleri ve antioksidan aktivitelerinin ylksek olmasi nedeniyle kusburnu, ¢akal eridi, kizilcik ve Ahlat armudu
marmelatlarinin insan sagligi acgisindan o6nemli olduklari ve gesitli fonksiyonel Urinlerin gelistiriimesinde
kullanilabilecekleri dusUnulmektedir. Ayrica, ¢akal erigi ve Ahlat armudu marmelatlarinda belirlenen yiksek HMF
miktarinin Urdnlerin geleneksel Uretimi sirasinda yiksek sicaklikta uzun sire kaynatma islemine maruz kalmalari
nedeniyle olustugu distiniimekte olup, halkimizin bu konuda bilinglendiriimesinin faydali olacagi anlasiimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Fenolik madde profili, Cakal erigi, Ahlat armudu, Kusburnu, Kizilcik

Some Physical and Chemical Properties, Antioxidant Activities and Phenolic Profiles of
Different Marmalades Traditionally Produced in Artvin, Turkey

ABSTRACT

In this study, some physiochemical properties (color, pH, total and soluble solid, titratable acidity, glucose, fructose
and total sugar content, water activity, hydroxymethyl furfural (5-HMF) as well as antioxidant activity and phenolic
composition of traditionally produced rosehip (Rosa canina L.), cornelian cherry (Cornus mas L.), blackthorn (Pyrus
elaeagrifolia) and Ahlat pear (Pyrus elaeagrifolia) marmalades were determined. In research, the following data
were determined that all marmalade samples' total and water soluble dry matter contents were over 55%; water
activity and total sugar contents were over 0.79 and 47 g/100g and HMF contents were found between 10.95 and
1094.11 mg/kg. All samples contained gallic acid, catechin, epicatechin, vanillin, chlorogenic acid, caffeic acid,
coumaric acid, p-coumaric acid, hesperidin, routine, ellagic acid and quercetin in different ratios. Phenolic substance
values of marmalade samples were between 64.67-205.75 yg GAE/g. The highest DPPH radical scavenging activity
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belonged to the cornelian cherry marmalade (%3.72+0.09). Because of the high phenolic composition and antioxidant
activities of rosehip, blackthorn, cornelian cherry and Ahlat pear marmalades besides their significant health benefits
may be used for developing functional foods. High HMF contents in blackthorn and Ahlat pear marmalades could be
due to long processing time and boiling process at high temperature during conventional production, and consumers

should be aware of this problem.

Keywords: Antioxidant activity, Phenolic profile, Blackthorn, Ahlat pear, Rosehip, Cornelian cherry

GiRiS

Son yillarda daha bilingli hale gelen tiketiciler meyve,
sebze ve bunlarin islenmesi ile elde edilen drinlerin
tiketiminde aroma veya lezzetin yani sira antioksidan
aktivite, vitamin ve mineral igerigi gibi faktorleri de
dikkate almaktadirlar. Dolayisiyla, meyvelerin
islenmesiyle elde edilen regel, marmelat ve pekmez gibi
arinlerin fenolik bilesenler, antioksidan aktivite ve
vitamin iceriginin meyveye kiyasla ne derece degistigi
Onem arz etmektedir.

Meyvelerin islenmesi ile elde edilen bir Girin olan
marmelat; sap, yaprak, cekirdek ve pargalarindan
temizlenmig, yikanmig, saglam ve olgun meyvelerden
elde edilen surdlme kivaminda bir drindur. Marmelat ve
recel arasindaki fark meyve pargalarinin iriligine
dayanmaktadir [1]. Tirk Gida Kodeksi Regel, Jole,
Marmelat ve Tatlandirilmis Kestane Puresi Tebligi [2]
marmelatlari; marmelat ve geleneksel marmelat olarak
siniflandirmaya tabi tutmus ve geleneksel marmelati;
Meyve pulpu, plre, meyve suyu ve sulu ekstraktlarinin
veya bitkilerin kok, yaprak, cicek gibi yenilebilen
kisimlarina gerektiginde sekerler ve su ilave edilerek
surdlme kivamina getirilmis karisim olarak tanimlamistir.

Marmelat taze meyvelerden vyapilabildigi gibi kuru
meyvelerden de Uretilebilmektedir. Taze seftali, kayisi
gibi yumusak meyveler direkt marmelat yapilabilirken;
elma ve armut gibi yumusak etli olmayan meyvelerin

kolayca  ezilebilmesi icin once haslanmalari
gerekmektedir. Kuru meyvelerden marmelat Uretilirken
ise meyveler 8-10 saat su iginde slatilip

yumusayincaya kadar haslandiktan sonra ezme haline
getirilmektedirler [3].

Tirkiye istatistk Kurumu verilerine goére; Tirkiye'de
cesiti meyvelerden recel, meyve marmeladi, meyve
veya sert kabuklu yemislerin plire ve ezmeleri
sektorinde faaliyet gosteren 119 firma bulunmakta ve
bu firmalar yilda yaklasik 113241 ton regel, marmelat,
plre ve ezme Uretimi yapmaktadirlar [4]. Ancak evlerde
ve merdiven alti olarak tabir edilen yerlerde geleneksel
olarak ne kadar Uretim yapildidi bilinmemektedir.

Gidalara uygulanacak herhangi bir proses segilirken
dikkat edilmesi gereken en Onemli husus, gidalarin
besin degerini, kalitesini optimum diizeyde koruyacak
yontemin uygulanmasidir [5]. Geleneksel olarak uretilen
marmelatlar, kivam artirici herhangi bir katki maddesi
ilave edilmeksizin yuksek sicaklik derecelerinde uzun
stre kaynatilarak kivamlari artirilmaya c¢ahisildigindan
icerigindeki meyvelerin antioksidan aktivitelerinin yani
sira besin degerlerinde de kayiplar olmaktadir.
Dolayisiyla, recel, marmelat, plire ve ezme gibi

52

geleneksel olarak uretilen Uriinlerde, uzun sire isil islem
uygulamalari yerine vakumda pisirme ve standart
kalitede Uretim gibi konular ¢o6zilmesi gereken
problemlerin baginda gelmektedir.

Gerek geleneksel olarak gerekse teknolojik olarak birgok
meyveden marmelat Uretiimektedir. Yapilan bu
arastirmada da materyal olarak Artvin ili'nde geleneksel
olarak uretilen kusburnu, kizilcik, cakal erigi ve Ahlat
armudu marmelatlar kullanilmistir.  Kusburnu; recel,
marmelat, surup, meyve suyu ve bitki cayl seklinde
tuketimi oldukga yaygin olan bir meyvedir. Bu meyve, C
ve E vitaminleri gibi antioksidanlarin, likopen ve pB-
karoten gibi karotenoidlerin, flavonoid, glikozit ve
proantosiyanidin aglikon gibi fenolik bilesiklerin énemli
bir kaynagi olarak bilinmektedir [6]. Erik meyvesi, A ve B
vitaminleri ile potasyum ve magnezyum mineralleri
acisindan oldukga =zengindir. Erigin taze tiketimi
yaninda, meyve suyu ve konserve endustrisinin
gelismesi ile komposto, regel, ezme, pestil, marmelat ve
meyve suyu yapiminda kullanildidi [7], ayrica
kurutularak da pazarlandigi  ve tuketildigi  [8]
bilinmektedir. Armut; kendine 6zgl tat, gevreklik, koku
ve aromasindan dolayi tiketiciler tarafindan tercih
edilen bir meyvedir. Ulkemizde genelde taze olarak veya
kurutularak tiketilirken, ¢ok az kismi da piire, konsantre,
nektar, berrak armut suyu, pulplu meyve suyu
karisimlari  Uretiminde kullaniimaktadir [9]. Kizilcik
meyvesi ise, halk tarafindan kurutmalik ve taze olarak
tuketilebilmekte; ayrica recel, marmelat, surup, pestil ve
meyve suyu uretiminde de kullaniimaktadir. Bu meyve,
kolay hazmolabilir sekerler, glikoz, friktoz, organik
asitler, glikozit, friktozit, aromatik bilesikler, fenolik
madde, salisilik asit, pektin ve mineral maddeler,
askorbik asit, katesin, flavonoid gibi biyolojik aktif
maddeler [10] ile antioksidan etkiye sahip bilesenler olan
antosiyaninleri de 6énemli miktarda ihtiva etmektedir [11].

Bu arastirma, Artvin ilinde geleneksel olarak dretilen
kusburnu, kizilcik, c¢akal erigi ve ahlat armudu
marmelatlarinin bazi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin
yani sira antioksidan aktivite ve fenolik bilesen
profillerinin  belirlenmesi amaciyla gergeklestiriimistir.
Yapilan literatlir taramalarinda; kizilcik marmelatinin
baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile C vitamini igerigi
[12], kusburnu marmelatinin biyoaktif ve reolojik
ozellikleri [13], kugburnu ve kizilcik marmelati ilaveli set
ve karistirilmis tip yogurtlarin baz fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik  6zellikleri [14], kizilclk meyvesi ve
marmelatinin bazi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile
antioksidan aktivite ve antosiyanin profilinin belirlendigi
[15] gorulmis ancak geleneksel olarak Uretilmis
marmelatlar ile erik ve armut marmelatlari Uzerine
yapiimis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu
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acidan yapilan arastirmanin literatire 6nemli dizeyde
katki saglayacagi disunulmektedir.

MATERYAL ve YONTEM

Arastirmada Artvin ilinde geleneksel olarak Uretilen
kusburnu, kizilcik, c¢akal erigi ve Ahlat armudu
marmelatlari kullaniimistir. Marmelat 6rnekleri dogrudan
Ureticiden alinarak laboratuvara getiriimis ve analiz
edilinceye kadar 4+1°C’de muhafaza edilmistir.

Marmelat orneklerinin toplam kuru madde miktarlari
vakumlu kurutma dolabi (Daihan Wiseven, WOV-30,
China), suda ¢6zinidr kuru madde igerikleri
refraktometre (Abbe Zeiss, Almanya), titrasyon asitligi
(Y%omalik asit cinsinden) ve pH degerleri pH metre
(Ohaus, starter 3100, ABD) kullanilarak AOAC
(Association of Official Agricultural Chemists) [16]
standart metoduna gdére belirlenmigtir. Renk Tayini, Ug¢
boyutlu renk 6lgimi esasina gore galisan renk dlgme
cihazi (Minolta CR-400) ile yapilmigtir. Renk okumadan
Oonce cihaza ait standart kalibrasyon skalasi ile cihaz
kalibre edilmis ve ardindan 6rnekler beyaz bir zemine
konularak renk olgimd  yapilmistir  (L; O=siyah,
100=beyaz (koyuluk /agiklik), a; +a kirmizi, -a yesil, b;
+b sari, -b mavi renk yogunluklarini gostermektedir).
Ayrica C ve H° degerleri de Esitlik 1 ve 2 yardimiyla
hesaplanmistir [17]:

C= (az * b2) 12
H° = tan ~Y(b/a)

(1)
()

H° degerlerinin 0°, 90°,180°, 270° ve 360° olmasi
siraslyla; kirmizi, sari, yesil, mavi ve kirmizi rengi ifade
etmektedir [18].

Orneklerin  su  aktivitesi, su aktivitesi cihazi
(Novasina,Lab touch- aw, Isvigre) ile AOAC [19]
metoduna gore; HMF miktarlari ise Tornuk ve ark. [20]
a gore HPLC cihazi (Schimadzu LC 20A, Japonya) ve
C-18 (Zorbax Eclipse, XDB-C18) kolon kullanilarak
tespit edilmistir. Kolon boyutlari 4.6x150 mm, kolon i¢
¢apl 5 uym ve kolon sicakligi 25°C’dir. Kromotogramlar
Diode Array Detector (DAD)da 284 nm dalga boyunda
tespit edilmigtir. Enjeksiyon hacmi 20 yL’dir. Hareketli
faz olarak, ultra saf su (%7lik asetik asit iceren):
asetonitril (95:5, v/v) karisimi kullanilmistir. Hareketli
fazin akis hizi 1 mL/dakikadir.

Marmelatlarin seker profil analizleri, uluslararasi IHC
[21] metodunda bazi modifikasyonlar ile yapilmigtir. 100
mL saf suda ¢o6zindlrilen marmelat ornekleri 0.45
pm’lik membran filtrelerden gegirilerek viallere alinmistir.
Hareketli faz olarak, asetonitril: su (80:20, v/v) karigimi
kullaniimistir. Kullanilan kolon; 4 .6x250 mm
boyutlarinda ve aminden modifiye edilmis 5-7 pm
partikil buyukligine sahip dolgu maddesi igermektedir
(Inertsil HPLC  kolon, GL Sciences, Japonya).
Orneklerde seker analizi igin otomatik &érnekleyiciye
sahip HPLC (Schimadzu LC 20A, Japonya) cihazi ve
Refraktif indeks Dedektérii (RID) kullaniimigtir.

Toplam fenolik madde, fenolik bilesen profili ve
antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle
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orneklerin ekstraksiyonu gergeklestiriimistir. Bu amagla,
santrifuj tlplerine S’er g tartilan 6rneklerin tzerine 25’er
mL metanol:su (50:50 v/v) karisimindan eklenmistir.
Ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca muamele
edilen 6rnekler mekanik bir calkalayici yardimiyla 15
dakika karistirilmistir. Sogutmali santrifijde 4°C’de 8500
devir/dakika hizda 20 dakika santrifij edildikten sonra
santrifuj tiplerinin Ustinde kalan berrak kisim toplanmis
ve analizler yapilana kadar amber cam siselerde -
20°C’'de muhafaza edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi Soares ve ark. [22]'a goére 2,2-
diphenyl-1-picrylnydrazyl serbest radikal (DPPH¢)
giderme aktivitesi belirlenerek elde edilmistir. Sonuglar
% inhibisyon olarak ifade edilmistir. Toplam fenolik
madde miktari ise Folin-Ciocalteu reaktifi ile Singleton
ve ark. [23] metodunda bazi modifikasyonlar yapilarak
belirlenmistir. Buna gore, 1000 pL ekstrakt saf su ile 46
mL’ye tamamlanmig ve Uzerine sirasiyla 1 mL Folin-
Ciocalteu reaktifi ve 3 dakika sonra da %3’lik Na2CO3
¢ozeltisinden 3 mL ilave edilmis ve toplam hacim 50
mL’ye tamamlanmistir. Karisim 2 saat boyunca oda
sicakliginda calkalanmig daha sonra numunelerin
absorbansi 720 nm’de saf suya karsi okunmustur.
Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik
asit miktarlari standart grafik denklemi kullanilarak tespit
edilmis ve sonuglar ug/GAE g seklinde ifade edilmigtir.
Antioksidan aktivitede kullanilan ekstraktlar fenolik
bilesen profilinin belilenmesinde de kullaniimistir.
Orneklerin fenolik bilesen profili Karaaslan ve ark. [24] e
gore HPLC (Schimadzu LC 20A, Japonya) cihazi ile
C18 (250x4mm) kolonu kullanilarak belirlenmistir.
Hareketli faz olarak, su:formik asit (95:5, v/v) karigimi
kullanilmistir. Hareketli fazin akis hizi 1 mL/dakikadir.
Analiz 25°C’de gergeklestiriimistir.

Calismanin istatistik analizleri SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, ABD) programi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen ham verilere goklu varyans analizi uygulanmis ve
verilerin ortalamalari P<0.05 énem seviyesinde Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi ile kargilastinimistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Geleneksel olarak Uretilmis olan kusburnu, kizilcik,
cakal erigi ve Ahlat armudu marmelatlarina ait bazi
fiziksel ve kimyasal 6zellikler Tablo 1'de verilmistir.
Marmelat Orneklerinin toplam kuru madde igerikleri
marmelat gesidine gore istatistiki olarak dnemli dizeyde
(p<0.05) farkh bulunmus olup, kusburnu, kizilcik, ¢akal
erigi ve Ahlat armudu marmelatlarinda sirasiyla %56.45,
%66.76, 61.12 ve %64.75 olarak belirlenmigtir. Daha
once marmelatlar tzerine yapilan ¢alismalarda ise kuru
madde miktarlari, kugburnu marmelatinda %51.6 [6],
kizilcik marmelatinda depolamanin  baslangicinda
%62.33 [25] ve erik marmelatinda %65.2 [26] olarak
tespit edilmistir. Yapilan calismada elde edilen
sonuglarin verilen literatirler ile uyumlu oldugu goériimis
olup, literatlrde armut marmelad ile ilgili herhangi bir
arastirmaya rastlanmadigi icin armut marmeladinda
tespit edilen bilegenlerin  miktarlari literatir ile
kiyaslanamamigtir. Arastirmada marmelatlarin  suda
¢ozinur kuru madde miktarlarinin %55.40-%64.80
arasinda degistigi ve sonuglarin marmelat cesitleri
arasinda istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde farklilik arz
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ettikleri  tespit edilmistir. Recel, Marmelat ve
Tatlandinimis Kestane Puresi Tebligi'nde [2] geleneksel
marmelatlarda suda ¢6zinir kuru madde igeriginin
%55’in altinda olmamasi gerektigi vurgulanmakta ve
analiz edilen marmelat numunelerinin s6z konusu
degerler acisindan teblige uygun oldugu goériimektedir.

Cemeroglu ve ark. [1] recel, marmelat ve jole gibi
urtnlerde iyi bir jel olusumu igin pH degerinin Grindn
kuru madde igerigine bagl olarak 2.8-3.2 arasinda
bulunmasi gerektigini, pH derecesinin 3.5’'un altina
distiiginde jel kivaminda artis yani katilagsmanin
gorulebilecegini; pH derecesinin belli bir noktanin altina
distiginde ise jelde sinerez yani su salmanin ve
civiklasmanin olabilecegini kaydetmislerdir. Regel,
Marmelat ve Tatlandiriimig Kestane Puresi Tebligi'nde
[2] ise pH derecesinin 2.8-3.5 olmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Marmelat 6rneklerinden kizilcik ile
cakal erigi marmelatlarinin pH degerlerinin 3.5’in altinda
oldugu gorulmektedir. Kizilcik marmelatinin kugburnu ve
Ahlat armudu marmelatlarina kiyasla daha kati ve
kivamli halde oldugu gézlenmistir. Ancak, pH derecesi
3.5’in altinda olmasina ragmen gakal erigi marmelatinin
daha civik oldugu gézlemlenmistir. Bu durumun cakal
erigi marmelatinda meydana gelen sinerez olayindan
meyvenin igerdigi pektin miktari ve niteliginden veya
Cemeroglu ve ark. [1] tarafindan da belirttigi gibi; seker
orani ve pH derecesine bagh olarak pektinin gigli bir jel
olusturamamasindan  kaynaklanabilecedi  dusunul-
mektedir.  Orneklerin  toplam  seker miktarlarina
bakildiginda, 47.24g/100g ile 61.41g/100g arasinda
degisim gosterdigi ve en dusuk toplam seker miktarinin
gcakal erigi marmelatinda belirlendigi gorilmektedir.
Ayrica, Tablo 1’de kizilcik ve gakal erigi marmelatlarinda
sakaroz bulunmadigi dikkat cekmektedir. Kizilcik ve
cakal erigi marmelatlarinda sakarozun bulunmamasi,
Uretim esnasinda uygulandigi dustinulen yiksek sicaklik
derecelerindeki isil islem ve érneklerin asidik karakterde
(6rneklerin pH dereceleri sirasiyla 3.22 ve 2.96'dir)
olmalarindan dolayi sakarozun tamamen pargalandigini
disundirmektedir. Marmelat o6rneklerinin glikoz ve
friktoz miktarlari ise sirasiyla 9.68 ile 32.58 g/100 g ve
10.56 ile 30.98 g/100 g arasinda degisim gostermektedir
(Tablo 1). Regel, marmelat vb. Urlnlerde iyi bir jel
olusumu seker konsantrasyonunun artmasi, yani su
aktivitesinin digmesi ile olmaktadir [1]. En kivamli 6rnek
olan kizilcik marmelatinin, diger 6rneklere kiyasla seker
konsantrasyonunun en ylksek (61.41 g/100 g) su
aktivitesi deg@erinin ise en disik oldugu gézlenmektedir
(0.79).

Tablo 1'de gorildigu gibi marmelatlarin titrasyon asitligi
degerlerinin %malik asit cinsinden %0.82-1.96 arasinda
oldugu tespit edilmistir. Arastirmada titrasyon asitliginin
marmelat gesitlerine gore istatistiksel olarak p<0.05
seviyesinde farkli oldugu tespit edilmistir. En ylksek
titrasyon asitligi miktarinin ¢akal erigi marmelatinda, en
disUk titrasyon asitligi miktarinin ise Ahlat armudu
marmelatinda bulundugu belirlenmistir.

Isil islem uygulanan gidalarda 6nemli bir kalite faktori
olan HMF bakimindan marmelat ornekleri
degerlendiginde, marmelatlarin 10.9510.14-
1094.11+£2.85 mg/kg HMF icerdikleri ve marmelatlarda
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bu miktarin oldukga genis bir aralikta degistigi
gorilmektedir (Tablo 1). Arastirmada kusburnu ve
kizilcik marmelatlarinin - HMF  miktarlarinin  birbirine
oldukga yakin oldugu, cakal erigi ve Ahlat armudu
marmelatlarinin  kugsburnu ve kizilctk marmelatlarina
gore oldukga yuksek miktarda HMF igerdikleri tespit
edilmigtir. Maillard reaksiyonunun bir ara Grinu olan
HMF, meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunmayip,
olusumu Uretim ve depolama sirasinda uygulanan isil
islemin siddetine (sicaklik derecesi ve siire); pH, nem,
reaksiyona giren bilesiklerin ¢esidi ve konsantrasyonu,
gibi cesitli faktorlere bagli olarak degisim gostermektedir
[27]. Birgok sekerli Grinde bulunan HMF’nin miktari,
Uretim sirasinda drtne uygulanan 1sil iglem ve
depolama dizeyinin bir olguta olarak
degerlendiriimektedir [28, 29]. Bu ylzden birgok Ulkede
ve bircok urinde HMF sinirlar belirlenmistir. Ancak,
Ulkemizde vyayinlanan Regel, Jbéle, Marmelat ve
Tatlandirlmig  Kestane Puresi Tebligi'nde [2] HMF
sinirlandirmasina rastlanmamaktadir. Yapilan
calismada cakal erigi ve ahlat armudu marmelatlarinda
g6zlenen yiksek miktarlardaki HMF degerlerinin
(sirasiyla 975.20+3.03 mg/L ve 1094.11+2.85 mg/L)
uygulanmis olabilecek ytiksek sicaklik ve uzun sureli isil
islem sirasinda meydana gelen Maillard reaksiyonundan
kaynaklandigi diisindlmektedir.

Bir gidanin tuketiciler tarafindan kabulinde en onemli
faktorlerden biri olan renkle ilgili sonuglar Tablo 1'de
gOsterilmistir.  Koyuluk/agikhgin  gOstergesi olan L
degerinin marmelat cesitleri arasinda istatistiki olarak
p<0.05 dizeyinde farkhlik arz ettigi ve 19.79+0.06-
30.50+0.09 arasinda degistigi tespit edilmigtir. Elde
edilen sonuglara goére analiz edilen marmelatlar
arasinda Ahlat armudu marmelatinin en koyu renkli
oldugu tespit edilmistir. Ayni 6rnekte HMF degerinin de
yuksek c¢ikmasi, bu marmelatin Uretimi sirasinda uzun
sure yuksek sicaklik uygulandigini gostermektedir. +a
degeri kirmizi, —a ise yesil rengin gostergesi olup, tim
marmelat orneklerinin a degerleri +degerli olarak
Olctlmastir. Marmelat cesitleri arasinda a degerlerinin
istatistiki olarak farkli oldugu (p<0.05) belirlenmis ve en
yuksek a degeri 14.45+0.05 olarak kizilcik marmelatinda
belirlenmistir. Bu durum kizilcigin; kusburnu, gakal erigi
ve Ahlat armuduna gére daha kirmizi olmasindan
kaynaklanmaktadir. +b degeri sari rengi ifade etmekte
olup, marmelat 6érneklerin b degerleri +1.70£0.08 ile
+6.36+0.07 arasinda degismektedir. En disuk deger
Ahlat armudu marmelatinda gézlemlenirken, marmelat
cesitleri arasinda b degerlerinin istatistiki olarak p<0.05
dizeyinde farkhlik arz ettikleri tespit edilmistir. Renk
doygunlugunu ifade eden C degerinin, en ylksek kizilcik
marmelatinda (15.76£0.12), en dusik c¢akal erigi
marmelatinda (10.49+0.16) oldugu gérilmektedir.
Ornekler renk veya ton acisi olarak bilinen H° degerleri
bakimindan incelendiginde, degerlerin 8.23+0.25 ile
23.73+0.14 arasinda degistigi gorilmektedir. H°
degerleri 0°-90° arasinda oldugundan 6rneklerin tamami
kirmizi-sari  bolgede ama kirmiziya daha yakin
degerlerde olduklari tespit edilmistir.

Tablo 1'de goruldiglu gibi marmelatlarin toplam fenolik
madde miktarlari kusburnu, kizilcik, gakal erigi ve Ahlat
armudu marmelatlari igin sirasiyla 581.89+2.36,
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64.67+1.57, 70.78+0.79 ve 205.75+0.33 ug/GAE g
olarak bulunmustur. Marmelat gesitlerinin toplam fenolik
madde degerleri arasindaki farkhliklarin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu (p<0.05) ve en yilksek toplam
fenolik madde miktarinin kusburnu marmelatinda
bulundugu belirlenmistir. Sagdi¢ ve ark. [13] tarafindan
yapilan bir calismada geleneksel olarak retilen
kusburnu marmelatinin biyoaktif 6zelliklerini belirlemek
icin kullanilan direkt yontem ve ekstraksiyon yontemi ile
bulunan toplam fenolik madde miktarlar sirasiyla; 21.14
ve 38.49 GAE/g olarak bulunmustur. Ercisli [30]'ye gore
kusburnu meyvesinin toplam fenolik madde icerigi kuru
agirhk Gzerinden 96 mg GAE/g kuru agirliktir. Yoo ve
ark. [31] kusburnu meyvesinin toplam fenolik madde
icerigini, ekstraksiyonda %70'lik metanol ¢ozeltisi
kullanilmasi durumunda 818.5 mg GAE/100 g olarak
bulurken; %50'lik aseton ve %80'lik metanol kullanilinca
sirasiyla 5.09 ve 2.57 mg GAE/g olarak bulmustur.
Barros ve ark. [32] ise kusburnu lzerine yaptiklari bir
calismada toplam fenolik madde igerigini 143.17 GAE/g
olarak belirlemistir. Arastirmalarda toplam fenolik madde
degerlerinde gorilen farkliliklarin sebebinin; kullanilan
meyvelerin  gesitleri, olgunluk dereceleri ve farkl
ekstraksiyon yontemleri ile ekstraksiyonda kullanilan
farkh gozeltiler olabilece@i dustnilmektedir. Chrubasik
ve ark. [33] kusburnu meyvesinin fenolik bilesen ve C
vitamini  bakimindan olduk¢ca zengin oldugunu
bildirmektedir. igerdigi fenolik bilesenler sebebiyle, insan
saghig! acisindan kugburnu marmelatinin gnlik tuketimi
oldukga faydahdir [13]. Gunumizde daha ¢ok
geleneksel olarak dretilen bu marmelatin fonksiyonel
Ozelliklerinin gelistiriimesi icin igleme sartlarinin (isil
islem sicaklik ve siresi) iyilestiriimesi ve bdylece
biyoaktif bilesenlerin marmelat Uretimi esnasinda
mumkin oldugunca az zarar goérmesinin saglanmasi
gerekmektedir.

Yapilan arastirmada marmelat orneklerinin antioksidan
aktivitelerini  belilemek amaciyla DPPHes radikali
giderme metodu kullaniimistir. Antioksidan maddelerin
radikal giderme aktivitelerini belirlemek icin en sik
kullanilan metotlardan biri olan DPPHe radikali giderme
metodunun [34] esasi; hidrojen veren gruplara sahip
antioksidan maddelerin varliginda, alkolde ¢6ziinen
DPPH?- radikallerinin rediiksiyonuna dayanmaktadir [35].
Bu metot kullanilarak belirlenen antioksidan aktivite
sonuglari %inhibisyon degerleri cinsinden Tablo 1'de
gorulmektedir. Arastirmada kizilclk marmelatinin en
yuksek DPPHe radikal giderme aktivitesi 3.72+0.09
gosterdigi belirlenmistir. Hassanpour ve ark. [36] taze
kizilctk meyvesinin  toplam antioksidan aktivitesini
%38.98 ile %82.37 araliginda bulmuslardir. Tural ve
Koca [11] ise kizilcigin antioksidan aktivitesini FRAP
yontemi ile 16.21-94.43 mmol/g ve DPPH- yontemi ile
0.29-0.69 mg/mL olarak tespit etmislerdir. Kizilcik
meyvesinin islenmesi sirasinda uygulanan prosese bagli
olarak antioksidan aktivitede azalma olmaktadir. Clnku
antioksidan etki gdsteren bircok bilesik sterilizasyon,
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pastorizasyon, dehidrasyon, depolama ve pisirme gibi
gida isleme agsamalarinda 6nemli dlgide pargcalanmakta
ve antioksidan etkilerinde azalma olmaktadir [5].

Tablo 1'de de goérildigu gibi bazi érneklerde (Ahlat
armudu marmelati hari¢) toplam fenolik madde miktar
ile DPPH radikal giderme aktivitesi paralellik
gostermemektedir. Bu durum, gidalarin antioksidan
aktivitesi Uzerine fenolik bilesiklerin  yani  sira;
karotenoidler, C ve E vitaminleri, Cu, Zn, Se, Fe gibi
mineraller, aminoasitler, melanoidinler, silfitler, fitatlar,

glukonatlar, kumarinler, terpenler, ligninler, indoller,
izosiyanatlar ve fitalidlerin de etki etmesinden
kaynaklanabilmektedir  [37]. Dolayisiyla 6rneklerin

toplam fenolik madde miktari ve antioksidan kapasitesi
arasindaki bu negatif korelasyonun hangi bilesiklerden
kaynaklandiginin belirlenmesi daha ayrintili bir galisma
yapiimasini gerektirmektedir. Antioksidan aktivite ve
toplam fenolik madde miktarinin paralellik tegkil etmedigi
farkl bir calisma ise Ballesteros et al. [38] tarafindan
artik kahve tozlarindan fenolik ve antioksidan etkili diger
bilesiklerin geri kazanimi Uzerine yapilmis ve toplam
fenolik madde miktari en yuksek 200°C’de 50 dakika
ekstraksiyon sonucu 39.2910.83 mg GAE/g olarak
bulunurken; en yiksek DPPH radikal giderme aktivitesi
ise 200°C’de 50 dakika ekstraksiyonda degil; 180°C’de
30 dakika ekstraksiyona tabi tutulmus kahve tozlarinda
29.79+0.40 mg TE/g olarak bulunmustur.

Literatirlerle  kiyaslandiginda yapmis  oldugumuz
¢alisma sonuglarinda da goruldugu gibi geleneksel yolla
yapilan uretimlerde, hem uygulanan sicaklik hem de
islem suresinin artigina bagli olarak antioksidan
aktivitenin dustigu goérilmektedir. Yapilan calismada
kizilcilk meyvesinin antioksidan aktivitesi belirlenmemis
olmakla birlikte, daha ©Once vyapilan arastirmalarda
belirlenen taze kizilcik meyvesine ait antioksidan aktivite
degerlerinin mevcut arastirmada marmelatta belirlenen
degerlerden daha yuksek oldugu gorulmektedir.
Antioksidan aktivitenin marmelatlarda daha dusuk
olmasinin, geleneksel yolla marmelat Uretimi sirasinda
uygulanan kontrolsiz  1sil  iglem  sartlarindan
kaynaklandigi sdylenebilir.

Eser [15] kizilclk marmelati Gzerine yaptidi bir
c¢alismada linoleik asidin oksidasyonuna dayanan (-
karoten agartma metodunu kullanmis ve baslangigta
%89.49-96.50 arasi olan antioksidan  aktivite
degerlerinin 2 aylik depolama sonucu %81.47-88.22
araligina dustiguni tespit etmistir. Yapilan galismada
tespit edilen sonuglarin daha oOnce yapilan arastirma
sonuglarindan farkli gikmasinin sebebi, kizilcik genotipi,
meyvenin  yetistirildigi  yorenin  ekolojik  kosullari,
yetistirme teknigi, kultirel onlemler, olgunluk dizeyi,
tasima, depolama, marmelatlarin tretimindeki farkhhklar
ve ekstraksiyonda kullanilan yéntemlerin farkliligr gibi
faktorlerden kaynaklanabilir.
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Tablo 1. Marmelat érneklerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile antioksidan kapasiteleri

Marmelat Ornekleri

Parametre Kusburnu Kizilcik Cakal Erigi Ahlat Armudu
Toplam Kuru Madde (%) 56.451+0.40a 66.76+0.36¢C 61.12+0.52b 64.75+0.23c
Suda Coézundr Kuru Madde (%) 55.40+0.24a 64.80£0.14d 60.20+0.32b 63.70+0.28¢c
pH 4.12+0.04c 3.224+0.10b 2.96+0.07a 4.10+0.05¢
Titrasyon Asitligi (% Malik Asit) 1.32+0.14c 1.22+0.12b 1.96+0.09d 0.82+0.07a
Su Aktivitesi (25°C) 0.90+0.08d 0.7940.11a 0.8310.10c 0.81+0.07b
HMF (mg/kg) 10.95+0.14a 13.631+0.61a 975.20+3.03b  1094.11+2.85c
Glikoz (g/100g) 9.68+0.11a 32.58+0.12d 26.61+0.08c 21.08+0.15b
Friktoz (g/100g) 10.56+0.13a 28.82+0.25¢c 20.4940.21b 30.98+0.32d
Sakaroz (g/100g) 29.00+0.14a - - 4.13+0.11b
Toplam Seker (9/100g) 49.24+0.13b 61.41+0.10d 47.1040.12a 56.20+0.15¢c
L 23.59+0.03c 30.5040.09d 20.57+0.05b 19.79+0.06a
a 14.22+0.14c 14.45+0.05¢c 10.1840.08a 11.7540.06b
b 5.76+0.11c 6.36+0.07c 2.55+1.02b 1.70+0.08a
H° 21.9840.11c 23.73+0.14d 13.9840.11b 8.2310.25a
C 15.32+0.13c 15.76+ 0.12d 10.49+0.16a 11.84+0.09b
DPPH (%inhibisyon) 3.174£0.26b 3.7240.09c 2.45+0.16a 3.56+0.18d
Toplam Fenolik Madde 581.89+2.36d 64.67+1.57a 70.7810.79b 205.75+0.33c

(MQ/GAE g)

* Ayni satir Gzerinde gérulen farkl kiiglk harfler istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde fark oldugunu géstermektedir.

Tablo 2. Marmelat rneklerinin fenolik bilegen (mgykg) profili*

Marmelel Cesdl i st (+) Katesin (- Epkatesin K"’K’Sﬁ“”‘ Kafelk Asit p'KEE’;f”" Hesperdn  Rutn  ElgjkAst  Kuersetin
Kusbumu 7620060 661000110 10660140 039005 016t00%a 156520130 25760300 099010 2090138 (08120160
Kizllk 258004 1240070 MB0012d - B9 - - S om0 -

CakalErifi  146:00% 2461009 2049:008 235010c 5%5:011c 1530:020a 034004 243011 087013
AatAmuds  228:00% 10760102 037:00% 0320022 021:00% 15630170 278:0.18 38540190 079:0.14a

*: Ayni siitun Gizerinde gdrilen farkl kiiglk harfler istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde fark oldu§unu gdstermektedir.

Kusburnu, gakal erigi, kizilcik ve Ahlat armudundan elde
edilmis marmelat 6rneklerinin HPLC ile belirlenen fenolik
bilesen profili Tablo 2’ de gorilmektedir. Tium 6rnekler
gallik asit, katesin, epikatesin, vanillin, kafeik asit ve
elajik asit icerirken; klorojenik asit, o-kumarik asit, p-
kumarik asit, hesperidin, rutin ve kuersetinin bazi
Orneklerde bulunduklar belirlenmistir. Fenolik bilesikler,
gidalarin gorunis, tat ve lezzet gibi tiketim agisindan
Onemli olan kalite Ozellikleri Gzerine etkileri ve dogal
antioksidan olarak insan sagligi tzerine olumlu etkileri
nedeniyle 6nemli bilesenlerdir. Bitkilerin meyve, tohum,
cicek veya yaprak gibi kisimlarinda bulunan fenolik
bilesikler, ikincil metabolizma Urdnleri olup; ayni
zamanda meyve-sebzelerde renk, aroma, koku, acilik,
burukluk ve oksidatif stabilite Gzerinde etkilidirler [39].
Saglik agisindan, yapay antioksidanlarin toksik ve
kanserojenik etkiler gOstermeleri nedeniyle dogal
antioksidan 0Ozelligi gésteren fenolik bilesiklere olan ilgi
her gegen gun artirmaktadir. Fenolik bilegikler,
antioksidan aktiviteleri sayesinde; kanser, kalp-damar
hastaliklar, katarakt, goz hastaliklari, yasa bagli olarak
ortaya cikan bazi dejeneratif hastaliklari
engelleyebilmektedir [40].

Marmelat 6rneklerinin gallik asit miktarlari 1.46+0.03
mg/kg ile 7.62+0.08 mg/kg arasinda degismekte ve
marmelat c¢esidine gore istatistiksel olarak p<0.05
dizeyinde farkhhk gdstermektedir. Gallik asit icerigi en
yuksek marmelat gesidinin kusburnu marmelati oldugu
gorulmektedir (Tablo 2). Tum marmelat 6rneklerinde
belirlenen gallik asit, yenilebilir veya yenilemeyen
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bitkilerde yaygin olarak bulunan; gugli antimutajenik,
antitimoér, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler
sergileyen bir bilesendir [41]. Gallik asit, birka¢c OH-
grubunun eksikliginden Oturi  antioksidan aktivitesi
hesperidin veya katesin gibi polifenoller kadar gulglu
olmayan bir bilesiktir. Ancak, toksik olmamasi, diger
polifenollere kiyasla daha iyi absorbe edilebilmesi ve
kullanimi  konusunda higbir sinirlamanin olmamasi
sebebiyle meyve sulari gibi pek ¢cok uygulamada tercih
edilebilir[42].

Flavanoller icerisinde siniflandirilan katesinler
(+)katesin, (-)epikatesin, (-)epikatesin gallat, (-)
epigallokatesin ve (-)epigallokatesin gallat) oksidatif
enzimleri inhibe edici, reaktif oksijen tutucu ve redoks
aktif metal celatlayici etkilerinin oldugu kanitlanmis
fenolik bilesiklerdir [43-45]. Tablo 2'de marmelatlarin

katesin miktarlarinin  oldukga genis bir aralikta
degismekte oldugu (1.07+£0.10-68.10+0.11 mg/kg
arasinda) ve kusburnu marmelatinin  en ylksek

(+)katesin igerigine sahip oldugu gorulmektedir. (-)
Epikatesin agisindan 6rnekler degerlendirildiginde ise;
kizilcik marmelatinin en yiksek miktarda (31.50+£0.12
mg/kg) (-)epikatesin icerdidi  belirlenmistir.  Diger
orneklere kiyasla kusburnu ve kizilcik marmelatlari daha
yuksek miktarda katesin icermektedir. Yapilan literatur
taramasinda kusburnu meyvesinin  katesin icerigi
Uzerine herhangi bir arastirma yapilmadigi géralmastar.
Kizilcik meyvesinde ise toplam (-)epikatesin igerigi
Capanoglu ve ark. [46] tarafindan 35.5+4.5 mg/100g
olarak belirlemislerdir. Bu durum, taze meyveden
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marmelata islenme sirasinda kizilcik meyvesinin dnemli

miktarda (-)epikatesin kaybina ugradigini
gOstermektedir.
Kuersetin ve rutin gibi flavonoidler keton grubu

icermemeleri dolayisiyla katesinlerden ayriimaktadirlar
[47]. Kuersetin, rutinin bagirsak mikroflorasi tarafindan
hidrolizi sonrasi olusan aglikon kismidir [48]. Marmelat
ornekleri kuersetin ve rutin agisindan
degerlendirildiginde, rutinin yalnizca kugburnu
marmelatinda bulundugu (0.99+0.10 mg/kg); kizilcik
marmelatinin ise hi¢ kuersetin icermedigi goérilmektedir
(Tablo 2).

Onemli bir biyoflavanoid olan hesperidinin gliclii anti-
inflamatuar, anti-kanserojen ve antioksidan aktivite
gOsterdigi yapilan in vivo ve in vitro calismalarla
belirlenmistir [49]. Ozellikle narenciyelerin epikarp,
mezokarp ve endokarp  kisimlarinda  bulunan
hesperidinin [50] kizilcik marmelatinda hi¢ bulunmadigi,
Ahlat armudu marmelatinda en ylksek miktarda
(2.78+0.18 mg/kg) bulundugu belirlenmistir.

Erik, elma, kayisi, bogirtlen, bektasi Gzimdu, ahudu gibi
bircok meyvede bir hidroksisinamik asit turevi olan
klorojenik asit bulundugu bildirilmigtir [51]. Marmelat
Orneklerine bakildiginda yalnizca kizilcik marmeladinda
klorojenik asit bulunmadigi gérilmektedir.

Kafeik asit, bircgok meyvede en baskin hidroksisinamik
asittir ve erik, elma, kayisi, yaban mersini ve domateste
bulunan toplam  hidroksisinamik  asidin ~ %75'ini
olugturmaktadir [52]. Tablo 2'de de goéruldugu gibi
marmelatlarin  kafeik asit miktari 0.16 0.03 ile
8.91+£0.15 mg/kg arasinda degismekte ve en dusuk
miktarda kusburnu marmeladinda en yiksek miktarda
ise kizilcik marmeladinda bulundugu belirlenmisgtir.

Elajik asit; nar, ceviz ve pekan cevizinin yani sira gilek,
bogurtlen ve ahududu gibi kirmizi meyveler ile diger
bitkisel gidalarda dogal olarak olusan bir fenolik lakton
bilesigidir [53]. Blnyesinde bulunan hidroksil grubunun
antioksidan aktiviteyi artirdigi ve hucreleri oksidatif
hasardan korudugu belirlenmigstir [54]. GUinumuizde de
oldukga dikkat g¢eken bu fenolik bilesigin, marmelet
orneklerinden en fazla ahlat armudu marmelatinda
bulundugu tespit edilmistir (3.85+0.19 mg/kg).

p-kumarik asit gunlik olarak tiketilen gidalarda yaygin
sekilde bulunan dogal bir polifenoldir [55, 56]. Heniiz
mekanizmasi tam olarak ¢aligsiimamis olmasina ragmen
bu bilesigin akrilamid olusumunu engelleyebilecegi
distnilmektedir [57]. Tablo 2 incelendiginde p-kumarik
asidin en fazla Ahlat armudu marmeladinda bulundugu
(15.63£0.17 mg/kg), kizilcikk marmeladinda ise hig
bulunmadigi goérilmektedir (Tablo 2).

SONUG

Bu calismada, Artvin ilinde yetisen kusburnu (Rosa
canina L.), kizilcik (Cornus mas L.), cakal erigi ve Ahlat
armudu meyvelerinden geleneksel olarak Uretilen
marmelatlarin bazi fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile
antioksidan aktivite ve fenolik bilesen kompozisyonlari

57

belirlenmistir. Arastirmada, gakal erigi ve Ahlat armudu
marmelatlarinin HMF igeriklerinin ¢ok ylksek oldugu
tespit edilmistir. Bu duruma, geleneksel ydntemde
marmelat Uretiminde kontrolsiz olarak uygulanan isil
islemin neden oldugu soéylenebilir. Ayrica, Orneklerin
farkl oranlarda gallik asit, katesin, epikatesin, vanillin,
klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit, p- kumarik asit,
hesperidin, rutin, elajik asit ve kuersetin icerdigi
belirlenmistir. Kusburnu marmelatinin toplam fenolik
madde miktarinin diger orneklere goére daha yuksek
oldugu, kizilcik marmelatinin ise en yuksek DPPH
radikal giderme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak; 1sil islem, depolama ve diger bircok
proses, gidalarin kalite parametreleri Uzerine etkili
faktorlerdendir. Gidalarin sahip olduklari bazi besin
Ogeleri bu gibi proseslerden fazlaca etkilenmekte ve bu
da gidalarin besin degerlerinin azalmasina neden
olmaktadir. Gunumizde daha ¢ok geleneksel olarak
Uretilen marmelatlarin igleme sartlarinin  (1sil islem
derecesi ve suresi) iyilestiriimesi, bdylece biyoaktif
bilegenler ve diger besin 6gelerinin marmelat Gretimi
esnasinda mumkin oldugunca az zarar goérmesinin
veya optimum dizeyde korunmasinin saglanmasi
mimkdin olabilir.
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Bu calismada izmirde tiiketime sunulan gesitli firmalarin eriste ve yagda kizarmis gabuk eriste (noodle) érneklerinin
bazi kimyasal ve fiziksel kalite 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore, eriste
orneklerinin rutubet, kul, protein, yag, tuz ve aw degerlerinin sirasiyla %10.36-12.96; %0.49-1.30; %11.45-13.55;
%0.27-2.11; %0.06-0.61 ve 0.479-0.662 araliginda, noodle érneklerinin ise rutubet %4.42-5.71; kil %1.0-2.42; protein
%9.65-10.95; yag %17.15-23.59; tuz %0.36-0.58 ve aw degerlerinin 0.284-0.418 araliginda oldugu saptanmistir.
Fiziksel Ozelliklerden renk degerlerinin eriste ornekleri icin L 54.08-77.99; a 3.49-10.44; b 19.58-43.91 oldugu
belirlenirken, noodle 6rnekleri igin dlgilen L 70.91-75.27; a 2.23-6.56; b 25.48-32.34 renk degerleri arasinda degistigi
ve eristelere gore daha acik renkli olduklari belirlenmistir. Pismis eristelerin sertlik degerleri 252.95-997.63 gf arasinda
degisirken, pismis noodle Ornekleri igin Olgllen 242.20-336.91 gf sertlik dederine gore daha sert olduklari
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Eriste, Noodle, Yagda kizarmis ¢abuk eriste, Kimyasal 6zellikler

Some Chemical and Physical Properties of Egg Pasta (Erigste) and Noodle
Samples Sold in Izmir, Turkey

ABSTRACT

In this study, some chemical and physical properties of egg pasta (eriste) and instant fried noodle samples of different
brands available in Izmir market were determined. According to results, samples of egg pasta moisture, ash, protein,
fat, salt and aw varied within the range of 10.36-12.96%; 0.49-1.30%; 11.45-13.55%; 0.27-2.11%; 0.06-0.61% and
0.479-0.662, respectively. Similarly for the samples of instant fried noodle, results were calculated as follows: 4.42-
5.71% for moisture; 1.30-2.42% for ash; 9.65-10.95% for protein; 17.15-23.59% for fat; 0.36-0.58% for salt and 0.284-
0.418 for aw values. Color values of egg pasta samples varied from 54.08 to 77.99 for L value; from 3.49 to 10.44 for a
value; from 19.58 to 43.91 for b value, and for noodle samples L values were in the range of 70.91-75.27; a value
2.23-6.56; b value 25.48-32.34. Apparently noodles were lighter in color than egg pasta. The firmness values of
cooked samples were 252.95-997.63 gf and 242.20-336.91 gf, respectively while the firmness of egg pastas was
higher than that of noodle samples.

Keywords: Egg pasta, Noodle, Instant fried noodle, Chemical properties
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Dunyada yaygin tuketimi olan makarna g¢esitleri,
yuzyillardan beri temel 63in yemegdi olarak sevilerek
tiketiimekte ve  glnimizde dlslik fiyatlarda,
paketlenmis sekilde kolay hazirlanabilir veya tiketime
hazir (instant) formlarda da uretiimektedir. Sanayi tipi
makarnalar temel olarak, belli bir rutubet derecesindeki
irmik hamuruna sekil verilerek kurutulmasi ile elde
edilirken, ev tipi makarnalar ise genellikle bdlgesel
olarak uretilen gesitli tipteki sert ve yumusak bugday
ununa kimi zaman bazi tahil unlarinin yani sira yumurta
katimasiyla elde edilen hamurun yufkalar halinde
acilmasi, kesilmesi dogal olarak kurutulmasi ile elde
edilmektedir. Bu nedenle sanayi tipi uretim ile elde
edilen makarna cesitleri ev tipi Uretimden elde edilen
urtnlere gore kalite Ozellikleri agisindan daha homojen
ve stabil 6zellikler gostermektedir [1-6].Yakin gegmisten
baslayarak gunumize kadar hizla kentlesen lGlkemizde,
sanayi tipi Uretime bagh olarak degisen beslenme
kdlturine karsin bazi bolgelerde ev tipi makarna
Uretiminin hala surdirtldugi de gorilmektedir [7].

TS 12950 Eriste (Noodle) Standardi’'nda eriste; bugday
ununa, tuz, tipine gore alkali tuzlar (sodyum karbonat,
potasyum karbonat ve sodyum fosfat gibi) ve yumurta
katildiktan sonra igilebilir nitelikteki su ile hazirlanan
hamurun yogrularak, teknigine uygun bir sekilde
islenmesiyle kurutulmus, kaynatilarak pigirilmis, buharda
pisirilmis veya dogrudan tlketime hazir bir Grin olarak
tanimlanmaktadir. Yine ayni standarda goére; “Sade
eriste, higbir cesni maddesi icermeyen eristedir. Cesnili
eriste, teknigine wuygun olarak hazirlanan eriste
hamuruna diger tahil unlari, sebze unlari, baklagil unlari
ve benzeri maddelerin ilavesiyle elde edilen eristedir.
Zenginlegstirilmis eriste ise eriste hamuruna katilmasina
izin verilen, vitamin ve mineral madde ilavesiyle
hazirlanarak elde edilen eristedir.” seklinde
tanimlanmaktadir [8].

Gittikge Urun gesitliliginin arttigi diinya gida pazarinda,
eriste ve noodle cesitlerinin popularitesi, basit hazirlama
sureci, hizl ve kolay pisiriimesi, duyusal o6zellikleri ve
uzun raf dmrl ve besleyici 6zellikleri nedenleriyle surekli
artmaktadir ve gesitli tahil unlarinin da katilarak formdle
edilen bu tip Urdnlerin Uretimi Uzerine arastirma
calismalari da yapilmaktadir. Eristeler ile ilgili
arastirmalarda gesitli tahil unlarinin (yulaf, arpa, tritikale,
piring, nohut), yaninda kayisi ¢ekirdegi ununun
ilavesinin eristelerin kimyasal, fiziksel, besinsel ve pisme
Ozellikleri Gzerine etkilerinin de incelendigi gérilmektedir
[7, 9-14]. Genel olarak tahil ve gesitli gekirdek unlarinin
ilave orani artikga protein ve kil miktarlarinda artig [11-
14], renk degerlerinde koyulagsma [9, 10, 14] ve pisme
kaybinin artigi [7, 9] gozlenmektedir.

Kodeks Alimentarius Komisyonu (C.A.C.) [15] tarafindan
yayinlanan 2006-249 sayili “Instant Noodle” standardina
gbre; ana hammadde olarak bugday, pirin¢g ve diger
unlar veya nisasta ve bazi katki maddeleri kullanilarak
ve gerektiginde bazi alkali maddelerin kullanildigi, 6n
jelatinizasyon iglemi ile karakterize edilen ve kizartilarak
veya kizartiimadan diger yontemler ile dehidre edilen,
kizartilmis  veya  kizartimamis  UrlGnler  olarak
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tanimlanmaktadir. Bu standartta kalite kriterleri olarak,
organoleptik 6zelliklerden goriinis, doku, renk, aroma
ve tat 6zelliklerine isaret edilirken, kimyasal 6zelliklerden
sadece rutubet degderine ve yadda kizarmis g¢abuk
eristelerden ekstrakte edilen yagin asiditesine isaret
edilmektedir. C.A.C. standardi temel alinarak yayinlanan
TSE K 215 yagda kizartilmis ¢abuk eriste (instant fried
noodle) standardinda verilen tanima goére “Bugday
ununa yumurta, igilebilir nitelikteki su, tuz ve
mevzuatinda katilmasina izin verilen katki maddelerinin
eklenmesinin ardindan hamurun teknigine uygun bir
sekilde yogurulmasindan, buharda pisirilerek
jelatinlesme 6ncesi hazirhginin saglanmasindan sonra,
teknigine uygun sekilde bitkisel yagda kizartma
isleminden gegirilerek elde edilen mamul” seklinde
tanimlanmaktadir [6]. Bu tanim C.A.C.’den farkh olarak
TS 12950’de verilen tanimi temel alirken kalite nitelikleri
acisindan C.A.C.’de verilen nitelikleri ©6n plana
cikarmaktadir.

Noodle’lar farkh kdltur, iklim, bélge ve Uretilen Ulkedeki
tiketici  tercihlerindeki  farkhliklara bagh  olarak
cesitlenmektedir. Basta Uzakdogu (lkeleri olmak Uzere
bircok Ulkede tiketiimekte olan noodle’lar sade olarak
tiketilmesinin yanisira farkli gidalar ile (et, tavuk, deniz
Urtnleri, sebze, peynir vb.) de hazirlanabilmekte, ayrica
cesitli baharatlardan ve yaglardan olusan soslarla da
lezzetlendirilebilmektedir. GuUnimizin hizli  yasam
kosullarinda, Ulkemizde de yemeye hazir (instant) bir
gida olarak hem paket, hem de bardakta zengin
sunumlari bulunmaktadir.

Noodle dretiminde Urun niteliklerini degistiren ana
hammadde unun yanisira son Urin kalitesini degistiren
su, tuz, yumurta ve emulgatorler gibi pek c¢ok bilesen
mevcuttur. Bu bilesenlerin yapisi ve miktarina bagli
olarak Urinun kimyasal, fiziksel ve duyusal kalitesi
Uzerine etkileri farkli olmakta ve farkl tipteki noodle’larin
ortaya c¢lkmasina neden oldugu cesitli arastirmalarda
belirtiimektedir. Temel bilesen unun Kkaliteye etkisi
dikkate alindiginda; ylzey gorunusu, tekstur, renk,
pisme oOzellikleri gibi kalite 0Ozelliklerini dogrudan
etkiledigi ifade edilirken kil miktari, protein miktari ve
kalitesinin, renk ve tekstir Gzerine, zedelenmis nisasta

miktarinin, reolojik 6zellikler (farinograf, miksograf,
ekstensograf vb. degerleri) Uzerine ve un partikdl
boyutunun girigslenme gibi 6zelliklere etki ettigi

gOzlenmektedir [2, 3, 16-19].

Noodle’lar ve erigteler parlak renkli olmali ve Gretimden
sonra renk solmasi yavas gerceklesmelidir. Unun
protein igerigi ile erigtenin parlakligi arasinda negatif,
renk pigmentlerinin (ksantofil) miktar ile pozitif bir
korelasyon vardir. (Yuksek proteinli unlardan yapilan
noodle ve eristelerde, protein ve nisasta arasindaki
kuvvetli bag nedeniyle 1s1§in daha az yansimasi sonucu
pismemis erigteler yari seffaf goriinirken, unda dogal
olarak bulunan sari renk pigmentlerinin orani, eristenin
rengi ile yiksek oranda baglantilidir.) Ayrica unun kil
miktari, eriste rengini etkileyen bir diger 6nemli faktérdur
ve genellikle daha yiksek kil miktarli unun rengi, daha
disuk kil miktarli unun rengine gére daha koyu olmakta
ve undaki kil miktari arttikga, erigste ve noodle rengi
koyulasmakta ve dolayisiyla olumsuz  ydnde
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etkilenmektedir [7,9]. Yuksek kaliteli parlak renkli eriste
ve noodle elde edebilmek igin digsuk kil igerikli (%0,35—
0,40) un kullaniimasi 6nerilmektedir. Eriste ve noodle
renginde esmerlesmenin bir diger nedeni de polifenol
oksidaz enzimidir. Polifenol oksidaz enzimi, taze noodle
ve eristelerde enzimatik kahverengilesmeye neden
olurken, renk koyulasmasi, kaynatma ya da
buharlamayla enzim inaktivasyonu sayesinde
durdurulabilmektedir. Ayrica eriste Uretiminde kullanilan
suyun sertlik, alkalite ve pH degeri; unun su
hidrasyonunu, hamurun laminasyon 6zelliklerini, nisasta
jelatinizasyonunu  ve  bitmis  drGndn  teksturand
etkilemektedir. Tuz, noodle lretiminde cok onemli bir
bilesendir. Tuzun ilave edilme oranina bagh olarak
noodle hamurunu kuvvetlendirmekte ve noodle’larin
yapiskanhdi azalmaktadir. Tuzun hamur gluteni
Uzerinde takviye edici ve sikilastirici etkisi, lezzet ve
tekstlr oOzelliklerini gelistirme, enzim aktivitesini ve
mikroorganizma gelismesini inhibe etme gibi 6zellikler
gOstermektedir [2, 3, 18, 21]. Noodle hamurlarina ilave
edilen yumurta noodle’lara daha sari bir renk verirken,
yumurta aki ise daha saglam, daha elastik bir tekstur
olusturmakta ayrica besin degerini arttirmaktadir.
Yumurta kullanimi buydk 0lgide noodle tipine ve
uretilen Ulkeye bagh olmakla birlikte genellikle Asya
Ulkelerinde yumurta kullanilmazken, Amerika’da ise
temel hammaddelerinden birini de yumurta
olusturmaktadir [2].

Ulkemizde tiiketilen eriste geleneksel ev tipi bir Griin
olmakla birlikte ginimuzde marketlerde hem ev tipi hem
de endustriyel bir Grin olarak yer almaktadir.
Geleneksel tarzda hazirlanan eristelerin yani sira hizla
hazirlanabilen yagda kizarmis ¢abuk eriste tipi Grtinlerde
tuketiciye farkli bir tGrlin ¢esidi olarak sunulmaktadir. Bu
calismada izmir piyasasinda satisa sunulan cesitli
firmalara ait eriste ve yadda kizarmis c¢abuk eriste
(noodle) orneklerinin bazi kimyasal o6zellikleri, renk
degerleri, suya gecen madde ve pismis urln sertligi gibi
Ozelliklerin belirlenmesi ile Urtnler arasi farkhliklarin
ortaya konulmasi amaclanmigtir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Calismada izmir piyasasindaki hipermarketlerden farkli
zamanlarda farkli firmalara ait olmak lzere satin alinan
12 adet (8 farkh firma) eriste ve 11 adet (3 farkli firma)
noddle olmak Uzere 23 adet o6rnek c¢alismanin
materyalini olugturmustur. Farkli firmalara ait 6rnekler
ardisik olarak numara verilerek kodlanarak
degerlendirilmistir. Ornekler oda sicakliginda ve hava
gegirmez kavanozlarda muhafaza edilerek analizlenmis,
analizler G¢ paralel olarak gergeklestiriimis ve ortalama
degerleri sonug olarak verilmistir.

Yontem

Piyasadan temin edilen eriste ve noddle &rneklerinin
kimyasal Ozelliklerinden rutubet miktann TS 1135 ISO
712, kul miktari TS 1511 ISO 2171, protein miktari TS
1620, ham yag miktari C.A.C. 2006-249, tuz miktari
AACC Metot No. 40-18'ye gore analiz edilmistir [4, 8,

62

15, 22]. Eriste ve noodle ornekleri o6gutilerek, su
aktivitesi degerleri su aktivitesi 6lgiim cihazi Testo 645
(Lenzkirch, Almanya) ile 20°C’de 30 dakika sire ile
denge nemine gelmesinden sonra belirlenmistir. Fiziksel
Ozelliklerinden renk analizi AACC Metot No. 14-22‘ye
gore renk 6lgiim cihazi (HunterLab Colorflex CFLX 45-2,
Reston, VA, USA) kullanilarak olgilmuastir [22]. Suya
gecen madde miktari TS 1620 Makarna Standardi'nda
belirtilen yonteme goére gerceklestiriimekle beraber
erigste orneklerinde 20 dakika, noodle drneklerinde ise
10 dakikalik (yaklasik pisme surelerinin iki katina karsilik
gelen) pisirme sonucunda belirlenmistir [4]. Pismis eriste
ve noodle o&rneklerinin doku 6zelliklerinden sertlik
(firmness) o6zelligi TA-XT Plus (Stable Microsystems,
Surrey, Ingiltere) cihazi kullanilarak AACC Metot no:16-
50’ye gore, pismis makarna kalite dayanikhlik donanimi
A/LKB-F sondasi  kullanilarak  gerceklestirilmistir.
Yontemde belirtilen bes adet c¢ubuk spagettinin
genisligine karsilik gelecek sekilde 3, 4 veya 5 adet
eriste ve 8 adet noodle cubugu kullanilarak dlgumler
yapimistir [22].

istatistiksel Degerlendirme

Veriler SPSS (version 20.0) paket programi kullanilarak
analiz edilmistir. Analiz sonuglari varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmis olup ve gruplar arasindaki
farkhliklar Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
istatistiksel olarak %95 given araliginda
degerlendirilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Calismada, eriste ve noodle Orneklerine uygulanan
kimyasal analiz sonuglari Tablo 1 ve 2’'de, renk analizi
sonuglari Tablo 3'te ve suya gegen madde, sertlik tayini
analizleri sonuglari Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 1'den goruldigd gibi farkh firmalara ait eriste
orneklerinin  rutubet degerlerinin  %10.36-12.96; kdl
degerlerinin %0.49-1.30; protein degerlerinin %11.45-
13.55; yag degerlerinin % 0.27-2.11; tuz degerlerinin
%0.06-0.61 ve su aktivitesi degerlerinin ise 0.479-0.662
arasinda degistigi gorulmektedir. Eriste o6rneklerinin
rutubet deg@erlerinin TS 12950'de belirtilen sinir degeri
olan en cok %13 degerinin altinda ve uygun oldugu
saptanmakla birlikte, rutubet degerlerine uygulanan
varyans analizi sonuglarina gore orneklerin rutubet
degerleri arasindaki farkin dnemli oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Ornekler kal degerleri agisindan
incelendiginde TS 12950 standardina uygun ancak kul
degerleri icin saptanan ortalama kuru maddede %0.80
degerinin geleneksel veya tahil unlari katilarak Uretilen
erigte orneklerine gore dislk oldugu belirlenmistir [7, 9-
14]. Diger taraftan eriste drneklerinin protein ylzdeleri
standartta belirtilen kuru maddede en az %210.5
degerinin lizerinde ve uygun oldugu Ozkaya vd.
tarafindan yapilan galismada geleneksel yontemler ile
uretilen eristeler icin belirlenen protein degerleri (%11.0-
15.4) ve Ergin tarafindan ¢olyak hastalar igin o6zel
olarak Urettigi eriste drnekleri protein degerleri (%10.11-
12.21) ile uyumlu oldugu goézlenmektedir [7, 13]. Ayni
tablodan yag, tuz ve su aktivitesi degerlerinin érnekler
icin son derece disik oldugu, tuz degerinin standartta
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belitlen en ¢ok %2 degerine uyumlu oldugu
gorilmektedir. S6z konusu analiz verilerine uygulanan

varyans analizi sonuglarina gore ise 6rnekler arasindaki
farkin 6nemli oldugu goérilmektedir (p<0.05).

Tablo 1. Eriste drneklerine uygulanan kimyasal analiz sonuglari

Eriste Rutubet % Kal %*** Protein %*** Yag % Tuz % Su aktivitesi
1 11.42+0.02 " 0.72+0.07° 11.45+0.042 0.27+0.062 0.07+0.00° 0.531+0.001"

2 11.16+0.05 ¢ 0.85+0.03 ¢ 12.45+0.04°¢ 0.40+0.072@ 0.08+0.00° 0.511+0.001°9

3 11.64+0.047 0.60+0.01° 11.45+0.06% 0.68+0.02° 0.10+0.00°¢ 0.570+0.004

4  11.40+0.17°" 0.87+0.08°" 11.70+0.05" 0.86+0.14° 0.08+0.00°¢ 0.533+0.003"

5 11.30+0.18° 0.70+0.02°¢ 11.46+0.03® 0.35+0.07® 0.08+0.00° 0.507+0.001

6 10.86+0.03 ¢¢ 0.79+0.03¢ 12.63+0.06 °¢ 0.46+0.152 0.09+0.00 ¢ 0.501+0.002 ©

7 10.52+0.10 2> 0.82+0.04 %¢ 13.55+0.11° 0.72+0.08° 0.11+0.00° 0.493+0.001 °

8 12.65+0.429 0.49+0.01® 11.87+0.38° 1.78+0.17° 0.11+0.00° 0.511+0.0019
9* 10.78+0.09 P¢ 0.60+0.01° 11.69+0.03° 1.14+#0.07° 0.06+0.002 0.497+0.001 ¢
10* 10.36+0.132 0.66+0.03°°¢ 12.67+0.08 ¢ 1.97+0.07 7 0.14+0.00f 0.479+0.000 2
11*  12.96+0.26" 1.30+0.059 12.52+0.04 °¢ 1.52+0.219 0.61+0.019 0.662+0.002
12**  10.91+0.04 ¢ 0.93+0.01° 12.72+0.11¢ 2.11+0.12" 0.08+0.00°¢ 0.483+0.001°

*Yumurtal ; *Tam bugdday; **Kuru madde Uzerinden; Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

Farkh harfler Duncan goklu karsilastirma testine gére érnekler arasindaki farkliligi géstermektedir (p<0.05).

Tablo 2. Noodle érneklerine uygulanan kimyasal analiz sonuglari

Noodle Rutubet % Kil %***  Protein %*** Yag % Tuz % Su aktivitesi
1 4.42+0.42?2 2.20+0.12° 10.40+0.07° 22.37+0.47° 0.57+0.00" 0.363+0.001 ¢
2 5.42+0.05°¢ 2.28+0.09° 10.12+0.20° 23.59+0.25" 0.58+0.009 0.418+0.001
3 4.47+0.012° 2.39+0.04¢ 10.15+0.24" 20.29+0.49°¢ 0.57+0.007 0.345+0.001 ®
4 4.57+0.14 2> 2.42+0.029 10.39+0.13> 22.28+0.26° 0.58+0.00¢ 0.284+0.000 2
5 4.75+0.23° 2.28+0.04° 10.21+0.12° 21.85+0.45° 0.52+0.00°¢ 0.374+0.001 "
6 5.71x0.20°¢ 1.32+0.082 10.80+0.16 ¢ 18.67+0.32° 0.36+0.002 0.383+0.001
7 5.50+0.05¢ 1.30+0.012 10.95+0.07 ¢ 18.60+0.31° 0.36+0.00% 0.330+0.001 ¢
8 5.51+0.06 ¢ 1.30+0.012 10.80+0.08 ¢ 17.15+0.252 0.39+0.01" 0.296+0.001°
9 5.53+0.04°¢ 1.79+0.02° 9.82+0.192% 20.47+0.31° 0.48+0.00¢ 0.356+0.001°
10 5.66+0.03° 1.75%0.04° 9.65+0.222 21.33+0.32¢ 0.47+0.00° 0.340+0.001 ®
11  5.69+0.04°¢ 1.78+0.02° 9.66+0.112 18.92+0.19° 0.47+0.00° 0.362+0.001 ¢

***Kuru madde Uzerinden; Degerler ortalamazstandart hata seklinde verilmistir. Farkli harfler Duncan ¢oklu
kargilastirma testine gore ornekler arasindaki farkliligi géstermektedir (p<0.05).

Noodle drnekleri igin Tablo 2’de verilen kimyasal analiz
sonuglar incelendiginde, rutubet degerlerinin %4.42-
5.71; kul degerlerinin 9%1.30-2.42; protein degerlerinin
%9.65-10.65; yag degerlerinin  %17.15-23.59; tuz
degerlerinin %0.36-0.58 ve su aktivitesi degerlerinin
0.284-0.418 arasinda degistigi gorulmektedir. Noodle
drneklerinin rutubet degerleri dikkate alindiginda. TSE K
215 yagda kizarmis gabuk eriste (instant fried noodle)
standardinda belirtilen en ¢ok %10 rutubet degerine
uygun oldugu gorilmektedir. Ayni standartta noodle igin
diger kimyasal O&zellikler agisindan herhangi bir
belirleme yapilmamis olmakla birlikte genel olarak eriste
Ornekleriyle kiyaslandiginda noodle o6rneklerinin  kdl
degerlerinin yaklasik iki kat yiiksek, protein degerlerinin
biraz daha dusik, yag degerlerinin Uretimin geregi
olarak ¢ok ylksek, tuz degerlerinin daha yiksek, su
aktivitesi  degerlerinin  ise daha dusiuk oldugu
gorulmektedir. Noodle Ornekleri igin belirlenen rutubet,
kdal, protein, yagd, tuz ve su aktivitesi degerlerine
uygulanan varyans analizi sonuglarina gore oOrnekler
arasindaki farkin énemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Protein degerleri agisindan erigste Ornekleri igin
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hesaplanan ortalama %12.18 degerine karsilik noodle
ornekleri ortalama %210.27 protein degerinde olmasi,
eristelerin proteince zengin, noodle’larin ise proteince
daha zayif unlardan (Uretildigini dusundirmektedir.
Nitekim bircok calismada belirtildigi gibi noodle
Uretiminde Urtn niteliklerini degistiren ana hammadde
unun yanisira su, tuz, yumurta ve emulgatorler gibi pek
¢ok bilesenin yapisina ve miktarina bagh olarak son
arinun kimyasal, fiziksel ve duyusal kalitesi Uzerine
etkili oldugu ve farkli tipteki noodle’larin ortaya
¢ilkmasina neden oldugu belirtimektedir [2, 16-19, 23,
24].

Gerek TS 12950 erigte, gerek ise TSE K 215 yagda
kizarmis cabuk eriste standardinda eristelerin renk
Ozellikleri duyusal terimlerle ifade edilirken, galismada
eriste ve noodle drnekleri icin makarnalarda renk tayini
amaciyla kullanilan AACC Metot No. 14-22
kullanilmistir.  Tablo 3’de verilen renk degerlerinin
incelenmesi agisindan, AACC Metot No. 14-22’de renk
Olgumleri icin a kirmizilik degerinin dikkate alinmadigi
gorilse de calismada eriste ve noodle’larin
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karsilastirilmasi icin a kirmizilik degeri dikkate alinmistir
[22]. Buna go6re eriste Orneklerinin L aydinlk
degerlerinin 54.08-77.99 arasinda, noodle 6rneklerinin L
aydinlik degerlerinin 70.91-75.27 arasinda degistigi ve
eristelere gore daha acik renkli olduklari gorilmektedir.
Ornekler a kirmizilk ve b sarilik degerleri agisindan
degerlendirildiginde ise eriste 6rnekleri igin dlgllen 3.49-
10.44 a degerlerinin, noodle drnekleri icin dlgilen 2.23-
6.56 a degerlerine goére kirmizi rengin daha baskin
oldugu, b sariik degerleri itibariyle de eriste
Orneklerinde sari rengin daha baskin oldugu, eristeler
igin Olgulen 19.58-43.91 b sarilik degerlerine karsilik
noodle oOrnekleri igin Olglilen 25.48-32.34 b sarilik
degerlerinden anlagiimaktadir. Bu degerlere gore noodle
orneklerinin eriste 6rneklerine gére ¢ok daha agik sari

renkli olduklari belirlenmis olup, bu durum gézlemleme
ile de kolaylikla anlasiimaktadir. Noodle o6rneklerinin
eriste Orneklerine gore ¢ok daha acik renkli olmalar
Uretimde kullanilan bugdayin ¢esidi ve unun tipine
(protein, nisasta, kil degeri vb. 6zellikler) bagh oldugu
birgok kaynakta ifade edilmekte, bu sebeble unun parlak
renkli, disik kepek oranina sahip, nisastasi az zarar
gormis ve ince partikilli olmasinin énemli oldugu
belirtimektedir [18-20, 23]. Nitekim Guivendi [14]
tarafindan yapilan c¢alismada bugday ununa farkl
oranlarda tritikale, kavuzsuz arpa ve vyulaf unlarinin
katilarak geleneksel yontem ile uretilen eristeler icin
Ol¢tigu renk degerlerinin  katkili  drneklerde kontrol
ornegdine goére daha koyu oldugu belirlenmistir.

Tablo 3. Eriste ve noodle drneklerine uygulanan renk analizi sonuglari

Eriste L a b Noodle L a b
1 61.56+0.08 ¢ 8.63+0.01° 40.65+0.03 " 1 70.91£0.56 % 6.56+0.32¢ 32.34+0.87 '
2 57.33:0.66 > 9.63+0.11" 37.17+0.25°¢ 2 73.72+0.39° 5.89+0.11°¢ 29.98+0.08 2P
3 60.82+0.17 °¢ 10.44+0.037 43.91+0.11 3 73.89+0.36 ® 5.87+0.19°¢ 30.22+0.30 ¢
4 60.23x0.86° 9.17£0.10"9 39.09+0.41f 4 75.27+0.79 ¢ 5.84+0.36 ¢ 30.26+0.84 °¢
5 62.55+0.46° 9.33+0.129 41.82+0.32' 5 73.83:1.01° 5.64+0.10° 30.04+0.38°¢
6 62.08+0.79° 9.06+0.03" 39.85+0.359 6 73.70£0.29° 2.42+0.202 31.28+0.82 def
7 68.42+0.559 8.16+0.24¢ 28.15+0.68 ¢ 7 73.74+0.64° 2.23+0.132% 31.92+0.64 °f
8 68.25+0.78 9  7.44+0.11°¢ 21.93+0.28° 8 73.60+0.16 > 2.57+0.112@ 31.10%0.39 cde
9*  65.01+0.48" 8.50+0.14° 38.48+0.55 9 73.95£0.17° 3.40+0.15° 27.61+0.70°
10* 72.74+056" 6.81x0.07° 25.85+0.42° 10 74.08£0.24° 3.28+0.15° 25.89+0.362
11*  77.99+0.337 3.49+0.09% 19.58+0.302 11 74.05+0.15° 3.38+0.03° 25.48+0.87 2
12** 54.08+1.192% 10.16x0.27' 27.74+0.50¢ - - - -

*Yumurtali; ** Tam bugday; Degerler ortalamazstandart hata seklinde verilmistir. Farkli harfler Duncan ¢oklu karsilastirma testine

gore Ornekler arasindaki farklihdi gdstermektedir (p<0.05).

Tablo 4. Pismis eriste ve noodle drnekleri suya gegen madde ve sertlik analizi sonuclari

Eriste SGM % Sertlik (gf) Noodle SGM % Sertlik (gf)
1 6.23+0.47 @ 654.18+7.52 4 1 24.75+1.97 ¢ 310.80+13.34 ©f
2 11.71+£0.82 ¢ 413.15£23.88 " 2 25.06+0.37 © 301.30+9.97 def
3 11.13+£0.47 © 642.34+27.77 &9 3 23.9940.96 © 298.94+10.45 cde
4 12.00+0.35°¢ 406.59+24.80 ° 4 22.39+0.58 P 284.04+15.19 bed
5 7.54+0.26 @ 567.88+21.06 © 5 21.33+0.89 P 282.52+23.08 bed
6 11.37+0.48" 252.95+15.99 @ 6 18.30+0.37 2 336.91+£7.22 9
7 6.92+0.45 698.57+23.35 © 7 18.60 +0.58 @ 319.76+5.62 "9
8 22.29+1.50 ¢ 687.17+8.27 © 8 18.86 +0.42 2 242.20+2.03 2
9*  8.89+0.23° 788.71+45.83 9 19.60 £0.92 2 286.70+6.19 bcd
10* 12.59+2.20°¢ 600.08+28.72 °¢ 10 19.60 +0.23 2 274.05+1.63 P
11*  12.764+2.36 © 971.75+107.24 9 11 19.53+0.182 278.74+4.08 P°
12**  9.00+0.12°" 997.63+74.84 ¢ - -

*Yumurtali; ** Tam bugday SGM: Suya gegen madde; Dederler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. Farkli
harfler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore 6rnekler arasindaki farkligi géstermektedir (p<0.05).

Tablo 4 incelendiginde suya gecen madde ylzdelerinin
erigste Orneklerinde %6.23-22.29; noodle o6rneklerinde
%18.30-25.06 arasinda degistigi gorilmektedir. TS
12950 eriste standardinda suya gegen madde
yuzdesinin en cok %10 olacag: belirtiimekte dolayisiyla
elde edilen veriler itibariyle 2, 3, 4, 6, 8, 10 ve 11 nolu
Orneklerin bu sinilamaya uymadidi anlasiimaktadir.
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Noodle Orneklerinin suya gegcen madde miktarlarinin
erigtelere gore yuksek oldugu ve ornekler igerisinde yer
alan yassi tipteki noodle dérneklerinde (1-5) daha ylksek
oldugu belirlenmigtir.

Pismis eriste orneklerinin sertlik degerlerinin 252.95 gf
ile 997.63 ¢f arasinda oldukga genis bir dagihm araligi
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gOsterdigi, buna karsi noodle o6rneklerinin sertlik
degerlerinin minimum 242.20 gf ve maksimum 336.91 df
degerleri arasinda dagilarak daha dar ve eristelere goére
daha tekdliize bir dagilim o6zelligi ortaya koydugu
gorulmektedir. Eristeler icin saptanan bu durumun
yumurta iceren (9-11) ve tam bugday unundan (12) imal
edilmis ornekler igin dlgllen yuksek sertlik degerlerinden
kaynaklandigi kolaylikla anlasilmaktadir. Yine ayni
tablodan genel anlamda eriste ornekleri igin o&lgllen
sertlik degerlerinin noodle ornekleri icin olgllen sertlik
degerlerine gore daha yuksek oldugu da goériimektedir.
Bu durumun noodle’lardaki diger kalite 6zelliklerinde
meydana gelen degisimlerde oldugu gibi Uretimde
kullanilan ana hammadde unun yanisira su, tuz,
yumurta ve emdulgatoérler gibi bilesenlere baglh olarak su
hidrasyonu, hamur incelme  &zellikleri, nisasta
jelatinizasyonu ve  Urinun tekstir  Ozelliklerinin
etkilenmesinden kaynaklandigi dusundlmektedir. Su
icerisindeki minerallerin ve 06zellikle ilave edilen tuzun
hamur gluteni Uzerinde takviye edici ve sikilastirici
etkisi, lezzet ve tekstur ozelliklerini gelistirme, enzim
aktivitesini ve mikroorganizma geligmesini inhibe etme
gibi 6zellikler gosterdigi gesitli calismalarda gosterilmistir
[18, 19]. Ayrica eriste ve noodle érneklerinin suya gegen
madde ve sertlik degerlerine uygulanan varyans analizi
sonuglarina goére ise ornekler arasinda istatistiksel
olarak fark oldugu da belirlenmistir (p<0.05).

SONUG

Calismada elde edilen veriler dikkate alindiginda farkh
firmalara ait eriste ve noodle Orneklerinin kalite

niteliklerindeki  degiskenliklerin  fazla oldugu, bu
degdiskenliklerin  kullanilan hammadde ve Uretim
teknolojilerindeki farkliliklardan ortaya ciktigi

anlasilmaktadir. Bu dogrultuda tuketici tercihi agisindan
farkli tiplerde ve lezzetlerde uretilmis noodle’lar tzerine
uriin gelistirme (inovasyon) calismalarinin yapilmasi
blylk énem gosterecektir. Ozellikle gerek lilkemizde ve
gerek ise dunyada sert bugday Uretiminin yeterli
olmamasi, noodle Uretiminde kullanilan Triticum
aestivum gibi daha yumusak bugdaylarin 6nemini daha
da artiracak ve ticari agidan verimlilik saglayacaktir.
Calismanin gelistirilecek yeni Urinler ile bu konuda
cikarilan standartlarin diizenlenmesinde faydali olacagi
dusunidlmektedir.
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ABSTRACT

Hypertension (HTN) is a major risk factor for the development of cardiovascular diseases. Therefore, there is a need
to lower blood pressure (BP) to reduce the risk of these degenerative diseases. Fermented milks contain several
potential factors that can lower BP including calcium and microbial metabolites particularly the angiotension-
converting enzyme (ACE) inhibitory peptides and y-aminobutyric acid. Animal studies clearly demonstrated the BP
lowering effect of fermented milk while results from clinical trials were controversial due to a large number of variables
that should be considered in clinical trials. An overview on the antihypertensive effect of fermented milk products is
presented and discussed in this review.

Keywords: Fermented milks, Hypertension, Calcium, ACE-inhibitory peptides, y-Aminobutyric acid

Fermente Siit Uriinlerinin Kan Basincini Diisiiriicii Etkisi
0z

Hipertansiyon (HTN), kardiyovaskuler hastaliklarin olusumu igin énemli bir risk faktéridir. Bu nedenle, s6z konusu
dejeneratif hastaliklarin riskini azaltmak igin kan basincini disirme ihtiyaci vardir. Fermente edilmis sutler, kalsiyum
ve mikrobiyal metabolitler, 6zellikle de anjiyotensin-donustiren enzim (ACE) inhibitori peptitler ve y-aminobutirik asit
dahil olmak Uizere, kan basincini azaltabilen birka¢ potansiyel faktor igerir. Hayvan galismalari, fermente edilmis sitiin
kan basincini azaltma etkisini agikga gosterirken, klinik ¢aligmalarda elde edilen sonuglar, klinik galismalarda dikkate
alinmasi gereken ¢ok sayida degiskenden dolayi tartismalidir. Bu makalede fermente sut Urdnlerinin antihipertansif
etkisine genel bir bakis sunulmakta ve tartigsiimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fermente sutler, Hipertansiyon, Kalsiyum, ACE-inhibitoru peptitler, y-aminobditirik asit

INTRODUCTION pressure (DBP) 90-99 mmHg, and stage 2 includes

patients with SBP=2160 mmHg or DBP=100 mmHg. HTN
Hypertension (HTN) is a persistent elevation of blood is widely prevalent in Egypt [2] and worldwide [3].The
pressure which is not caused by underlying cardiac, use of antihypertensive agents aims to bring and to

endocrine, or renal disease [1]. It is a major risk factor stabilize blood pressure to as close to as possible the
for the development of cardiovascular diseases normal BP range. Even with small decrease in SBP as 6
including stroke, coronary heart disease, heart failure, mmHg a significant decrease in the potential risk of
and end-stage renal disease. For this reason, there is a stroke (14%) was reported [4]. The role of food and food
need to lower blood pressure (BP) in order to reduce the constituents in ameliorating HTN has been the subject
risk of cardiovascular diseases. Hypertension is divided of extensive research during the past decades.
into two stages; stage 1 includes patients with systolic Evidences have been clearly presented about the
blood pressure (SBP) 140-159 mmHg or diastolic blood relation between some foods and food constituents and
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hypertension. For example, the Dietary Approaches to
Stop Hypertension (DASH) provided evidence that
nutrients, food groups, and whole eating patterns can
influence blood pressure [4]. This trial adapted a diet
high in fruits and vegetables; or a combination diet with
high fruits, vegetables and low-fat dairy products to
reduce the incidence of HTN. The greatest benefits for
clinically significant decreases in SBP and DBP were
obtained with combination diet group, which include 2 to
3 servings of low-fat dairy products per day.

Recent studies gave evidence that consumption of dairy
products is involved in the regulation of blood pressure
[5]. The potential benefits of dairy food have generally
been ascribed to the major nutrients provided by dairy
including calcium, potassium, magnesium and vitamin
D. The Framingham Heart Study [6] with approximately
15 years of follow-up showed an inverse association of
dairy intake with the annual change of the average BP
and long-term development of incident HTN. A reduction
of 6% (95% CI 1.10) in risk incidence of HTN was
reported to be associated with each additional serving of
yogurt. Therefore, consumption of dairy products may
have the potential benefit control of BP and prevention
or delay the onset of HTN.

A special and growing interest in fermented milk has
been witnessed during the last decade as food that
exhibit several potential health effects including lowering

BP and reducing the incidence of HTN. This has been
attributed mainly to the release of inhibitory peptides
against angiotension converting enzymes (ACE) from
milk proteins by microbial fermentation [7].

The present review aims to give an overview and update
on the relation between the consumption of fermented
milks and BP and incidence of HTN.

POTENTIAL FACTORS RESPONSIBLE FOR
BLOOD PRESSURE LOWERING EFFECT OF
FERMENTED MILKS

The potential BP lowering effect of fermented milks
arises from the combined effects of BP lowering milk
constituents (calcium, potassium and magnesium) and
bacterial metabolites (Fig 1). Fermented milks contain all
the milk calcium but mainly in the soluble form of
calcium lactate with the same bioavailability of calcium
in milk [8]. Also, fermented milks contain all the milk
potassium and magnesium contents known with their BP
lowering effect. Milk proteins are rich sources of
bioactive peptides and during fermentation and storage
several BP lowering peptides are released which play
an important role in BP lowering effect of fermented
milks. Other bacterial metabolites such as gamma-
aminobutyric acid have potential lowering effect on BP.

Fermented
milks

Bacterial
metabolites

y-amino
butyric acid

ACE-

inhibitory
peptides

Milk
constituents

Calcium,
potasium,
magnesium

Figure 1. Potential blood pressure lowering factors in fermented milks

Calcium

A significant (P<0.05) linear decrease in SBP and DBP
was found with increasing the intake of dairy calcium in
both men (7543 subject) and women (8053 subjects)
aged 25-69 y [9]. High BP was significantly (P<0.001)
related to a decrease (3-10%) in age-adjusted intake of
calcium from dairy sources between the highest and the
lowest BP groups. They also found that vitamin D intake
had no significant effect of on BP. They concluded that
the small effect of calcium on BP could have a
significant primary prevention effect on cardiovascular
diseases.

Green et al. [10] evaluated the effect of high-calcium
skim milk and potassium-enriched high calcium skim
milk on BP of healthy people compared with non-
enriched skim milk. They recorded small hypotensive
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effect of potassium-enriched high calcium skim milk in
adults aged >40y.

In a prospective cohort study that covered 28886 US
women aged=45 years [11] investigated the
associations of the intake of dairy products, calcium,
and vitamin D with the incidence of hypertension. The
risk of hypertension decreased in the higher quintiles of
dietary calcium (0.87) and dietary vitamin D (0.95), but
calcium or vitamin D supplements had no effect.
Adjustment for dietary calcium significantly attenuated
the inverse association of low-fat dairy intake with risk of
hypertension, whereas adjustment for dietary vitamin D
did had no effect on the association.

Inverse  associations  between  dairy  product
consumption and SBP and DBP have been observed in
cross-sectional studies [5] whereas calcium, potassium
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and magnesium have been the most notably dairy
nutrients to have a BP lowering effect. However,
inconsistent results were obtained from randomized
clinical trials examining the effect of calcium and the
combination of calcium, potassium and magnesium on
BP. Modest reductions (-1.27 to -4.6 mmHg for SBP,
and -0.24 to -3.8 mm Hg for DBP) were generally found.
The role of calcium in lowering BP has been explained
on the basis that low calcium intake increases
intracellular calcium concentrations which in turn
increases 1,25-dihydroxyvitamin D(3) and parathyroid
hormone (PTH). This cause calcium influx into vascular
smooth muscle cells leading to greater vascular
resistance.

Hilpert et al. [12] fed adults with stage 1 hypertension a
dairy-rich, high fruits and vegetables diet (DFV), a high
fruits and vegetables (FV) diet and an average Western
diet (control) for 5 weeks each. They concluded that
consumption of dairy products beneficially affect the
erythrocyte (Ca) (i) resulting in improved BP which they
defined as (Ca) (i) response.

Metabolites of Microbial Fermentation

Lactic acid bacteria (LAB) are commonly used in the
manufacture of yogurt and other fermented milk
products. The traditional and probiotic cultures used
include thermophilic and mesophilic strains of
Streptococcus, Lactococcus and Lactobacillus species.
LAB are fastidious organisms that require various
nutrients to survive and grow. Among these various
nutrients, amino acids are essential for their growth. LAB
metabolizes the large proteins found in milk to obtain
free essential amino acids with the help of their
proteolytic system [13].

To date, the proteolytic systems of few LAB strains such
as Lactococcus (Lc) lactis, Lactobacillus (Lb.) helveticus
and Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus have been studied
and characterized. Lc. lactis ssp. lactis is a LAB that has
a well-studied and characterized proteolytic system [13]
including cell wall proteinases and intracellular endo and
amino acid peptidases. The cell wall proteinases of the
Lactococcus strains are serine proteases that are
grouped into at least two types; the Pl-type that
hydrolyses B-CN and has little activity for agq-CN, and

the Plll-type that hydrolyses both caseins [14]. Lb.
helveticus proteinases are also serine proteinases that
can be grouped into PIl- and PIlI-types. Proteolysis of
milk proteins by LAB involves three steps. In the first
step, the proteolytic LAB break down the large protein
molecules into 4-18 amino acid residues termed oligo-
peptides with the help of their cell wall associated
extracellular proteinase. In the second step, the oligo-,
di-, and tripeptides are transported across the cell wall
and internalized by the LAB cells through oligopeptide
(Opp), dipeptide (Dpp) and tripeptide (DtpT) transport
systems, respectively. In the third step the internalized
peptides are further broken down and release free
amino acids with the help of intracellular peptidases in
what is an important step in the metabolism of LAB. The
presence of peptidases like PepX are important for the
degradation of casein-derived high proline oligopeptides
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because of their capability to hydrolysis of proline-
containing sequences. The release of the ACE-inhibitory
peptides was positively correlated with the extracellular
proteinases indicating the proteolysis of casein by these
enzymes to be the most important step for the
production of the bioactive peptides [15].

The release of these internal enzymes from dead cells
may play an important role in the qualitative and
guantitative composition of the protein derived products
in fermented milk. The autolysis rate of the dead LAB
cells and release of the internal enzyme system varies
widely which determine the importance of these
enzymes in protein degradation products of fermented
milk.

Angiotention-converting
Peptides

Enzyme Inhibitory

LAB produces small bioactive peptides of different
biological activities as intermediate or secondary
metabolites during proteolysis of milk protein. Peptides
exhibiting inhibitory activity on angiotension-converting
enzyme (ACE) have received special attention as LAB
metabolites that have direct effect on hypertension. The
most important metabolic pathway in the control of blood
pressure is the renin-angiotensin system [16]. It plays a
fundamental role in blood pressure by converting
angiotensin | into angiotensin ll, a potent
vasoconstrictor; in the mean time it hydrolyzes the
vasodilator peptides bradykinin and kallidin. Therefore,
the antihypertensive effect of fermented is affected by
the used strain and the conditions of fermentations and
post-fermentation changes.

LAB Strain

Qualitative and quantitative differences in the released
ACE-inhibitory peptides in fermented milk by the used
LAB strains were reported.

Yamamoto et al. [17] found that most of the milk
fermented by Lb. helveticus or Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus to show higher ACE- inhibitory activity than
those fermented by Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Str. thermophilus, Lc. lactis
subsp. cremoris, or Lc. lactis subsp. lactis.

Wild stains of LAB isolated from raw milk were tested for
their ability to produce ACE-inhibitory activity in
fermented milk [18]. Four Enterococcus faecalis of the
isolated strains exhibited high ACE inhibitory activity
than other isolated LAB strains.

Donkor et al. [19] assessed the growth characteristics
and release of ACE-inhibitory activity of LAB and
probiotic strains of Lb. acidophilus (two strains),
Bifidobacterium (B. lactis and B. longum), Str.
theromophilus and Lb. delbreukii ssp bulgaricus grown
in fermented milk. The extent of proteolysis varied
among strains and appeared to be time dependant. All
the cultures released peptides with in vitro ACE-
inhibitory activity during growth with B. longum BI 536
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and Lb. acidophilus L10 having ICgq values of 0.196
and 0.151 mg/mL, respectively.

Nielsen et al. [20] screened 13 LAB strains for their
ACE-inhibitory activity in fermented milk. They found
that the tested Str. thermophilus and Lb. acidophilus
strains did not give rise to significant ACE inhibitory
activity. The four Lc. lactis strains behaved similarly in
fermentation, proteolysis and ACE-inhibition. The
products made with the seven Lb. helveticus strains
varied. They found positive relation between the
proteolytic activity of the tested strains and the
developed ACE-inhibitory activity.

Pihlanto et al. [21] tested 25 LAB strains including Lb.
acidophilus, Lb. casei, Lb. helveticus, Lb. jensenii, Lb.
reuteri, Lb. rhamnosus, Lc. lactis ssp. lactis, Lb.
raffinolactis and Leuconostoc mesenteroides ssp.
cremoris of their ACE-inhibitory activity in fermented
milk. The variable ACE inhibitory potencies of these
strains were correlated to the degree of protein
hydrolysis.

Compared with other lactic acid bacteria, Lb.casei YIT
9029 and B. bifidum MF 20/5 were able to induce strong
ACE inhibitory activity [22]. Lb. casei (Lc210), B.
animalis sspl2 (Bb12), Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(Lb11842) and Lb. acidophilus (La2410) were grown in
12% of reconstituted skim milk (RSM) or 4% of whey
protein concentrates (WPC-35) with (0.14%) or without
addition of the microbial derived enzyme Flavourzyme
[23]. All tested strains showed higher proteolytic activity
and produced more antihypersensitive peptides in RSM
medium than in WPC medium. Combination with
Flavourzyme, also increased LAB growth and proteolytic
and ACE-l activities. Of the four strains used the
performance Bb12 and La2410 was better than Lc210
and Lb11842.

Rasika et al. [24] reported that the ACE inhibitory
activity of the milk samples fermented with single or
mixed cultures of Lb. lactis ssp. lactis NBRC 12007 and
S. cerevisiae K7 were significantly (P<0.05) different.

Out of a total of 59 Lb. helveticus strains isolated from
traditional fermented dairy products, three strains
expressed the highest ACE-inhibitory activity [25]. One
of these three strains (Lb. helveticus IMAU80872)
showed better tolerance to gastrointestinal proteases
and thermostability of its ACE-inhibitory activity in
fermented milks. Six peptides have been identified three
of which i.e. ALPM, VAGTWY, IPl were previously
identified as ACE-inhibitory peptides.

Effect of Fermentation and Post-Fermentation
Conditions

The composition of the medium, and fermentation
storage conditions have significant effects on the
release of ACE-activity in fermented milk.

Effect of the type of milk. Sultan et al. [26] prepared
yogurts from goat, sheep, cow and buffalo’s milk. The
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water soluble peptide fractions of these yogurts were
extracted and their antihypertensive and antioxidant
activities were quantified at different intervals during
storage. Yogurt made from goat milk exhibited highest
antihypertensive and antioxidant activities as compared
to yogurts prepared from other milks.

Effect of milk fortification. Leclerc et al. [27] found that
fortification of milk with casein increased the ACE-
inhibitory activity developed in fermented milk prepared
by the use of Lb. helveticus but fortification of milk with
whey proteins did not give the same effect.

Effect of pH. The effect of pH at the end of fermentation
on the developed ACE-inhibitory activity was
controversial. Nielsen et al. [20] concluded that
fermentation with Lb. helveticus should be terminated at
pH 4.6 in order to release the highest ACE-inhibitory
activity in fermented milk. Extending fermentation to pH
3.5 reduced the developed ACE-inhibitory activity. In the
mean time, they found that fermentation with
lactococcus should be continued until pH 4.3 to achieve
the optimum ACE-inhibitory activity in fermented milk.
Pihlanto et al. [21] found that modification of the
fermentation conditions or pH control had no effect of
the developed ACE-inhibitory activity by the 25 tested
LAB strains. Cold storage was found to increase
dramatically the ACE-inhibitory activity of some products
[20].

Effect of fermentation temperature. Otte et al. [28]
reported that temperature significantly affect the growth,
lysis and release of ACE-inhibitory activity of fermented
milk prepared using Lc. lactis or Lb. helveticus. The
profile of the released peptides was almost unchanged
by fermentation temperature or cell lysis. They
suggested that the cell wall proteinase to be the primary
catalyst in the release of ACE-inhibitory peptides. The
ionic calcium released during milk fermentation could
contribute to the ACE-inhibitory activity of fermented
milks [22]. Li et al. [29] found that the fermentation
temperature, inoculum level and rotation speed were the
most significant factors affecting the production of ACE
inhibition in  milk fermented with Kluyveromyces
marxianus. They found that the optimum conditions for
maximum ACE-inhibition activity production (81.23%)
were incubation at 32°C, initial pH of 6.5, inoculation
level of 6% and rotation speed of 189 rpm.

Released ACE-Inhibitory Peptides

B-Casein is considered the main source for the released
ACE-inhibitory peptides by the action of microbial
fermentation. However, other casein fractions and whey
proteins have been reported to generate ACE-inhibitory
peptides during microbial fermentation. The ACE-
inhibitory peptides consist of 2-20 amino acid residues
that differ widely in their potency. The activity of ACE-
inhibitory peptides (ICgq) is usually expressed as "the

concentration (mg/mL or pM/mL) that inhibit 50% of the
enzyme.
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1. Lactotripeptides

The most extensively studied ACE-inhibitory
peptides released in fermented milk have been the
tripeptides IPP and VPP which have the highest
inhibitory activity compared to other ACE-inhibitory
peptides. These peptides are produced in milk
fermented by Lb. helveticus [30, 31]. The IPP
corresponds to the B-CN (f74-76) and has ICgq of 5

MM/mL and VPP corresponds to the (3-CN (f 84—86)
and has ICgq of 9 yM/mL.

2. Other ACE-inhibitory peptides

Several ACE-inhibitory peptides have been
identified from milks fermented with different
microbial strains (Table 1). These peptides were
mainly derived from B-CN and exhibited variable
ACE inhibitory potencies.

Table 1. ACE-inhibitory peptides other than lactotripeptides identified in fermented milks

;ﬁﬁgﬁg&g& Structure Origin Potency (IC5) Reference
. as1-CN,B-CN, 720pM/mL
Lb. helveticus CPN4 YP and K-CN [32]
Lb. bulgaricus SKVYPFPGPI B-CN 1.7 mg/mL
Lb. bulgaricus+ S. [33]
thermohilus+ SKVYP B-CN 1.4 mg/mL
Lc. diacetylactis
LHLPLP 5.5+ 0.4 yM/mL
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP 5.2+ 0.3 yM/mL
. VLGPVRGPFP, VVVPPF,
Enterococcus faecalis VVVPPF, VRGPFPIIV, B-CN Low and variable [34]
LHLPLPL and
VLGPVRGPFPIIV
Lb. helveticus130B4 AIPPKKNQD K-CN 19.9 uM/L [35]
. . LVYPFPGPIHNSLPQN 71 mg/mL
Lb. jensenii LVYPFPGPIH Baeil 89 mg/mL [21]
YODPRLGPTGELD, Tfhe 15t peptide 14.53+0.21 pM,
rom 3-CN of 9.82+0.37 pM,
Koumiss flora PATQPIVAVHNPVIV, mare milk the 5.19+0.18 uM, and [36]
PKDLREN, LLLAHLL, and TS 13.42+0.17 uM/mL
NHRNRMMDHVH R
unknown respectively
Two wild Lc. Lactis 0.034+0.002 pg/mL
Lc. lactis NRRL B-50571 HP';PL';(L;\IFIQ"PAL'PP' ggk‘l and 0.041 £0.003 [37]
and 50572 pg/mL
o LVYPFP B-CN 132 uM/mL
B. bifidum MF 20/5 LPLP unknown 703 uM/mL [38]
YQEPVLGPVRGPFPIIV, B-CN
B. longum KACC91563 GPVRGPFPIIV and [39]
QEPVLGPVRGPFPIIV
Kluyveromyces VLSRYP k-CN 36.7 yM/mL [29]
marxianus IRFF as1-CN 116.9 yM/mL

y-Aminobutyric acid

y-Aminobutyric acid (GABA) is a metabolite of microbial
fermentation by many LAB strains [40]. It arises from
decarboxylation of free L-glutamate by the enzyme
glutamic decarboxylase (GAD)

L-glutamate + H* — GABA + CO»

Production of GABA is strictly controlled by pH,
temperature and availability of free glutamic acid [40,
41]. The optimum pH and temperature for the production
of GABA were reported to be pH 5.0 and 35°C [40].

GABA has been reported to reduce BP in experimental
animals. In spontaneously hypertensive rats, GABA has
an antihypertensive effect, possibly through the
inhibition of noradrenaline release from sympathetic
nerve endings [42].

71

The BP-lowering effects of GABA and a GABA-enriched
non-fat fermented milk product (FMG) were tested by
low-dose oral administration to spontaneously
hypertensive (SHR/Izm) and normotensive Wistar—Kyoto
(WKY/Izm) rats [43]. A single oral dose of GABA or FMG
(5 mL/kg; 0.5mg GABA/kg) significantly (P<0.05)
decreased the BP of SHR/Izm after 4 to 8 h of
administration, but did not increase that of WKY/lzm
rats. The hypotensive activity of GABA was dose-
dependent from 0.05 to 5.00 mg/kg in SHR/Izm. FMG
did not inhibit angiotensin 1-converting enzyme.
Furthermore, an FMG peptide-containing fraction from
reverse-phase chromatography lacked a hypotensive
effect in SHR/Izm rats. These results suggest that low-
dose oral GABA has a hypotensive effect in SHR/Izm
and that the hypotensive effect of FMG was due to
GABA.
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A fermented milk containing GABA (FMG) was produced
from skim milk that had been fermented by using 2
starters namely: Lb. casei strain Shirota and Lc. lactis
YIT 2027 with added sweeteners. The possible route for
the formation of GABA in this fermented milk is that Lb.
casei strain hydrolyzes milk protein into glutamic acid,
and the Lc. lactis converts glutamic acid into GABA.
Consumption of 100 mL of fermented milk containing 10
mg of GABA daily for 12 week was effective in reducing
blood pressure for people with mild hypertension [44].

The components found in GABA-rich fermented milk
were compared with those found in control milk
fermented without GABA production [45]. The amount of
GABA and the amino acid ornithine in GABA-rich
fermented milk were much higher (1,216-fold and 27-
fold respectively) than that of the control milk. Peptide
analysis showed that levels of 6 ACE-inhibitory peptides
were also higher in the GABA-rich fermented milk. This
indicates that the GABA-producing Lc. lactis 01-7
provided fermented milk with other functional
components in addition to GABA.

EXPERIMENTAL EVIDENCE OF BP LOWERING
EFFECT OF FERMENTED MILK

Animal Studies

Two strains of Lb. helveticus were used to produce
fermented milk rich in angiotensin converting enzyme
(ACE) inhibitors [46]. The two milks were administered
by gavage to spontaneously hypertensive rats and the
mean arterial BP and heart rate were monitored from 4
to 8h after administration. Unfermented milk and milk
fermented with a lactococcal strain that does not
produce ACE-inhibitors were used as controls. Highly
significant BP lowering effects were observed for milk
fermented with the two strains of Lb. helveticus than the
controls. Also, significant differences in heart rate effects
were detected with one of the strains.

The changes in arterial BP of spontaneously
hypertensive rats (SHR) by long-term (20 weeks) intake
of an Enterococcus faecalis CECT 5728-fermented milk
were followed [47]. A definite decrease in SBP and DBP
was observed in the rats that received the E. faecalis
CECT 5728-fermented milks. The effect of Ca-enriched
fermented milk was slightly more accentuated and more
constant than the effect of the un-enriched fermented
milk. SBP and DBP increased in the treated SHR when
the intake of the fermented milk was stopped.

The short-term oral antihypertensive effect of several
peptide isolated from hydrolysate of casein fractions was
evaluated [48] in spontaneously hypertensive rats
(SHR). These peptides were previously characterized as
in vitro ACE-inhibitors. SBP and DBP of the rats were
measured before administration and also after 2, 4, 6, 8
and 24 h post-administration. The sequences
LVYPFTGPIPN, HLPLP, 1AK, YAKPVA and
WQVLPNAVPAK showed a clear decrease in SBP and
DBP in SHR. HPHPHSF caused a significant decrease
of the DBP, but did not modify the SBP of SHR in a
significant manner. KKYNVPQL did not modify SBP in
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the SHR, but caused and maintained a slight decrease
in DBP in these animals. SBP and DBP returned to
baseline values 24h post-administration of all peptides.

The antihypertensive effect of IPP and VPP was
evaluated in double transgenic rats (dTGR) harboring
human renin and human angiotensinogen genes which
develop malignant hypertension due to increased
angiotensin Il formation [7]. Four week-old dTGR were
randomized in three groups the 1%t received water
(control), the 2™ received fermented milk containing IPP
and VPP, and the 3™ received IPP and VPP dissolved in
water for three week. The BP of the group that received
fermented milk, but not those received the aqueous
peptides solution, was reduced by 19mm Hg versus the
control group (P=0.023). In vitro vascular function tests
showed that high concentrations of the peptides
exhibited ACE inhibitory properties. This study suggests
that the antihypertensive peptides were not the only
factor responsible for the reduced hypertension.

The influence of yogurt- and probiotic yogurt-based diets
on the weight gain, serum lipid profile, and BP were
investigated in 14 week old spontaneously hypertensive
rats [49]. Animals were subdivided into three groups, the
18t (control) received skim milk diet (Feed-C), the 2™
received skim milk diet supplemented with freeze dried
low fat yogurt (Feed-Y), and the 3 with freeze dried
low-fat probiotic yogurt (Feed-PY). At the end of the
feeding period (8 weeks) the reduction in SBP of rats
fed Feed-Y was 3.7% (—9.5 mm Hg) and 2.7% (—6.4 mm
Hg) in those fed Feed-PY while reduction in DBP was
30% (9.4 mmHg) and 44% (-13.8 mmHg),
respectively, in comparison to those fed Feed-C. Also,
the levels of total cholesterol and LDL of rats fed the
supplemented diets were lower than those fed Feed-C
while no changes in the levels of HDL were observed.
They concluded that feeding diets supplemented with
yogurts exhibited antihypertensive and
hypocholesterolemic effects in spontaneously
hypertensive rats.

In vivo effects of a fermented milk product containing
lactotripeptide IPP and plant sterols on already
established hypertension, endothelial dysfunction and
aortic gene expression were studied in male SHR [50].
Animals were given either fermented milk rich in IPP and
plant sterols, milk or water ad libitum for 6 week.
Consumption of the enriched milk decreased SBP by
16 mmHg compared with water (P<0.001) and improved
endothelial dysfunction and affected signaling pathways
related to inflammatory responses in SHR. Milk also had
an antihypertensive effect but with an upward trend back
towards the baseline SBP values.

The antihypertensive and heart rate (HR)-lowering effect
of milk fermented by specific Lc. lactis were studied in a
murine model [51]. Spontaneously hypertensive male
rats (271114 g) were divided into four randomized
groups. Two groups were orally administered with milk
fermented by Lc. lactis NRRL B-50 571 or Lc. lactis
NRRL B-50 572 at 35 or 50 mg protein/kg body weight
(BW), respectively. The other two groups were fed a
saline solution as the negative control and Captoprile
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(40 mg/kg BW), a proven ACE inhibitor, as the positive
control. The results demonstrated that milk fermented by
the two tested Lc. lactis presented significant SBP and
DBP and HR-lowering effects.

It is evident from these studies that consumption milk
fermented with several bacterial strains had significant
BP lowering effect in animal models.

Clinical studies

Calpis is a Japanese sour milk fermented with a mixture
of Lb. helveticus and Saccharomyces cerevisiae. The
effect of Calpis on BP of 30 elderly hypertensive
patients, most of whom were taking antihypertensive
medication was studied [52]. Subjects were randomly
assigned into two groups, the 1% get a daily intake (95
mL) of the sour milk, and 2" group ingested the same
amount of acidified milk as a placebo for 8 weeks. The
SBP and DBP decreased significantly in the sour-milk
group after 8 weeks after ingestion whereas no
significant changes were observed in BP of the placebo

group.

In a clinical trial for 12 weeks period mildly hypertensive
patients (16 women and 23 men) aged 28 — 81 y (mean,
54.2 y) received a daily intake of fermented milk
containing y-aminobutyric acid (FMG) or placebo for 1-
12 weeks followed by 2 weeks of no intake [44]. The
peripheral BP and heart rate of seated patients were
measured at week intervals. Also, blood analysis and
urinalysis were performed before and after the intake.
The BP was significantly decreased within 2 or 4 weeks,
and it remained decreased throughout the 12 weeks
intake period. For the FMG recipients, the mean
decrease after 12 weeks was 17.4+4.3 mmHg in the
SBP and 7.2+5.7 mmHg in the DBP. Both of these
values differed statistically from baseline levels
(P<0.01), and from the placebo group (P<0.05).
However, heart rate, body weight, hematological and
blood chemistry variables, and urinalysis did not differ
between groups.

In a randomized placebo-controlled study, 39
hypertensive patients received 150 mL/day of either Lb.
helveticus LBK-16H fermented milk or a control product
for 21 weeks after a 2 weeks run-in period [53]. During
the run-in period, the average baseline SBP and DBP
values were 155 and 97 mmHg, respectively and in the
test product group were 152 and 96 mmHg respectively
in the control group. After the run-in period, BP
decreased by 6.7+3.0 mm Hg in SBP (P=0.030) and of
3.6£1.9 mmHg (P=0.059) in DBP in test product as
compared to control groups. They found that
demographic factors had no significant effect on the
responses.

The BP lowering effect of Lb. helveticus LBK-16H
fermented milk was evaluated in a randomized, double
blinded placebo controlled parallel group study [54].
Hypertensive patients (94 subjects) not receiving any
drug treatment were given a dose of 150mL twice daily
of either Lb. helveticusLBK-16H fermented milk with a
high concentration of the lactotripeptides (IPP 7.5
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mg/100 g and VPP 10 mg/100g) or a control product, for
10 weeks after a 4 weeks run-in period. Twenty four hr
BP was taken at the beginning and at the end of the
intervention period. The average baseline systolic and
diastolic BP values were 132.6+9.9/83.0+8.0 mmHg in
the group receiving Lb. helveticus and 130.319.6
/80.2+7.0 mmHg in the control group. At the end of the
experiment a mean difference of -4.1£0.9 mmHg in SBP
(P=0.001) and a -1.840.7 mmHg in DBP (P=0.048)
between the Lb. helveticus group and the control group.
There was no difference in the sum of the adverse
events (P=0.820).

Boelsma and Kloek [55] reviewed the reported
evidences of the BP control properties of lactotripeptides
in man. The BP-lowering effects of lactotripeptides were
typically evident after 4—6 weeks of treatment but in
some cases response was observed after 1-2 week/s.
The maximum BP reductions were 13 mmHg and 8
mmHg for SBP and DBP respectively after active
treatment compared with placebo, and were reached
after 8-12 weeks of treatment. Effective dosages of
lactotripeptides ranged from 3.07 to 52.5 mg/day.
Lactotripeptides were only effective at elevated BP but
no further lowering has been observed of normal BP.
Concomitant intake of antihypertensive medication had
no effect on the BP lowering potency of lactotripeptides.
Also, ethnicity had no influence the lactotripeptide-
induced BP lowering effect. Based on the available data
they concluded that lactotripeptides appear to be safe
and effective in lowering BP and can be part of a healthy
diet and lifestyle to prevent or reduce high BP.

A randomized, double-blind placebo-controlled study
was conducted of the antihypertensive effect of Lb.
helveticus fermented milk (FM) in 94 pre-hypertensive
and borderline hypertensive  subjects [56].The
participants were randomized into three treatment
groups with a daily intake of 150 mL of FM, 300 mL of
FM or placebo (chemically acidified milk). The repeated
24h ambulatory BP measurements were recorded. No
statistically significant differences were found in BP
between the groups (SBP, P=0.9; DBP, P=0.2).
However, the group receiving 300 mL FM had reduced
BP across the 8 weeks period in several readings, which
could be compatible with a minor antihypertensive
effect. Heart rate and lipids remained unchanged
between groups. They concluded that milk fermented
with  Lb. helveticus does not pose significant
antihypertensive effect.

A double-blinded randomized placebo-controlled study
was undertaken [57] including 94 borderline-
hypertensive persons to study the effect on human
physiology as affected by consumption of Lb. helveticus
fermented milk. No ACE inhibition of the fermented milk
was demonstrated, as none of the components of the
renin—angiotensin—aldosteron system was changed.
They suggested that the intake of fermented milk
decreases sympathetic activity, although not to an
extent mediating reductions of BP and heart rate in
borderline hypertensive subjects.
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Placebo-controlled clinical trials evaluating the anti-
hypertensive effect of lactotripeptides were used
perform a meta-analysis for the BP lowering effect of
lactotripeptides [58]. A total of 18 trials have been
identified, the clinical data of which have been clearly
reported. Pooled effect of peptides was a reduction of -
3.73 mmHg (95% CI: -6.70, -1.76) for SBP and 1.97
mmHg (95% CI:3.85, -0.64) for DBP. The effect was
more evident in Asian patients (SBP=-6.93 mmHg (95%
Cl: -10.95, -2.94); DBP= -3.98 mmHg (95% CI: -5.38, -
2.44)) than in Caucasian ones(SBP=-1.17mmHg (95%
Cl: -2.82, 0.72); DBP=-0.52 mmHg (95% CI. -1.39,
0.13)), and apparently not related to age, baseline BP
values, dose of lactotripeptides assumed or length of the
treatment. They concluded that VPP and IPP
lactotripeptides assumed as functional foods may
significantly reduce SBP particularly in Asian subjects,
but they suggested this effect should be further
investigated in other ethnicities or in association with
different dietary pattern.

A meta-analysis was conducted on the effect of IPP and
VPP on SBP in Europeans [59]. The study covered 91
publications of which 14 trials with 15 sets of data (n =
1.306) met the inclusion criteria for the meta-analysis. A
random-effects model was used for the analysis.
Although not all individual trials showed a statistically
significant effect of IPP or VPP in reducing SBP, the
combination of all data for the two peptides yielded a
statistically significantly greater effect for IPP/VPP than
for placebo. The decrease in SBP with IPP/VPP was
1.28 mm Hg (95% ClI, —2.09 to—0.48, P=0.0017) and the
decrease in DBP was 0.59 mmHg (95% CI, —-1.18 to —
0.01, P=0.047). The study concluded that the peptides
IPP and VPP were effective in moderately reducing SBP
in European subjects, as is known for Asian populations.
These two peptides could have a role in controlling
blood pressure.

Compared to placebo, meta-analysis of fourteen
randomized placebo-controlled trials involving 702
participants showed that probiotic fermented milk,
produced a significant reduction of 3.10 mmHg (95% CI
24.64, 21.56) in SBP and 1.09 mmHg (95% CI 22.11,
20.06) in DBP [60]. Sensitivity analysis excluded small
trials that reported extreme results. Subgroup analyses
suggested that consumption of probiotic fermented milk
to exhibit a slightly greater effect on SBP in hypertensive
participants than in normotensive ones (23.98 v. 22.09
mmHg). Analysis of trials done in Japan showed a
greater reduction than those conducted in Europe for
both SBP (26.12 v. 22.08 mmHg) and DBP (23.45 v.
20.52 mmHg). The study suggested that probiotic
fermented milk has BP-lowering effects in pre-
hypertensive and hypertensive subjects.

Fekete et al. [61] performed a comprehensive meta-
analysis of data on the blood pressure (BP) lowering
effect of casein-derived lactotripeptides (LTP) from all
relevant randomized controlled trials (RCT) until May
2014. Thirty RCT met the inclusion criteria, which
resulted in 33 sets of data. The pooled treatment effect
for SBP was -2.95 mmHg (95% CI: -4.17, -1.73;
P<0.001), and for DBP was -1.51 mmHg (95% CI:

74

-2.21, -0.80; P<0.001). The reduction of BP in
Japanese studies was significantly greater, compared
with European studies (P=0.002 for SBP and P<0.001
for DBP). The 24 h ambulatory BP (AMBP) response to
LTP supplementation was statistically non-significant
(P=0.101 for SBP and P=0.166 for DBP). Both
publication bias and “small-study effect” were identified.
These two factors shifted the treatment effect towards
less significant SBP and non-significant DBP reduction
after LTP consumption. LTP may be effective in BP
reduction, especially in Japanese individuals. However
sub-group, meta-regression analyses and statistically
significant publication biases suggest inconsistencies.

Wang et al. [6] found that greater intakes of total dairy
foods, total low-fat/fat-free dairy foods, low-fat/skimmed
milk and yogurt were associated with annual but smaller
increments reduction in SBP and a lower risk of
projected HTN incidence. However, with the exception
of total dairy foods and yogurt, these inverse
associations with HTN risk were attenuated as the
follow-up time increased. For yogurt, each additional
serving was associated with 6% (95% CI 1, 10) reduced
risk of incident HTN. Total dairy and total low-fat/fat-free
dairy intakes were found to be inversely related to
changes in DBP. As part of a nutritious and energy-
balanced diet pattern, dairy consumption, may benefit
BP control and prevent or delay the onset of HTN.

A meta-analysis for 18 studies (including a total of 1194
subjects) was carried out to evaluate the systolic blood
pressure (SBP) lowering effect of the lactotripeptides
IPP and VPP [62]. They concluded that consumption of
every day potential doses of IPP/VPP can significantly
reduce SBP in Japanese subjects with or without overt
hypertension.

CONCLUSIONS AND FUTURE TRENDS

The BP lowering effect of fermented milks has been
evident from several studies carried out on animals and
human subjects but this effect was not confirmed in
some other clinical studies. This can be expected from
the large number of factors involved in BP lowering
effect of fermented milks including the type of fermented
milk (e.g. yogurt, kefir), composition of the fermented
milk (normal, standardized, fortified), technological
treatments.(e.g. heat treatments), microorganisms used
in fermentation (e..g traditional starters, probiotics),
condition of the fermentation process (e.g. temperature
x time), and storage condition (e.g. duration and
temperature).

Several meta-analysis studies done gave evidences of
low but significant effect of the antihypertensive effect of
fermented milks. Therefore, consumption of fermented
milks represents potentially important strategy to reduce
the risk of hypertension through the lifespan, which
could reduce the need for antihypertensive drugs later in
life.

However, conducting a properly designed randomized,
controlled, double-blind studies that take into
consideration all factors involved in BP lowering effect
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of fermented milks are important to get a solid evidence
for the BP effect of fermented milks. However
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Son 20 yilda ortaya ¢ikan mikro-kanal yapilarinda mikro-litreler mertebesinde akiskanin proses edilmesi igin kullanilan
gip-Usti-laboratuvar (CUL) sistemleri konvansiyonel yéntemlere bir alternatif olugturmaktadir. Mikro-yapilarin kendine
has 6zelliklerinden dolayr CUL sistemleri, karmasik analizleri geleneksel ydontemlerle karsilastirildiginda daha diisiik
maliyette, daha dusuk enerji, daha dusik kimyasal sarfiyati ile daha verimli bir sekilde yapabilmekte ve bu yonleriyle
birgok alanda (biyomedikal, gida, kimya, tip, eczacilik, tarim vb.) ¢cok degerli bir segenek olusturmaktadir. Ayrica bu
sistemler otomasyona uygundur ve taginabilir olma potansiyelleri vardir. Ozellikle gida endistrisinde bazi durumlarda
analiz sonuglarinin hizli alinabilmesi isletme igin biiyik 6nem tasimaktadir. Cip-Usti laboratuvar teknolojisi bu nedenle
gida endustrisinde 6zellikle mikrobiyolojik analizlerde hizli sonug vermesi, uzman personel gerektirmemesi, az érnege
ihtiyag duymasi vb. 6zellikleri ile son zamanlarda oldukga énem tagimaktadir. Bu galismada, CUL cihazlarinin ¢alisma
prensipleri, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), akis sitometrisi ve biyosensorler ile birlikte kullanildidi entegre
sistemler ve bu sistemlerin gida mikrobiyolojisindeki uygulamalari anlatiimistir.

Anahtar Kelimeler: Cip-ustu-laboratuvar, Gida mikrobiyolojisi, Mikro-akiskan sistemler, Hizli mikrobiyolojik yontemler

Lab-On-A-Chip (LOC) Technology Applications in Food Microbiology
ABSTRACT

Lab-on-a-chip (LOC) systems, which have emerged in the last two decades and used for fluid processing in a micro-
channel structure at microliter levels, are alternatives to conventional methods. Because of the unique properties of
microstructures, LOC systems can make complex analyses more efficient with lower cost, energy and chemical
consumption than conventional systems, and they become a valuable option for many applications such as
biomedical, food, chemistry, medicine, pharmacy and agriculture in these aspects. In addition, these systems are
suitable for automation and have a potential to be portable. Especially in some cases of food industry, obtaining
analysis results quickly has a great importance for food plants. For this reason, recently developed LOC technology
has become important in food industry because of their features such as quick response in microbiological analysis,
no requirement for skilled personnel, and small sample needed. In this study, principles of LOC devices, integrated
systems used with polymerase chain reaction (PCR), flow cytometry, biosensors and application of these systems in
food microbiology are reviewed.

Keywords: Lab-on-a-chip, Food microbiology, Microfluidic systems, Rapid microbiological methods
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GiRiS

Mikroakiskanlar dinamigdi prensiplerinin kullanildigi ¢ip-
usti-laboratuvar (CUL) teknolojisi, birgok alanda gogdu
seyin minyatlrize edildigi ginimuizde bilim insanlarina
laboratuvarda geleneksel olarak yapilan birgok analizin
mikro-6lgekte yapilmasina olanak saglamaktadir [1]. ilk
mikroakiskan teknolojisi, 1950 yilinda mirekkep
puskirtme  sistemlerinin  [ginimizde  kullanilan
murekkep puskurtmeli yazicilarin (ink-jet printers) ilk
gelistirilen tipleri] gelistirilmesi ile kullanilmistir. ik CUL
uygulamasi ise 1979 yilinda silikon esash yonga (gip)

kromatografisi cihazi olarak bilinmektedir [2, 3]. Birgcok
arastirmaci, 1990’larin  basindan beri geleneksel
yontemler ile laboratuvarlarda yapilan analizlerin daha
kiiglik hacimler ile daha hizli yapabilecek sistemleri
Uzerinde calismaktadir. Mikro Butlncil  Analiz
Sistemleri, bir bagka deyisle CUL adi verilen bu yeni
teknoloji giniimuzde kimya, biyoloji, tip, gida vb. bircok
alanda arastirmalarin konusu olmaktadir. Bu alanlarda
arastirmalarda kullanilan ticari triinler de bulunmaktadir.
Ticari olarak pazarda bulunan CUL tabanh cihazlar
Tablo 1'de verilmistir [7]. CUL teknolojisi gelismekte olan
bir sistem oldugundan henlz rutin analizlerde henlz

Uzerinde mikro-kanallar kullanilarak Uretilen gaz kullanilmamaktadir [3, 4].
Tablo 1. Bazi ticari UL tabanl cihazlar
Firma Adi Uriin Adi Kullanilan Teknoloji Uygulama Alani Kaynak
GenMark Diagnostics Inc. ePlex System Elektroislatma Kan, diski vb. [32]
(Elektrowetting; dijital orneklerde patojen
mikroakiskanlar) tespiti
Caliper/Perkin Elmer LabChip Mikrogip elektroforez DNA, RNA ve protein [33]
miktari belirleme
Nugen Mondrain SP Dijital mikroakigkan Sekanslama ornegi [34]
hazirlama
Veredus Laboratory Pte.Ltd.  VereFoodborne CUL ve mPZR Gida kaynakli [35]
patojenlerin tespiti,
ayirt edilmesi ve
tanimlanmasi
Agilent Technologies Agilent 2100 CUL ve akis DNA, RNA ve protein [36]
Bioanalyzer sitometrisi miktari belirleme

Gida, insanlarin varhgini stirdirebilmesi igin gerekli olan
besin 6gelerinin (proteinler, yaglar, karbonhidratlar,
vitaminler, mineraller vb.) kaynagini olusturan, titin ve
ilag hari¢ yenilen ve igilen ham, yari veya tam islenmis
her turli madde olarak tanimlanmaktadir. Gidalar,
mikroorganizmalarla kontamine oldugunda onlarin
yasam alanlarindan insanlara transferinde bir arag

olarak (vehicle) rol oynamaktadirlar. En bilinen
patojenlerden  olan  Escherichia coli  0157:H7,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus,

Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes’in ¢ok
sayida ve farkh gida o6rneklerinde bulundugu tespit
edilmigtir. Bu patojenler ile kontamine olan gidalar
tiketildiginde tuketiciler igin zaman zaman o6limcul
sonuglara neden olabilen gida kaynakh hastaliklar
ortaya ¢ikabilmektedir [5]. Bu nedenle gidalardaki
mikroorganizmalarin hizli ve hassas bir gekilde tespit
edilebilmesi gida guvenilirliginin saglanmasi ve tuketici
saghginin korunmasi agisindan 6nem tagimaktadir [6].
Halihazirda, geleneksel yollarla mikroorganizmalarin
saptanmasinda kullanilan kiltlirel ydntemler zaman
alici, uzman personele ihtiya¢c duyulan ve gérece fazla
miktarda o6rnek ve sarf malzemesi kullaniimasini
gerektiren yoOntemlerdir. Diger taraftan, immunolojik
yontemler,  molekuler teknolojiler (nlkleik asit
amplifikasyonu, DNA analizi vb.), biyosensorler, akis
sitometrisi, spektrofotometri vb. teknikler CUL ile
entegre edilerek kullaniimaktadir [7]. Bu yOntemler ise
geleneksel yontemlere gore daha hizli, kiglk Olgekte
analiz yapabilen, daha az 6rnek ve sarf malzeme
harcanan yontemler olarak bilinmektedir. Buna ilaveten
CUL cihazlari biyolojik tehlike riskini azaltmaktadir.
Cunkl bu cihazlarda kullanilan gipler tek kullanimlik
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olarak tasarlanmakta ve hicre igeren 6rnek kapali bir
sistemde analiz edilmektedir [8].

cuL cihazlari, gida mikrobiyolojisinde
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR), biyosensorler ile kombine edildigi
CUL tabanl cihazlar ile) ve sayisinin belirlenmesinde
(akis sitometrisi, biyosensérler ile kombine edildigi CUL
tabanli cihazlar ile) kullanilabilmektedir. CUL cihazlari ile
hem gidalarda bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalarin hem de gida kaynakli hastaliklara
neden olan patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasi,
tespiti ve sayimi gergeklestirilebilmektedir [6, 9, 10].

CUL cihazlari ile yapilmis birgok galisma literatiirde yer
almaktadir ancak gida mikrobiyolojisi alaninda yapilan
ulusal bir yayinin olmadigi ve bu konudaki uluslararasi
galismalarin da gobreceli olarak daha az oldugu
gOrulmustir. Yapilan bu derleme ile literatiirdeki eksigin
kapatiimasi amaglanmis, derlemede CUL cihazlari, bu
cihazlar ile birlikte kullanilan kombine yontemler (PZR,
biyosensérler ve akig sitometrisi) ve CUL'Gn gida
mikrobiyolojisindeki uygulamalari ele alinmistir.

GiP-USTU-LABORATUVAR (GUL)

GCok dusik hacimlerde  (nanolitreden  pikolitre
mertebesine kadar) akigkan ile tek bir mikroislemci ¢ip
Uzerinde minyatlr olarak laboratuvar fonksiyonlarini
birlestirebilen sistemler CUL olarak adlandiriimaktadir
[11]. CUL teknolojisinin gelismesi akigkanlar mekanigi,
termodinamik, elektrostatik ve kimya gibi alanlardan
malzeme bilimlerine kadar birgok disiplinin bir arada
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calismasi ile gergeklesmistir [12]. CUL cihazlar son

zamanlarda sagladigi avantajlardan dolayi
arastirmacilar arasinda oldukgca popller bir hale
gelmistir [7].

CUL ile geleneksel yéntemler kiyaslandiginda CUL’iin
birgok avantaji oldugu goérilmektedir.

e CUL cihazlan disik i¢c hacminden dolayr diisiik
akiskan hacminde galismaktadir. Bu nedenle daha az
ornek ve pahali ve/veya sagliga zararli olabilen reaktif
kullanimi s6z konusu olmaktadir [8].

¢ Bu cihazlarda akis hizi kontrolli oldugundan daha kisa
difizyon mesafesi ve daha kisa karistirma
zamanindan dolayi daha etkin analiz yapilabilmektedir.

e Isitici igeren CUL sistemlerinde (PZR ile birlikte
kullanildiginda vb.) kisa mesafeli alanlarda isitilacak
madde miktarinin az olmasindan dolayi hizli 1sitma ve
dolayisiyla da daha kisa sirede analizin sonuglanmasi
saglanmaktadir.

e Sistemde daha hizli cevap alindigindan daha iyi islem
kontrolu saglanmaktadir.

e Bu cihazlarda ylksek analiz sayisina ulagilabilmesi
buna karsilik disik fabrikasyon maliyetleri sistemin bir
diger avantaji olarak gdsterilebilmektedir.

¢ CUL cihazlarinda kapali sistemde ve kiigiik hacimlerde
calisildigindan tehlikeli hicre suspansiyonlari veya
kimyasallar ile c¢alisildiginda daha guvenli ve daha
kolay kontrol altinda tutulabilen bir analiz ortami
olusturulabilmektedir [10].

e Daha fazla fonksiyonu bir
tasarimlar yapilabilmektedir [12].

arada iceren esnek

CUL cihazlarinin birgok avantajinin yani sira bu
cihazlarin bazi dezavantajlan vardir ve bu sistemler ile
¢alisan arastiricilarin karsilastiklari bazi zorluklar da s6z
konusu olmaktadir:

e CUL cihazlari ile gida analizlerinin yapilmasindaki en
blaylk sorun gida matrislerinin oldukga kompleks
olmasidir (St gibi polisdispers ve kompleks yapili
gidalar, kati gidalar ile ¢alisilamamasi veya homojenat
hazirlama, DNA izolasyonu vb. bir 6n islem
gerektirmesi vb.)

Kiguk partikuller, su veya hava kabarciklari, yag
globulleri vb. ile ¢ip kanalinin kolaylikla tikanmasi bir
diger problemdir. Ayrica kanal duvarlarinda akis hizi
sifir oldugundan gida o6rnegindeki yag, protein vb.
maddelerin  birikmesi  sonucu  akigkan  akigi
kisittanmakta ve analizin gergeklesmesi glglesmekte
bazen imkansiz hale gelebilmektedir.

Mutlaka bir 6rnek hazirlama asamasi gerektirmesi ve
bu asamalarin her bir 6rnekte farkli (PZR igin DNA
izolasyonu, mikroorganizma sayimi i¢in homojenat

hazilama vb.) olmasindan dolayr cihazin tim
asamalari kapsayacak sekilde dizayn ve
entegrasyonun yapilmasinin zorlagsmasi bir diger
sorun olarak sayilabilmektedir.

¢ Mikro-kanal icerisinde akan akiskanin

karakteristiklerini anlayabilmek adina ylzey gerilimi,
elektrostatik kuvvetler vb. parametrelerin mikro-boyutta
daha iyi anlasilabilmesi gerekmektedir. Cipin yapildigi
materyalin Ozellikleri bazi durumlarda olgim islemini
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kisitlayabilmektedir. Boyle bir durumda materyal
Ozelliklerine (ylizey gerilimi, hidrofobisite vb.) hakim
olmak analizin ve élgimin dogrulugu agisindan buyuk
Oneme sahiptir.

e Mikro-boyuttaki ~ bir  analizdeki en ufak bir
kontaminasyon makro-boyut ile kiyaslandiginda c¢ok
daha buaylk hatalara yol acgmaktadir ve sonucu
tamamen degistirebilmektedir.

e Olglimiin hassasiyeti ve 6lgim yoéntemi kullanilan
ornek ile uyum iginde olmalidir [12].

CUL cihazlarinda tipik olarak analiz érneginin cihaza
verildigi kuyucuklar, 6rnedin ¢ip Uzerinde taginmasina
imkan veren mikro-kanallar, kanallar icerisinde bir
elektrik alana ihtiyag duyulmasi durumunda elektrotlar
ve tim bu mimariyi Uzerinde barindiran silikon, cam
veya polimer substrat bulunmaktadir. Bu cihazlarda
genellikle drnegin ve reaktiflerin depolandigi, tasindigi,
fiziksel/ kimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi reaksiyon
bdélmesi ve sivinin depolandigi bolme ile mikro-kanal agi
olusturulmaktadir. Cihazlara mikro-pompalar, mikro-
valfler ve isitici cihazlarin da eklenmesi arastiricilara
daha cesitli islemlerin bir arada yapilabilmesine olanak
saglamaktadir [6]. Sekil 1'de bir CUL cihazinin
varsayimsal bir gosterimi verilmigtir. Kuyucuklar; tampon
¢ozeltileri ve numuneyi depolamak, atiklari toplamak,
ornek hazirlamak veya PZR ve hedef DNA belirlemesi
amaglar icin tasarlanmistir. Sivi rezervuarlari ve
reaksiyon bdlmeleri mikro-akigskan agi olusturmak igin
mikro-kanal agi ile birbirine baglanmistir. Ayrica mikro-
pompalar, mikro-valfler ve 1sitma cihazlari 6rnek ve/veya
reaktif dagitimi, karistirma, inktbasyon, farkl fiziksel ve
kimyasal reaksiyonlar igin ayirma yapma amaglariyla da
kullaniimaktadir [6].

Sekil 1'de goriildiigi gibi kabaca bir CUL cihazi analiz
orneginin ve reaktiflerin depolandigi, cgipe yuklendigi bir
giris  kismindan, analizin gerceklestigi reaksiyon
bolmesinden (genellikle mikro-kanal) ve olusan urindn
toplandid1 ya da algilayici materyallerin oldugu, 6l¢im
islemlerinin yapildigi ¢ikis kismindan olusmaktadir [6,
12].

Giris  kisminda, o6rnek ve reaktiflerin depolandigi
kuyucuklar, mikro-kanalda akigin saglanmasi igin gerekli
ekipmanlar (mikro-pompalar, mikro-valfler  vb.)
bulunmaktadir. Analiz genellikle mikro-kanal igerisinde
gerceklesmektedir. Bazi CUL sistemlerinde analiz mikro
boyutlardaki kuyucuklarda da gerceklesebilmektedir.
CUL cihazlarinin karakteristik kanal boyutu 10um’den
200um’ye kadar degisebilmektedir. Bazi cgalismalarda
1um’ye kadar olan kanallarin kullanildigi belirlenmistir.
Burada kanal oOlgilerindeki en 6nemli kisit kullanilan
Uretim teknigidir. Farkh ¢ozindrlikte Uretim icin farkli
yaklagimlar mevcuttur [38, 39]. Mikro-kanallarda akis
makro boyuttaki kanallardan biraz farkli olmaktadir.
Mikro boyutta ylizey kuvvetleri hacim kuvvetlerinden
baskin hale ge¢cmektedir. Makro boyutta akis tipine etki
eden en Onemli glglerden biri olan akigkan akisindaki
yergekimsel kuvvet genellikle CUL cihazlarinda g6z ardi
edilmektedir. Ozellikle sivi akisi iceren mikro-kanallarda
akis genellikle laminar rejimdedir ve hatta Reynolds
sayisinin ¢ok kiglk olmasindan dolay! akis Stokes akis
rejiminde olmakta ve akigkan duvarlarin seklini takip
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etmektedir [39]. Mikro-kanallarda akis genellikle laminar artnin  toplandigi, 6lgim islemlerinin  yapildigi
rejimdedir ancak guglu viskoz kuvvetler genellikle akigin bolimdur. Bu kisimda ayrica atiklarin  toplandigi
laminar olmasini engellemektedir [12]. Reaksiyon/analiz kuyucuklar da bulunmaktadir. Olgiim igin gerekli
bélmesinde islem igin gerekli ekipmanlar (isitici, elemanlar, biyosensorler, optik algilayicilar vb. bu
sogutucu, mikro-karistiricilar, odaklama ve ayirma kisimda olabildigi gibi mikro-kanalin oldugu reaksiyon

ekipmanlari, es zamanh O6lgim igin dedektorler vb.)
bulunmaktadir. Cikis kismi ise analiz sonucu olusan

DNA-mikrogip kuyucugu

bdlmesinde de olabilmektedir [6, 12].

Atik tampon depolama

Isitici Kapak
PZR kuyucugu
\ X‘ \ ¥
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Sekil1. Bir CUL cihazinin varsayimsal gosterimi. Kapall bir sistemdeki bu
cihazda kiigik kanallar, kuyular, elektrotlar ve filtreler bulunmaktadir (Liu ve

Zhu [6] izni ile)

CUL cihazlari
actuators) ve
fonksiyonlarindan

genel olarak eyleyici (aktuatorler,
sensOrlerden  olusmaktadir.  Farkh

dolayr aktiatorler;  mikro-valfler,
mikro-pompalar, mikro-karistiricilar olarak
siniflandirilabilmekte, sensorler ise genel olarak
molekller ve hucresel dedektorler olarak kategorize
edilmektedir.  Mikro-valfler; mikro-akiskan sistemin
amacina goére (ayirma, zamanlama vb.) akisi kontrol
etmek icin kullaniimaktadir. Temel olarak “aktif’ ve
“pasif’ olmak Uzere iki tip mikro-valf bulunmaktadir.
Daha detayli olarak siniflandiriirsa farkli isletme
kuvvetine goére mekanik, pnomatik, elektrokinetik,
manyetik ve kapilar mikro-valfler bulunmaktadir. CUL
cihazlarindaki mikropompalarin  kritik ~ fonksiyonlari
akigkanin tasinmasi ve akis hizinin kontrol edilmesi
olarak bilinmektedir. Aktarim bigimine gore
mikropompalar, pistonlu pompalar ve surekli akis
pompalari olarak ikiye ayriimaktadir. Maksimum akis
hizi, Uretilen maksimum kismi basin¢g ve butlin paket
boyutu mikropompa segilirken dikkate alinmasi gereken
faktorlerdendir [12].

Dedektorler, CUL cihazlarinda en énemli bilesenlerden
olmaktadir. CUL cihazina entegre edilebilmesi igin
kullanilacak olan dedektdriin minyatirize edilmis olmasi
gerekmektedir. Mikro-akiskan platformlarda yaygin
olarak kiltle spektrometrisi, elektrokimyasal ve optik
dedektorler kullaniimaktadir. Elektrokimyasal
dedektorler potansiyometri, amperometri ve iletkenlik
dedektorlerini kapsamaktayken, optik dedektorler ise
floresan, kimyasal isildama (chemiluminescence) ve
absorbans dedektorleri igermektedir [12].
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FARKLI YONTEMLER ILE
KOMBINASYONLARI ve
MIKROBIYOLOJISINDEKiI UYGULAMALARI

CUL’ON
GIDA

Mikroorganizma tespitinde kullanilan birgok CUL cihazi
ornek hazirlama (yogunlastirma, ekstraksiyon,
saflastirma) ile birlikte biyokimyasal reaksiyonlarin
(immunolojik reaksiyonlar, enzimatik reaksiyonlar, DNA
analizi vb.) gerceklesmesi, tanimlama asamalarini
basitce ve otomatik olarak CUL ile birlikte diger analiz
yontemlerinin de (PZR, akis sitometrisi, biyosensorler

vb.) bir arada kullaniimasi sayesinde
gerceklestirilebilmektedir [6].
CUL cihazlari ile gidalarda mikroorganizmalarin

saptanmasinda (su ve viskoz olmayan akiskan érnekler
hari¢) gida 6rneginin dogrudan cihaza uygulanmasi
muimkin olmamaktadir. Geleneksel yontemde oldugu
gibi 6rnek hazirlama (gida homojenati hazirlama, 6n
zenginlestirme, zenginlestirme, hedef analiti ayirma
saflastirma vb.) asamasindan sonra Ornek cihaza
yuklenmelidir [8]. Bu nedenle 6rnek hazirlama asamasi
icin gerekli ekipmanlarin CUL cihazina entegre edilmig
olmasi gida mikrobiyolojisi uygulamalarinda olduk¢a
onemli olmaktadir.

Hedef mikroorganizmalar (6zellikle patojenler) bazen
gidalarda ¢ok az miktarda bulunabilmektedir. Boyle
durumlarda o mikroorganizmanin varligini tespit etmek
icin blylk hacimde o6rnek kullanmak gerekmektedir.
CUL cihazlarinda bu sorun yogunlastirma asamasi
(membran filtrasyon, spesifik hiicre yakalama vb.) ile
¢ozilmeye caligiimaktadir [6].
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CUL ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR ve CUL’lin birlikte kullanildigi mikrogiplerin hizli ve
hassas mikroorganizma tespiti yapabilen yéntemlerden
oldugu bilinmektedir [6]. PZR, herhangi bir organizmaya
ait genomik DNA’daki istenilen boélgenin ¢ogaltiimasini
saglayan in vitro DNA sentez ybntemi olarak
tanimlanmaktadir. DNA sentezinin gergeklestirilebilmesi
icin reaksiyonun gergeklesecegi tlp igerisinde kalip
DNA, DNA polimeraz (Taq polimeraz) enzimi, ileri ve
geri primerler, nikleotitler ve magnezyum iceren PZR
tamponunun  olmasi  gerekmektedir [13]. PZR
yonteminde ilk olarak gift zincirli DNA denatirasyon
sicakligina (94-96°C/1-3 dakika) kadar isitiimakta ve
zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi saglanmaktadir. Daha
sonra tek zincir halindeki kalip DNA’ya ileri ve geri
primerlerin baglanmasi i¢in sicaklik 50-65°C’ye yani

primerlerin  baglanma sicakligina getiriimekte ve
yaklagik 30 saniye bu sicaklikta bekletiimektedir.
Boylece primerler c¢ogaltiimasi istenilen bdlgeye

baglanmis olmaktadir. PZR isleminin son basamaginda
sicaklik 70-75°C’ye getirilmekte, bu sicaklikta 1-5 dakika

cUL-PZR Isitici

Hiicrelerin, PZR reaktiflerinin
ve TagMan probunun
enjeksiyonu {1-2 dk)

TagMan
probu

Termal liziz ve DNA'nin serbest
kalmasi {4-10 dk)

bekletimekte ve DNA sentezinin gergeklesmesi
saglanmaktadir. Bu ¢ basamak tamamlandiginda bir
PZR doéngusu tamamlanmis olmaktadir. Tim PZR islemi
20-40 dongu gergeklestirildikten sonra tamamlanmig
olmaktadir [5, 13, 14].

PZR ve CULlin birlikte kullanildigi mikrogipler farkli
calisma prensiplerine sahiptir. Bunlardan ilki Sekil 2'de
gOsterilmistir. Cipe ilk olarak giris kuyusundan o6rnek
(DNA’s1 gogaltilimak istenen hiicre), PZR reaktifleri ve
TagMan probu yiiklenmektedir. Ikinci adimda bir
mikroisitici  yardimiyla hedef hicrenin termal lizizi
gerceklesmekte ve DNA hicre digina saliverilmektedir.
Son asamada PZR islemi gerceklestirimekte ve es
zamanh olarak floresans Olgim gergeklesmektedir.
Sistemde 10%-10* hiicre/mL dlzeyinde tespit limitinde
analiz gergeklestiriimektedir. Bu prensip ile galisan CUL

cihazi 7-16 dakika igerisinde 102-10* hiicre/mL
dizeyinde tespit yapilabilmekte ve tim analizi
tamamlayabilmektedir.  Geleneksel yontemler ile

kiyaslandiginda toplam analiz stiresi bu CUL cihazi ile
2-10 kat arasinda azaltilmis olmaktadir [6].

Floresan
Olglim

Ayrilmis
TagMan probu

PZRve es zamanlh 6l¢iim
{5-20 dk)

Sekil 2. PZR ile birlikte kullanilan bir CUL cihazi (Liu ve Zhu [6] izni ile)

Yoon and Kim, PZR ile CULUn birlikte kullanildigi
sistemleri Ug kategoriye ayirmiglardir:

e Sabit hazne PZR (Stationary chamber PZR)
e Mikrokanal PZR
e Damlacik tabanli PZR [5].

Sabit hazne PZR-CUL cihazinda (stationary chamber
PCR-LOC) nano veya pikolitre diizeyinde hacme sahip
hazne ¢ip  Uzerine  yerlegstirilmigtir. Sistemde
mikroorganizmanin (6zellikle patojen
mikroorganizmalar) ilk olarak tutulmasi, filtrasyon ve
yogunlastirma, ikinci olarak hucre lizizi ve DNA/RNA
izolasyonu ve son olarak g¢ogaltilan Urinlerin
optik/elektrokimyasal tespiti gercgeklestiriimektedir [5].
Geleneksel PZR’da reaksiyon bir ependorf tlip igerisinde
gerceklesmektedir ve tup istenilen sicakhga isitilip
sogutularak bir 1sil dongu olusturulmaktadir. Geleneksel
yontemde bu doéngusel sicaklik degisiminin saglanmasi
iletim ile ISI transferi mekanizmasi ile
gerceklestiriimektedir. iletim ile 1s1 transferi isi transfer
mekanizmalarindan (iletim, tasinim ve radyasyon ile isi
transferi) en yavasi olarak bilinmektedir. Bu nedenle
geleneksel PZR’daki dongllerden her biri birkag dakika
sturmektedir. Toplamda 20 ile 40 dongu arasinda iglem
tamamlandigindan toplam analiz siresi yaklasik 1 saat
sUrebilmektedir. Sabit hazne PZR-CUL ydénteminde
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kuyu olabildigince klglik tasarlanmaktadir ve bdylece
geleneksel PZR’da uzun suren i1sitma ve sogutma suresi
azaltilabilmektedir. Bu tip CUL-PZR cihazi Sekil 2'de
gobsterilen cihazla benzerlik géstermektedir.

Mikrokanal PZR sistemi sabit hazne PZR sistemine bir
alternatif olarak gorulebilmektedir. Bu sistemdeki
prensip sivinin bir ¢ip Gzerinde PZR igin gerekli olan ¢
sicaklik (denatlrasyon 94-96°C, baglanma 50-65°C,
uzama 70-75°C) alani arasinda sirasiyla akigini
saglamaktir. Bdylece isitma ve sogutma igin gerekli stire
azaltiimis olmaktadir. Sekil 3'te bu sistemin sematik
gOsterimi verilmistir. Cihazin Sekil 3B’de goruldigu gibi
U¢ adet giris  kuyucugu bulunmaktadir. Bu
kuyucuklardan vyalnizca iki tanesi kullaniimaktadir.
Kuyucuklardan birisinden 6rnek digerinden ise tampon
cozelti akis! saglanmaktadir. Ornek kanal igerisine Sekil
3A’da gorilen giris  kuyucugundan  hidrostatik
mikropompa ile pompalanmaktadir. Akiskan sicakhgi
belirlenmis olan Ug farkli sicaklik alanindan gegmektedir.
Cip 20 dongu ile PZR isleminin gerceklesmesini
saglamaktadir [5, 15]. Elde edilen PZR Grini c¢ikis
kuyucugundan toplanmakta ve poliakrilamid jelde
etidyum bromur ile boyama yapilarak incelenmektedir.
Uriiniin floresan goériintiilemesi de gergeklestiriimektedir.
Yapilan bir galigmada bu yontem ile 10 dakikadan az bir
surede PZR’in tamamlanabilecegdi gosterilmistir [15].
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Sekil 3 Mikrokanal PZR-CUL sistemi (Koop ve ark. [15] izni ile)

Damlacik tabanli PZR sisteminde dijital mikroakigkan
yontemlerinden faydalanilarak 6rnek damlaciginin diz
bir ylzey Uzerinde hareket ettirilmesi ve mikrokanal
PZR’ye benzer bir sistem ile PZR'nin gerceklestiriimesi
saglanmaktadir. Burada kullanilan dijital mikroakiskan
yontemleri, dielektrik Uzerinde elektroislatma
(electrowetting on dielectric; EWOD), ylzey akustik
dalgasi (surface acoustic wave; SAW),
manyetoakiskanlar olarak sayilabilmektedir. EWOD
ydnteminde, dama tahtasi seklinde elektrotlar dielektrik
bir ylzeye (ayrica hidrofobik) yerlestiriimektedir.
Damlacik bu elektrotlardan biri tUzerine koyulmaktadir.
Yakinlardaki elektrotlardan birine elektrik
uygulandiginda ylzey Uzerinde biriken elektrik
yukinden dolayr hidrofobik yizey hidrofilik hale
gelmektedir. Bu olay damlacidin elektrik uygulanan
elektroda dogru hareket etmesine neden olmaktadir.
SAW yobnteminde, damlacik birbirine baglanmis iki
dondsturicu (interdigitated transducers; IDTs) arasina
yerlestiriimektedir. Bu doénusturicllere alternatif akim
uygulandiginda akim malzemenin sikigip gevsemesine
ve ylzeyde akustik dalga olusmasina neden olmaktadir.
Bu SAW, yuzeyde bir okyanus dalgasi gibi yayillmakta
ve damlacidin da yayilimi boyunca hareket etmesini
saglamaktadir. X ve Y yonlerinde donusturuculerin
yerlestiriimesi ile damlacik iki boyutlu olarak hareket
ettirilebilmektedir. Manyetoakiskanlarda ise manyetik
parcaciklar ilave edilmis damlacik hidrofobik bir ylizey
(genellikle super hidrofobik) Uzerine birakilmaktadir.
Yiizeyin altindaki daimi bir miknatisin hareketi damlacik
icindeki manyetik parcaciklara etki etmektedir. Damlacik
miknatisin hareketi boyunca yer degistirmektedir. Her (g
yontemde de damlacik farkh sekillerde hareket ettirilerek
Ug farkli sicaklik alanindan gegmesi saglanmaktadir ve
PZR 1s1 dongusu saglanmaktadir. Damlacigin bu Ug
farkli sicaklik bolgesinde 20-40 kez dongu yapmasi ile
PZR islemi ¢ip Uzerinde gercgeklestiriimektedir [15].

Li ve ark. [16], su kaynakh rotaviris tespitinde
mikroakiskan es zamanli PZR yontemi ile floresans
mikroskopiyi kombine etmislerdir. Bu entegre cihaz ile
rotaviris RNA’sI ¢ogaltiimis, 1 saatten az slirede ve
3.6x10* kopya/uL konsantrasyonda RNA tespit edilmistir.
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Yapilan bir diger ¢alismada L.monocytogenes’in dogal
olarak kontamine olmus gida &6rneklerindeki tespiti igin
mikroakiskan tabanli kapiler elektroforez sistemi ile PZR
kullanilmis ve geleneksel PZR ile karsilagtinimistir.
Calismada gida oOrneklerine oOnce iki kez 6n
zenginlestirme  uygulanmistir., Daha sonra bu
orneklerden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
DNA izolati GUL tabanli cihaza yiiklenerek analiz
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda mikroakiskan
elektroforez ile PZR yoénteminin ISO referans yontemi ile
%100, klasik yontem ile %96 nispi dogruluk sagladigi
bulunmustur [17].

PZR ve CULlin birlikte kullanildi§i bir calismada,
gidalarda hizl, kolay ve es zamanl patojen tespiti igin
¢oklu boncuk tabanli mezoakis sistemi (multiplexed
bead-based mesofluidic ~ system)  gelistirilmistir.
Sistemde spesifik oligoniikleotit probu ile immobilize
edilmis boncuklar mikrokanallar igerisine yerlestiriimistir.

Patojen olarak Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Vibrio parahemolyticus, Shigella
sonnei, Enterobacter sakazakii, E.coli 0O157:H7,
Camplyobacter jejuni, Salmonella enterica serovar

Typhi; gida olarak yumurta, domuz, tavuk ve yumusakga
eti, balik, dondurma ve sut tozu kullanilmistir. Analiz
edilen gida 6rneklerinden dnce homojenat hazirlanmis,
on zenginlestirme yapilmis daha sonra DNA izolasyonu
yapiimis ve CUL cihazina ylklenmistir. Patojen
mikroorganizmalardan elde edilen floresans etiketli PZR
Urtnleri mikrokanallar igerisine pompalanmistir. Burada

oligonukleotit  immobilize  edilmis  boncuklar ile
hibridizasyon  gergeklestirimis ve elde edilen
hibridizasyon sinyali (floresans sinyal) &lgtlmustur.

Tespit islemi 30 dakikadan az bir surede, ylksek
hassasiyet ve spesifiklikte gerceklestiriimistir. Bakteri
tlrleri igin tespit limitinin 5x102 ile 6x10°kob/mL arasinda
oldugu belirlenmistir. Caligmada, gelistirilen PZR-CUL
sisteminin farkli gida o©rneklerinde c¢oklu patojen
tespitinde etkili bir sekilde kullanilabilecegi goridlmustar
[18].

Yapilan bir c¢aligmada, Salmonella Enteritidis ile
kontamine edilmis domates Orneklerinde Salmonella
tespiti icin dongu aracili izotermal amplifikasyon (loop
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mediated isothermal amplification, LAMP) entegre
edilmis disk seklinde CUL platformu kullaniimistir.
Calismada domates Orneklerinden hazirlanan
homojenizattan DNA izolasyonu yapilmis ve izolat CUL
cihazina yuklenmistir. Calisma igin gelistirilen bu
santrifugal CUL cihazi ile sirasiyla patojen tespiti, reaktif
hazirlama, LAMP ve belirleme (SYBR Green | boyasi ile
renk degisimi mekanizmasiyla) yapilmistir. Cihazin
tespit limitinin 5x10° ng/uL DNA konsantrasyonu oldugu
bulunmustur. Ornek hazirlama agamasi da dahil tim
analizin 70 dakika igerisinde ve tam otomatik olarak
tamamlandigi belirtilmistir [19].

GUL ve Akis Sitometrisi

CUL teknolojisinin en énemli uygulamalarindan birisi
hicre ve parcaciklarin akis sitometrisi ile analizi olarak
bilinmektedir. Akis sitometrisi hematoloji, immunoloji,
genetik, gida bilimleri, eczacilik, mikrobiyoloji, onkoloji
ve birgcok diger alandaki genis kullanimi ile gugli ve
populer bir teknolojidir [20]. Akis sitometrisi; partikullerin
veya hicrelerin floresan isaretleyiciler ile isaretlendigi,
sivilardaki parcacik veya biyolojik pargaciklarin (hiicre
vb.) sayim, siniflandirma ve analizlerinin yapilabildigi bir
yéntemdir [21]. Bu yontemde, bir slispansiyon halindeki
hiicre ya da partikiller lazer 111 ile aydinlatiimakta olan
bir bdlmeden gecirilmekte ve hicrelerin 151gin énidnden
gecerken  verdikleri  sinyaller toplanarak analiz
edilmektedir. Olusan sinyallerin kaynagdi hicrenin
buylklik, sekil vb. fiziksel Ozellikleri olabilecegi gibi
hiicreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabilmektedir.
Bdylece hiicre ya da partikilin immunofenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli,
canlihgr  gibi  gesitli  dzellikleri  hakkinda  bilgi
toplanabilmektedir [22].

Akis sitometrisi; akiskan oOrnekler igin geleneksel
yontemlere alternatif etkili bir mikroorganizma tespit
yontemi olarak bilinmektedir [8]. Yontemin mikrobiyoloji
icin en 6nemli 6zelligi; her bir bireysel hucre icin veri
toplanabilmesi olarak bilinmektedir. Boylece arastirmaci
hdcrelerin populasyon igindeki dagihm 0Ozelligini veya
Ozelliklerini  6lgebilmektedir [22]. Akis sitometrisi
yonteminin avantajlari, hizli (saniyede binlerce hicre ile
ilgili veri toplanabilmekte), hassas ve dogrulugunun
yuksek olmasi, herhangi bir optik 6zellige veya bunlarin
kombinasyonlarina bagl olarak htcrelerin fiziksel olarak
birbirlerinden ayrilabilmesine olanak saglamasi, tek
hicre miktarini élgebilmesi olarak sayilabilmektedir [22].
Ancak, akis sitometrisi cogunlukla pahali, yer kaplayan
ve egitimli personele ihtiyag duyulan ve karmasik bir
yontem olarak bilinmektedir [8]. CUL ile akis
sitometrisinin  birlikte kullanildigi sistemlerde daha
yuksek hizda, daha ekonomik analiz yapilabilmektedir.
Bu sistemlerde saniyede 25000’den fazla hicre
sayillabildigi ve sistemin daha az yer kapladigi
bildirimigtir [9]. CUL ile akis sitometrisinin birlikte
kullanildigi sistemler ¢ ana kisimdan olugmaktadir.
Bunlar; hiicre tasinim ve odaklamasinin yapildigi kisim
(mikro-pompalar yardimiyla), hiicre tespitinin yapildigi
kisim (optik dedektorler ve floresans boyalar
yardimiyla), hiicre siniflandirmasi ve sayiminin yapildigi
kisim (spesifik hicre grubu sayimi ve digerlerinden
ayrilmasiyla) olarak sayilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada; 6rnek hazirlama asamasi
gerektirmeden, igilebilir sularda (toplam bakteri sayisi
10* ve 10% kob/mL olan) bakteri yogunlugunu tespit
edebilen akig sitometrisi ile birlikte kullanilan CUL
cihazinin etkinligi geleneksel metotlar ile karsilastirarak
tespit edilmistir. Calismadan elde dilen sonuglar Tablo
2'de gosterilmistir [8].

Tablo 2. igilebilir sulardaki toplam bakteri sayisinin CUL ile tespit edilmesi [8].

Yoéntem Adi

Toplam Bakteri Sayisi (kob/mL)

Kaynak Suyu 1*  Kaynak Suyu 2** Cesme Suyu

Cip ile akis sitometrik sayim
Ustten 1simali floresans mikroskop ile sayim

iki ydntemden elde edilen sonuglarin birbirine yakinligi (%)

7.7 (:0.48)x10° 1.4 (¥0.15)x10° 3.2 (+0.28)x10°
7.8 (+1.1)x10* 1.9 (0.36)x10° 3.7 (+0.59)x10°
99 75 87

*Kaynak Suyu 1: Siselenmis dogal kaynak suyu (iki farkl markanin), **Kaynak Suyu 2: Saflastiriimis ev gesme suyu

Yamaguchi ve ark. [23] CUL-akis sitometrisi sistemi
kullanilarak sitte Pseudomonas hucrelerinin sayimini
yapmis ve elde edilen sonuglari geleneksel plak sayim
yontemiyle  kiyaslamiglardir.  Calismada,  sutteki
Pseudomonas hiicreleri optimize edilmis kosullar altinda
Pseudomonas spp.'ye 6zgu Cy-5 etiketli prop ile in situ
olarak hibridize edilmistir. Duragan fazdaki (starved
state) Pseudomonas hicreleri sayisi hem geleneksel
plak sayim ydntemiyle hem de CUL-akis sitometrisi
kombinasyonunu kullanan cihaz ile belirlenmistir. 10
kob/mL’den az hedef hiicre igeren kontamine st
Oorneginde basit bir yontem ile [12 saat hicre
zenginlestirmesini takiben 0.5 saat sit temizleme
(floresans boyaya veya proba spesifik olmayan
baglanmalar nedeniyle olugan yanlis pozitif sonuglari ya
da floresans boyama sirasinda yanlis negatif sonuglara
neden olan etkilesimleri énlemek amaciyla uygulanan
islem), 1 saat fiksasyon, 2 saat hibridizasyon ve 0.5 saat
cip Ustii akis sitometrisi] CUL-akis sitometrisi sistemiyle

84

hiicre sayisi belirlenebilmistir. Yapilan ¢alisma ile CUL-
akis sitometrisi sisteminin floresans in situ hibridizasyon
ile sitteki bozulma yapan mikroorganizmalarin basit bir
yontem ile tespit edilebilecegdi gosterilmistir.

Yapilan bir calismada, manyetik isaretlenmis hicrelerin
akis halinde tespitini yapabilmek igin manyetik alan
diren¢ sensorlyle (magnetoresistive sensors) kombine
edilmis hiicre sitometrisi tabanli bir CUL yapilmaya
calisilmistir. Yapilan cihaz ucuz, tasinabilir ve mevcut
akis sitometrisi uygulamalarina alternatif olarak
tasarlanmistir. Denemeler; ¢ig sit, yagi uzaklastiriimis
sut ve PBS tamponunda Streptococcus agalactiae
hicrelerinin spesifik tespiti igin yapilmigtir. Calismanin
sonucunda ¢ig sut igeriginin (yag globdilleri, kazein vb.)
manyetik nanopartikillerin  bakterilere baglanmasini
engelleyerek daha duslk sinyal genligine neden oldugu
bulunmustur. Ayrica; kanal girisinde hiicre
kiimelenmesinin olustugu bulunmus, bunun nedeninin
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glclid manyetik degisim oldugu ve bunun farkli kanal
tasarimiyla ya da homojen manyetik alan ile Gstesinden
gelinebilecegi distunilmuagstir [24].

CUL ve Biyosensorler

Biyosensor; biyolojik duyarli bir elementin (analiz
edilecek madde ile segici olarak etkilesime girebilen

biyoaktif bir bilesen) fiziksel ya da kimyasal dénUsturtcu
ile kombinasyonu yoluyla belirli bir gevrede spesifik bir
bilesigin selektif ve kantitatif analizini yapmayi saglayan
cihazlar olarak tanimlanmaktadir [10]. Genel olarak bir
biyosensoérin temel bilesenleri Sekil 4'te gosterilmistir
[25].

) / Doku Elektriksel 1
\\/A é . Organeller ) Elektrokimyasal 7
) Hucre reseptorleri Cam Substratlar Optik .
{ Enzim Termal . b Sinyal 4
v 4 ; Antik : - Analiz 3
ntikor Jel Piezoelektrik . —_—
2/ Niklsik asitler Manyetik ]
< : : _ / A
A g Mikroorganizma Akustik / [ h
\) A 4 J
Hedef analitiiceren Biyolojik Reseptor Araylizey Cevirici
ornek

Sekil 4. Biyosensorlerin temel bilesenleri [25].

Mikrobiyal tespit ve tanimlama amaciyla kullanilacak
olan biyosensoérlerde bulunmasi gereken bazi 6zellikler
vardir:

e [k olarak biyosensérden alinan verilerin dogrulugunun
yuksek olmasi gerekmektedir.

¢ Patojen mikroorganizma tespitinde yalanci pozitif ve
yalanci negatif sonuglar ya ¢ok az olmali ya da hig
olmamahdir. Ozellikle dayaniksiz gidalar test
edildiginde biyosensorin gercek zamanl yanit vermesi
gerekmektedir.

e Gida mikrobiyolojisinde yalanci negatif sonu¢ almak,
analizin  hassasiyetini  azaltmaktadir ve tolere
edilemez. Bu nedenle kullanilacak biyosensorin
yuksek hassasiyetli olmasi gerekmektedir.

¢ Biyosensorin hedef mikroorganizma, toksin veya diger
mikroorganizmalari  birbirlerinden  kolaylikla ayirt
edebilecek spesifiklige sahip olmasi gerekmektedir.

e Gergeklestirilen her analiz tekrarlanabilir olmali ve
sensorun kolay kalibre edilebilir olmasi gerekmektedir.
e Sensor sicaklik, pH, iyonik gu¢ degisimine ve
sterilizasyona dayanikh olmali, analizi tam otomatik

gerceklestirebilmelidir.

¢ Rutin analizlerde egitimli personele minimum ihtiyag
gerektirmeli, kullanimi kolay olmalidir.

e Son olarak da mevcut standart teknikler ve referans
yontemler ile gegerliliginin  onaylanmig  olmasi
gerekmektedir [25, 26].

Biyosensorlerde kullanilan biyoalgilama materyallerinin
(biyoreseptorler) mekanizmalarina goére biyosensorler
dort gruba ayriimaktadir. Bunlar; enzim sensorleri,
immunoglobulin sensdrleri, antijen sensdrleri, mikrobiyal
hiicre sensorleri olarak siniflandiriimaktadir [27]. Enzim
sensorleri, enzim reaksiyonlarindaki uygun substratlarin
degisimlerinin Olgulebilmesini saglamaktadirlar.
immunoglobulin sensérler, organizmalarin, onlarin hedef
antijenlerinin kullanilarak gidalarda bulunup
bulunmadiginin  tanimlanmasinda  kullaniimaktadir.
Antijen sensorleri, genellikle antikorlari tanimlamak igin
kullanilimaktadirlar. Mikrobiyal hlcre sensdrleri solunum
aktivitesi Olgen sensorler ve metabolit 6lgen sensorler
olarak iki ana grupta incelenebilmektedir. Solunum
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aktivitesini 6lcen sensorlerde aerobik mikroorganizmalar
kullaniimaktadir ve ortamdaki substrat miktarina bagl
olarak ¢6zinmis oksijen miktarindaki  degisimi
algilamaktadirlar. Metabolit 6lgen biyosensérlerde ise
hem aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar
kullanilabilmektedir. Bu tip mikrobiyal sensoérler
elektrokimyasal aktif metabolitlerin tayininde
kullanilmaktadir [27].

CUL teknolojisi ile biyosensdrlerin bir arada kullaniimasi
bazi avantajlari da beraberinde  getirmektedir.
Biyoalgilama materyaline analit molekdliin difize olmasi
icin gerekli uzakhdin azaltiimasi, biyosensoérin cevap
zamaninda azalmaya bu da difizyon kisith
proseslerdeki kosullari énemli dlgude iyilestirmektedir
[28]. Sekil 5te CUL ve biyosensérlerin birlikte
kullanildiklari  cihazlardan  birinin  sematik  olarak
g6sterimi verilmigtir [31].

Sekil 5'te goruldigu gibi analiz igin gerekli olan érnek,
tampon maddeler, biyolojik algilama materyali (enzim),
yag fazi vb. akigskanlar siringa pompa yardimiyla ¢gipe
yuklenmektedir. Cipin kanalinda olusan reaksiyon
sonucu elde edilen sinyalin algilanmasi i¢in optik gevirici
(lazer) kullaniimakta, sinyal floresan oOlgiim ile analiz
edilmektedir. Biyosensér ile CUL’Gn kombine edildigi
sistemlerde kabaca islem bu sekilde bir gip Uzerinde
gerceklesmektedir.

Pdéhimann ve ark. [29] Escherichia coli ile kontamine
edilmis et suyu 6rneginde elektrokimyasal biyosensor ile
CUL’Gn birlikte kullanildigi bir sistemde gida kaynakli
bakteri tanimlamasinda bu sistemin uygulanabilirligi
incelemiglerdir.  Sistemde amperometrik  dedektor
kullanilmistir. E. coli igin tespit limitinin 5.5x102 kob/mL

oldugu bulunmus ve sistemin gidalardaki bakteri
kontaminasyonunu gosterme kapasitesinin  oldugu
gOrulmustiur. Ayrica bu sistemde haberci enzim

kullanilarak iki Gram pozitif (E. coli ve Hafnia alvei) ve iki
Gram negatif (Listeria innocua ve Bacillus subtilis)
bakterinin ayriminin ve tespitinin bu sistem ile
yapilabildigi gésterilmistir.
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Sekil 5. Tek canli hicredeki membran proteininin hassas
tespitinde biyolojik algilama materyali olarak aptamer (spesifik
hedef molekullerine baglanabilen peptid molekulleri veya
oligonukleik asitlerdir) ve enzimin kullanildigi damlacik tabanli

bir CUL-biyosensér sistemi [31].

Yapilan bir galismada, DNA sensérii ile CUL’tn birlikte
kullanildigi  ve gidalarda Camplyobacter spp.’nin
tespitinde kullanilmak Uzere amaglanan bir sistem elde
edilmeye calisiimistir. Sistemde siklo olefin polimer
substrat Uzerine yerlestiriimis ince film altin elektrot
tabanl elektrokimyasal gene dayali sensor (tanima
yluzeyi olarak nikleik asit iceren biyosensor)
kullanilmigtir. ~ Sistemde Camplyobacter spp. PZR
drtnlerinin  konsantrasyonunun 1-25 nM aralidinda
dogrusal iligki gostermekte oldugu ve 90 pM tespit
limitinde calisildigi belirlenmistir. Gergek gida urtnlerini
temsil etmesi amaciyla ¢ig kimes hayvani eti ile
denemeler gergeklestiriimistir. Calisma sonucunda DNA
sensér teknolojisinin UL sistemine entegre edilmesi ile

gidalarda Camplyobacter spp.’nin  elektrokimyasal
tespitinin mimkun oldugu gortlmustir [30].

SONUC

Calismada, CUL cihazlarinin c¢alisma prensipleri,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), akis sitometrisi ve
biyosensoérler ile birlikte kullanildigi entegre sistemler ve
bu sistemlerin gida mikrobiyolojisindeki uygulamalari
anlatiimigtir. Buradaki amag, CUL cihazlarinin gida
mikrobiyolojisine  olan katkilarini  anlatmak, gida
endustrisi igin hizli mikrobiyolojik yéntemlerin énemini
géstermek ve birgok uygulama alani olan CUL’lin
kombine edildigi sistemler ile sagladigi avantajlarin
arttigini ve gida mikrobiyolojisine uygulanabilirligini
gostermektir. Yapilan bu calisma ile CUL ile entegre
edilmis sistemlerin (PZR, akis sitometrisi, biyosensorler
vb.) ticari Urlnlere dondsturilmesinin ve gidalarda
mikroorganizma tespit ve sayimi i¢in taginabilir sistemler
gelistirilmesinin dnemi ortaya koyulmustur.

ileride yapilacak calismalar ile ¢cok daha hizli sonuglarin
alinabilecedi, kullanimi kolay, tasinabilir, yerinde analize
imkan saglayan, maliyeti dusiuk, az o6rnek ve sarf
malzeme kullanimi gerektiren, diger teknolojiler ile
entegre edilmis, ylksek hassasiyet ve dogrulukla sonug
alinabilen CUL cihazlarinin gelistirebilecedi ve bu
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sistemlerin  gidalarda  mikroorganizma ve

tespitinde kullanilabilecegi gérilmustur.

sayim
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6z

Gida sektoriinde, 1sil islem uygulanamayan ya da isil islem uygulanmis ancak sonrasinda bulagsma olmus gidalarin
yuzey dekontaminasyonu her zaman énemini korumustur. Ultraviyole (UV) 1sik; 1sil islem alternatifi olarak ylUzeylerde
rahatlikla kullanilabilen umut verici mikrobiyal dekontaminasyon yontemidir. Son yillarda, disik yatinm maliyeti, kolay
uygulanabilmesi ve pozitif tiketici imaji gibi ¢esitli avantajlar sebebiyle UV isin uygulamasi gida endustrisinde gittikgce
yayginlagsmaktadir. Gidalarin ve gidayla temas eden ekipmanlarin yizey dezenfeksiyonu ile ambalaj
dekontaminasyonu basta olmak Uzere cesitli yizey uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Bu amagla, hedefe yonelik
olarak kesikli ya da surekli sistem cgalisan UV kabinleri dizayn edilmektedir. Bu sistemlerin kullaniminda, ylzey
dezenfeksiyonunu etkileyen faktorlerin bilinmesi ve mikrobiyal inaktivasyon yanisira kalite degisimlerinin de g6z
oninde bulundurulmasi oldukga 6nemlidir. Bu derlemede, UV isik uygulamasinin inaktivasyon mekanizmasi ve
kullanilan 1s1k kaynaklari hakkinda genel bilgiler veriimekle birlikte, UV 1s13in gida ve gida ile temas eden ekipman
yuzeyleri ile ambalajlarin ylzey uygulamalarinda kullanim olanaklari ve etkileri ile ilgili detayh bilgi veriimesi
amaclanmistir. Ayrica, UV 1s1§in ylzey uygulamalarindaki avantajlari, uygulamanin etkinligini sinirlandiran faktorler ile
yasal dizenlemeler de ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Ultraviyole 1sik, Yiizey uygulama, Gida, Isil olmayan islem

Surface Applications of Ultraviolet Light in Food Industry
ABSTRACT

In food industry, surface decontamination of foods that cannot be heat treated or contaminated after heat treatment is
of great importance. Ultraviolet (UV) light is a promising technology for microbial decontamination and can be used as
an alternative to heat treatments for surfaces. In recent years, UV light application has become widespread because
of its low maintenance cost, easy to use and positive consumer image. It can be used for surface decontamination of
foods, equipments in contact with foods and packaging materials. For this purpose, batch or continuous UV
disinfection units can be designed for specific uses. Factors influencing surface disinfection and microbial inactivation
and, quality changes with the use of UV light systems need to be considered. In this study, potential applications of
UV light on food surfaces, equipments in contact with foods and packaging materials besides inactivation
mechanisms and light sources are reviewed. Advantages of this technology, factors influencing the efficacy of UV light
and legal aspects are also presented.

Keywords: Ultraviolet light, Surface application, Food, Non-thermal process
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GiRiS

Glnimuzde tiketicilerde artan bilingle birlikte,
mikrobiyolojik agidan glvenilir gidalari tercih etmeleri,
“guvenli gida” kavraminin 6nemini daha da arttirmistir.
Gida guvenligini saglamak amaciyla yaygin olarak
gidalara 1sil igslem uygulanmaktadir. Ancak, her gida isil
islem uygulamasina uygun degildir. Ayrica, gidalarin
uretiminde 1sil  iglem uygulansa dahi, acikta
gerceklestirilen ve uzun slren Uretim asamalarinda
Ozellikle yluzey bulagsmalari 6énemli bir sorundur.
Gidalarda mikrobiyal gelisim ve kimyasal degisimler
oncelikle gida ylzeyinde olusur. Mikroorganizmalarin
baslica gida ylzeyinde bulunmasi yani sira, enzimatik
aktiviteler, oksidasyon ve dehidrasyon gibi reaksiyonlar
cogunlukla gida ylzeyinden baslar ve gidada renk,

doku, lezzet ve besinsel degisimlere neden olur. Gida
yuzeyine gerek mikrobiyolojik ve kimyasal
kontaminantlarin bulagmasini 6nlemek gerekse yok
etmek gida sektorinde her zaman dnemini korumusgtur.
Bu nedenle, Tablo 1'de [1] goérulecedi gibi gida
yuzeyindeki mikroorganizmalari kontrol altina almak ya
da yok etmek amaciyla farkh etki mekanizmalarina
sahip birgcok ylzey uygulamasi kullaniimaktadir. Son
yillarda, gida endlstrisinde geleneksel isleme
tekniklerine kiyasla genellikle daha duguk sicakliklarda
yuratdlen sl olmayan teknolojilerin uygulamasi 6nem
kazanmistir. Bu uygulamalardan ultraviyole (UV) isik,
gida yuzeylerindeki mikroorganizmalarin  kimyasal
madde kullanilmadan veya 1sil islem uygulamasi
yapilmadan kisa sirede inaktive edilmesi igin potansiyel
bir ydntemdir.

Tablo 1. Baslica gida yuzey uygulamalari ve etki mekanizmalari [1]

Yiizey iglemi

Etki Mekanizmasi

Yikama, hava ifleme

Ambalajlama, yenilebilir filmler

Modifiye atmosferde ambalajlama ve aktif
ambalajlama

Haslama ve pisirme
Kurleme, biyokoruma

Bazi maddelere veya antimikrobiyal iceren
cOzeltilere daldirma veya batirma

Agartma, ylizey pastorizasyonu ve infrared 1sitma

H202 veya klorir iceren sulu ¢ozeltilerle yilkama,
ileri oksidasyon prosesleri, UV 1sik, vurgulu UV
Isik

Yuzeyden kontaminantlarin uzaklastiriimasi
Ortamdan gida ytizeyinin izolasyonu

Gida ylizeyi ile temasta olan atmosferin
redoks potansiyeli ve bilesiminin
modifikasyonu

Gida ylzeyinin nem, yapi ve kimyasal
kompozisyonunun modifikasyonu

Gida yuzey mikroflorasinin modifikasyonu
Gida ylizeyinin kompozisyonunun
modifikasyonu

Selller biopolimer modifikasyonu

Gida ylzeyinin redoks potansiyelinin
modifikasyonu

UV sk glnesten gelen elektromanyetik radyasyon
enerjisinin bir taraddr. Isik yelpazesinde goranur igiktan
kisa, X isinindan uzun dalga boyuna sahiptir. Dalga
boyuna gére; uzak-UV (10-200 nm) ve yakin-UV (200-
400 nm) olmak Uzere ikiye ayriimaktadir. Yakin-UV ise;
UV-A (uzun UV, siyah i1sik; 315-400 nm), UV-B (orta UV,
280-315 nm), UV-C (kisa UV, germisidal UV; 200-280
nm) olarak siniflandirimaktadir [2]. UV-C 1sik, kisa
dalga boyu ve yiksek enerjisi nedeniyle bakteri, virls,
protozoa, maya, kif gibi mikroorganizmalara karsi
germisidal (6ldarich) etkiye sahiptir.
Mikroorganizmalarin spor formlarinda ise, vejetatif
formlara goére daha yiksek dozlarda UV sk
uygulamasiyla germicidal etki saglanabilmektedir. UV-C
1Is1gin en yliksek germisidal etkisi 250-260 nm arasinda
gorulmekte ve Ozellikle 253.7 nm dalga boyunun DNA
tarafindan en etkin sekilde absorbe edilen dalga boyu
oldugu bilinmektedir [3]. UV-C 1gik, mikroorganizmalarin
DNA’si tarafindan absorbe edilmekte ve bunun
sonucunda ayni DNA zinciri Gzerinde komsu pirimidin
nikleotid bazlarinin (timin ve sitozin) arasinda kimyasal
kovalent baglar olusturarak pirimidin dimerleri meydana
getirmektedir. Bdylece DNA transkripsiyonu ve
replikasyonu engellenerek hiicre fonksiyonlari tehlikeye
girmekte ve hiicre 6limu gergeklesmektedir [4-6].

UV-C sk, gidalarin muhafazasi amaciyla ilk olarak
1930’lu yillarda 1ginlama yontemi olarak kullaniimaya
baslamistir [4]. Gun gectikge kullanimi artan UV 1sik
uygulamasi, gida endustrisi agisindan birgok olumlu
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Ozellige sahiptir. Gida endustrisinde kimyasallarin
kullanimina alternatif olarak gdsterilebilen UV 1sik
kullanimi kimyasal kalinti birakmamaktadir. UV i1sinlama

yontemi geleneksel yontemlere gbére daha dusuk
sicaklik  derecelerinde uygulandigi igin gidada
olusabilecek kalite kayiplari, yiksek derecedeki

sicakliklardan kaynaklanan duyusal kusurlar ve besin
degerindeki kayiplar en alt seviyelere inmektedir. Birgok
avantajina ragmen dusuk penetrasyon gicl, gida
endustrisinde  bazi  Urlnlerde  kullanim  alanini
kisittamaktadir. Ancak, yuzey uygulamalarinda, 6zellikle
gidanin  sekillenmesi  sonrasinda olusan yuzey
mikrobiyal bulagmalarinin yok edilmesinde, ambalaj ve
ekipman dezenfeksiyonunda basarili  bir sekilde
kullanilabilmektedir. Dolayisiyla, hem igletmede hijyen
gereklilikleri icin  hem de gida ylzeylerindeki
mikroorganizmalarin  kimyasal madde kullaniimadan
veya isil iglem uygulamasi yapilmadan kisa sulrede
inaktive edilmesi igin potansiyel bir yontem olarak ylzey
uygulamalari arasinda yerini almigtir.

UV-C ISIK UYGULAMASININ INAKTIVASYON
MEKANIZMASI
Mikroorganizmalar  Uzerindeki  inaktivasyon etkisi;

ultraviyole 1s1gin ayni DNA sarmalinda bitisik timin ve
sitozin pirimidinleri arasinda kovalent baglar olusturarak
pirimidin dimerleri olusturmasi temeline dayanmaktadir.
Bu durum sonucu dimerler mikroorganizmalari
mutasyona ugratip, ¢ogalmasini engelleyerek inaktive
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etmektedir [2]. Bu durum, klonojenik 6lim olarak
adlandirilan  nudkleik  asitlerin  transkripsiyonu  ve
replikasyonunun engellenmesine yol agmaktadir [5, 6].
Ancak, mikroorganizmalar tamir mekanizmalari
sayesinde DNA hasarini onarabilirler. DNA
onarimlarinda yiksek UV i1sik dozlarina maruz kalan
DNA’'nin hasar durumunun ¢ok olmasindan dolayi
onarimin  mimkin olmadigi goértlmustir [7]. Dogal
ortamda gunesten gelen ultraviyole stk varhgi
nedeniyle, bakterilerde ve diger mikroorganizmalarda
dogal savunma mekanizmalari gelismis durumdadir.
Boylece UV-C ile inaktive edilmis mikroorganizmalar,
fotoreaktivasyon ile hasari tersine cevirebildikleri igin
mikroorganizmalarin  aktiviteye tekrar  kavusmasi
mumkun olabilmektedir [8, 9]. Bazi mikroorganizmalarda
ise 1siga gereksinim duymayan karanlik onarim
mekanizmasi denilen bir onarim sistemi bulunmaktadir.
Sistem, timin dimerleri tasiyan kisa DNA zincirlerinin
kesilip atiimasi prensibiyle c¢alismaktadir ve bu sireg
kisa surede gergeklesirse onarim etkin olabilmektedir

[71.

Fotoreaktivasyon ve karanlik onarim mekanizmalarinin
etkinlikleri, mikroorganizmalarin ve hasara sebep olan
UV 1sik dozlarinin farkhhklarina goére degismektedir. Bu
anlamda calismalarin ¢ogu, Escherichia coli suslar
Uzerinde gerceklestirilmistir. Bu calismalarda,
fotoreaktivasyonun, karanlik onarimina gore daha fazla
rol oynadigi vurgulanmigtir. Ayrica, kullanilan lamba tira
de onarimda rol oynamaktadir. Nitekim orta basingl
(MP) civali UV isik lambalarinin kullaniminin, disuk
basingli (LP) civali UV 1sik lambalarinin kullanima
kiyasla karanlik onariminda daha énemli rol oynadigi
belirtiimistir [10]. Bu nedenle, mikroorganizmalarin
fotoreaktivasyonu ve karanlk onarimi, ozellikle en gok
kullanilan iki UV 1sik lambasi olan LP ve MP civali UV
1Isik lambalari i¢in incelenmesi gereken bir konu haline
gelmistir.

UV YOZEY UYGULAMALARININ MIiKROBIYAL
INAKTIVASYON  VERIMLILIGINI  ETKILEYEN
FAKTORLER

Yuzey uygulamalarinin etkinligi bircok faktdre bagl

olarak degismektedir. Baslica faktorler asagida

Ozetlenmistir:

e UV isik kaynagi ve uygulama dozu

e Ylzeydeki mikrobiyal gesitlilik ve sayl, hedef
mikroorganizmanin UV 1sida hassasiyeti

e UV uygulanacak ylzeyin fiziksel 6zellikleri (kirlilik,

purdzlulik, renk, opaklik vb.)

e Gidanin bilesimi (yag vb.)

e Ambalaj materyalinin UV 1sik gegirgenligi (ambalajli
gida uygulamalarinda)

UV-C 1sinimina dayali bir dezenfeksiyon ydnteminin
etkinliginde en 6nemli faktér kullanilan dozdur. Doz; UV

ISIgin  siddeti ve Isinlama sUresinin  carpimi ile
hesaplanir (1).
UV doz (J/m?) = UV siddeti (W/m?) x Etki slresi (s) (1)
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Kisa slrelerde ylksek siddet veya uzun surelerde disuk
siddet uygulamasi pratik olarak uygulanabilmektedir ve
tam olarak ayni olmasa da benzer inaktivasyon
etkilerine sahiptir. Ultraviyole 1s1gin siddetini 6lgmek igin
genellikle radyometre, fotometre veya
spektroradyometre kullaniimaktadir. Ayrica, UV 1sik
kaynagi olarak kullanilan lambanin tirt, konumu, sayisi
ve elde edilen enerji mikrobiyal inaktivasyon agisindan
Onemlidir.

Hedef mikroorganizmanin UV i1siga duyarliigi UV sk
dozunun  seciminde  Onemli  bir  parametredir.
Mikroorganizmalarin hicre yapilari, morfolojik, fizyolojik
Ozellikleri, v.b. UV 1siga karsi hassasiyetlerini
belirlemektedir. Birbirleriyle kiyaslandiklarinda daha
basit yapidaki mikroorganizmalarin UV isik tarafindan
daha kolay bir sekilde inaktive edildigi bilinmektedir. Bu
nedenle, genel olarak sporlu mikroorganizmalar ve gram
pozitif bakteriler UV 1sida gram negatiflerden daha
direnclilerdir. Maya ve kufler ise genetik malzemelerinde
daha az pirimidin bazinin bulunmasi ve hiicre zarlarinin
farkli yapida olmasi gibi nedenlerden dolayi bakterilere
gore UV 1siga daha direngli olmaktadirlar. En ylUksek
direnglilige sahip mikroorganizmalar ise virlslerdir [2].
UV-C 1s1gin mikroorganizmalar Uzerindeki etkisi tirden
ture farklilik gosterebilir ve ayni tirler arasinda bile,
susa, blyime ortamina, kaltar evresine,
mikroorganizmalarin yogunluguna, diger karakteristik
Ozelliklere, gidanin turine ve bilesimine bagli olarak
farkli etkiler olusabilmektedir [11]. Bu etkenler
cercevesinde, cesitli mikroorganizmalarin inaktivasyonu
icin farkh UV dozlari gerekmektedir. Algler, vejetatif
bakteriler, sporlu bakteriler, kufler, virisler ve mayalar
gibi bazi mikroorganizma gruplarina dair UV-C 1sida
karsi en direngli ve en zayif mikroorganizma tirlerinin
minimal  inhibisyon  dozlarr Tablo 2'de [12]
gosterilmektedir. Belirtilen UV dozlar uygulandiginda
hedef mikroorganizmanin tamamini inhibe etmek
mimkin olmaktadir. UV-C ile mikrobiyal indirgeme
orani, uzun slre dusuk siddet veya kisa slre ylksek
siddet uygulandiginda elde edilebilmektedir [13, 14].
Suslar dahil olmak lzere gok gesitli organizmalara bagl
olarak, dezenfeksiyon icin gereken doz seviyeleri her bir
gida Gruni igin gereken nihai etkiye gore
degisebilmektedir [12]. Mikroorganizmanin duyarlihidinin
yani sira bulasma seviyesi de inaktivasyon derecesini
etkilemektedir. Ayrica, UV 1sik uygulanacak gida
orneginin islem sirasinda direkt olarak UV lamba altina
konumlandiriimasi veya lamba ile yuzey arasindaki
mesafe olmasi ya da direkt gelmemesi
mikroorganizmalarin inhibisyon oranini etkilemektedir.

uv 1s1k uygulamasinin etkinligini hedef
mikroorganizmanin 6zelliginin yani sira uygulanan
yuzeye iligkin Ozellikler de etkilemektedir. UV 1sik

uygulanacak yuzeye iliskin renk, kirlilik, partzltlik gibi
faktorler UV 1s13in etkinligi degistirmektedir. Purizsiz
yuzeylere vyapilan uygulamanin, purazii ylzeylere
yapillan uygulamaya kiyasla daha etkili oldugu
bilinmektedir. CUnka puruzlalik ve kirlilik golge etkisi
yaratarak UV 1s1gin mikroorganizmaya dogrudan
erisimini engellemektedir [15]. Bu nedenle gida yuzeyine
uygulanacak UV isik uygulamalarinda, once kati gida
maddelerinin yikama vb. gibi ydntemlerle, sivi gida
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maddelerinin ise cesitli filtreler kullanilarak kirliliklerinden
olabildigince arindiriimasi 6nemlidir. Ylzeye iligkin bir
diger faktor ise renktir. UV uygulanacak yuzeyin renginin
koyu veya aclk olmasina gore 1si1gin absorblanma
miktari etkilenmektedir. Koyu renkli gidalarda 1sigin
absorpsiyonunun yuksek olmasi, mikrobiyal
inaktivasyon igin gereken enerjinin azalmasina sebep
olmaktadir [1].

Hedef gidanin bilesimi UV isidin  gidaya nifuz
edebilmesi ve mikrobiyal inaktivasyon etkinligini yliksek
seviyede gosterebilmesi igin  onemlidir. Cozinmus

katilar, asih kalan parcaciklar, organik c¢ozgenler,
makromolekuller &zellikle proteinler ve yag globdulleri,
gidadaki mikroorganizmalara golge etkisi yaratarak
IsIgin - nifuz etmesini  ve dolayisiyla etkinligini
sinirlamaktadirlar [1, 12, 16]. UV isinlamanin en buyuk
avantaji, gida bilesenlerinde meydana getirdigi
degisikliklerin az olmasidir. Fakat yine de gidalarin
duyusal Ozelliklerini ve bazi bilesenlerin islevsel
Ozelliklerini  degistiren bazi  sonuglar meydana
gelmektedir. Isigin yaratabilecedi bu dedgisiklikler de
artan 1sin dozu ile birlikte artabilmektedir.

Tablo 2. Bazi mikroorganizma gruplarina ait farkli tirlerin inhibisyonu igin gereken disuk ve yiksek UV isik dozlari

(254 nm) [12]

Mikroorganizma grubu  Tiir Disiik doz (J/m?)  Tiir Yiksek doz (J/m?)

Algler Chlorella vulgaris 220 Mavi yesil algler 4200

Vejetatif bakteriler Bacillus megatherium 25 Sarcina lutea 264

Sporlu bakteriler Bacillus subtilis 220 Bacillus anthracis 462

Kufler Oospora lactis 110 Aspergillus niger 3300

Virlsler AdenovirUs tip 3 45 Tatin mozaik virtsu 4400

Mayalar Bira mayasi 66 Saccharomyces sp. 176
Ambalajlama 0Oncesinde kutular, siseler, kartonlar, kullaniimaktadir. Bu materyallerin kolay bulunabilme,
kapaklar, folyolar ve filmler gibi ambalajlama disuk maliyet, seffaflik, termal yapiskanlk ve oksijen,

malzemelerinin ylzeylerine uygun UV sik dozlari
uygulanarak mikroorganizmalar azaltilabilmekte veya
yok edilebilmektedir. Paketli gidalarin ytzeylerine UV
Isik uygulanmasinda ise, ambalaj malzemesinin Igik
gecirim miktari inaktivasyon igin kritik bir faktordir. Gida
endustrisinde ambalaj malzemesi olarak, polietilen
tereftalat (PET), polivinilklorir (PVC), polipropilen (PP)
ve polietlen (PE) gibi  plastik  malzemeler

karbondioksit, anhidrit ve aromatik bilesiklere karsi iyi bir
bariyer olmalari gibi birgcok avantajlari vardir [17]. Farkli
yapilar, kalinliklar ve ambalaj materyallerinin cesitli
Ozellikleri nedeniyle, ambalaj materyallerinin UV sk
gegirgenlikleri farkhdir (Tablo 3) [1]. Bu ambalaj
materyallerindeki gegirgenlik farkliliklari paketlenmis
gidaya UV isik ile muamele edildiginde, bu gegirgenlik
daha da 6nem kazanmaktadir.

Tablo 3. Bazi plastik ambalaj malzemelerinin UV-C isik gegirgenligi [1]

Plastik materyal Kalinlik (um) UV-C 1sik gecirgenligi (%)
OPP/PE 60 0
PET/PE 52 0
Polyester 26 0
OPP/CPP 35 0
PP/PP 50 64
BG 25 67
PA/PE 40 80
OPP 40 83

OPP: Oriente Poli Propilen, PE: Poli Etilen, PET: Poli Etilen Tereftalat, CPP: Cast
Poli Propilen, PP: Poli Propilen, BG: Bone Guard Bags, PA: Poliamid

UV ISIK KAYNAKLARI VE YUZEY UYGULAMA
EKIPMANLARI

UV 1s1din dogal kaynagi glines olmakla birlikte yapay
olarak da olusturulmasi mumkindir. Ticari anlamda,
ultraviyole 1sinlar UV lambalar tarafindan uretiimektedir.
Gida endustrisinde UV 1sik kaynagi olarak genellikle
distk basingh (LP), duslik basingli-yliksek cikigh
(LPHO) ve orta basincli (MP) lambalar kullaniimaktadir.
Lambalar, cesitli ozelliklerine gore
gruplandirilmaktadirlar ve ¢alismalari sirasinda iclerinde
bulunan civanin olusturdugu buhar basincina gore
isimlendiriimektedirler ~ [2].  Ayrica, vurgulu ISIK
(flash/pulsed lamps), eksimer, mikrodalga tahrikli
(microwave driven lamps) ve LED (light emitting diodes)
gibi lambalar da UV 1sik uygulamalarinda kullanilan
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diger lamba cesitlerindendir [11]. Duslk basinch civali
lambalar germisidal dalga boyu olan 254 nm dalga
boyunda UV-C 1sik yaymakta olup, gidalarin UV 1sik
uygulamalarinda kullaniimaktadir [6, 18]. Orta basingli
civali lambalar ise belli spektral alanda farkh dalga
boylarinda 1sik yaydiklari igcin polikromatik 0Ozellik
gbsterirler. Bu lambalar 200-300 nm dalga boylar
araliginda etkinlik gostermektedirler [5]. Vurgulu sk
(Pulsed UV) teknolojisinde kullanilan lambalar, xenon
lambalar olarak adlandirilirlar. Bu lambalar 180-1100 nm

araliginda genis bir spektruma sahiptirler.
Mikroorganizmay! yiksek enerji atimlarina maruz
birakip Isinip parcalanmasina  sebep  olarak

inaktivasyonu saglarlar [7]. Eksimer lambalarda ise; He,
Ne, Ar, Kr, Xe gibi gesitli gazlar kullanilarak istenilen
dalga boyunda isik yayillimi saglamak muamkandur.
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Eksimer lambalarla ¢ok dusuk yuzey sicakliklarinda bile
calisilabilmektedir, bu sayede sivi gidalarda tortu
olusumu problemi  6nlenebilmektedir [18]. Gida
isletmelerinde ortama civa yayimi nedeniyle civa
icermeyen lambalarin gelistiriimesi ve validasyonu
calismalari hiz kazanmigtir.

UV 1sik uygulamalari, katilar veya sivilar igin farkli
ekipman kullanimiyla gerceklestiriimektedir. Sivi gidalar
icin, akiskan tiplerine go6re tasarlanan reaktorler
kullanilirken; kati gidalar i¢cin UV kabin tasarimlar
mevcuttur. Istenilen etkinligi elde etmek igin uygun
sayida, uygun konumda lamba kullanimi ve uygun
ebatta UV cihazi tasarlanarak absorbe edilecek enerijiyi
maksimum seviyeye yukseltmek dnemlidir.

Reaktorler; sivi gidalara UV 1sik uygulamalari igin
kullanilan cihazlardir. Reaktor icerisinde UV lambalar
bulunur ve her bir UV lamba, sivi ile dogrudan temasin
Onlenmesi igin koruyucu bir kuvars tip igerisine
konumlandirilir. UV reaktérden akan sivi, lambalardan
citkan UV sinina maruz birakilir. Bdylece sividaki
mikroorganizmalar etkisiz hale getirilir. UV reaktorlerin
secgiminde, hedef sivinin fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zellikleri ile reaktdérden gegen sivi miktari
en 6nemli parametrelerdir. Bu baglamda, uygulanacak
UV dozu, sivinin ve hedef mikroorganizmanin
Ozelliklerine godre belirlenmelidir. Buna ek olarak,
dezenfeksiyon verimliligini artirmak igin, sividaki tortu ve
bulaniklik gibi parametreler hassas filtreler ile
alinmahdir. UV reaktordeki sivi akis modeli, isinlanmis
alanin bazi bdlgelerinde mikroorganizmalarin konum ve

kalis surelerindeki farklihklardan dolayl toplam UV
dozunda da énemli etkiye sahiptir [11].
Mikroorganizmalarin inaktivasyonu, surekli akis UV

reaktorlerinde tarbulansli akis kullanarak artmaktadir
[19, 20].

Yizey uygulamalarinda, daha ¢ok uygulanacak yuzey
sayisina bagh olarak UV kabin dizayni yapiimakta ve
farkli uygulama yontemleri kullaniimaktadir [1]. Kati
gidanin sadece tek bir ylzeyini UV 1sida maruz
birakmak igin, gida bir destege yerlestirimektedir. Ust
ve alt yizeye ayni anda uygulama yapilmasi i¢in, gida
bir film Uzerine konulmakta veya uygulama sirasinda
ters gevrilmektedir. Gidanin yan ylzeylerini 1s1ga maruz
birakmak igin ise, kabinin yan ylzeylerine de lambalar
yerlestiriimelidir. Gidanin tim yGzeyleri ayni anda UV
Isiga maruz birakilacaksa, ust, yan ve alt ylzeye
lambalari yerlestirmek ve gidayi bir film Gzerine koymak
gerekir. Ornegin; set tip yogurt icin sadece st yiizeyi
UV 1s1da maruz birakmak yeterlidir, ancak birgok peynir
cesidi ve meyveler igin tim ylzeyler UV 1g1da maruz
birakilmalidir.  Bu durumda uygulama sekli ve
parametreleri hedef  gidaya gobre degisiklik
gOstermektedir.

Kati gidalara UV 1sik uygulamalari sabit bir kabin iginde
uygulanabildigi gibi, bu islemi surekli bir sistemle de
gerceklestirmek  mimkindir.  Bu  tip  hareketli
uygulamalarda UV iglemine tabi tutulacak materyal
konveyor yardimiyla ilerletilir ve tlnel igerisindeki UV
lambalardan yayilan enerjiye maruz kalarak islem
gercgeklestirilir. Tlnel genisligi, yliksekligi, konveyor hizi,
kullanilacak lamba sayisi ve yerlesimi hedef materyale
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gore sekillenmektedir. Sanayide bu tarz uygulamalarin
kullamnimi  oldukga pratiktir. Ozellikle, paketlemenin
hemen o6ncesine bodyle bir sistemin yerlestirimesi ve
uygulama sonrasinda bulagsma olmaksizin paketlemenin
gerceklestiriimesi birgok ylzey bozulmasina ¢6zim
getirebilecektir.

GIDA SANAYIINDE UV-C
ALANLARI

ISIK UYGULAMA

UV-C sigin gida endistrisinde uygulama alanlari
oldukgca cesitlidir. Bu uygulamalar; uretim alanlarinda
havanin mikrobiyal inaktivasyonunun saglamasindan,
isletmede kullanilan suyun dezenfeksiyonu, sivi
gidalarin - mikrobiyal  inaktivasyonu, paketleme
malzemelerinin ve gidalarin ylizey uygulamalarina kadar
genis yelpazede yer almaktadir. Gida sanayinde
uygulama alanlari; hava, sivi ve ylzey uygulamalari
olarak ele alinmis ve hava ve sivi uygulamalari
konusunda c¢ok kisa bilgi verildikten sonra ylzey
uygulamalari detayli bir sekilde agiklanmigtir.

UV-C 1sik uygulamalari ile Gretim alaninda havada
bulunan mikroorganizmalarin inhibisyonu
saglanmaktadir. Bu islemin etkinligi odanin hacmine ve
UV lambanin glctne bagh olarak degismektedir.
Uygulamaya dair en eski 6rnek, 1930’lu yillardan beri
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki hastanelerde hava
kaynakli hastaliklarin 6nlenmesi igin 254 nm dalga
boyunda ve 0.25 W/m? dozunda UV sk (reten
lambalarin kullanilmasidir [3]. Isyerlerinde UV 1si1gin
kullanilmasi, canl kalan tim mikroorganizmalarin
oldurilmesiyle havanin sterilizasyonunun saglanmasi
igin onerilen bir metottur [21]. Ornegin; soguk hava
depolari igerisindeki havanin mikrobiyolojik kalitesi bir
hava sterilizasyon Unitesi kullanilarak
iyilestirilebilmektedir. Ayrica, ayni teknik yumurta
kulugka kabinlerinde de verimli olmaktadir [22]. Bu
amagla, UV 1sik kaynagi olarak genellikle disuk basing
civa buharli lambalar kullaniimaktadir.

Sivilar Uzerindeki UV-C 1sik uygulamalari genel olarak;
isletme alani ve gidalarin yikanmasinda kullanilan
suyun dezenfeksiyonunun saglanmasi ve sivi gidalar
Uzerinde UV-C 1sik uygulamalaridir. UV-C iglemi, sudaki
cok cesitli mikroorganizmalari yok etmek igin en basit ve
cevre dostu yontemlerden biridir. Kanalizasyon atigi,
icme sulari, yiizme havuzu sularinin dezenfeksiyonu gibi
kullanim alanlari da mevcuttur ve suyun organik
iceriginin disuUk seviyelere indiriimesinde UV 1sik ve
ozon kombinasyonu gugli bir oksitleyici etkiye sahiptir
[23]. Suyun dezenfeksiyonunda; suyun kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelligi, 151k gegirgenlidi, UV 1sik temas
suresi, kullanilan suyun debisi gibi parametreler
onemlidir. Ultraviyole 1sik ile dezenfeksiyonun tam
olarak gerceklesebilmesi igin su icerisinde bulunan tortu,
bulaniklik gibi parametrelerin hassas filtreler ile sudan
uzaklastiriimis olmasi gerekmektedir.

UV-C 1sigin sivilar ya da sivi gidalar Gzerindeki
penetrasyon etkisi; sivinin 15191 absorbe edebilmesine,
sividaki ¢ozlinidr kati madde miktarina ve sividaki
suspanse madde miktarina baghdir. Cozlnebilir kati
madde miktari arttikga sivi igerisindeki UV-C 1s1gin
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penetrasyon siddeti azalmaktadir [24]. Su ile
karsilastirildiginda, sivi gidalarin gesitli optik ve fiziksel
Ozellikleri ve farkl kimyasal kompozisyonlari UV-C i1s1gin
gegirgenligini, doz aktarimini sonug¢ olarak mikrobiyal
inaktivasyonu etkilemektedir. Ozellikle taze meyve sulari
ve gazli igecekler gibi sivi gidalarin yapisinda bulunan
renk bilesenleri ve ¢dzinmus maddelerin varhgr UV-C
IsIgin - madde igine gegisini engellemekte ve
uygulamanin etkinligini azaltmaktadir. Bu durum da
mikrobiyal inaktivasyonun azalmasina sebep
olabilmektedir. Buna ragmen, UV-C isik; renk, lezzet,
koku veya pH'da o6nemli bir degisiklige neden
olmadigindan dolayi, yapilan c¢alismalar UV isinlama
teknolojisinin  gesitli  sivi  gidalarin  (meyve sulari,
icecekler, sut, sivi yumurta, seker suruplar gibi)
pastorizasyonunda gecgerli bir ydntem oldugunu
gOstermektedir [11].

UV-C stk  sivilarin  derinliklerine  kadar penetre
olamadidi i¢in, daha cok gidalarin yizeylerinde etkilidir
[15]. Ayrica, sistemin surekli hale getirilebilmesi ve
dretim hatlarina monte edilebilmesi de UV-C’nin ylzey
uygulamalarinda kullanimi igin oldukga avantajli bir
durumdur. Bu nedenle, gida sanayinde UV-C i1sik ylizey
uygulamalari gin gectikce daha fazla 6nem
kazanmaktadir.

UV-C Isigin Yizey Uygulamalan

Gidalarin ylzeyine mikroorganizmalar, Uretim sirasinda
ortam havasindan, Uretim alanindan, kullanilan ekipman
ve ambalajdan ve personelden kolaylikla
bulasabilmektedir. Oncelikle (retim sirasinda gidalarin
yuzeyine bulasmanin 6nlenmesi Uzerinde durulmasi ve
yine de bulasma s6z konusu ise gidanin kalite
Ozelliklerini olumsuz etkilemeyen ve saglik agisindan da
risk teskil etmeyen ydntemler kullaniimasi gereklidir.
Genel olarak, gida sanayinde gidayla temas eden
yuzeyler, gida ambalajlari ve kati gida yuzeyleri UV-C
1Isik isleminin baglica ylzey uygulama alanlaridir. UV
Isik, hava ve sivi uygulamalarinda birgok yapi tarafindan
glgli bir sekilde emildigi halde kati nesnelerde yani
yuzey uygulamalarinda uygulanan tabakanin 6tesine ya
gecememekte ya da c¢ok az nifuz edebilmektedir.
Dolayisiyla, yilzey sterilizasyonu icin daha sikca
kullaniimaktadir [14].

Gidayla Temas Eden Yiizeylerin Dezenfeksiyonu

Tasiyici bantlarda, ekipmanlarda, saklama ve hazirlik
alanlarinda mikrobiyal inaktivasyonu saglamak igin, UV-
C 1sik ile dezenfeksiyon sistemleri kullaniimaktadir. Bu
uygulamanin  basarisi, materyal ylzeyinin temiz
olmasina yani UV 15131 absorbe edip bakterileri
koruyacak bir Kkirliligin olmamasina baghdir. Yilzey
dezenfeksiyonunda UV 1sik etkisinin belirlenmesine dair
bir ¢alismada; paslanmaz c¢elik ylizey Uzerine Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, ve
Escherichia coli 0157:H7 hlcreleri agilanip 250 yW/cm?
ve 500 yW/cm? UV 1sik uygulanmigtir. Paslanmaz gelik
yluzey Uzerinde, L. monocytogenes ve Salmonella
Typhimurium UV 1siga daha direngli iken E. coli
0157:H7, 3 dakika boyunca 500 pyw/cm? doz UV isiga
maruz birakildiginda tamamen inaktive (6.19 log
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azalma) edilebilmistir [25]. Sommers ve ark. [31]
tarafindan yapilan paslanmaz celik yizeylere UV-C i1sik
uygulamasinda ise yuzeylere, 10° kob/mL Salmonella
spp., Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes
mikroorganizmalari inokile edilmis ve 0.40 J/cm? doz
UV-C 1sik uygulamasiyla yuzeylerde mikrobiyal yikin
sifirlandigi sonuglara ulasiimistir.

Gida Ambalajlarinin Dezenfeksiyonu

Gida endustrisinde ambalaj dezenfeksiyonunda UV-C
1IsiIgin kullanimi yayginlagsmaktadir. Gida ambalajlarina
yapilan UV-C 1sik uygulamalarinda gidalar, ambalajli
olarak UV-C 1siga maruz kalabilmelerinin yani sira
yalnizca ambalaj materyali de dolumdan ya da kapak
kapatmadan 6nce UV-C isleminden gegirilebilmektedir.
Ornegin; aseptik olarak doldurulan UHT siit driinlerinin
Uretimi sirasinda HDPE (Yiksek Yogunluklu Polietilen)
siselere, kartonlara veya aliminyum folyo kapaklara
uygulanabilmektedir [3]. Bir galismada, aseptik sekilde
yogurt dolumu islemi sirasinda, tum ambalaj
materyallerine, plastik kaplara ve aliminyum folyo
kapaklara 100-200 mW/cm? dozunda UV igik
uygulamasi yapilmis ve bu kaplarla paketlenmis meyveli
yodurdun raf omrinin 2 hafta kadar uzatilabildigi
belirtiimistir [26].

Paketlenmis gida UV isik ile muamele edildiginde,
ambalajin  UV-C 1sik gegirgenligi gida ylzeyinde
mikrobiyal  inaktivasyon etkinligi icin en  kritik
parametredir. Gegirgenlik dizeyinin artigina bagli olarak
gida yuzeyinde inhibisyon etkinligi artacaktir. Ha ve ark.
[17] tarafindan yapilan c¢alismada, Escherichia coli
O157:H7, Salmonella  Typhimurium ve Listeria
monocytogenes inokule edilmis ve farkli filmlerle (PET,
PVC, PP ve PE) paketlenmis dilim peynirlerde UV-C
ISIgin  inaktivasyon Uzerine etkileri arastiriimistir.
Calismada degerlendirilen her U¢ mikroorganizma igin
de gecgerli olacak sekilde, PET ve PVC ile
kiyaslandiginda, PP ve PE filmlerin kullaniminin patojen
mikroorganizma sayisini 6nemli 6lgtide distrdiugu tespit
edilmigtir. Calismada sut endustrisinde patojen kontroll
amaciyla UV-C uygulamasiyla birlikte PP veya PE film
ile paketlemenin kullanilabilece@i sonucuna ulasiimistir.

Gidalarda UV-C Isik Yiizey Uygulamalari

Gida vyuzeyi mikroorganizma bulasmasi igin ilk
lokasyondur. Enzimatik aktiviteler, oksidasyon ve
dehidrasyon gibi degisiklikler genellikle gida yltizeyinden
bagslamakta ve gidalarin kalitesinde istenmeyen
durumlara neden olmaktadir. Gida yuzeyindeki
mikroorganizmalari yok etmek ya da kontrol altina almak
amaciyla birgok yontem vardir. Bu yontemlerden biri
olan UV-C 1sigin gida ylzeylerinde kullanimi hizla
yayginlasmaktadir. Son yillarda taze (sebze, meyve, et
vb.), dondurulmus (sebze, meyve, et, deniz Urunleri,
firincilik Grinleri vb.), pisiriimis ve sogukta saklanan (st

ardnleri  gibi) gidalarin  ylzey uygulamalarinda
kullanilabilmesi i¢gin UV Uniteleri gelistiriimektedir.
Gidalarda UV 1sik yuzey uygulama calismalari

incelendiginde, yaygin olarak meyve ve sebze ylzeyleri
Uzerinde yapilan calismalarla karsilagilmaktadir. Daha
az sayida olmakla birlikte, farkh Grin gruplarinda
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calismalar  yapilmaktadir. Calismalar  genellikle
mikrobiyal flora Uzerinde yogunlasmaktadir. Ancak, UV
yuzey uygulamalarinin gida kalitesi (oksidasyon, vitamin
kayiplari, enzim aktiviteleri, raf 6émrQ, duyusal 6zellikler)
Uzerine etkilerini ortaya koyan ¢alismalar da mevcuttur.

Gidalarda UV-C Isik Yuzey Uygulamasinin
Mikrobiyal Inaktivasyon Uzerine Etkileri

Ultraviyole 1s1§gin  mikrobiyal inaktivasyon {zerindeki
etkinligi; kullanilan ultraviyole lambanin dalga boyu ve
siddeti, hedef mikroorganizmanin 6zellikleri ve iginde
bulundugu gelisim evresi ve gida materyalinin
Ozelliklerine bagli olarak degisim gostermektedir [2]. Bu
nedenle, her gida i¢in hedef mikroorganizmalara yonelik
olarak ¢alismalarin yapilmasi olduk¢a énemlidir. Tablo
4te  UV-C stk ile  mikrobiyal inaktivasyon
uygulamalarinda farkh  gida tarleri ve  farkh
mikroorganizmalar ile yapilmis bazi galismalarda elde
edilen mikrobiyal inaktivasyon sonugclari verilmigtir.

UV 1sik  yuzey uygulamalari cogunlukla yuzey
bozulmanin yaygin oldugu et UrUnleri ve meyve-
sebzeler Uzerine yapilmigtir. Daha az sayida olmak
Uzere sut Urunlerinde (peynir ve yogurt) calismalar
mevcuttur. Et Urldnlerinde yapilan ylzey UV c¢alismalari

daha c¢ok patojenlerin  inaktivasyonu  (izerine
yogunlagsmistir [25, 27-29]. Meyve-sebze ylzey UV
uygulamalarinda ise patojenlerin  yanisira  kuf

inaktivasyonu tzerine de calisilmigtir [30-32]. Ornegin;

domates Uzerine yapillan UV-C sk ylzey
uygulamasinda gurimeye sebep olan
mikroorganizmalarin UV-C 1sik mudahalesi sonucu

gurime olusumunu ne oranda etkileyebilecekleri
arastinlmistir. Calismada domates yuzeylerine 1.3 — 40
kJ/m? araliindaki dozlarda UV-C gk uygulamis ve
siyah kif (Alternaria alternata), gri kuf (Botrytis cinerea)
ve Rhizopus stolonifer mikroorganizmalarinin sebep
olacagi c¢irime oranlarinin sirasiyla %14, 44 ve 58
oranlarina dusurilmeleri saglanmistir [33].

Sit Grunlerinde ise sinirli sayida yapilan galismada kuf
inaktivasyonu (izerine galigilmistir. Ozellikle peynirde
Uretim sonrasi havadan kif bulagsmasi 6nemli bir
sorundur. UV 1sik uygulamanin kalite Uzerinde olasi
olumsuz etkileri goz ardi edilmeksizin, belirlenen uygun
dozlarda peynirde kaf inaktivasyonunun
gerceklestirilebilecegi ve ambalajlama makinesinin
ontne kurulan bir UV 1sik dnitesinin bu sorunun
¢ozimine o6nemli bir katki saglayacagi vurgulanmistir
[34]. Ayrica peynirde plastik ambalaj uygulamasinin
yaygin olmasi dolayisiyla UV 1sik gecirgenligi olan
ambalaj materyallerinin  kullanimi ile ambalajlama
sonrasinda UV 1sik uygulamasi da kuf sorununun
¢6zUmuU anlaminda Umit vaat etmektedir. Nitekim, Can
ve ark. [35] tarafindan  ambalajlanmis  ve
ambalajlanmamis sert peynirlere inoklle edilen P.
roqueforti ve L. monocytogenes mikroorganizmalarinin
inaktivasyonu icin  pulsed UV 1sigin  etkinligi
arastirilmigtir.  Ambalajlanmigs  ve ambalajlanmamis
peynirler UV 1sik kaynagina 5, 8 ve 13 cm mesafelerde
60 saniyeye kadar igleme tabi tutulmustur. P. roqueforti
icin, 5 cm'de 40 saniyeden sonra maksimum azalma
ambalajlanmamis peynirde 1.32 log ve ambalajlanmis
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peynirde 1.24 log olarak belirlenmistir. Ayni kosullar
altinda, L. monocytogenes sayisinda azalma
paketlenmis ve paketlenmemis peynirlerde yaklasik 2.9
ve 2.8 log olmustur. Genel olarak, bu sonuglar darbeli
UV 1s1gin sert peynirlerin ylzeyinde P. roqueforti ve L.
monocytogenes'i inaktive edebilecegini gdstermistir.
Ayrica, laboratuvarimizda  yapmakta  oldugumuz
¢alismada, dogal olarak kontamine edilmis kaymakh ve
kaymaksiz yogurtta kesikli UV sterilizatori kullanilarak
UV 1s1gin kiuf inaktivasyonu ele alinmistir. Bu amagla,
kaymakli ve kaymaksiz yogurt ylzeylerine 0.321-19.26
kJ/m? dozlarda UV 1sik uygulanmis ve 1-3 log arasinda
inaktivasyon saglanmigtir.

UV ISIK YOZEY UYGULAMASININ GIDALARIN
KALITE OZELLIKLERI UZERINE ETKILERI

icerdigi bilesenlerin gesitliligi agisindan gida yapisinin
karmasikhgina bagli olarak, UV i1sik gidanin 6zelliklerini
etkileyebilmektedir. Her ne kadar UV iginlamanin en
blylk avantajinin gida kalitesinde yarattigi olumsuz
etkilerin diger yodntemlere gore daha az oldugdu
dillendirilse de, artan UV sk dozu ile birlikte bu
degdisimler de artmaktadir. UV 1sik uygulamasinda amag
mikroorganizmalarin inaktivasyonudur. Ancak,
uygulamada Urun kalitesini korumak da 6nemlidir. Bu
nedenle galismalar hem mikrobiyal inaktivasyon hem de
kalite degisimlerini dikkate alacak sekilde planlanmalidir.
Ayni zamanda, ayni Urin grubunda yer alan farkl
gidalar igin farkli sonuglar elde edilebilmektedir. Bu
cercevede yapillan c¢alismalar isiginda  Oneriler
getirilmelidir.

UV 1sik uygulamasi, gidalarda daha ¢ok yag ve protein
oksidasyonu ile ylksek molekilli karbonhidratlarin
kuguk birimler haline gelmesi ile gidalarda degisimlere
neden olabilmektedir. UV 1sinlama yaglarin oksidasyon
surecini baglatir ve bu da istenmeyen lezzet olusumuna
neden olur. Doymamis yaglar doymus yaglardan daha
kolay oksitlenirler, ancak UV isik islemi vakum altinda
veya azot atmosferinde gergeklestirilirse oksidasyon
yavaslatilabilmektedir [45]. Yagh sivi gidalarda UV doz
artig! ile birlikte oksidasyon degerlerinin de arttig
bildirilmistir [46, 47]. Ancak, ylzey uygulamalarinda yag
oksidasyonuna yodnelik c¢alismalar olduk¢a sinirlidir.
Park ve Ha [27] tarafindan taze tavuk gégsu 6rneklerinin
ylizeylerine gesitli dozlarda (60-3600 mWs/cm?) 260 nm
dalga boyunda UV-C 1sik uygulanmistir. TBARs
degerlerinin uygulanan UV-C dozu arttikca kademeli
olarak arttigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, en disuk
dozda (60 mWs/cm?) UV-C ile radyasyona maruz
birakilan ve UV-C sk uygulanmayan tavuk gogsu
orneklerinde istatistiksel olarak anlamli fark (P>0.05)
olmadigi belirlenmistir. Spesifik olarak, 2400 ve 3600
mWs/cm? dozlarinda UV-C 1sik uygulanmig tavuk goégsti
orneklerinin TBARs degerlerinin kontrol grubuna kiyasla
1.63 ve 2.44 kat arttigi gorulmistir. Benzer sekilde,
kirmizi et ylzeyine 0.21, 0.63, 1.05, 1.68 J/cm?
dozlarinda 1, 3, 5 ve 8 dakika surelerinde UV-C isik
uygulanmis ve 1 ve 3 dakikalik uygulamalarda kontrol
orneklerine goére yag oksidasyonu agisindan énemli bir
degisiklik bulunmazken, uygulama dozunun
artinlmasiyla oksidasyon Urunlerinde kayda deger bir
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artis elde edilmistir. Bu nedenle 5 dakikalik ve 6zellikle 8

kJ/m?

degerlerini  artirdigi

dozlarinda UV-C

IStk uygulamasinin  TBARs
ve dozun artmasiyla birlikte

dakikalik uygulamalarin oksidasyon ag¢isindan olumsuz
sonuglar doguracagi soylenmistir [48]. Kasar peynirinde

yapilan bir ¢alismada ise 0.321, 0.963, 1.926 ve 9.630

Tablo 4. UV-C 1s1§in mikrobiyal inaktivasyona etkisine dair bazi calismalar

oksidasyon duzeyinin arttigi géralmastar.

UV uygulamasi Uygulamanin Hedefi Sonug (log Kaynak
(doz) azalma)
Et Uriinleri
Tavuk gégsu 60-3600 mWs/cm?  Hepatit-A (HAV) 1.17 [27]
MNV-1 1.23
Sosis 0.5-4 J/lcm? Salmonella 1.56-2.19 [29]
Staphylococcus aureus 1.27-1.97
Listeria monocytogenes 1.5-2.14
Domuz pirzolasi 0.5-4 J/lcm? Salmonella 0.43-0.56 [29]
Staphylococcus aureus 0.5-0.61
Listeria monocytogenes 0.58-0.65
Cig tavuk 9.630 kJ/m? Listeria monocytogenes 2 [28]
Tavuk eti 500 mW/cm? (derili / derisiz) [25]
Listeria monocytogenes 0.48/0.46
Salmonella Typhimurium 1.02/0.36
E. coli O157:H7 1.28/0.93
Tavuk gégsu filetosu 1.5 kJ/m? Toplam aerobik bakteri sayimi 2 [36]
Meyve- Sebzeler
Portakal 7.92 kJ/m? Penicillium digitatum 5.3 [32]
Penicillium italicum 3.9
Cilek 12-72 kJ/m? Escherichia coli 1 [37]
Staphylococcus aureus 1
Salmonella Enteritidis 14
Listeria innocua 1.1-1.3
Kayisi 0-13.26 kJ/m? Escherichia coli 0157:H7 2.2 [38]
Salmonella 25
Mantar 0.45-3.15 kJ/m? Escherichia coli 0157:H7 0.67— [39]
1.13
Domates 0.5-4 J/cm? Salmonella 3.08-3.82 [29]
Staphylococcus aureus 3.13-3.63
Listeria monocytogenes 2.59-3.60
Jalapeno biberi 0.5-4 J/cm? Salmonella 3.02-3.79 [29]
Staphylococcus aureus 3.09-3.73
Listeria monocytogenes 3.11-3.72
Ispanak 2.4-24 kJIm? Listeria monocytogenes 1.5-2.2 [40]
Salmonella 0.7-1.6
Pseudomonas marginalis 1.1-1.9
Marul 2.37 kJ/m? Laktik asit bakterileri 1.7 [41]
Marul 24 mW/cm? Salmonella 2.65 [42]
E. coli O157:H7 2.79
Domates 24 mW/cm? Salmonella 2.19 [42]
Sat drunleri
Kasar peyniri 0.321-9.630 kJ/m? Kuf-maya sayimi 2-3 [34]
Fiordilatte peyniri 0.1-6.0 kJ/m? Pseuodomonas spp. 1-2 [43]
Enterobacteriaceae 1-2
Cedar dilimleri 3.04 mW/cm? Escherichia coli 0157:H7 3.45 [17]
Salmonella Typhimurium 3.57
Listeria monocytogenes 3.16
Cedar dilimleri Darbeli UV 1g1k Pseudomonas fluorescens 3.74 [44]
sistemi Escherichia coli ATCC 25922 5.41
1.02 - 12.29 J/lcm? Listeria innocua 3.37
Sert peynir Darbeli UV 1sik sistemi [35]

Yikseklikler: 5, 8 ve 13
cm
Uygulama sureleri: 5-
60 s

Penicillium roqueforti
Listeria monocytogenes

1.32 (5 cm, 40s)
3.08 (5 cm, 40s)
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Bu durum yapilan duyusal analizlerle de desteklenerek
duyusal kalitede olumsuz sonuglar olugtugu belirtiimistir
[34]. Laboratuvarimizda surdirmekte oldugumuz benzer
calismada yogurt orneklerine kesikli UV sistemi ile
0.321-19.26 kJ/m? doz aralijinda UV 1sik uygulanmistir.
Kaymakli yogurtlarda kaymaksiz yogurtlara goére yag
oksidasyonunun daha yuksek oldugu ve artan dozla
birlikte oksidasyon degerlerinin de arttigi tespit
edilmigtir. Duyusal olarak 6zellikle kaymakli yogurtlarda
doz artisiyla birlikte panelistler tarafindan tutstlenmis
tavuk tuyu kokusu olarak ifade bir kusur dile getirilmistir.

Yagli drinlerde yag oksidasyonu énemli olmakla birlikte,
protein oksidasyonu da onemlidir. Kikdrt iceren amino
asitlere sahip proteinlere UV 1sik uygulamasiyla, amino
asitlerde hafif bir bozulma meydana gelmekte ve hos
olmayan tat olusumu gergeklesmektedir  [49].
Oksidasyonun ilk asamasi radikallerin olusumudur.
Oksidasyonlar sonrasinda gelisen spesifik aroma
bilegenleri ne tir bir oksidasyonun meydana geldiginin
tespitini saglamaktadir. Dimetil distilfit olusumu, protein
oksidasyonunun ve daha spesifik olarak metiyonin
bozunumunun bir godstergesidir [50]. Hekzanal varligi
ise, trigliseridler veya fosfolipitlerdeki linoleik asidin
oksidasyonu igin bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir
[51, 52].

Westermann ve ark. [53] krem peynir (%26 yagd, %7
protein) ve az yaglh krem peynirlerin (%17 yagd, %11
protein) Uzerine 253.7 nm dalga boyunda UV-C isik
uygulamasi sonrasi urlnleri analiz etmislerdir. Protein

oksidasyonu urind olan dimetil disdlfit ve yag
oksidasyonu drlUnleri olan hekzanal ve 2-butanon
konsantrasyonlarinin tespitiyle UV-C 1s13in etkisini

belirlemislerdir. Az yagli krem peynirin yiksek seviyeli
radikal konsantrasyonuna sahip olmasi, proteinlerin
peynirdeki oksidatif degisikliklerde etkili oldugunu
gOstermistir. Bu duruma gore, protein oksidasyonunun
Onemi, yag icerigi distigunde ortaya ¢ikmaktadir [49].

Riboflavin ve klorofil pargalanma Urtnleri fotosensitizer
olarak gorev yaparak radikallerin ve diger reaktif
arinlerin olusumunu tesvik edebilirler. Dolayisiyla yag
ve protein oksidasyon Urlnlerinin olusumu gergeklesip
sonugta kotl lezzete sebep olabilirler [53]. Et
urtnlerinde protein oksidasyonuyla metiyonin, sistein,
lisin, treonin ve arjinin gibi aminoasitler okside olup
proteinlerin  biyolojik degerini, sindirilebilirligini ve
besleyici degerini azaltmaktadir [54].

Enzimlerin aktivitesi normal isinim dozlarindan fazla
etkilenmemekte, ancak enzimlerin devam eden
etkinlikleri 6zellikle meyve ve sebzelerin raf omrinu
sinirlamaktadir. Manzocco ve Nicoli [1] tarafindan enzim
aktiviteleri Uzerine yapilan bir galigmada, butiin halde ve
dilimlenmis elma Uzerine 4 kJ/m? dozunda UV 1sik
uygulanmistir.  Polifenoloksidaz ve pektat liyaz
aktiviteleri incelendiginde bitin haldeki elmalarda enzim
aktivitelerinde bir degisme olmadigi, fakat dilimlenmis
elmalarin enzim aktivitelerinde %60’in Uzerinde azalma
oldugu tespit edilmistir. Cin brokolisine 1.8, 3.6, 5.4 ve
7.2 kd/m? dozlarinda uygulanan UV-C isik, peroksidaz
(POD) ve superoksit dismutaz (SOD) ozellikle
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antioksidan enzimlerin aktivitesindeki

geciktirmigtir [55].

azalmayi

Ayrica UV-C 1sik genellikle meyve ve sebzelerin
antioksidan madde kapasitelerine ve vitamin iceriklerine
de etki etmektedir. Dolayisiyla bu ylzey uygulamalariyla
kalitede olusan degisikler 6nemli duruma gelmektedir.
Ananas, muz ve guava meyvelerine 10, 20 ve 30 dakika
boyunca UV-C 1sik uygulanmistir. Sonucunda muz ve
guavanin toplam fenol ve flavonoid icerigi artmis,
ananasta Onemli bir degisiklik olmamistir. Flavanoid
iceriginin ise 10 dakikallk uygulamadan sonra arttigi
tespit edilmistir. Meyvelerin C vitamini igeriklerinin ise
azaldigi belirtiimigtir [56]. Yesil sebzelerde ise UV isik
yuzey uygulamalari ile antioksidan maddelerin (a-
tokoferol, B-karoten) diizeyleri arttiriimistir [57].

UV 1sinlama, yuksek molekul agirlikli karbonhidratlari
daha kugik birimler haline getirebilir. Bu islem, meyve
ve sebzelerin hicre duvarindaki yapilarin parcalanmasi
sonucu yumusama olusumundan sorumludur [45]. Liu
ve ark. [33] tarafindan vyapilan bir c¢alismada,
domateslere 0-20 kJ/m? araligindaki gesitli dozlarda UV-
C 1sik uygulanmis ve sonucunda domatesin uzun sire

UV-C radyasyona maruz birakiimasinin domates
meyvesinin  olgunlasma ve yaslanma sureglerini
hizlandirdig bildirilmigtir.

Esansiyel amino asitler, esansiyel yag asitleri ve

mineraller gibi bilesenler pratik 1sinlama kosullarindan
etkilenmemektedirler, ancak bazi vitaminler, érnegin C
vitamini ve Bi vitamini kismen kayiplara ugramaktadir.
Kayiplarin haricinde site UV 1sik uygulamasi ilk kez
1900'lG yillarin ortalarinda D vitamini zenginlestirme
amaciyla kullaniimistir. Rasitizm ile ilgili arastirmalarda
bulunan Steenbock ve Black [58] rasitik siganlari
ultraviyole 1sik uygulanmis gidalar ile beslemiglerdir.
Siganlarda blyume durumu ve kalsiyum ile ilgili
degerlerde artis elde etmiglerdir. Bulgular yayinladiktan
kisa slre sonra, Hess ve Weinstock [59] da benzer
sonuclar elde etmigti. Pamuk tohumu vyagi, keten
tohumu yagi, bugday tohumu ve marullar ultraviyole
Isinlamasi  ile glgli  antiragitk ajanlar  olarak
kullaniimiglar ve zamanla bu galismalar hizlanmistir.
Mantarlarda D vitamini arttirimasina yonelik Mau ve ark.
[60] tarafindan yapilan galismada, 6ncelikle mantarlarin
D2 vitamini provitamini olan ergostrolu yiksek miktarda

icerdigi vurgulanmis ve UV 1sik uygulamasi ile
ergostrolin D2 vitaminine doéndsimu arastinimigtir.
Calismada, taze kultir mantarlarina 0.2 mW/cm?

siddetinde, 0.5, 1 ve 2 saat sureyle 12°C'de UV-C i1sik
uygulanmistir. UV uygulanmamis mantar 0Ornegine
kiyasla 0.5, 1 ve 2 saat UV-C 1sik uygulamalari
sonucunda, D2z vitamini icerikleri sirasiyla %104, 173 ve
232 oranlarinda artmistir.

UV 151gin kullanimi sadece mikrobiyal inaktivasyon igin
degil, ayni zamanda yeni drlnlerin gelistiriimesi icin de
disundlmelidir. UV 1s1k uygulanan pastorize edilmis inek
sutd Avrupa Komisyonu tarafindan piyasada yeni gida
olarak nitelendirilmigtir. Pastorize sutlerin UV sk
isleminden gecirilmesinin, 7-dehidrokolesterolin D3
vitaminine donustirilmesiyle Ds vitamini (kolekalsiferol)
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konsantrasyonlarinda  bir artisa neden  oldugu
bildiriimektedir [61].
Kimyasal olarak etkileri disinda UV sik gidalarin

renklerinde de degisimlere sebep olabilmektedir. Bu
durum genellikle gézle goérilecek farkliliklar olusturmasa
da olgimlerle belirlenebildigi durumlar olusabilmektedir.
Meyve sularinda UV 1sik uygulamasiyla renk
degisikliklerinin  meydana gelmesi daha fazla
karsilagsilmis bir durumdur [62, 63]. Vurgulu UV isik
uygulamasinin da peynir 6rneklerinde renk degerlerini
degistirdigi ifade edilmistir [35]. Buna karsin, kasar
peynirine UV uygulamanin yiksek dozlarinda a* ve b*
degerlerinde hafif atis olmasina karsin, duyusal olarak
bu tespit edilememistir [34]. Wallner-Pendleton ve ark.
[64] Salmonella Typhimurium sayisini azaltmak igin
(%61 azalma) tavuk karkaslarina UV 1sik (825.6-864.0
W/m? dozlari) uygulamiglar ve karkas renginin olumsuz
bir sekilde etkilenmedigine dikkat cekmislerdir. Ayni
sekilde, Lacivita ve ark. [43] tarafindan Fiordilatte
peynirlerine  UV-C 1sik uygulanmasi  sonucunda
orneklerin renk, tekstir ve ylzey gortnus 6zelliklerinde
UV-C 1s1gin degisim yaratmadigi belirlenmistir.

UV 1sidin batin kati gidalarin ylzey uygulamalarinda
kullanilmasi mumkindir. Herhangi bir gida igin basarili
sonu¢ alinip alinamayacadr tamamen gidanin
Ozelliklerine, UV sistemine ve hedefe baghdir. Ayni gida
grubu icinde farkli renklere ve farkli yizey 6zelliklerine
sahip benzer gidalarda bile farkli sonuglar almak
olasidir. Dolayisiyla, sektdrde UV uygulama 6ncesinde
her bir gida igin galismalarin yapilarak gerekliliklerin
ortaya koyulmasi zorunludur.

YASAL DUZENLEMELER

Amerikan Gida ve llag Iidaresi, Saglik ve Iinsan
Hizmetleri Birimi; UV radyasyonun gidalarda yuzey
mikroorganizmalarinin  kontrolli, Uretimde kullanilan
suyun sterilizasyonu ve meyve sularinda insan kaynakl
patojenlerin ve diger mikroorganizmalarin azaltiimasi
amaciyla Kod 21CFR179.39'de tanimlanan spesifik
sartlar altinda onaylamistir [65]. Ayrica, bu kosullarin
253.7 nm'de %90 yayinim veren disik basingh civali
lambalar kullaniminda gegerli oldugunu bildirilmistir.

Avrupa Birligi'nde ise UV 1sik bir irradyasyon/iginlama
olarak kabul edilmigtir. irradyasyon uygulamasi sinirli
olmakla birlikte birgok Avrupa Ulkesinde izin verilmistir
[2]. Avrupa Birligi Komisyonu’na gore, irradyasyon eger
teknolojik olarak gerekli ise, saglik riski teskil etmiyor ve
tuketiciye yarar sagliyorsa, hijyen ve saglik ile iyi tUretim
ya da iyi tarim uygulamalarinin yerine ge¢memesi
kosuluyla kabul edilir [66]. Ancak, 1sina maruz birakilan
gida veya gida Dbilesenleri mutlaka etiketinde
belirtiimelidir. Ornegin; pastérize siitiin UV islemine tabi
tutulmasi ile D vitamini artirilan sit, yeni bir Grtin (novel)
olarak kabul edilmekte ve “UV uygulanmis sut” ve “UV
islemi sonucunda olugan D vitamini igerir” seklinde
etiketlenmektedir  [61]. Benzer olarak, UV Isik
uygulanmis ekmegdin de yeni bir Urln olarak Avrupa
Komisyonu tarafindan markette satisi kabul edilmigtir.
Uriin etiketinde “UV islemi sonucu olusan D vitamini
icerir’ ibaresinin bulunmasi zorunlulugu getirilmistir [67].
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Avrupa Gida Guvenligi Otoritesi (EFSA), UV isleminin
Avrupa Komisyonu tarafindan ©6ngorilen kosullarda
uygulanmasi durumunda, her iki Urinin de guvenli
oldugunu bildirmistir [63, 69]

Tuarkiye'deki yasal duzenlemeler incelendiginde ise,
Gida Isinlama Yoénetmeligi'nin  [68] 1999 yilinda
yayinlandigi, 2002 ve 2003 vyillarinda degisiklige
ugradigi gorulmektedir. S6z konusu yonetmelikte UV
IStk uygulamasina dair bir bilgi yer almamaktadir.
Avrupa Birligi Komisyonu'nda oldugu gibi Gida Isinlama
Yoénetmeligi'nde de 1sinlamanin teknolojik gereklilik
icermesi, saglk riski teskil etmemesi, tuketici
menfaatlerine uygun olmasi, iyi udretim veya tarim
uygulamalarinin ya da iyi hijyen uygulamalarinin yerini
almamasi gerekliligi vurgulanmigtir.

SONUG

UV i1sik uygulamasi, gida sanayisinde mikrobiyal yukin
azaltilmasi amaciyla kullanilan etkili bir ydntem olmakla
birlikte, dislk yatirm maliyeti, kimyasal alternatifi
olmasi nedeniyle pozitif tiiketici imaji ile kolay kullanim
avantajlariyla giin gegctikge kullanimi yayginlasmaktadir.
Gida sanayisinde gida ve gidayla temas eden tasiyici
bantlar, ekipman, saklama ve hazirlik alanlar ile gida
ambalajlarinin dezenfeksiyonunda UV 1sik uygulamasi
etkili olmaktadir. Ancak, UV is1din dusik penetrasyon
kapasitesi nedeniyle gidalarda kullanimi
sinirlanmaktadir ve Ozellikle kati gidalarda iginlarin
derine penetre olamamasi nedeniyle ylzey uygulamasi
olarak kullanimi daha basarili olmaktadir. Bu durumda
gidalarda mikroorganizmalarin ulasabilecegi baslica
lokasyon olan gida ylizeyinin dekontaminasyonunda UV
IS1k teknolojisi kullanilabilmektedir. uv IS1k
uygulamasiyla cesitli et, meyve ve sebzeler ile st
Urtnlerinin ylizeylerindeki mikrobiyal yukin azaltiimasi
saglanmaktadir. Ancak bu teknolojiyle mikrobiyal ytkin
azaltiimasi hedef alinirken 1s1gin gida kalitesi Uzerine
etkileri de g6z 6nunde bulundurularak hem mikrobiyal
inaktivasyonun saglandigi hem de Kkalitenin en az

degisime ugradigi  optimum uygulama kosullari
belirlenmelidir. Ayrica, gida ve mikroorganizma
cesitligine bagh olarak UV sk etkinligi  6nemli

seviyelerde degisebilmektedir. Dolayisiyla, UV 1s1gin
verimliligini etkileyen faktérler géz ardi edilmeksizin
uygulamalar gergeklestiriimelidir.
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Uziimsi meyveler aromatik maddeleri, gesitli mineral ve vitaminleri yogun miktarda icermesinden dolayi ézel éneme
sahip meyvelerdir. Ozellikle igerdikleri fenolik bilegikler nedeni ile insan saglig zerine olumlu etkileri bulunmaktadir.
Bu calismada Uzimsi meyvelerin proses optimizasyonu ile son udrinde istenilen fenolik bilesiklerin elde
edilebilecedini gbstermek amaglanmigtir. Ayrica bu derlemede, GzimsU meyvelerin fermantasyon uygulamalarinda
kullanimi ile ilgili yapilan galismalardan, fermantasyonun sonunda fenolik bilesiklerin miktarlarindaki ve profillerindeki
degisimlerden, fermantasyon cesitleri lzerine yapilan diger galismalardan ve fermantasyon isleminde yararlanilan
yeni uygulamalardan bahsedilmistir. Derlenen literatiir bilgilerine goére, Gzimsu meyvelerdeki fenolik bilesiklerin
fermantasyon tipine, kullanilan kiltirlere ve Uretim kosullarina gore degistigi ortaya ¢ikmistir. Bu bilgiler 1s1ginda
proses optimizasyonu ile Uriinde istenen fenolik bilesikler elde etmenin mimkin olabilecedi sonucuna ulasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Uziimsii meyveler, Fenolik bilesikler, Fermantasyon cesitleri

Changes in Phenolic Componds of Berries during Fermentation
ABSTRACT

Berries are important fruits because they contain high amounts of aromatic compounds, many minerals and vitamins.
Especially, phenolic compounds present in berries may have positive effects on human health. This study aims to
demonstrate that desired phenolic compounds in final products can be obtained via process optimization for berries.
Additionally, this study includes fermentation applications of berries, changes in phenolic profiles and concentrations
after fermentation, other studies concerning fermentation types and new fermentation applications. According to the
literature reviewed, it is evident that phenolic compounds in berries change by the type of fermentation, cultures used
and processing conditions. Under the light of the literature review, it might be concluded that it si possible to obtain
products with desired phenolic compunds by process optimization.

Keywords: Berries, Phenolic compounds, Fermentation types

GIRIS a) Gergek Uziimler: Meyve etli, sulu ve yumusaktirlar.
. Meyve igerisinde tohum bulunmaktadir. Ornek: Uziim,
Uziimst meyveler genel anlamda, Gzime benzeyen Frenk (zimi, Bektasi Uziimi, yaban mersini, kiiltir
meyve turleri igin kullaniimaktadir. Bu meyvelerin etli, mersini.

sulu, yumusak ve hos kokulu olmalari ve ayni zamanda

antioksidan kapasitelerinin diger meyvelere gore g¢ok b) Toplu Uziimler: Bu grupta yer alan meyveler ufak
daha ylksek olmasi en onemli Ozellikleridir. Uzimsl  birgok Giziimiin bir meyve ekseni iizerinde toplanmasiyla

meyveler botanik yapi farklihgi dikkate alindiginda Gg olusur. Ornek: Ahududu, bégiirtlen, miirver.
farkh grup igerisinde degerlendiriimektedir:
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¢) Yalanci Uziimler: Olgunlasan gigek tablasi {izerinde
her biri gercek meyve olan kuguk cevizlerin bulundugu
tardir. Ornek: Cilek ve kusburnu.

Uziimsii meyveler denildigi zaman daha c¢ok (iziim
(Vitis), cilek (Fragaria), ahududu ve boégurtlen (Rubus,)
frenk Gzumi ve bektasi izimuU (Ribes), yaban mersini,
kirmizi noktali yaban mersini, kultir yaban mersini,
bataklik yaban mersini (Vaccinium), kusburnu (Rosa),
kadintuzlugu (Berberis), ¢cakal erigi (Prunus) gibi cinsler
ve bunlara bagh turler akla gelmektedir [1].

Bu c¢alismada (zimsi meyvelerin fermantasyon
uygulamalari,  fermantasyonun  sonunda  fenolik
bilesiklerin profilleri ve miktarlarindaki degisimler ve bu
konuda yeni uygulamalar ele alinmistir.

ALKOL FERMANTASYONU

Alkol fermantasyonu sekerlerin mayalar tarafindan
oksijensiz ortamda etil alkol ve karbondioksite
pargalanmasi olarak tanimlanmaktadir. Alkol

fermantasyonuyla etil alkol ve karbondioksitin yanisira
gliserin, asetaldehit ve asetik asit gibi maddeler de
olusmaktadir.

Garcia-Parrilla ve ark. [2] tarafindan yapilan ¢alismada
arastirmacilar Gluconobacter japonicus gibi asetik asit
bakterileriyle meyvedeki glukozun glukonik asite
donudsmesinin saglandigi ve bdylece tatlandirici olarak
fruktozun korundugu glukonik fermantasyonla ve alkol
fermantasyonuyla  ¢gilekten  hazirlanan  fermente
iceceklerin  antosiyanin  kompozisyonlarini  tespit
etmiglerdir. Ayrica fermantasyon sonucu olusan
ardnlerin  antosiyanin bilesikleri Uzerinde glukonik
fermantasyonun ve alkol fermantasyonunun etkisini
tahmin etmeyi ve antosiyanin bilesiklerinin biyoaktif
potansiyellerini degerlendirmeyi amagclamiglardir.
Arastirmanin  sonucunda 11 antosiyanin bilesigi
tanimlanmis ve bu bilesiklerin miktarlar belirlenmis olup,
pelargonidin 3-glukosid ve bu bilesigin tlrevleri ana
bilesikler olarak tanimlanmigtir.  Ayrica  glukonik
fermantasyonu sonunda antosiyanin kompozisyonunun
korundugu, glukonik  fermantasyon ile Uretilen
iceceklerin alkol fermantasyonu ile Uretilen iceceklerden
daha yuUksek antioksidan aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmigtir.

Bir diger calismada Ohya ve ark. [3], Saccharomyces
cerevisiae'nin alkol Uretme performansini gelistirmeyi
amaglamiglardir. RIM15 geninde meydana gelen islev
kaybi Saccharomyces cerevisiae'nin alkol Uretme
yetenedini gelistirmesine ragmen stres kosullari altinda
¢ok faydali olmamaktadir. Bu yuzden arastirmacilar
tarafindan stres toleransini ve fermantasyon profilini
dengelemek igin RIM15’in 50’ tanimlanamayan bdlgesi
icerisine  glikoneogenik  genin(PCK1) promoterini
yerlestiriimistir. Calismanin sonunda PCK1 promoter'i
yerlestirilen susun, RIM 15 geni silinmig sustan,
tekrarlayan ve asir miktarda glikozun oldugu kosullar
altinda daha iyi alkol fermantasyonu performansi
gOsterdigi saptanmistir.

Soto-Cruz ve ark. [4] tarafindan yapilan g¢alismada
arastirmacilar Agave duranguensis’in alkolik
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fermantasyonundan izole edilen yerli mayalari segmeyi
ve agave bitkisinin 6z suyundan alkolik fermantasyonla
elde edilen bir alkolli igki olan mezcal'in Uretimi icin
karigik  kdltarleri  formile etmeyi amaglamiglardir.
Calismada % 75 S. cerevisiae ITD- 00185 ve %25 T.
delbrueckii ITD-00014a kangsik kiltir ile %100 K.
marxianus 1TD-00147 ve %100 S. cerevisiae ITD-00185
saf kiltirleri kullanilmistir. Arastirmanin sonucunda %75
S. cerevisiae ITD- 00185 ve %25 T. delbrueckii ITD-
00014a kullanilan karigik kaltdrin  verim, ugucu
bilesiklerin zenginligi ve duyusal test agisindan en iyi
sonuglari verdigi tespit edilmigtir.

Baska bir calismada Cardeal ve ark. [5], terra muzu
sirasinda enzim kullanmis, sirayi santrifijlemis ve siraya
kuru ve yas maya tirleri ilave etmislerdir. Arastirmacilar
alkol fermantasyonu Uzerinde uygulanan bu islemlerin
etkilerini kinetik parametreler ve ugucu organik bilesik
profili ile degerlendirmeyi amaclamiglardir. Aragtirmanin
sonucunda enzimatik islem, santrifijleme ve yas ticari
maya kullaniminin maksimum etanol verimi (%86) ve
etkinligi (%98) sagladigi ve ugucu organik bilesiklerin
konsantrasyonunun  fermantasyon kosullarina ve
kullanilan farkli mayalara goére degistigi gorilmugtar.
Ayrica ugucu organik bilesiklerin algilanma ve
miktarlarinin  belirlendigi limitlerin sirasiyla 0.056 ile
2.694 mg/L araliginda ve 0.057 ile 2.904 mg/L
araliginda degistigi saptanmistir. Elde edilen verilere
gOre en baskin ugucu organik bilesikler arasinda en gok
yuksek alkollerin ( 100 mL’lik susuz alkol bagina 353-
1017 mg) bulundugu tespit edilmistir.

Uziimsii meyve saraplar (izerine yapilan calismada
Johnson ve Mehjia [6], yaban mersini ve bdgurtlenden
yapilan meyve saraplarinin kimyasal kompozisyonunu
ve kalite parametrelerini kiyaslamayi ve degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Arastirmanin  sonucunda boégirtlen
saraplarinin ortalama polifenolik iceriginin
2212.5+£1090.3 mg/L ellagik asit esdegerligi, toplam
antosiyanin igeriginin 75.56+70.44 mg/L oldudu, yaban
mersini saraplarinin ise ortalama polifenolik igeriginin
1623.3+645.5 mg/L elajik asit esdegerligi, toplam
antosiyanin igeriginin 20.82+12.14 mg/L oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica briks degeri ile glikoz-fruktoz
konsantrasyonu (r=0.90), toplam asitlik ile malik asit
(r=0.90) ve toplam polifenoller ile antioksidan kapasitesi
(r=0.88) arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmistir.

Bir diger galismada Giaramida ve ark. [7], Candida
zemplinina maya susu Cz3 kullanimi ile karisik
fermantasyon igin yeni bir protokol gelistirmislerdir. S.
cerevisiae NDA21 ve S. cerevisiae ARO06 sarap
siralarina ayri ayri inokile edilmig, C. zemplinina Cz3 ve
S. cerevisiae NDA21 ile C. zemplinina Cz3 ve S.
cerevisiae ARO6 ise sarap siralarina birlikte inokile
edilmigtir. Calismada kirmizi saraplara Cz3 asilanmis ve
bu saraplar ticari Saccharomyces cerevisiae maya
suslari ile asillanan saraplarla ya da spontan
fermantasyonla elde edilen saraplarla kiyaslanmistir.
Arastirmanin sonucunda Cz3 ile Uretilen saraplarin ticari
maya suglariyla Uretilen saraplardan ve spontan
fermantasyonla Uretilen saraplardan daha dustk alkol
(%14.24 ve 14.23) ve daha fazla gliserol (12 ve 12.5
g/L) icerdigi tespit edilmistir.
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Uziimsii meyvelerin fenolik igerikleri ile ilgili yapilan
baska bir galismada Tuberoso ve ark. [8], ylksek seker
ve dusuk asitlik dizeyine sahip, ince kabuklu, iri taneli,
kirmizi sarap Uretiminde kullanilan ve c¢ogunlukla
Grenache olarak bilinen siyah Uzimden (Uretilen
Cannonau sarabinin, mersin meyvesi likoriiniin ve koca
yemis agaci (Arbutus unedo L.) ciceklerinden elde
edilen deli balin antioksidan kapasitelerini ve damar
gevsetici 6zelliklerini gesitli denemelerle degerlendirmeyi
ve fenolik icerikle bu aktiviteleri iliskilendirmeyi
amagclamiglardir. Arastirmanin sonuglari incelendiginde
yapilan in vitro testlerde Cannonau sarabi ve mersin
meyvesi likdrinin antioksidan igeriginin koca yemis
agaci deli balinin antioksidan igeriginin 2 kati oldugu
gOrulmustur. Bununla birlikte antosiyaninler agisindan
zengin olan Cannonau sarabi ve mersin meyvesi likori
icin malvidin-3-0-glukozit'in en fazla miktarda bulunan
antosiyanin oldugu tespit edilmistir. Petunidin-3-o-
glukozit ve delfinidin-3-0-glukozit en fazla miktarda
bulunan diger antosiyaninler olarak saptanmigtir. Ayrica
mersin  likérinde arabinoz tirevleri  bulunurken
Cannonau sarabinda bu turevlerin  bulunmadigi,
Cannonau sarabi ve mersin likoriiniin benzer flavonolleri
icerdigi, ancak glikozitlerin tiplerinde farkliliklar oldugu,
mirisetin-3-o0-arabinozitin sadece mersin likdrinde
bulundugu, kuersetin-3-o-glukuronid ve kaempferol-3-o-
glukozit'in ise sadece Cannonau sarabinda bulundugu
gorulmustur.

Uzimsii meyve ile (zimsii meyve sarabinin
kiyaslandigi bir ¢alismada Cho ve ark. [9], siyah
ahududundan (Rubus coreanus Miquel) sarap Uretimi
sirasinda antioksidan ve fenolik bilesiklerin icerigindeki
degisimleri izlemigtir. Arastirmanin sonucunda siyah
ahududunun toplam fenolik madde icerigi 165.0+11.8
mg GAE (gallik asit esdegerligi)/100 mL iken siyah
ahududundan sarap Uretimi sonucu olusan UrGindndn
toplam fenol igeriginin 240.0+5.7 mg GAE/100 mL
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte ham siyah
ahududunun toplam antosiyanin igeriginin 8.8+0.2 mg
CE (siyanidin esdegerlidi)/100 mL olarak bulundugu,
fermantasyonun sonunda olusan sarabin antosiyanin
iceriginin ise 9.840.9 mg CE/100 mL oldugu
bulunmustur. Ayrica siyah ahududu sarabinda galik asit,
tirosol, etil gallat, dihidroksi benzoik asit'in, siyah
ahududu meyvesinde ise benzoik asit, 4-hidroksi
benzoik asit, galik asit ve dihidroksi benzoik asit tespit
edilen fenolik bilesikler oldugu, galik asit ve dihidroksi
benzoik asitin hem siyah ahududu meyvesinde hem de
siyah ahududu sarabinda en fazla bulunan fenolik
bilesikler oldugu belirtilmigtir.

Saraplarin fenolik igeriklerinin kiyaslandigi c¢alismada
Ortiz ve ark. [10], ekvator bdgurtleni, yaban mersini ve
elma saraplarinin renk, fenolik bilesik ve antioksidan

aktivitelerinin  tespit edilmesi Uzerine arastirma
yapmigtir. Arastirmanin sonucunda bogurtlen
saraplarinin, boégurtlen ve elmalarin birlikte

fermantasyonuyla Uretilen saraplarin ve yabanmersini
saraplarinin toplam fenol igeriginin 854 ile 1400 mg
GAE/L arasinda degistigi, bogurtlenden yapilan
saraplarin en  yiksek monomerik  antosiyanin
konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bdgurtlenden yapilan saraplarin antioksidan iceriginin
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bdgurtlen ve elmalarin birlikte fermantasyonuyla Uretilen
saraplarin ve yaban mersininden yapilan saraplarin 2
kati antioksidan icerigine sahip oldugu, bdgurtlen
saraplarinda en fazla bulunan antosiyanin bilesiklerin
siyanidin-3-rutinozit (%62) ve siyanidin-3-glukozit oldugu
goralmastar.

ASETIK ASIT FERMANTASYONU

Asetik asit fermantasyonu, mayalarin fermente olabilir
sekerleri etanole donustirmesinin ardindan asetik asit
bakterilerinin oksijenli ortamda olusan etanoli asetik asit
ve suya donustirmesi olarak tanimlanmaktadir.

Farkli fermantasyon gesitlerini incelemek i¢in Ordoudi ve
ark. [11], nar suyunu alkol ve sirke fermantasyonuna
birakmis ve toplam fenolik madde miktarlarini, fenolik
madde profillerini ve antioksidan aktivitelerini taze nar
suyuyla kiyaslamiglardir.  Arastirmanin  sonucunda
toplam fenolik madde miktarinin fermantasyondan
etkilenmedigi, alkol fermantasyonu uygulanmis Grinin
antosiyanin miktarinin (12.8£1.3 mg/L) taze nar suyu
(130.1£1.4 mg/L) ve sirke fermantasyonu uygulanmis
nar suyundaki antosiyanin miktarindan(126.0£2.2 mg/L)
yaklasik 10 kat az oldugu, her iki fermente Urlnin
fenolik madde profilleri agisindan ayni olduklari,
antioksidan aktivitenin ise fermantasyonla dustigu, en
yuksek antioksidan aktiviteye fermente olmamis nar
suyunun (11.4+0.2 mM Troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi) sahip oldugu ve alkol fermantasyonu
(8.320.2 mM Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi)
uygulanan uriinln sirke fermantasyonuna (11.4+0.2 mM
Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) uygulanan
urinden daha ylksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur.

Asetik asit verimini artirmak igin Gullo ve ark. [12],
alkolli ve sekerli substratlarla sellloz Gretme yetenedgi
olmayan, alkolli ortamda gelisebilen asetik asit
bakterileriyle, statik ve daldirma fermantasyonla
kombine bir sekilde galisarak uygulanabilir asetik asit
fermantasyonu gerceklestirmeyi amaclamiglardir.
Arastirmanin sonucunda %8.00-9.00 (w/v) asetik asit
konsantrasyonunda drin elde edilmis ve batik
fermantasyon éncesinde segilen starter kiltirtin geligimi
icin uygun ortamin batik fermantasyon isleminden 6nce
yapilan kuglk olgek kesikli fermantasyon ve statik
fermantasyonla saglandidi tespit edilmistir.

Bir diger calismada Tanino ve ark. [13], oksidatif
fermantasyona  mikrobiyal yakit hicresi (MFC)
teknolojisinin yeni bir uygulamasiyla yararl bir madde ve
elektrigin birlikte Gretimi Uzerine arastirma yapmislardir.
Arastirmanin sonucunda basarili bir sekilde elektrik ve
sirke Uretimi yapilmis, sirke fermantasyonuyla elde
edilen asetik asit verimine (%75.8) yakin (%73.1) veya
daha fazla oranda (%89.9) asetik asit verimi saglandigi,
acik cevrim voltajinin ise fermantasyonun baslamasiyla
birlikte fermantasyonun sonuna kadar artis gosterdigi
tespit edilmistir.

Asetik asit verimini arttirmak igin arastirma yapan
Mounir ve ark. [14], asetik asit bakterilerini elma ve
kaktlis meyvelerinden izole etmisler, biyoreakttrde
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asetik asit fermantasyonu sirasinda isiya dayanikli
asetobakter suslari ile glukonik ve asetik asitlerin es
zamanli  Uretimini  amaclamiglardir.  Arastirmanin
sonucunda elmadan izole edilen asetik asit bakterileriyle
%7.64 (w/v), kaktis meyvelerinden izole edilen asetik
asit bakterileriyle ise %710.08 (w/v) asetik asit
konsantrasyonunda Urin elde edildigi saptanmistir.
Ayrica kaktus meyvesinden izole edilen asetik asit
bakterilerinin ayni anda asetik asit ve glikonik asit
uretebildigi ve etanol yikimina(ethanol depletion) daha
az duyarh oldugu bulunmustur.

Asetik asit Uretimi ile ilgili yapilan diger bir ¢calismada Li
ve ark. [15], asetik asit bakterileri ve mayalarin sinerjik
etkisi altinda gida atiklarindan  mikro-aerobik
fermantasyon ile asetik asit Uretimini arastirmiglardir.
Arastirmacilar asetik asit Uretimi igin inokulasyon
yapilmayan, maya inokule edilen, asetik asit bakterileri
inokule edilen ve hem asetik asit bakterileri hem de
maya inokule edilen 4 fermente Uretim
gerceklestirmislerdir.  Arastirmanin  sonucunda en
yuksek asetik asit tretiminin asetik asit ve maya inokile
edilen Uretimde oldugu gorilmustir (25.88 g/L).

Bagka bir calismada ise Ehsanipour ve ark. [16],
Moorella thermoacetica ATCC 39073 suslariyla
lignoselilozik sekerlerin asetik asite biyolojik dondsumu
Uzerine g¢alisma yapmislardir. Arastirmanin sonucunda
Moorella thermoacetica ATCC 39073 susunun 72 saatlik
bir fermantasyon siresi icinde bugday samani, orman
artiklari, dalh dart ve seker kamigindan olusan
hidrolizattaki lignoselilozik seker karisiminda bulunan
tim glikozu ve ksilozu etkili bir sekilde asetik asite
fermente edebildigi, arabinozun %62'sini, galaktozun
%49'unu ve mannozun ise %66'inI fermente edebildigi
tespit edilmistir.

Ren ve Qiu [17] yaptiklari galismada, misir samanini
asetik asitle muamele ettikten sonra buharla patlatmis
(ASCS) ve es zamanl sakarifikasyon ve fermantasyon
(SSF) yaparak Ethanoligenens harbinense B49 ile
biyolojik hidrojen Uretiminde asetik asitin ve enzim
yuklemesinin (selulaz) etkisini arastirmiglardir.
Arastirmanin sonucunda asetik asit konsantrasyonuyla
hidrojen veriminin arttigi enzim yiklemesiyle ise dnce
hidrojen veriminin arttiy1 daha sonra ise azaldigi tespit
edilmigtir. Ayrica enzim ylklemesinin asetik asit
konsantrasyonunda daha o6nemli bir faktoér oldugu
bulunmustur.

LAKTIK ASIT FERMANTASYONU

Laktik asit fermantasyonu, oksijensiz  ortamda
heterofermantatif laktik asit bakterileri tarafindan
glukozun laktik asit, asetik asit, etil alkol ve CO:'e
dondstirildigli fermantasyon gegididir.

Bir calismada, kiraz bitkisinden elde edilen laktik asit
bakterilerinin  tanimlanmasi, karigik endojen starter
kilturan segimi ve inflizyon ile koklerinden eklenen kiraz
plresinin igslenmesi igin protokolin hazirlanmasi
amagclanmistir. Arastirmanin sonucunda kabul edilebilir
Urin elde edilmesi, Urinin besinsel, antioksidan ve
duyusal o6zelliklerinin korunmasi icin otokton laktik asit
bakterileri segiminin ve kok inflizyonu eklenmesinin tatli
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kirazlarin islenmesinde alternatif bir teknolojik secenek
sunacag! tespit edilmistir [18].

Baska bir calismada ise, iki laktik asit bakterisi ile
agilanan Tempranillo Rioja saraplarinin malolaktik
fermantasyonu Uzerine bir ¢galisma yapilmis ve spontan
malolaktik fermantasyon ile sonuglar kiyaslanmistir.
Arastirmanin sonucunda kaliteli saraplar igin en uygun
starter kultarln secilmesi gerektigi ve biyojenik aminlerin
olusumunu 6nlemek icin siradaki ve saraptaki amino asit
iceriginin kontrol edilmesi gerektigi Uzerinde durulmustur
[19].

Bir bagka calismada ise Vitis vinifera L.’den 3 farkl
bitkinin yapraklari tGizerinde laktik asit fermantasyonunun
degerlendiriimesi  Uzerine  arastrma  yapilmigtir.
Arastirmanin sonucunda fermantasyon profili ve duyusal
Ozellikler agisindan fermantasyon icin Tirkiye'de yetisen
Eksikara, Hesapali ve Siyah pekmezlik Gzim asmasi
yapraklarinin uygun oldugu tespit edilmistir [20].

Laktik asit bakterilerinin poptlasyon dinamiklerinin
incelendigi diger bir calismada laktik asit bakterileri
turlerinin cesitliligi arka arkaya G¢ yll La Rioja'da bir
saraphanede Tempranillo sarabinin alkol ve malolaktik
fermantasyonu sirasinda analiz edilmigtir. Arastirmanin
sonucunda malolaktik fermantasyonu siresinde, laktik
asit bakterileri tlrlerinde ve Oenococcus oeni
genotiplerinin gesitliliginde farklar oldugu bununla birlikte
Oenococcus oeni'nin en baskin tur oldugu goérilmuastir
[21].

Nar suyunun fermantasyonu igin laktik asit bakterilerinin
kullanildigi bir diger calismanin amaci nar suyunun
fermantasyonu sirasinda nar suyunun substrat
metabolizmasinin ve secilen Lactobacillus plantarum, L.
delbruekii, L. paracasei, L. acidophilus probiyotik laktik
asit bakterilerinin biyime hizinin arastirilmasi ve soguk
ortam kosullarinda canliliklarinin degerlendiriimesidir.
Aragtirmanin  sonucunda L. paracasei ve L.
acidophilus'in  nar gibi ylksek asitli gidalarda
kullanilmamasi gerektigi, L.plantarum ve L. delbruekii
suslarinin ise nar suyunda probiyotik kiltir olarak soguk
depolamada sinirli bir zaman ile kullanilabilecegi tespit
edilmigtir [22].

Bu calismalarin disinda vyapilan diger calismada,
fermente  nar suyunun  mikrobiyolojik, besinsel,
antioksidan, renk ve duyusal o6zelliklerinin karakterize
edilmesi ve periferik kan monontkleer hicrelerine ve
K562 timor hicrelerine karsi biyolojik aktivitelerin in
vitro olarak degerlendirilmesi amaclanmistir.
Arastirmanin sonucunda domatesten izole edilen POM1
ve C2 Lactobacillus plantarum suslarinin ya da LP09
Lactobacillus plantarum susunun ve ticari LP09
Lactobacillus  plantarum  susunun  nar suyunun
fermantasyonu igin yeni bir teknoloji se¢cenegdi sundugu,
polifenollerce zengin olan narin saglhga yararl, duyusal
ve koruyucu 6zelliklerinden tamamen yararlanilabilecegi
ve yeni fonksiyonel igeceklerin Uretimine Oncllik
edebilecegi gorilmustir [23].

Bir diger calismada ise fonksiyonel madde, besin
takviyesi veya farmasotik preparat Uretme bakis agisiyla
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mersin meyvesinin antioksidant 6zelliklerini gelistirmek
igin laktik asit bakterilerinin kullanimi amaglanmistir.
Arastirmanin sonucunda mersin meyvesinin laktik asit
fermantasyonuyla fonksiyonel gida diyet takviyeleri ya
da farmasotik preparatlar olarak kullaniminin mimkin

oldugu goérilmustur [24].

V. vinifera cv. Tannat Uzim sirasinin
bakterileri ve mayalarla fermente edildigi

laktik asit
bir diger

calismada ise maya ve bakterinin es zamanli asilandigi,
mayanin ilk olarak asilandigi ve bakterinin 3 gln sonra

asilandigi

ve mayanin ardindan bakterinin alkol

fermantasyonu bitmeye yaklastigi zaman asilandigi G¢

farkli

sekilde maya/bakteri kombinasyonlarinin

performansi kiyaslanmigtir. Arastirmanin sonucunda,
hi¢ SO2 eklenmeden veya dlsiik miktarda SOz eklenen
siralarda erken inokllasyonla bakterilerin
poptilasyonunda g¢ogalma beklenebilecegi ve fermente
olan mayalarin spesifik suslarini bakterilerin negatif
olarak etkileyebilecegi, bakteri maya kombinasyonu ve
inokulasyonun yapilma zamaninin diginda siraya en
elverigli  kosullarda inokile edilecek bakterilerin
miktarina da 6nem verilmesi gerektigi saptanmistir [25].

Bu makalede s6zi gegen galismalar ve sonuglari Tablo
1'de 6zetlenmisgtir.

Tablo 1.Farkli fermantasyon cesitleri ile ilgili yapilan calismalar ve sonuglari

Kaynak Arastirmanin Konusu

Arastirmanin Sonuglari

(2]

(3]
(4]

(5]

(6]

[7]

(8]

9]

(10]

(11]

Cilekten hazirlanan fermente iceceklerin antosiyanin
kompozisyonu ve glukonik ve alkolik
fermantasyonun antosiyanin bilesikleri Gzerine etkisi
Yiksek alkol fermente etme yetenegine sahip stres
toleransli maya suslar gelistirme

Agave duranguensis'in alkolik fermantasyonundan
izole edilen yerli mayalarin secilmesi ve Mezcal
Uretiminde  kullanmak i¢in  karnigik  kdltlrdn
olusturulmasi

Terra muzunun alkol fermantasyonunda maya
turlerine santrifiij ve enzimatik islemin etkisi

Yaban mersini ve boégurtlenden yapilan meyve
saraplarinin  kimyasal kompozisyonunu ve Kkalite
parametrelerinin kiyaslanmasi

Candida zemplinina maya susu Cz3'Un kirmizi
saraplara asilanmasi ve elde edilen sarabin ticari
Saccharomyces cerevisiae maya suslari ile asilanan
saraplarla ve spontan fermantasyonla elde edilen
saraplarla kiyaslanmasi

Cannonau sarabi, mersin meyvesi likori ve cilek
agaci balinin antioksidan kapasitesi ve damar
gevsetici Ozelliklerinin fenolik icerikleriyle
degerlendiriimesi

Siyah ahudududundan sarap Uretimi
antioksidan ve fenolik bilesiklerin
degisimler

sirasinda
icerigindeki

Ekvator bogdrtleni, yaban mersini ve elma
saraplarinin renk, fenol ve antioksidan aktivitelerinin
tespiti

Nar suyunun alkol ve sirke fermantasyonuna
birakilmasi ve toplam fenolik madde miktarlarinin,
fenolik madde profillerinin ve  antioksidan
aktivitelerinin taze nar suyuyla kiyaslanmasi

Pelargonidin 3-glukosit ve bu bilesigin tlrevleri antosiyanin
kompozisyonu, glukonik fermente icecekler alkolik fermente
iceceklerden daha yliksek antioksidan aktivitesine sahip.
Geligtirilen sus, RIM 15 silinmis sustan daha iyi alkol
fermantasyonu performansina sahip.

En iyi sonuglarin %75 S. cerevisiae ITD- 00185 ve %25 T.
delbrueckii ITD-00014a 'den olusan karisik kdltirden elde
edilmesi.

Enzimatik islem, santrifiij ve islak ticari mayanin kullanimi
ile maksimum etanol verimi (%86) ve etkinliginin (%98) elde
edilmesi, ugucu organik bilesiklerin algilanma ve
miktarlarinin limitlerinin sirasiyla 0.056-2.694 ve 0.057-
2.904 mg/L olarak bulunmasi, en ¢ok bulunan ugucu
organik bilesiklerin ylksek alkoller (100 mL'lik susuz alkol
basina 353 -1017 mg) olmasi

Bogirtlen saraplari ortalama polifenolik igeriginin litre
basina 2212.5+1090.3 mg elajik asit esdegerlidi, toplam
antosiyanin igeriginin 75.56170.44 mg/L, yaban mersini
saraplar ortalama polifenolik igeriginin litre basina
1623.3+645.5 mg elajik asit esdegerligi, toplam antosiyanin
iceriginin 20.82+12.14 mg/L olarak bulunmasi.

Cz3 ile Uretilen saraplarin daha disik alkol (%14.24 ve
14.23) ve daha fazla gliserol(12 ve 12.5 g/L) iceridine sahip
olmasi.

Cannonau sarabi ve mersin meyvesi likori antioksidan
iceriginin gilek agaci balininkinin 2 kati olmasi, Cannonau
sarabi ve mersin meyvesi likérl igin malvidin-3-0-glukozit'in
en fazla miktarda bulunan antosiyanin olmasi.

Siyah ahududu toplam fenol igerigi 165.0+11.8 mg GAE/100
mL ve siyah ahududundan sarap uretimi sonucu olusan
Urindndn toplam fenol igerigi 240.0+5.7 mg GAE/100 mL.
Siyah ahududunun toplam antosiyanin igerigi 8.8+0.2 mg
CE/100 mL, fermantasyonun sonunda olugsan sarabin
antosiyanin igerigi 9.8+0.9 mg CE/100 mL

Bogurtlenden yapilan  saraplarin  antioksidan igerigi,
bogirtlen ve elmalarin birlikte fermantasyonuyla Uretilen
saraplarin ve yaban mersininden yapilan saraplarin 2 kat
kadar antioksidan igerigine sahip.

Alkol fermantasyonu uygulanmis Grtuiniin antosiyanin miktari
(12.8£1.3 mg/L) taze nar suyu(130.1+1.4 mg/L) ve sirke
fermantasyonu uygulanmis nar suyundaki antosiyanin
miktari(126.0+2.2 mg/L), fermente olmamis nar suyu
antioksidan  aktivitesi(11.4+t0.2 mM  TEAC) alkol
fermantasyonu (8.3+0.2 mM TEAC) uygulanan nar suyunun
antioksidan aktivitesi, sirke fermantasyonu (11.4+£0.2 mM
TEAC) uygulanan urlinin antioksidan aktivitesi.
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Tablo 1.Farkh fermantasyon cesitleri ile ilgili yapilan ¢alismalar ve sonuglari (Devam)

Kaynak Arastirmanin Konusu

Arastirmanin Sonuglari

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

(24]

(25]

Alkolli ortamda gelisebilen asetik asit bakterileriyle,
statik ve batik fermantasyonla kombine bir sekilde
calisarak uygulanabilir asetik asit fermantasyonu
gergeklestirme

Mikrobiyal yakit hiicresi (MFC) teknolojisinin yeni bir
uygulamasiyla yararli maddelerle elektrigin birlikte
dretimi

Asetik asit bakterilerinin  elma ve kaktls
meyvelerinden izolasyonu ve asetobakter suslan ile
glukonik ve asetik asitlerin es zamanli Uretimi

Asetik asit bakterileri ve mayalarin sinerjik etkisi ile
gida atiklarindan mikro-aerobik fermantasyon ile
asetik asit tretimi

Moorella thermoacetica ATCC 39073 suslarnyla
lignoselillozik sekerlerin  asetik asite biyolojik
dondsimu

Misir samaninin asetik asitle muamele edildikten
sonra buharla patlatimasi (ASCS) ve es zamanli
sakarifikasyon ve fermantasyon (SSF) vyaparak
Ethanoligenens harbinense B49 ile biyolojik hidrojen
uretiminde asetik asitin ve enzim ylklemesinin
(selllaz) etkisinin arastiriimasi

Karisik endojen starter kiltlriin segimi ve inflizyon
ile kdklerinden eklenen kiraz plresinin islenmesi icin
protokolln hazirlanmasi

iki laktik asit bakterisi ile asilanan Tempranillo Rioja
saraplarinin malolaktik fermantasyonu ve spontan
malolaktik fermantasyon ile sonuglarin kiyaslanmasi
Vitis vinifera L.'den 3 farkli bitkinin yapraklar
Uzerinde laktik asit fermantasyonunun
degerlendiriimesi

Laktik asit bakterileri turleri gesitliliginin arka arkaya
u¢c yil Tempranillo sarabinin alkol ve malolaktik
fermantasyonu sirasinda analiz edilmesi

Nar suyunun substrat metabolizmasinin ve segilen
Lactobacillus plantarum, L. delbruekii, L. paracasei,
L. acidophilus probiyotik laktik asit bakterilerinin
blyime hizinin arastiriimasi ve soguk ortam
kosullarinda canliliklarinin degerlendiriimesi
Fermente nar suyunun mikrobiyolojik, besinsel,
antioksidan, renk ve duyusal &zelliklerinin
karakterize edilmesi ve periferik kan mononikleer
hicrelerine ve K562 tiimor hiicrelerine karsi biyolojik
aktivitelerin in vitro olarak degerlendiriimesi

Fonksiyonel madde, besin takviyesi veya farmasotik
preparat Uretme bakis agisiyla mersin meyvesinin
antioksidant &zelliklerini gelistirmek igin laktik asit
bakterilerinin kullaniimasi

Siilfatsiz Tannat Uziim sirasinin maya ve bakterinin
es zamanli asilandigi, mayanin ilk olarak asilandigi
ve bakterinin 3 giin sonra asilandi§i ve mayanin
ardindan bakterinin alkol fermantasyonu bitmeye
yaklastigi zaman asilandigi G¢ farkli sekilde
maya/bakteri kombinasyonlarinin performansi

%38.00-9.00 (w/v) asetik asit konsantrasyonunda Urln.

Basarili bir sekilde elektrik ve sirke Gretimi, sirke
fermantasyonuyla elde edilen asetik asit (%75.8) verimine
yakin (%73.1) veya daha fazla oranda (%89.9) asetik asit
verimi.

Elmadan izole edilen asetik asit bakterileriyle %7.64 (w/v),
kaktis meyvelerinden izole edilen asetik asit bakterileriyle
ise %10.08 (w/v) asetik asit konsantrasyonunda urin.

En yilksek asetik asit Uretimi asetik asit ve maya inokule
edilen Uretim (25.88 g/L).

72 saatlik bir fermantasyon siresi icinde bugday samani,
orman artiklari, dalli dari ve seker kamisindan olusan
hidrolizattaki lignoseliilozik seker karisiminda bulunan tim
glikozun ve ksilozun etkili bir gekilde asetik asite
fermantasyonu, arabinozun % 62'sinin, galaktozun
%49'unun ve mannozun ise % 66'inin fermantasyonu.
Asetik asit konsantrasyonuyla hidrojen veriminin artmasi,
enzim yuklemesiyle ise 6nce hidrojen veriminin artmasi
daha sonra azalmasi.

Besinsel, antioksidan ve duyusal 6zellikleri koruyan endojen
laktik asit bakterilerinin secilmesinin alternatif bir teknolojik
segenek sunacagi

Biyojenik aminlerin olusumunu &nlemek icin siradaki ve
saraptaki amino asit iceriginin kontrol edilmesi gerektigi

Eksikara, Hesapali ve Siyah pekmezlik Uzim asmasi
yapraklarinin fermantasyon igin uygun olmasi.

Malolaktik fermantasyonu sirasinda, laktik asit bakterileri
turlerinde ve Oenococcus oeni genotiplerinin gesitliliginde
farklar olmasi, Oenococcus oeni'nin en baskin tir olmasi.

L. paracasei ve L. acidophilus'in nar gibi ylksek asitli
gidalarda kullanilmamasi gerektigi, L.plantarum ve L.
delbruekii suslarinin ise nar suyunda probiyotik kiltir olarak
soguk depolamada sinirli bir zaman ile kullanilabilecegi.

Domatesten izole edilen POM1 ve C2 Lactobacillus
plantarum suslarinin ya da LP09 Lactobacillus plantarum
susunun ve ticari LP09 Lactobacillus plantarum susunun
nar suyunun fermantasyonu i¢in yeni bir teknoloji secenegi
sundugu, polifenollerce zengin olan narin sagliga yararh,
duyusal ve koruyucu ozelliklerinden tamamen
yararlanilabilecegi.

Mersin meyvesinin laktik asit fermantasyonuyla fonksiyonel
gida diyet takviyeleri ya da farmasotik preparatlar olarak
kullaniminin mimkdan olmasi.

Hic SO2 eklenmeden veya disiuk miktarda SOz eklenen
siralarda erken inokilasyonla bakterilerin popilasyonunda
¢ogalma beklenebilecegi.
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SONUG

Uziimsi meyvelerdeki fenolik bilesiklerin fermantasyon
ile degisimi Uzerine yapilan c¢alismalarda UzUmsu
meyvelerin fenolik iceriginin fermantasyon cesidine goére
degisebilecegi, farkh  fermantasyon ¢esitlerinden
yararlanarak Uzimsli meyvelerden uretilen igceceklerin
icerisinde bulunan ve tlketicileri cezbeden bilesiklerin
korunabilecegi gorulmugstir. Bununla birlikte UzUmsu
meyvelerin fermantasyonu ile Uretilen iceceklerdeki
fenolik profilin farkli fermantasyonlar uygulanarak kontrol

edilebilecegi ve iceceklerin Uretiminde kombine
fermantasyon metodlari uygulanabilecegi ifade
edilmistir.

Ayrica 06zellikle antosiyaninler gibi fenolik maddeler
acisindan oldukga zengin olan UzUmsU meyvelerin
fermantasyonu sonucu olusan Uriiniin saf meyveye goére
toplam fenol iceridinin daha ylksek oldugu, fenolik
profilinin ise saf meyveden farkli oldugu gorilmus ve
fermantasyon kosullarinin degismesi ile fenolik profilin
degisebilecedi saptanmistir.

Uzimsii meyvelerde fermantasyonun fenolik profil
Uzerine etkisi konusunda diger bir énemli husus ise
uygun kiltir segimidir. Bu konu Uzerine yapilan bir cok
arastirmada fermantasyon ic¢in uygun kultir seciminin
fermantasyonun sonunda olusan Urtnin fenolik profilini
ve fenolik madde miktarini etkiledigini ortaya koymustur.
Ayrica en iyi fenolik profilin elde edilebilmesi i¢in karisik
kiltur kullanilabilecegi, farkli kaltirlerin kullaniimasi ile
olusan urindn fenolik profilinin kontrol edilebilecegi ve
gen modifikasyonundan faydanilarak
mikroorganizmalarin geligimi igin zor kosullarda bile
fenolik madde miktari yiksek ve fenolik profil agisindan
zengin Urln uUretilebilecedi gorulmustar.

Tdm bu cahgmalar 1siginda UzUmsu meyvelerin
fermantasyona maruz birakilmasi sonucu olusan son
ariinin proses optimizasyonu ile istenen profilde elde
edilebilecegi, fenolik profilinin geligtirilebilecedi, karisik
kaltir veya kombine fermantasyon tekniklerinden ve gen
modifikasyonundan  yararlanilabilecedi  arastirmalar
tarafindan belirtiimektedir.
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Hayvanlar alemi igin énemli besin kaynaklarindan olan tahillarda, baklagillerde ve yagl tohumlarda fosfatin temel
depo formu fitik asittir. Basit mideli hayvanlar ve insanlar gastrointestinal fitaz enziminden yoksun olduklari igin fitati
tam olarak pargalayamaz ve fitat fosfatindan yararlanamazlar. Ayrica, fitik asit beslenme karsiti bir etki de
gostermektedir, ¢lnkii bazi metal iyonlar ve proteinlerle fizyolojik pH degerlerinde ¢éziinmeyen kompleksler
olusturarak bunlarin biyolojik kullanimini engellemektedir. Beslenme karsiti etkisi, yapisindaki fosforun kullanilamayip
atilmasiyla olusan gevresel kirlilik ve gidalara ekstra fosfor ekleme gereksinimini ortaya gikartmasi sebebiyle fitik asitin
fitaz enzimleri tarafindan defosforilasyonu oldukga 6énemlidir. Fitazlar endustriyel olarak 6zellikle yem ve gida sanayi
olmak Uzere ¢ok cesitli alanlarda kullanima sahiptirler. Farkli kaynaklardan elde edilebilen fitaz enzimleri igerisinde
endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalar icin en uygun olanlari mikrobiyal fitazlardir. Termofilik funguslarin Urettigi
fitazlar, genis pH araliginda aktif olma, ylksek spesifik aktivite ve 6zellikle endistriyel proseslerde uygulanan yiksek
sicakliklarda aktivitesini kaybetmemesini saglayan termostabilite gibi 6zelliklere sahiptirler. Bu ylizden mikrobiyal
fitazlar arasinda oldukga 6nemli bir yere sahiptirler. Bu derlemede, fitaz enziminin 6zellikleri, beslenme, insan saghgi,
cevresel agidan 6nemi ve fitaz kaynaklari, kullanildigi alanlar ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Fitaz, Termostabil enzimler, Fungal fitazlar, Fitat

Phytases: Their Effects on Environment, Nutritional and Biotechnological Importance
ABSTRACT

Phytic acid is the primary storage form of phosphate in cereals, legumes and oilseeds, which are the principal
components of animal feeds. Because of the lack of gastrointestinal phytase enzyme, monogastric animals and
human are unable to digest phytate completely and do not benefit the phosphate of phytates. Furthermore, phytic acid
shows anti-nutritive effect because it forms non-soluble complexes with some metal ions and proteins at physiologic
pH values that prevent their bioavailability. Because of the anti-nutritive effect, the need for extra phosphorus addition
to feeds and formation of environmental pollution due to excretion of phosphorus in its structure that cannot be used,
de-phosphorulation of phytic acid by phytase enzyme is very important. Industrially, phytases have to be used in
various fields especially in feed and food industries. Among phytase enzymes obtained from different sources,
microbial phytases are the most appropriate ones for industrial and biotechnological applications. Phytases produced
by thermophilic fungi have several features such as activity at a wide pH range, high specific activity and especially
thermostability at high temperatures applied in industrial processes. So they have very important place among
microbial phytases. In this review, properties of phytase enzyme, precautions for human nutrition and health and
environment, sources and uses of phytases are discussed.

Keywords: Phytase, Thermostable enzyme, Fungal enzyme, Phytate
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GiRiS
Enzimler canli hicrede meydana gelen kimyasal
tepkimeleri katalizleyen veya dizenleyen

biyokatalizérlerdir. Organizmadaki organik molekdillerin
yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi fizyolojik
olaylar enzimler yardimiyla yurutilmektedir [1]. Enzimler
biyolojik reaksiyonlari katalize ettikleri icin
biyokatalizoérler ve kimyasal kataliz yoéniinden mikro
heterojen katalizorler olarak adlandirilabilirler [3]. Enzim
orneklerinin spesifik aktivitelerini tanimlamak igin “enzim
birimi” veya “Unitesi” terimleri kullaniimaktadir. Enzim
birimi (U) dakikada 1 mikromol substrat dénisimini
katalizleyen miligram enzim miktari olarak
tanimlanmaktadir [4].

Endustride kullanilan enzimler mikroorganizma, bitkisel
ve hayvansal kaynakli olabilmektedir [5]. Hayvansal
kaynakl enzimler genellikle tavuk yumurtalarinin beyazi,
domuz midesi, pankreas, gevis getirenlerin karin bolgesi
gibi yenilebilen organlardan izole edilebildigi igin insan
yiyeceklerinin hazirlanmasinda uzun zamandan beri
kullaniimaktadir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen
biyoteknolojik enzimler, yenilebilir bitkilerden elde
edilebilmektedir. Mikrobiyal enzimler ise bakteriler,
mayalar ve mikrofunguslar kullanilarak Uretilmektedirler

[6].

Endlstriyel alanda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
¢ok  yuksek olmasi, istenmeyen yan  Urln
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari ve fazla

miktarda elde edilebilmeleridir [5]. Ayrica
mikroorganizmalar  tarafindan uretilen  enzimler
mikroorganizmalarin Ozelliklerine bagli olarak gesitli

niteliklere sahip olabilmektedirler. Bu &zellikler de
onlarin ayni gruptaki enzimlerden ayrilip 6n plana
¢tkmalarini saglamaktadir. Bu 6zelliklerden bir tanesi de
termostabilitedir ve bu 06zellik endulstriyel proseslerde
oldukga 6nemlidir.

1990’larda molekuler biyolojik tekniklerin kullaniimasi ve
gelismesi ile genetik analizlerin 6ndnin agiimasi,
rekombinant Uretimin  baslamasi carpici  sekilde
termostabil enzim alanindaki galismalarin artmasina
sebep olmustur. Bu durum ayni zamanda termal
cevrelerden birgok mikroorganizmanin izole edilmesini
tesvik etmistir. Termostabil enzimler endustriyel
proseslerin siklikla kismen sgsiddetli kosullarina karsi
koyabilen gucli bir katalizor alternatifi sunmaktadirlar

[71.

Glndmuz diinyasinda, cesitli biyorafinerilerde
uygulanan proseslerin bir ¢odu yuksek sicakliklarda
stabil olabilen enzimleri igermektedir. Bu termostabil
enzimler  c¢ogunlukla  mikroorganizmalardan  elde
edilmektedir. Bir enzim veya proteinin termostabil olarak
tanimlanmasi igin secilen ylksek sicaklikta (>55°C)

uzun bir yari Omre sahip olmasi gerekmektedir.
Termofilik  organizmalarin  extraselliler  enzimleri
genellikle  ylksek termostabilite  gdstermektedir.
Termostabil enzimlerin biyoproseslerde secilmesinin
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sebepleri organik solventlere ylksek tolerans, oda
kosullarinda uzun slre saklama, disuk kontaminasyon
riski ve tabii ki ham maddelerin 6n islemleri sirasinda
uygulanan vyuksek sicakliklara kargi dusik aktivite
kayiplarini saglayan termostabilitedir. Ayrica
termostabilite  kolay  karisma, ylksek substrat
¢ozunurligu, yuksek kitle transfer orani gibi 6zellikleri
de yaninda getirmektedir [7]. Ayrica termostabil fungal
enzimlerin birgogu ekstraselller olmalarindan dolayi
kullanim kolayhdi ve dusuk maliyet saglamaktadir.
Ekstraselller termostabil fungal enzimlerin bazilari
proteaz, lipaz, a-amilaz, glukoamilaz, selllaz, ksilanaz,
lakkaz ve fitazdir [8].

Fitik asidin defosforilasyonunu saglayan fitazlar, son
yillarda o6zellikle beslenme, g¢evreyi koruma ve insan
saghgi agisindan 6n plana ¢ikmistir. Yiksek sicakliklara
dayanikl termostabil fitazlara yem Uretimi, gida isleme,
kagit yapimi ve bunlar gibi bir ¢ok endustriyel proseste
gereksinim oldugu belirtilmigtir [9, 7]. Bu derleme
kapsaminda fitaz enziminin 6zellikleri, kullanim alanlari,
fitaz kaynaklari ve ayrica enzimin substrati olan fitik
asidin  ozellikleri, fitaz ile iliskilerine bagli olarak
beslenme Uzerine etkisi, insan saghgi, cevreye
acisindan énemi ele alinmistir.

FITAZ ENZIMI

Fosfatazlar, bircok organo-fosfat bilesiklerindeki
monofosfoester baglarinin pargalanmasini katalizleyen
enzimlerdendir. Ancak bu enzimler fitik asit icindeki
monofosfoester baglarini hidrolize edemez. Fitik asidin
(myo-inositol  1,2,3,4,5,6 hexakis-dihidrojen fosfat)
hidrolizi oldukga ©nemli oldugu icgin, fitk asidi
hidrolizleyen enzim sinifina fitazlar denmistir. Son 20
yildir fitazlar, beslenme, g¢evrenin korunmasi ve insan
saghgl acgisindan o6nemli enzimlerden birisi haline
gelmistir. Fitaz (myo-inositol hexakisfosfat fosfohidrolaz)
myo-inositol hexakisfosfat'in (fitik asit), inorganik mono
fosfat ve dislik myo-inositol fosfatlar ve bazi durumlarda
serbest myo-inositol’e hidrolizini katalizlemektedir. Bu
enzim kademeli olarak fitatin inositol merkezindeki
ortofosfat gruplarini pargalamaktadir [10, 11].

Fitazlar, monomerik yapidaki genellikle 40-100 kDa
molekuler agirhga sahip proteinler olarak
degerlendirilmektedir. Optimum pH ve sicakligi 4.5-6.0
ve 45-60°C olan fitazlar bunun yaninda genis substrat
spesifikligine sahiptir. Fitazin kristal yapisi, 2.5 A°
¢ozinlrlikte tespit edilmistir. Fitazin thermostabilitesini
arttirmak igin immobilizasyonu gergeklestirilmistir [12].

Fi_Ti_K ASIT (MYO-INOSITOL-1,2,3,4,5,6-HEXAKIS
DIHIDROJEN FOSFAT)

Fitazin substrati olan fitik asitin (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-
hexakis dihidrojen fosfat, IP6) blylk bir bolimi tahil ve
baklagil tohumlarinin olgunlasmasi sirasinda
birikmektedir (Sekil 1) [9]. Tohumlarda bulunan toplam
fosforun %60°’dan fazlasini fitik asit olusturmaktadir. Bu

miktar tohumlarin gogunda ve yan (rlnlerinde,
tohumlarin tamaminin %1-2’sine karsilik gelmektedir.
Bunun yaninda birgok bitki tarinin koklerinde,

yumrularinda, spor ve polenlerinde de daha dusuk
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miktarlarda fitikk asit bulunabilmektedir [13]. Bazi
baklagil, tahil ve meyvelerdeki fitik asit miktarlari Tablo
1'de verilmistir. Fitik asitin kimyasal formult myo-inositol

1,2,3,4,5,6-hekzadihidrojen fosfat'tir. Molekuiler formalu,
CsH18024P6 ve molekdler agirhgi 660.04 g/mol’dar [14].

Tablo 1. Baklagil, tahil ve meyvelerdeki fitik asit miktarlar [15]

Bitki tart Yapisi Fitik asit (%)
Piring Kepek 5.88
Susam Kuru tohum 471
Bal kabagi Embriyo 4.08
Keten tohumu Kuru tohum 3.36
Kanola Kuru tohum 2.50
Aycicegi Embriyo 2.10
Hardal Kuru tohum 2.00
Kaju Embriyo 1.97
Kendir Kuru meyve 1.74
Yerfistigi Kabuklu tohum 1.70
Domates Tohum 1.66
Soya fasulyesi Kuru tohum 1.55
Badem Kuru embriyo 1.42
Patlican Tohum 1.42
Fasulye Kuru tohum 1.41
Antepfistigi Embriyo 1.38
Kavun Tohum 1.36
Kivi Taze meyve 1.34
Bakla Kuru tohum 1.11
Salatalik Cimlenmemis tohum 1.07
Sorgum Kuru tane 1.06
Kakao tanesi Kuru tohum 1.04
Arpa Kuru tane 1.02
Yulaf Kuru tane 1.02
Bugday Kuru tane 1.02
Bezelye Kuru tohum 1.00

Fosfor atoru

Hidrojer: atomu "
Oxsijen
Karbon

Sekil 1. Myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hekzafosfat ‘Fitik Asit’ [16]

Fitik asit hekzahidrik siklik alkol mezo-inositolin
hekzafosforik esteridir. Fitik asitin tuzlan fitat olarak
tanimlanmaktadir. Fitat tohum c¢imlenmesi icin fosfor ve
enerji kaynagi olarak gérev yapmasina ragmen, bagl
fosfor; insanlar, kdpekler, domuzlar, kuslar ve agastrik
hayvanlarda bagirsak sindirim enzimi olan fitazin
bulunmayisindan dolay1 cok az miktarda
kullanilabilmektedir [14]. Kanath, domuz ve balik
rasyonlarinda fitat fosforunun kullanilamayisindan
dolayi, bu canlilarin yemlerine pahali bir mineral olan
fosfor ilave edilmektedir [17]. Bununla beraber bitkisel
yemlerde bulunan ve kullaniimayan fitat fosforu gtibre ile
disar atiimaktadir. Bunun sonucunda yogun hayvan
yetistiriciligi yapilan alanlarda cevresel kirlilik meydana
gelmektedir. Topraktaki fazla fosfor gol ve denizlere
tasinarak, bu cgevrelerde fosfat kirlenmesine sebep
olmaktadir [10, 9] ve akuatik organizmalarin asir sekilde
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artmasini uyararak su ekosisteminin bozulmasina ve
insanlar igin zararh hale gelmesine sebep olabilmektedir
[18].

Fitik asit merkez inositol halka yapisinin etrafinda
bulunan alti fosfat grubundan olugan ve genis bir pH
araliginda yuksek derecede negatif yUkli olan bir iyon
dur. Oldukga negatif yukli bir molekll olmasindan
dolayi divalent ve trivalent katyonlar (Ca*?, Mg*?, Fe*?*3,
Zn*2, Mn*?) igin gok ylksek afiniteye sahiptir. Bu pozitif
yukli iyonlarla selat olusturarak insanlar ve diger
monogastrik hayvanlarda ince bagirsakta metallerin
emilimini  azaltip  biyoyararligini  negatif  ydénde
etkilemektedir (Sekil 2) [19, 20]. Geligmekte olan
Ulkelerde insanlardaki kalsiyum, demir ve g¢inko gibi
minerallerin eksikliginin yayginlagmasi, insan
beslenmesinde kullanilan bitki kokenli temel gidalar
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yoluyla alinan fosfat ve diger mineralleri baglayan fitata
dayandiriimaktadir. insanlarin gastrointestinal
kanallarinda yeterli dizeyde fitaz aktivitesi bulunmadigi
icin fitata bagh mineraller emilmeden disari atiimaktadir
[21].

Fitat; dusik ve ylksek pH degerlerinde non-spesifik
fitat-protein kompleksleri olusturmaktadir. Bu kompleks
olusumlar proteinlerin yapisini degistirmekte ve sindirim
enzimlerinin (a-amilaz, pepsin, tripsin gibi endojen
proteazlar) proteinleri tanimasini engelleyerek proteinleri
proteolitik sindirime karsi direngli hale getirmektedir.
Monogastrik hayvanlardaki dusuk blyime
performansinin ana nedeni olarak fitat iceren yemlerle
beslenmeleri gosterilmektedir. Fitat karbonhidratlarla da
kompleks  olusturmaktadir ve bu  kompleksler
karbonhidratlari daha az parcalanabilir  hale
getirmektedir [14].

Ayrica amilaz aktivitesi fitatin Ca*? iyonu ile kompleks
olusturmasindan dolayr inhibe olur ve bu da
karbonhidrat pargalanmasini digurtcu etki yapmaktadir.
Diger taraftan diyabet hastalari tarafindan tahil ve
baklagil icerikli diyetlerin uygulanmasi karbonhidratlarin
glukoza donlgsiminun azalmasindan dolayr dusuk
glisemik indekse sebep olmakta ve kan sekerinin kontrol
altinda tutulmasini kolaylastirmaktadir. Fitat diger besin
Ogeleriyle oldugu gibi lipidler ile de kompleks

olusturmakta ve lipofitini meydana getirmektedir. Bu da
bagirsaklarda metalik bir sabun olusturarak lipidlerin
yararlanabilirligini azaltmaktadir [14].

Fitik asitin negatif etkilerinin yaninda antikanserojenik
(kolon kanseri, gogus kanseri, prostat kanseri, karaciger
kanseri, rabdomiyosarkom, pankreas kanseri, kan ve
antioksidan,

kemik kanseri), antimutajenik,

iligi

Migasta

Protain

hipolipidemik, hipokolesterolemik, pihtilagsmayi 6nleyici,
dis ¢lriimesini Onleyici, bébrek tasi olusumunu 6nleyici,
kolestrolii  dustricl, Parkinson ve  Alzheimer
hastaliginin tedavisinde yardimci, HIV, obezite, diabet
ve kalp rahatsizliklari gibi hastaliklari onleyici etkileri
oldugunun dusunulmesi nedeniyle gidalardaki yuksek
fitik asit igeriginin g6z 6nunde tutulmasi geredi 6n plana
cikmaktadir [22, 14].

Fitin fosforunun kullanilabilir hale gelmesi igin fitik asit
molekidlinin hidrolize olmasi gerekmektedir. Fitin
fosforunun hidrolizi; pisirme ve otoklavlama, bitkisel
endojen fitaz enzimince zengin gidalar kullanma,
Islatma, ¢imlendirme, depolama, dis kabugun soyulmasi
icin 6gutme gibi yontemlerle gerceklesmektedir [24].
Ayrica fermantasyon iglemi sirasinda maya ve laktik asit
bakterileri tarafindan olusturulan fitaz enzimi de yem ve
yiyeceklerdeki fitat miktarini disurmektedir (Sekil 3)
[25].

FITAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

Fitati pargalayan enzimler IUPAC-IUB (International
Union of Pure and Applied Chemistry and the
International Union of Biochemistry) tarafindan iki sinifa
ayrilmigtir: ~ Fitatin D3  pozisyonundaki ortofosfati
uzaklastiran 3-fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat  3-
fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8) ve myo-inositol halkasindaki
L-6 (D-4) pozisyonundaki defosforilasyonu saglayan 6-
fitaz (myo-inositol-hekzakisfosfat 6-fosfohidrolaz, EC
3.1.3.26). Mikrobiyal fitazlar genellikle 3-fitaz sinifinda
yer alirken bitkisel kdkenli fitazlar 6-fitaz sinifinda yer
almaktadir [26, 10, 11].

I/C o ’/O
\‘i’/n O—C~CH,=Protein

Sekil 2. Fitik asit selatinin kimyasal yapisi [23]
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Sekil 3. Fitatin fitaz enzimi ile inositol, fosfat ve diger elementlere hidrolizi [18]
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Fitaz enzimleri; optimum pH’larina gore alkali veya asit
fitazlar, katalitk mekanizmalarina goére histidin asit
fosfatazlar (HAF), B-pervane fitazlar (BPFhy), sistein
fosfatazlar (SF) veya mor asit fosfatazlar (MAF) ve fitat
hidrolizinin stereospesifitesine gére 3- veya 6- fitazlar
olarak gruplandiriimaktadirlar [11].

Histidin Asit Fosfatazlarlarin (HAF) butlin Gyeleri genel
bir katalitik mekanizma ve genel bir aktif bélge motifi
gosterirler. Bu tipteki fitazlarin aktif bolgeleri 3 boyutlu
katlanmalar sirasinda amino asit dizisinin N ve C-
uclarinin bir araya gelmesi ile olusmaktadir. Bu uzak
diziler bir araya gelerek tek bir katalitik merkez
olusturmakta ve bu da fosfomonoesterlerin iki adimda
hidrolizlenmesi  reaksiyonunu baslatmaktadir. Hem
prokaryotik hem de O&karyotik histidin asit fitazlar
(HAFhy) bilinmektedir. En ¢ok bilinen prokaryotik HAFhy
Escherichia coli fitazi, 6karyotik HAFhy ise Aspergillus
niger ve A.fumigatus fitazlaridir. Fungal fitazlarin dogru

katlanmalari  glikozilasyon ve disilfit baglan ile
gerceklesmektedir [11].
Bacillus amyloliquefaciens’in  termostabil  fitazinin

molekiler yapisi tanimlanmistir. Bu fitat pargalayan
enzim HAFhy sinifindan degildir. Ve higbir bilinen
fosfataz grubuna girmeyen bir yapi gostermesinden
dolayi az rastlanan yeni bir enzim sinifi olusturmaktadir.
B-pervane fitaz ismi enzimin molekiler yapisinin
c¢ogunlukla B-yapragindan (B-sheet) olusmasi ve bes
yaprakli pervaneye benzemesinden gelmektedir [11].

Anaerobik Rumen Dbakterisi olan Selenomonas
ruminantium’'un  sahip oldugu fitaz sistein fitaz
grubundandir. Bu tip fitazlarin en onemli 6zelligi aktif
boélgelerinin substrat spesifikligi sadlayan genis ve derin
bir cep halinde olmasidir. Bu derin ve genis cep fitik
asitin tamamen fosforillenmis olan inositol gruplarini
icine alabilmektedir. Bu oldukga yiksek kapasiteli
elektrostatik ¢cevre bu gruptaki diger enzimlerin aksine
substrat olarak fitata uyum saglamaktadir [11].

Mor Asit Fosfatazlarin (MAF) tim Uyeleri 6zel 7 metal-
ligand aminoasit seti igeren metallofosfoesteraz
sinifindandirlar. Bitkilerde, hayvanlarda, funguslarda ve
bakterilerde bulunan genis bir fosfataz grubudur. HAF
ve SF lerde oldudu gibi bu gruptaki enzimlerin timu

substrat olarak fitati kullanamamaktadirlar. Mor asit
fitazlarin  molekiler yapisi halen tam olarak
aydinlatilamamistir [11].
FITAZ KAYNAKLARI

Genel olarak dort fitaz kaynagi vardir bunlar: bitkisel
fitazlar, mikrobiyal fitazlar (fungal ve bakteriyal fitazlar),
insanlar ve hayvanlarda ince bagirsak mukozasindan
salgilanan fitazlar ve kalin bagirsak ile iligkili mikroflora
tarafindan endojen olarak Uretilen fitazlardir [14]. Bu
enzimlerin igerisinde endustriyel ve biyoteknolojik
uygulamalar igin en uygun olanlarin mikrobiyal fitazlar
oldugu bildirilmigtir [27, 11, 28].

Bitkisel Fitazlar

Fitaz enzimi, birgok bitkisel kaynaklardan izole edilip
tanimlanmistir. Bu kaynaklardan bazilari; piring, kolza
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tohumu, soya fasulyesi, misir, bugday ve ¢avdardir. Bu
bitkilerin yaninda beyaz hardal, patates, marul, 1spanak,
turp, cimen ve zambak poleninden de fitaz elde
edilmistir. Ayrica c¢avdar ve ftritikale (bugdayxcavdar
melezi) gibi bitkisel kaynaklar asit fosfataz aktivitesine
sahiptir. Istenilen 6zelliklere sahip fitaz kodlayan
mikrobiyal genler, verimli fitaz dizeylerini arttirmak igin
bitkilerin icerisine konulup c¢ogaltilabilmektedir [14].
Genel olarak fitaz kodlayan genler, Ozellikle A. niger,
Bacillus  subtilis, A. fumigatus, E. coli ve
Schwanniomyces occidentalis’den elde edilmistir. Bu
genler cesitli bitkilere aktarilarak verimli derecede fitaz
Uretebilen transgenik bitkiler elde edilmistir [27].

Mikrobiyal Fitazlar

Mikrobiyal fitazlar funguslar, bakteriler, mayalar ve
protozoonlardan izole edilmistir [29]. Bu organizmalar
icerisinde en ylksek fitaz aktivitesi funguslarda
ozelliklede, Aspergillus tirlerinde belirlenmistir (Tablo 2)
[11]. Yapilan bir tarama ¢alismasinda fitaz Uretimi igin
topraktan 2000’den fazla mikroorganizma izole edilmis
ve elde edilen fitazlar igerisinde az sayida gorilen
ekstraselller fitaz Ureticilerin filamentéz funguslar
oldugu go6zlenmistir [30]. Mikrobiyal fitaz enzimlerin
birgodu histidin asit fosfataz veya alkali fitaz alt ailesine
baghdirlar ve kinetik, steriyospesifik ve biyokimyasal
olarak 6nemli varyasyonlar gostermektedirler [11].

Bakterilerden izole edilen fitazlar glikozillenmemis
histidin asit fosfatazlar veya B-pervane yapisindaki alkali
fitazlardir [11]. Bakteriler arasinda E.coli, B. subtilis,
Klebsiella terringa, Lactobacillus sp., Pseudomonas spp.
blyuime evresinde ekstraseliiler fitaz Ureterek fitati
indirgeyebilirler [14]. Ayrica Aerobacter aerogenes [32]
Raoultella sp. [19], Citrobacter braakii [33], Enterobacter
[34] ve anaerobik rumen bakterilerinden ozellikle

Selenomonas ruminantum, Megasphaera elsdenii,
Prevotella sp., Mitsuokella multiacidus [35] ve
Mitsuokella jalaludinii’'nin [36] de fitaz drettikleri

saptanmistir.

1984°de ilk rapor edilen fitaz mayadan elde edilmistir
[37]. Daha sonra birkag maya susunun fitati hidroliz
etme yetenegi oldugu gozlenmisti. Maya fitazlar
arasinda Saccharomyces cerevisiae Ozellikle ekmek
yapiminda bulylk 6neme sahiptir. Pichia anomala ve
Candida krusei WZ-001’den hicreye bagli fitazin
Uretimini bildirilmistir [38, 39]. Yiksek sicaklik ve pH‘da
bile degismeden aynen stabil kalmalarindan dolay! bu
gibi fitazlar gida uygulamalarinda biyldk 6neme
sahiptirler. P. anomala [40], Schwanniomyces castellii
[41] ve Lactobacillus sanfranciscensis [42]'den izole
edilen fitazlar yuksek sicakliklara direng
gb6stermektedirler. Rekombinant teknolojisi araciligiyla
E.coli fitazinin termal stabilitesinin arttirlmasinda, maya
olan Pichia pastoris kullanilmistir [43]. Fitaz Ureten
denizel mayalarin da oldugu rapor edilmigtir. Bu deniz
mayalari hentuz tam olarak karakterize edilmemistir.
Ancak filogenetik olarak Hanseniaspora uvorum,
Yarrowia lipolytica, Kadamaea ohmeri, Candida
tropicalis ve C. carpophila ile iligkili olduklari, alkali fitaz
Uretebildikleri ve bdylece denizel fosfor Kkirliligi
biyoremidasyonunda uygulanabilecekleri on
gOrulmektedir [44].
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Tablo 2. Cesitli mikrobiyal fitazlar ve biyokimyasal 6zellikleri [31]

Kaynak MA(kDa) OptT(C° OptpH Km(mM) pl Spesifiklik
Fungi

Aspergillus fumigatus 75 58 5 - - -
A. niger 85 58 2.5-5.0 0.04 4.50 P
A. niger SK-57 60 50 55-25 0.0187 - P
A. niger 353 50 25 0.606 - P
A.oryzae 120-140 50 5.5 0.33 4.15 B
A.nidulans 77.8 55 55 - - -
Rhizopus oligosporus - 55 4.5 0.15 - -
A.niger ATCC9142 84 65 5 0.1 - B
Rhizopus oligosporus 124 65 5 0.01 - B
Peniophtora lycii 72 50-55 4-4.5 - 3.61 -
Ceriporia sp. 59 55-60 5.5-6.0 - 7.36-8.01
Agrocybe pediades 59 50 5.0-6.0 - 4.15-4.86 -
Trametes pubescens 62 50 5.0-5.5 - 3.58 -
Thermomyces lanuginosus 60 65 7 0.11 4.7-5.2 B
Thermoascus aurantiacus - 55 - - - -
Rhizomucor pusillus - 70 5.4 - - B
Myceliopthora thermophila - 37 6 - - B
Sporotrichum termophile 456 60 55 0.15 4.9 B
Mayalar

Saccharomyces cerevisiae - 45 4.6 - - -
Schwanomyces castellii 490 77 4.4 0.038 - B
Arxula adeninivorans - 75 4.5 0.25 - B
Candida krusei WZ001* 330 40 4.6 - - -
Pichia anamola® 64 60 4 0.2 - B
P. rhoanensis - 70-75 4.0-4.5 0.25 - -
P. spartnae - 75-80 45-5.0 0.33 - -
Bakteriler

Aerobactor aerogens’ - 25 4.0-5.0 0.135 - -
Bacillus sp. DS11 - 70 7 0.55 53 P
Bacillus subtilis 37 60 7.5 0.04 - -
B. subtilis(natto) 38 60 6.0-6.5 - - -
B. subtilis 43 55 7.0-7.5 - 6.5 P
B. subtilis 44 55 6.0-7.0 - 5 P
B. licheniformis 47 65 6.0-7.0 - 5.1 -
B. amyloliquefaciens 44 70 7.0-7.5 - -

Esherichia coli* 42 55 4.5 0.3 6.3-6.5 P
Klebsiella oxytoca 40 55 5.0-6.0 - - -
K. aerogenes 700 65 4.5 - 3.7 P
Pseudomonas syringe” 47 40 55 0.38 - P
Lactobacillus

sanfranciscensis’ 50 45 4 - 5

[Fitaz konumu: (")intraseldler, (*)hticreye bagli, ( )ekstraseliiler; B:genis spektrum, P: fitat spesifik]
Filamentli funguslardan izole edilen fitazlar genellikle 3- grubunda aktiftirler. Ginimuzde ticari olarak fitaz enzimi

fitazlardan olup histidin asit fosfatazlardir. Glikozillenmis Uretiminde toprak fungusu olan Aspergillus cinsi
olan bu fitazlar, genis bir gesitlilige sahip olan substrat Uzerinde durulmaktadir. Yaygin olarak kullanilan, ticari
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amagcli dretilen fitaz kaynaklari A. niger, A.ficuum,
A.fumigatus’dur [45]. A. niger PhyA ilk karakterize edilen
ve ticarilestirilen fitaz enzimidir. 1.4 kb’lik DNA
fragmentince kodlanan bu enzim 80 kDa molekiler
agirhgindadir. Fitik aside karsi yuksek bir afiniteye sahip
olup cift optimum pHI (2.5 ve 5.0-5.5) ve 55-60°C
optimum sicakliga sahiptir [46].

Fitaz geni Uzerinde vyapilan dizi analizi ve blast
calismalari ile Aspergillus fumigatus fitazinin, A. niger
fitazi ile %66 dizi benzerligi gdstermesine karsilk
sicaklik toleransinin daha iyi oldugu belirtilmistir [47, 48].
Bu termotoleransin i1s1 denatlirasyonundan sonra
yeniden katlanma yeteneginin yuksek olmasi ile alakal
oldugu bildirilmigtir. Termotoleransin ]
uygulamalarindaki tamponlarin  spesifikligi ile de
ayarlanabilecegi kaydedilmistir. Enzim genis bir pH
arahigina sahiptir ve az fosforillenmis inositolfosfatlara
karsi oldukga aktiftir. Buna karsin, fitata karsi spesifik
aktivitesinin dusuk oldugu bildirilmigtir [11]. A.fumigatus,
Emericella  nidulans,  Myceliophthora thermophila
fitazlarinin birgok fosfatli bilesikler Uzerinde &6nemli
Olcude aktivite gosterdikleri belirlenmistir [45]. Quan ve
arkadaslari [49] hava kaynakl fungus Cladosporium sp.
FP-1’den disuk molekiler agirlikh (32.6 kDa) fitaz izole
etmislerdir. Bu enzim glikozillenmis olup, optimum pH’si
3.5, optimum sicakhgi 40°C olarak belirlenmistir [49].
Neves ve arkadaslari [50] tarafindan Lichtheimia
blakesleeana’'nin fitaz Urettigi saptanmistir [50]. Ayrica
endofitik funguslardan olan Fusarium verticillioides ve
Rhizoctonia sp.’nin de fitaz Ureticisi olduklari
belirlenmigtir. Fusarium verticillioides fitazinin
karakterizasyonu sonucunda; sicaklik optimumunun
50°C oldugu ve 60°C kadar stabil kalabildigi, optimum
pH’sinin ise 5.0 oldugu saptanmistir [51].

Basidiomyceteler lzerine yapilan bir calismada bunlarin
fitazlarinin 6-fitazlar (EC 3.1.3.26) olarak
gruplandirilabilecegini gosterilmigtir. Ayrica Peniophora
lycii fitazi digindakilerin optimum sicakliklarinin 40-60°C,
pH larinin ise 5.0-6.0 arasinda oldugu ortaya konmustur
[52]. P. lycii phyA fitazi ticari olarak kullaniimaktadir
ancak ylUksek sicaklik uygulamalarina ve proteazlara

hassas oldugu dusindlmektedir [53]. Birgok tir
ekstraseliler fitaz aktivitesi igin test edilmis ve
Calcarisporiella thermophila, Chaetomium
thermophilum, Corynascus thermophilus,

Myceliophthora thermophila, Talaromyces thermophilus,
Thermomucor indicae-seudaticae, Malbranchea
cinnamomea, Rhizomucor pusillus, Rhizomucor miehei
termofilik funguslarinin fitaz Urettikleri saptanmistir [54,
20].

Dejenere primerlerle yapilan PCR, dizi analizi ve blast
¢alismalari sonucunda Myceliophthora thermophila fitaz
geninin A.niger fitaz geni ve diger histidin asit fosfatazlar
ile ylUksek oranda dizi benzerligi gosterdigi ortaya
konmustur [55]. Termofilik fungus Thermomyces
lanuginosus’tan izole edilen fitaz geni molekuler olarak
tanimlanmis ve A.niger ile karsilastirldiginda daha
yuksek termostabilite, katalitik verim ve yiksek gegis
sicakhgina sahip oldugu bildirilmistir [54, 20].
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FITAZLARIN KULLANIM ALANLARI
Yem Katkisi Olarak Kullanimi

Ruminantlar, rumenlerindeki mikrobial flora ile uretilen
fitazlarla fitati pargalarlar. Fitazlarin yardimiyla fitattan
hidrolize olan inorganik fosfat hem mikroflora hem de
ruminantlar tarafindan kullaniimaktadir. Bu durum
monogastrik hayvanlarda farklidir. Domuz, balik, kimes
hayvanlari gibi monogastrikler, fitik asidi metabolize
edemezler. CunkU gastrointestinal fitazlar yoktur.
Dolayisiyla bunlarin fosfat ihtiyacini karsilamak igin
yemlerine inorganik fosfat eklenmektedir. Bu da maliyeti
ve fosfat kirlilik problemlerini arttirmaktadir. Hayvan
yemlerine fitaz eklenmesi fosfatin yem malzemesi icine
gecmesini saglamakta ve glbredeki fosfat miktarini
azaltmaktadir [10, 9].

Domuzlarin misir ve bugday iceren yemlerine eklenen
mikrobiyal fitazin P kullanilabilirligini sirasiyla %38 ve 12
oraninda arttirdigi [56] ve glbreye gecen fosfat miktarini
ise %60 oraninda azalttig bildiriimistir [57]. Buyimekte
olan domuzlarda yapilan bir galisma misir ve soya
fasulyesi icerikli yemlere mikrobiyal fitaz eklenmesiyle
Zn gereksiniminin 1/3 oraninda dustigunu gostermistir
[58]. Broyler piliglerinin beslenmelerinde de fitaz
kullaniminin aminoasit, Ca, Na, sialik asit ve fitat
fosforunun cevreye salinimini belirgin sekilde azalttig
bildirilmistir [59]. Su Urunlerinin Uretiminde daha ucuz
oldugu igin bitki kaynakli proteinler tercih edilmeye
baslandigindan beri sucul ortamlarda gevresel P kirliligi
on plana c¢ikmistir. Baliklarin basit midelerinden dolayi
bu yemlerin defitinizasyonunun sart oldugu ve fitaz
enziminin yetigtirilen balik trine gore degisen pH ve
sicaklik degerlerine olan hassasiyeti ortaya konmustur
[60]. Ticari olarak kullanilan 4 adet fitaz enziminin
hayvan yemi Uretiminde Kkarsilagilabilecek ekstrem
sicaklik ve pH gibi kosullarda aktivitelerini buylk oranda
kaybettikleri belirlenmistir [61]. Ciftlik hayvanlarinin
yemlerinde A. niger fitazinin basarnli bir sekilde
kullanilabildigi rapor edilmistir [62].

Gidalarda Kullanimi

Fitaz enzimi yem katkisi olarak kullaniimasina ek olarak
gida sanayinde de bulylk potansiyele sahiptir. Tahil,
legim ve soya proteinlerince zengin beslenme, fitat
aliminda artisa neden olmaktadir. Vejeteryanlar,
dengesiz ve ylksek oranda tahil ile beslenenler,
gelismemis Ulkelerde mayasiz ekmek tuketen insanlar
ve soya kaynakli mama tiiketen bebekler fazla oranda
fitat almaktadir [63]. ince bagdirsakta pargalanmamus fitat
Zn, Ca, Mg ve Fe absorbsiyonunu negatif olarak
etkilemektedir. Ayrica sindirim enzimlerini ve bazi
proteinleri de inhibe etmektedir. Tim bu sebepler
nedeniyle, gida alanindaki ¢alismalar, gida islemedeki
gelistirmenin yani sira bitki kokenli gidalarin daha
besleyici hale getirilmesi Uzerinde yogunlasmigtir.
Ekmek yapim asamalarinda fitaz kullaniminda basarili
sonuglar elde edilmistir [64]. Haros ve arkadaslari [65]
tarafindan vyapilan c¢aligmada, fungal fitazlarin tam
bugday ekmeginin fermantasyonuna ve olusan ekmegin
kalitesine olan etkilerine incelenmistir. Fitazin ekmek
yapiminda oldukg¢a olumlu etkilerinin oldugunu, ekmek
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yapim suresinin kisaldigini, ekmek miktarinin arttigini,
fitatin parcalanmasi ile besinsel bilesimin arttigini,
fitazlarin endojen a-amilazi aktif hale getirmesi ile a-
amilazdan faydalaniimasinin  saglandigini  ortaya
koymuslardir [65]. Tarhanalar Uzerine yapilmis olan bir

calismada ise fitaz enzimi, maya ve malt unu
kullanilarak  ylksek kaliteli ~undan  hazirlanan
tarhanalarin bazi besinsel O6zellikleri arastiriimistir.

Parametre olarak fermantasyon kaybi, ham kil, ham
protein ve bunlarin sindirilebilirlikleri kullaniimistir. Fitaz
enzimi fermantasyonun kil sindirilebilirlik oranini arttirici
yonde etki etmigtir [66]. Gidalarin islenmesi sirasinda
fitaz ilavesi soya sutu gibi iceceklerin yapiminda, tahil
kepeklerini pargalamada, bitkisel protein izolatlarinin ve
misir islatma sivisinin hazirlanmasinda kullaniimaktadir
[27].

Hazirlanmasinda

Myo-inositol Fosfatlarin

Kullanimi

Cesitli inositol fosfatlarin hazirlanmasinin temel sebebi,
transmembran sinyalizasyonunda ve hucrelerarasi
kaynaklardan kalsiyumun hareketini saglamada buyuk
rol oynayan inositol fosfatlar ve fosfolipidlerin 6n plana
cikmasi olarak gorilmektedir. Ayrica myo-inositol
fosfatlarin artritis ve astim gibi solunum hastaliklarini
engelledigi dusunulmektedir. Ayrica spesifik inositol-
trifosfatlarin ~ agri  kesici olarak kullaniimasi da
dnerilmistir [67]. llging olarak inositol-trifosfat esterlerinin
HIV’'I da igine alan retroviral enfeksiyonlara karsi
inhibitdér etkisinin oldugu gosterilmistir [68]. Bu tip
etkilerinden dolayl spesifik myo-inositol fosfatlarin
kullaniimasina olan ilgi artmistir. Myo-inositol fosfatlarin
kimyasal sentezi olduk¢a zordur ve olduk¢ca ekstrem
basing ve sicakliklarin uygulanmasi gerekmektedir [69].
Fitazlar, myo-inositol hekzafosfatin sirali hidrolizini
sagladigi icin, myo-inositol fosfat turevleri ve serbest
myo-inositoliin fitaz kullanilarak Uretilmesi kimyasal
senteze potansiyel bir alternatifti. Saccharomyces
cerevisiae fitazinin, fitik asidi hidroliz etmesiyle; D-myo-
inositol 1, 2, 6-trifosfat, D- myo-inositol 1, 2, 5-trifosfat ve
myo-inositol 1, 2, 3-trifosfatin  elde edilebilecegi
gosterilmistir [70].

Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kagit hamuru ve kagit endustrisinde, bitki fitik asitinin
uzaklastinimas: 6nemlidir. Termostabil fitaz, kagit
hamuru ve kagit yapimi suresince fitik asiti pargalamada
kullanilan yeni biyolojik ajandir. Fitik asitin enzimatik
parcalanmasi ile mutajenik ve ¢ok zehirli yan Urlnler
meydana gelmez. Bundan dolay! kagit hamuru ve kagit
yapiminda fitazlarin  kullanimi, temiz teknolojilerin
gelismesine yardimci olmakla beraber gevreyi koruma
agisindan da 6nem tasimaktir [71].

Toprak lyilestirmede Kullanimi

Bazi topraklarda, fosfatin organik formlari olan inositol
penta- ve hekzakisfosfatlar toplam organik fosforun
%50’sini olusturabilmektedir [72]. Topraktaki organik
fosfatin cesitli bilesiklerle kompleksler olusturmasi onun
kalitesini  ve  kullanilabilirligini  olumsuz  yénde
etkilemektedir. Fitaz enzimi inorganik  fosforun
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donusuimiinde ve bitkiler tarafindan kullanilabilir hale
gelmesinde oldukga o6nemlidir. Misir bitkisi igin
topraktaki fitik asitten fosforun kullanilabilmesinde fitazin
etkisi arastirnlmistir. Arastirmaci, topraga fitaz ilave
edildiginde fitinin pargalanma oraninin artmasina bagh
olarak buyumeyi uyardigini bildirmistir [73]. Legimlerle
yapiimis olan diger bir calismada topraga fitaz Ureticisi
Aspergillus niger tirleri agilanmistir. Bu sekilde yapilan
Uretim sonucunda topraktaki serbest fosfat miktarinin
arttigi ve gelisimi etkileyen fosfatli gubrelere ihtiyag
duyulmayacagi belirlenmistir [74].

SONUG

Son yillarda bilim insanlari insan, hayvan
beslenmesinde ve sagliginda yine ¢evre koruma
alaninda 6nemi ortaya ¢ikan fitat ve fitaz enzimi Gzerine
yogunlasmiglardir. Ozellikle saglik alanindaki yararlarini
anlatan bazi calismalar olmasina karsilik bu konuda
daha fazla calismaya ihtiyag vardir. Fitaz ve fitatlarin
saglik, biyoteknoloji ve ¢evre agisindan énemini ortaya
koymak glnimuzde blylk o©nem tasimaktadir. Bu
derlemede fitatlar, fitaz enzimi ve fitazlarin saglik, cevre
ve biyoteknolojik 6nemi Uzerinde durulmaya calisiimis
ve bu konudaki caligmalar gdézden gecirilmigtir. Fitaz
enzimi kullanilarak fitatlari daha yararli hale getirmek
mimkin  olabilecektir. Fitaz enzimi kaynaklarina
bakildiginda mikroorganizmalarin bu alanda
kullanilmasinin gelecek vaat ettigi digstnulmektedir.
Fitaz enziminin ¢ok genig bir kullanim alani olmasina
karsilik hayvan yemi hazirlamada kullanimi igin uygun
enzim piyasadan saglanabilirken gidalarda
kullanilabilecek formlarinin bu kadar yaygin olmadigi
gorilmektedir. Halbuki fitaz enziminin bu alanda blyuk
bir kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Ozellikle saglik
acisindan bakilinca kanser, kalp ile ilgili hastaliklarda,
diyabet ve bobrek taslarina kargi koruma g6z 6nlne
alindiginda énemi daha iyi ortaya gikmaktadir. Fosforun
daha iyi degerlendiriimesi ile gevre Kkirliliginin 6niine de
gecilebilecektir. Ancak bu konuda bircok c¢alismaya
ihtiyag bulunmaktadir.
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makalelerin  yayinlandigi  hakemli bir  dergidir.
Arastirma notu, mini derleme, goriis ve editére mektup
gibi yazilar da yayin i¢in degerlendirilir. Dergi 3 ayda bir
basiimakta olup 4 sayida bir cilt tamamlanir. Dergide
Tirkee ve ingilizce makaleler yayinlanir.

Akademik Gida dergisinde vyayinlanmasi istenen
¢alismalar derginin  www.academicfoodjournal.com
web sayfasinda bulunan elektronik makale génderim
sistemi  Uzerinden  gdnderilmelidir. E-posta ile
gbnderilen makaleler degerlendiriimeyecektir.
Elektronik makale génderim sistemi ile ilgili sorulariniz
icin ogursoy@yahoo.com e-posta adresinden editérle
irtibata gecebilirsiniz.

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

e Yazar(lar) tarafindan ¢alismayi degerlendirilebilecegi
dusinilen ve yazar(lar)la gikar gatismasi/gakismasi
olmayan en az 3 potansiyel hakem iletisim bilgileri de
(yazisma adresi, e-posta ve telefon numarasi)
verilerek 6nerilmelidir. Onerilecek hakemler yazarin
kendi kurumu disindan olmaldir.

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

e Gonderilen galismalarin daha &nce hi¢ bir yerde
yayinlanmadidi  yazar(lar) tarafindan  garanti
edilmelidir.

e Calismanin 6zglnligh ve calisma ile igili her tarld
etik hususdan yazar(lar) sorumludur.

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

Makalelerin Degerlendirilmesi

Yayimlanmak (zere Akademik Gida dergisine
gbnderilen  galismalar  dncelikle  Editérlerin  6n
incelemesinden gecmektedir. ik incelemeyi gecen
calismalar, degerlendiriimek Uzere en az iki bagimsiz
hakeme goénderilmektedir. Calismalarin
degerlendiriimesinde hakemlerin makale yazar(lar)ini,
makale yazar(lar)inin hakemleri gdérmedigi ¢ift-kor
(double-blind) degerlendirme sistemi kullaniimaktadir.

Editérler (i) dergi kapsami disinda olan, (ii) teknik
acidan yetersiz, (iii) kendi igerisinde butinlik ve
tutarhhk arz etmeyen sonuglar iceren veya (iv) kétl
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Hizlandirilmig Makale Basimi

Dergide “yayimlanmak Gzere kabul edilen makalelerin”,
derginin takip eden ilk sayisinda yayimlanmasini talep
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gecerli olmayip, Akademik Gida dergisinde makale
basimi i¢in yazar(lar)dan herhangi bir Ucret talep
edilmemektedir.

Calismalarin Hazirlanmasi

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

2. Galisma baslidi 14 punto Arial, koyu, kiiglk harflerle
ve ortalanmis olarak yazilmaldir. Baglktan sonra bir
satir bosluk birakiimali (11 punto); yazar isimleri
(yalnizca ilk harfler bliylk) 10 punto Arial ve ortalanmis
olarak verilmelidir. Yazarlarin adresleri, telefon ve faks
bilgileri ile yazismalardan sorumlu yazarin e-posta
adresi hemen alt satirda 9 punto Arial, ilk harfler buylk
olacak sekilde ve ortalanmis olarak yaziimalidir.
Yazarlarin c¢alistiklari  kuruluslar (ve/veya adresler)
farkli ise her bir yazar isminin sonuna rakamlarla Ust
indis konulmaldir.

3. Metin icindeki kisimlarin baslklari (OZ, ABSTRACT,
GIRIS vb.) 10 punto Arial ve koyu olarak biyik
harflerle yazilmali, basliktan sonra bir satir bosluk
birakilarak metine gecilmelidir. Alt basliklarda ilk harfler
blytdk, 10 punto Arial ve koyu vyaz karakteri
kullanimahdir. O&Ztn altna  bir satir  bosluk
birakildiktan sonra en fazla 5 adet Anahtar Kelime
konmalidir. Anahtar Kelimelerden sonra bir satir bosluk
birakilarak Ingilizce baslik ve altina ABSTRACT ve
Keywords yazilmalidir. Bir satir bosluk birakilarak ana
metine gecilmelidir.

4. Ana metin 9.5 punto Arial olarak hazirlanmalidir.



5. Calisma baslica su kisimlardan olusmalidir: Baslik,
Yazar  lsimleri,  Adresleri, iletisim Bilgileri,
Yazismalardan Sorumlu Yazarin E-posta adresi, Oz,
Abstract, Ana Metin (Giris, Materyal ve Metot, Bulgular
ve Tartisma, Sonug), Tesekkir (gerekiyorsa),
Kisaltmalar (gerekiyorsa), Kaynaklar.

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

7. Galisma igerisinde gegen mikroorganizma isimleri ile
Latince ifade ve isimler italik olarak yazilmah ve
kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallari géz éninde
bulundurulmalidir.

8. Tablo bagliklari tablonun Ustline, sekil basliklari ise
seklin altina yazilmali ve numaralandiriimalidir.
Kullanilan tablo ve sekillere metin icinde mutlaka atif
yapilmaldir. Metin iginde gecen veriler tablo ve
sekillerin  tekrari olmamaldir. Tablo ve sekillerin
basliklari icerikleriyle uyumlu ve anlagilabilir olmalidir.
Sekiller ve resimlerin  siyah-beyaz ve ylksek
¢6zUnUrlukte olmasina dikkat edilmelidir. Resimler (ve
gerekiyorsa Sekiller) *.jpg formatinda metin igerisinde
yer almalidir.

9. Metin igerisinde atiflar kdseli parantez igerisinde
rakamlarla yapiimali [1] ve Kaynaklar bdliminde bu
numara sirasiyla detaylari yazilmahdir. Kaynaklarin
numaralandiriimasi MS Word Numaralandirma Kitapligi
kullanilarak yapiimahdir.

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

11. Kaynaklarin yaziminda asagidaki 6érnek yazim
bicimleri kullaniimali ve makalelerin yayinlandigi dergi
isimleri italik olarak yazilimahdir. Web adreslerine atif
yapllacaginda (mUmkin oldugunca Resmi web
sayfalarina atif yapiimalidir) mutlaka ilgili web adresine
erigim tarihi verilmelidir.
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12. Hakem goérisleri dogrultusunda diizeltimek Uzere
yazar(lar)a génderilen calismalarin gerekli diizeltmeleri
yapilarak en geg¢ bir ay igerisinde yayin ofisine
ulastiriimasi gereklidir. Bu sure zarfinda gdnderiimeyen
calismalar “ilk defa gbnderiimis ¢alisma” olarak
degerlendirilecektir.

13. Yukaridaki kurallara uygun olarak hazirlanmamis
calismalar degerlendirmeye alinmaz.
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