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Merhaba,

GIDA Dergisi’nin 41. yay›n y›l›n›n 6. say›s› ile kâ¤›t bask›l› yay›n hayat›m›za son veriyoruz. Bundan

sonra dergi sadece elektronik olarak yay›mlanacak. 

Türkiye 12. G›da Kongresini baflar› ile tamamlad›k. Çok yaklafl›k 650 kat›l›mc› vard›. Kongre program›nda

5 paralel sözlü bildiri oturumunda toplam 159 sözlü bildiri ve 5 poster bildiri grubunda 397 poster bildiri

sunusu vard›. Gerek sözlü gerek poster bildiri sunular›nda hakl› nedenlerle kat›lamayanlar oldu ancak

her iki grupta da kat›l›m %95 üzerinde idi. 

Kongrenin son günü olan 07 Ekim 2016 son sözlü oturumlarda A salonunda 53 ve B salonunda 49

meslektafl›m›z›n salonda olmas› kongrenin baflar›s›n› kan›tlamaktad›r. Bu vesile ile, isim ve kurum

belirtmeksizin eme¤i geçen tüm meslektafllar›ma ve tüm kat›l›mc›lara bir kez daha teflekkür ediyorum. 

2018 y›l›nda yap›lacak olan 3. Uluslararas› kongremizi, Türkiye 12. G›da Kongresi aç›l›fl konuflmas›nda

duyurdum. Her ne kadar önceden 07-09 Kas›m 2018 olarak duyuru yapm›fl olsak da, Nevflehir Hac›

Bektafl Üniversitesi yetkililerinin hava s›cakl›¤› konusundaki uyar›s›na uyarak tarihi 10-12 Ekim 2018

olarak güncelledik. 

Bu uluslararas› kongremizde önceki uluslararas› kongrelerimizden farkl› iki uygulama yapaca¤›z:

-Kongre, Nevflehir Hac› Bektafl Üniversitesi salonlar›nda yap›lacak. Dolay›s› ile, bir kongre oteli

olmayacak. Tüm kat›l›mc›lar bütçelerine göre istedikleri otelde kalabilirler. Hiç kimseyi belirli bir otele

zorlamayaca¤›z. Devam›nda misafirhane konusuna da hiçbir koflulda kar›flmayaca¤›z. 

-Kongre bildiri özetleri kitab› basmayaca¤›z. Bildiri özetlerini CD ortam›nda kat›l›mc›lara verece¤iz.

Hatta sadece elektronik ortamda bile yay›mlayabiliriz. 

Bu iki uygulama, kongre maliyetlerini ve dolay›s› ile kat›l›m ücretlerini düflürecektir. Böylece daha fazla

kat›l›m olmas›n› planl›yoruz. 

Sevgi ve sayg›lar›mla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman

Editörden,
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Hello,

We end the printing of FOOD Journal in paper form with the 6th issue of the volume 41. From now on,

FOOD journal will only be printed in electronic form.

We successfully completed the 12th National Food Congress. There was very nearly 650 participants in

the congress. There were a total of 159 oral presentations in 5 parallel oral sessions and 397 poster

presentations in 5 poster sessions in the congress’ program. There were some colleagues who were

unable to attend to the sessions for good reasons but, the whole participation in both oral and poster

sessions were above 95%.

The presence of 53 colleagues in the Hall A and of 49 colleagues in the Hall B during the oral sessions

on the last day (October 07, 2016) of the Congress, proves the success of the Congress. Herewith I

thank once again to all my colleagues who work hard with me and all participants, without stating any

name and institution.

I announced the 3rd International Congress on Food Technology which will be held in 2018, during the

opening speech at the 12th National Food Congress. Although we announced the date of the 3rd International

Congress on Food Technology as November, 07-09 in 2018, we updated this date as October, 10-12 of

the year 2018 due to the warnings of Nevsehir Haci Bektas University authorities about the weather

temperature.  

We will do two different applications in this congress when compared with our previous international

congresses:

-Congress will be held in the halls of Nevsehir Haci Bektas University. Therefore, there won’t be any

congress hotel. All participants can stay at any hotel they want according to their budget. We won’t

force anyone to any specific hotel. We will also not interfere in matters of the guesthouse under any

circumstances.

We will not publish congress abstract book. We will provide abstracts to the participants on CD. Even,

we could only publish them in electronic form.

These two applications will reduce the costs and therefore the registration fees of the congress. By this

way, we plan to have more participation.

Best Regards,

Prof. A. Kadir Halkman

A Message from the Editor-in-Chief
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STABLE ISOTOPE AND MULTI-ELEMENT TECHNIQUES FOR 
DETERMINATION OF GEOGRAPHICAL ORIGIN OF TURKISH RICE

Abstract

Osmanc›k-97 is an important Turkish rice cultivar with high quality and it is often targeted for the
adulteration with imported varieties. Multiple elements and stable isotope profile were investigated for
their use to trace geographical origin of Turkish rice (Oryza sativa L.) samples. Fourteen key variables
Copper (Cu), Zinc (Zn), Iron (Fe), Nickel (Ni), Chromium(Cr), Aluminium (Al), Strontium (Sr), Carbon
(C), Nitrogen (N), Oxygen (O) and Hydrogen (H) contents and stable isotopes (carbon, nitrogen, and
oxygen isotopic compositions) were identified by "stepwise" canonical discriminate analysis (CDA) of
Turkish rice. For all samples δ13C, δ15N, and δ18O values are contributed from -25.99 to -28.15‰, +3.27
to +7.71‰ and +22.32 to 27.08‰, respectively. Thus, the comparison of isotope profile and multiple
element contents of the rice is a good tool for rice authentication.

Keywords: Authenticity, geographical origin, IRMS, Osmanc›k 97, rice 

TÜRK PİRİNCİNİN COĞRAFİ MENŞEİ BELİRLENMESİNDE DURAYLI 
İZOTOP VE MULTİ- ELEMENT TEKNİKLERİNİN KULLANIMI

Özet

Osmanc›k-97, yüksek kalitede bir Türk pirinç çeflidi olup ve genellikle düflük kalite ve fiyatl› ithal çeflitleri
kar›flt›r›larak sat›lmak suretiyle ta¤flifl gerçeklefltirilen bir pirinç çeflidimizdir. Ülkemiz pirinç örneklerinin
co¤rafi orijinin belirlenmesi amac›yla gerçeklefltirilen çal›flmada çoklu element ve kararl› izotop oran
analizler verileri birlikte kullan›lm›flt›r. Araflt›rmada pirinç örnekleri Bak›r (Cu), çinko (Zn), demir (Fe),
Nikel (Ni), krom (Cr), alüminyum (Al), stronsiyum (Sr), karbon (C), azot (N), oksijen (O) ve hidrojen
(H), olmak üzere on dört element bileflimi ve karbon, azot ve oksijen kararl› izotop oran› de¤erleri
ölçülmüfltür. Elde edilen veriler kanonik diskriminant analizi (CDA) ile istatistiksel olarak anlamland›r›larak
gruplamalar gerçeklefltirilmifltir. Pirinç örneklerine ait δ13C için δ15N ve δ18O de¤erleri s›ras›yla; -25,99
den -28,15‰,  +3.27 ile  +7.71‰  ve +22,32 ile + 27.08‰,   olarak saptanm›flt›r. Bu de¤erlendirmeler
›fl›¤›nda pirinç örneklerinin δ13C, δ15N ve δ18O kararl› izotop oranlar› ve elemental bileflim oranlar›na
göre orijin s›n›fland›rmas›n›n baflar›l› sonuç verdi¤i saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: IRMS, co¤rafik iflaretleme, pirinç
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INTRODUCTION
Rice is the seed of a monocot plant "Oryza sativa
L.",  from  the  grass  family  (Poaceae).  It  is  an
important stable food for Turkey as well as more
than half of the world’s population. Climate and
soil provisions of Turkey are appropriate for raising
this plant. Turkey has tended to increase rice
production  in  recent  years  and  has  been  the
position of resellers of around the country as a
result of it. In particular, Osmanc›k-97, a cultivar
of Turkish rice is the highest quality rice and has
sometimes been targeted for the adulteration.
High quality Osmanc›k- 97 rice varieties are sold
mixed with poor quality imported rice in the rice
market, which distorts the image. Osmanc›k-97
rice is originally from Osmanc›k province of the
city Çorum, Turkey and it is mostly grown under
the rain-fed conditions.  It was first released in
1997 and its growing region has been increasing
over the years in all the rice growing regions in
Turkey. Today’s Osmanc›k-97 species constitute
more than 80% of the rice cultivated area in
Turkey (1). The expansion of global trade has also
promoted the international trade of rice. As the
global economy expands, agricultural products
including rice are inevitably labelled with their
geographical origin in many countries for consumer
desire. 

The characterization of the geographical origin
of foodstuff is continuously gaining interest from
the consumers and the producers since it may be
used as a criterion for the denomination of the
material as a "traditional product". One of the
most reliable techniques for determination of
authenticity  is  to  measure  isotopes.  Most
elements occur in natural bio-systems as mixtures
of stable isotopes. Thus, various types of analytical
techniques have been developed to arrange of
the source or geographical origin of agricultural
products. Most commonly applied analytical
methods include isotope ratio mass spectrometry
(IRMS) and the isotopic composition of light
elements such as H, C, N, O and S.  Stable isotope
ratio analysis has a wide range of applications
and unlike quantitative methods, it does not focus
directly on the amount of certain compounds
present  in  the  food,  but  studies  the  isotopic
composition   of   selected   elements   to   infer
information on the product's origin (2). This
techniques provide interesting information about

the origin of food products, since they are governed
by the geo-climatic condition under which the
plant (3). The isotopic composition of oxygen in
plants is the most complicated among light isotopes
since there are multiple sources of this element,
which is absorbed via leaf system as atmospheric
O2 and CO2 and via the root system as liquid
H2O.  The  dependence  of  the  oxygen  isotopic
ratio on geo-climatic conditions is at the base of
the  geographical  origin  profiling  of  food
products, while the 15N/14N and 13C/12C ratios and
hydrogen and oxygen contents of agricultural
products generally show climatic characteristics
of cultivation areas (4). Recently identification of
isotopic composition of fruit juices, wine, olive
oil, fish, meat and dairy products has been used
to prevent adulteration (5,6).

The  level  of  trace  elements  depends  on  the
topography and soil characteristics; hence for the
application of this to geographic origin studies, a
unique soil map is needed for every country (3).
Trace element composition in rice is primarily
affected by the water and soil composition as
well as the composition of any fertilizer used (7).
The significant influence of the soil mineral
nutrients on plants has led to many studies of
the geographical origins of foods using multi-
elements   ICP-OES   analysis.   Studies   have
demonstrated that the inclusion of elemental
composition in rice grains is capable of providing
good geographical discrimination of rice (3, 7, 8).
Most of the studies concerning the geographical
origins of rice were limited to rice samples from
a  single  country,  therefore  with  the  current
extent of globalization in trade; there is a need to
establish rice geographical origin data across the
world (2, 9).To improve the protection level of
consumer and honest producers, an analytical
technique capable of objective determination of
the  indicated  geographical  origin  of  rice  is
fundamental for the implementation of the law.

In this study, the selected analytical approach
involved the use of multi-element isotope and
trace elements analysis by IRMS and ICP/OES,
respectively.  Also  an  additional  comparison
study was performed between the carbon isotope
measurements by conventional mass spectrometry
versus spectroscopic techniques. The aim of this
work is to evaluate the discrimination of the
geographical origin of Turkish (Osmanc›k-97)

F. Özbey 



and imported rice sample in the Turkish market
using combined data from multi-element isotope
and trace element analysis and with the processing
by statistical approaches.

MATERIALS AND METHODS

Materials

The study was conducted on 50 rice samples
with varying origins 19 of which were from local
producers in Osmanc›k, Çorum, Turkey (Local
Osmanc›k), 20 of which were local variety from
Turkish market place (Turkish variety)  and 11 of
which were imported varieties obtained from
Turkish market (Imported). These rice samples
are classified in three groups as indicated. The
production areas of the Turkish samples were
distributed throughout 37 prefectures out of 39
was included. Each of the samples was taken
from a different lot. The large number of Turkish
samples, compared to those from other countries
is more or less proportional to the ratio production
according to Turkish Statistical Institute (TUIK) in
the last ten years. According to the TUIK data also
emerged that about 20% of Turkish Osmanc›k-97
rice was produced in northern Turkey. 

Determination of Isotope Ratios and Multi-
element Concentrations

Dried rice representative samples (100–150 g)
were ground to a fine powder before analysis.
For carbon and nitrogen, the powdered rice was
weighed 7 mg into tin capsule. Then, each sample
was  analyzed  by  elemental  analyzer/isotope
ratio mass spectrometry (EA/IRMS) using a Vario
ISOTOPE cube. For oxygen, the powdered rice
was weighed 1 mg into silver capsule. Then,
oxygen isotope analysis was carried out by using
Vario PYRO cube+IRMS. The δ notation is used
to describe the isotopic difference between the
sample  and  the  international  standard,  and
defined as the following equation (1), 

δ (‰) = (Rsample-Rstandart) / Rstandart x 1000  (1)

Where Rsample is the isotope ratio (i.e., 13C/12C,
15N/14N, and 18O/16O) of the sample, and Rstandart is
the isotope ratio of the international standards:
for carbon: Peedee Belemnite (PDB); for nitrogen:
Air; and for oxygen: Standard Mean Ocean Water
(SMOW). Each isotope value is given as per mile, ‰.
C, N and O isotopic compositions can normally

be measured with analytical uncertainty of ±0.2
to  0.3‰.  Additionally  sample  values  were
corrected using running standards, i.e. Benzoic
Acid  (IAEA-601  and  IAEA-602)  with  certified
IAEA were used for carbon, nitrogen and Oxygen,
respectively. All of the samples were analyzed
three times with reliable reproducibility. C, O, N
and H (by difference) contents are given % of
dry w/w.

Determination of trace element concentrations

Rice  samples  were  ground  to  a  fine  powder
before analysis, with particle size lower than 250 µm,
before sample digestion. The microwave-assisted
treatment was adapted from that of Gonzálvez
(7) according to the microwave laboratory system
manufacturer recommendations Cu, Zn, Fe, Ni,
Cr, Al, and Sr analysis of previously digested rice
samples were determined by using inductively
coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES Perkin Elmer Model Optima 7000
spectrometer). The operating conditions of the
ICP-OES equipment were as follow: 15 L/min
plasma gas flow rate, 0.2 L/min auxiliary gas
flow rate, 0.8 L/min nebuliser gas flow rate, 1300
W RF power, 1.5 mL/min sample flow rate with
15 s time flush. 

Statistical analysis

The  canonical  discriminate  analysis  (CDA)
method were applied to combined isotopes and
element  data  obtained  from  Osmanc›k-97
collected from Osmanc›k-Çorum, Osmanc›k-97
collected from the rest of Turkey and imported
samples (from USA, Europe and Thailand etc.)
collected from markets. This approach was used
to find combination of functions based on isotope
and multi element values that maximized the
separation between countries of origin. The CDA
was employed for fourteen variable quantities,
Cu, Zn, Fe, Ni, Cr, Al, Sr, C, N, O and H contents
and δ13C, δ15N, and δ18O values with using the
PASW® Statistics Ver.18.0. For the analysis, data
were standardized as mean values of one and
variations of one. The Holdout Cross-validation
was  used  to  check  the  reliability  of  the
chemometric models in terms of classification
ability (10).

Stable Isotope And Multı-Element Techniques For...
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the mean value of isotope ratios
and mineral concentrations in collected rice
samples from Turkish origin and imported groups.
Compared to Turkish samples (Local Osmanc›k
and Turkish variety) the mean concentrations of
mineral nutrients such as Fe, Al and Sr are rather
high in the Local Osmanc›k and imported samples
(Imported). Therefore, strontium contents of the
Turkish rice samples obtained in this study can
be regarded as a reasonable representation of
the discrimination from imported sample (Fig 1).
We found that the comparison of Ni is also difficult
because there is lack of information for group
Turkish variety and Imported. It has been reported
that Ni is a highly mobile element (11). In general,
elemental concentration range of Turkish rice is
similar to the imported rice. The nitrogen and
carbon contents in all groups of the samples were
found to be centred at about 1.16%, and 37.80%
respectively.  The  oxygen  content  showed a
slight variation at around 47% among the group
of samples. Similarly, the hydrogen content in
group Turkish variety and imported were almost
the same at 13.90 and 14.10% but that of Local
Osmanc›k samples were slightly lower 12.56 %
(P<0.05).

The δ15N variation of the rice samples ranged
from 1.53‰ to 8.08‰, using a box plot (Fig. 2) it
was observed the variation in the δ15N values is
larger than that of the δ15N values in general and
one striking observation is that the rice sample

from group Turkish variety had the highest δ15N
values. The observation that rice samples from
group Imported had δ15N values lower than the
mean whereas those from group Local Osmanc›k
and Turkish variety had δ15N values higher than
the mean (Fig 4) may suggest different agricultural
practice. Organic fertilizers generally raise the 15N
content in soil and plants whereas the uses of
synthetic  fertilizers  decrease  it  (6).  The  δ18O
variation of the rice samples ranged from 22.32‰
to  27.08‰  In  general  there  was  a significant
variation in the δ18O values in the groups. As the
Figure 3 indicates, an interesting observation is
that the rice samples from Turkey (Local Osmanc›k
and Turkish variety) posses noticeably higher
δ18O value than from import samples (Imported).

In  order  to  illustrate  the  contribution of O-C
elements to the canonical discrimination, the
δ18O and δ13C values of rice samples have been
plotted as an X-Y scatter graphs in Fig 4.  The

F. Özbey 

Table 1. The mean analytical results of rice sample from each group and results of multiple comparisons between groups*

Isotopes and elements Local Osmanc›k Turkish variety Imported  
(n=19, Mean±SD) (n= 20, Mean±SD) (n=11, Mean±SD)

_15N +5.04±0.9d  +6.28±1.0e +4.27±1.1d 
_13C -26.69±0.3a -26.45±0.3a -27.11±1.0b
_18O +26.00±0.6f +25.26±0.9g +24.28± 0.03h 
N % 1.12±0.09c 1.16±0.08c  1.16±0.06c 
C % 38.63±2.2i 37.37±3.7i  37.4 5±3.9i 
O % 47.64±0.5j 47.55±1,1j  47.27±0.7j  
**H % 12.56±2.4e 13.90±4.1e  14.10±0.4e  
***Cu 6.232±0.9v 5.865±0.8v 5.286±0.9v
***Ni 5.497±0.2k nd±l nd±m
***Zn 28.48±0.8r 33.85±0.7r 32.31±0.4r
***Cr 0.690±0.1n 0.826±0.5n 0.407±0.7n
***Al 4.326±0.2s 1.850±0.8t 2.699±0.5s
***Sr 0.990±0.8p 0.582±0.5p 0.748±0.5p
***Fe 4.803±0.6u 4.014±0.5u 3.629±0.9u

*Different letters mean significantly different results (P<0.05): SD means standard deviation.
** Obtained by difference
***mg/kg

Fig 1. Box plot showing Sr (ppm) variations of for all rice
according to the groups



mean value of δ18O is found to be +24.28‰ for
imported samples followed by the Turkish variety
of samples which have the next highest set of
δ18O values with a mean value of +25.26‰. The
rice samples classified in group Local Osmanc›k
collected  from  Çorum-Osmanc›k  have  the
highest  mean  δ18O  values  of  +26.00‰.  The
imported rice samples have relatively lower δ13C
values with a mean value of -27.11‰. The group
Turkish variety samples relatively enriched in
δ13C with a mean of -26.45‰ compared to the
imported samples. The Local Osmanc›k rice
samples are the most enriched one in terms of
13C with a mean δ13C value of -26.69‰.

The main principle of CDA method is to find a
combination of functions based on isotope and
elemental values that maximize the separation of
Osmanc›k-97 (Local Osmanc›k and Turkish variety)
and other group of samples. The concentrations
of isotopes were significantly different (P<0.05)
between  groups  as  determined  by  multiple
comparisons. For all samples C, N, O and H contents
and δ13C, δ15N, and δ18O values are contributed
from 29.16 to 40.26%, 0.96 to 1.37%, 46.03 to
51.60%, 9.99 to 24.23%, -25.99 to -28.15‰, +3.27
to +7.71‰ and +22.32 to +27.08‰, respectively.
These  C,  N,  O  and  H  contents  and  isotopic
compositions are consistent with those of general
plant material (12). Turkish rice samples (Local
Osmanc›k and Turkish variety) showed a higher
δ15N value than import rice samples and clearly
discriminated  from  group  Imported  samples.
Nitrogen isotopic composition of rice is thought
to depend mainly on soil nutrition. Although,
organic fertilizers generally increase the δ15N
content in soil and plants, the utilization of artificial
fertilizers decreases it. In fact, in Australia, many
farmers rotate the rice crops with pasture crops
over several years. This agricultural cycle in Australia
may be consistent with the high δ15N value of the
Australian rice as determined several researchers
(2, 13). The first group of rice samples (n=19)
collected from ten different cultivation regions
have  average  values  of  +5.04±0.9  ‰ in δ15N,
-26.69±0.3‰ in δ13C, and +26.0±0.6‰ in δ18O.
When  the  average  value  of  each  region  is
compared,  the  heavier  δ15N  is  found  in  the
Turkish variety samples with the value of
+6.28‰ whereas the lighter value is found in
imported samples (Imported) with +4.27‰.
When the δ13C values are compared, it has been
found  that  the  heaviest  value  of -26.45‰ is
observed in Turkish variety group, whereas the
lightest value of -27.11‰ is seen in group Imported
samples. For δ18O values the heaviest value of
+26.00‰ is found in the Local Osmanc›k group
samples, whereas the lightest value of +24.28‰
is found in imported samples. Notably, Local
Osmanc›k sample was enriched in δ18O, whereas
imported sample was enriched in δ12C, δ14N, and
δ16O. Because the Local Osmanc›k group sample
has higher value of δ18O compared to other group
of samples, they can clearly be distinguished
from the second and third group of samples.
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Fig 3. Box plot showing δ18O (‰) variations of for all rice
according to the groups

Fig 4. Distributions of 18O/16O, and 13C/12C isotopic composition
of whole rice samples.

Fig 2. Box plot showing δ15N (‰) variations of for all rice
according to the groups
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In this study, fourteen variables including δ13C,
δ15N, and δ18O, Cu, Zn, Fe, Ni, Cr, Al, Sr, C, N, O
and H contents were selected by the software for
discrimination. Function 1 (70.4% of variance)
which provides the main separation between the
group Local Osmanc›k and Turkish variety rice
samples was primarily correlated with δ13C, δ15N,
carbon and nitrogen contents. Function 2 (29.6%
of variance) which provides the discrimination
between the group Local Osmanc›k and Imported
rice samples was primarily correlated with δ18O,
δ15N, Sr, and Ni contents. According to Box’s of
equality of covariance matrices test results of CDA,
for the groups to determine the geographical
origin of the rice sample is homogeneous in its
inside, and it can be used for this purpose. 

In  2008,  Suzuki  et  al.  (2),  Investigated  the
geographical origins of a single rice cultivar, the
Koshihikari rice, from Australia, Japan and USA.
In the study, rice samples from different origins
were clearly discriminated from Japanese rice by
high δ15N or high δ18O values. The other geographical
traceability  study  of  rice  was  carried  out  by
Gonzálvez et al. (7), on the "Arròs de Valencia"
rice grain using mineral element composition.
From  the  study,  lanthanides,  cadmium  and
cobalt have been identified as the most influential
indicators of the geographical origin of rice
samples (4).   

The results of the CDA analysis, 89.5% of the
samples in group Local Osmanc›k, 80.0% of
samples in group Turkish variety and 81.8% of
samples  in  group  Imported  can  correctly  be
classified. According to the CDA analysis results

84.4% of original grouped cases correctly classified.
The inclusion of the stable isotope ratio results,
together  with  the  multi-element data, in the
geographical origin discrimination of the rice
samples by CDA was found to be more powerful
in providing distinction by group of origin slight
improvement to the rice geographical differentiation.
This was supported statistically by the increase
of the original grouped cases correctly classified
from 83.3% to 84.4%.  All rice samples can be
successfully   classified   into   three   groups
representing corresponding origins during model
training process. Holdout Cross-validation was
selected  during  the  model  cross-validation
procedure  to  evaluate  the  robustness  of  the
developed model. As shown in Table 2, 92.3% of
the  samples  in  group  cases  selected  Local
Osmanc›k,  64.3%  of  samples  in  group  cases
selected Turkish variety and 100.0% of samples
in group cases selected Imported can correctly
be classified. According to the cross-validation
results 82.4% of original grouped cases correctly
classified.

CONCLUSIONS

Our study demonstrated that both trace-element
composition  and  stable  isotope  profile  are
important parameters for establishing scientifically
the  geographic  origin  of  foods  by  selecting
appropriate chemometric data treatments. The 11
elements and δ13C, δ15N, and δ18O isotopic ratios
were  selected  for  stable  isotopes  and  the
multi-element compositions for discriminate
analysis. The elemental variations in the rice

Table 2.Classification of rice sample from each group and percentages of observations correctly classifieda,b

Group Predicted Group Membership

Local Osmanc›k Turkish variety Imported Total

Cases Selected Original Count Local Osmanc›k 12 1 0 13
Turkish variety 1 9 4 14

Imported 0 0 7 7
% Local Osmanc›k 92.3 7.7 0 100.0

Turkish variety 7.1 64.3 28.6 100.0
Imported .0 .0 100.0 100.0

Cases Not Selected Original Count Local Osmanc›k 5 1 0 6
Turkish variety 0 6 0 6

Imported 0 1 3 4
% Local Osmanc›k 83.3 16.7 .0 100.0

Turkish variety .0 100.0 .0 100.0
Imported .0 25.0 75.0 100.0

a.82.4 % of selected original grouped cases correctly classified.
b.87.5 % of unselected original grouped cases correctly classified.
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samples of the different origins could possibly
improve the discriminate study. The rice from
Osmanc›k (Local Osmanc›k) and other part of
Turkey (Turkish variety) are clearly distinguished
from imported samples (Imported) by high δ15N
or high δ18O values. Thus comparison of Cu, Zn,
Fe, Ni, Cr, Al, Sr, C, N, O, and H contents and
δ13C, δ15N, and δ18O values would potentially be
applied  for  rapid  and  routine  analyses  of
geographical  origin  of  rice.  However,  further
investigation is still needed to test whether this
discrimination method based on the observed
difference in elemental and isotopic compositions
can be generalized to all Turkish rice as well as
other cultivars. At least, the proposed methods
clearly indicate that it can be used as a tool to
discriminate  geographical  origin  of  Turkish,
"Osmanc›k-97" rice.
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MEMECİK VE ERKENCE ZEYTİN ÇEŞİTLERİNDE OLGUNLUK 
DERECESİNİN NATÜREL ZEYTİNYAĞININ TOPLAM POLİFENOL 

MİKTARI VE ACILIK İNDEKSİ ÜZERİNDEKİ ETKİSİ

Özet

Natürel zeytinya¤›n›n karakteristik duyusal özellikleri aras›nda yer alan ac›l›k, zeytinya¤›n›n yap›s›ndaki
fenolik bilefliklerden kaynaklanmaktad›r. Zeytinya¤›n›n önemli bir bilefleni olan fenolik bilefliklerin nitel
ve nicel özelliklerini; iklimsel, agronomik ve teknolojik faktörler belirlemektedir. Bu çal›flmada; farkl›
olgunluk düzeylerinde hasat edilen Memecik ve Erkence çeflidi zeytinlerden elde edilen ya¤lar›n›n toplam
polifenol içeri¤i ile ac›l›k indeksi K225 de¤erindeki de¤iflim incelenmifltir. Her iki zeytin çeflidinde de
olgunlaflma ilerledikçe, toplam polifenol miktar›n›n logaritmik olarak azald›¤› ve bu de¤iflimin istatistiksel
olarak önemli oldu¤u (P<0.05) belirlenmifltir. Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinden elde edilen ya¤lar›n
toplam polifenol miktar› ile ac›l›k indeksi K225 aras›ndaki iliflkinin istatistiksel olarak önemli oldu¤u
(P<0.01), bu iliflkinin matematiksel olarak logaritmik bir denklemle ifade edilebilece¤i saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Zeytin, zeytinya¤›, olgunlaflma indeksi, ac›l›k indeksi, polifenol

INFLUENCE OF THE FRUIT'S RIPENESS ON TOTAL POLYPHENOL 
CONTENT AND BITTERNESS INDEX OF VIRGIN OLIVE OIL 

FOR MEMECIK AND ERKENCE OLIVE VARIETIES

Abstract

Phenolic compounds are responsible from bitterness which is one of the desired sensory characteristics
of natural olive oils. Quantitative and qualitative properties of phenolic compounds in natural olive oils
depend on climatic and agronomic factors as well as the olive oil processing technology. In this study;
changes in total polyphenol content of olive oil extracted from Memecik and Erkence varieties at different
maturation levels are investigated. Moreover; relation of total polyphenol content of olive oil with
bitterness index K225 is also examined. Total polyphenol content decreased in logarithmic manner as
maturation proceeds for both varieties. This dependence is found to be statistically significant (P<0.05).
Relationship between total polyphenol content and bitterness index K225 showed a logarithmic dependence
which is also confirmed to be statistically significant (P>0.01) for Memecik and Erkence varieties.

Keywords: Olive, olive oil, maturity index, bitterness index, polyphenol
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GİRİŞ
Natürel zeytinya¤›, zeytin meyvesinden fiziksel
yöntemlerle elde edilen do¤al bir meyve suyu
olup,  rafinasyon  ifllemi  uygulamadan  do¤al
haliyle tüketilmektedir (1). Natürel zeytinya¤›n›n
kimyasal  kompozisyonu;  agronomik  (çeflit,
olgunlaflma derecesi, iklimsel koflullar, sulama
vb.),  ve  teknolojik  (k›rma,  malaksasyon,  su
ilavesi  vb.)  faktörlere  ba¤l›  olarak  de¤ifliklik
göstermektedir (2).

Zeytin meyvesinin olgunlaflma sürecinde oluflan
metabolik proseslere ba¤l› olarak ya¤›n trigliserit
yap›s›, ya¤ asidi kompozisyonu, nitel ve nicel
olarak  fenolik  madde,  tokoferol,  klorofil  ve
karotenoid  içeri¤inde  de¤iflmeler  meydana
gelmektedir.  Bu  de¤iflimler  ya¤›n  duyusal
özelliklerini, oksidatif stabilitesini, besin de¤erini
ve kalitesini belirlemektedir (3). Zeytinya¤›nda
bulunan ve farkl› mekanizmalarla oksidasyonu
önleyen bafll›ca antioksidanlar;  polifenoller
(basit ve aglikonlar), tokoferoller, karotenoidler
ve klorofillerdir. Bu antioksidanlar aras›nda en
etkili olan›n, zeytinya¤›nda bulunma miktar›yla
do¤ru orant›l› olarak oksidasyonu engelledi¤i
düflünülen polifenoller oldu¤u bilinmektedir (4).

Polifenoller, bir benzen halkas›na ba¤l› bir veya
daha fazla say›daki hidroksil grubu ve fonksiyonel
gruplar› içeren yap›lard›r. Natürel zeytinya¤›nda
bulunan polifenollerin önemli k›sm› sekoiridoidler,
basit  fenoller  ve  lignanlard›r.  Zeytinya¤›nda
bulunan toplam fenollerin %60-90 gibi yüksek
oran›n›; tirosol, hidroksitirosol ve onlar›n sekoiridoid
türevleri oluflturmaktad›r (5).

Zeytinin yetiflti¤i bölgenin ya¤›fl veya sulama
koflullar› ile toprak ve iklim özellikleri, zeytinin
çeflidi, hasat zaman› ve flekli, zeytinleri depolama
koflullar› ve süresi, ya¤ üretim ak›fl› (k›rma-ezme,
yo¤urma,  santrifüjleme,  filtrasyon)  ve  ya¤›n
depolanma  koflullar›,  zeytinya¤›nda  bulunan
polifenollerin nicel ve nitel özellikleri üzerinde
etkili olan etmelerdir (5, 6). 

Zeytin meyvesinin hasat zaman› ve olgunluk
indeksi, zeytinya¤›nda hem kimyasal hem de
duyusal kalitenin oluflmas› aç›s›ndan önemlidir.
Zeytin meyvesinin olgunlaflma sürecinde birçok
metabolik de¤iflimler meydana gelmekte, fenolik
bileflenlerin  kompozisyonu,  bu  bileflenlerin
biyosentezi ve biyotransformasyonu sonucunda
de¤iflime u¤ramaktad›r. Erken hasat zeytinlerden,

polifenol içeri¤i ve oksidatif stabilitesi yüksek
ya¤lar üretilmektedir. Ancak bu ya¤lar yüksek
ac›l›k-yak›c›l›k fliddeti nedeniyle tüketici taraf›ndan
tercih edilmemektedir. Bu nedenle her zeytin
çeflidi için en uygun hasat zaman›n›n belirlenmesi
gerekmektedir  (5, 7).  Erken  hasat  sürecinde;
zeytinya¤›n›n hidroksitirosol, ligstrosid aglikon,
oleuropein  aglikon,  asetoksi-pinoresinol  ve
elenolik asit içeri¤i yükselmekte, olgunlaflman›n
ilerlemesi ile bu maddelerin miktar›nda azalma
meydana   gelmektedir.   Toplam   polifenol
miktar›ndaki  düflmeye  de  ba¤l›  olarak  ya¤›n
ac›l›k-yak›c›l›k   özellikleri   azalmaktad›r   (6).
Zeytinya¤›n›n polifenol içeri¤i ile ac›l›k-yak›c›l›k
fliddeti aras›nda iliflki oldu¤u birçok araflt›r›c›
taraf›ndan belirtilmektedir (8-15). Zeytinya¤›n›n
ac›l›k fliddetinin kimyasal olarak belirlenmesinde
ac›l›k indeksi K225 ölçüt olarak kullan›lmaktad›r.
Bu yöntemde, natürel zeytinya¤›nda ac›l›¤a neden
olan bileflenleri içeren metanol/su ekstrakt›n›n
225nm dalga boyundaki absorbans› ölçülmektedir.
Duyusal de¤erlendirme ile belirlenen ac›l›k fliddeti
ile  bu  yöntemle  belirlenen  ac›l›k  indeksinin
paralellik gösterdi¤i saptanm›flt›r  (16).  

Bu çal›flmada; farkl› olgunluk derecelerinde hasat
edilen Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinden
elde edilen ya¤lar›n toplam polifenol miktar› ve
ac›l›k indeksi K225 de¤erleri belirlenmifltir. Ayr›c›
toplam polifenol miktar› ile ac›l›k indeksi K225

aras›ndaki iliflki incelenmifltir.

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal  olarak;  Memecik  ve  Erkence  zeytin
çeflitleri kullan›lm›flt›r. Zeytin örnekleri ‹zmir'in
Urla ilçesinden temin edilmifltir. Hasat, zeytinlere
zarar vermeyecek flekilde elle yap›lm›flt›r. Seçilen
a¤açlar›n tüm dallar›n› içerecek flekilde 5 kg
zeytin toplanarak 24 saat içinde ya¤a ifllenmifltir. 

Zeytinya¤›n›n toplam polifenol içeri¤i ve ac›l›k
indeksi  K225 de¤erinin,  zeytinin  olgunlaflma
indeksi ile de¤ifliminin incelenmesi amaçland›¤›
için, 16/Ekim /2009 – 16/Ocak /2010 tarihleri
aras›nda her bir zeytin çeflidinden 8 farkl› olgunluk
derecesinde  zeytin  toplanm›flt›r.  Zeytinlerin
olgunlaflma indeksleri (O‹), Uceda ve Frias (17)
taraf›ndan   gelifltirilen   yöntem   kullan›larak
belirlenmifltir. Zeytin y›¤›n›ndan rastgele 100 adet
zeytin tanesi al›nm›fl ve bu zeytinler enlemesine
ortadan ikiye kesilerek kabuktan iç k›sma kadar
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renk profili incelenmifl, gözlenen renk 0-7 aral›¤›na
sahip bir skalada puanland›r›lm›flt›r. Puanlamada
0, tamamen yeflil zeytin tanesini temsil ederken;
7, renk dönüflümü tamamlanm›fl ve rengi tamamen
siyaha  dönmüfl  zeytinleri  temsil  etmektedir.
Puanlaman›n tamamlanmas›n›n ard›ndan her bir
puan grubundaki zeytin taneleri kendi içinde
say›lm›fl, bulunan say› ait oldu¤u puan ile çarp›lm›fl,
tüm çarp›m sonuçlar› toplanm›fl ve elde edilen
genel toplam 100’e bölünerek olgunlaflma indeksi
hesaplanm›flt›r. Olgunlaflma indeksinin 0’a yak›n
olmas› olgunlaflmam›fl, 7’ye yak›n olmas› olgun
zeytin tanesinin daha fazla oldu¤unu göstermektedir. 

Farkl›  olgunluk  derecelerinde  hasat  edilen
zeytinlerin ya¤a ifllenmesinde, laboratuar tipi
"Mini  Zeytin  De¤irmeni  ve  Presleme  Ünitesi"
kullan›lm›flt›r.

Zeytinya¤› üretiminin ilk aflamas›nda zeytinler
mini zeytin de¤irmeninde k›r›larak zeytin hamuru
elde edilmifl, zeytin hamuru yaklafl›k 30 dakika
süreyle ortam s›cakl›¤›nda yo¤rulduktan sonra
jüt pres torbalar›na yerlefltirilerek preslenmifltir.
Presleme iflleminde 2,5 kg zeytin hamuru 5 adet
torbaya eflit olarak paylaflt›r›lm›fl, prese yerlefltirilen
torbalara bas›nç uygulanm›fl, ya¤+karasu ç›k›fl› son
bulana kadar presleme ifllemine devam edilmifltir.
Ya¤ ve karasudan oluflan s›v› fazdaki karasu,
dekantasyon yöntemi ile ya¤dan uzaklaflt›r›lm›flt›r.
Elde edilen zeytinya¤› pamuk filtreden iki kez
geçirilip, 100ml'lik kahverengi fliflelerde -18°C
s›cakl›kta depolanm›flt›r. Zeytinya¤› üretimi 2.5
kg'l›k  ikinci  zeytin  hamuru  partisi  ile  tekrar
edilmifltir. Her partiden elde edilen ya¤lar›n
toplam polifenol içerikleri ve ac›l›k indeksi K225

de¤erleri belirlenmifltir.

Zeytinya¤›   örneklerinin   toplam   polifenol
miktar› (TPM), Gutfinger taraf›ndan uygulanan
spektrofotometrik yöntemle belirlenerek, sonuçlar
mg kafeik asit/ kg ya¤ olarak verilmifltir (18).

Zeytinya¤›n›n ac›l›k indeksi K225, Gutierrez Rosales
ve  ark.  (16)  taraf›ndan  gelifltirilen  yöntem
kullan›larak saptanm›flt›r. Bu yöntemde octadecyl
C18 kolonu kullan›lmaktad›r. Öncelikle kolon
methanol ve hekzan ile aktiflefltirilerek hekzanda
çözülen  ya¤  kolondan  geçirilmifltir.  Kolonda
tutulan fenolik maddeler metanol:su (1:1) kar›fl›m›
ile ekstrakte edilerek, ekstrakt›n 225 nm dalga
boyundaki absorbans› "ac›l›k indeksi K225" olarak
ifade edilmifltir. 

Sonuçlar›n istatistiksel de¤erlendirilmesinde SPSS
for Windows yaz›l›m› kullan›lm›flt›r. Memecik ve
Erkence çeflitleri için olgunlaflma indeksi, toplam
polifenol  miktar›  ve  ac›l›k  indeksi  de¤erleri
aras›ndaki korelasyon ise Pearson korelasyon
katsay›lar› hesaplanarak belirlenmifltir. Ayr›ca
zeytin çeflitlerinin olgunlaflma indeksi ile toplam
polifenol miktar›, toplam polifenol miktar› ile ac›l›k
indeksi aras›ndaki iliflkiler regresyon analizi ile
incelenerek istatistiksel olarak önemli bulunan
en yak›n matematiksel model oluflturulmufltur.

BULGULAR VE TARTIŞMA

Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinin olgunlaflma
indeksi ile bu zeytin çeflitlerinden elde edilen
ya¤lar›n toplam polifenol miktar› ve K225 de¤erleri
Çizelge 1'de, bu de¤erlere ait Pearson korelasyon
katsay›lar› ise Çizelge 2'de verilmifltir.
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Çizelge 1. Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinin olgunlaflma indeksi, toplam polifenol miktar› ve K225 de¤erleri 
Table 1. Maturity index, total polyphenol content and K225 value of Memecik and Erkence Olive Varieties

Memecik Erkence
Memecik Erkence

Olgunlaflma ‹ndeksi Toplam Polifenol K225 Olgunlaflma Toplam Polifenol K225 

Maturity Index (MI) Miktar› ‹ndeksi Miktar›
Total Polyphenol Maturity Total Polyphenol
Content (TPC) Index(MI) Content (TPC)

0.01 615 3.31 0.10 780 3.30
0.16 500 2.83 0.89 438 2.71
0.71 225 1.68 0.95 364 2.08
0.89 205 1.07 1.24 316 1.34
1.21 111 0.91 1.45 273 1.11
1.68 93 0.82 1.72 247 1.04
2.02 85 0.75 1.90 214 0.93
3.81 53 0.36 3.62 164 0.39
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Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinde olgunlaflma
indeksi yükseldikçe, bu zeytin çeflitlerinden elde
edilen ya¤lar›n toplam polifenol miktar› ve K225

de¤erinin  azald›¤›  (Çizelge 1),  bu  de¤iflimin
istatistiksel  olarak  önemli  oldu¤u  (P<0.05)
(Çizelge 2) saptanm›flt›r.

Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinde olgunlaflma
indeksinin  yükselmesi  ile  toplam  polifenol
miktar›nda logaritmik bir azalma oldu¤u, s›ras›yla
fiekil 1 ve fiekil 2'de görülmektedir. 

Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinden elde
edilen ya¤lar›n toplam polifenol miktar› ile K225

de¤eri aras›ndaki iliflkinin istatistiksel olarak
önemli oldu¤u (P<0.01) saptanm›flt›r  (Çizelge 2).
Her iki zeytin çeflidinde de, toplam polifenol
miktar›   azald›kça,   K225 de¤erinin   düfltü¤ü
belirlenmifltir (Çizelge 1). 

Memecik ve Erkence zeytin çeflitlerinde toplam
polifenol miktar› ile K225 de¤eri aras›ndaki iliflkinin
logaritmik regresyon modeli ile aç›klanabilece¤i
s›ras›yla fiekil 3 ve fiekil 4'te görülmektedir.

Sonuç  olarak;  incelenen  zeytin  çeflitlerinde
olgunlaflma indeksi, toplam polifenol miktar› ve
K225 de¤erleri aras›ndaki iliflkinin istatistiksel
olarak önemli oldu¤u saptanm›flt›r. Zeytinlerin
olgunlaflma indeksinin 3 de¤erinin üzerine ç›kmas›
ile Memecik zeytin çeflidinde toplam polifenol
miktar›  615 mg  kafeik  asit/kg  ya¤  de¤erinden
53 mg kafeik asit/kg ya¤ de¤erine düflerek %92
oran›nda, Erkence zeytin çeflidinde ise toplam
polifenol  miktar›  780  mg  kafeik  asit/kg  ya¤
de¤erinden 164 mg kafeik asit/kg ya¤ de¤erine
düflerek %79 oran›nda azalma göstermektedir.
Toplam polifenol miktar›ndaki azalma ile iliflkili
olarak K225 de¤erindeki düflmenin; Memecik

F. Yemişçioğlu, O. Özdikicierler, S. Çapar, A. S. Gümüşkesen

Çizelge 2. Olgunlaflma indeksi, toplam polifenol miktar› ve K225 de¤erine ait Pearson Korelasyon Katsay›lar›
Table 2. Pearson correlation coefficients of maturity index, total polyphenol content and K225

Memecik Erkence

O‹ TPM K225 O‹ TPM K225

MI TPC MI TPC

O‹ Pearson Korelasyonu 
MI Person Correlation 1 -.771* -.809* 1 -.803* -.826*

Önem derecesi 
Significance Level .025 .015 .016 .011

TPM Pearson Korelasyonu 
TPC Pearson Correlation -.771* 1 .989** -.803* 1 .935**

Önem derecesi 
Significance Level .025 .000 .016 .001

K225 Pearson Korelasyonu 
Pearson Correlation -.809* .989** 1 -.826* .935** 1
Önem derecesi 
Significance Level .015 .000 .011 .001

fiekil 1. Memecik zeytin çeflidinde toplam polifenol miktar›n›n olgunlaflma indeksi ile de¤iflimi
Figure 1. Change in total polyphenol content with maturity index for Memecik olive variety
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fiekil 2. Erkence zeytin çeflidinde toplam polifenol miktar›n›n olgunlaflma indeksi ile de¤iflimi
Figure 2. Change in total polyphenol content with maturity index for Erkence olive variety

fiekil 3. Memecik zeytin çeflidi için toplam polifenol miktar› ile K225 de¤erinin de¤iflimi
Figure 3. Changes in K225 value with total polyphenol content for Memecik olive variety

fiekil 4. Erkence zeytin çeflidi için toplam polifenol miktar› ile K225 de¤erinin de¤iflimi 
Figure 4. Changes in K225 value with total polyphenol content for Erkence olive variety
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zeytin çeflidinden elde edilen ya¤da %89, Erkence
zeytin çeflidinden elde edilen ya¤da %88 oldu¤u
belirlenmifltir. 

Zeytinya¤›n›n özellikle biyoaktif bir bileflen olan
polifenol içeri¤inin zeytinin olgunlaflma indeksiyle
de¤iflimi  ve  tüketici  tercihleri  göz  önünde
bulundurularak her zeytin çeflidi için en uygun
hasat zaman›n›n belirlenmesi önem tafl›maktad›r.

KAYNAKLAR

1. Garcia-Mesa JA, Mateos R. 2007. Direct automatic
determination of bitterness and total phenolic
compounds in virgin olive oil using a pH-based
flow-injection analysis system. J Agric Food
Chem, 55, 3863-3868.

2. Garcia-Mesa JA, Pereira-Caro G, Fernandez-
Hernandez A, Civantos CGO, Mateos R. 2008.
Influence of lipid matrix in the bitterness perception
of virgin olive oil. Food Quality and Preference,
19, 421-430.

3. Franco MN, Sanchez J, De Miguel,C, Martinez
M, Martin-Vertedor D. 2015. Influence of the
fruit's ripeness on virgin olive oil quality. Journal
of Oleo Science, 64, (3), 263-273.

4. Del  Carlo  M,  Sacchetti  G,  Di  Mattia  C,
Compagnone D, Mastrocola D, Liberatore L, Cichelli
A. 2004. Contribution of the phenolic fraction to
the antioxidant activity and oxidative stability of
olive oil. J Agric Food Chem, 52 (13), 4072-4079.

5. Vitaglione P, Savarese M, Paduano A, Scalfi L,
Fogliano V, Sacchi R. 2015. Healthy virgin olive
oil: A matter of bitterness. Food Science and
Nutrition, 55, 1808-1818.

6. Frankel E, Bakhouche A, Lozano-Sanchez J,
Segura-Carretero A, Fernandez-Gutierrez A.
2013. Literature review on enriched in bioactive
compounds:  Potential  use  of  by  products  as
alternative sources of polyphenols. J Agric Food
Chem, 61, 5179-5188.

7. Aguilera MP, Jimenez A, Sanchez-Villasclaras
S,  Uceda  M,  Beltran  G.  2015.  Modulation  of
bitterness and pungency in virgin olive oil from
unripe "Picual" fruits. Eur J Lipid Sci Technol.,
117, 1463-1472.

8. Beltran G, Aguilera MP, Del Rio C, Sanchez S,
Martinez  L.  2005.  Influence  of  fruit  ripening
process on the natural antioxidant content of
Hojiblanca virgin olive oils. Food Chem, 89, 207-215.

9. Johanneke LH, Busch HC, Hrncirik K, Blukin
E,  Boucon  C,  Mascini  M.  2006.  Biosensor
measurement of polar phenolics for the assessment
of the bitterness and pungency of virgin olive oil.
J Agric Food Chem, 54, 4371-4377.

10. Artajo LS, Pomero MP, Morello JR, Motilva
MJ. 2006. Enrichment of refined olive oil with
phenolic compounds: Evaluation of their antioxidant
activity and their effect on the bitter index. J Agric
Food Chem, 54, 6079-6088.

11. Youssef NB, Zarrouk W, Carrasco-Pancorbo A,
Ouni Y, Segura-Carretero A, Fernandez-Gutierrez
A,  Daoud  D,  Zarrouk  M.  2010. Effect of olive
ripeness on chemical properties and phenolic
composition of chetoui virgin olive oil. J of Sci
Food Agric, 90,199-204.

12. Dierkes G, Krieger S, Dück R, Bongartz A,
Schmitz OJ, Hayen H. 2012. High-performance liquid
chromatography-mass spectrometry profiling of
phenolic compounds for evaluation of olive oil
bitterness and pungency. J Agric Food Chem, 60,
7597-7606.

13. Apetrei C. 2012. Novel method based on
polypyrrole-modified sensors and emulsions for
the evaluation of bitterness in extra virgin olive
oils. Food Res Int, 48, 673-680.

14. Favati F, Condelli N, Galgano F, Caruso MC.
2013. Extra virgin olive oil bitterness evaluation
by sensory and chemical analyses. Food Chem,
139, 949-954.

15. Inarejos-Garcia AM, Androulaki A, Salvador
MD. 2009. Discussion on the objective evaluation
of virgin olive oil bitterness. Food Res Int, 42,
279-284.

16. Rosales FG, Perdiguero S, Gutierrez R, Olias
JM. 1992. Evaluation of the bitter taste in virgin
olive oil. J Am Oil Chem Soc, 69, 4, 394-395.

17. Uceda M, Frias L. 1975. Harvest dates, evaluation
of  the  fruit  oil  content,  oil  composition  and
oil quality. Proc Segundo Seminario Oleicola
Internacional, Cordoba, 125-130.

18. Gutfinger T. 1981. Polyphenols in olive oil. J
Am Oil Chem Soc, 58, 966-968.



387

FARKLI KIZARTMA YÖNTEMLERİNİN BİTKİSEL YAĞLARIN 
OKSİDATİF STABİLİTESİ ÜZERİNE ETKİSİ

Özet

Derin ya¤da k›zartma, ticari ve ev ölçe¤inde en çok kullan›lan g›da haz›rlama yöntemlerinden birisidir.
S›cakl›k, süre ve oksijen etkisiyle, kullan›lan ya¤da k›zartma sonunda ›s›l oksidasyon görülmektedir.
Yap›lan bu çal›flmada ayçiçek, kanola ve ticari k›zartma ya¤lar› k›zartma ortam› olarak kullan›lm›flt›r.
Derin ya¤da k›zartma metodu olarak fritöz ve mikrodalga f›r›n kullan›lm›flt›r. K›zartma s›cakl›¤› olarak
fritözde 160°C ve 190°C, mikrodalgada f›r›nda 600W ve 900W güç de¤erleri seçilmifl, her iki yöntemde
de 4 dakika süre uygulanm›flt›r. Oksidasyon düzeyini belirlemek amac›yla peroksit de¤eri ve 232 ve
270 nm’de özgül so¤urma parametreleri incelenmifltir. Ticari k›zartmal›k ya¤larda 4.60±1.95, kanola
ya¤›nda 5.80±2.26 ve ayçiçek ya¤›nda 7.43±2.30 ortalama peroksit de¤erleri elde edilmifltir. K232 ve K270

ortalama de¤erleri ayçiçek, kanola ve ticari k›zartmal›k ya¤da s›ras›yla 1.868±0.406, 1.320±0.132,
1.036±0.107 ve 0.778±0.170, 0.302±0.054, 0.280±0.028 olarak ölçülmüfltür.

Anahtar kelimeler: K›zartma, mikrodalga, oksidasyon, peroksit de¤eri, özgül so¤urma.

EFFECT OF FRYING METHODS ON 
OXIDATIVE STABILITY OF VEGETABLE OILS

Abstract

Deep fat frying is one of the most widely used method of food preparation for commercial and household
scale. The thermal oxidation is seen in frying oil by the effect of temperature, time and oxygen. In this
study sunflower oil, canola oil and frying oil were used as a frying medium. Deep fat fryer and microwave
oven were used as a frying method. 160°C and 190°C were selected as frying temperature in electric
fryer, 600W and 900W power level were selected in microwave oven and 4 minutes were applied in
both methods. Peroxide value and specific extinction coefficient in 232 and 270 nm were investigated
to determine oxidation levels. Average peroxide values were obtained as 4.60±1.95 in commercial
frying oil, 5.80±2.26 in canola oil and 7.43±2.30 in sunflower oil. K232 and K270 values of sunflower oil,
canola oil and commercial frying oil were measured 1.868±0.406, 1.320±0.132, 1.036±0.107 and
0.778±0.170, 0.302±0.054, 0.280±0.028, respectively.

Keywords: Frying, microwave, oxidation, peroxide value, specific extinction.
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GİRİŞ
Derin ya¤da k›zartma bilinen en eski g›da iflleme
metotlar›ndan  birisidir.  Bu  yöntemle  g›daya
kendine has renk, tat, yap›, lezzet kazand›r›lmaktad›r
(1-3). K›zarm›fl ürünler endüstride ve ev ölçe¤inde
en çok tercih edilen ürünlerdir ve son y›llarda
popülaritesi giderek artmaktad›r (4). Derin ya¤da
k›zartma ifllemi 150-200°C aral›¤›nda ›s›t›lm›fl
bitkisel  ya¤da  belirlenen  zaman  aral›¤›nda
gerçeklefltirilmektedir  (5).  K›zart›lm›fl  olarak
haz›rlanan at›flt›rmal›k ürünlerin bafl›nda gelen
cipslerin ülkemizde 2004 y›l›nda kifli bafl› 400
gram olan tüketimi son y›llarda 1200 grama kadar
ç›km›flt›r. Avrupa ülkelerinde 4 kg, ABD’de 6 kg’›
bulan   tüketim   de¤erleri,   k›zarm›fl   ürünlerde
ülkemizdeki  tüketimin  önümüzdeki  y›llarda
gidece¤i noktay› aç›kça göstermektedir. Geliflme
dönemindeki gençlerin ve çocuklar›n tüketim
al›flkanl›klar› aras›nda önemli bir yer tutan bafll›ca
ürünler aras›nda k›zarm›fl ürünler ve cipsler yer
almaktad›r. K›zarm›fl ürünlerin kalitesi incelendi¤inde
k›zartma metodu, k›zartma koflullar›, g›dan›n
a¤›rl›¤›,  ya¤  miktar›,  ya¤  çeflidi  gibi  pek  çok
faktörden etkilenmektedir (6).

K›zartmada, k›zartma ortam› olan ya¤›n ›s›ya karfl›
dayan›kl›l›¤› önem tafl›maktad›r. K›zartma s›ras›nda
kullan›lan ya¤da zamanla ›s› etkisiyle fiziksel ve
kimyasal de¤ifliklikler sonucunda termal oksidasyon,
polimerizasyon  ve  hidroliz  görülmektedir.  Bu
reaksiyonlar sonucunda peroksit de¤erinde bir
art›fl ve polar maddeler gibi yüksek molekül
a¤›rl›kl› dekompozisyon ürünleri oluflmaktad›r
(7, 8).  Oluflan  oksidasyon  ürünlerinin  varl›¤›
k›zartmada  kullan›lan  ya¤da  kalite  azalmas›,
k›zart›lan üründe de tat, lezzet ve besleyici de¤er
aç›s›ndan olumsuz etki göstermektedir (9, 10). 

Mikrodalga f›r›nlar›n günümüzde kullan›m›n›n
yayg›nlaflt›¤› bilinmektedir. Derin ya¤da yap›lan
k›zartmaya  göre  kullan›m  kolayl›¤›  aç›s›ndan
tercih edilebilmektedir. Mikrodalga kullan›m›n›n
k›zartmada yaratt›¤› etki üzerine yap›lan çal›flmalarda
olumlu katk›s› oldu¤u vurgulanmaktad›r  (11).
Mikrodalga   f›r›nlar›n   k›zartma   prosesinde
kullan›lmas›na iliflkin yap›lan bir çal›flmada m›s›r
ya¤›n›n oksidasyon parametreleri incelenmifl ve
mikrodalga kullan›m›n›n ya¤›n kalitesine üzerine
etkili oldu¤u görülmüfltür (12).  Mikrodalgalar
elektromanyetik dalgalar halinde 300MHz’den
300GHz’e kadar de¤iflen aral›kta yay›lmaktad›rlar.
G›da haz›rlamada ve piflirmede en çok 2450MHz

kullan›lmaktad›r   (13).   Mikrodalga   ›s›tma
mekanizmas›n›n konvansiyonel ›s›tmadan farkl›
olmas›ndan dolay› g›da maddesi iç k›sm›ndan
›s›nmaya bafllamaktad›r. Bu durum k›zartmada
kullan›lmas› halinde hem ya¤› hem de k›zaran
materyali ›s›tmas› aç›s›ndan önem arz etmektedir
(14,15).

Bu çal›flmada k›zartmalar derin ya¤da yap›lm›flt›r.
Derin   ya¤da   k›zartma   yöntemi   olarak   iki
farkl› ekipman olan fritöz ve mikrodalga f›r›n
kullan›lm›flt›r.  K›zartmada  ticari  olarak  ve  ev
ölçe¤inde  en  çok  tercih  edilen  ayçiçek  ya¤›,
kanola ya¤› ve ticari k›zartma ya¤› olmak üzere
üç farkl› bitkisel ya¤ k›zartma ortam› olarak tercih
edilmifltir.   Derin   ya¤da   yap›lan   k›zartma
yönteminde fritöz ile mikrodalga f›r›n kullan›larak
yap›lan k›zartman›n kullan›lan ya¤daki oksidasyon
düzeyindeki de¤iflim araflt›r›lm›flt›r. 

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

K›zartma iflleminde kullan›lacak materyal olan
patatesler yerel bir marketten dondurulmufl olarak
temin edilmifltir (Nimet, ‹stanbul). Tek seferde
al›nan patatesler h›zl› bir flekilde laboratuvara
getirilmifl ve k›zartma ifllemine kadar -40°C’de
çal›flan derin dondurucuda (Nüve FR490, Ankara)
muhafaza edilmifltir. K›zartma iflleminde üç tip
ya¤ kullan›lm›flt›r. Bunlar ayçiçek ya¤›, kanola
ya¤› ve ticari k›zartma ya¤›d›r (Zade, Konya). Ya¤a
ait özellikler k›zartma ifllemi öncesi analiz edilerek
sonuçlar k›zartma sonras› ile karfl›laflt›r›lm›flt›r. 

Yöntem

Kızartma İşlemi

K›zartma  ifllemi,  öncelikle  bilinen  en  yayg›n
yöntem  olan  derin  ya¤da  yap›lm›flt›r.  Tezgâh
üstü k›zartma makinesi olan fritöz (Remta R92,
‹stanbul) bu amaçla kullan›lm›fl olup 2 litre ya¤
ile  ifllem  gerçeklefltirilmifltir.  Fritözde  160°C
ve 190°C iki farkl› s›cakl›kta 4 dakika olarak
gerçeklefltirilmifltir. Ya¤ istenilen s›cakl›¤a ulaflt›ktan
sonra ya¤ miktar›n›n 1/100’ü (a¤›rl›k/hacim) kadar
miktarda  patates  ya¤a  dald›r›larak  belirlenen
sürede k›zartma ifllemi yap›lm›flt›r. K›zartma süresi
sonunda patatesler al›n›p, ya¤dan yaklafl›k 50 ml
numune al›narak analizler yap›lm›flt›r. Ya¤dan
eksilen k›s›m tamamlanarak ikinci ve üçüncü
k›zartma ifllemleri yap›lm›flt›r. Üçüncü k›zartma
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ifllemi ard›ndan ya¤ de¤ifltirilmifltir. Fritözde yap›lan
k›zartmaya alternatif olarak mikrodalga f›r›nda
derin ya¤da k›zartma ifllemi uygulanm›flt›r. Bu
amaçla içerisine 2 litre ya¤ alabilen bir cam kap,
zaman ve güç ayar› yap›labilen mikrodalga f›r›n
(LG  MA38882Q,  Hollanda)  kullan›lm›flt›r.
Mikrodalga k›zartma iflleminde k›zartma ya¤› ile
600W ve 900W güç de¤erlerinde çal›fl›lm›flt›r.
Cam haznedeki ya¤ öncelikle 10 dakika kadar
mikrodalga f›r›nda ›s›t›lm›fl ve belirlenen güç
de¤erinde ›s›t›lm›fl ya¤da 4 dakika k›zartma ifllemi
yap›lm›flt›r. K›zartma ifllemi ve ya¤dan numune
fritözde yap›lan ile ayn› yöntem takip edilmifltir. 

Kızartmalık Yağlarda Serbest Yağ Asidi ve
Yağ Asidi Kompozisyonu Tayini 

K›zartmal›k  ya¤larda  serbest  ya¤  asidi  miktar›
belirlemek için AOCS Ca 5a-40 analiz metodu
(16) takip edilmifltir. Ya¤ asidi kompozisyonu
için numunelerde ya¤ asitlerinin metil esterleri ve
izomerleri IUPAC metoduna göre haz›rlanm›flt›r
(17)  ve  Shimadzu  GC-2010  Plus  model  Gaz
Kromatografi DB23 kolon (60 m, 0.25 mm, i.d.
0.25 mm film kal›nl›¤›, JW) kullan›lm›flt›r. Enjektör,
kolon ve detektör s›cakl›¤› s›ras›yla 230, 190 ve
240°C, bölme oran› 1:80, tafl›y›c› gaz olarak helyum,
ak›fl h›z› 1 ml/dk ayarlanm›flt›r.  

Peroksit Sayısı ve Özgül Soğurma (K232,
K270) Tayini

K›zartma iflleminden önce ve k›zartma sonras› s›v›
ya¤da 232 ve 270nm’de özgül so¤urma analizleri
AOCS  Metot  Ch 5-91’e  göre,  peroksit s ay›s›
analizleri ise AOCS Metot Cd 8-53’e göre yap›lm›flt›r. 

İstatistiksel Analizler

Bütün analizler üçer tekrarl› yap›lm›fl olup elde
edilen veriler Minitab 17.0 yaz›l›m› kullan›larak
ANOVA yöntemi ile de¤erlendirilmifltir (Minitab
17.0).  ‹kili  karfl›laflt›rmalar  için  Tukey  Test
uygulanm›flt›r  (SPSS 15.0).

BULGULAR VE TARTIŞMA

Kızartmalık Yağların Özellikleri 

Hammadde olarak kullan›lan k›zartmal›k ya¤larda
k›zartmadan önce ya¤lar›n serbest ya¤ asidi miktar›
ve ya¤ asidi kompozisyonu Çizelge 1’de verilmifltir.
Kullan›lmam›fl  ya¤lara  ait  peroksit  ve  özgül
so¤urma miktar› de¤erleri Çizelge 2’de k›zartmadan
sonraki de¤erleri ile birlikte karfl›laflt›rmal› olarak
verilmifltir.

Çizelge 1

Peroksit Sayısı

Peroksit  say›s›,  1g  ya¤daki  aktif  oksijenin
mikrogram olarak miktar›d›r. Peroksitler ya¤›n
oksidasyonu s›ras›nda ortaya ç›kan bilefliklerdir.
Peroksit say›s›yla ya¤›n bozulmuflluk düzeyi
aras›nda pozitif bir iliflki olmas› bunun sonucudur.
Türk G›da Kodeksi (18)  verilerine göre ya¤larda
peroksit  de¤eri  10  meqO2/kg’›  geçmemesi
gerekmektedir.  K›zartma öncesi kullan›lmam›fl
ayçiçek ya¤›, kanola ya¤› ve ticari k›zartmal›k
ya¤lara  ait  peroksit  de¤erleri  Çizelge  2’de
gösterilmifltir. Fritözde yap›lan k›zartmalardan
sonra elde edilen peroksit de¤erlerinde kodeks
de¤erinin üzerine ç›kan bir durum görülmemiflken
bafllang›ç de¤erine göre ayçiçek ve kanola ya¤›nda
bir art›fl ard›ndan bir düflüfl gözlenmifltir. Bunun
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Çizelge 1. K›zartmadan önce kullan›lan ya¤lar›n ya¤ asidi kompozisyonu (%) ve serbest ya¤ asidi (% oleik asit)
Table 1. Fatty acid composition (%) and free fatty acid  (% oleic acid) of oils before frying 

K›zartmada kullan›lan ya¤
Frying oil

Ya¤ Asidi Ayçiçek ya¤› Kanola ya¤› K›zartmal›k ya¤
Fatty Acid Sunflower Oil Canola Oil Frying oil

12:0 (Laurik asit) 0.0019 0.0096 0.2036
14:0 (Miristik asit) 0.0751 0.0511 0.8487
14:1 (Miristoleik asit) 0.0014 0.0022 0.0049
16:0 (Palmitik asit) 5.8742 4.5954 43.9183
16:1 (Palmitoleik asit) 0.4409 0.3965 0.3396
18:0 (Stearik asit) 3.6275 1.9427 4.1508
18:1 (Oleik asit) 30.6100 62.0776 38.1041
18:2 (Linoleik asit) 58.7124 23.1177 11.2477
18:3 (Linolenik asit) 0.2905 6.2330 0.6009
20:0 (Araflidik asit) 0.2316 0.5428 0.3643
20:1 (Araflidonik asit) 0.1346 1.0133 0.1621
Serbest Ya¤ Asidi 0.2281 0.2293 0.1144
Free Fatty Acid
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nedeni olarak oluflan hidroperoksitlerin ›s› etkisiyle
parçalanmas› ve ikincil oksidasyon ürünlerin
oluflmas›n›n neden oldu¤u düflünülmektedir (19).
Karakaya ve fiimflek’in (20) yapt›¤› bir çal›flmada
f›nd›k, m›s›r ve soya fasulyesi ya¤›nda yapt›klar›
k›zartma iflleminde k›zartma süresi ile de¤iflen
peroksit de¤erleri elde edilmifltir. M›s›r ve soya
fasulyesi ya¤›nda elde edilen de¤erler kanola
ya¤›na yak›n elde edilirken, f›nd›k ya¤›nda ayçiçek
ya¤›na benzer sonuçlar gözlenmifltir. Yap›lan bir
di¤er çal›flmada k›zartma sonunda artan peroksit
de¤erleri  elde  edildi¤i  vurgulanm›flt›r,  buda
k›zartma sonucu oluflan oksidasyon hakk›nda fikir
vermektedir (21, 22). Fritözde yap›lan k›zartma
iflleminin sonunda elde edilen peroksit de¤erleri
istatistiksel  aç›dan  incelendi¤inde  ya¤  tipi  ve
k›zartma s›cakl›¤›n›n peroksit de¤eri üzerine etkili
oldu¤u belirlenmifltir (P<0.05). Fritözde ayçiçek
ya¤›  ile  yap›lan  k›zartmada  ikili  karfl›laflt›rma
yap›ld›¤›nda  ise  160°C’de  yap›lan  k›zartma
iflleminde peroksit de¤eri artarken 3. k›zartmada
düflüfl oldu¤u görülmüfl buda oluflan peroksitlerin
parçalanmas›ndan  meydana  geldi¤i  görüflünü
istatiksel aç›dan da desteklemektedir (Çizelge 2). 

Mikrodalgada yap›lan k›zartma iflleminden elde
edilen numunelerin peroksit de¤erleri Çizelge
2’de verilmifltir. Ticari k›zartmal›k ya¤ kullan›lan
yap›lan k›zartma iflleminde 600W güç de¤erinde
fritözde  yap›lan  k›zartmaya  göre  daha  düflük
de¤erde peroksit say›s› tespit edilirken 900W
uyguland›¤›nda fritöz k›zartmas›na yak›n de¤erlere
ulafl›lm›flt›r. Mikrodalga f›r›n kullan›larak yap›lan
k›zartma iflleminin sonunda elde edilen peroksit
de¤erleri  istatistiksel  aç›dan  incelendi¤inde
kullan›lan ya¤ çeflidinin ve mikrodalga gücünün
peroksit de¤eri üzerine etkili oldu¤u ve ayr›ca
k›zartma yönteminin de peroksit de¤erini önemli
düzeyde etkiledi¤i belirlenmifltir (P<0.05). ‹kili
de¤erlendirme  yap›ld›¤›nda  ise  ayçiçek  ya¤›
kullan›larak mikrodalga f›r›n ile yap›lan k›zartmada
900W güç de¤erinde 3. k›zartma di¤erlerinden
farkl› harflendirilmifltir. Bunun nedeni olarak ilk
iki k›zartmada yaklafl›k de¤erler elde edilmesine
karfl›n  3.k›zartmada  yüksek  bir  de¤er  ç›kmas›
görülmektedir.  Mikrodalga f›r›nda yap›lan k›zartma
iflleminde fritözde yap›lan k›zartmaya göre daha
düflük  peroksit  de¤erleri  elde  edilmifltir.  Ayn›
sürede yap›lan bu k›zartma iflleminin sonucunda
daha  düflük  peroksit  de¤erine  ulafl›lmas›na
mikrodalga f›r›nda her iki güç seviyesinde de

ulafl›lan   ya¤   s›cakl›¤›n›n   fritözden   daha
düflük  de¤erlerde  kalmas›n›n  neden  oldu¤u
düflünülmektedir. Mikrodalgada k›zartma üzerine
yap›lan bir çal›flmada ticari k›zartmal›k ya¤ ve ayçiçek
ya¤› peroksit de¤eri aç›s›ndan karfl›laflt›r›lm›fl ve
k›zartmal›k ya¤da daha düflük peroksit de¤eri elde
edildi¤i vurgulanm›flt›r. Bu sonuç k›zartmal›k
ya¤da doymufl ya¤ asitlerinin fazla olmas› ile
aç›klanm›flt›r (23).

Özgül Soğurma

Ultraviyole spektrofotometrik bir analiz olan özgül
so¤urma ya¤larda oksidasyon belirlenmesinde bir
parametre olarak kabul edilmektedir.  K›zartmadan
önce  ya¤larda  yap›lan  analizlere  göre  özgül
so¤urma de¤erleri Çizelge 2’deki gibi belirlenmifltir.
K232 de¤eri konjuge dien oluflumunun göstergesi
olarak kabul edilirken K270 de¤eri birincil ve ikincil
oksidasyon ürünlerinin miktarlar› hakk›nda fikir
vermektedir (24). Fritöz ile yap›lan k›zartmada ve
mikrodalga f›r›n kullan›larak yap›lan k›zartmada
K232 de¤eri ayçiçek ya¤›nda artarken kanola ve
k›zartmal›k ya¤da düflüfl göstermifltir (Çizelge 2).
Ayçiçek ya¤› kullan›larak fritözde yap›lan k›zartma
için yap›lan ikili karfl›laflt›rmada 160°C’de oluflan
K232 ve K270 de¤erlerinde 3.k›zartma de¤erlerinin
ilk  iki  k›zartmadan  farkl›  sonuçlara  ulaflt›¤›
saptanm›flt›r. Bu farkl›l›k 190°C’de ayçiçek ya¤›nda
yap›lan 3.k›zartmada sadece K270 de¤erinde elde
edilmifltir. Oluflan konjuge dien ve trienler ›s›n›n
etkisiyle zamanla peroksitlere dönüflmesinden
dolay›  azalmaya  u¤rad›¤›  düflünülmektedir.
‹statistiksel aç›dan de¤erlendirildi¤inde ise fritözde
ve mikrodalgada k›zartma iflleminde k›zartma
yönteminin  ve  ya¤  tipinin  K232 de¤eri  üzerine
etkili oldu¤u belirlenmifltir (P<0.05). K270 de¤eri
incelendi¤inde ise k›zartma ya¤›nda ve ayçiçek
ya¤›nda önce bir art›fl ve ard›ndan düflüfl gözlenmifltir,
kanola ya¤›nda ise bir düflüfl kaydedilmifltir. Bunun
yan›nda K270 de¤eri üzerine sadece ya¤ tipi etkili
oldu¤u belirlenmifltir (P<0.05). Konvansiyonel
›s›tma  ile  yap›lan  bir  çal›flmada  ya¤da  oluflan
oksidasyon ürünleri olan konjuge dien ve trien
miktarlar›nda art›fl kaydedilmifl ve bu ürünlerin
ya¤larda ac›laflmaya neden oldu¤u bildirilmifltir
(24, 25).

Mikrodalgada yap›lan k›zartma iflleminde elde
edilen  ya¤lardan  ölçülen  K232 ve K270 de¤erleri
Çizelge 2’de verilmifltir. K›zartmal›k ya¤ ve kanola
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ya¤› kullan›ld›¤›nda mikrodalga k›zartma yöntemiyle
daha  düflük  de¤erler  elde  edildi¤i  görülürken
ayçiçek ya¤›nda her iki k›zartma yönteminde de
yak›n sonuçlar elde edilmifltir. K270 de¤eri mikrodalga

k›zartmada incelendi¤inde ise kanola ya¤›nda ve
ayçiçek ya¤›nda önce bir art›fl ve ard›ndan düflüfl
gözlenmifltir, k›zartma ya¤›nda ise bir azalma
kaydedilmifltir.  Kanola  ya¤›  kullan›ld›¤›nda

mikrodalgada  yap›lan  k›zartmada  900W  güç
de¤erinde 3. k›zartmada ölçülen konjuge dien ve
trienin  ilk  iki  de¤erden  farkl›  olmas›  grup
içi  yap›lan  ikili  analiz  sonucu  elde  edilmifltir
(Çizelge 2). Ticari k›zartmal›k ya¤da da mikrodalga
k›zartmas›nda her iki güç seviyesinde K232 ve K270

de¤erleri  3.k›zartmalarda  di¤erlerinden  farkl›
oldu¤u kaydedilmifltir. Kaydedilen özgül so¤urma
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Çizelge 2. Kullan›lmam›fl ya¤larda ve k›zartmadan sonra ya¤larda peroksit de¤erleri ve özgül so¤urma de¤erleri (K232 ve K270)
Table 2. Peroxide and specific extinction values of oils unused and after frying (K232 and K270)

Ya¤ Tipi S›cakl›k (°C) K›zartma S›ras› Peroksit de¤eri K232 K270

Oil type veya Güç (W) Frying order (meq O2/kg)
Temp. or Power Peroxide value

Ayçiçek ya¤› Kullan›lmam›fl ya¤/Unused - 5.995±0.21 b,c 2.072 ± 0.023 a,b,c 0.810 ± 0.009 b,c

Sunflower oil 160°C 1. 7.599±0.10 d,e 1.676±0.03 a,b 0.699±0.01 b

160°C 2. 8.652±0.26 e,f 1.805±0.09 a,b,c 0.797±0.05 b,c

160°C 3. 3.221±0.01 a 1.327±0.03 a 0.526±0.03 a

190°C 1. 6.957±0.32 c,d 1.915±0.12 a,b,c 0.814±0.03 b,c

190°C 2. 9.305±0.07 f 1.919±0.13 a,b,c 0.786±0.04 b,c

190°C 3. 5.756±0.26 b,c 2.566±0.11 a,b,c 1.048±0.07 e

600W 1. 9.649±0.13 f 2.023±0.14 a,b,c 0.871±0.06 c,d

600W 2. 5.157±0.15 b 2.848±0.56 c 0.965±0.02 d,e

600W 3. 9.424±0.42 f 2.263±0.26 a,b,c 1.009±0.01 e

900W 1. 5.207±0.26 b 2.237±0.08 a,b,c 1.031±0.03 e

900W 2. 5.649±0.24 b 2.167±0.13 a,b,c 1.014±0.02 e

900W 3. 9.493±0.14 f 1.912±0.06 a,b,c 0.872±0.02 c,d

Kanola ya¤› Kullan›lmam›fl ya¤/Unused - 1.791±0.15 a 1.412 ± 0.045 a,b 0.300 ± 0.005 a,b,c

Canolaoil 160°C 1. 8.575±0.17 f 1.561±0.13 a,b 0.406±0.03 c

160°C 2. 5.905±0.53 d,e 1.300±0.07 a,b 0.29±0.02 a,b

160°C 3. 5.105±0.08 c,d 1.344±0.07 a,b 0.302±0.02 a,b,c

190°C 1. 3.852±0.29 b,c 1.231±0.11 a,b 0.28±0.03 a,b

190°C 2. 7.691±0.77 f 1.177±0.12 a,b 0.248±0.03 a

190°C 3. 5.376±0.16 c,d 1.309±0.12 a,b 0.287±0.04 a,b

600W 1. 9.344±0.47 f 1.308±0.05 a,b 0.314±0.01 a,b,c

600W 2. 5.275±0.08 c,d 1.507±0.06 a,b 0.348±0.01 a,b,c

600W 3. 7.365±0.08 e,f 1.365±0.06 a,b 0.312±0.01 a,b,c

900W 1. 2.846±0.09 a,b 1.642±0.18 b 0.388±0.01 b,c

900W 2. 5.345±0.04 c,d 1.557±0.16 a,b 0.357±0.01 a,b,c

900W 3. 4.63±0.06 c,d 0.980±0.16 a 0.269±0.04 a

Ticari Kullan›lmam›fl ya¤ / Unused - 2.131±0.24 a 0.846 ± 0.012 b,c,d 0.222 ± 0.001 a,b,c

k›zartma 160°C 1. 7.07±0.28 f 1.125±0.08 d 0.279±0.02 c,d

ya¤› 160°C 2. 6.747±0.58 f 1.085±0.04 c,d 0.28±0.01 c,d

Commercial 160°C 3. 5.166±0.07 e 1.082±0.04 c,d 0.335±0.01 d

frying 190°C 1. 6.856±0.12 f 1.115±0.08 d 0.265±0.01 b,c

oil 190°C 2. 4.954±0.04 e 0.952±0.01 b,c,d 0.255±0.06 b,c

190°C 3. 4.165±0.42 c,d,e 0.857±0.02 b,c,d 0.267±0.07 b,c

600W 1. 2.878±0.05 a,b,c 0.848±0.04 b,c,d 0.225±0.03 a,b,c

600W 2. 2.538±0.03 a,b 0.915±0.04 b,c,d 0.223±0.01 a,b,c

600W 3. 4.738±0.19 d,e 0.413±0.05 a 0.172±0.02 a

900W 1. 7.151±0.17 f 0.733±0.05 b 0.181±0.01 a

900W 2. 6.73±0.11 f 0.775±0.02 b,c 0.187±0.01 a

900W 3. 3.573±0.25 b,c,d 0.962±0.13 b,c,d 0.207±0.01 a,b

Tabloda uygulanan harflendirmede her ya¤ tipi kendi içinde farkl› k›zartma yöntemlerinin, k›zartmada uygulanan s›cakl›k-güç
parametrelerinin ve k›zartma s›ras›n›n peroksit say›s›, K232 ve K270 de¤erleri üzerine etkisi incelenmifltir.
Effects of different frying methods, temperature and power parameters apllied on frying, order of frying were investigated on
peroxide number, K232 and K270 values within each type of oil at lettering applied in the table. 
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de¤erleri peroksit de¤eri ile uyumluluk göstermekte
ve  oksidasyon  hakk›nda  fikir  vermektedir.
Yap›lan  çal›flmalarda  k›zartma  sonras›  düflüfl
olmas› literatürde bulunan sonuçlara paralel bir
durumu yans›tmaktad›r  (26). Mikrodalga f›r›nda
k›zartma  çal›flan  Malheiro  ve  arkadafllar›  (27)
zeytinya¤›nda k›zartma zaman› ile özgül so¤urma
parametrelerinde  bir  art›fl  kaydetmifllerdir.
Rodrigues  ve  arkadafllar›n›n  da  mikrodalga
kullanarak ›s›tma ifllemi uygulad›klar› bitkisel
ya¤lar üzerine yapt›klar› çal›flmada zamanla K232 ve
K270 de¤erlerinde art›fl elde etmifller ve oksidasyon
kaynakl› oldu¤unu vurgulam›fllard›r (28).
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FERMENTE GIDALARDAN İZOLE EDİLEN LAKTİK ASİT 
BAKTERİLERİNİN TANNAZ AKTİVİTESİNİN BELİRLENMESİ

Özet

Bu çal›flmada, daha önceki çal›flmalarda fermente ürünlerden izole edilen 10 izolat›n DuPont Qualicon
RiboPrinter® sistem ile tan›mlamalar› yap›lm›flt›r. Spektrofotometrik ve görsel okuma metodu ile tannaz
aktivitesi belirlenmifltir. En yüksek aktiviteyi Lactobacillus curvatus P3X izolat› göstermifltir. L. curvatus
P3X’e ait enzimin yaklafl›k molekül a¤›rl›¤› SDS-PAGE yöntemi ile belirlenmifltir. Yüksek tannaz aktivitesi
gösteren L. curvatus P3X’in tannaz aktivitesi üzerine farkl› s›cakl›k, pH, substrat yo¤unlu¤u, tannik asit
konsantrasyonu ve çeflitli minerallerin etkisi araflt›r›lm›flt›r. Yap›lan testler sonucunda optimum s›cakl›k
37°C, pH 5.0 substrat olarak kullan›lan metil gallat konsantrasyonu 7 mM, tannik asit konsantrasyonu
ise 1.75 mM olarak bulunmufltur. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi Hg+2 ve Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda düflerken, Ca+2 ve Zn+2’nun tannaz aktivitesi üzerine etki yapmad›¤› görülmüfltür. Ayr›ca
yüzey aktif madde (Tween 80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve yap›y› bozan maddenin de (Üre)
tannaz aktivitesine tesir etmedi¤i saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Tannaz, laktik asit bakterisi, metil galat

DETERMINATION OF TANNASE ACTIVITY OF THE LACTIC
ACID BACTERIA THAT ISOLATED FROM 

FERMENTED PRODUCTS

Abstract

In this study, 10 isolates obtained from fermented products in previous studies were identified by
DuPont Qualicon RiboPrinter® system. Tannase activity was determined by spectrophotometric and
visual reading methods. Lactobacillus curvatus P3X showed the highest tannase activity.  Approximate
molecular  weight  of  the  enzyme  was  determined  by  SDS- PAGE  method.  The  effect  of  different
temperatures, pH values, substrate concentrations, and the concentrations of tannic acid and various
minerals,  on  activity  of  tannase  of  L. curvatus P3X,  of  which  showed  high  tannase  activity,  were
investigated. As a result of tests, the optimum temperature was found as 37°C, optimum pH was found
as 5.0, methyl gallate concentration that was used as the substrate was found as 7 mM and tannic acid
concentration was found as 1.75 mM. Tannase activity of lactic acid bacteria decreased in the presence
of Hg+2 and Mg+2 ions, Ca+2 and Zn+2 ions did not show any effect on tannase activity. In addition, it was
detected that surfactant (Tween 80), chelate (EDTA), inhibitor (DMSO), and denaturing agents (urea)
had no effect on tannase activity.

Keywords: Tannase, lactic acid bacteria, methyl gallate
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GİRİŞ
Laktik asit bakterileri ile fermente g›dalar, çok
eski zamanlardan beri g›dalar›n korunmas›nda
oynad›¤› temel rol ve insan g›dalar›nda besinsel,
duyusal ve sa¤l›k özelliklerine sa¤lad›¤› katk›lar
nedeniyle genifl bir kullan›m alan› bulmufltur.
Günümüzde  probiyotik  özellik  göstermeleri
nedeniyle laktik asit bakterileri üzerinde önemle
durulan  bakteri  grubu  olup  sa¤l›k  aç›s›ndan
yararl› olarak kabul edilmektedir. Bu bakterilerin
direkt kendisi kullan›larak hem g›da da istenilen
aroma kazan›lmaya çal›fl›l›rken di¤er taraftan da
sa¤l›kl› bir ürün elde edilme hedeflenmektedir.

Tanenler   bitkisel   ürünlerin   yapraklar›nda,
tohumlar›nda  ve  köklerinde  yayg›n  olarak
bulunmaktad›r. Çay, flarap ve meyve sular› gibi
birçok   içecekte   de   bu   fenolik   bileflikler
bulunmaktad›r. Tanenler beslenmede istenmeyen
maddelerdir. Çünkü sindirim enzimlerini inhibe
edebilir.  Vitamin  ve  minerallerin  kullan›m›n›
etkileyebilirler. Ayr›ca kanser oluflumu ile iliflkili
oldu¤u ve hepatoksik oldu¤u bildirilmifltir. Bu
nedenle sa¤l›k aç›s›ndan riskli bilefliklerdir (1).
Sindirim sisteminde bulunan baz› mikroorganizmalar
tanenleri   parçalayarak   zarars›z   bileflenleri
oluflturabilmektedir. Osawa ve ark.(2) insan
d›flk›s›ndan ve fermente g›dalardan izole edilen
laktobasillus türlerinin tannaz aktivitesine sahip
olduklar›n› göstermifllerdir. Laktobasillus türleri,
tanenleri hidrolize etmesi ve hücrede tutunmay›
azaltmas›ndan dolay› g›dada var olan tanenleri
parçalamada kullan›labilir. Tanenleri gallik asit
ve  glukoza  parçalayan  enzim  karboksil  ester
hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen
açil hidrolaz) tannazd›r. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid ba¤lar›n› hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ç›karmaktad›r.
Rhizopus oryzae, Aspergillus foetidus, Penicillium
chrysogenum, Paecilomyces variotii, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium, Enterobacter
sp., Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae gibi
birçok mikroorganizma tannaz› üretme yetene¤ine
sahiptir  (3-6).  Laktik  asit  bakterileri  tannaz
enzimi çal›flmalar›nda çok fazla kullan›lmam›flt›r.
Ancak sahip oldu¤u ekolojik avantajla bu alanda
potansiyel teflkil etmektedir (2). Yap›lan çal›flmada
fermente  sebzelerden  izole  edilen  laktik  asit
bakterileri mikrobiyel tannaz aktivite yetenekleri
aç›s›ndan incelenerek enzim aktivitesi üzerine
etkili faktörler belirlenmeye çal›fl›lm›flt›r. 

MATERYAL VE YÖNTEMLER

Test Mikroorganizmaları

Çal›flmada, Anadolu Üniversitesi Fen Fakültesi,
Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji laboratuvar›nda
daha önceki çal›flmalarda fermente ürünlerden
izole edilen 10 laktik asit bakteri izolat› kullan›lm›flt›r
(Çizelge 1). 

YÖNTEMLER

Laktik  asit  bakteri  izolatlarının  otomatik
riboprinter® sistem ile tanımlanması

Riboprinter  sistemi  16S  rRNA’y›  temel  alarak
mikroorganizmalar›n tür tayinlerini gerçeklefltiren
moleküler identifikasyon sistemidir. Riboprinter
sitemi ile tan›mlanacak bakteriye ait 16 S rRNA’n›n
EcoRI enzimi ile kesilmesi ve daha sonra jelde
koflturulmas› ve oluflan bant büyüklerinin kullan›lan
marker  ile  k›yaslanarak  sistemde  bulunan
kütüphaneki veriler ile benzerli¤ine göre bakteri
isimlendirilmektedir. Benzerlik oran› % 85 in
üzerinde  oldu¤unda  sonuca  gidilmektedir.
‹dentifikasyon ifllemleri spesifik kitler arac›l›¤›yla,
kullan›c› talimatlar› do¤rultusunda gerçeklefltirilmifltir.

Tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesinin
görsel olarak belirlenmesi

‹zolatlar MRS agara ekilerek etüvde 37°C’de 24
saat  inkübe  edilmifltir.  MRS  agarda  geliflen
kolonilerden al›narak içerisinde 1 mL substrat
bulunan (pH 5; 33 mmol/L NaH2PO4 ve 20 mmol/L
metil  gallat  içeren)  tüpte  McFarland  3 (9x108

hücre/mL) olacak flekilde süspanse edilmifltir.
Tüpler 37°C 24 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra  tüplere  eflit  miktarda  doymufl  NaHCO3

solüsyonu  (pH 8.6)  ilave  edilerek  1  saat  oda
s›cakl›¤›nda  b›rak›lm›flt›r.  Bu  süre  sonunda
kahverengiden yeflile dönen tüpler tannaz pozitif
olarak kaydedilmifltir (7).

Gallat dekarboksilaz aktivitesini belirlemek için
gecelik kültürden 50 µL al›narak 10 mM gallik asit
içeren 10 ml MRS broth içerisine aktar›lm›fl ve
tüpler 37°C 3 gün inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra doymufl NaHCO3 solüsyonu (pH 8.6) ile
eflit miktarda kar›flt›r›larak 37°C’ de 1 saat inkübe
edilmifltir. Besiyeri renginin kahverengiden aç›k
bir sar›ya dönüflmesi dekarboksilaz aktivitesi
aç›s›ndan pozitif olarak de¤erlendirilmifltir (2).

Tannaz aktivitesi gösteren  taze kültürlerden 10
µL al›narak % 2 tannik asit ve % 0.5 Yeast extract

M. Kıvanç, O. Temel



ilaveli Brain Heart ‹nfusion agara ekilmifltir. Petriler
37 °C' de 72 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan
sonra koloniler etraf›nda aç›k bir zon oluflumu
tannaz aktivitesi aç›s›ndan pozitif olarak kabul
edilmifltir (8).

Tannaz aktivitesinin spektrofotometre ile
belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin tannaz enzimi aktivitesi
Nishitani ve Osawa (9) metoduna göre belirlenmifltir.
Elisa petrisine haz›rlanan süpernatanttan her bir
kuyucu¤a 100 µL olacak flekilde da¤›t›larak
mikroplak  okuyucu  yard›m›yla  450  nm  dalga
boyunda okuma yap›lm›flt›r. Okunan de¤erler ile
Aspergillus ficuum’dan elde edilen standart ticari
tannaz enzimi kullan›larak haz›rlanan standart
e¤riden yararlan›larak tannaz aktivitesi belirlenmifltir.

İnce tabaka kromotografisi ile oluşan ürünlerin
belirlenmesi

Besiyerinde tannik asit, gallik asit ve piragallol
oluflumu Kwon ve ark. (10)’ a göre ince tabaka
kromotografisi (TLC) metodu ile belirlenmifltir.

Kültür şartlarının tannaz aktivitesi üzerine
etkisinin belirlenmesi

En yüksek tannaz aktivitesi gösteren L. curvatus
P3X ile çal›flmalara devam edilmifltir. P3X izolat›
MRS broth içerisinde gelifltirildikten sonra 8000 g
de 20 dakika santrifüj edilmifl ve buradan elde
edilen  süpernatant  çal›flmalarda  kullan›lm›flt›r.
L.  curvatus P3X  den  elde  edilen  hücresiz
süpernatantan 50 µL, 5 mL 5 mM metil gallat içeren
33 mM NaH2PO4 (pH 5.0) tamponuna ilave edilerek
farkl› s›cakl›klarda (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55 °C) 24
saat inkübe edilmifltir. ‹nkübe edilen bu kar›fl›mdan
100 µL al›narak üzerine eflit hacimde doygun
NaHCO3 çözeltisi eklenmifltir. Bu kar›fl›m daha
sonra farkl› s›cakl›klarda 2 saat daha inkübe
edilmifltir. ‹nkübasyondan sonra santrifüj edilerek
96 kuyucuklu Eliza petrisine aktar›lm›fl ve 450
nm’ de okuma yap›larak de¤erlendirilmifltir.

Tannaz aktivitesinin optimum pH s›n› belirlemek
için hücresiz filtrattan 50 µL, 5 mL 5 mM metil
gallat içeren 33 mM NaH2PO4 farkl› pH lardaki
(3; 4; 5; 6; 7; 8; 9) tampona ilave edilerek 37°C'de
24 saat inkübe edilmifltir. ‹nkübasyondan sonra
her bir kar›fl›mdan ayr› ayr› 100 µL al›narak eflde¤er
hacimde doymufl NaHCO3 ile kar›flt›r›larak
37°C’de 2 saat inkübe edilmifl ve daha sonra 450
nm de okutularak de¤erlendirilmifltir. 

Hücresiz süpernatandan 50 µL, 5 ml farkl› tannik
asit konsantrasyonu (0.4375; 0.875; 1.75; 3.5 ve 7 mM)

içeren fosfat tamponu (33 mM pH 5.0) içerisine
eklenmifl ve 37°C’de 24 saat inkübasyona b›rak›lm›flt›r.
‹nkübasyondan sonra bu kar›fl›m›n 100 µL al›narak
eflit hacimde doygun NaHCO3 solüsyonu ilave
edilerek 37°C’de 2 saat tekrar inkübe edilmesinin
ard›ndan  santrifüj  edilmifltir.  Daha  sonra  bu
kar›fl›mdan  100  µL  al›narak  Eliza  petrilerine
aktar›lm›flt›r ve 450 nm de spektrofotometre ile
okunmufltur.

Çeşitli maddelerinin tannaz aktivitesi üzerine
etkisi

Magnezyum  klorür  (MgCl2),  potasyum  klorür
(KCl), çinko klorür (ZnCl2), civa-II-klorür (HgCl2),
kalsiyum klorür (CaCl2) gibi metal iyonlar›, tween
80 (yüzey aktif madde), üre (yap›y› bozan madde),
flelat etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve
inhibitör  dimetil  sülfoksit  (DMSO)  ayr›  ayr›
olarak 5 mL’ lik fosfat tamponunda (33 mM, pH
5.0) 1mM olacak flekilde haz›rlanm›flt›r. Daha
sonra L. curvatus P3X ile haz›rlanan süpernatantdan
50µL 5 mL’ lik bu kar›fl›ma ilave edilerek 37° C 24
saat inkübe edilmifltir. ‹nkübe iflleminden sonra
kar›fl›m farkl› tüpe al›narak üzerine eflit hacimde
olacak flekilde NaHCO3 solüsyonu ilave edilerek
37°C de 2 saat daha inkübe edilmifltir. ‹nkübe
edildikten sonra santrifüj yap›larak süpernatanttan
100 µL 96 kuyucuklu elisa petrilerine aktar›lm›fl
ve  450 nm  dalga  boyunda  okumas›  yap›larak
de¤erlendirilmifltir.

Enzim molekül ağrılığın belirlenmesi

Tannaz   enziminin   moleküler   büyüklü¤ü
Rodriguez ve ark. (11) göre SDS-PAGE yöntemi
ile incelenmifltir. % 12.5 akrilamid/bisakrilamid
deriflimine sahip ay›rma jelinde 1000 ve 1200 mU
deriflimlerine sahip tannaz enzimi (Sigma, 42395)
ile k›yaslanm›flt›r. Elde edilen protein profilinin
boyut analizi genifl aral›kl› protein marker (Sigma,
M4038) kullan›larak gerçeklefltirilmifltir. 

Protein miktarının belirlenmesi

Protein  deriflimi  bilinmeyen  çözelti  Bradford
reaktifi   ile   muamele   edilerek,   köre   karfl›
haz›rlanan      çözeltinin      absorbans›      oda
s›cakl›¤›nda spektrofotometrede okunmufltur.
Farkl› konsantrasyonlarda haz›rlanm›fl standart
protein çözeltileri (BSA) de reaktif ile muamele
edilerek absorbans de¤erleri ölçülmüfl ve ölçüm
sonuçlar› kullan›larak absorbansa karfl› deriflim
grafi¤i çizilmifltir. Deriflimi bilinmeyen çözeltinin
protein miktar› bu grafikten hesaplanm›flt›r. 5 µL
protein standart çözeltisi 250 µl Bradford solüsyonu
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içeren tüp içine aktar›lm›flt›r. Rengin stabil hale
gelmesi için çok kuyucuklu petriye da¤›t›larak 20
dak oda s›cakl›¤›nda bekletilmifltir. Sonra plak
spektrofotometrede 595 nm de okutularak protein
miktar› hesaplanm›flt›r. 

BULGULAR

Fermente sebzelerden izole edilen on laktik asit
bakterisi otomatik riboprinter ile Lactobacillus
curvatus (4 izolat), Leuconostoc mesenteroides
(4 izolat) ve Pediococcus acidilactici (2 izolat)
olarak tan›mlanm›flt›r (fiekil 1). 

Tannaz aktivitesi aç›s›ndan görsel olarak taranan
izolatlar›n tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Çizelge 1'de verilmifltir. ‹zolatlar›n hepsinin az veya
çok tannaz aktivitesine sahip oldu¤u görülmüfltür.

‹zolatlar›n tannaz aktivitesi kat› besiyerinde de
do¤rulanm›flt›r. Aktivite aç›s›ndan görsel olarak
taranan izolatlardan L. curvatus P3X yüksek aktivite
göstermifltir.  Gallat  dekarboksilaz  aktivitesi  ise
L. curvatus A5 hariç di¤er izolatlarda negatif olarak
bulunmufltur. 

‹zolatlar›n  spesifik  tannaz  aktivitesi  optimum
koflullarda birim olarak 1 unit, tannaz›n dakikada
1 µmol  tannik  asidi  hidrolize  etmesi  olarak
hesaplanarak Çizelge 2'de gösterilmifltir. Laktik
asit bakterileri 0.56-1.07 U/mL de¤erleri aras›nda
aktivite göstermifltir. 

Tannaz hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve
depsid ba¤lar›n› hidrolize ederek gallik asit ve
glukoz ortaya ç›karmaktad›r. Tannaz›n katalizledi¤i
reaksiyonlarda tannik asit, metilgallat, n-propilgallat,
etilgallat ve izoamilgallat gibi hidrolize olabilen
tanenler gallik asit ve glukoza hidrolize olmaktad›rlar.
Oluflan ürünler TLC ile tan›mlanmaya çal›fl›lm›flt›r.
‹zolatlar›n hepsinde gallik asit olufltu¤u görülmüfltür
(fiekil 2) . 

Çal›flmam›zda maksimum aktivite gösteren L.
curvatus P3X sufluna ait SDS-PAGE jel görüntüsü

M. Kıvanç, O. Temel

fiekil 1.Laktik asit bakterilerinin ribotip profilleri (Standartlar
DUP numaralar› ile gösterildi)
Figure 1. Ribotyping profiles of lactic acid bacteria (Standards
were shown with DUP numbers)

fiekil 2. TLC de reaksiyon ürünleri (PG: Pirogallol, GA: Gallik
asit, TA: Tannik asit)
Figure 2. Demonstration of reaction products by TLC (PG:
pyrogallol, GA: gallic acid, TA: tannic acid)

Çizelge 1. Laktik asit bakterilerinin görsel metot ile belirlenen tannaz  ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Table 1. Tannase and gallat decarboxylase activity of Lactic acid bacteria that is determined by visual method

Fermente g›da ‹zolat Tan›mlanan tür Tannaz aktivitesi Gallat dekarboksilaz aktivitesi
Fermented food Isolate Identified species Tannase activity Gallate decarboxylase activity

Pancar turflusu Pickled beetroots P3X L. curvatus ++ -
Pancar turflusu Pickled beetroots P4X L. curvatus ++ -
Pancar turflusu Pickled beetroots P5 L. curvatus + -
Acur turflusu Pickled cucurbita A5 L. curvatus + +
Biber turflusu Pickled pepper BB2 L. mesenteroides + -
Siyah zeytin Black olive SZ2 L. mesenteroides + -
Siyah zeytin Black olive SZ6 L. mesenteroides + -
Acur turflusu Pickled cucurbita A4X L. mesenteroides + -
Domates turflusu Pickled tomato D1 P. acidilactici ++ -
Domates turflusu Pickled tomato D7 P. acidilactici + -

+, Düflük aktivite, ++, orta derecede aktivite, +++, Yüksek aktivite 
+, Low activity, ++, medium activity, +++, high activity



fiekil 3'te verilmifltir. Burada da görülece¤i üzere
izolatlar›n hücresiz filtratlar›nda bulunan enzimin
moleküler a¤›rl›¤› yaklafl›k olarak 55 kDA olarak
bulunmufltur.

Tannaz Aktivitesi Üzerine Kültür Koşullarının
Etkisi 

L. curvatus P3X,  izolat›n›  maksimum  tannaz
aktivitesi  37°C'de  elde  edilmifltir  (fiekil 4).
Optimum pH 5 olarak bulunmufltur (fiekil 5). 

Substrat olarak metil gallat kullan›ld›¤›nda en
yüksek  enzim  aktivitesi  7 mM  metil  gallatta
saptanm›flt›r (fiekil 6). Tannik asit kullan›ld›¤›nda
ise  1.75 mM  tannik  asitte  en  yüksek  aktivite
gözlenmifltir (fiekil 7).
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Çizelge 2. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi
Tablo 2. Tannase activity of lactic acid bacteria 

Spesifik tannaz aktivitesi Specific tannase activity

‹zolatlar Koloni say›m› (kob/mL) U/107 kob U/mg Protein 
Isolates Bacteria count (cfu/mL)

P3X L. curvatus 3.1x107 1.07 7.78
P4X L. curvatus 2.5x107 0.78 1.96
P5 L. curvatus 3.1x107 0.56 2.04
A5 L. curvatus 1.7x107 0.58 2.22
BB2 L. mesenteroides 2.3x107 0.81 3.40
SZ2 L. mesenteroides 2.6x107 0.72 5.16
SZ6 L. mesenteroides 2.2x107 0.63 2.69
A4X L. mesenteroides 2.6x107 0.65 2.22
D1 P. acidilactici 1.5x107 0.77 3.30
D7 P. acidilactici 2.1x107 0.57 1.98

Çizelge 3. L. curvatus P3X tannaz aktivitesi üzerine çeflitli maddelerin etkisi
Tablo 3. Effect of different compounds on L. curvatus P3X tannase activity

Tannaz aktivitesi (U/mL)
Tannase activity (U/mL)

‹zolat Kontrol MgCl2 KCl CaCl2 ZnCl2 HgCl2 Tween 80 Üre EDTA DMSO
Isolate Control Urea

P3X 1.07 0.94 1.10 1.08 1.07 0.33 1.07 1.07 1.07 1.07

fiekil 3. L. curvatus P3X ait tannaz›n moleküler a¤›rl›¤›
(1000mU ve 1200mU ticari tannaz enzimi)
Figure 3. The molecular weight of L. curvatus P3X tannase
(1000 mU and 1200 mU of commercial tannase enzyme)

fiekil 4. S›cakl›¤›n enzim aktivitesi üzerine etkisi 
Figure 4. Effect of temperature on the enzyme activity

fiekil 5. pH n›n enzim aktivitesi üzerine etkisi
Figure 5. Effect of pH on the enzyme activity
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Farklı Maddelerin Tannaz Aktivitesi Üzerine
Etkisi

Çizelge 3’te tannaz aktivitesi üzerine metal iyonlar›n
etkisi  gösterilmifltir.  Hg+2 ve  Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda enzim aktivitesi düflerken Ca+2 ve Zn+2

laktik asit bakterisinin tannaz aktivitesi üzerine
etki yapmad›¤› görülmüfltür. Ayr›ca baz› sürfaktan
(Tween 80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve
yap›y› bozan maddenin de (Üre) tannaz aktivitesine
tesir etmedi¤i saptanm›flt›r.

TARTIŞMA

Lactobacillus,  Leuconostoc,  Pediococcus ve
Enterococcus cinsleri  ile  tan›nan  laktik  asit
bakterileri günümüzde çeflitli fermente g›dalar›n
üretiminde kullan›lmalar›ndan dolay› yo¤un ilgi
görmektedir (12). Çeflitli fermente ürünlerden
elde edilen laktik asit bakterileri L. mesenteroides,
L. curvatus, P. acidilactici olarak saptanm›flt›r.
Literatürde  L.  plantarum ve  L.  mesenteroides
ile  tannaz  enzim  çal›flmalar›  bulunmaktad›r.
Ancak L. curvatus ile tannaz enzim çal›flmas›na
rastlan›lmam›flt›r. 

Test edilen bakterilerin hepsinin az veya çok tannaz
aktivitesine sahip oldu¤u görsel metotlarla ve
spektrofotometrik   yöntemle   belirlenmifltir.
Benzer olarak yap›lan çal›flmalarda L. plantarum,
Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacilllus
pentosus‘un  tannaz  aktivitesine  sahip  oldu¤u
bildirilmifltir (2, 10, 13). Vaquero ve ark. (7) ve
Kostinek ve ark. (14) L. mesenteroides’in tannaz
üreticisi oldu¤unu bildirmifltir. L. curvatus A5 hariç
di¤er izolatlar›n hiç birinde gallat dekarboksilaz
aktivitesi görülmemifltir. Osawa ve ark. (2) laktik
asit bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesine
sahip oldu¤unu bildirmifllerdir. Ayr›ca Lactobacillus
gasseri’nin tannaz aktivitesi göstermedi¤i ancak
gallat dekarboksilaz aktivitesine sahip oldu¤unu
bildirmifllerdir. Araflt›r›c›lar farkl› ortamlardan
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tannaz ve
gallat dekarboksilaz aktivitesi göstermedi¤ini de
saptam›fllar. Hidrolize olabilen tanenler glukoz
ve poliol gruplar›n›n esterlenmifl halleri olup en
basitleri gallotanenlerdir. Gallotanenler glukozun
poligallol esterleridir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid ba¤lar›n› hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ç›karmaktad›r.
Tannaz›n katalizledi¤i reaksiyonlarda tannik asit,
metilgallat gibi hidrolize olabilen tanenler gallik
asit ve glukoza hidrolize olurlar. Oluflan gallik
asit dekarboksilaz enzimi ile dekarboksile olarak
pirogallol oluflmaktad›r. Baz› mikroorganizmalar›n
gallotanenleri parçalad›¤› araflt›r›c›lar taraf›ndan
bildirilmifltir  (15, 16).  Test  edilen  laktik  asit
bakterilerinin hepsi ticari tannik asidi hidrolize
ederek gallik asit oluflturmufltur. Benzer olarak son
y›llarda Rodriguez ve ark.(11) L. plantarum’un
hücresiz ekstrakt›n›n tannik asidi biyodegrade
etti¤ini  rapor  etmifllerdir.  Kwon  ve  ark.(10)
L. pentosus LT7 suflunun çok yüksek (60.61
U/109cfu) tannaz aktivitesine sahip oldu¤unu
bildirmifltir. Bizim izolatlar›m›z aras›nda ise bu
kadar yüksek aktivite gösteren olmam›flt›r. Ancak
araflt›r›c›lar›n L. plantarum için belirttikleri tannaz
aktivite de¤erleri bizim bulgular›m›zla benzerlik
göstermektedir. Aradaki farkl›l›¤›n bir sebebi de
hücre say›s›ndaki art›fl›n farkl› olmas› olabilir. 

L. curvatus P3X hücresiz filtratlar›nda bulunan
enzimin SDS-PAGE yöntemi ile moleküler a¤›rl›¤›
yaklafl›k olarak 55 kDA olarak bulunmufltur. Skene
ve Brooker (17) yapt›klar› çal›flmada Selemonasrum
inantium’dan üretilen tannaz›n moleküler a¤›rl›¤›n›
yaklafl›k olarak 59 kDa olarak belirlemifllerdir. 

fiekil 6. Metil gallat konsantrasyonunun tannaz aktivitesi
üzerine etkisi
Figure 6. Effect of methylgallate concentration on the
tannase activity

fiekil 7. Tannik asit konsantrasyonunun tannaz aktivitesine
etkisi
Figure 7. Effect of tannic acid concentration on the tannase
activity activity
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Maksimum tannaz aktivitesi pH 5'te görülmüfltür.
Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum için optimum
pH'y› 5 olarak bildirirken Ayed ve Hamdi (13)
L. plantarum ile tannaz üretiminde optimum pH'y›
6 olarak bildirmifllerdir. Test edilen örneklerimizin
enzim aktivitesi için optimum s›cakl›k 37°C olarak
belirlenmifltir. S›cakl›¤›n azalmas› ve yükselmesi
enzim aktivitesini önemli ölçüde düflmeye neden
olmufltur. Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum
için optimum s›cakl›¤› 30°C olarak bildirmifllerdir.

7mM gallat aktivitesinde en yüksek aktivite elde
edilirken tannik asit için en yüksek aktivite
1.75mM da elde edilmifltir. Metil gallat›n sübstrat
olarak kullan›ld›¤› birçok çal›flmada L. plantarum’un
tannaz aktivitesi incelenmifltir (7, 9, 18). Rodriguez
ve ark. (11) tannaz aktivitesi üzerine substrat
konsantrasyonunun  etkisini  incelemifllerdir.
Yap›lan çal›flmada en yüksek aktivite 6,25 mM
metil gallat konsantrasyonunda elde edildi¤ini
bildirmifllerdir. Çal›flmam›zdakine benzer olarak,
araflt›r›c›lar substrat konsantrasyonundaki art›fl ile
tannaz aktivitesinde azalma meydana geldi¤ini
saptam›fllard›r. Metil gallat gibi küçük moleküllerin
hücre   içine   kolayca   geçti¤ini   ve   takiben
parçalanma ürünlerinin hücre d›fl›na ç›kt›¤› rapor
edilmifltir (11). Ancak araflt›r›c›lar tannik asit gibi
kompleks bilefliklerin hücre içine geçemedi¤ini
belirtmifllerdir. Araflt›r›c›lar 1mM tannik asidin
L. plantarum‘un hücresiz ekstrakt› ile hidrolize
edilebildi¤ini bildirmifllerdir. Çal›flmam›zda tannik
asit substrat olarak kullan›ld›¤›nda tannaz aktivitesi
saptanm›flt›r. Düflük substrat konsantrasyonlar›nda
yüksek enzim aktivitesi elde edilmesi endüstride
uygulama aç›s›ndan yarar sa¤layabilir. 

Enzimler aktivatör olarak metal iyonlara ihtiyaç
duyarlar. Metal iyonlar düflük konsantrasyonlarda
enzimler için kofaktörler gibi davran›rlarken yüksek
konsantrasyonlar ise katalik aktivitenin düflmesine
neden olabilirler. Çal›flmam›zda Hg+2 ve Mg+2

iyonlar›n›n varl›¤›nda enzim aktivitesi düflerken
Ca+2 ve  Zn+2 laktik  asit  bakterilerinin  tannaz
aktivitesi üzerine etki yapmad›¤› görülmüfltür. K+

ise tannaz aktivitesinde az da olsa bir art›fla neden
olmufltur. Benzer olarak Rodriguez ve ark (11)
K+, Ca+2 ve Zn+2 L. plantarum’un tannaz aktivitesi
üzerine etki yapmad›¤›n›, Hg+2 ve Mg+2 iyonlar›n›n
varl›¤›nda ise enzim aktivitesinin k›smen inaktive
oldu¤unu bildirmifllerdir. Kar ve ark. (19) ise 1
mM Ca+2, Zn+2 ve Hg+2 metal iyonlar›n›n tannaz
aktivitesini inhibe etti¤ini bildirmifllerdir. A¤›r

metallerin inhibitör etkisi literatürde bildirilmifltir.
Civa iyonlar› proteinlerin tiol gruplar› ile reaksiyona
girerek  proteinlerin  yap›s›n›  bozarlar.  Ayr›ca
civan›n ilavesi ile disülfit ba¤lar hidrolitik olarak
parçalanabilir. Bu ise enzim aktivitesinde düflmeye
neden olabilir. ‹ki de¤erlikli iyonlar ise enzimin
agregasyonuna veya spesifik olmayan ba¤lanmaya
neden olabilirler (11). Sabu ve ark (20) Aspegillus
niger tannaz aktivitesinin K+ ilavesi ile artt›¤›n›,
Ca+2 ve Zn+2 iyonlar›n›n ise enzim aktivitesini inhibe
etti¤ini bildirmifllerdir. 

Çal›flmam›zda baz› yüzey aktif madde (Tween
80), flelat (EDTA), inhibitör (DMSO) ve yap›y›
bozan madde (Üre)’nin tannaz aktivitesine tesir
etmedi¤i saptanm›flt›r. Bu sonuçlara göre test edilen
laktik asit bakterilerine ait tannaz enzim aktivitesi
enzimleri etkileyen yüzey aktif madde, inhibitör
ve yap›y› bozan maddelerden etkilenmemektedir.
Benzer sonuçlar L. plantarum tannaz› için Rodriguez
ve ark (11) taraf›ndan da bildirilmifltir. Kar ve ark.
(19) Tween 80'in enzim aktivitesini art›r›rken 1
mM EDTA n›n tannaz aktivitesini inhibe etti¤ini
belirlemifllerdir. 

Bu çal›flma ile L. curvatus'un tannaz aktivitesine
sahip oldu¤u ilk kez ortaya konmufltur. Baz›
meyve  sular›n›n  üretiminde  ac›-buruk  tat (nar
suyu, gilaburu) problem oluflturmakta, ac›l›¤›n
giderilmesi önemli iflleme aflamalar›ndan birini
oluflturmaktad›r. Depolanm›fl bira veya meyve
sular›nda tannaz enzimi yard›m›yla bulan›kl›k
oluflumu önemli ölçüde azalma göstermifltir (21).
Bu  meyve  sular›nda  ac›  buruk  tada  tanenli
bileflenler neden olmaktad›r. Laktik asit bakterileri
tanenleri  parçalayan  tannaz  aktivitesine  sahip
oldu¤undan bu meyve sular›nda ac› ve buruk tad›n
giderilmesinde rahatl›kla kullan›labilece¤inden
do¤al yolla ac› ve buruk tat giderilmesinin yan›nda
laktik asit bakterilerinin sahip oldu¤u antimikrobiyel
aktivite ve benzeri özellikleri ile ürünlerin raf
ömrü uzat›lm›fl olacakt›r. Yine ileride yap›lacak
çal›flmalar do¤rultunda bu izolatlar›n probiyotik
özellikleri ortaya kondu¤u takdirde günümüzde
yayg›n bir kullan›m alan› bulunan probiyotik
ürün eldesi sa¤lanm›fl olacakt›r.
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ÜZÜM ÇEKİRDEĞİNDEN FENOLİK BİLEŞEN  EKSTRAKSİYONUNUN
YÜZEY YANIT METODU İLE OPTİMİZASYONU

Özet

Üzümde bulunan fenolikler, antioksidan aktivite ve antimikrobiyel özellikleri sayesinde insan sa¤l›¤›
üzerine olumlu etkileri olan ikincil metabolitlerdir. Bu nedenle fenoliklerin geri kazan›m› için etkin
ekstraksiyon teknikleri gereklidir. Bu çal›flmada, üzüm sanayi yan ürünü olan üzüm çekirde¤inin fenolik
bileflenleri su/etanol çözücü kar›fl›m› kullan›larak kat›-s›v› ekstraksiyon ifllemi ile ekstrakte edilmifltir.
Ekstraksiyon ifllemi, etanol oran› (60-90 ml etanol/100 ml çözücü), üzüm çekirde¤i konsantrasyonu
(10-20 g/100 ml çözücü) ve ifllem süresi (32-120 dk) olan ba¤›ms›z de¤iflkenlerle gerçeklefltirilmifltir.
Ekstraksiyon ifllemi, toplam fenolik miktar›, antioksidan aktivite ve baz› fenolik bileflenlerin miktar› için
yan›t-yüzey metodu (RSM) kullan›larak optimize edilmifltir. Optimum ekstraksiyon koflullar› maksimum
toplam fenolik (0.254 mg/g), gallik asit (0.143 mg/g), kateflin (0.058 mg/g), epikateflin (0.040 mg/g) ve
antioksidan aktivite (67.90 µmol/ml) için 60 ml etanol/100 ml çözücü sistem (etanol+su); 20 g üzüm
çekirde¤i/100  ml çözücü;  109  dk  ekstraksiyon  süresi,  fleklinde  tan›mlanm›flt›r.  Genel  olarak,
konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin fenolik ekstraksiyonuna etki eden önemli parametreler oldu¤u
belirlenmifltir (P<0.05).

Anahtar kelimeler: : Üzüm çekirde¤i, ekstraksiyon, yüzey-yan›t metodu, polifenoller, antioksidan

OPTIMIZATION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM GRAPE SEED 
BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Abstract

Grape phenolics are secondary metabolites with potential beneficial effects on human health because of
their antioxidant and antimicrobial activities. Thus, it is necessary to have efficient extraction techniques
to achieve good recoveries of compounds. In this study, phenolic compounds of grape seeds which
are byproducts of grape industry were extracted by solid-liquid extraction using water/ethanol solvent
mixture. Extraction was carried out with independent variables which were solvent ratio (60-90 ml
ethanol/100 ml solvent), grape seed concentration (10-20 g/100 ml solvent) and process time (32-120
min). Extraction process was optimized by using response surface methodology (RSM) for the total
phenols, antioxidant and some phenolic compounds content of grape seeds. Optimal extraction conditions
were identified as 60 ml ethanol/100 ml solvent (ethanol+water); 20 g grape seed/100 ml solvent; 109
min extraction time for maximum total phenols (0.254 mg/g), antioxidant activity (67.90 µmol/ml), gallic
acid (0.143 mg/g), catechin (0.058 mg/g) and epicatechin (0.040 mg/g). Generally, solid concentration
and extraction time were determined as the most important parameter on phenolic extraction (P<0.05). 

Keywords: Grape seed, extraction, response surface method, polyphenols, antioxidant
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GİRİŞ
Tüketicilerin g›dalarda kullan›lan katk› maddeleri
hakk›nda  daha  çok  bilgi  sahibi  olmas›  ve
fonksiyonel g›dalara ilginin artmas› ile birlikte,
g›dalarda kullan›labilecek alternatif do¤al ve
daha güvenli katk› maddeleri üzerine araflt›rmalar
art›fl göstermifltir. Üzüm, dünyada en çok tüketilen
meyvelerden biridir ve yaklafl›k %75’i çekirdek
ve kabuklar›nda olmak üzere fenolik bileflenler
bak›m›ndan  oldukça  zengindir.  Özellikle
üzümde bulunan antosiyaninler, antiimflamatuvar,
antioksidan ve antimikrobiyel aktivite gibi güçlü
biyolojik fonksiyonlar göstermektedir (1, 2).
Üzümde en çok bulunan fenolikler antosiyaninler,
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit, flavan-3-ol,
flavanoller ve stilbenler olarak tan›mlanm›flt›r (3).
Son y›llarda, flarap endüstrisi yan ürünlerinden ve
at›klar›ndan fenolik bileflenlerin geri kazan›m›nda
kullan›labilecek etkin alternatif yöntemler üzerine
yap›lan çal›flmalar art›fl göstermifltir. Yu ve Ahmedna,
(4), üzüm posas›nda bulunan fonksiyonel gruplar›
onlar›n kompozisyonu ve biyolojik aktivitelerini baz
alarak özetlemifl, sonuç olarak üzümün sahip oldu¤u
fenolik profilinin antioksidatif ve antimikrobiyel
aktiviteye  sahip  oldu¤unu  belirtmifllerdir.
Fonksiyonel bileflenlerin bitkilerden ekstrakte
edilmesi önemli bir proses olup bu alanda uygulanan
pek çok yöntem bulunmaktad›r. Ekstraksiyon,
fenolik bileflenlerin izolasyonu, tan›mlanmas› ve
kullan›m›nda önemli bir basamakt›r (5). Üzümden
fenolik bileflenlerin ekstraksiyonunda kullan›lan
en yayg›n yöntem kat›-s›v› ekstraksiyonudur.
Çözücü tipi, ekstraksiyon etkinli¤ini etkileyen en
önemli parametredir. fiarap endüstrisi at›klar›ndan
ve di¤er bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu
daha etkin hale getirmek için pek çok yöntem
uygulanm›flt›r. Bu yöntemler genel olarak hidroalkolik
çözücü  sistemler  üzerine  yo¤unlaflmaktad›r
(6-10). Polifenollerin polar do¤as›, bu bilefliklerin
hidroalkolik çözücüler gibi polar protik ortamlarda
daha kolay çözünmesini sa¤lar. Baz› çal›flmalarda,
kateflin ve prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda,
etanol/su kar›fl›mlar›n›n aseton ya da metanol/su
kar›fl›mlar›na  göre  daha  iyi  sonuçlar  verdi¤i
gösterilirken  (11)  di¤er  araflt›rmac›lar  üzüm
çekirde¤inden kateflin, epikateflin ve epigallokateflin
ekstraksiyonunda metanolün daha iyi oldu¤unu
belirtmifllerdir (12). Üzüm çekirde¤i ve kabu¤undan
ya  da  di¤er  bitkilerden  fenolik  bileflenlerin
konvansiyonel ekstraksiyon prosedürü kullan›larak
ekstrakte edildi¤i ve yüksek verimlili¤in elde
edildi¤i çal›flmalar bulunmaktad›r (13-14). Ekstrakte
edilen  maddenin  konsantrasyonu  artt›kça
ekstraksiyon etkinli¤i de do¤ru orant›l› olarak art›fl
gösterir. Ancak, yüksek ve düflük çözücü/kat›
oranlar› aras›ndaki denge, maliyet/çözücü-at›k
miktar›  dengesi  ve  yo¤unlaflma  etkisinden
kaç›nma gibi hususlar, ekstrakte edilen bileflik
için  belirlenmelidir.  Üzümde  bulunan  fenolik
bileflenlerin yap› bak›m›ndan çeflitlili¤i (15), bu
bileflenlerin ekstraksiyonunun optimize edilmesini
gerektirmektedir. Ekstraksiyon metotlar› farkl›
parametrelerden etkilendi¤i ve bu parametreler

birbirleri ile de etkileflimde oldu¤u için uygun bir
optimizasyon modeli kullan›lmal›d›r. Yüzey yan›t
metodu,  deney  say›s›n›  azalt›rken  farkl›  test
parametreleri aras›ndaki olas› etkileflimlerle de ilgili
istatistiksel modeller oluflturabilen matematiksel
bir tekniktir (16).
Özet olarak, üzüm ve üzüm sanayi yan ürünlerinden
fenolik bileflenlerin kat›-s›v› ekstraksiyonu, optimize
edilmesi  gereken  pek  çok  arametreye  ba¤l›
olarak de¤iflim göstermektedir. Etanol/su çözücü
kar›fl›mlar›n›n, benzer ekstraksiyon etkinliklerine
sahip olmalar›, maliyetlerinin düflük olmas› ve
sürdürülebilirli¤inin yüksek olmas› nedeniyle
kullan›lmas› tercih edilmektedir. Bu çal›flman›n
amac›, çözücü kar›fl›m oran›, üzüm çekirde¤i
konsantrasyonu ve proses süresi gibi ekstraksiyon
de¤iflkenlerinin, maksimum toplam fenolik bileflen
ve antioksidan aktivite de¤erlerinin elde edilmesi
amac›yla yan›t-yüzey metodu kullan›larak optimize
edilmesidir. Bu çal›flmada, üzüm ve ürünleri sanayi
yan ürünü olan üzüm çekirde¤inin fenolikleri
su/etanol çözücü kar›fl›m› kullan›larak kat›-s›v›
ekstraksiyon  ifllemi  ile  ekstrakte  edilmifltir.
Optimizasyon için seçilen noktalarda ekstratlar›n
fenolik bileflenleri s›v› kromatografik yöntemle
saptan›rken antioksidan aktiviteleri oksijen radikal
absorbans kapasitesi de¤erlerine göre belirlenmifltir. 

MATERYAL VE YÖNTEM
Materyal
Çal›flmada kullan›lan üzüm çekirde¤i Denizli’deki
yerel bir iflletmeden temin edilmifltir. Hammaddeler
kullan›m ve analiz süresine kadar vakum paketleme
yap›larak -18°C’de saklanm›flt›r. Ekstraksiyon için
kullan›lan etanol ve analizler için kullan›lan tüm
kimyasallar analitik safl›kta olup Sigma Aldrich’ten
(St. Louis, MO) temin edilmifltir. Kromatografik
analiz için kalibrasyon e¤rileri kateflin, epikateflin ve
gallik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullan›larak
haz›rlanm›flt›r. 
Ekstraksiyon işlemi
Ekstraksiyon için kat›-s›v› ekstraksiyon tekni¤i
kullan›lm›flt›r. Belirlenen oranlarda ö¤ütülmüfl
üzüm  çekirde¤i,  farkl›  oranlarda  kar›flt›r›lm›fl
etanol:su çözücü sistemi ile muamele edilmifltir.
Ö¤ütülmüfl üzüm çekirde¤inin ortalama partikül
çap› yap›lan elek analizi (Tyler elekleri, No 10-140)
ile  490.5  µm  olarak  bulunmufltur.  Çözücü  ile
kar›flt›r›lan üzüm çekirde¤i tozu örnekleri manyetik
kar›flt›r›c› ile farkl› sürelerde oda s›cakl›¤›nda
(25°C) ekstrakte edilmifltir. S›v› k›s›m kar›fl›mdan
vakum alt›nda filtre edilerek ayr›lm›flt›r. Etanol faz›
vakum alt›nda evaporatör kullan›larak uzaklaflt›r›lm›fl
kalan sulu k›s›m liyofilize edilerek kurutulmufltur.
Elde edilen toz ekstrakt vakum paketlerde analiz
an›na kadar -18°C’de saklanm›flt›r. 
Toplam   fenolik   madde   miktarının   ve
antioksidan aktivitenin belirlenmesi
Üzüm  çekirde¤i  tozu  örneklerinin  su-etanol
ekstraktlar›n›n toplam fenol içeri¤i Folin-Ciocalteu
metoduna   göre   spektrofotometrik   olarak
belirlenmifltir (17). Ekstraktlardan uygun seyreltiler
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al›narak  0.2 N 5  mL  Folin-Ciocalteu  ayrac›  ile
kar›flt›r›lm›flt›r. 5 dakikan›n sonunda 4 ml (75 g/L)
doygun  Na2CO3 çözeltisi  ilave  edilerek  oda
s›cakl›¤›nda 2 saat karanl›kta bekletildikten sonra
oluflan mavi rengin absorbans› 765 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Boeco S-20 Spectrophotometer,
Germany) olarak ölçülmüfltür. Standart e¤ri
0.125-2 mg/ml aral›¤›ndaki farkl› konsantrasyonlara
sahip  gallik  asit  kullan›larak  elde  edilmifltir.
Örneklerin toplam fenolik madde içeri¤i mg gallik
asit eflde¤eri (GAE)/g olarak verilmifltir. Ekstraktlar›n
antioksidan kapasiteleri, oksijen-radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) testi kullan›larak belirlenmifltir
(18). Peroksi radikal üretici olarak 2,2'-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)
kullan›lm›fl ve antioksidan kapasite floresans›n
indirgenme grafi¤inden elde edilen net de¤erin
hesaplanmas›yla belirlenmifltir. Çal›flma sonuçlar›
troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-
karboksilik asit) eflde¤eri olarak, 1 litre test edilen
çözelti ile ayn› antioksidan aktiviteye sahip µmol
cinsinden troloks miktar› fleklinde verilmifltir.
Fenolik bileşenlerin belirlenmesi 
Gallik  asit,  kateflin  ve  epikateflinin  standart
stok çözeltileri 5 mg standard›n 10 ml saf suda
çözündürülmesi ile haz›rlanm›flt›r. Analiz edilecek
farkl› ekstraktlar analiz öncesi 1:10 kat seyreltme
yap›ld›ktan   sonra   0.45  µm   membran  filtre
kullan›larak filtre edilmifltir. Kromatografik analiz
için HPLC sistem LC Solution yaz›l›m› ile ayr›m
modülü, pompa, vakum degaz ünitesi ve diode
array detektörden (DAD) oluflmaktad›r (Schimadzu,
LC-20AD, Japan). Kromatografik ayr›m RP-18 kolon
(150mmx3mm, 5 µm, Phenomenex, Gemini 5u
C18,  USA)  kullan›larak  izokratik  elüsyon  ile
gerçeklefltirilmifltir. Mobil faz, asetonitril (%15, A)
ve 50 mM O-fosforik asit-su (%85, B) kar›fl›m›ndan
oluflmaktad›r. Enjeksiyon hacmi 25 µl ve kolon
s›cakl›¤› 30°C’dir. Kromatografik pikler al›konma
zamanlar› baz al›narak tan›mlanm›flt›r. Ekstraktlarda
bulunan   gallik   asit,   kateflin   ve   epikateflin

konsantrasyonu, ilgili çözelti için haz›rlanm›fl
standart  e¤ri  ile  ekstraktlardaki  entegre  pik
alanlar› karfl›laflt›r›larak belirlenmifltir. Standartlar
için kalibrasyon e¤rileri farkl› konsantrasyonlardaki
standart örnek çözeltilerinin enjekte edilerek
alanlar›n›n belirlenmesi ve elde edilen alanlar›n
konsantrasyonlar›na karfl› grafiklerin oluflturulmas›
ile  elde  edilmifltir.  Oluflturulan  grafiklerden
yararlan›larak   örnek   ekstraktlardaki   miktar
belirlenmifltir. Metodun kesinli¤ini ölçmek için
analizler ayn› gün içerisinde 2 kere ve farkl› 2
günde tekrarlanm›flt›r. Kalibrasyon e¤rilerinden

hesaplanan de¤erler ile nominal konsantrasyonlar
aras›ndaki   %   fark   karfl›laflt›r›larak   analizin
do¤rulu¤u hakk›nda bilgi edinilmifltir. 
Deneysel Tasarım ve Optimizasyon
Ekstraksiyon  iflleminde  de¤iflkenlerin,  üzüm
çekirde¤i örneklerinin toplam fenolik madde
miktar›, antioksidan aktivitesi ve baz› fenolik
bileflenleri  üzerine  as›l  etkileri  "Yüzey-Yan›t
Metodu" kullan›larak belirlenmifltir. Etanol miktar›
(F1), kat›/çözücü oran› (F2) ve ekstraksiyon süresi
(F3) ba¤›ms›z de¤iflkenler olarak seçilmifltir. Bu
faktörler ve seviyeleri Çizelge 1’de gösterildi¤i
gibidir. ‹fllem de¤iflkenlerinin aral›¤› yap›lan baz›
çal›flmalar incelenerek ve yap›lan ön denemelerden
elde edilen verilere bak›larak belirlenmifltir.
Deneme tasar›m›, 6 merkez noktas› olan 23 tam
faktöriyel tasar›ma eksenel ve faktöriyel noktalarda
2 tekrarl› (α = ±1.68179) olacak flekilde 34 nokta
ile  elde  edilmifltir.  Gözlenen  sonuçlardaki
aç›klanamayan  de¤iflimlerin  etkileri,  deneysel
verilerin s›ras› rastgele da¤›t›larak minimize
edilmifltir. Her bir cevap için matematik modeller
çoklu regresyon analizi (Design Expert, Stat Ease
Inc.,  Minneapolis,  USA)  ile  hesaplanm›fl  ve
modelleme,  lineer,  karesi  al›nm›fl  ve  kesiflim
terimlerini içeren kuadratik model ile bafllat›lm›flt›r.
Her bir cevap için önemli terimler varyans analizi
kullan›larak belirlenmifltir. Bu çal›flmada, bütün
cevaplar› tek bir ölçüm ile kombine eden istenilen
hedefe ulaflma fonksiyonu fenolik içeri¤in ve
antioksidan  aktivite  de¤erlerinin  maksimum
oldu¤u kriter için gelifltirilmifltir. Ekstraksiyon
prosesinin optimize edilmesinde ve elde edilen
sonuçlar›n modele uygunlu¤unun tespit edilmesinde
Design Expert 10.0 (Stat Ease Inc., Minneapolis,
USA) paket program› kullan›lm›flt›r. Bu çal›flmada,
istenilen hedefe ulaflma fonksiyonu cevaplar›n
(toplam fenolik, antioksidan aktivite, baz› fenolik
bileflenlerin  miktar›)  maksimum  de¤erlerinin
belirlenmesi üzerine kurulmufltur.  

SONUÇ VE TARTIŞMA
Çizelge 2’de her bir (çözücü sistem,  üzüm çekirde¤i
tozu/çözücü (kat›:çözücü) oran›, ekstraksiyon
süresi) koflul için üzüm çekirde¤i ekstraktlar›n›n
toplam fenol, gallik asit, kateflin ve epikateflin
miktarlar›  ile  antioksidan  aktivite  de¤erleri
gösterilmektedir. Toplam fenolik madde miktar›
0.066-0.309 mg/g de¤erleri aras›nda, gallik asit,
kateflin ve epikateflin miktarlar› ise s›ras›yla
0.006-0.140;  0.008-0.060;  0.0002-0.040 mg/g
de¤erleri aras›nda bulunmufltur. Bunun yan› s›ra
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Çizelge 1. Ba¤›ms›z de¤iflkenler ve faktöriyel tasar›m için seviyeleri
Table 1. Independent variables and levels for factorial design

De¤iflkenler Independent variables Birim Unit De¤iflken seviyeleri Factor level
-1 0 +1

F1 etanol  F1 ethanol ml/100 ml çözücü ml/100 ml solvent 60 75 90
F2 üzüm çekirde¤i oran› F2 grape seed ratio g/100 ml çözücü g/100 ml solvent 10 15 20
F3 ekstraksiyon süresi  F3 extraction period dakika minute 32 76 120
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oksijen  radikal  absorbans  kapasitesine  göre
belirlenen antioksidan aktivite de¤erleri ise
15.06-75.72 µmol/ml aral›¤›ndad›r. Üzüm çekirde¤i
ekstraktlar›nda bulunan de¤erler Y›lmaz ve ark.
(19) ve Garcia-Jares ve ark. (20) taraf›ndan yap›lan
çal›flmalarla  benzerlik  göstermektedir.  Proses
de¤iflkenlerinin önemli etkilerini belirlemek için
tek bir faktörün 2 seviyesinin, test edilen ve önerilen
ifllem sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›ld›¤› varyans analizi
(ANOVA) (P<0.05) gerçeklefltirilmifl ve deneysel
veriler için en uygun model belirlenmifltir. Önerilen
modelin regresyon denklem katsay›lar› ve tüm
ana etkilerin istatistiksel önem dereceleri her bir
cevap için elde edilerek önemli olan ve olmayan
etkiler model içerisinde belirlenmifltir. Analiz
edilen de¤iflkenlere ait varyans analizi sonuçlar›
Çizelge 3 de gösterildi¤i gibidir. En küçük kareler
yöntemi ile kuadratik denklik, tüm sonuçlar için
(1-34) model verinin oluflturulmas›nda kullan›lm›flt›r.
Model  denklikleri  tüm  faktör  seviyeleri  için
üretilmifl ve her bir de¤iflkenin üzüm çekirde¤inden
fenolik madde ekstraksiyonu üzerine etki derecesi
hesaplanm›flt›r. Ba¤›ms›z de¤iflkenler aras›ndaki
korelasyonlar polinomiyal denkliklerin birinci ve
ikinci derece katsay›lar› yard›m›yla hesaplanm›fl
ve de¤erlendirilmifltir. Elde edilen modelin belirleme
katsay›lar› (R2) toplam fenolik miktar› için 0.758;
ORAC için 0.5128; gallik asit için 0.872; kateflin
için 0.761 ve epikateflin miktar› için 0.788 olarak
bulunmufltur. ORAC de¤erleri hariç di¤er sonuçlar
için  R2 de¤erlerinin  yüksek  olmas›  deneysel
sonuçlar ile önerilen modelden elde edilen teorik
sonuçlar aras›nda uygun bir korelasyon oldu¤unu
gösterir. Proses de¤iflkenleri ile toplam fenolik
madde miktar› (Y1), antioksidan aktivite (Y2),
gallik asit (Y3), kateflin (Y4) ve epikateflin (Y5)
miktarlar› aras›ndaki iliflki kodlanm›fl de¤iflkenlere
ba¤l› olarak elde edilmifltir. A, etanol miktar›; B,
kat›/çözücü oran› ve C ekstraksiyon süresi olmak
üzere kodlu de¤iflkenlere ba¤l› olarak elde edilen
denklikler (1-5) verildi¤i gibi olup önemli (P<0.05)
proses de¤iflkenleri "*" ile iflaretlenmifltir.

Model deneysel verilere uygunluk göstermekte
ve seçilen de¤iflkenlerin istatistiksel olarak
önemli oldu¤unu ortaya ç›karmaktad›r. Etanol
miktar›  ekstraksiyon  iflleminin  di¤er  ba¤›ms›z
de¤iflkenlerine nazaran daha az etki göstermifltir.
Bu nedenle, yüzey-yan›t grafikleri, etanol miktar›
60 ml/100 ml çözücü olacak flekilde sabitlenerek
elde edilmifltir.  fiekil 1 ve 2, toplam fenolik, gallik
asit, kateflin ve epikateflin miktarlar› ile antioksidan
aktivite  de¤erini  ekstraksiyon  süresi  ve  üzüm
çekirde¤i konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak göstermektedir. Toplam fenolik madde,
gallik  asit,  kateflin  ve  epikateflin  miktar›  ile

antioksidan aktivite üzerinde istatistiksel olarak
önemli  do¤rusal  ve  kuadratik  etkilerin,  üzüm
çekirde¤i   konsantrasyonu   ve   süre   oldu¤u
belirlenmifltir. Üzüm çekirde¤i konsantrasyonu
ve ekstraksiyon süresindeki art›fl sonucu fenolik
bileflen miktar›ndaki ve antioksidan aktivitedeki
art›fl do¤rusal olmayan bir davran›fla sahiptir. Elde
edilen yüzey grafiklerinin analizi, çözücü sistem,
üzüm  çekirde¤i  tozu/çözücü  (kat›: çözücü)
oran›, ekstraksiyon süresi faktörlerinin üzüm
çekirde¤inden  fenolik  bileflenlerin  ekstrakte
edilmesindeki önemli faktörler oldu¤unu göstermifltir.
En yüksek toplam fenolik madde miktar› 50 ml
etanol/100 ml çözücü (etanol+su) oran›na sahip
örneklerde gözlenirken, en düflük miktar 100 ml
etanol ile ekstrakte edilen örneklerde gözlenmifltir.
Benzer e¤ilim gallik asit, kateflin ve epikateflin
miktarlar›nda da belirlenmifltir. En düflük antioksidan
aktivite de¤erleri 50 ml etanol/100 ml çözücü
(etanol+su)  ile  ekstrakte  edilen  örneklerde
belirlenirken, en yüksek aktivite de¤erlerine 60 ml
etanol/100 ml çözücü (etanol+su) ekstraktlar›nda
ulafl›lm›flt›r. Çözücü kar›fl›mda suyun miktar›n›n
artmas›yla üzüm çekirde¤inden ekstrakte edilen
fenolik   madde   miktar›nda   gözlenen   art›fl
antosiyanidinlerin  do¤ada  serbest  halde  de¤il
flekerlerle glikozit yaparak bulunmas›ndan da
kaynaklanabilir. Etanol içerisine suyun eklenmesi
ekstraksiyon h›z›n› artt›rm›flt›r ancak su miktar›n›n
daha fazla artt›r›lmas› di¤er bileflenlerin de ekstrakte
edilmesine ve elde edilen ekstraktta fenolik bileflen
oran›n›n azalmas›na neden olacakt›r. Çözücü tipi,
ekstraksiyonun  verimine  etki  eden  en  önemli
parametredir. Polifenollerin polar yap›s› nedeniyle
hidroalkolik çözeltiler gibi polar protik ortamlarda
kolayca çözünebilmektedir. Fenolik fraksiyonlar,
düflük polaritedeki çözeltilerin konsantrasyonunun
artmas›  ile  kar›fl›mdaki  alkol  konsantrasyonu
de¤ifltirilerek daha kolay elde edilebilir (21).
Ekstraksiyon çözeltisi olarak alkol kullan›ld›¤› zaman,
üzüm çekirdeklerinden fenolik madde sal›n›m›
ekstraksiyon  süresinin  bir  fonksiyonu  olarak

oldukça yüksek h›zda gerçekleflmektedir. Ancak,
bu durumda, su kullan›ld›¤› zaman kat›-s›v› temas
süresi önemini yitirmektedir. Bunlar›n yan› s›ra
farkl› fenolik bileflenlerin elde edilmesi için farkl›
çözücü  sistemleri  kullan›labilmektedir.  Baz›
araflt›rmac›lar kateflin ve prosiyanidinlerin etanol/su
kar›fl›m› çözücü sistemi kullan›larak daha kolay
ekstrakte  edildi¤ini  bildirmifllerdir (11).  Baz›
araflt›rmac›lar  ise,  kateflin,  epigallokateflin  ve
epikateflinlerin  üzüm  çekirde¤inden  metanol
kullan›larak   daha   fazla   ekstrakte   edildi¤ini
bildirmifllerdir (12). Bunun yan› s›ra, düflük etanol
miktar›n›n  kullan›ld›¤›  sulu  ekstraksiyonlarda,

E. Çağdaş, A. C. Seydim

Y1=0.14+4.967x10-3B+0.031C*+0.040BC*+0.023B2                                                                                                                                                                                                                                     (1)

Y2=43.08-2.01A+2.84B+8.16C+5.51AB-1.97AC+3.83BC-7.34A2-8.08B2-1.48C2                                                                                                                                              (2)

Y3=0.051-8.475x10-3A+5.988x10-3B+1.314x10-3C-1.127x10-3AB-2.973x10-3AC-1.94x10-3BC-7.381x10-3A2+0.023B2+0.0232C** (3)

Y4=0.024-3.591x10-3A+3.025x10-4B-3.042x10-5C-7.834x10-4BC+7.828x10-3B2*+9.373x10-3C2* (4)

Y5=8.592x10-3+1.316x10-3B-1.194x10-3C-1.124x10-3BC+7.099x10-3B2*+7.643x10-3C2* (5)



organik asitler kullan›larak elde edilen düflük pH
de¤erlerinde üzüm çekirde¤inden etkin polifenol
ekstraksiyonun gözlendi¤i çal›flmalar bulunmaktad›r
(22-23).   Üzüm   çekirde¤inden   elde   edilen
fenoliklerin karakterizasyonunda tek tek fenolik
bileflenlerin ekstrakte edilme verimlerinin yan› s›ra
toplam fenolik madde ekstraksiyon veriminin elde
edilmesi amaçlanmal›d›r. 

Ekstraksiyon  prosesinde  artan  çözücü/kat›
oranlar›n›n ekstraksiyon verimini olumlu yönde
etkiledi¤i belirtilmektedir (5). Ancak, yüksek ve
düflük kat› oranlar›n›n kullan›m›, çözücü at›¤› ile
maliyet ve doygunluk etkileri aras›ndaki dengenin
ifllem öncesinde belirlenmesi gerekmektedir.
Kullan›lan ekstraksiyon süresi ifllem için gerekli
enerji miktar›n› ve yüksek oranda bileflen geri
eldesini optimize etmek için belirlenmesi gereken
en   önemli   faktördür.   Bu   çal›flmada,   artan
ekstraksiyon süreleri üzüm çekirde¤inden fenolik
madde ekstraksiyonunu olumlu yönde etkilemifltir.
Üzüm çekirde¤inden fenolik madde ekstraksiyonu
üzerine çözücü sistemin, üzüm çekirde¤i tozu
konsantrasyonunun  ve  ekstraksiyon  süresinin

etkilerinin   incelendi¤i   bu   çal›flmada   çözgen
konsantrasyonu ve ekstraksiyon süresinin fenolik
madde ekstraksiyonuna etki eden önemli parametreler
oldu¤u   belirlenmifltir.   Özet   olarak,   üzüm
çekirde¤inden  fenolik  madde  ekstraksiyonu
optimize edilmesi gereken pek çok faktöre ba¤l›
olarak  de¤iflmektedir.  Üzüm  çekirde¤inden
fenoliklerin ekstraksiyonunda kullan›labilecek

en uygun çözücülerin etanol, metanol ve aseton
içeren sulu kar›fl›mlar oldu¤u belirtilmektedir. Bu
çözücüler içerinden etanol hem polifenollerin
ekstraksiyonunda yüksek verim göstermesi hem
de güvenli olmas› nedeniyle en çok tercih edilen
çözücüdür. Ayn› zamanda, kullan›lan kat› miktar›n
artt›r›lmas› ekstraksiyon verimini artt›racakt›r ancak
yüksek konsantrasyonlar ekstraksiyon verimini
düflürebilmektedir. 
Ekstraksiyon yönteminin optimizasyonu
Üzüm çekirde¤inden fenolik madde ekstraksiyonu
için optimum koflullar, maksimum toplam fenolik
madde miktar›, antioksidan aktivite de¤erleri ve
fenolik bileflen miktar› kriterlerini elde edebilecek
flekilde belirlenmifltir. Üzüm çekirde¤inden fenolik
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Çizelge 2. Yüzey-yan›t metodu için üç faktörlü merkezi kompozit dizayn 
Table 2. Three-factor central composite design for response surface method

Std S›ra Faktör 1 Faktör 2 Faktör 3 Yan›t 1 Yan›t 2 Yan›t 3 Yan›t 4 Yan›t 5
Std Run A:Etanol B:kat›:çözücü C:süre (dk) Toplam fenolik ORAC Gallik asit Kateflin Epikateflin

(ml/100 ml çözücü) (g/100 ml çözücü) Factor 3 (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Factor 1 Factor 2 C:time (min) Response 1 Response 2 Response 3 Response 4 Response 5

A:Ethanol B:solid:solvent Total phenolic ORAC Gallic acid Catechin Epicatechin
(ml/100 ml solvent) (g/100 ml solvent) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g) 

11 1 90a (+1)b 10 (-1) 120 (+1) 0.116 20.278 0.118 0.053 0.024
4 2 90 (+1) 10 (-1) 32 (-1) 0.151 35.486 0.115 0.053 0.025
27 3 75 (0) 15 (0) 150 (+1.68) 0.215 75.719 0.134 0.055 0.035
1 4 60 (-1) 10 (-1) 32 (-1) 0.174 41.350 0.140 0.058 0.038
18 5 50 (-1.68) 15 (0) 76 (0) 0.107 27.791 0.012 0.014 0.000
15 6 90 (+1) 20 (+1) 120 (+1) 0.252 72.557 0.023 0.013 0.003
29 7 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.121 71.449 0.045 0.028 0.008
9 8 60 (-1) 10 (-1) 120 (+1) 0.269 27.088 0.063 0.033 0.019
21 9 75 (0) 6.6 (-1.68) 76 (0) 0.228 17.780 0.034 0.017 0.003
8 10 90 (+1) 20 (+1) 32 (-1) 0.067 3.707 0.115 0.037 0.024
12 11 90 (+1) 10 (-1) 120 (+1) 0.072 8.118 0.057 0.029 0.013
2 12 60 (-1) 10 (-1) 32 (-1) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
5 13 60 (-1) 20 (+1) 32 (-1) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
13 14 60 (-1) 20 (+1) 120 (+1) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
25 15 75 (0) 15 (0) 2 (-1.68) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004
31 16 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.116 20.278 0.118 0.053 0.024
28 17 75 (0) 15 (0) 150 (+1.68) 0.151 35.486 0.115 0.053 0.025
10 18 60 (-1) 10 (-1) 120 (+1) 0.215 75.719 0.134 0.055 0.035
14 19 60 (-1) 20 (+1) 120 (+1) 0.174 41.350 0.140 0.058 0.038
20 20 100 (+1.68) 15 (0) 76 (0) 0.107 27.791 0.012 0.014 0.000
32 21 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.252 72.557 0.023 0.013 0.003
34 22 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.121 71.449 0.045 0.028 0.008
3 23 90 (+1) 10 (-1) 32 (-1) 0.269 27.088 0.063 0.033 0.019
30 24 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.228 17.780 0.034 0.017 0.003
24 25 75 (0) 23.4 (+1.68) 76 (0) 0.067 3.707 0.115 0.037 0.024
33 26 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.072 8.118 0.057 0.029 0.013
26 27 75 (0) 15 (0) 2 (-1.68) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
7 28 90 (+1) 20 (+1) 32 (-1) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
16 29 90 (+1) 20 (+1) 120 (+1) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
17 30 50 (-1.68) 15 (0) 76 (0) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004
6 31 60 (0) 20 (+1) 32 (-1) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
22 32 75 (0) 6.6 (-1.68) 76 (0) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
23 33 75 (0) 23.4 (+1.68) 76 (0) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
19 34 100 (+1.68) 15 (0) 76 (0) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004

Gerçek de¤era (kodlanm›fl de¤er)b Real valuesa (coded values)b
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bileflen  ekstraksiyonu  için  optimize  koflullar
Çizelge 4 de gösterildi¤i gibidir. Bu çal›flmada,
belirlenen aral›k içinde elde edilen optimum
ekstraksiyon parametreleri: 60 ml etanol/100 ml
çözücü sistem (etanol+su); 20 g üzüm çekirde¤i/

100 ml çözücü; 109 dk ekstraksiyon süresi fleklindedir.
Elde edilen de¤erler genelde birbirlerine yak›n
bulunmufltur. Optimum koflullar için elde edilen
toplam fenolik madde miktar›, gallik asit, kateflin,
epikateflin  miktarlar›  ve  antioksidan  aktivite

Çizelge 3. Fenolik bileflenlerin üzüm çekirde¤inden ekstraksiyonuna ait varyans analizi (ANOVA) sonuçlar›
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) results for the extraction of phenolic compounds form grape seed

Kaynak DF* Kareler toplam› Kareler ortalamas› F de¤eri p de¤eri
Source DF* Sum of squares Mean square F value p-value

Toplam fenolik Total phenolic
Model 4 0.067 0.017 3.58 0.0173a

Lack of fit 10 0.047 4.73x10-3 1.02 0.4649b

Pure error 19 0.088 4.64x10-3

Total error 33 0.20
ORAC
Model 9 5116.05 568.45 1.14 0.3721b

Lack of fit 5 1864.22 372.84 0.70 0.6273b

Pure error 19 10060.52 529.50
Total error 33 17040.80
Gallik asit Gallic acid
Model 9 0.030 3.31x10-3 1.77 0.1262b

Lack of fit 5 0.018 3.61x10-3 2.57 0.0616b

Pure error 19 0.027 1.41x10-3

Total error 33 0.075
Kateflin Catechin
Model 6 3.38x10-3 5.63x10-4 2.09 0.0873b

Lack of fit 8 2.88x10-3 3.60x10-4 1.56 0.2023b

Pure error 19 4.38x10-3 2.31x10-4

Total error 33 0.011
Epikateflin Epicatechin 
Model 5 2.30x10-3 4.60x10-4 3.33 0.0174a

Lack of fit 9 1.70x10-3 1.89x10-4 1.66 0.1679b

Pure error 19 2.16x10-3 1.14x10-4

Total error 33 6.16x10-3

*Serbestlik derecesi; a önemli; b önemsiz  *Degrees of freedom; a Significant; b non-significant

fiekil 1. Sabit etanol miktar›nda (60 ml/ 100 ml çözücü) konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite miktar›na etkileri için yan›t-yüzey ve kontur grafikleri
Figure 1. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 ml/ 100 ml solvent) on total phenolic compound and antioxidant activity



Üzüm Çekirdeğinden Fenolik Bileşen Ekstraksiyonunun...

409

de¤erleri s›ras›yla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g,  0.040  mg/g  ve  67.90  µmol/ml’dir. Bu
sonuçlar istenilen hedefe ulaflma fonksiyonu 0.855
olan koflullar seçilerek verilmifltir. Elde edilen sonuçlar
Casazza vd. (24)’nin üzüm çekirdeklerinden
etanol:su kar›fl›m› kullanarak yapt›¤› çal›flmadaki
de¤erlerden  (55.98±0.58  mg  GAE/g,  toplam
fenolik) yüksek bulunmufltur. Medouni-Adrar vd.
(25) ise %65 etanol içeren sulu ekstraksiyonda
üzüm çekirde¤inin toplam fenolik miktar›n›
87.99-95.97 mg GAE/g aral›¤›nda belirlenmifllerdir.
Krishnaswamy vd. (26), üzüm çekirde¤inden
%30  etanol  içeren  sulu  ekstraksiyonda  toplam
fenolik miktar›n›n 13.5±0.48 mg GAE/g oldu¤unu
rapor etmifllerdir.

SONUÇ
Kat›-s›v› ekstraksiyon yönteminde ekstraksiyon
etkinli¤ine etki eden pek çok faktör bulunmaktad›r.
Bu faktörlerin iyi bir flekilde belirlenmesi ve uygun
deneysel tasar›m›n oluflturulmas› için yüzey-yan›t
yöntemi  etkin  bir  flekilde  kullan›labilir.  Bu

çal›flmada, üzüm çekirde¤inden fenolik madde
ekstraksiyonu  üzerine  çözücü  sistemin,  üzüm
çekirde¤i tozu konsantrasyonunun ve ekstraksiyon
süresinin etkileri ile bu parametrelerin etkileflimleri
incelenmifltir. Genel olarak, çözgen konsantrasyonu
ve   ekstraksiyon   süresinin   fenolik   madde
ekstraksiyonuna etki eden en önemli parametreler
oldu¤u    belirlenmifltir.    Fenolik     madde
ekstraksiyonunun optimizasyonunda belirlenen
istatistiksel    modelde    kullan›lan    ba¤›ms›z
de¤iflkenlerin, üzüm çekirde¤i tozundan aktif
bileflenlerin  geri  kazan›m›  ve  de¤erlerinin
belirlenmesi için yeterli oldu¤u belirlenmifltir. Bu
model için belirlenen optimum koflullar, 60 ml
etanol/100 ml çözücü sistem (etanol+su); 20 g
üzüm çekirde¤i/100 ml çözücü; 109 dk ekstraksiyon
süresi fleklindedir. Optimum koflullar için elde
edilen toplam fenolik madde miktar›, gallik asit,
kateflin, epikateflin miktarlar› ve antioksidan aktivite
de¤erleri s›ras›yla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 µmol/ml’dir.

fiekil 2. Sabit etanol miktar›nda (60 ml/ 100 ml çözücü) konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin gallik asit, kateflin ve
epikateflin miktarlar›na etkileri için yan›t-yüzey ve kontur grafikleri 
Figure 2. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 ml/ 100 ml solvent) on total gallic acid, catechin and epicatechin compound 

Çizelge 4. Üç faktörlü kompozit dizayn modelinde belirlenen optimum koflullarda elde edilen de¤erler
Table 4. Estimated values of three-factor design model at optimum conditions

Çözüm no Etanol Üzüm çekirde¤i Ekstraksiyon süresi Toplam fenolik ORAC Gallik asit Kateflin Epikateflin 
Solution (ml/100 ml) konsantrasyonu (dakika) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
number Ethanol (g/100 ml) Extraction period Total phenolic ORAC Gallic acid Catechin Epicatechin

(ml/100ml) Grape seed (minute) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
concentration

(g/100ml)

1 60 20 109 0.254 64.90 0.143 0.058 0.040
(D=0.855)*

*‹stenilen hedefe ulaflma fonksiyonu   *Desirability function
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BEBEK MAMALARINDA DİREKT PCR YÖNTEMİ İLE
CRONOBACTER SPP. TESPİTİ

Özet

Cronobacter spp., bebeklerde ve çocuklarda hayati tehlike yaratan menenjit, sepsis ve nekrotizan
enterokolit enfeksiyonlar›n›n önemli bir sebebidir. Çeflitli klinik vakalarda Cronobacter spp. enfeksiyonu
ile bebek mamas› tüketimi epidemiyolojik olarak iliflkili bulunmufltur. Bu araflt›rmada bebek mamas›nda
patojenin h›zl› tan›s› için direkt PCR yöntemi üzerine modifikasyon çal›flmalar› yap›lm›flt›r. Bebek
mamas›nda direkt PCR yöntemi ile 102 KOB/mL düzeyinde ve 4 saatlik ön zenginlefltirme sonras›nda
uygulanan PCR yöntemi ile 1 KOB/mL seviyesinde Cronobacter spp. belirlenebilmifltir. Cronobacter
spp. tespitinde uygulanan PCR yönteminin kültürel belirleme yöntemlerine oranla daha h›zl› ve daha
duyarl› oldu¤u saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Cronobacter spp., bebek mamas›, izolasyon, PCR

DETECTION OF CRONOBACTER SPP. IN
POWDERED INFANT FORMULA BY PCR

Abstract

Cronobacter spp. causes meningitis, sepsis, and necrotizing enterocolitis in neonates and infants.
Cronobacter spp. infections have been epidemiologically associated with consumption of reconstituted
powdered infant formula. In this study, the modified PCR method for the rapid detection of Cronobacter
spp. were performed. Detection limit of PCR assay for Cronobacter spp. was determined to be 102

CFU/mL directly and 1 CFU/mL after 4-h of enrichment step in infant formula. The result showed that
the modified PCR based technique described in this study was found more rapid and sensitive than the
conventional methods for detection of Cronobacter spp. from infant formula.

Keywords: Cronobacter spp., infant formula, isolation, PCR
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GİRİŞ
Son  y›llarda  önemi  artan  bir  patojen  olan
Cronobacter spp.  (eski  ad›  ile  Enterobacter
sakazakii),  bebeklerde  hayati  risk  oluflturan
menenjit,  sepsis  ve  nekrotizan  enterokolit
enfeksiyonlar›na neden olmaktad›r. Henüz tam
olgunlaflmam›fl ba¤›rsak yap›s›na sahip olan
prematüre,  28  günden  küçük,  düflük  do¤um
a¤›rl›¤›na sahip ve medikal bak›m gören bebekler
Cronobacter spp.  enfeksiyonu  riski  alt›ndad›r
(1-3). Cronobacter spp. enfeksiyonunun görülme
oran› 12 aydan küçük bebekler için 1/100 bin
iken, düflük do¤um a¤›rl›¤›na (<1500 g) sahip
bebeklerde bu oran 9.4/100 bin'dir. Do¤al yaflam
alan› bilinmemekle beraber; bakteri g›dadan,
çevreden  ve  farkl›  klinik kaynaklardan  izole
edilmifltir.   Yenido¤an   bebeklerde   görülen
enfeksiyonlar sebebiyle Cronobacter spp.'nin,
bebek mamas› ile iliflkili oldu¤u bildirilmifltir.
Salg›nlar   da   ço¤unlukla   yenido¤an   bak›m
ünitelerinde gerçekleflmektedir. Cronobacter
spp. ozmotik ortam ve kurutma gibi çevresel
stres koflullar›na di¤er Enterobacteriaceae üyelerine
k›yasla daha dirençlidir ve düflük su aktivitesine
sahip olan bebek mamas›nda (0.25-0.5 aw) uzun süre
canl›l›¤›n› korumaktad›r. Ancak, epidemiyolojik
araflt›rmalar bebek mamas›n›n yan› s›ra, hastane
ortamlar›nda   mamalar›n   haz›rlanmas›   için
kullan›lan araç ve gereçleri de kontaminasyon
kayna¤› olarak göstermifltir (4-8). 

Uluslararas›   Mikrobiyolojik   Spesifikasyonlar
Komisyonu   (International   Commission   on
Microbiological Specifications for Foods; ICMSF)
Cronobacter spp.'yi potansiyel olarak yaflam›
tehdit eden ya da önemli kronik sekellere yol
açan ciddi bir tehlike olarak tan›mlam›fl ve Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve
tip B gibi g›da kaynakl› ya da Cryptosporidium
parvum gibi su kaynakl› patojenler ile ayn› grupta
yer almas›na karar vermifltir. Bakterinin, yeni
do¤mufl bebeklerin üst gastrointestinal sistemlerinde
düflük pH koflullar›yla karfl›laflmayaca¤› ve h›zla
ince ba¤›rsaklara geçerek enfeksiyona neden
olabilece¤i belirtilmifltir. 

Cronobacter spp. ilk kez 1958 y›l›nda ‹ngiltere'de
iki bebe¤in ölümü ile sonuçlanan bir salg›nda
yenido¤anlarla iliflkilendirilmifltir. Son dönemde
yap›lan  araflt›rmalarda  ise  Cronobacter  türleri
içerisinde yaln›zca C. sakazakii, C. malonaticus ve
C. turicensis'in neonatal enfeksiyonlarla iliflkili

oldu¤u bildirilmifltir (2, 4, 6, 9). Bakteri, en çok
yeni do¤mufl bebekler ve 3 günlük ile 4 yafl aras›
çocuklarda  hastal›¤a  neden  olarak  kendini
göstermifl olup, hastal›¤a yakalanan bebeklerde
ölüm oran›n›n % 40-80 oldu¤u ve hayatta kalanlar
için süregelen sorunlar›n nörolojik rahats›zl›klarla
sonuçlanabildi¤i bildirilmifltir (10). Bunun üzerine
toz  bebek  mamas›  kullan›m›  ile  ortaya  ç›kan
enfeksiyon riskini azaltmak için uygun stratejilerin
uygulamas›na yönelik çabalar artm›flt›r.

Son y›llarda Cronobacter spp. izolasyonunda var
olan yöntemlere alternatif daha h›zl›, etkin ve
güvenilir yöntem aray›fl›na gidilmifl ve bu konuda
araflt›rmalar yo¤unluk kazanm›flt›r. Patojenlerin
analizinde kullan›lan klasik yöntemlerde analiz
sürelerinin uzunlu¤u önemli bir dezavantajd›r.
Moleküler teknikler, bakterilerin tan›mlanmas›,
karakterizasyonu    ve    s›n›fland›r›lmas›nda
büyük  öneme  sahiptir.  Bu  nedenle  patojen
mikroorganizmalar›n tespitinde DNA'ya dayal›
teknikler oldukça önem kazanm›fl ve özellikle
PCR tekni¤i klasik yöntemlerin yerini alabilecek
h›zl› ve duyarl› bir alternatif olarak öne ç›km›flt›r.
Cronobacter spp.'nin   genetik   tiplendirme
çal›flmalar›nda tüm gen bölgelerinin analizine
imkân sa¤layan, s›n›fland›rma ve karakterizasyonda
oldukça h›zl› bir yöntem olan PCR temelli teknikler
kullan›lmaktad›r. Ribozomal 16S rRNA geni, 16S
ve 23S rRNA genleri aras›nda yer alan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bölgesi ile thdF, rpoA, rpoB,
ompA, recN ve gluA gibi hedef genler Cronobacter
spp.'nin tan›mlamas›nda kullan›lan genlerdir (11-21). 

Bu araflt›rmada direkt PCR uygulamas› ile bebek
mamas›nda Cronobacter spp.'nin tespitinde klasik
kültürel belirleme yöntemine k›yasla daha h›zl›
ve duyarl› bir yöntem gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r.

MATERYAL ve YÖNTEM

Bebek maması 

Materyal olarak kullan›lan toz bebek mamas›
(bafllang›ç), Türkiye Atom Enerjisi Kurumu'nda
(TAEK,  SANAEM,  Ankara)  10  kGy  dozda
›fl›nlanarak sterilize edilmifltir.

Bakteri kültürü

Araflt›rmada,  C.  muytjensii ATCC  51329,  C.
sakazakii (bebek ek g›das›ndan izole edilerek
moleküler tan›s› gerçeklefltirilen sufl G73), bakteri
kültürleri kullan›lm›flt›r. Cronobacter türlerine özgü
primerlerin spesifikli¤inin tespitinde ise referans
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bakteri kültürleri olarak Salmonella Enteritidis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Acinetobacter
baumannii, Citrobacter freundii, Pseudomonas
aeruginosa ve  Bacillus  cereus kullan›lm›flt›r.
-20°C'ta dondurularak muhafaza edilen bakteri
kültürleri denemelerden önce Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck)  besiyerine inoküle edilmifl ve
37°C'ta 24 saat inkübe edilerek aktive edilmifltir.

Bebek maması örneklerinin inokülasyonu

Bebek mamas›, üretici firman›n haz›rlama talimat›
do¤rultusunda steril su ile haz›rlanm›flt›r. Geri alma
çal›flmalar›nda belirli say›da (101-106 KOB/mL)
C. muytjensii ATCC 51329 suflu steril bebek
mamas›na    kat›l›p    homojen    bir    flekilde
kar›flt›r›ld›ktan sonra herhangi bir ön zenginlefltirme
ifllemi yap›lmaks›z›n buradan al›nan örnekte hedef
bakterinin hangi say›da geri al›nabilece¤i tespit
edilmeye  çal›fl›lm›flt›r.  Bu  belirlemeler  DNA
izolasyon kiti kullan›larak ve kaynatma yöntemi
ile ayr› ayr› gerçeklefltirilmifltir. ‹kinci aflamada
steril bebek mamas› örnekleri standart sufl ile
inoküle edilmifl (yaklafl›k 100, 101 ve 102

KOB/mL) ve 4; 6 ve 8 saatlik ön zenginlefltirme
ifllemi uygulanarak hedef bakterinin direkt PCR
yöntemi ile belirlenmesi için gerekli optimum ön
zenginlefltirme süresi saptanm›flt›r.

DNA izolasyonu

C. muytjensii ATCC 51329 standart suflu inoküle
edilmifl bebek mamalar›ndan DNA izolasyonu iki
farkl›  yöntemle  gerçeklefltirilmifltir.  Birinci
yöntemde bebek mamas›ndan C. muytjensii ATCC
51329 DNA izolasyonu Fermantas Genomic DNA
Purification Kit #K0512 yard›m›yla gerçeklefltirilmifltir.
DNA kiti ile izolasyon için 5 mL bebek mamas›
örne¤i 12000 x g'de 10 dakika santrifüj edilmifl
(Sigma  3K30)  ve  elde  edilen  pelet  200  µL
Tris-EDTA (TE)'da çözülmüfltür. Daha sonra 400 µL
lizis çözeltisi eklenerek 65 °C'ta 10 dakika inkübe
edilmifltir. ‹nkübasyon sonunda 600 µL kloroform
eklenerek 12000 x g'de 2 dakika santrifüj edilmifltir.
‹fllem sonras›nda üst faz al›n›p 800 µL presipittasyon
çözeltisi eklenerek 12000 x g'de 2 dakika yeniden
santrifüj  edilmifl  ve  süpernatant  tamamen
uzaklaflt›r›lm›flt›r. Elde edilen DNA peleti 100 µL
1.2 M NaCl'de çözüldükten sonra üzerine 300 µL
so¤uk  etanol  eklenerek  -20°C'ta  10  dakika
bekletilmifltir.  12000 x g'de  4  dakika  santrifüj
iflleminden  sonra  etanol  uzaklaflt›r›l›p  pelet
50-100 mL TE içerisinde çözülmüfltür. Ekstraktlar

kullan›l›ncaya kadar -20 °C'da muhafaza edilmifltir.
‹kinci yöntemde ise bebek mamas› örne¤inde
bulunan  bakteriler  kaynatma  yöntemi  ile  lize
edilerek DNA'lar› aç›¤a ç›kar›lm›fl ve buradan
PCR aflamas›na geçilerek hedef bakterinin varl›¤›
tespit edilmeye çal›fl›lm›flt›r (21). Bu amaçla 1 mL
bebek mamas› örne¤i 16000 x g'de 10 dakika
santrifüj  edilmifl  (Sigma  3K30)  ve  elde  edilen
pelet 1 mL steril dam›t›k suda çözülmüfltür. Elde
edilen süspansiyon ›s›t›c› blokta (Thermolyne
17600 Dri-Bath ) 100 °C'ta 10 dakika kaynat›ld›ktan
sonra 5000 x g'de 10 dakika santrifüj edilmifl,
süpernatanttan al›nan 10 µL yeni bir Eppendorf
tüpüne aktar›larak PCR iflleminde kullan›lm›flt›r.

DNA'nın PCR'da amplifikasyonu

PCR analizlerinde kullan›lan 16S rRNA spesifik
primerleri  National  Center  for  Biotechnology
Information  (NCBI)  veri  taban›nda  bulunan
Cronobacter türlerine ait 16S rRNA dizileri ile
karfl›laflt›r›larak  %100  homolojiyle  uygunlu¤u
belirlenmifltir.  Belirlenen  primer  dizileri  ile
Cronobacter spp.'nin 16S rRNA gen bölgesinin
929 baz çiftlik (bç) bölümü ço¤alt›lm›flt›r. PCR
reaksiyonunda kullan›lan Cronobacter türlerine
özgü primerlerin oligonükleotit dizilimi: Esak-F
(Forward primer)  5' GCT YTG CTG ACG AGT
GGC GG 3' ve Esak-R (Reverse primer) 5' ATC
TCT GCA GGA TTC TCT GG 3' fleklindedir. PCR
reaksiyon kar›fl›m›; 0.05 U/mL Taq DNA polimeraz,
4mM MgSO4, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4
mM dGTP ve 0.4 mM dTTP içeren PCR master
mix (Fermantas), 50 µM forward primer (Thermo)
ve 50 µM reverse primerden (Thermo) oluflmaktad›r.
Uygun konsantrasyonlardan oluflan reaksiyon
kar›fl›m›na PCR ifllemi uygulam›flt›r. PCR döngüsü;
94 °C'ta 2 dakika ön denatürasyon, 94 °C'ta 30
saniye, 58 °C'da 30 saniye, 72 °C'ta 30 saniye (50
döngü) ve 72 °C'ta 5 dakika son uzama olacak
flekilde gerçeklefltirilmifltir. 

Agaroz jel elektroforezi 

‹zolasyonu yap›lan DNA örnekleri için %1'lik
agaroz  jeller,  PCR  sonucunda  elde  edilen
amplikonlar›n analizi için %1.5'lik agaroz jeller
kullan›lm›flt›r.   Agaroz,   1X   TBE   (Tris-Borik
asit-EDTA; 10X TBE: 0.9M Tris, 0.9M Borik Asit
ve 0.02M EDTA) tamponunda eritildikten sonra
DNA'n›n  ultraviyole  ›fl›k  alt›nda  görünmesini
sa¤layan etidyum bromür ilave edilerek tarak
içeren  elektroforez  kasetine  dökülmüfltür.  Jel
polimerize  olduktan  sonra  1X  TBE  içeren
elektroforez tank›na yerlefltirilmifltir. DNA örnekleri
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ve PCR ürünlerinden 10'ar µL al›narak, 2'fler µL 6X
yükleme boya çözeltisi (Fermantas) ile kar›flt›r›larak
jeldeki kuyucuklara yüklenmifl ve ilk kuyucu¤a
yüklenen 100 bç'lik DNA ladder (GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder, Fermantas) eflli¤inde 90V
elektrik ak›m›nda yaklafl›k 90 dakika yürütülmüfltür.
Daha  sonra  jel,  jel  görüntüleme  sistemi  ile
bilgisayarda incelenerek görüntüleri kaydedilmifltir
(Gel Logic 200 Imaging System, Kodak). 

SONUÇ ve TARTIŞMA

Bebek  mamalarından  Cronobacter spp.
tespitinde direkt PCR yönteminin duyarlılığı

Geri alma çal›flmalar›nda belirli say›da (101-106

KOB/mL) C. muytjensii ATCC 51329, bebek
mamas› ortam›na kat›l›p homojen bir flekilde
kar›flt›r›ld›ktan sonra buradan al›nan örnekte direkt
PCR yöntemi ile hedef bakterinin hangi say›da
geri al›nabilece¤i tespit edilmifltir. Hedef bakterinin
tespiti DNA izolasyon kiti ve kaynatma ifllemi
olmak üzere iki farkl› yöntemle geçeklefltirilmifltir.
Ön zenginlefltirme ifllemi uygulanmaks›z›n DNA
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu gerçeklefltirilen
ve ard›ndan PCR uygulanan örneklerin agaroz jel
görüntüleri fiekil 1'de verilmifltir. Bu yöntem ile
bebek  mamalar›nda  en  düflük  102 KOB/mL
düzeyinde  bakteri  kontamine  edilen  bebek

mamas›ndan DNA izolasyonu gerçeklefltirilirken,
101 KOB/mL düzeyinde bakteri kontamine edilen
bebek mamalar›ndan izole edilen DNA örnekleri
jelde   gözlenmemifltir.   Bebek   mamas›nda
Cronobacter spp. tespitinde DNA izolasyon kiti
ile elde edilen en düflük belirleme limiti (102

KOB/mL) Wang ve ark. (22) taraf›ndan bildirilen
de¤ere  (1.2x103 KOB/mL)  göre  daha  düflük
olmas›na karfl›n Seo ve Bracket (23) taraf›ndan
belirlenen de¤erle (1.0x102 KOB/mL) oldukça
benzerlik göstermektedir.

Belirli say›da C. muytjensii ATCC 51329 standart
suflu ile kontamine edilmifl bebek mamalar›ndan
DNA izolasyonu yap›lmadan, kaynat›larak elde
edilen hücre lizat›ndan haz›rlanan süpernatant,
kal›p DNA olarak kullan›lm›fl ve bu örnekler de
spesifik   primerler   kullan›larak   PCR   ifllemi
uygulanm›flt›r. Bu örneklere ait PCR ürünlerinin
jel görüntüsü fiekil 2'de verilmifltir. Uygulanan bu
yöntem ile bebek mamalar›nda Cronobacter spp.
tespitinde  limit  de¤er  104 KOB/mL  olarak
belirlenmifltir. 101; 102 ve 103 KOB/mL düzeyinde
yap›lan kontaminasyonlardan haz›rlanan jellerde
özgün bant gözlenmemifltir. Sonuçlar incelendi¤inde
direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespitinde,
DNA  izolasyon  kiti  ile  uygulanan  yöntemin
kaynatma yöntemine göre daha duyarl› oldu¤u
saptanm›flt›r.
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fiekil 1. Rekonstitüe bebek mamas›nda direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (DNA izolasyon kiti kullan›larak
gerçeklefltirilen yöntem). M: Marker (100 bp DNA ladder),
PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan
ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK: Negatif Kontrol
Figure 1. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR (DNA Isolation Method I). PCR
products amplified from infant formula containing 101 to 106

CFU/mL of C. muytjensii ATCC 51329. M: Molecular weight
marker (100 bp DNA ladder), PK: Positive control (PCR
products amplified from C. muytjensii ATCC 51329 DNA).
NK: Negative control (PCR run without any template DNA)

fiekil 2. Rekonstitüe bebek mamas›ndan direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (kaynatma yöntemi). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK:
Negatif Kontrol 
Figure 2. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstitu-
ted infant formula by PCR (DNA Isolation Method II). PCR
products amplified from infant formula containing 101 to 106

CFU/mL of C. muytjensii ATCC 51329. M: Molecular weight
marker (100 bp DNA ladder), PK: Positive control (PCR
products amplified from C. muytjensii ATCC 51329 DNA).
NK: Negative control (PCR run without any template DNA)



Araflt›rma kapsam›nda PCR analizlerinde kullan›lan,
Cronobacter türlerine  özgü  16S  rRNA  gen
bölgesinin 929 bç'lik DNA fragmentini ço¤altan
primerlerin spesifikli¤i belirlenmifltir (fiekil 3). Bu
amaçla C. muytjensii ATCC 51329 standart suflu
d›fl›nda bebek mamas› ve ek g›da bileflenlerinden
yayg›n olarak izole edilen ve tan›mlanan bakteriler
ile özellikle bebeklerde potansiyel enfeksiyon
etkeni bakteriler referans olarak kullan›lm›flt›r.
Belirli say›da (106 KOB/mL) test bakterileri ile
kontamine edilmifl bebek mamas›nda yap›lan
direkt PCR sonras›nda C. muytjensii ATCC 51329
ve sekans analizi sonucu C. sakazakii olarak
tan›mlanan G73 kodlu sufl d›fl›nda di¤er bakteriler
için  jelde  bant  gözlenmemifl  ve  kullan›lan
primerlerin Cronobacter spp. için spesifik oldu¤u
belirlenmifltir.

Ön zenginleştirme sonrası direkt PCR yöntemi
ile bebek mamalarından Cronobacter spp.
tespiti

Yap›lan çal›flmalarda Cronobacter spp.'nin bebek
mamalar›ndaki kontaminasyon düzeyinin oldukça
düflük say›larda (0.36-66 KOB/100 g) oldu¤u
bildirilmifltir (1). Bu nedenle Cronobacter spp.

tespitine yönelik mevcut yöntemlerde bakterinin
geri kazan›m oran›n› art›rmak için zenginlefltirme
ifllemi uygulanmaktad›r. Araflt›rma kapsam›nda
bebek mamas› örneklerinde, selektif olmayan ön
zenginlefltirme ortam›nda (rekonstitüe bebek
mamas›)  37 °C'ta  4; 6  ve  8  saatlik  inkübasyon
süreleri kullan›larak yaklafl›k 100; 101 ve 102

KOB/mL seviyesindeki hedef bakterinin direkt
PCR yöntemi ile belirlenmesi için gerekli en k›sa
ön zenginlefltirme süresi saptanm›flt›r. Belirli say›da
bakteri ile kontamine edilmifl ve ön zenginlefltirme
ifllemine tabi tutulmufl bebek mamas› örneklerinden
DNA  izolasyon  kiti  ve  kaynatma  yöntemi  ile
DNA izolasyonu yap›lm›fl, ard›ndan PCR ifllemi
gerçeklefltirilmifltir. Bu örneklere ait PCR ürünlerinin
agaroz jel görüntüleri fiekil 4 ve fiekil 5'de verilmifltir.

DNA izolasyon kiti kullan›larak kontamine edilmifl
bebek   mamalar›nda   yaln›zca   4   saatlik   ön
zenginlefltirme iflleminin uygulanmas› ile 1
KOB/mL seviyesinde Cronobacter varl›¤› tespit
edilebilmifltir (fiekil 4). Buna karfl›n kaynatma
yöntemi uygulanarak gerçeklefltirilen direkt PCR
yöntemi ile 4 saatlik ön zenginlefltirme ifllemi
sonras›nda 10 KOB/mL seviyesinde Cronobacter
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fiekil 3. Cronobacter türlerine özgü primerlerin spesifikli¤inin
tespiti. M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol
(C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR
ürünü),1: C. sakazakii (G73), 2: E. cloacae, 3: E. aerogenes,
4: E. coli, 5: K. pneumoniae, 6: K. oxytoca, 7: A. baumannii
8: C. freundii, 9: S. Enteritidis, 10: P. aeruginosa, 11: B. cereus,
12: S. aureus, 13: L. monocytogenes, NK: Negatif Kontrol
Figure 3. Detection of the specificity of selected primers for
Cronobacter spp. M: Molecular weight marker (100 bp DNA
ladder), PK: Positive control (PCR products amplified from
C. muytjensii ATCC 51329 DNA). : C. sakazakii (G73), 2:
E. cloacae, 3: E. aerogenes, 4: E. coli, 5: K. pneumoniae,
6: K. oxytoca, 7: A. baumannii 8: C. freundii, 9: S. Enteritidis,
10: P. aeruginosa,  11: B. cereus,  12: S. aureus,  13: L.
monocytogenes,  NK: Negative control (PCR run without
any template DNA)

fiekil 4. Rekonstitüe bebek mamas›ndan ön zenginlefltirme
sonras› direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespiti (DNA
izolasyon kiti kullan›larak gerçeklefltirilen yöntem). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK:
Negatif Kontrol
Figure 4. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method I). PCR products amplified from infant for-
mula containing 100 to 102 CFU/mL of C. muytjensii ATCC
51329. M: Molecular weight marker (100 bp DNA ladder),
PK:  Positive  control  (PCR  products  amplified  from C.
muytjensii ATCC 51329 DNA). NK: Negative control (PCR
run without any template DNA).
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belirlenebilirken,  6  saatlik  ön  zenginlefltirme
sonras›nda  Cronobacter tespitinde  limit  de¤er
1 KOB/mL  olarak  saptanm›flt›r  (fiekil 5).  Ön
zenginlefltirme ifllemi sonras› direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter tespitinde, DNA izolasyon kiti ile
gerçeklefltirilen  yöntemin  (4  saatlik  bir  ön
zenginlefltirme ile 1 KOB/mL duyarl›l›kta tespit)
kaynatma yöntemine göre daha duyarl› oldu¤u
ve bu yöntemde daha k›sa bir ön zenginlefltirme
süresine ihtiyaç duyuldu¤u saptanm›flt›r. Buna
karfl›n analiz maliyeti göz önüne al›nd›¤›nda 6
saatlik  bir  ön  zenginlefltirme  ile  kaynatma
yönteminin (1 KOB/mL duyarl›l›kta) daha avantajl›
bir yöntem oldu¤u belirlenmifltir.

Cronobacter spp. tespitinde PCR yönteminin,
kültürel belirleme yöntemlerine göre etkinli¤i,
birçok araflt›rmac› taraf›ndan karfl›laflt›rmal› olarak
araflt›r›lm›fl ve PCR yönteminin, kültürel belirleme
yöntemlerine oranla daha h›zl› ve daha duyarl›l›kta
sonuç verdi¤i bildirilmifltir. Gutierrez-Rojo ve
Torres-Chavollo (24) taraf›ndan yap›lan araflt›rmada,
direkt PCR yöntemi ile 105 KOB/mL düzeyinde
Cronobacter spp. tespit edilirken, 8 saatlik selektif
zenginlefltirme ile yap›lan PCR sonucunda 1
KOB/mL düzeyinde Cronobacter spp. saptanm›flt›r.

Araflt›r›c›lar taraf›ndan 50 bebek mamas› örne¤i
klasik yöntem ve direkt PCR yöntemi ile analiz
edilmifl  ve  analiz  sonras›nda  PCR  yöntemi  ile
39  örnekte  Cronobacter spp.  pozitif  olarak
do¤rulan›rken, klasik yöntemde 31 örnekte pozitif
olarak  do¤rulanm›flt›r.  16S-23S  rDNA  genini
kodlayan ITS gen bölgeleri hedef al›narak yap›lan
baflka bir araflt›rmada, TaqMan prob ve SYBR
Green temelli olmak üzere iki farkl› real-time
PCR  tekni¤i  ile  Cronobacter spp.  toz  bebek
mamas› örneklerinde 1.1 KOB/100 g seviyesinde
tespit   edilebilmifltir   (12).   Mohan   Nair   ve
Venkitanarayanan   (21),   taraf›ndan   yap›lan
araflt›rmada, bebek mamas›nda direkt PCR yöntemi
ile 103 KOB/mL düzeyinde ve 8 saatlik zenginlefltirme
sonras›nda 0.1 KOB/mL düzeyinde Cronobacter
spp.  belirlenmifltir.  Zimmermann  ve  ark.  (14)
taraf›ndan real-time PCR ve ompA hedef geni
kullan›larak toz bebek mamas›nda Cronobacter
spp.'nin h›zl› tespitine yönelik yap›lan di¤er bir
araflt›rmada, brain heart infusion (BHI) broth
besiyerinde 12 saatlik zenginlefltirme ile 10
KOB/g düzeyinde hedef bakteri tespit edilmifltir.
Yap›lan bir di¤er çal›flmada ise, kantitatif real-time
PCR ile cgcA hedef geni ve TaqMan prob kullan›larak,
toz  bebek  mamas›nda  zenginlefltirme  ifllemi
yap›lmaks›z›n 1100 KOB/g, tamponlanm›fl peptonlu
suda gerçeklefltirilen 6 saatlik zenginlefltirme
sonras›nda  ise  2  KOB/25  g  (0.08  KOB/g)
düzeyinde C. sakazakii belirlenebilmifltir (25). 

Standart  kültürel  yöntemle  (ISO/TS  22964)
Cronobacter spp. izolasyonu ve biyokimyasal
identifikasyonu için 6 günlük bir zaman dilimine
ihtiyaç  duyulmaktad›r  (26).  Bu  araflt›rmada,
bebek mamas›ndan Cronobacter spp. tespitinde
(1 KOB/mL düzeyinde) uygulanan direkt PCR
yöntemi  ile  kit  kullan›larak  yaln›zca  10  saat,
kaynatma yöntemi ile ise yaln›zca 12 saat sonunda
sonuç al›nabilmektedir. Biyokimyasal izolasyon
ve tan› yöntemleri kullan›larak yap›lan kültüre
dayal› yöntemlerin baz› dezavantajlar› vard›r.
Bunlar;  izolasyon  ve  tan›  için  uzun  zaman
gereksinimi, tür düzeyinde kesin tan› yap›lmas›nda
karfl›lafl›lan yanl›fl negatif sonuçlar ve belki de en
önemlisi  hasar  görmüfl  mikroorganizmalar›n
kültürel yöntemlerle gelifltirilmesinde karfl›lafl›lan
zorluklard›r. Bu ve benzeri nedenlerle g›dalardan
patojen mikroorganizmalar›n aranmas›nda direkt
PCR yönteminin kullan›lmas› son zamanlarda
üzerinde  çok  durulan  bir  konudur.  Klinik

fiekil 5. Rekonstitüe bebek mamas›ndan ön zenginlefltirme
sonras› direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespiti
(kaynatma yöntemi). M: Marker (100 bp DNA ladder), PK:
Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan
ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK: Negatif Kontrol
Figure 5. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant  formula  by  PCR  after  an  enrichment  step  (DNA
Isolation Method II). PCR products amplified from infant
formula containing 100 to 102 CFU/mL of C. muytjensii
ATCC 51329. M: Molecular weight marker (100 bp DNA
ladder), PK: Positive control (PCR products amplified from
C. muytjensii ATCC 51329 DNA). NK: Negative control
(PCR run without any template DNA).
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mikrobiyolojide patojenlerin izolasyonunda PCR
temeline dayal› yöntemler patojen aranmas›nda
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. Bu yöntemlerin
di¤er  baz›  avantajlar›  da  canl›  fakat  kültürü
yap›lamayan (viable but non-culturable; VBNC)
mikroorganizmalar›n da belirlenmesine olanak
sa¤lamakta,  ayn›  anda  çok  say›da  örnek  ile
çal›fl›lmas›na olanak tan›maktad›r. Yüksek duyarl›l›k
ve seçicilik gibi avantajlar›n›n yan› s›ra, h›zl› ve
otomasyona uyum sa¤layan bir yöntem olarak
kabul edilmektedir (27). 

Araflt›rma sonunda, Cronobacter spp. tespitinde
klasik kültürel yönteme göre daha k›sa sürede ve
yüksek duyarl›l›kta sonuç veren PCR bazl› bir
yöntem gelifltirilmifltir. Kontamine edilmifl bebek
mamalar›nda yaln›zca 4 saatlik bir ön zenginlefltirme
sonras› uygulanan direkt PCR yöntemi ile 1
KOB/mL düzeyinde hedef bakteri belirlenebilmifltir.
Bebek  mamalar›n›n  Cronobacter spp.  ile
kontaminasyon düzeyinin oldukça düflük oldu¤u
göz önüne al›nd›¤›nda k›sa süreli bir zenginlefltirme
ifllemi  ile  kombine  edilerek  uygulanan  PCR
yönteminin, bebek mamalar›nda Cronobacter
spp. tespitinde baflar›l› bir flekilde kullan›labilece¤i
ortaya konmufltur.
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ENZİME DİRENÇLİ NİŞASTA ÜRETİM YÖNTEMLERİ VE 
GIDA ENDÜSTRİSİNDE KULLANIM AMAÇLARI

Özet

G›dalar›n  olas›  sa¤l›k  yararlar›  üzerine  artan  toplum  ilgisi,  g›da  endüstrisini  fonksiyonel  g›dalar›n
gelifltirilmesi yönünde teflvik etmektedir. Besleyici de¤eri bulunan ve sa¤l›k için faydal› olan bu g›dalar›n
üretiminde,  birincil  enerji  kayna¤›  olan  karbonhidratlar  büyük  önem  arz  etmektedir.  Temel  bir
karbonhidrat  ve  bitkisel  g›da  bilefleni  olan  niflasta  g›dalara  önemli  fonksiyonel  g›da  özellikleri
kazand›rabilmektedir. Enzime dirençli niflasta (EDN) sa¤l›kl› insanlar›n ince ba¤›rsaklar›nda sindirime
direnç  gösteren  niflasta  olarak  tan›mlanmakta  ve  bu  özelli¤i  ile  diyet  lif gibi davranmas› sayesinde
fonksiyonel g›da katk›s› olarak g›dalarda kullan›labilmesi nedeniyle niflastan›n fonksiyonel g›da özelli¤ine
en önemli örneklerden birini teflkil etmektedir. EDN; hidrotermal ifllemler, mikrodalga uygulamas›,
ekstrüzyon ifllemi, ultrasonikasyon ifllemi, enzim uygulamas›, kimyasal uygulamalar ve tüm bu ifllemlerin
bir veya birkaç›n›n kombinasyonu kullan›larak üretilebilmekte ve çeflitli g›dalara katk›lanarak fonksiyonel
g›da üretiminde kullan›labilmektedir.

Anahtar kelimeler: Fonksiyonel g›da, enzime dirençli niflasta (EDN), diyet lif

ENZYME RESISTANT STARCH PRODUCTION METHODS 
AND ITS INTENDED PURPOSES IN FOOD INDUSTRY

Abstract

Increasing public attention on the potential health benefits of foods has encouraged the food industry
to develop functional foods. Carbohydrates, the primary energy source, have a great importance in
production  of  these  nutritious  and  healthful  foods.  Starch  is  a  basic  herbal  food  ingredient  and
carbohydrate and it gives important functional food properties to the foods. Enzyme resistant starch
(ERS) is defined as the starch that resists to digestion at small intestine of healthy humans, by this
means it acts like dietary fibers. It constitutes one of the greatest example to the functional food
properties of starch because ERS can be used as functional food additives in foods. ERS is produced
using hydrothermal process, microwave treatment, extrusion process, ultrasonication process, enzyme
treatment, chemical treatments and the combination of one or some of these processes and it can be
used in production of functional food with its addition to various foods.

Keywords: Functional food, enzyme resistant starch (ERS), dietary fibre
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GİRİŞ
Günümüzde  insanlar,  daha  sa¤l›kl›  ve  kaliteli
yaflam düzeylerine ulaflmak için sa¤l›k sorunlar›n›
tedavi ettirmek yerine önleyici tedbirler almay›
tercih etmektedirler. Beslenme flekli ve tercihi
sa¤l›kl› bir yaflam için bu önleyici tedbirlerin en
bafl›nda gelenidir. Bu nedenle tüketicilerin besleyici
özelli¤inin yan› s›ra sa¤l›¤› da gelifltirici özelli¤e
sahip  g›dalar  olarak  tan›mlanan  fonksiyonel
g›dalara olan talebi (1, 2, 3), uluslararas› g›da
endüstrisini sa¤l›¤a faydal› yenilikçi g›da ürünleri
gelifltirme yönünde daha çok araflt›rma yapmaya
yöneltmifltir  (3, 4).  Diyabet,  kardiyovasküler
rahats›zl›k ya da obezite gibi kronik rahats›zl›klarla
olan  iliflkisi  sebebiyle  de  g›dalar›n  glisemik
indeks de¤erleri, bu kapsamda yo¤un olarak ele
al›nan  güncel  araflt›rma  konular›ndan  birisi
olmufltur (5). Karbonhidratlar›n, insan diyetindeki
3 temel enerji kayna¤›ndan (karbonhidrat, ya¤,
protein) birisi olmas› ve vücutta enerji verici
olarak ilk s›rada kullan›lmas› sebebiyle (6) düflük
glisemik  etkiye  sahip  karbonhidratl›  g›dalar
üzerinde oldukça fazla çal›flma yap›lmaktad›r (4).
Bu g›dalar ço¤unlukla diyet lifçe zengin olmakta ve
prebiyotik olarak da ba¤›rsak floras›n› desteklemeleri
nedeniyle  fonksiyonel  g›da  ürünleri  olarak
de¤erlendirilebilmektedir.
Tüketildikten sonra sindirilmeden d›flar› at›lan
g›da bileflenleri olarak da tan›mlanan diyet liflerin,
beslenmede g›dalarla tüketimi sa¤l›kl› bir yaflam
için oldukça önemlidir. Diyet lifler insanlardaki
sindirim enzimlerine direnç göstermekte ve ancak
ba¤›rsaklardaki bakteriler taraf›ndan fermente
edilebilmektedir (7). Düflük glisemik etkiye sahip
olan diyet lifçe zengin, ifllenmifl g›dalar› elde etme
konusunda  ise  g›dalarda  yayg›n  ve  yüksek
miktarlarda bulunan niflasta büyük önem tafl›makta
ve endüstriyel anlamda birçok amaç için yayg›n
olarak kullan›labilmektedir. Niflastan›n; kal›nlaflt›r›c›,
kolloidal stabilizatör, jellefltirme ajan›, hacim artt›r›c›,
su tutucu ve yap›flt›r›c› olarak kullan›labilmesi
yayg›n kullan›m›na önemli örnekler teflkil etmektedir
(8). Tüm bu kullan›mlar›n›n yan› s›ra niflasta; çeflitli
ifllemlerden geçirildikten sonra diyet lif özelli¤i
gösteren, sindirim enzimlerine dirençli bir niflasta
formuna da dönüfltürülebilmekte ve bu niflasta
fiziksel ve besinsel aç›dan fonksiyonel özelli¤e
sahip bir g›da kayna¤› ve katk› maddesi olarak
da kullan›labilmektedir (9).
Bu çal›flman›n amac›; diyet lif özelli¤inde olan
enzime  dirençli  niflastan›n  (EDN);  tiplerini,
özelliklerini,  sindirim  enzimlerine  karfl›  en
yüksek dirence sahip Tip 3 EDN (EDN3) oluflum
mekanizmas›n›, EDN üretim yöntemlerini ve
kullan›m amaçlar›n› incelemektir.

NİŞASTA
Temel bitkisel g›da bilefleni olarak bilinen niflasta
(10), insan diyetindeki en önemli karbonhidrat olup
vücutta temel enerji kayna¤› olarak kullan›lmaktad›r
(11, 12).  Niflasta,  besleyici  de¤erinin  yan›nda
birçok g›dan›n bilefliminde yer almas› nedeniyle
g›dalara   önemli   fonksiyonel   özellikler   de
kazand›rmaktad›r (13).
Niflastan›n granüler yap›s›n›n incelenmesiyle,
granülün kristal ve amorf bölgeler içerdi¤i ve
heterojen bir yap› gösterdi¤i tespit edilmifltir (14).
Granülde, amorf ve yar›kristal büyüme halkalar›
birbirini takip etmektedir. Amorf bölge, amiloz
ve  kristal  yap›da  olmayan  amilopektinden;
yar›kristal büyüme halkalar› ise birbirini dönüflümlü
olarak takip eden amorf ve kristal tabakalardan
meydana gelmektedir (15).
Niflastan›n kimyasal yap›s› incelendi¤inde ise;
ana bileflenlerin glikozdan oluflan lineer yap›daki
amiloz ve dallanm›fl yap›daki amilopektin oldu¤u
görülmektedir (16-18). Ayr›ca; granülde çok düflük
miktarlarda protein, fosfor, lipit ve mineral de
bulunmaktad›r (18, 19). 
Amiloz   ve   amilopektin   polimerleri   glikoz
birimlerinden oluflmaktad›r fakat fizikokimyasal
özellikleri bak›m›ndan oldukça farkl›d›rlar (16).
Amiloz, α-D-glikoz birimlerinin α-1,4 glikozidik
ba¤›  ile  ba¤lanmas›  sonucu  oluflan  lineer  bir
polimerdir. Amilopektin ise α-D-glikoz birimlerinin
α-1,4 glikozidik ba¤› ile ba¤lanmas› ve α-1,6
glikozidik  ba¤›  ile  dallanmas›  sonucu  oluflan
dallanm›fl bir polimerdir (20, 21). Amiloz:amilopektin
oran›, niflasta kayna¤›na ba¤l›d›r ve 15:85 oran›ndan
35:65  oran›na  kadar  de¤iflebilmektedir  (20).
Niflastadaki  amiloz  içeri¤i,  niflasta  kalitesinin
belirlenmesinde temel faktördür (18) ve genel
olarak, granüler niflastadaki EDN içeri¤i amiloz
içeri¤i ile do¤ru orant›l›d›r (22).
Nişastanın Jelatinizasyonu ve Retrogradasyonu
Do¤al niflasta granülleri so¤uk suda çözünmezken
(23),   yeterli   su   içeri¤inde   uygun   s›cakl›¤a
ulafl›ld›¤›nda niflasta granülü su al›p fliflmekte ve
granüldeki  moleküler  s›ra  ve  kristal  yap›n›n
bozulmas› sonucu granülün deforme olmas›yla
çözünme   gerçekleflmektedir   (24,  25).   Bu
deformasyonla birlikte amiloz zincirleri granülden
ç›karak  suya  geçmekte  ve  burada  yeniden
organize olarak aralar›nda suyu hapsetmektedir
(8). Viskozitenin yükselmesine neden olan bu
olaya jelatinizasyon ad› verilmektedir. 
Jelatinizasyon sonucu oluflan yüksek viskoziteli
yap› stabil de¤ildir ve zamanla jel halini almaktad›r
(21). Oluflan  jelin  bekletilme  periyodu  uzun
sürerse, niflasta zincirleri aras›nda hidrojen ba¤›
nedeniyle oluflan etkileflim artmakta ve bu zincirler
ikili sarmal yap› fleklinde yeniden organize olmaya
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bafllamaktad›r (8, 26). Amiloz zincirleri aras›ndaki
bu  yeniden  organize  olma  haline  niflastan›n
retrogradasyonu ad› verilmekte ve oluflan bu yeni
kristal yap› sindirim enzimlerine karfl› daha fazla
direnç göstermektedir (27). Baflka bir ifade ile
retrogradasyon; jelatinize olmufl niflastan›n yeniden
kristalizasyonu ve niflastan›n enzime daha dirençli bir
hal kazanmas› olarak tan›mlanabilmektedir (13, 28).
Bu¤day niflastas› 52-66°C aras›nda jelleflmekte
olup (29), bu jel yap›n›n retrogradasyonu üzerine,
niflastan›n her iki polimerinin de etkisi bulunmaktad›r
(30, 31). Ancak amiloz ve amilopektinin retrograde
olma  özelli¤i  birbirinden  oldukça  farkl›d›r.
Amilopektin, retrograde olmaya çok yatk›n de¤ildir
ve retrograde olma süresi oldukça uzundur. Amiloz
ise amilopektine göre daha k›sa sürede retrograde
olabilmektedir  (13,  32,  33).  Bu  nedenle;
amiloz:amilopektin  oran›  ne  kadar  yüksekse
retrogradasyon o kadar h›zl› gerçekleflmekte ve
amiloz bak›m›ndan zengin olan niflastalardan
daha fazla EDN meydana gelmektedir (11).

ENZİME DİRENÇLİ NİŞASTA
Potansiyel sa¤l›k faydalar› ve fonksiyonel özellikleri
nedeniyle fonksiyonel g›da katk›s› olarak kullan›lan
EDN, günümüzde g›da endüstrisinde daha fazla
yer   almaktad›r   (4).   Sa¤l›kl›   insanlar›n   ince
ba¤›rsaklar›nda sindirime direnç gösteren niflasta
olarak  tan›mlanan  EDN  (34),  insan  sindirim
sistemindeki enzimlerce hidroliz edilemedi¤i için
kal›n ba¤›rsa¤a ulaflabilmekte ve kal›n ba¤›rsak
mikrofloras› taraf›ndan anaerobik fermantasyon
substrat› olarak kullan›labilmektedir (35). EDN
konusunda  yürütülen  çal›flmalarda,  EDN’nin
fizyolojik fonksiyonlar›n›n diyet lif ile benzer
özelliklere sahip oldu¤u belirlenmifltir (9). Tüm
bu nedenlerden dolay› EDN; ba¤›rsakta yararl›
bakterilerin geliflimini destekleyen yüksek
oranda  fermente  olabilir  bir  diyet  lif  olarak
da tan›mlanabilmektedir (36).
G›dalardaki EDN, fiziksel ve kimyasal özelliklerine
göre  4  farkl›  tip  olarak  s›n›fland›r›lmaktad›r.
Bunlardan  EDN1,  sindirim  için  fiziksel  olarak
eriflilemeyen, ö¤ütülmemifl veya k›smen ö¤ütülmüfl
tah›l gibi taneli g›dalarda rastlan›lan EDN tipi
iken; EDN2 çi¤ patates, yeflil muz ve baklagillerde
bulunan do¤al granül halindeki ya da jelatinize
olmam›fl  EDN  tipidir  (13, 34, 37, 38).  EDN3,
retrograde ya da kristalize niflasta olarak bilinmekte
(37, 38), piflirilip so¤utulmufl ekmek ve patates
gibi g›dalardaki niflasta bu EDN tipine örnek
olarak verilebilmektedir (34). Bu EDN tipi, yüksek
s›cakl›kta dahi çözünmeye karfl› oldukça dirençlidir
(14) ve daha çok g›da iflleme tekniklerinin etkisiyle
oluflmaktad›r (21, 30). EDN4 ise, kimyasal olarak
modifiye edilmifl EDN tipidir (37, 38). Modifiye
etme ifllemi; eterlefltirme, esterlefltirme ve çapraz
ba¤lama gibi kimyasal yöntemlerle yap›lmakta

ve bu flekilde niflastaya sindirime karfl› direnç
kazand›r›lmaktad›r (37).
G›dalar›n EDN verimi niflastan›n kayna¤›na, ifllem
tipine, amiloz:amilopektin oran›na, fiziksel forma,
jelatinizasyon derecesine ve ›s›tma, so¤utma ve
depolama  koflullar›na  ba¤l›d›r.  Birçok  g›da
iflleme tekni¤i EDN1 ve EDN2’yi azaltmakta ya
da  tamamen  yok  etmektedir.  Ancak  bu  EDN
tiplerinin  EDN3’e  dönüflme  potansiyelleri  de
bulunmaktad›r. EDN4 için ise baz› g›da güvenli¤i
k›s›tlamalar›  bulunmakta,  bu  da  kullan›m›n›
s›n›rland›rmaktad›r (4). EDN üzerine yap›lm›fl
olan çal›flmalar›n büyük bir k›sm›, termal stabilitesi
ve sindirim enzimlerine karfl› direnci yüksek olmas›
sebebiyle EDN3 üzerinde yo¤unlaflm›flt›r (38, 39).

EDN3 Oluşum Mekanizması
G›dalardaki EDN oluflumu ve miktar›; botanik
kaynak, g›da prosesi, amiloz:amilopektin oran›,
moleküllerin zincir uzunlu¤u ve amiloz-lipit
kompleksi  varl›¤›  gibi  çeflitli  faktörlere  ba¤l›
olmas› nedeniyle farkl› niflastal› g›dalar aras›nda
çeflitlilik göstermektedir (10).
G›da katk› maddesi olarak en çok kullan›lan EDN
türü olan EDN3, farkl› kaynaklardaki niflastalar›n
hidrotermal ifllemlerle jelatinizasyonundan sonra
meydana   gelen   retrogradasyon   s›ras›ndaki
kristalizasyonla oluflmaktad›r (40, 41). Jelatinizasyon
aflamas›,   yeterli   s›cakl›k   ve   su   varl›¤›nda
gerçekleflmekte  olup  bu  aflamada  niflastan›n
granüler yap›s› da¤›lmaktad›r (25). Niflasta jeli so-
¤udu¤unda meydana gelen retrogradasyon afla-
mas›nda ise, niflastan›n fraksiyonlar›ndan biri
olan amiloz geri dönüflümsüz olarak yar› kristal
çözünmez bir hale geçmektedir (32). Bu duruma
sebep  olan  ve  EDN3’ün  sindirime  direnç
göstermesinde    kabul    edilen    mekanizma,
jelatinizasyon sonras›nda yo¤unlaflm›fl çift sarmal
yap›lar  içerisine  hidrojen  ba¤›  kuvvetlerinin
etkisiyle lineer amiloz parçalar›n›n hizalanmas›d›r.
Bu düzenlenme α-1,4 glikozidik ba¤lara amilaz
enziminin ulaflmas›n› engellemektedir (4). Bütün
bu olaylar sonucunda oluflan niflasta EDN3 ad›n›
almaktad›r.
EDN3 üretimi ile ilgili yap›lan baz› çal›flmalarda,
EDN3’ün     yap›sal     karakteristiklerinin     ve
fizikokimyasal   özelliklerinin   farkl›   üretim
metotlar›ndan etkilendi¤i belirtilmektedir (38,
42). Hidrotermal ifllemler, ekstrüzyon ifllemi,
mikrodalga uygulamas›, enzim modifikasyonu ile
amilopektindeki dallanm›fl yap›n›n azalt›lmas›, ultra
yüksek bas›nç ve ultrasonikasyon uygulamalar›
gibi   ifllemler   kullan›larak   EDN3   üretimi
gerçeklefltirilebilmektedir (38). 

EDN Üretim Yöntemleri
EDN sa¤l›k için faydal›d›r fakat birçok tah›l bazl›
g›dada az miktarda bulunmaktad›r (36). Bu nedenle
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g›dalar›n EDN miktar›n› artt›rmak amac›yla;
EDN3 üretiminde uygulanan ifllemler ve bunlar›n
kombinasyonlar›na ek olarak k›smi asit hidrolizi
gibi farkl› yöntemler gelifltirilmifltir.

Hidrotermal ifllemler ile EDN üretimi
EDN üretimi için yayg›n kullan›lan yöntemlerden
biri,  su  varl›¤›nda  ›s›l  iflleme  maruz  kalan
saf niflastan›n kontrollü olarak so¤utulmas›yla
retrogradasyonun sa¤lanmas›d›r (36). Bu ›s›l ifllem;
›s› ve bas›nc›n bir kombinasyonu olan otoklavlama
yoluyla da uygulanabilmektedir.
Piflirme sonras›ndaki so¤utma iflleminde niflastan›n
küçük bir k›sm› retrogradasyona u¤ramakta ve
yeniden düzenlenen niflasta polimerleri sindirim
boyunca enzimatik aktiviteye direnç göstermektedir
(36). Piflirme ve so¤utma ifllemlerinin birkaç kez
tekrarlanmas›yla daha fazla EDN üretilebilmektedir
(36,  43).  Bunun  sebebi  sindirilebilir  niflasta
fraksiyonlar›n›n tekrar piflirme esnas›nda yeniden
disperse olmas› ve so¤utma s›ras›nda kristalleflmenin
daha  fazla  gerçekleflmesidir  (36).  Retrograde
niflastan›n suda çözünme s›cakl›¤› 110-120°C oldu¤u
için yeniden oluflan kristaller sonraki piflirme
aflamas›nda degrade olmamaktad›r (21, 36).
Konuyla ilgili olarak yap›lan bir çal›flmada tam
bu¤day  ununa  1:15 un:su  oran›nda  7  döngü
piflirme ve dondurma ifllemi uygulanm›fl ve her
tekrarlanan döngüyle EDN miktar›n›n önemli
derecede artt›¤› tespit edilmifltir (36).

Mikrodalga uygulamas› ile EDN üretimi
Dielektrik ›s›tma ile ›s›y› madde içerisine da¤›tan
ve moleküllerin enerjisini h›zl› bir flekilde artt›ran
mikrodalga, termal enerjinin etkili bir kayna¤›d›r
ve niflastan›n modifikasyonunu da içeren çeflitli
alanlarda standart bir teknik olarak kullan›lmaktad›r
(44, 45).  Mikrodalga  enerjisi  maddenin  tüm
hacminde homojen etki, daha fazla penetrasyon
derinli¤i  ve  seçici  absorpsiyon  sa¤lad›¤›  için
geleneksel ›s›tma iflleminden daha etkilidir (46).
Canna edulis bitkisinin niflastas›nda yap›lan bir
çal›flmada, nemlendirilen niflastaya mikrodalga
uygulanm›fl  ve  uygulama  sonucunda  EDN
oluflumunun do¤al niflastaya göre 2 kat daha
fazla oldu¤u tespit edilmifltir (47). 

Ekstrüzyon ifllemi ile EDN üretimi
Ekstrüzyon; termal ve mekanik enerji oluflumunun
gerçekleflti¤i (48), makarna ve kahvalt›l›k tah›llar
gibi niflasta bazl› g›dalarda yayg›n kullan›lan bir
iflleme tekni¤idir. Burada k›sa bir süre uygulanan
yüksek  miktarda  mekanik  enerjiyle  yüksek
s›cakl›¤›n  birleflimi;  jelatinizasyon,  erime  ve
parçalanma gibi niflastan›n yap›sal de¤iflikliklerini
desteklemektedir (49).

Niflastan›n   fizikokimyasal   karakteristikleri;
ekstrüzyondaki s›cakl›k, nem ve enerji girifliyle
de¤iflmektedir (48, 50). Ekstrüzyon iflleminde
niflastan›n parçalanmas›, kullan›lan niflasta tipine
ve vida h›z›, s›cakl›k ve nem içeri¤i gibi ekstrüderin
ifllem koflullar›na ba¤l›d›r (49).
Ekstrüzyon ifllemi ile meydana gelen mekanik
kesme gücü amilopektinin dallar›ndaki glikozidik
ba¤lar›   rastgele   k›rmakta,   fakat   granüler
niflastadaki sert kristalleri daha belirgin bir biçimde
birlefltirmektedir (49). Bu durum EDN miktar›n›
artt›r›c› etki göstermektedir.
Konuyla ilgili olarak yap›lan bir çal›flmada; yüksek
amilopektinli, normal ve yüksek amilozlu m›s›r
niflastas› suland›r›ld›ktan sonra ekstrüzyon ifllemine
tabi tutulmufl ve yaln›zca yüksek amilozlu m›s›r
niflastas›nda daha yüksek EDN olufltu¤u tespit
edilmifltir (49).

Ultrasonikasyon ifllemiyle EDN üretimi
G›da iflleme ve muhafazas›nda, yüksek verim, k›sa
ifllem süresi, geliflmifl kalite özellikleri, düflük
iflletme ve bak›m maliyeti gibi faydal› etkileri
olan ultrasonikasyon (51), polimerlerin kimyasal
modifikasyonunu desteklemede modern, çevre
dostu ve etkili bir metottur (52). S›cakl›k, frekans,
enerji miktar› ve ifllem süresi gibi ultrasonikasyon
parametreleri; niflastan›n tipi, kompozisyonu ve
konsantrasyonu kadar granül morfolojisi üzerinde
etkilidir (51). 
Ultrasonikasyon; tahrip edici etkiye sebep olan
bas›nç de¤iflimlerini ve yerel h›zlar› teflvik etmektedir.
Bu da granülde çatlak ve gözenek oluflumuna sebep
olmakta (51) ve granüle hasar vererek uzun zincirlerin
uygun boyutlara parçalanmas›n› sa¤lamaktad›r.
Parçalanan zincirlerin yeniden düzenlenmesi ile
oluflan çift sarmal yap› ultrasonikasyon taraf›ndan
desteklenmektedir. Bu durum EDN içeri¤ini artt›r›c›
etki göstermektedir (38).
Nilüfer (lotus) tohumu niflastas› üzerinde yap›lan
bir çal›flmada EDN üretimi için niflastaya otoklav,
mikrodalga ve ultrasonikasyon-otoklav ifllemleri
ayr› ayr› uygulanm›fl ve ultrasonikasyon-otoklav
iflleminin EDN oluflumunda daha etkili oldu¤u
tespit edilmifltir (38).

Enzim uygulamas›yla EDN üretimi
EDN üretiminde enzimatik uygulaman›n ana hedefi,
pullulanaz ve izoamilaz kullan›m› ile dallanm›fl
amilopektin zincirlerinin düz zincirlere dönüflmesini
sa¤lamak  (53)  ve  dallar›  k›smen  ayr›lm›fl
amilopektin üretmektir. Bu yöntemle üretilen
EDN, yüksek kristalli¤e sahip modifiye bir niflasta
olmas›n›n yan› s›ra, s›cakl›¤a ve sindirime de daha
dirençlidir (54).
Konuyla ilgili olarak yap›lan bir çal›flmada; do¤al
ve jelatinize k›rm›z› barbunya niflastas› pullulanaz
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enzimiyle hidrolize edildikten sonra otoklavlanm›fl
ve so¤uk depolama yap›ld›ktan sonra liyofilize
edilmifltir. Elde edilen sonuçlara göre enzimatik
hidroliz uygulanan ve retrograde edilen jelatinize
niflastada daha fazla EDN olufltu¤u tespit edilmifltir
(55).
Befl farkl› baklagil unu (mercimek, nohut, bakla,
k›rm›z› ve beyaz barbunya) ile yap›lan bir çal›flmada
ise EDN üretimi için pullulanaz enzimi kullan›lm›fl
ve barbunya unu niflastalar›n›n EDN’ye dönüflmeye
daha elveriflli oldu¤u sonucuna var›lm›flt›r (54). 
Konuyla ilgili olarak yap›lan bir di¤er çal›flmada,
α-amilaz ve pullulanaz ile birlefltirilen bir metot
kullan›larak m›s›r niflastas›ndan EDN üretilmifltir.
Do¤al m›s›r niflastas›na k›yasla α-amilaz ile ifllem
görmüfl  m›s›r  niflastas›n›n,  daha  k›sa  amiloz
zincirleri içerdi¤i tespit edilmifltir. Amilopektinin
pullulanaz taraf›ndan parçalanabilmesi için fayda
sa¤layan bu durumun, amilopektinden ayr›lan
k›sa  amiloz  zincirlerini  çift  sarmal  yap›ya
dönüfltürebilece¤i  belirtilmifltir.  Do¤al  m›s›r
niflastas› ile m›s›r dirençli niflastas› k›yasland›¤›nda
ise m›s›r dirençli niflastas›nda kristallenmenin
artt›¤› görülmüfl ve kristallerin artan yo¤unlu¤u,
niflasta parçalayan enzimlere direnci de büyük
ölçüde artt›rm›flt›r (4).
Simüle edilen mide ve ince ba¤›rsak sisteminde
gerçeklefltirilen bir baflka çal›flmada ise; α-amilaz
ve pullulanaz enzimleri uygulanan m›s›r niflastas›
örneklerinde sindirime gösterilen direncin,
yüksek bas›nç uygulanan örneklerden daha
yüksek oldu¤u tespit edilmifltir (38, 56).

Kimyasal uygulamalarla EDN üretimi
Kimyasal ifllem, modifiye niflasta haz›rlamada
endüstride yayg›n kullan›lan uygulamalardan biridir
ve kimyasal ajanlarla modifiye edilen niflastalar
baz› s›n›rlamalarla birlikte g›da katk›s› olarak
endüstride kullan›labilmektedir. Bu yöntemle
EDN üretimi de mümkündür (57). 
Çapraz  ba¤lama,  niflasta  jelinin  fonksiyonel
özelliklerini gelifltirmek, donma-çözülme ve so¤uk
depolama stabilitesi sa¤lamak, granülü stabilize
etmek ve niflasta granülünün rastgele bölgelerine
iç ve ara ba¤lar eklemek için kullan›lan, kimyasal
modifikasyon tekniklerinden biridir. Bu ifllem;
granüler niflastaya çok fonksiyonlu reaktiflerle
(sodyum trimetafosfat, sodyum tripolifosfat vb.)
muamele edildi¤inde, niflasta molekülü üzerindeki
hidroksil  guruplar›  aras›nda  eter  ya  da  ester
ba¤lar›n›n oluflmas›yla gerçekleflmektedir. Bu
flekilde sindirime direnç kazanan niflasta, Tip 4
EDN (EDN4) olarak s›n›fland›r›lmaktad›r (58, 59)
ve bu niflastan›n kimyasal ve fonksiyonel özellikleri;
niflastan›n kayna¤›na, reaksiyon koflullar›na
(süre, s›cakl›k, pH, katalizör varl›¤›), reaktant tipi
ve konsantrasyonuna ba¤l›d›r (59).

Konuyla ilgili olarak yap›lan bir çal›flmada, m›s›r ve
bu¤day niflastas›nda uygun reaksiyon koflullar›n›n
optimize  edilmesiyle  çapraz  ba¤lama  ifllemi
gerçeklefltirilmifl ve ifllem sonucunda s›cakl›k ve
özellikle de pH art›fl›yla EDN içeri¤inin artt›¤›
tespit edilmifltir (59).
Di¤er bir kimyasal modifikasyon türü olan asit
hidrolizi  ile  yap›lan  bir  çal›flmada  ise;  pirinç
niflastas›na organik asit ve hidrotermal ifllem
uygulanm›fl ve niflastan›n karakteristik özellikleri
ve EDN oluflumu üzerinde en etkili olan organik
asidin sitrik asit oldu¤u tespit edilmifltir (11).
Bunun sebebi; fazla miktarda sitrik asit çözeltisi
içerisinde ›s›t›lan niflastalarda,  ifllem boyunca
granül d›fl›na ç›kan niflasta zincirlerinin sitrik
asitle  kolayl›kla  tepkimeye  girmesi  ve  sitrik
anhidritin niflasta zinciri üzerindeki hidroksil ile
yer de¤ifltirmesidir (58).

EDN üretiminde kombine uygulamalar
EDN üretimi için, bahsedilen ifllemler örneklere
ayr› ayr› ya da bu ifllemlerin kombinasyonlar›
fleklinde uygulanabilmektedir. Birden fazla ifllemin
birlikte uygulanmas›, g›dalardaki EDN oluflumunu
desteklemekte ve miktar bak›m›ndan daha fazla
EDN oluflumu sa¤lamaktad›r.
Bu konuda yap›lan bir çal›flmada gölevez niflastas›na
uygulanan hidrotermal ifllem - enzim uygulamas›
- retrogradasyon - kurutma kombinasyonuyla
EDN içeri¤i art›fl göstermifltir (53).
Konuyla ilgili olarak yap›lan bir di¤er çal›flmada
ise;  pirinç  niflastas›na  jelatinizasyon - enzim
uygulamas›  - depolama - ›s›l ifllem - kurutma
kombinasyonu uygulanm›fl  ve bu uygulamalar
sonucunda; EDN miktar›n›n artt›¤› tespit edilmifltir
(60).
Yukar›da da bahsedilen, g›dalar›n EDN içeri¤ini
artt›rma üzerine yap›lan çal›flmalar ve sonuçlar›
Çizelge 1’de özetlenmifltir.

EDN Tespit Yöntemlerinin Temel Prensibi
G›dalardaki EDN miktarlar›, prensip olarak niflasta
sindiriminde rol alan enzimlerin kullan›lmas›yla
belirlenmektedir. Bu enzimlerle ilk olarak enzime
dirençli olmayan niflasta hidrolize edilip ortamdan
ayr›lmakta, son basamakta ise EDN’nin hidrolizi
gerçeklefltirilerek oluflan glikoz miktar›ndan EDN
miktar› tespit edilmektedir.

Gıda Endüstrisinde EDN Kullanım Amaçları
EDN; sa¤l›kl› bireylerin ince ba¤›rsaklar›ndan
sindirilmeden geçen ve kolonda tamamen ya da
k›smen fermente olabilen niflastan›n genel ad›d›r
(38). Geleneksel diyet liflere k›yasla EDN’nin; g›da
aromalar›n› daha az bask›lamas›, do¤al görünüflte,
beyaz  renkte,  tats›z  ve  iyi  tekstürde  olmas›
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nedenleriyle  (4),  hamurun  ifllenmesini  ya  da
reolojisini önemli derecede etkilemeden ürün
formülasyonunda kullan›lmas› mümkün olmaktad›r.
Bu da kepek gibi ticari liflerin kullan›lmas›yla elde
edilen koyu renkli ve sert son ürünlere nazaran
daha kaliteli ürünler oluflturulmas›na ve üretimde
maliyetin düflmesine katk› sa¤lamaktad›r (13).
EDN’nin ekstrüde ürünlerde kullan›m›nda da
olumlu sonuçlar elde edilmifltir. Ekstrüde ürünlerde
gaz hücrelerinin genifllemesi oldukça fazla önem
arz etmektedir ancak bu ürünlerde kullan›lan
ticari besinsel lifler, g›dan›n fiziksel yap›s›n›
kuvvetlendirerek genifllemeyi s›n›rland›rmaktad›r.
Bu yüzden bu g›dalar›n formülasyonlar›nda EDN
kullan›larak karfl›lafl›lan olumsuzluklar önemli
ölçüde giderilebilmektedir (26).

SONUÇ
Günümüzde devam etmekte olan birçok araflt›rmada
EDN’nin  do¤al  bir  g›da  katk›  maddesi  olarak
kullan›lmas› konusuna büyük önem verilmektedir.
Farkl› yöntemler ve bunlar›n kombinasyonlar›yla
üretilebilen  EDN;  renk,  görünüfl  ve  tekstür
bak›m›ndan sa¤lad›¤› olumlu özelliklerinden
dolay› g›da endüstrisinde pek çok farkl› amaç
için  kullan›labilmektedir.  EDN,  diyet  lif  gibi
davranmas› sebebiyle ince ba¤›rsakta sindirilemeyip
kal›n ba¤›rsakta fermantasyona u¤ramas›; baz›
fizikokimyasal ve fonksiyonel özellikler tafl›mas›
nedenleriyle sa¤l›k için oldukça faydal›d›r. Glisemik
indeksi düflük g›da üretiminde kullan›larak diyabet
ve obezite riskini azaltmas› ve prebiyotik etkiye
sahip  olmas›  gibi  sa¤l›¤›  düzenleyici  önemli
özellikler tafl›yan EDN’nin, ça¤›n getirmifl oldu¤u
ve medeniyet hastal›klar› olarak da tan›mlanan

hastal›klardan korunmak için uygun araçlardan
biri  olarak  kullan›m›  her  geçen  gün  daha  da
artmaktad›r. Bu nedenle EDN üretim tekniklerinin
ve EDN’nin g›da üretimine dâhil edilmesinin
toplum  sa¤l›¤›  ve  yaflam  kalitesi  için  önemli
oldu¤u de¤erlendirilmektedir.
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MİKROORGANİZMALARA ETKİ EDEN
BAŞLICA STRES FAKTÖRLERİ

Özet

Mikroorganizmalar bulunduklar› çevresel koflullar içerisinde ›s›, oksijen, asit, safra tuzu ve ozmotik
stres gibi çeflitli stres faktörlerine maruz kalmaktad›r. Mikroorganizmalar, stres ile karfl›laflt›klar›nda canl›
kalabilir ve/veya geliflmek için çeflitli fizyolojik adaptasyonlar geçirerek ortam koflullar›na adapte olabilirler.
Stres yan›t sistemi, mikroorganizman›n çeflidine, uygulanan stresin fliddetine ve mikroorganizman›n bu
strese adapte edilip edilmedi¤ine göre de¤iflmektedir. Mikroorganizmalar›n olumsuz koflullara adaptasyonu,
saprofitlerin ve g›da kaynakl› patojenlerin inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya ç›kmaktad›r. G›da
güvenli¤i ve ürünlerin raf ömrü süresi düflünülünce patojenlerin bu özelliklerinin göz ard› edilmemesi
gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarda oldu¤u gibi yüksek canl›l›k oran›n›n istendi¤i ve patojen
mikroorganizmalar›n ortamdan elimine edilmesinin söz konusu oldu¤u durumlarda adaptasyon veya
tolerans gelifltirme üzerinde önemle durulmas› gereken bir konudur. Bu derleme çal›flmas›nda; ›s›, ›fl›k,
ozmotik  stres  ve  oksidatif  stres  gibi  bafll›ca  stres  faktörlerinin  mikroorganizmalar üzerine etkisi,
mikroorganizmalar›n bu stres koflullar›ndaki adaptasyon durumlar› ve adaptasyon gelifltirme mekanizmalar›
incelenmifltir.

Anahtar kelimeler: Stres, adaptasyon, ›s› flok proteini (HSP), so¤uk flok proteini (CSP), asit tolerans
yan›t› (ATR), reaktif oksijen türleri (ROS).

FUNDAMENTAL STRESS FACTORS 
AFFECTING THE MICROORGANISMS

Abstract

Microorganisms are exposed to various stress factors such as heat, oxygen, acid, bile salts and osmotic
stress in the environment. Microorganisms may survive and/or get adapted to the environmental conditions
by the physiological adaptations when they come across to such stress factors. Stress response system
varies according to the type of microorganisms, stress intensity applied to microorganisms and whether
they can be adapted to this stress. The adaptation of microorganism to the negative conditions poses a
problem for inactivation of saprophytes and foodborne pathogens. Considering food safety and shelf life
of products, it is required not to ignore these characteristics of pathogens. As in probiotic microorganisms,
when high vitality ratio is required and when it comes to eliminating pathogen microorganisms from
the environment, focus should be on adaptation or tolerance development. In this review, the main
stress factors such as heat, acid, osmotic and oxidative stresses on microorganisms, adaptation conditions
of microorganisms under these stress conditions and mechanisms of adaptation are discussed in the
light of the relevant literature.

Keywords: Stress, adaptation, heat shock protein (HSP), cold shock protein (CSP), acid tolerance
response (ATR), reactive oxygen species (ROS).

Şehriban Uğuz*, Seval Andiç

Yüzüncü Y›l Üniversitesi, Mühendislik Mimarl›k Fakültesi, G›da Mühendisli¤i Bölümü, Van

Gelifl tarihi / Received: 11.04.2016
Düzeltilerek Gelifl tarihi / Received in revised form: 03.05.2016

Kabul tarihi / Accepted: 07.05.2016

Derleme/ Review  

* Yazışmalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
� sehribanuguz@hotmail.com,         ✆  (+90) 432 225 1701,                (+90) 432 225 1730

GIDA (2016) 41 (6): 427-434
doi: 10.15237/gida.GD16044



428

GİRİŞ
Geliflmeleri için gerekli olan optimum çevre ko-
flullar›ndaki  herhangi  bir  ekstrem  de¤ifliklik
mikroorganizmalar üzerinde stres yaratmakta ve
mikroorganizmalar do¤al geliflme ortamlar›nda bu
tür stres yaratan koflullara maruz kalabilmektedirler
(1-3). Stres genel olarak, biyolojik bir sistemin
normal  fonksiyonunu  bozan  ya  da  sistemin
uygunlu¤unu azaltan bir durum olarak tan›mlan›r.
Stres faktörleri, iç (genetik stres ve yafllanma) ve
d›fl (çevresel) kaynakl› olmak üzere ikiye ayr›l›r
(4). Mikroorganizmalar›n stres ile karfl›laflt›klar›nda
canl› kalabilmeleri ve/veya geliflim gösterebilmeleri,
fizyolojik adaptasyon ve aklimasyon (al›flt›rma)
mekanizmalar›na sahip olmalar› ile mümkündür (2).
Stres fliddetinin büyüklü¤ü; organizman›n ölüm
ve ço¤alma oranlar›ndaki art›fl ve azal›fllar ile lag
süresi uzunlu¤unu belirlemektedir (3). Subletal stres
seviyelerinden zay›f stres (mild), mikroorganizman›n
yaflama yetene¤ini kaybettirmez fakat ço¤alma
h›z›n› azalt›r veya durdurur. Orta düzeyde stres
(›l›ml›-moderate), sadece mikrobiyel geliflimi
durdurmak ile kalmay›p baz› hücrelerin yaflama
yetene¤inin kaybolmas›na neden olur. Afl›r› stres
(extreme-severe) ise hücreler için genellikle letal etki
göstererek popülasyonun büyük bir ço¤unlu¤unda
ölüme neden olur (1, 5, 6). Mikroorganizmalar›n
ço¤u, çevresel parametrelerdeki küçük de¤iflimleri
tolere edebilmekte ve bu de¤iflimlere dakikalar,
saatler veya günler içinde adapte olabilmektedirler
(7). Mikroorganizmalar›n giderek farkl›laflan çevre
koflullar›na uyum sa¤layabilmek için gösterdikleri
yetene¤e  adaptasyon  ad›  verilir.  Adaptasyon
bir  defada  olmamakla  birlikte  küçük  küçük
de¤iflikliklerin zaman içinde meydana gelmesi ile
oluflur. Stres etkenleri sonucunda mikroorganizmalar
yaflamlar›n›  yitirebildikleri  gibi  adaptasyon
mekanizmalar›n› aktif hale getirerek canl› kalabilir
ve/veya   baflar›l›   bir   flekilde   ço¤alabilirler.
Mikroorganizmalar, karfl›laflt›klar› stresin/streslerin
fliddetine göre farkl› yan›tlar verirler (1, 2, 6). Bu
yan›t sistemi, mikroorganizmalar›n ayn› (spesifik
adaptif yan›t) ya da farkl› (çoklu adaptif yan›t-
çapraz koruma) tipteki streslere karfl› tolerans
yan›t›n› art›r›r. Bu durum, adaptif yan›t ya da
tolerans olarak tan›mlan›r (8-10). Adaptif yan›t›n
ana mekanizmas›; alg› mekanizmalar›, düzenleyici
proteinlerin iflleyifli (örne¤in; RpoS) gibi hücre
koruma sistemlerinin karakterizasyonu, homeostati¤in
uyar›lmas› ve sistemin onar›lmas›, flok proteinlerinin
sentezi  ve  hücre  zar›n›n  modifikasyonudur.
Bakteriyel stres tolerans yan›t›, hem hücredeki
yap›sal hem de hücredeki fizyolojik de¤ifliklikleri
kapsamakta ve ayn› zamanda genetik düzenleyici
mekanizma gibi de görev yapmaktad›r (10-12).
Stres  yan›t  sistemleri  patojenik  organizmalar›n
virülans›nda önemli bir rol oynayabilmektedir
(13, 14). Kendilerini çevreleyen stres faktörlerine
karfl› olan direnç ve yan›tlar, bakteriyel patojenlerin
de¤iflen ortamlarda hayatta kalmas› veya geliflmesi
için önemlidir. Bu amaçla, hücreler kendilerini
stres faktörlerine karfl› korumak ya da hasarlar›n›

onarmak  için  çeflitli  geliflmifl  yap›lara  (a¤lar)
sahiptirler (10, 12, 14, 15). Baz› mikroorganizmalar›n
ise çeflitli streslere direnç göstererek canl›l›klar›n›
korumas› istenmektedir. Probiyotik bakteriler
endüstriyel uygulamalar s›ras›nda ve tüketim
sonras› sindirim sisteminde çeflitli stresler (düflük
ve yüksek s›cakl›k, asit, safra tuzu stresi gibi) ile
karfl›laflmakta ve canl›l›klar›n› yitirebilmektedir.
Çeflitli    streslere    adapte    edilen    sufllar›n
kullan›m› ile bu sorunun önüne geçilebilece¤i
düflünülmektedir (16).
Mikroorganizmalar›n stres yan›t sistemleri çeflitli
stresler taraf›ndan aktive edilerek birçok strese
karfl›  koruma  sa¤lamaktad›r.  Bu  makalede,
mikroorganizmalara  etki  eden  bafll›ca  stres
faktörlerinden ›s› stresi, asit stresi, ozmotik stres
ve oksidatif strese de¤inilmifltir.
ISI STRESİ
Mikroorganizmalar, genifl bir s›cakl›k aral›¤›nda
geliflme gösterseler de optimum geliflme s›cakl›klar›
nispeten  daha  dar  bir  aral›ktad›r  (17,  18).
Mikroorganizmalar de¤iflimlere yan›t vermek ve
uyum sa¤lamak için sahip olduklar› hücresel
mekanizmalar ile stres faktörlerine h›zl› fizyolojik
adaptasyonlar  göstererek  ›l›ml›  (orta)  s›cakl›k
de¤iflimlerini tolere edebilirler (19). Is› stresi, ›s›
flok proteinlerinin (heat shock proteins-HSPS)
sentezlenmesine neden olan yüksek s›cakl›k
stresi ve so¤uk flok proteinlerinin (cold shock
proteins-CSPS) sentezlenmesine neden olan düflük
s›cakl›k stresi (so¤uk stresi) olmak üzere ikiye
ayr›lmaktad›r (20).
Yüksek Sıcaklık Stresi ve Isı Şok Proteinleri
(HSPS)
Stres faktörlerine maruz kalan birçok biyolojik
yap› strese karfl› belirli yan›tlar ve baz› maddeler
oluflturur. Bu maddelerin bafl›nda ise stres proteinleri
olarak da adland›r›lan ›s› flok proteinleri (Hsps)
gelir (21, 22). Is› flok proteinleri, hem prokaryotik
hem de ökaryotik hücrelerde mevcuttur (23).
Hsp'lerin boyutlar› 27 ile 110 kDa aras›nda de¤iflir.
Hsp'ler boyut ve ifllevlerine ba¤l› olarak 5 grup
alt›nda incelenir. Bunlar; Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70,
Hsp 60 ve küçük (26-28 kDa) ›s› flok proteinleridir
(21, 24). Bunlar›n yüksek ölçüde korunmufl bir
yap›da olmas›, hücresel süreçlerde birincil derecede
önemli bir rol oynad›¤›n› gösterir (23). Is› flok
proteinlerinin ço¤u, hem iç hem de d›fl çevre
koflullar› ile bafla ç›kabilmek için organizmalara
yard›mc› olan moleküler flaperonlar gibi ifllev
görmektedir (4). Hücrede sentezlenen proteinlerin
do¤ru bir flekilde katlanmas›na yard›mc› olan
maddelere  "moleküler  flaperonlar"  ad›  verilir.
fiaperonlar, tüm canl› organizmalarda bulunan ve
protein sentezi esnas›nda ya da sentezden hemen
sonra  proteinlerin  ifllevsel  3  boyutlu  yap›lar›n›
almalar›n› sa¤layan yap›lard›r. Bir hücre içindeki
protein  katlanma  dinami¤ini  etkileyen  stres
koflullar›, proteinlerin katlanmas›ndaki bileflenlerin
ekspresyonunda de¤iflikliklere neden olabilir
(25, 26). Hsp’lerin ço¤u ›s› nedeniyle stres alt›nda
bulunan hücrelerin hayatta kalmas›ndan, zarar
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görmüfl proteinlerin kümeleflmeden kalmas›ndan
ve tekrar fonksiyonel yap›lar›na dönmesinden,
kümeleflmifl proteinlerin aç›lmas›ndan ve zarar
görmüfl proteinlerin onar›larak tekrar katlanmas›ndan,
fonksiyonel  olmayan  ama  zararl›  olabilecek
peptitlerin ortadan kald›r›lmas›ndan ve proteinlerin
membran  boyunca  translokasyonundan  (yer
de¤ifltirmesinden) sorumludur (4, 18, 21, 24).
Chiang ve Chou (27), 47°C'de letal strese maruz
b›rak›lan Vibrio parahaemolyticus'un farkl› geliflim
fazlar›ndaki duyarl›l›¤›n› ve ›s› flok yan›t›n›n kültür
üzerindeki etkisini incelemifllerdir. Yap›lan çal›flmada
log faz›n ortas›ndaki V. parahaemolyticus hücreleri
çevre stresine karfl› en duyarl› hücreler olmufltur.
Dura¤an fazdaki letal strese duyarl›l›k ise en az
olmufltur.  Hücrelere  ›s›  floku  adaptasyonu
uyguland›ktan   sonra   hücrelere   letal   stres
uygulanm›fl ve V. parahaemolyticus'un direncinde
bir artma görülmüfltür. V. parahaemolyticus'un
adapte  edilen  hücreleri  ile  kontrol  hücreleri
aras›ndaki direnç farkl›l›¤›n›n büyüme faz›na
ba¤l› olarak de¤iflti¤i bulunmufltur. Tüm hücreler
karfl›laflt›r›ld›¤›nda ise dura¤an fazdaki adapte
edilmifl hücrelerin ›s› flokuna duyarl›l›¤› en az
olmufltur (27). Fonksiyonel Lactobacillus plantarum
sufllar›n›n  g›dalardaki  stres  koflullar›na  karfl›
dayan›kl›l›¤›n›n araflt›r›ld›¤› baflka bir çal›flmada,
fonksiyonel özellikleri olan üç L. plantarum suflunun
(Lp 790, Lp 813 ve Lp 998) ›s› stresi, ozmotik ve
oksidatif stres faktörlerine karfl› hayatta kalmalar›
incelenmifltir. Üç sufla 55°C'de 15 dk süre ile ›s›
stresi uygulanm›flt›r. Is› stresi sonras›nda Lp 790
suflunun canl›l›¤›ndaki azalma 5 logaritmik birim
(log)  olurken  di¤er  iki  sufl  için  azalma  3  log
olmufltur. Bu sonuca göre Lp 790 suflu s›cakl›k
faktörüne en duyarl› sufltur. Di¤er iki sufl ise üç
stres faktörüne karfl› genel olarak ayn› davran›fl›
göstermifl   ve   s›cakl›k   stresi   sonras›ndaki
canl›l›klar›nda çok az bir azalma olmufltur. Farkl›
stres  faktörleri,  sufllar›n  canl›l›¤›n›  ve/veya
performans›n› önemli ölçüde etkileyebilece¤inden
bu sonuçlar muhtemel "probiyotik" kültürlerin
seçiminde hücrelerin teknolojik dirençlerinin de
dikkate al›nmas› gerekti¤ini göstermektedir (28).
Yang ve arkadafllar› Cronobacter sakazakii ile
yapt›klar› çal›flmada Baranyi ve Roberts modelini
kullanarak lag faz› süresi, iki kat›na ç›kma süresi ve
maksimum spesifik geliflme h›zlar›n› belirlemifllerdir.
Is› ve asit stresine adapte edilen hücrelerin lag faz›
süresi ve maksimum spesifik geliflme h›z› strese
maruz kalmayan hücrelere göre fazla olmufltur.
Hücrelerin  iki  kat›na  ç›kma  süresi  ise  strese
maruz  kalmayan  hücrelerinkine  göre  daha  az
olmufltur (29). 
Düşük Sıcaklık (Soğuk) Stresi ve Soğuk Şok
Proteinleri (CSPS)
Son zamanlarda yap›lan araflt›rmalar, çeflitli so¤uk
habitatlardan elde edilen yeni bakteri ve fungus
cins ve türlerinin psikrofilik özellik gösterebilece¤ini
ortaya koymufltur. Psikrofiller düflük s›cakl›k
ortamlar›nda baflar›yla geliflebilmek için bir dizi
karmafl›k  yap›sal  ve  ifllevsel  adaptasyonlar

geçirmektedir (30). Bu adaptasyon sistemi; so¤uk
stresine  maruz  kal›nmas›  sonucunda  oluflan
çeflitli negatif etkilerin üstesinden gelinmesini
sa¤lamaktad›r (31). Düflük s›cakl›klar taraf›ndan
uyar›lan  stres  yan›t  sistemi  bir  grup  geni
uyarmakta ve hem ökaryotik hem de prokaryotik
mikroorganizmalar için ortak olan so¤uk floku
yan›t›na neden olmaktad›r (32-34). So¤uk yan›t›
sistemi,  so¤uk  flok  proteinleri  (Csps)  olarak
adland›r›lan proteinlerin geçici olarak uyar›lmas›
ile oluflmaktad›r. Bu sistem araflt›r›l›rken mezofilik
bir bakteri olan Escherichia coli yo¤un bir flekilde
incelenmifltir. Önemli bir so¤uk floku proteini
olan CspA, ilk olarak E. coli'den elde edilmifl ve
o  zamandan  beri  homologlar›  psikrotrofik,
psikrofilik, mezofilik ve termofilik sufllar›nda dahil
oldu¤u  çeflitli  Gram  pozitif  ve  Gram  negatif
bakterilerde tespit edilmifltir (35, 36). Hücreler
düflük s›cakl›¤a maruz kald›¤›nda yap›lar›nda
membran esnekli¤inin kayb›, nükleik asitlerdeki
ikincil yap›lar›n stabilizasyonu, DNA’n›n negatif
süper  sarmal›ndaki  art›fl,  ribozom  ifllevinin
inhibasyonu, baz› proteinlerin aç›lmas› veya yanl›fl
katlanmas›  gibi  çeflitli  de¤ifliklikler  meydana
gelmektedir  (19, 31).  Yap›lan  bir  çal›flmada
mezofilik bir Gram pozitif bakteri olan Enterecoccus
faecalis JH2-2 üzerine so¤uk floku uygulanm›fl ve
so¤uk flok proteinleri incelenmifltir. E. faecalis'in
37°C'den  8°C'ye  transferi,  11  adet  Csps’nin
ekspresyonuna neden olmufltur (20). Baflka bir
çal›flmada ise farkl› so¤utma s›cakl›klar› ve sürelerinin
Lactobacillus acidophilus RD758'in -20°C'de
dondurulmas› ve donmufl olarak depolanmas›nda-
ki direncine olan etkisi CCRD (Merkezi Tümleflik
Tasar›m - Central Composite Rotatable Design)
yöntemiyle incelenmifltir. So¤uk adaptasyonu,
hücreler son s›cakl›k olan 15°C'ye so¤utulmadan
önce ›l›ml› bir s›cakl›k olan 26°C'de görülmüfltür.
Deneysel dizayn, optimal so¤utma koflulunu
28°C olarak belirlemifltir. Ayn› yöntem ile hücre
zar›ndaki ya¤ asiti komposizyonu incelenmifl
doymam›fl ya¤/doymufl ya¤ oran›n›n ve C19:0
ya¤  asidi  konsantrasyonunun  artt›¤›  ortaya
konulmufltur. Bununla birlikte optimal so¤utma
koflullar›nda adaptif yan›t olarak 4 adet proteinin
sentezlendi¤i bildirilmifltir (37). Tripathy ve ark.,
2014  y›l›nda  yapt›klar›  bir  araflt›rmada  çeflitli
çevresel streslere karfl› canl› kalma ve adaptasyon
mekanizmalar› tam olarak anlafl›lmayan Brevibacillus
borstel'in so¤uk floku yan›t›na adaptasyonunu
genom düzeyinde incelemifllerdir. Organizman›n
düflük  s›cakl›¤a  karfl›  olan  moleküler  yan›t›n›
tan›mlayabilmek için yüksek ç›kt›l› dizileme
(high-throughput sequencing/HTS) teknolojisi
ile B. borstel'in 20°C'deki gen ekspresyonu profili
ortaya konulmufltur. Maksimum uzunlu¤u 9919
baz çifti olan toplam 4579 transkript belirlenmifltir.
Gen ekspresyonu profilinin ç›kar›lmas›, so¤uk
floku s›ras›nda önemli ölçüde artarak ya da azalarak
hücreyi regüle eden 712 genin tespit edilmesini
sa¤lam›flt›r (38). Baflka bir çal›flmada ise termofilik
bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde
edilen so¤uk flok proteinlerinin (Ta-Csp) yap›s›
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ve dayan›kl›l›¤› Nükleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi (NMR) kullan›larak incelenmifltir.
Ta-Csp’nin mezofilik ve psikrofiliklerden elde
edilen Csp’ler ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda Ta-Csp’nin
daha dayan›kl› oldu¤u bulunmufltur (39). Derman
ve arkadafllar› ise patojen bir bakteri olan Clostridium
botulinum ATCC 3502 ile yapt›klar› araflt›rmada
do¤al sufl ile bu suflun 3 mutant›n›n (Csp eklenmifl)
NaCl, pH ve etanol stresi ve C. botulinum ATCC
3502 hareketlili¤i üzerine olan etkisini incelemifllerdir.
‹nceleme sonucunda 3 so¤uk flok mutant›ndan
ikisinin NaCl, pH ve etanol stres yan›tlar› ve C.
botulinum ATCC 3502 hareketlili¤i için önemli
oldu¤u ortaya ç›km›flt›r (34).
ASİT STRESİ
Her mikroorganizma geliflebilmesi için uygun bir
pH aral›¤›na ve iyi tan›mlanm›fl optimum bir
pH’ya sahiptir. Optimum geliflme pH’s›, sadece
hücre d›fl›ndaki çevrenin pH de¤erini ifade eden
bir kavramd›r. Hücre içi pH de¤eri, asidik ve bazik
koflullara dayanamayan makromoleküllerin hasar
görmesini  engellemek  için  nötrale  yak›n  bir
de¤erde kalmaktad›r (33). Bakterilerin bulunduklar›
ortam›n pH's›nda meydana gelen de¤ifliklikleri
alg›layarak belirli bir süre içinde ortama uyum
sa¤lama yetene¤ine, pH homeostasis mekanizmas›
ad› verilmektedir. Bu mekanizma, d›fl ortam
pH's›nda  meydana  gelen  de¤iflikliklere  karfl›
sitoplazma pH's›n›n nötr de¤erlere yak›n kalmas›n›
sa¤lamaktad›r. Ortam pH's›ndaki 2-3 birimlik bir
de¤iflim sitoplazma pH's›nda 0.1 birimden daha
az bir de¤iflikli¤e neden olur (7, 40). Hücre içi
pH dengesini bozan streslerin bafl›nda asit stresi
gelmektedir. Asidik çevrelere karfl› indüklenebilir
tolerans, prokaryotik ve ökaryotik mikroorganizmalar›n
ço¤u için önemli bir hayatta kalma stratejisi olarak
kabul edilmektedir. Bu olguyu anlamak için yap›lan
son çal›flmalar; düzenleyici genlerin tan›mlanmas›n›,
asit tolerans yan›t›n› (ATR) ve toleransla ilgili
genleri içermektedir (41). ATR, orta fliddette düflük
pH'ya maruz kalm›fl olan bakterilerin ço¤unda
gözlemlenen ve oldukça düflük pH'larda hücrenin
hayatta kalmas›n› sa¤layan proteinlerin sentezinin
tetiklendi¤i bir olgudur. ATR, log faz› ve durgunluk
faz› hücrelerinde farkl›l›k göstermektedir. Bu yan›t
ayr›ca  farkl›  bakteri  türleri  aras›nda  da  önemli
ölçüde farkl›l›k göstermektedir (6). Bu nedenle
mikroorganizmalardaki adaptif de¤iflikliklerin
belirlenmesi için asit direnci mekanizmas›n›n iyi
anlafl›lmas› önemlidir (42). 
Bakteriler  pek  çok  yolla  asit  stresine  yan›t
vermektedir. Bunlar; membran bileflimindeki
de¤iflimler,  proton  ak›fl›ndaki  art›fl,  aminoasit
katabolizmas›ndaki  art›fl  ve  DNA'y›  onaran
enzimlerin uyar›lmas›d›r (6, 43). Asit floku veya
adaptasyon proteinlerinin uyar›lmas› için verilen
sinyal, hücre içinde veya hücre d›fl›nda de¤iflen pH'dan
kaynaklanmaktad›r. D›fl ya da periplazmadaki
pH  de¤iflimi,  membrana  ba¤l›  olan  proteinler
taraf›ndan alg›lanabilmektedir (41). Hücre içindeki
pH de¤iflimi ise gen ekspresyonunu do¤rudan
etkileyebilmekte veya gen ekspresyonu için gerekli

olan hücresel bir bilefleni de¤ifltirebilmektedir
(6). Son y›llarda en dikkat çeken konu patojen
mikroorganizmalar›n s›cakl›k, pH ve su aktivitesinin
esas aral›¤›nda bir s›n›r›n olmad›¤›n›n keflfidir.
Baz›  patojen  bakteriler  orta  düzeydeki  asitli
ortamlara belirli bir süre maruz kald›klar›nda asit
flok  proteinleri  sentezleyerek  yüksek  asitli
ortamlardaki canl›l›klar›n› sürdürebilirler (7, 40).
Bu da bakterilerde asit direncine neden olmaktad›r.
E. coli, Salmonella enterica ve Shigella flexneri
gibi sufllar düflük pH’ya karfl› oldukça dirençlidirler
ve memelilerin midesindeki asidik koflullarda
(~pH=2.0) di¤er patojenlere k›yasla daha uzun süre
ile canl› kalabilmektedir. Bu mikroorganizmalar
dura¤an  bir  fazda,  pH=2.5  gibi  bir  de¤erde
birkaç saat boyunca canl› kalabilirler (42). G›da
kaynakl› bakteriyel patojenler, g›da maddelerinde
ya da gastrointestinal sistem ve konak hücrelerinde
organik ve inorganik asitler ile karfl›laflmaktad›rlar
(6). Organik asitler, baz› g›dalar›n yap›s›nda do¤al
olarak  bulunabilece¤i  gibi  baz›lar›nda  ise
mikrobiyel fermantasyonun bir sonucu olarak da
bulunabilmektedir. G›dalar›n haz›rlanmas› s›ras›nda
kullan›lan organik asitler mikroorganizmalar›n
hücre  içi  pH's›n›,  hidrojen  iyonlar›n›n  hücre
sitoplazmas›na  ak›fl›yla,  azalmaya  zorlar.  Bu
nedenle metabolizmayla ilgili çeflitli fonksiyonlar
durur ve mikrobiyel geliflim kontrol alt›na al›nm›fl
olur (7). Sagong ve ark., çal›flmalar›nda laktik asit,
malik asit, sitrik asit ve ultrasoundun patojen
bakteriler üzerine etkilerini incelemifl ve en etkin
inhibasyonun  %2  organik  asit + ultrasound
kombinasyonunda oldu¤unu bildirmifllerdir (44).
Lee ve ark., ise h›yar turflusuna benzer bir ortam
yaratmak için %50 ve %94 konsantrasyonda h›yar
püresi haz›rlam›fl ve bu ürüne E. coli O157:H7
inoküle etmifllerdir. Çal›flmalar›nda asetik asidin
ve asetik asidin tuz ile birlikte kullan›m›n›n bu
patojenin canl›l›¤›na olan etkisini, depolama
süresince incelemifllerdir. Artan asetik asit miktar›
E. coli O157:H7’nin canl›l›¤›nda azalmaya neden
olurken asidin %3 NaCl ile birlikte kullan›m›nda
ise asetik asidin tek bafl›na gösterdi¤i etkiden
daha az etki gösterdi¤i görülmüfltür. Bu durumun
nedenini ise asit ve tuzun birlikte kullan›m›n›n
antagonistik etki göstermesi ile aç›klam›flt›rlar (45).
Mikroorganizmalar›n olumsuz koflullara adaptasyonu,
saprofitlerin  ve  g›da  kaynakl›  patojenlerin
inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya ç›karken,
g›da içerisinde uzun süre canl› kalmalar› ve/veya
sindirim sistemini canl› olarak geçmeleri istenilen
probiyotiklerde ise bir avantaj haline gelebilmektedir.
Saarela  ve  ark.,  3’er  adet  Lactobacillus ve
Bifidobacterium suflu  kullanarak  durgun  faz
hücrelerine subletal düzeyde stres uygulam›fl ve
bu flufllar›n letal stres s›ras›ndaki canl›l›klar›n›
incelemifllerdir. Subletal stres sonucu sufllarda
asit direnci geliflmifl ve tüm sufllar›n canl›l›¤›nda
sadece 0.5 log azalma olmufltur. Letal strese karfl›
ise sufllar›n verdi¤i tepkiler farkl› olmufltur (46).
Lactobacillus’lardaki çevresel stres yan›tlar› a¤›rl›kl›
olarak proteomik yaklafl›mlar fleklinde ortaya
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konulmufltur. Adaptasyonun proteomik düzeydeki
etkisini incelemek için yeni bir probiyotik bakteri
olan L. casei Zhang pH 2.5 ve pH 6.4’te 30 dk süre
ile asit stresine maruz b›rak›lm›flt›r. Bu bakterinin
hücrelerinden sitozolik proteinler (sitoplazma
içindeki) ekstrakte edilmifl ve akabinde proteinlerin
2 boyutlu jel elektroforezi yap›larak iki adet
protein haritas› oluflturulmufltur. Kontrol grubunun
protein haritas› ile adapte edilmifl hücrelerin protein
haritas› karfl›laflt›r›ld›¤›nda 33 protein bene¤inin
ekspresyonu de¤iflti¤i görülmüfltür. pH 2.5’deki
ekspresyonda 22 proteinin ekspresyonunun 1.5
kat artt›¤› gözlenmifltir (47).
OZMOTİK STRES
Ozmotik  bas›nc›n  art›r›lmas›,  g›da  ürünlerinin
korunmas› için kullan›lan en yayg›n yöntemler
aras›nda yer almaktad›r. Yap›lan uygulama ile
mikroorganizma taraf›ndan kullan›labilir olan su
miktar›   azalt›lmaktad›r.   Mikroorganizmalar
minimum su aktivitesi (aw) limitlerinin alt›nda
geliflim gösteremedikleri için özellikle bakteriyel
geliflim aç›s›ndan su aktivitesi çok önemlidir. Bu
s›n›rl› aw de¤eri; çözünen madde olarak kullan›lan
tuzlara (NaCl, KCl, vb), flekerlere (glikoz, sakkaroz,
vb) ya da gliserole ba¤l›d›r. Örne¤in Pseudomonas
fragi için NaCl kullan›m›nda minimum geliflme
aw'si 0.957 iken gliserol kullan›m›nda bu de¤er
0.94'tür. Su aktivitesi 0.80'nin alt›na düfltü¤ünde
bakteriler geliflim gösteremezken bu de¤erin alt›ndaki
aw'lerde (0.60) funguslar geliflebilmektedir (3, 48).
Bakteriler, g›dalar›n içerisinde yüksek fleker ve
tuz (NaCl) gibi veya kurutulmufl ürünlerde oldu¤u
gibi çeflitli ozmotik streslere maruz kal›rlar. Bu
durumlarda özellikle turgor bas›nc› ve dehidrasyon
bakteriler için çok önemlidir. Bir hiperozmotik
floktan  sonra  oluflan  geçici  turgor  bas›nc›na
karfl›  verilen  yan›tlar  ozmoregülasyon  olarak
adland›r›lmaktad›r. Hiperozmotik flartlar alt›ndaki
bakterilerde en iyi karakterize edilen metabolizma,
hücre içi ozmolit (çözünen madde/uyumlu madde)
olarak adland›r›lan maddelerin birikimidir. Bir
organizma düflük su aktivisine sahip bir ortamda
bulunuyorsa, çevresinden su sa¤layabilmesi için
tek  yol,  hücre  içi  ozmolit  konsantrasyonunu
art›rmakt›r. Hücre içi ozmolit konsantrasyonu ya
inorganik iyonlar›n (K+ gibi) çevreden hücre içine
pompalanmas› ya da organik çözünen sentezi
veya  bu  maddelerin  konsantre  edilmesiyle
artt›r›labilmektedir. Bu mekanizmalardan birini
ya da di¤erini kullanan pek çok organizma vard›r.
Uyumlu maddelerin birikimi do¤rudan do¤ruya
mikroorganizma   taraf›ndan   sentez   yoluyla
sa¤lanabilece¤i  gibi,  baz›  durumlarda  hücre
d›fl›ndan  hücre  içine  transfer  fleklinde  de
gerçekleflebilir. Bu maddeler, ço¤unlukla nötr
fakat polar yap›da, çözünürlü¤ü yüksek olan ve
yüksek konsantrasyonlarda bile normal hücre
fonksiyonlar›n› etkilemeden ozmotik bas›nc›n
etkisini gideren bilefliklerdir. Glisin betain, prolin,
ektoin, karnitin, kolin ve trehaloz yayg›n uyumlu
çözünen maddelerdir. Bu bilefliklerin birikimi,
gen transkripsiyonu düzeyinde veya do¤rudan

enzim aktivitesinin de¤ifltirilmesi ile ayarlanmaktad›r
(6, 49).  Ekstrem  halofilik  Archaea ve  çok  az
say›daki ekstrem halofilik Bacteria'daki uyumlu
çözünen madde K+ (KCl)'dur (33). Ozmotik stres
alt›ndaki hücrelerde uyumlu çözünen maddelerin
birikiminin yan› s›ra membran lipit kompozisyonunda
(fosfolipit  ve  ya¤  asitleri  de¤iflikliklerini  de
kapsayan)  de¤iflimlerin  de  meydana  geldi¤i
gözlenmifltir (3, 48).
G›da kaynakl› patojenlerin ve bozulmaya neden
olan  bakterilerin  gelifliminin  inhibisyonunun
etkili bir flekilde olmas› için uzun süreden beri
g›dalara g›da antimikrobiyelleri eklenmektedir.
Bu amaçla çeflitli sodyum veya potasyum tuzlar›
mikrobiyel geliflimi kontrol alt›na almak, çeflitli
g›dalar›n (et, tavuk ve bal›k gibi) raf ömrünü
uzatmak ve ayn› zamanda duyusal özelliklere
katk›da bulunabilmek amac›yla kullan›lmaktad›r
(50). fiekerlerin hiperozmotik çözeltileri, meyvelerin
dehidrasyonu ve yeniden biçimlendirilmesi için
kullan›lmaktad›r (51). Fakat dikkat edilmesi gereken
mikroorganizmalar›n  sürekli  olarak  de¤iflen
ortamlar› alg›lay›p, bu ortamlara adapte olabilme
yeteneklerinin oldu¤udur. Bu durum onlar›n
canl› kalmalar› ve geliflimi aç›s›ndan çok önemlidir.
Bununla  beraber  Listeria  monocytogenes gibi
patojenlerin yüksek tuz konsantrasyonlar›na
uyum sa¤layarak hayatta kalabildi¤i ve g›dalardaki
patojenlerin  kontrol  edilmesini  zorlaflt›rd›¤›
unutulmamal›d›r (52). Glass ve ark., asit ve NaCl'nin
E. coli O157:H7'nin canl› kalma oran› üzerinde
etkisini araflt›rd›klar› çal›flmalar›nda E. coli
O157:H7'nin %6.5 gibi yüksek NaCl konsantrasyonunda
geliflebildi¤ini göstermifller ve %6.5 NaCl varl›¤›nda
lag faz›n normalden daha uzun olmas› nedeniyle
bu patojenin tuz tolerant özelli¤inin olabilece¤ini
belirtmifllerdir (53). Faleiro ve ark., farkl› kaynaklardan
izole edilen L. monocytogenes sufllar›n›, %3.5 NaCl
içeren besiyerinde 2 saat boyunca inkübe etmifl
ve sufllar›n tuza tolerans kazanmas›n› sa¤lam›fllard›r.
Tolerans  kazanan  sufllar›n,  %20  NaCl  içeren
ortamdaki yaflama düzeyleri belirlenmifltir. Tuz
tolerans›, sufllar aras›nda farkl›l›k göstermifl olup,
9 sufltan 7’sinde tuz direncinde art›fl sa¤lan›rken
2’sinde direnç sa¤lanamam›flt›r (54). Lee ve
Kang,  2008  y›l›nda  E.  coli O157:H7  üzerine
›s›,   asetik   asit   ve   tuzun   kombine   etkisini
inceledikleri çal›flmalar›nda, bu üç faktörün tüm
kombinasyonlar›n›n etkileri ile faktörlerin tek
bafllar›na kullan›mlar›n›n etkilerini karfl›laflt›rm›fllard›r.
Tuz ›s› ile kombine edildi¤inde E. coli O157:H7
miktar›ndaki azalmada önemli bir fark görülmemifl
fakat asit, ›s› ile kombine edildi¤inde E. coli
O157:H7'nin azal›fl› sadece asit etkisine göre daha
fazla olmufltur. Tuz asit ile kombine edildi¤inde
ise tuz asit uygulamas›na karfl› koruyucu etki
göstermifl yani sadece asit uygulamas›na göre E.
coli O157:H7'nin azalmas›nda daha az bir etki
göstermifltir (55). Öztürk ise, E. coli O157:H7 ve
L. monocytogenes'in asit ve tuz adaptasyonlar›n›
sa¤layarak, asit ve tuza olan dirençlerini ayr›ca
asit ve tuz adaptasyonunun E. coli O157:H7 ve
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L. monocytogenes'in Türk sucuklar›nda yaflama
düzeyleri üzerindeki etkilerini de incelemifllerdir.
Tuz adaptasyon denemelerinde, %3.5 NaCl'e 1
saat süreyle tuza adapte edilen kültürler %8 NaCl
içeren çözeltide 4°C ve 25°C'da 25 gün boyunca
inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Bu denemeler sonunda
L.  monocytogenes'in  tuza  direnç  kazanmad›¤›
görülmüfl, E. coli O157:H7'nin ise 25°C'da muhafaza
edilen kültürde tuz direnci artm›fl, 4°C'da mu-
hafaza edilen kültürde ise direnç art›fl› olmam›flt›r.
Asit  adaptasyonu,  E.  coli O157:H7'nin  Türk
sucu¤unda yaflama düzeyinde art›fla neden olurken,
L. monocytogenes'in yaflama düzeyi üzerinde
önemli  bir  fark  oluflturmam›flt›r.  Ayr›ca  tuz
adaptasyonu E. coli O157:H7'nin Türk sucu¤unda
yaflama düzeyini artt›rmam›flt›r (8).
OKSİDATİF STRES
Oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar aras›ndaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmas› ile oluflan
ve hücrede hasarlara neden olan bir stres çeflididir
(56, 57). Oksidatif stres özellikle fakültatif ve
anaerobik mikroorganizmalar› etkiler. Fakültatif
organizmalar  oksijenli  ve  oksijensiz  koflullar
alt›nda geliflebilirken anaeroblar oksijen varl›¤›nda
geliflememektedir. Solunum ile enerji üretiminde
oksijen önemli avantajlar sa¤larken bu s›rada
oluflabilecek  reaktif  oksijen  türleri  (ROS)  ise
organizman›n  yaflam›n›  tehdit  eder  (58).  Bu
maddeler hücreler üzerinde toksik etki göstererek
hücredeki lipit, protein ve DNA gibi makromolekülleri
etkiler (59).
Ço¤unlu¤unu serbest radikallerin oluflturdu¤u
reaktif oksijen türleri normal oksijen molekülüyle
karfl›laflt›r›ld›¤›nda, kimyasal reaktiviteleri daha
yüksek  olan  oksijen  formlar›d›r  (60).  Serbest
radikaller,  bir  veya  birden  fazla  tek  elektron
(eflleflmemifl elektron çifti) içeren yüksek reaktiviteli
moleküller veya gruplar olarak tan›mlanmaktad›r
(59). Serbest radikaller normal metabolizma
ürünleri ile hücre içinde (in vivo) oluflturulmakta
ve reaktif oksijen türleri (ROS) ile reaktif nitrojen
türleri (RNS) olmak üzere iki gruba ayr›l›r. ROS
olarak isimlendirilen bu moleküller; süperoksit
anyon radikali (O2–), hidrojen peroksit (H2O2),
hidroksil radikalleri (HO–), hipoklorik asit (HOCl),
singlet oksijen (O2), ozon (O3), alkil radikali (R),
peroksil radikali (POO–), organik peroksit radikali
(RCOO–), perhidroksil radikali (HO2

–), alkoksil
radikali (RO–), RNS olarak adland›r›lan molekülleri
ise nitrik oksit (NO–), peroksinitrit (ONOO–)'tir
(57, 61).
Hücreler subletal seviyedeki oksidanlara maruz
kald›klar›nda, adaptif yan›t sistemlerinin devreye
girdi¤i belirlenmifltir (62). Oluflan serbest radikal
ürünleri ve peroksitler gibi moleküllerin neden
olabilece¤i oksidatif hasara karfl› hücreler antioksidan
savunma   sistemleri   taraf›ndan   korunur.   Bu
sistemler ikiye ayr›l›r; 
-Enzimatik antioksidanlar (süperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (Cat), selenyum ba¤›ml› glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon redüktaz (GR) gibi) 

-Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin C,
vitamin E, vitamin A, flavonoidler, melatonin,
ürik   asit,   albümin,   haptoglobulin,   sistein,
seruloplazmin, transferrin ve laktoferrin, ferritin,
selenyum, oksipurinol, ubikinon, bilirubin, glutatyon,
mannitol, lipoik asit, hemopeksin gibi)'d›r. 
Genel olarak enzimatik antioksidanlar hücre içinde
enzimatik olmayan antioksidanlar ise hücre d›fl›nda
daha  fazla  etkilidir  (63).  Bu  onar›m  sistemleri
oksidatif hasar görmüfl makromolekülleri ortadan
kald›rmakta ve/veya onarmaktad›r. DNA onar›m›
için genellikle DNA nükleazlar ve glikosilazlar
gerekir (62). Cruz ve ark., probiyotik yo¤urtlar›n
ifllenmesi s›ras›nda oksidatif stresi azaltmak için
artan konsantrasyondaki glikoz oksidaz›n etkisini
incelemifllerdir.    Glikoz    oksidaz›n    yüksek
konsantrasyonda eklenmesi uzun süreli depolamada
(30 gün) yo¤urtlardaki çözünmüfl oksijen seviyesinde
az  miktarda  bir  art›fla  neden  olurken  bu  art›fl
probiyotik yo¤urtta bulunan Bifidobacterium
longum ve Lactobacillus acidophilus say›lar›nda
küçük bir düflüfle sebep olmufltur (64).
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STEVIA; FONKSİYONEL ÖZELLİKLERİ VE 
GIDALARDA KULLANIM OLANAKLARI

Özet

‹lk olarak Paraguay’da hasat edilen, Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin yapraklar›ndan elde edilen
steviol glikozitler, sakkarozun yaklafl›k 300 kat› kadar tatl›l›¤a sahiptir. Stevia bitkisi içerisinde, bitki
yapra¤›n›n kurumaddesinin yaklafl›k %30’a kadarl›k k›sm›n› oluflturan on bir temel glikozit bulunmaktad›r.
Bunun yan› s›ra kalori içermemesi ve sa¤l›k üzerinde çeflitli olumlu etkilere sahip olmas› nedeniyle son
y›llarda dünyan›n birçok yerinde do¤al tatland›r›c› olarak kullan›m› yayg›nlaflm›flt›r. Üstelik steviol
glikozitler, g›dalar›n ifllenmesi ve depolanmas› s›ras›nda tatl›l›¤›n› koruma ve çok farkl› ifllem koflullar›nda
stabilitesini kaybetmeme gibi özellikleri aç›s›ndan üreticilere avantaj sa¤lamaktad›r. Günümüzde
dünyan›n birçok yerinde stevia çay, alkolsüz içecekler, meyve sular›, yo¤urt, soya sütü, f›r›nlanm›fl
ürünler, tah›l ürünleri, salata soslar›, flekerleme ürünleri gibi birçok ifllenmifl g›da ürünlerinde kullan›m›n›n
yan› s›ra, sofra flekeri olarak da karfl›m›za ç›kmaktad›r. Stevian›n botanik özellikleri, sa¤l›k üzerindeki
etkileri, yapraklar›ndan tatland›r›c› ekstraksiyonu ve g›dalarda fleker yerine kullan›m olanaklar›n›n ele
al›nd›¤› bu derlemenin, yak›n gelecekte ülkemizde yap›lacak araflt›rmalara ›fl›k tutaca¤› düflünülmüfltür. 

Anahtar kelimeler: Stevia, steviol glikozit, steviozit, rebaudiozit A, tatland›r›c›

STEVIA; FUNCTIONAL PROPERTIES AND
USE IN FOOD SYSTEMS

Abstract

Steviol glucosides, extracted from the leaves of Stevia rebaudiana Bertoni native to Paraguay, are nearly
300 times sweeter than sucrose. There are eleven main glycosides in the stevia plant, which comprise
up to 30% of the dry weight of the plant leave. Despite intense sweetness, non- caloric and suggested
to exert beneficial effects on human health, resulted in their wide use as natural sweeteners in various
foods all over the world. Steviol glycosides have additional qualities that are beneficial to manufacturers.
They tend to maintain their sweetness during normal conditions of food processing and storage and
are stable across a broad spectrum of manufacturing conditions. Today, stevia can be found in hundreds of
food and beverage products from around the world including teas, soft drinks, juices, yogurt, soymilk,
baked goods, cereal, salad dressings, confections and as a tabletop sweetener. In this review, the
purpose of which is considered to highlight recent research in this area, the botanical aspects, health
concerns of stevia consumption, the extraction methods and the use of steviol glucosides as sweeteners
in foods are discussed.

Keywords: Stevia, steviol glycoside, steviozite, rebaudioside A, sweetener
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Stevia rebaudiana Bertoni, ilk olarak Paraguay’›n
kuzey do¤usunda yer alan Amambay bölgesinde
hasat edilen ve Asteraceae (papatyagiller) veya
Chrysantemum (kas›mpat›) familyas›na ait olan,
dall› yap›da bir bitkidir. 1899 y›l›nda Moisés Santiago
Bertoni taraf›ndan botanik olarak s›n›fland›r›lm›fl ve
detayl› olarak tan›mlanm›flt›r. Önceleri Eupatorium
rebaudianum olarak adland›r›lan bu bitki, 1905
y›l›nda Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni ad›n›
alm›flt›r. Yapraklardan tatl› bileflen 1909 y›l›nda
izole edilmifl ve 1931’de saflaflt›r›larak stevozit elde
edilmifltir. 1952’de ise kimyasal yap›s› incelenerek
bir diterpen glikozit oldu¤u tan›mlanm›flt›r.
1970’li y›llarda ise steviozitten daha da tatland›rma
yetene¤ine sahip olan rebaudiozit A gibi di¤er
bileflikler de izole edilmifltir. Brezilya ve Arjantin’de
de bol miktarda bulunmakla birlikte günümüzde
Kanada, Asya ve Avrupa’n›n baz› bölgeleri olmak
üzere dünyan›n birçok yerinde 200’den fazla Stevia
türünün tar›m› yayg›nlaflm›flt›r (1-3). Bu bitki,
Güney Amerika’daki Guarani yerlileri taraf›ndan
yüzy›llar boyunca bitkisel ilaç ve içeceklerdeki
ac› tad› bask›lamak amac›yla kullan›lm›flt›r (4). 
Stevia, odunsu bir gövde üzerinde yer alan hafif
tüylü yapraklara ve aç›k mor renkte çiçeklere
sahiptir. Stevia yapraklar›, ent-kaurene diterpen
glikozitlerden tatl› steviol glikozitleri bol miktarda
içermektedir, bu miktar yaprak kuru a¤›rl›¤›n›n
genellikle %4-20’si aras›nda de¤iflmekle birlikte
%30’una kadar ulaflabilmektedir. Bu tatl› bileflenlerin
yan›  s›ra,  yapraklarda  rebaudiozit  A  (%2-4),
rebaudiozit C (%1-2), dulkozit A (% 0.4-0.7) gibi
temel glikositler ve ayr›ca flavonoitler, alkaloitler,
hidroksisinamik asit, vitaminler, fitosteroller,
esansiyel ya¤lar gibi önemli fitokimyasal bileflikler
de yer almaktad›r. 230 stevia türünden sadece
Rebaudiana ve  Phlebophylla cinsleri  steviol
glikozit üretmektedir. (2, 5, 6). Sakkarozun yaklafl›k
300 kat› kadar tatl›l›¤a sahiptir (7). Steviol glikozitler
ayn› zamanda kalorisiz oldu¤u için, Çin, Japonya,
Kore, Avustralya, Yeni Zelanda ve ço¤u Avrupa
Birli¤i üyesi ülkede, alkolsüz içecekler, soju, soya
sosu, yo¤urt ve birçok g›dalarda do¤al tatland›r›c›
olarak kullan›l›rken, Amerika Birleflik Devletleri’nde
g›da takviyesi ve Bangladefl’te ise antidiyabetik
çaylar gibi farkl› kullan›m alanlar› bulmufltur (5, 8, 9).
Steviol glikozitlerin yüksek asit konsantrasyonlar›nda
ve mikroorganizma varl›¤›nda hidrolizasyonu
gerçekleflebilir ve steviol ortaya ç›kar. Örne¤in
rebaudiozit   A,   kal›n   ba¤›rsaklarda   kolon
mikroorganizmalar› taraf›ndan steviozite metabolize
edilir ve önce steviol sonra da steviol glukuronide
dönüfltürülerek vücuttan at›l›r (10). 

Lopes ve ark. (11), Stevia rebaudiana Bertoni
köklerinden inülin elde etmifl, gaz kromatografisi/
kütle spektrometrisi ve yüksek manyetik rezonans
yöntemleriyle incelendi¤inde, elde edilen inülinin
çözünürlük, ›s›l stabilite, tatland›rma gücü ve
prebiyotik özellik gibi önemli özellikler üzerinde etkili
olan polimerizayon derecesi yüksek moleküler
yap›da oldu¤u ve stevian›n yüksek polimerizayon
derecesine sahip inülin aç›s›ndan iyi bir potansiyele
sahip oldu¤u sonucuna varm›fllard›r. 

STEVİANIN FONKSİYONEL ÖZELLİKLERİ VE
İNSAN SAĞLIĞI ÜZERİNE ETKİLERİ
Stevian›n insan sa¤l›¤› aç›s›ndan güvenilirli¤i,
200’ün üzerinde yap›lan titiz araflt›rmalar sonucunda
kan›tlanm›fl ve FDA ve FAO/WHO G›da Katk›
Maddeleri Uzman Komitesi taraf›ndan "güvenli"
olarak tan›mlanm›fl ve günlük kabul edilebilir
doz 4 mg steviol/vücut a¤›rl›¤› veya 10 mg steviozit/
vücut  a¤›rl›¤›  olarak  belirlenmifltir  (10,  12).
Rebaudiozit A'n›n molekül a¤›rl› 967 olup steviolün
molekül  a¤›rl›¤›n›n  (318)  üç  kat›  kadard›r.
Toksikolojik çal›flmalar sonucunda steviozitin
tatland›r›c›  olarak  kullan›ld›¤›nda  mutajenik,
teratojenik  ve  kanserojen  olmad›¤›  ve  alerjik
reaksiyonlara yol açmad›¤› görülmüfltür (13). Üstelik
ksilitol veya sorbitol gibi di¤er tatland›r›c›larda
oldu¤u gibi steviol glikozitlere zamanla tolerans
kazan›m da gerçekleflmemektedir (14). 
Stevian›n sa¤l›k aç›s›ndan güvenli oldu¤u tekrarl›
çal›flmalar  sonucunda  görülmüfltür.  Stevia
yapraklar›n›n  ekstraktlar›  ve  en  etkin  biyoaktif
bileflenleri  olan  steviozit  ve  steviol  üzerinde
yo¤un genetik çal›flmalar yap›lm›flt›r. Bu çal›flmalar
sonucunda ne steviozitin ne de steviolün DNA
ile  do¤rudan  etkileflime  girmedi¤i,  insanlarda
genotoksik bir hasar oluflturmad›¤› ve çok yüksek
dozlarda vücuda al›nd›¤›nda bile klastojenik
(kromozom yap›s›n› de¤ifltirebilen) etki göstermedi¤i
gözlenmifltir (15). 
Stevian›n, oldukça yüksek tatland›rma gücüne
sahip olmas›na karfl›n, difllerde herhangi bir sorun
oluflturmad›¤› gibi plak oluflumunu da engelleyici
etkiye sahip oldu¤u bildirilmifltir (10). Stevian›n
kalorisiz olmas› flekeri steviol yap›s›na ba¤layan
β-glukosidik  ester  ba¤lar›n›n  insan  ba¤›rsak
sisteminde     hidrolize     edilememesinden
kaynaklanmaktad›r (16). Anton ve ark. (17), 18-50
yafl aras› seçilen 19 sa¤l›kl› ve 19 obez üzerinde
yapt›klar› çal›flmada, stevia, aspartam ve sakkarozun,
insanlarda g›da tüketimi, doygunluk, postprandial
glukoz ve insülin düzeyleri üzerindeki etkilerini
karfl›laflt›rmal› olarak ortaya koymufllard›r. Stevia
postprandial glukoz seviyesini sakkaroza göre
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önemli düzeyde ve postprandial insülin düzeyini
ise hem aspartama hem de sakkaroza göre
önemli ölçüde düflürmüfltür. Ayr›ca, stevia katk›l›
g›da al›m›ndan sonra hissedilen doygunluk hissinin,
yüksek oranda sakkaroz al›m› sonras› ile ayn›
düzeyde oldu¤u belirtilmifltir. 
fieker katk›l› yiyecek ve içecekler yüksek miktarda
kalori sa¤lamakla kalmay›p, obezite ve Tip 2
diyabet, hipertansiyon, kardiyovasküler hastal›klar,
felç ve baz› kanser tiplerine yakalanma riskini de
beraberinde getirmektedir. Stevia ve steviozit,
diabetes mellitus, obezite, hipertansiyon, enfeksiyöz
hastal›klar, nöralji, romatizma, egzama, dermatit,
amnezi ve kanser tedavisi amac›yla sakkaroz
yerine ikame olarak kullan›lmaktad›r. Steviozitin
pankreastaki insülin sal›n›m›n› art›rd›¤› ve diyabet
ve karbonhidrat metabolizmas› ile ilgili di¤er
hastal›klar› tedavi edici etkisini ortaya ç›kard›¤›
belirtilmifltir (18). Steviozit ayn› zamanda bakterisidal
etki  gösterir  ve  Escherichia  coli’nin  geliflimini
engeller (8, 19). Ayr›ca S. rebaudiana yapraklar›n›n
s›cak  suda  ekstrakt›n›n  rotavirüslerin  (HRV)
ço¤almas›  üzerinde  engelleyici  etkisi  oldu¤u
görülmüfltür (20). Barba ve ark. (21) taraf›ndan
yürütülen  bir  çal›flmada,  %2.5  oran›nda  Stevia
eklenmifl meyve özütüne 453 MPa bas›nç ve 5
dakika   süre   koflullar›nda   yüksek   bas›nç
uygulamas›  sonucu  Listeria  monocytogenes
say›s›nda 5 logaritmik birim düflüfl sa¤lan›rken,
oksidatif enzimler de inaktive edilmifltir. Stevia
içermeyen örneklerde toplam fenolik madde içeri¤i
185.5 ± 7.1 ppm iken, %1.25 ve %2.5 stevia katk›l›
örneklerde s›ras›yla 2261.1 ± 41.7 ppm ve 4050.8
± 42.7 ppm oldu¤u görülmüfltür. Ayr›ca toplam
fenol ve antioksidan kapasitesinin en yüksek
düzeyde tutulabildi¤i de görülmüfltür. 
Stevia genotipinin antioksidan aktivitesi üzerine
önemli ölçüde etkisi oldu¤u, özellikle rebaudiozit
A ile toplam fenol içeri¤i ve antioksidan kapasitesi
aras›nda önemli bir korelasyon oldu¤u bildirilmifltir
(22). Ayr›ca, özellikle bitkisel kar›fl›mlarda duyusal
özellikleri iyilefltirmesinin yan› s›ra, stevia içeren
kar›fl›mlar›n içermeyenlere göre önemli ölçüde
fenolik madde miktar›n› ve antioksidan aktiviteyi
artt›rd›¤› bildirilmifltir (23). Tadhani ve ark. (24),
yapt›klar›   çal›flmada   stevia   bitkisinin   güçlü
antioksidan  etki  gösterdi¤ini  ve  zengin  bir
antioksidan kayna¤› olarak kullan›labilece¤ini
kan›tlam›fllard›r. Benzer flekilde Shukla ve ark.
(25) stevian›n çok yüksek antioksidan etkiye
sahip oldu¤unu görmüfl,  Barba ve ark. (21)  ise
stevian›n çok güçlü antioksidan etkisinin yan›
s›ra yüksek oranda fenolik bileflen içeri¤ine sahip
bir katk› olarak ticari kullan›ma uygun oldu¤unu
belirtmifltir. 

Komes  ve  ark.  (23),  bö¤ürtlen  yapra¤›  ve
kurutulmufl elma, erik, incir, üzüm, kay›s›, havuç,
tatl› patates, stevia yapra¤› ve meyan kökü gibi
do¤al tatland›r›c›lardan oluflan kar›fl›mlar›n besin
de¤eri, biyoaktif özellikleri, biyolojik aktivitesi ve
duyusal özelliklerini incelemifllerdir. Bu kar›fl›mlarda
stevia katk›l› örneklerde fenolik bilefliklerin varl›¤›
araflt›r›ld›¤›nda, en yüksek oranda klorojenik asit
miktar›n›n kurutulmufl elmalardan sonra en çok
stevia yapraklar›nda bulundu¤u gözlenmifltir. Bir
baflka araflt›rmada, Stevia rebaudiana Bertoni
yapraklar›ndan elde edilen sulu özüt, sodyum
aljinat ile ›slak enkapsülasyon ve dondurarak
kurutma yöntemleriyle enkapsüle edilerek, toplam
fenolik içerik ve antioksidan kapasitesi üzerine
etkileri  araflt›r›lm›flt›r.  Her  iki  enkapsülasyon
yöntemiyle de elde edilen kapsüller +4°C’de 30
gün depolama sürecinde toplam fenolik madde
içeri¤i aç›s›ndan stabilite göstermifl ve antioksidan
aktivitesini korumufltur. Stevia özütünün aljinat
ile  kaplanmas›  iflleminin,  g›da  endüstrisinde
do¤al antioksidan madde sa¤lanmas› aç›s›ndan
gelecek vadeden bir yöntem oldu¤u sonucuna
var›lm›flt›r (26).
Sharma  ve  ark.  (27),  Tip  2  diyabetik  fareler
üzerinde   yapt›klar›   çal›flmalar›nda,   Stevia
rebaudiana  Bertoni’nin  yüksek  kan  glukoz
seviyesini  düflürdü¤ünü,  oksidasyonu  azalt›c›
enzimlerin fonksiyonunu artt›rd›¤›n› ve diyabetik
hücrelerde hücre bütünlü¤ünü korumaya katk›da
bulundu¤unu görmüfllerdir. 
Koyama ve ark. (28), stevia kar›fl›m›n›n ve enzim
modifiye  stevian›n  insan  sindirim  sisteminde
nas›l metabolize oldu¤unu araflt›rmak amac›yla
yapt›klar› in vitro çal›flmada stevia kar›fl›m›n›n,
steviozit ve rebaudiozit A n›n ve enzim modifiye
stevian›n 24 saat içerisinde elimine oldu¤unu
ancak steviolün yok olmad›¤›n› göstermifltir. Stevia
kar›fl›m›, steviozit ve rebaudiozit A insan ba¤›rsak
mikrofloras›  taraf›ndan  steviole  parçaland›¤›
sonucuna var›lm›flt›r ve bu sonucun daha önce
yap›lan fare denemelerinden elde edilen sonuçlarla
tutarl› oldu¤u bildirilmifltir. 

STEVİOL    GLİKOZİT    EKSTRAKSİYON
YÖNTEMLERİ
S.   rebaudiana yapraklar›ndan   steviozit
ekstraksiyonunda su ve alkol ile ekstrakte edip
ard›ndan çökeltme, p›ht›laflt›rma ve kristalizasyon
uygulanmas›    gibi    geleneksel    yöntemler
kullan›lmaktad›r.     Biyoaktif     maddelerin
ekstraksiyonunda modern ekstraksiyon yöntemleri
olarak, bas›nçl› s›v› ekstraksiyonu, bas›nçl› s›cak su
ekstraksiyonu, süperkritik ak›flkan ekstraksiyonu,
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mikrodalga  destekli  ekstraksiyon,  hatta  son
y›llarda bitkisel biyoaktif maddelerin ekstrasyonunda
enzim    destekli    ekstraksiyon    yöntemleri
kullan›lmaktad›r (18). 
Zang ve ark. (29), stevia yapraklar›ndan su ile
ekstrakte edilen glikozitleri membran yöntemiyle
konsantre etmifllerdir. Ekstraktlarda bulunan as›l›
partiküller ve yüksek molekül a¤›rl›kl› partiküller
0.3-0.8 µm çap›nda gözeneklere sahip laboratuvar
tipi seramik filtre ile uzaklaflt›r›lm›flt›r. Çok aflamal›
memban prosesinin glikozitlerin konsantrasyonunda
baflar› ile kullan›labilece¤i sonucuna varm›fllard›r. 
Erküçük ve ark. (30), stevia yapraklar›ndan glikozit
eldesinde  süperkritik  ak›flkan  ekstraksiyonu
yöntemini kullanm›fllard›r. Bu yöntemle ekstrakte
edilen steviozit ve rebaudiozit miktarlar›n›n, su
ile elde edilen özüt miktarlar›na çok yak›n ve
etanol ile elde edilen miktarlardan da biraz daha
yüksek  oldu¤u  görülmüfltür.  Her  ne  kadar
süperkritik s›v› ekstraksiyon sisteminin yat›r›m
masraf› geleneksel sisteme oranla yüksek olsa
da, bu yöntemle elde edilen özütlerde istenmeyen
ya da aromay› bozan bileflenler olmamas› ve
yüksek kalite nedeniyle geri dönüflün h›zl› olaca¤›
da dikkate al›nd›¤›nda, çözgen ekstraksiyonuna
göre iyi bir alternatif olabilece¤ini belirtmifllerdir.
Öztürk ve ark. (31) Stevia rebaudiana yapraklar›ndan
süperkritik su ekstraksiyonu ile steviol glikozit
elde edildi¤i çal›flmalar›nda optimum ekstraksiyon
koflullar›n›n 125°C s›cakl›k, 45 dakika süre ve 4
ml/dk ak›fl h›z› olarak belirlemifltir. Söz konusu
koflullarda 36.87 mg/g steviozit ve 35/68 mg/g
rebaudiozit A elde edilmifltir. 
Çözgen ekstraksiyonunda, steviozit ve rebaudiozit
ekstraksiyon verimini ve etkinli¤ini artt›rmak
amac›yla  yap›lan  bir  çal›flmada,  kuru  stevia
yapraklar›ndan  steviol  glikozit  elde  etmek
amac›yla h›zland›r›lm›fl ve otomatize edilmifl çözgen
ekstraksiyon ifllem parametrelerinin optimize
edilmesi amaçlanm›flt›r. Araflt›rmada yan›t-yüzey
yöntemi ile ekstraksiyon s›cakl›¤›, statik süre ve
döngü say›s›n›n steviozit ve rebaudiozit A verimi
üzerindeki etkileri incelenmifltir. ‹fllem s›ras›nda
söz konusu her bir faktörün etkili oldu¤u ve bu
yöntemde optimum parametrelerin 100°C’de 4
dakikal›k tek bir ifllem olarak saptand›¤› ve bu
koflullardaki verimin %91.8±3.4 oldu¤u ifade
edilmifltir (32).
Puri ve ark. (18), S. rebaudiana yapraklar›ndan
steviozit   ekstraksiyonunda   enzim   destekli
ekstraksiyon yöntemini kullanm›fl, bu amaçla
pektinaz  ve  hemiselülaz  enzimi  ile  farkl›
konsantrasyon, s›cakl›k ve sürede ekstraksiyon
denemeleri gerçeklefltirmifllerdir. Enzim destekli

yöntemde verimin çözgen ekstraksiyonuna göre
çok daha yüksek oldu¤unu göstermifltir. En yüksek
ekstraksiyon veriminin ise hemiselülaz enzimi ile
60°C’de 1 saat koflullar›nda elde edildi¤ini, bu
yöntemin çözgen ekstraksiyonuna iyi bir alternatif
olabilece¤ini belirtmifllerdir. Benzer flekilde, Adari
ve ark. (33), stevia yapraklar›n› selülaz ile iflleme
soktuktan sonra çözünür niflasta eklemifl ve bu
flekilde   steviozitin   transglukolizasyonu   ile
ekstrakte edilen rebaudiozit A oran› %4’den
%66’ya yükselmifl, ard›ndan uygulanan çoklu kolon
kromatografisi ile %95 oran›nda saf rebaudiozit A
elde edilmifltir. 
Sheng ve ark. (34), sakkarit bazl› sabit bir faz›n
kullan›ld›¤› hidrofilik interaksiyon s›v› kromatografisi
yöntemi ile oligosakkaritlerin ve glikopeptitlerin
ekstraksiyonu üzerine araflt›rmalar yapm›flt›r. Bir
silika   jel   üzerine   yüksek   molekül   a¤›rl›kl›
polisakkaridin immobilize edildi¤i bu yöntem ile
steviadan steviozit, rebaudiozit A ve rebaudiozit
C’nin s›v› fazlar› etkin bir flekilde elde edilmifltir. 
Yak›n  zamanda  yap›lan  bir  çal›flmada  steviol
glikozitlerin yan› s›ra, iki steviadan aminoasit
bazl›  tatland›r›c›  elde  edilmifltir.  Stevozitten
çözgen ekstraksiyonuyla stevia glisin etil ester ve
stevia-L-alanin  metil  esterin  sentezlendi¤i  bu
çal›flmada, elde edilen tatland›r›c›lar›n safl›¤› yük-
sek performans s›v› kromatografisi yöntemiyle
(HPLC)  test  edilmifl,  ayr›ca  sulu  çözeltilerinin
duyusal özellikleri sakkaroz ile karfl›laflt›rmal›
olarak belirlenmifltir. Bunun yan› s›ra, bu yeni
tipte tatland›r›c›lar›n akut toksisite, erime noktas›,
çözünürlük ve ›s›l stabilitesi de test edilmifltir.
Tatland›r›c›lar›n, 100°C’de 2 saat süresince asidik,
bazik ve nötral çözeltilerde stabil oldu¤u, yine
steviozitlerde oldu¤u gibi sakkaroza göre çok daha
yo¤un  tatland›rma  kapasitesine  sahip  oldu¤u
ancak steviozitlerde görülen ac› tat kusuruna sahip
olmad›¤› anlafl›lm›flt›r. Aminoasit yap›s›ndaki bu
iki yeni tatland›r›c›n›n g›da sanayinde düflük
kalorili ürün eldesinde baflar›yla kullan›labilece¤i
sonucuna var›lm›flt›r (35).

STEVİANIN GIDALARDA TATLANDIRICI
OLARAK KULLANIM ALANLARI
Steviol glikozitler çay, alkolsüz içecekler, meyve
sular›, yo¤urt, soya sütü, f›r›nlanm›fl ürünler, tah›l
ürünleri, salata soslar›, flekerlemeler gibi çeflitli
g›dalarda  katk›  olarak  ve  sofra  flekeri  olarak
kullan›lmaktad›r (10). Ancak, hala baz› ülkelerde
birçok faktöre ba¤l› olarak yasal kullan›m hakk›
kazanamam›flt›r. Son y›llarda yap›lan klinik ve
toksisite çal›flmalar› steviol glikozitlerin "g›da
safl›¤›nda" tan›m›na uygun özellikleri karfl›lad›¤›n›
kan›tlam›flt›r (36). 
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Steviozit ve rebaudiozit A’n›n gazl› içeceklerde
kullan›m›n›n araflt›r›ld›¤› bir çal›flmada fosforik asit
ve sitrik asit ile asitlendirilen içeceklerin kimyasal,
duyusal ve mikrobiyolojik stabilitesi araflt›r›lm›flt›r.
Oda s›cakl›¤›nda depolama sonucu steviozit katk›l›
içeceklerde 5 ay, rebaudiozit katk›l› içeceklerde
ise 3 ay boyunca, araflt›r›lan özellikler aç›s›ndan
herhangi bir bozulma gözlenmemifltir. Ancak
depolama s›cakl›¤› 37°C’ye ç›kar›ld›¤›nda her iki
steviol glikozit ile tatland›r›lan örneklerde 2 ay
sonra kimyasal bozulmalar gerçekleflti¤i tespit
edilmifltir. Örnekler bir hafta boyunca günefl ›fl›¤›na
maruz b›rak›ld›¤›nda rebaudiozit A miktar›nda
%20 kadar kay›p gerçekleflti¤i, 60°C’de 6 gün boyunca
›s›tma ile de her iki tatland›r›c› miktar›nda %0-6
oran›nda bir kay›p gerçekleflti¤i gözlenmifltir (37). 
Kerzicnik ve ark. (38), farkl› oranlarda stevia ve
sakkaroz ile tatland›r›lm›fl çeflitli g›da örneklerinin
duyusal özelliklerini araflt›rm›fl ve otuz üç gönüllüden
oluflan panel ile çal›flm›flt›r. En yüksek puanlar›
%100 stevia ve %25 stevia + %75 sakkaroz ile
tatland›r›lm›fl örneklerin ald›¤› görülmüfltür. Üstelik
stevian›n piflmifl g›da ürünlerinde de tatland›rma
özelli¤ini kaybetmeksizin ve ürünün duyusal
özelliklerini  olumsuz  yönde  etkilemeksizin
sakkaroz yerine tamamen ya da k›smen ikame
olarak kullan›labilece¤i sonucuna da var›lm›flt›r. 
Kroyer (39), 0.5 g/l oran›nda steviozit katk›l› çay
ve kahve örneklerinde 80°C’de 4 saat boyunca
steviozitin stabilitesini ve kafein ile etkileflimini
araflt›rmak amac›yla bir saat aral›klarla örnek alarak
bir dizi analizler yapm›fl ve 4 saat boyunca
önemli  bir  de¤ifliklik  kaydetmemifltir.  Ancak
s›cakl›k   yükseltildi¤inde,   140°C’den   sonra
bozunmalar bafllam›fl ve 200°C’de ise tamamen
bozunma gerçekleflmifltir. Bu durumda, steviozitin
yüksek s›cakl›klarda üretilen f›r›n ürünleri ya da
di¤er   g›da   ürünlerinde   kullan›m›nda   baz›
sak›ncalar›n  do¤aca¤›  düflünülebilir.  Ancak,
steviozitin B grubu ve C vitaminleri ile de önemli
bir etkileflime girmedi¤i kaydedilmifltir. 
De Melo ve ark. (40), fleker ilavesiz ve sükraloz
ve steviozit katk›l› %25 oran›nda kalorisi azalt›lm›fl
sütlü  çikolatalar›n  duyusal  özellikleri  üzerinde
laboratuvar  ölçekli  araflt›rma  yapm›fllard›r.
Örnekler aras›nda parlakl›k, kakao aromas›, tereya¤›
aromas› ve kakao lezzeti aç›s›ndan önemli bir
fark  olmad›¤›  görülmüfltür.  Ancak,  sükraloz
katk›l› örneklerin steviozit katk›l› örneklere
oranla kabul edilebilirli¤inin daha yüksek oldu¤u
saptanm›flt›r. Her iki tatland›r›c› katk›l› örnekte de
ac› tat geliflimi gözlenmekle birlikte, bu durumun
steviozit katk›l› örneklerde daha yo¤un oldu¤u

belirlenmifltir. Benzer flekilde Bollini-Cardello ve
ark (41) taraf›ndan yap›lan çal›flmada da, stevia
yapraklar›ndan   elde   edilen   ekstraktlarda,
konsantrasyon art›fl›yla beraber ac› tat alg›s›n›n
da artt›¤› belirlenmifltir. Hatta alg›lanan bu ac› tad›n,
ilk baflta %20 sakkaroz tatl›l›¤›na denk gelen tatl›
lezzeti bask›lad›¤› bildirilmifltir. Mielby ve ark. (42),
Stevia rebaudiana katk›l› meyveli içeceklerde
duyusal de¤erlendirme yapm›fl ve stevian›n neden
oldu¤u ac›l›k lezzet kusurunun limon aromas›
katk›s› ile bir derece düzeltilebildi¤ini görmüfllerdir. 
Steviol glikozitlerin neden oldu¤u ac›l›k kusuruna
çözüm getirmek amac›yla yap›lan bir çal›flmada,
steviol glikozitler, püskürtmeyle, dondurarak ve
etüvde kurutma yöntemleri kullan›larak, farkl›
oranlarda kar›flt›r›lm›fl maltodekstrin ve inülinden
oluflan  bir  kaplama  maddesi  ile  enkapsüle
edilmifltir.  Çal›flmada  %2.5  lik  steviol  glikozit
çözeltisi  kullan›lm›flt›r.  Tüm  kurutma  ifllemleri
s›ras›nda steviol glikozitler kimyasal bütünlü¤ünü
korurken, fizikokimyasal ve duyusal özellikler
aç›s›ndan en iyi sonuçlar›n püskürtmeyle kurutma
ile enkapsüle edilmifl örneklerden elde edildi¤i
sonucuna var›lm›flt›r (43).
Guggisberg ve ark. (44), set tip yo¤urtlarda %8
sakkaroz yerine farkl› oranlarda stevia ve izomaltuloz
kar›fl›m› ve palatinoz (%8) kullanarak, söz konusu
fleker ikamelerinin yo¤urtlar›n kalite özellikleri
üzerine etkisini incelemifllerdir. Katk›lar›n hiçbirinin
yo¤urt üretim prosesi veya pH üzerinde olumsuz
bir etki göstermedi¤i belirtilmifltir. Sadece stevia
kat›lm›fl ürünlerde ac›l›k ve istenmeyen lezzet
oluflumu  gözlenmifltir.  Bu  istenmeyen  lezzet,
çeflitli panelistler taraf›ndan, "küflü", "kartonumsu",
"metalik" ve "yapay" olarak de¤erlendirilmifltir.
Bununla birlikte en iyi kombinasyonun %0.025
stevia kar›fl›m› oldu¤u belirtilmifltir. 
Oliveira ve ark. (45), Malaya elmalar›ndan yüksek
kalorili  flekerleri  uzaklaflt›rarak  yerine  düflük
kalorili steviozit ve rebaudiozit kullanm›fllard›r.
Bu  amaçla  ilk  aflamada  elmalardan  destile  su
içerisinde 20 dakika süreyle ultrason yard›m›yla
flekerin uzaklaflt›r›ld›¤› ve ozmotik yöntemle stevia
bazl› tatland›r›c›lar›n baflar› ile elmalara kat›labildi¤i
sonucuna varm›fllard›r. Üstelik bu flekilde toplam
kaloride % 40.2’lik bir azalma sa¤lanabilmifltir.
Benzer flekilde Garcia-Noguera ve ark. (46) da iki
aflamal› fleker ikame yöntemi ile çilek örneklerinden
yüksek kalorili flekerleri k›smen uzaklaflt›rarak
düflük   kalorili   steviozit   ve   rebaudiozit   ile
tatland›rm›fllard›r. En iyi sonuçlar›n çileklerden
do¤al flekerlerin uzaklaflt›r›lmas› ve stevia bazl›
tatland›r›c›lar›n ikame edilmesi aflamas›nda ultrason
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deste¤i kullan›ld›¤›nda elde edildi¤i gözlenmifltir. 
Torres ve ark. (47), kestane ve pirinç unlar›ndan
glutensiz  jöle  yap›m›nda,  tatland›r›c›  olarak
sakkaroz, stevia ve ksilitol kullan›m›n›n ürünün
yap›sal, tekstürel ve reolojik özellikleri üzerine
etkisini araflt›rm›fllard›r. Sakkaroz ve ksilitol jel
s›k›l›¤›n›  önemli  ölçüde  azalt›rken,  stevian›n
etkisinin çok düflük oldu¤u gözlenmifltir. 
Weber ve Hekmat (48), farkl› tatland›r›c›lar›n
probiyotik  yo¤urtlar›n  duyusal  özellikleri  ve
Lactobacillus rhamnosus GR-1 geliflimi üzerine
etkisini  araflt›rm›fllard›r.  % 0.12  stevia,  %0.12
stevia-inulin-krom (SIC), %1.0 sükraloz, %5.0
sakkaroz,  % 6.0  ksilitol  katk›l›  ve  tatland›r›c›
içermeyen  kontrol  örneklerinde,  28  günlük
depolama süreci boyunca L. rhamnosus GR-1
say›s›n›n 108-109 kob/ml düzeyinde oldu¤unu
görmüfllerdir. Stevia içeren örne¤in stevia-inülin-
krom içerene göre daha yüksek duyusal puanlara
sahip oldu¤u gözlenmifltir. Ancak sükraloz katk›l›
yo¤urt örneklerinin duyusal özellikler aç›s›ndan
en yüksek puanlar› almas› ve sakkarozun lezzet
d›fl›ndaki di¤er duyusal özellikler aç›s›ndan steviaya
göre daha çok tercih edilmesi, stevian›n daha
yüksek konsantrasyonlarda kullan›ld›¤›nda daha
baflar›l› sonuçlar elde edilebilece¤ini ve bu konuda
daha fazla araflt›rma yap›lmas› gereklili¤ini ortaya
koymufltur. 
Son y›llarda steviol glikozitlerin g›dalarda tatland›r›c›
olarak kullan›m› ile ilgili flüphesiz sanayide de
yo¤un  çal›flmalar  bafllat›lm›flt›r.  Clos  ve  ark.
(49)  taraf›ndan  yürütülen  çal›flmada,  Stevia
rebaudiana’dan elde edilen rebaudiozit A n›n
gelifltirilmesi ve ticari olarak yayg›nlaflt›r›lmas›
hedeflenmifltir. Bu çal›flmalarda safl›k derecesi
%97’den yüksek olan ve rebiana olarak da bilinen
rebaudiozit A kullan›lm›flt›r. Ayr›ca, söz konusu
tatland›r›c›n›n stabilitesini belirlemek amac›yla
içecek örnekleri günefl ›fl›¤›na maruz b›rak›lm›flt›r.
Daha önce yap›lan çal›flmalardan elde edilen
bulgular›n aksine, rebiana’n›n ›fl›¤a karfl› stabil
oldu¤u belirlenmifltir. 
Carbonel-Capella ve ark. (50), portakal, mango
ve papaya meyveleri ile haz›rlanan ve %1.25 -
%2.5 Stevia rebaudiana ile tatland›r›lm›fl meyve
sular›na 300, 400 ve 500 MPa ve 5-15 dakika süre
koflullar›nda yüksek bas›nç uygulam›fllard›r. 300
MPa bas›nçta 14 dakika süreyle uygulanan yüksek
bas›nç iflleminin %1.7 stevia içeren meyve suyu
kar›fl›m›  örneklerinde  en  yüksek  miktarda
antioksidan miktar›na (stevia içermeyen örneklerin
15 kat› kadar) ve en üstün renk özelliklerine sahip
bir ürün eldesine olanak tan›d›¤› sonucuna var›lm›flt›r.

fiekersiz çikolata üretiminde çeflitli tatland›r›c›lar›n
ürünün  reolojik  ve  erime  özellikleri  üzerine
etkilerinin araflt›r›ld›¤› bir çal›flmada, referans olarak
sakkaroz kullan›lm›fl ve denemelerde stevia ve
tomatin özütü ile tatland›r›lm›fl inülin ve polidekstroz
kar›fl›m›  kullan›lm›flt›r.  Stevia  ile  tatland›r›lan
örneklerin referans ile benzer erime ve reolojik
özellikler gösterdi¤i görülmüfltür (51).
Tek tip glikozit ile çal›fl›ld›¤›nda duyusal aç›dan
tercih edilmedi¤i yap›lan çal›flmalar sonucunda
anlafl›lm›flt›r. Her ürün için do¤ru kombinasyonun
ve  kullan›m  oran›n›n  belirlenmesi  ve  farkl›
formülasyon  veya  katk›lar›n  yard›m›yla  lezzet
kusurlar›n›n giderilmesi amac›yla bir dizi çal›flmalar
yürütülmesi gerekmektedir. 
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MADDE 1: Derne¤in ad›, "G›da Teknolojisi Derne¤i"dir. fiubesi aç›lmayacakt›r. Derne¤in merkezi: Ankara'd›r.
MADDE 2: Derne¤in Amaç ve Görevi: Derne¤in amac›; G›da Bilimi, G›da Teknolojisi, G›da Mühendisli¤i, G›da Sanayisi, G›da Güvenli¤i
vb. g›da ile ilgili bütün konular› incelemek ve de¤erlendirmektir. Bu amaca uygun yay›nlar yapar, seminerler, konferanslar, kurslar,
yar›flmalar, sergi ve geziler düzenler, ilgili ulusal ve uluslararas› kurulufllar ile birlikte çal›fl›r. Dernek, kâr amac› gütmez.
MADDE 3: Üyeler: Derne¤in, iki çeflit üyesi vard›r: a) Asil üyeler b) Onursal Üyeler.
T.C. Dernekler Kanunu’na göre bir dernekte üye olmak hakk›na sahip ve afla¤›daki koflullara uygun olan kifliler bu derne¤e üye olabilir.
a) As›l Üyelik Koflullar›:
1) Üniversitelerin, g›da ile ilgili e¤itim yapan her hangi bir bölümünden/ program›ndan mezun olmufl olmak,
2) Birinci koflulda belirtilen yerlerde uzmanl›k, yüksek lisans, doktora ve doktora üstü unvanlar kazanm›fl olmak, ögretim üyesi veya
yard›mc›s› olarak çal›flm›fl ya da çal›fl›yor olmak,
b) Onursal Üyelik Koflullar›:
As›l üyelik koflullar›na uygun yabanc› uyruklulara ve/veya dernek amac›na uygun olarak kamu ya da özel sektörde çal›flmalar yapanlara
Yönetim Kurulu karar› ile "Onursal Üyelik" verilebilir.
MADDE 4: Derne¤e üyelik için bireysel baflvuru yeterlidir. Üyelik baflvurusu, Yönetim Kurulu taraf›ndan görüflülür ve en geç 30 gün
içinde karara ba¤lan›r.
MADDE 5: Ödenti ve Üyeli¤in Sona Ermesi:
Derne¤e üye olmak için girifl ödentisi 10 TL, y›ll›k üye ödentisi ise 10 TL'dir. Ödenti miktarlar› genel kurul karar› ile de¤ifltirilebilir.
Üyeli¤in sona ermesi afla¤›daki koflullarda gerçekleflir:
Kendili¤inden: Üyelik için kanunda ve tüzükte aran›lan nitelikleri sonradan kaybedenlerin Dernek üyeli¤i kendili¤inden sona erer.
Ç›kma ile: Hiç kimse Dernekte üye kalmaya zorlanamaz. Her üye yaz›l› olarak bildirmek kayd›yla, Dernekten ç›kma hakk›na sahiptir.
Üyenin istifa dilekçesi yönetim kuruluna ulaflt›¤› anda ç›k›fl ifllemleri sonuçlanm›fl say›l›r. Üyelikten ayr›lma, üyenin Derne¤e olan
birikmifl borçlar›n› sona erdirmez.
Ç›kar›lma ile: Dernek üyeli¤inden ç›kar›lma sebepleri afla¤›da gösterilmifltir:
a) Dernek tüzü¤üne ayk›r› davran›fllarda bulunmak,
b) Verilen görevlerden sürekli kaç›nmak,
c) Yaz›l› uyar›ya gerek kalmadan, y›ll›k üyelik ödentisini üst üste 3 y›l ödememek,
d) Dernek organlar›nca verilen kararlara uymamak,
e) Yüz k›zart›c› bir suçtan hüküm giymifl olmak.
Yukar›da say›lan durumlardan herhangi birinin tespiti halinde üye, Yönetim Kurulu karar› ile üyelikten ç›kar›labilir.
MADDE 6: Derne¤in organlar› flunlard›r:
a) Genel Kurul
b) Yönetim Kurulu
c) Denetleme Kurulu
MADDE 7: Genel Kurul, her 3 y›lda 1 olmak üzere May›s ay›nda Yönetim Kurulunun davetiyle ola¤an toplant›s›n› yapar.
Yönetim Kurulu, Dernek Tüzü¤üne göre Genel Kurula kat›lma hakk› bulunan üyelerin listesini düzenler. Genel Kurula kat›lma hakk›
bulunan üyeler, en az 15 gün önceden, günü, saati, yeri ve gündemi bir gazetede ilan edilmek veya yaz›l› ya da elektronik posta ile
bildirilmek suretiyle toplant›ya ça¤r›l›r. Genel Kurul ça¤r›s›, Derne¤in web sayfas›nda da duyurulur. Bu ça¤r›da, ço¤unluk sa¤lanamamas›
nedeniyle toplant› yap›lamazsa, ikinci toplant›n›n hangi gün, saat ve yerde yap›laca¤› da belirtilir. ‹lk toplant› ile ikinci toplant› aras›ndaki
süre 7 günden az, 60 günden fazla olamaz.
Toplant›, ço¤unluk sa¤lanamamas› sebebinin d›fl›nda baflka bir nedenle geri b›rak›l›rsa, bu durum, geri b›rakma sebepleri de belirtilmek
suretiyle, ilk toplant› için yap›lan ça¤r› usulüne uygun olarak üyelere duyurulur. ‹kinci toplant›n›n geri b›rakma tarihinden itibaren en
geç alt› ay içinde yap›lmas› zorunludur. Üyeler, ikinci toplant›ya yukar›daki paragrafta belirtilen esaslara göre yeniden ça¤r›l›r.
MADDE 8: Genel Kurulun görev ve yetkileri flunlard›r:
a) Önceki Yönetim ve Denetleme Kurullar›n›n raporlar›n›, hesaplar›n›, yeni dönem bütçe öngörüsünü inceleyerek bunlar› bir bütün
olarak kabul veya reddetmek,
b) Yeni dönem Yönetim ve Denetleme Kurullar›n›n üyelerini seçmek,
c) Dernek Tüzü¤ünü de¤ifltirmek,
d) Derne¤in feshini ve tasfiyesini kararlaflt›rmak.
MADDE 9: Genel Kurul:
a) Asil üyelerin en az 1/5’inin,
b) Yönetim Kurulunun ve
c) Denetçilerin istek ve davetleri ile ola¤anüstü toplant›ya ça¤›r›l›r.
MADDE 10: Genel Kurul, üyelerinin yar›dan bir fazlas› ile toplan›r ve kararlar›, kat›lan üyelerin yar›dan bir fazlas› ile verir. Ancak ilk
toplant›da gereken bu ço¤unluk sa¤lanamazsa, ikinci toplant›ya kat›lan üye say›s›, Dernek Yönetim ve Denetleme Kurullar› üye tam
say›lar› toplam›n›n iki kat›ndan az olamaz. 8. Maddenin c ve d f›kralar›na iliflkin bir karar için ilk toplant›da üyelerin üçte ikisinin
mevcudiyeti  ve  karar›n,  Dernek  toplam  üye  say›s›n›n  üçte  ikis i ile  al›nmas›  flartt›r.  Ancak  ilk  toplant›da  gereken  bu  ço¤unluk
sa¤lanamazsa, ikinci toplant›da kat›lan üye say›s›n›n üçte ikisinin karar› gerekir.
Genel Kurul, bir Baflkan, bir Baflkan Yard›mc›s› ve bir Yazman seçerek çal›flmalar›na bafllar.
MADDE 11: Genel Kurul, Yönetim Kurulu için 7 as›l ve 7 yedek, Denetleme Kurulu için 3 as›l ve 3 yedek üye seçer. Seçimler gizli oy,
aç›k tasnif ile yap›l›r.
MADDE 12: Genel Kurul, ald›¤› kararlar›, Dernek internet sayfas›nda duyurur.
MADDE 13: Yönetim Kurulu görev paylafl›m› flöyledir:
Baflkan: Yönetim Kuruluna baflkanl›k eder, görevlerin yürütülmesini sa¤lar ve Derne¤in yetkili tek temsilcisidir.
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II. Baflkan: Baflkan›n yard›mc›s›d›r ve yoklu¤unda onu temsil eder.
Sekreter: Üyelerle iliflkileri ve yaz›flmalar› düzenler, yasalarca tutulmas› gereken defterleri tutar.
E¤itim ve Tan›tma Yönetmeni: Seminer, kurs ve konferanslar gibi çal›flmalar› düzenler.
Sayman: Derne¤in bütçesi ve ödentileriyle ilgilenir, gelir-gider defterlerini tutar.
Yay›n Yönetmeni: Derne¤in yay›n organ›n›n ç›kar›lmas› ifllerini düzenler.
D›fl ‹liflkiler Temsilcisi: Derne¤in uluslararas› kurulufllarla ilgili çal›flmalar›n› düzenler.
MADDE 14: Yönetim Kurulunun Görev ve Yetkileri flunlard›r:
a) Derne¤in bütçesini Genel Kurula sunmak üzere haz›rlamak ve harcamalar›n› Genel Kurulca onaylanm›fl bütçeye göre yapmak,
b) Dernek amaçlar›n› gerçeklefltirecek çal›flmalar yapmak.
MADDE 15: Yönetim Kurulu, y›lda en az iki defa olmak üzere Yönetim Kurulu Baflkan› taraf›ndan toplan›r ve kararlar oy çoklu¤uyla
al›n›r.
MADDE 16: Özürsüz olarak üst üste üç defa Yönetim Kurulu toplant›s›na kat›lmayan üyenin, Yönetim Kurulu üyeli¤i düfler ve yerine
s›radaki yedek üye al›n›r.
MADDE 17: Dernek Denetleme Kurulunun Görev ve Yetkileri flunlard›r:
a) Denetleme Kurulu, Derne¤in iç denetiminden sorumludur.
b) Derne¤in hesaplar›n› ve buna iliflkin bütün ifllemlerini y›lda en az 1 kez denetime tabi tutarak düzenleyece¤i raporun bir kopyas›n›
dosyas›nda saklamak, bir di¤erini ise bilgi edinilmesi için imza karfl›l›¤›nda Yönetim Kuruluna vermek,
c) Derne¤in hesap iflleri ile Yönetim Kurulunun haz›rlad›¤› bütçe hakk›ndaki raporu Genel Kurula sunmak üzere haz›rlamak.
MADDE 18: Derne¤in Gelirleri:
a) Asil üyelerin ödentileri,
b) Derne¤in yay›nlanmas›n› sa¤layaca¤› yay›nlardan ve derne¤in arac›l›k edece¤i, tüzü¤e uygun baflka ifllerden elde edece¤i kazançlar,
c) Dernek yay›nlar›ndan ve kongre vb. di¤er çal›flmalardan elde edilecek gelirler,
d) Gerçek ve tüzel kiflilerin yapacaklar› ba¤›fl ve yard›mlar.
MADDE 19: Yönetim Kurulu, Dernekler Yönetmeli¤inin 32. Maddesinde belirtilen yasal defterleri tutar.
MADDE 20: Derne¤in Borçlanma Usulleri: Dernek, amac›n› gerçeklefltirmek ve faaliyetlerini yürütebilmek için hiçbir koflulda
borçlanma yapamaz.
MADDE 21: Derne¤in feshi halinde bütün mallar ve paran›n nereye kalaca¤›na Tasfiye Kurulu karar verir.
MADDE 22: Tüzük boflluklar› ve ihtilaflar halinde Dernekler Kanununun ve Dernekler Yönetmeli¤inin ilgili hükümleri uygulan›r.
MADDE 23: Derne¤in Kurucu Heyeti afla¤›daki T.C. vatandafllar›ndan oluflmufltur: Ad› ve Soyad›; Mesle¤i ve ‹fl Adresi; ‹kametgâh Adresi;
Do¤um Yeri ve Y›l›
1) Arif Akman; Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Hemfleri sok. 37 Gaziosmanpasa-Ankara; Elaz›¤ 1903
2) Turgut Yaz›c›o¤lu; Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Tunus Cad. 89/12 Kavakl›dere-Ankara; ‹stanbul 1912
3) M. Hilmi Pamir; Prof. Dr.; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Bardac›k sok. 96/6 Küçükesat-Ankara; Kastamonu 1924
4) ‹smet Türker; Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Bestekâr sok. 62/13 Kavakl›dere-Ankara; ‹stanbul 1924
5) Ömer Gürses; Asist. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Ataç sok. 65/2 Yenisehir-Ankara; Ankara 1943
6) R. Kemal Gökçe, Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; K.Sami pafla Cad. 11 Subayevleri-Ankara ; Erzincan 1913
7) Zühtü Yöney; Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Ataç Sok. 33/15 Yenisehir-Ankara; Çorum 1920
8) Tunay Durgun; Asist. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; 31. Sok. 26/5 Bahçelievler-Ankara; Alpullu 1945
9) Mustafa Metin; Doç. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Meflrutiyet Cad. 29/17 Yeniflehir-Ankara; Nizip 1940
10) Ifl›l Fidan; Doç. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Ziraat Mah. ‹rfan Bafltu¤ Cad. 26/2 D›flkap›-Ankara; Ordu 1938
11) Muazzez Eralp; Prof. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Yefliltepe Koop. 7/41; Emek-Ankara; Konya 1913
12) Nesrin Kaptan; Doç. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Sümer sok. 34/15 Demirtepe-Ankara; Elaz›¤ 1933
13) Mustafa Üçüncü; Asist. Dr; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; ‹lk sok. 11/6 Ziraat mah. D›flkap›-Ankara; Taflköprü 1945
14) Mehmet Ayd›n; Tar›m Bak. G›da ‹flleri Genel Müdürü; Güven sok. 28/7; Afla¤› Ayranc›-Ankara; Samsun 1928
15) Lütfü Çakmakç›; Asist. Mütehass›s; Ank. Üniv. Ziraat Fak.; Tarsus sok. Mutlu Ap. 10 Bankaevleri-Ankara; Mugla 1947

Gıda Teknolojisi Derneği Tüzük Değişikliğini Hazırlayan 21. Dönem
ve Onaylayan 22. Dönem Yönetim Kurulu Üyeleri

Adı, Soyadı 21. Dönem Görevi 22. Dönem Görevi ‹MZA

Prof. Dr. Abdulkadir Halkman Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Prof. Dr. Celalettin Koçak Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Prof. Dr. Atila Yetiflemiyen Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Prof. Dr. Ender S. Poyrazo¤lu Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Yrd. Doç. Dr. ‹brahim Çak›r Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Yrd. Doç. Dr. Birce Taban Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Asil Üye

Arafl. Gör. Onur Keteno¤lu -- -- -- Yönetim Kurulu Asil Üye

Arafl. Gör. ‹lker T. Ako¤lu Yönetim Kurulu Asil Üye Yönetim Kurulu Yedek Üye

Prof. Dr. Aziz Tekin Yönetim Kurulu Asil Üye Denetleme Kurulu Asil Üye

444


	GIDA TÜRKÇE YAZIM KURALLARI 380.pdf
	Page 1

	GIDA YAZIM KURALLARI ING 394.pdf
	Page 1


