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Editorden,

Merhaba,

GIDA Dergisi'nin 41. yayin yilinin 6. sayist ile kgt baskili yayin hayatimiza son veriyoruz. Bundan
sonra dergi sadece elektronik olarak yayimlanacak.

Tiirkiye 12. Gida Kongresini basart ile tamamladik. Cok yaklasik 650 katilimcr vardi. Kongre programimda
5 paralel sozlt bildiri oturumunda toplam 159 s6zli bildiri ve 5 poster bildiri grubunda 397 poster bildiri
sunusu vardi. Gerek sozli gerek poster bildiri sunularinda hakli nedenlerle katilamayanlar oldu ancak
her iki grupta da katilim %95 tizerinde idi.

Kongrenin son giinti olan 07 Ekim 2016 son sozIi oturumlarda A salonunda 53 ve B salonunda 49
meslektasimizin salonda olmasi kongrenin basarisint kanitlamaktadir. Bu vesile ile, isim ve kurum
belirtmeksizin emegi gecen tiim meslektaslarima ve tiim katilimcilara bir kez daha tesekkiir ediyorum.

2018 yilinda yapilacak olan 3. Uluslararast kongremizi, Tirkiye 12. Gida Kongresi acilis konusmasinda

duyurdum. Her ne kadar onceden 07-09 Kasim 2018 olarak duyuru yapmus olsak da, Nevsehir Hact

Bektas Universitesi yetkililerinin hava sicakligi konusundaki uyarisina uyarak tarihi 10-12 Ekim 2018

olarak gtincelledik.

Bu uluslararast kongremizde Onceki uluslararast kongrelerimizden farkli iki uygulama yapacagiz:
-Kongre, Nevsehir Haci Bektas Universitesi salonlarinda yapilacak. Dolayst ile, bir kongre oteli

olmayacak. Tum katilimcilar buitcelerine gore istedikleri otelde kalabilirler. Hi¢ kimseyi belirli bir otele

zorlamayacagiz. Devaminda misafirhane konusuna da hicbir kosulda karismayacagiz.

-Kongre bildiri 6zetleri kitabi1 basmayacagiz. Bildiri 6zetlerini CD ortaminda katilimcilara verecegiz.
Hatta sadece elektronik ortamda bile yaymmlayabiliriz.

Bu iki uygulama, kongre maliyetlerini ve dolayisi ile katilim tcretlerini diistirecektir. Boylece daha fazla
katilum olmasint planliyoruz.
Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman



A Message from the Editor-in-Chief

Hello,

We end the printing of FOOD Journal in paper form with the 6" issue of the volume 41. From now on,
FOOD journal will only be printed in electronic form.

We successfully completed the 12" 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 1
thank once again to all my colleagues who work hard with me and all participants, without stating any
name and institution.

I announced the 3" International Congress on Food Technology which will be held in 2018, during the
opening speech at the 12" National Food Congress. Although we announced the date of the 3* 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
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Abstract

Osmancik-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 (Cw), Zinc (Zn), Tron (Fe), Nickel (Ni), Chromium(Cr), Aluminium (AD), Strontium (Sr), Carbon
(O), 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 8"C, "N, and 8O values are contributed from -25.99 to -28.15%o, +3.27
to +7.71%0 and +22.32 to 27.08%o, 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, Osmancik 97, rice

TURK PiRINCININ COGRAFi MENSEI BELIRLENMESINDE DURAYLI
IZOTOP VE MULTI- ELEMENT TEKNIKLERININ KULLANIMI

Ozet

Osmancik-97, yiiksek kalitede bir Ttirk piring ¢cesidi olup ve genellikle diistik kalite ve fiyatl: ithal cesitleri
kanstirlarak satilmak suretiyle tagsis gerceklestirilen bir piring cesidimizdir. Ulkemiz pirin¢ érneklerinin
cografi orijinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen calismada coklu element ve kararlt izotop oran
analizler verileri birlikte kullanilmustir. Arastirmada piring 6rnekleri Bakir (Cu), ¢inko (Zn), demir (Fe),
Nikel (ND), krom (Cr), aliminyum (AD), stronsiyum (Sr), karbon (C), azot (N), oksijen (O) ve hidrojen
(H), olmak Uzere on dort element bilesimi ve karbon, azot ve oksijen kararli izotop oranit degerleri
olctulmustir. Elde edilen veriler kanonik diskriminant analizi (CDA) ile istatistiksel olarak anlamlandirilarak
gruplamalar gerceklestirilmistir. Pirin¢ 6rneklerine ait §“C icin 8"N ve 8O degerleri sirasiyla; -25,99
den -28,15%o, +3.27 ile +7.71%0 ve +22,32 ile + 27.08%o, olarak saptanmustir. Bu degerlendirmeler
1s1@inda piring orneklerinin §%C, 8"N ve 8O kararli izotop oranlari ve elemental bilesim oranlarina
gore orijin siniflandirmasinin basarili sonug verdigi saptanmustir.

Anahtar kelimeler: IRMS, cografik isaretleme, piring¢

* Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
@ fatihozbey@hitit.edu.tr, ® (+90) 364 227 4533, (+90) 364 227 4535
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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, Osmancik-97, a cultivar
of Turkish rice is the highest quality rice and has
sometimes been targeted for the adulteration.
High quality Osmancik- 97 rice varieties are sold
mixed with poor quality imported rice in the rice
market, which distorts the image. Osmancik-97
rice is originally from Osmancik province of the
city Corum, 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 Osmancik-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
O, and CO, and via the root system as liquid
H,O. 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 "N/*N and “C/*C 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 (5,0).

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 (Osmancik-97)



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 Osmancik, Corum, Turkey (Local
Osmancik), 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 Osmancik-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 § notation is used
to describe the isotopic difference between the
sample and the international standard, and
defined as the following equation (1),

8 (%0) = (Rsamplc_Rstz{ndan) / RstzmdartX 1000 (1)

Where Ry, is the isotope ratio (i.e., *C/"C,
BN/YN, and ®O/"*0O) of the sample, and Ry, .. 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, %o.
C, N and O isotopic compositions can normally

be measured with analytical uncertainty of +0.2
to 0.3%o. Additionally sample values were
corrected using running standards, i.e. Benzoic
Acid (IAEA-601 and TAEA-602) with certified
TAEA 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 pm,
before sample digestion. The microwave-assisted
treatment was adapted from that of Gonzalvez
(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 Osmancik-97
collected from Osmancik-Corum, Osmancik-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 8"C, 6"N, and 8"0O 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).
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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 Osmancik
and Turkish variety) the mean concentrations of
mineral nutrients such as Fe, Al and Sr are rather
high in the Local Osmancik 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
Osmancik samples were slightly lower 12.56 %
(P<0.05).

The 8"N variation of the rice samples ranged
from 1.53%o to 8.08%po, using a box plot (Fig. 2) it
was observed the variation in the §"N values is
larger than that of the 8“N values in general and
one striking observation is that the rice sample

from group Turkish variety had the highest 6N
values. The observation that rice samples from
group Imported had 6N values lower than the
mean whereas those from group Local Osmancik
and Turkish variety had 6"N values higher than
the mean (Fig 4) may suggest different agricultural
practice. Organic fertilizers generally raise the "N
content in soil and plants whereas the uses of
synthetic fertilizers decrease it (6). The &%O
variation of the rice samples ranged from 22.32%0
to 27.08%o0 In general there was a significant
variation in the 8O values in the groups. As the
Figure 3 indicates, an interesting observation is
that the rice samples from Turkey (Local Osmancik
and Turkish variety) posses noticeably higher
8"0 value than from import samples (Imported).

In order to illustrate the contribution of O-C
elements to the canonical discrimination, the
00 and 6"C values of rice samples have been
plotted as an X-Y scatter graphs in Fig 4. The

-

| 296
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L.15
0.748

D224

—

0.99
049 0.582

0.217
Local Osmancik

Twkishvariety Imported

Country of origin

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

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

Isotopes and elements Local Osmancik Turkish variety Imported
(n=19, Mean£SD) (n= 20, Mean+SD) (n=11, MeanzSD)
_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
_180 +26.00+0.6f +25.26+0.99 +24.28+ 0.03h
N % 1.12+0.09¢ 1.16+0.08¢ 1.16+0.06¢
C% 38.63£2.2i 37.37+3.7i 37.4 53.9i
0 % 47.64+0.5j 47.55+1,1j 47.27+0.7]
**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 ndl 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
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mean value of §*O is found to be +24.28%o for
imported samples followed by the Turkish variety
of samples which have the next highest set of
80 values with a mean value of +25.26%o. The
rice samples classified in group Local Osmancik
collected from Corum-Osmancik have the
highest mean &%O values of +26.00%o. The
imported rice samples have relatively lower 6“C
values with a mean value of -27.11%o. The group
Turkish variety samples relatively enriched in
8“C with a mean of -26.45%0 compared to the
imported samples. The Local Osmancik rice
samples are the most enriched one in terms of
13C with a mean §“C value of -26.69%uo.

The main principle of CDA method is to find a
combination of functions based on isotope and
elemental values that maximize the separation of
Osmancik-97 (Local Osmancik 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 8“C, 8“N, and 8O 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%o, +3.27
to +7.71%o and +22.32 to +27.08%o, respectively.
These C, N, O and H contents and isotopic
compositions are consistent with those of general
plant material (12). Turkish rice samples (Local
Osmancik and Turkish variety) showed a higher
"N 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 6N
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 8”N 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 %o in 6"N,
-26.69%0.3%0 in 8“C, and +26.0£0.6%0 in 3"O.
When the average value of each region is
compared, the heavier 6"N is found in the
Turkish variety samples with the value of
+6.28%0 whereas the lighter value is found in
imported samples (Imported) with +4.27%o.
When the §"C values are compared, it has been
found that the heaviest value of -26.45%o is
observed in Turkish variety group, whereas the
lightest value of -27.11%eo is seen in group Imported
samples. For 8"O values the heaviest value of
+26.00%o is found in the Local Osmancik group
samples, whereas the lightest value of +24.28%0
is found in imported samples. Notably, Local
Osmancik sample was enriched in 8O, whereas
imported sample was enriched in 6"C, "N, and
5"°0O. Because the Local Osmancik group sample
has higher value of 8"O compared to other group
of samples, they can clearly be distinguished
from the second and third group of samples.
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In this study, fourteen variables including 8“C,
O0"N, and 80, 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 Osmancik and Turkish variety rice
samples was primarily correlated with 8“C, 3N,
carbon and nitrogen contents. Function 2 (29.6%
of variance) which provides the discrimination
between the group Local Osmancik and Imported
rice samples was primarily correlated with 8*O,
O"N, 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 6"N or high 8"O values. The other geographical
traceability study of rice was carried out by
Gonzalvez et al. (7), on the "Arrds 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 Osmancik, 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
Osmancik, 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 6“C, 6N, and 6*O 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 classified®

Group Predicted Group Membership
Local Osmancik  Turkish variety Imported Total
Cases Selected Original Count  Local Osmancik 12 1 0 13
Turkish variety 1 9 4 14
Imported 0 0 7 7
% Local Osmancik 92.3 7.7 0 100.0
Turkish variety 71 64.3 28.6 100.0
Imported .0 0 100.0 100.0
Cases Not Selected  Original Count  Local Osmancik 5 1 0 6
Turkish variety 0 6 0 6
Imported 0 1 3 4
% Local Osmancik 83.3 16.7 .0 100.0
Turkish variety 0 100.0 .0 100.0
Imported 0 25.0 75.0 100.0

*82.4 % of selected original grouped cases correctly classified.

*87.5 % of unselected original grouped cases correctly classified.



samples of the different origins could possibly
improve the discriminate study. The rice from
Osmancik (Local Osmancik) and other part of
Turkey (Turkish variety) are clearly distinguished
from imported samples (Imported) by high 6"N
or high 6*O values. Thus comparison of Cu, Zn,
Fe, Ni, Cr, Al, Sr, C, N, O, and H contents and
o"C, 6N, and 8"O 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,
"Osmancik-97" rice.
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Ozet

Nattirel zeytinyaginin karakteristik duyusal 6zellikleri arasinda yer alan acilik, zeytinyaginin yapisindaki
fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Zeytinyagmin énemli bir bileseni olan fenolik bilesiklerin nitel
ve nicel 6zelliklerini; iklimsel, agronomik ve teknolojik faktorler belirlemektedir. Bu calismada; farkls
olgunluk diizeylerinde hasat edilen Memecik ve Erkence cesidi zeytinlerden elde edilen yaglarinin toplam
polifenol icerigi ile acilik indeksi K,,; degerindeki degisim incelenmistir. Her iki zeytin ¢esidinde de
olgunlasma ilerledikce, toplam polifenol miktarinin logaritmik olarak azaldigt ve bu degisimin istatistiksel
olarak onemli oldugu (7<0.05) belirlenmistir. Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinden elde edilen yaglarin
toplam polifenol miktar: ile acilik indeksi K,,5; arasindaki iliskinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
(P<0.0D), bu iliskinin matematiksel olarak logaritmik bir denklemle ifade edilebilecegi saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Zeytin, zeytinyagi, olgunlasma indeksi, acilik 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 K,,s is also examined. Total polyphenol content decreased in logarithmic manner as
maturation proceeds for both varieties. This dependence is found to be statistically significant (£<0.05).
Relationship between total polyphenol content and bitterness index K,,; showed a logarithmic dependence
which is also confirmed to be statistically significant (#>0.01) for Memecik and Erkence varieties.

Keywords: Olive, olive oil, maturity index, bitterness index, polyphenol
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GIRIS

Naturel zeytinyagi, zeytin meyvesinden fiziksel
yontemlerle elde edilen dogal bir meyve suyu
olup, rafinasyon islemi uygulamadan dogal
haliyle tiiketilmektedir (1). Natiirel zeytinyaginin
kimyasal kompozisyonu; agronomik (¢esit,
olgunlasma derecesi, iklimsel kosullar, sulama
vb.), ve teknolojik (kirma, malaksasyon, su
ilavesi vb.) faktorlere bagl olarak degisiklik
gostermektedir (2).

Zeytin meyvesinin olgunlasma stirecinde olusan
metabolik proseslere bagli olarak yagin trigliserit
yapisi, yag asidi kompozisyonu, nitel ve nicel
olarak fenolik madde, tokoferol, klorofil ve
karotenoid iceriginde degismeler meydana
gelmektedir. Bu degisimler yagin duyusal
ozelliklerini, oksidatif stabilitesini, besin degerini
ve kalitesini belirlemektedir (3). Zeytinyaginda
bulunan ve farkli mekanizmalarla oksidasyonu
onleyen baslica antioksidanlar; polifenoller
(basit ve aglikonlar), tokoferoller, karotenoidler
ve klorofillerdir. Bu antioksidanlar arasinda en
etkili olanin, zeytinyaginda bulunma miktariyla
dogru orantili olarak oksidasyonu engelledigi
dustintlen polifenoller oldugu bilinmektedir (4).

Polifenoller, bir benzen halkasina bagli bir veya
daha fazla sayidaki hidroksil grubu ve fonksiyonel
gruplart iceren yapilardir. Naturel zeytinyaginda
bulunan polifenollerin énemli kismt sekoiridoidler,
basit fenoller ve lignanlardir. Zeytinyaginda
bulunan toplam fenollerin %60-90 gibi yiiksek
oranint; tirosol, hidroksitirosol ve onlarin sekoiridoid
tirevleri olusturmaktadir (5).

Zeytinin yetistigi bolgenin yagis veya sulama
kosullari ile toprak ve iklim ozellikleri, zeytinin
cesidi, hasat zamani ve sekli, zeytinleri depolama
kosullari ve stiresi, yag tiretim akist (kirma-ezme,
yogurma, santrifijleme, filtrasyon) ve yagin
depolanma kosullari, zeytinyaginda bulunan
polifenollerin nicel ve nitel 6zellikleri Gizerinde
etkili olan etmelerdir (5, 6).

Zeytin meyvesinin hasat zaman: ve olgunluk
indeksi, zeytinyaginda hem kimyasal hem de
duyusal kalitenin olusmast agisindan ¢nemlidir.
Zeytin meyvesinin olgunlasma stirecinde bircok
metabolik degisimler meydana gelmekte, fenolik
bilesenlerin kompozisyonu, bu bilesenlerin
biyosentezi ve biyotransformasyonu sonucunda
degisime ugramaktadir. Erken hasat zeytinlerden,

polifenol icerigi ve oksidatif stabilitesi yiiksek
yaglar uretilmektedir. Ancak bu yaglar yliksek
acilik-yakicilik siddeti nedeniyle tiiketici tarafindan
tercih edilmemektedir. Bu nedenle her zeytin
cesidi icin en uygun hasat zamanmin belirlenmesi
gerekmektedir (5, 7). Erken hasat strecinde;
zeytinyaginin hidroksitirosol, ligstrosid aglikon,
oleuropein aglikon, asetoksi-pinoresinol ve
elenolik asit icerigi ytikselmekte, olgunlasmanin
ilerlemesi ile bu maddelerin miktarinda azalma
meydana gelmektedir. Toplam polifenol
miktarindaki dismeye de bagli olarak yagin
acilik-yakicilik — 6zellikleri  azalmaktadir  (6).
Zeytinyaginin polifenol icerigi ile acilik-yakicilik
siddeti arasinda iliski oldugu bircok arastirict
tarafindan belirtilmektedir (8-15). Zeytinyaginin
acilik siddetinin kimyasal olarak belirlenmesinde
acilik indeksi K5 olctt olarak kullanidmaktadir.
Bu yontemde, natlirel zeytinyaginda aciliga neden
olan bilesenleri iceren metanol/su ekstraktinin
225nm dalga boyundaki absorbanst dl¢tilmektedir.
Duyusal degerlendirme ile belirlenen acilik siddeti
ile bu yontemle belirlenen acilik indeksinin
paralellik gosterdigi saptanmustir (16).

Bu calismada; farkli olgunluk derecelerinde hasat
edilen Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinden
elde edilen yaglarin toplam polifenol miktar: ve
acilik indeksi K,,; degerleri belirlenmistir. Ayrict
toplam polifenol miktari ile acilik indeksi K,,5
arasindaki iliski incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal olarak; Memecik ve Erkence zeytin
cesitleri kullanilmustir. Zeytin ornekleri zmir'in
Urla ilcesinden temin edilmistir. Hasat, zeytinlere
zarar vermeyecek sekilde elle yapilmistir. Secilen
agaclarin tim dallarini icerecek sekilde 5 kg
zeytin toplanarak 24 saat icinde yaga islenmistir.

Zeytinyaginin toplam polifenol icerigi ve acilik
indeksi K,,; degerinin, zeytinin olgunlasma
indeksi ile degisiminin incelenmesi amaclandig:
icin, 16/Ekim /2009 — 16/Ocak /2010 tarihleri
arasinda her bir zeytin ¢esidinden 8 farkli olgunluk
derecesinde zeytin toplanmistir. Zeytinlerin
olgunlasma indeksleri (OI), Uceda ve Frias (17)
tarafindan  gelistirilen yontem kullanilarak
belirlenmistir. Zeytin yiginindan rastgele 100 adet
zeytin tanesi alinmis ve bu zeytinler enlemesine
ortadan ikiye kesilerek kabuktan i¢ kisma kadar



renk profili incelenmis, gozlenen renk 0-7 araligina
sahip bir skalada puanlandirilmistir. Puanlamada
0, tamamen yesil zeytin tanesini temsil ederken;
7, renk donlisimi tamamlanmis ve rengi tamamen
siyaha donmiis zeytinleri temsil etmektedir.
Puanlamanin tamamlanmasinin ardindan her bir
puan grubundaki zeytin taneleri kendi i¢cinde
sayilmis, bulunan sayi ait oldugu puan ile carpilmis,
tim carpim sonuglart toplanmis ve elde edilen
genel toplam 100’e boliinerek olgunlasma indeksi
hesaplanmustir. Olgunlasma indeksinin 0’a yakin
olmasi olgunlasmamis, 7’ye yakin olmasi olgun
zeytin tanesinin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Farklt olgunluk derecelerinde hasat edilen
zeytinlerin yaga islenmesinde, laboratuar tipi
"Mini Zeytin Degirmeni ve Presleme Unitesi"
kullanilmustir.

Zeytinyag1 Uretiminin ilk asamasinda zeytinler
mini zeytin degirmeninde kirilarak zeytin hamuru
elde edilmis, zeytin hamuru yaklasik 30 dakika
stureyle ortam sicakliginda yogrulduktan sonra
jut pres torbalarina yerlestirilerek preslenmistir.
Presleme isleminde 2,5 kg zeytin hamuru 5 adet
torbaya esit olarak paylastirilmis, prese yerlestirilen
torbalara basing uygulanmis, yag+karasu ¢ikist son
bulana kadar presleme islemine devam edilmistir.
Yag ve karasudan olusan sivi fazdaki karasu,
dekantasyon yontemi ile yagdan uzaklastirdmustir.
Elde edilen zeytinyag: pamuk filtreden iki kez
gecirilip, 100ml'lik kahverengi siselerde -18°C
sicaklikta depolanmistir. Zeytinyagi Gretimi 2.5
kg'lik ikinci zeytin hamuru partisi ile tekrar
edilmistir. Her partiden elde edilen yaglarin
toplam polifenol icerikleri ve acilik indeksi K5
degerleri belirlenmistir.

Zeytinyagt Orneklerinin  toplam  polifenol
miktart (TPM), Gutfinger tarafindan uygulanan
spektrofotometrik yontemle belirlenerek, sonuglar
mg kafeik asit/ kg yag olarak verilmistir (18).
Zeytinyagimun acilik indeksi K,,5, Gutierrez Rosales
ve ark. (16) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilarak saptanmistir. Bu yontemde octadecyl
C18 kolonu kullanilmaktadir. Oncelikle kolon
methanol ve hekzan ile aktiflestirilerek hekzanda
cozilen yag kolondan gecirilmistir. Kolonda
tutulan fenolik maddeler metanol:su (1:1) karisimi
ile ekstrakte edilerek, ekstraktin 225 nm dalga
boyundaki absorbanst "acilik indeksi K" olarak
ifade edilmistir.

Sonuclarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS
for Windows yazilimi kullanilmistir. Memecik ve
Erkence cesitleri icin olgunlasma indeksi, toplam
polifenol miktart ve acilik indeksi degerleri
arasindaki korelasyon ise Pearson korelasyon
katsayilart hesaplanarak belirlenmistir. Ayrica
zeytin cesitlerinin olgunlasma indeksi ile toplam
polifenol miktari, toplam polifenol miktari ile aciik
indeksi arasindaki iliskiler regresyon analizi ile
incelenerek istatistiksel olarak 6nemli bulunan
en yakin matematiksel model olusturulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinin olgunlasma
indeksi ile bu zeytin cesitlerinden elde edilen
yaglarin toplam polifenol miktart ve K,,; degerleri
Cizelge 1'de, bu degerlere ait Pearson korelasyon
katsayilart ise Cizelge 2'de verilmistir.

Cizelge 1. Memecik ve Erkence zeytin gesitlerinin olgunlasma indeksi, toplam polifenol miktari ve K,o5 degerleri
Table 1. Maturity index, total polyphenol content and K55 value of Memecik and Erkence Olive Varieties

Memecik Erkence
Memecik Erkence
Olgunlasma indeksi  Toplam Polifenol Koos Olgunlasma Toplam Polifenol Koos
Maturity Index (M) Miktar indeksi Miktari
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 1.1
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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Cizelge 2. Olgunlagsma indeksi, toplam polifenol miktari ve Kyo5 degerine ait Pearson Korelasyon Katsayilari
Table 2. Pearson correlation coefficients of maturity index, total polyphenol content and Koos

Memecik Erkence
Ol TPM Koo o] TPM Koos
Mi TPC M TPC
oi Pearson Korelasyonu
Mi Person Correlation 1 =771 -.809" 1 -.803" -.826™
Onem derecesi
Significance Level .025 .015 .016 .01
TPM  Pearson Korelasyonu
TPC  Pearson Correlation =771 1 .989** -.803* 1 .935**
Onem derecesi
Significance Level .025 .000 .016 .001
Kso5  Pearson Korelasyonu
Pearson Correlation -.809* .989** 1 -.826* .935** 1
Onem derecesi
Significance Level .015 .000 .011 .001

Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinde olgunlasma
indeksi ytikseldik¢e, bu zeytin ¢esitlerinden elde
edilen yaglarin toplam polifenol miktart ve K5
degerinin azaldigi (Cizelge 1), bu degisimin
istatistiksel olarak onemli oldugu (P<0.05)
(Cizelge 2) saptanmuistir.

Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinde olgunlasma
indeksinin yikselmesi ile toplam polifenol
miktarinda logaritmik bir azalma oldugu, sirastyla
Sekil 1 ve Sekil 2'de gortilmektedir.

Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinden elde
edilen yaglarin toplam polifenol miktari ile K,,5
degeri arasindaki iliskinin istatistiksel olarak
onemli oldugu (P<0.01) saptanmustir (Cizelge 2).
Her iki zeytin cesidinde de, toplam polifenol
miktart azaldikca, K,,; degerinin dustigu
belirlenmistir (Cizelge 1).

Memecik ve Erkence zeytin cesitlerinde toplam
polifenol miktari ile K5 degeri arasindaki iliskinin
logaritmik regresyon modeli ile agiklanabilecegi
strastyla Sekil 3 ve Sekil 4'te goriilmektedir.

Sonu¢ olarak; incelenen zeytin cesitlerinde
olgunlasma indeksi, toplam polifenol miktari ve
K,,s degerleri arasindaki iliskinin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Zeytinlerin
olgunlasma indeksinin 3 degerinin tizerine ¢ikmast
ile Memecik zeytin cesidinde toplam polifenol
miktar1 615 mg kafeik asit/kg yag degerinden
53 mg kafeik asit/kg yag degerine diiserek %92
oraninda, Erkence zeytin cesidinde ise toplam
polifenol miktar1 780 mg kafeik asit/kg yag
degerinden 164 mg kafeik asit/kg yag degerine
diserek %79 oraninda azalma gostermektedir.
Toplam polifenol miktarindaki azalma ile iliskili
olarak K,,; degerindeki diismenin; Memecik

%)

ateik asit’kg yvag
Total Polvphenol Content
ey

<

Toplam Polifenol Miktari
c
(mg caffeic acid’kg oil)

{mg I

Olgunlasma Indeksi
Maturity Index
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Sekil 1. Memecik zeytin ¢esidinde toplam polifenol miktarinin olgunlasma indeksi ile degisimi
Figure 1. Change in total polyphenol content with maturity index for Memecik olive variety
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Sekil 3. Memecik zeytin ¢esidi i¢in toplam polifenol miktari ile K225 degerinin degisimi
Figure 3. Changes in K225 value with total polyphenol content for Memecik olive variety
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Sekil 4. Erkence zeytin ¢esidi igin toplam polifenol miktari ile K225 degerinin degisimi
Figure 4. Changes in K225 value with total polyphenol content for Erkence olive variety
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zeytin ¢esidinden elde edilen yagda %89, Erkence
zeytin cesidinden elde edilen yagda %88 oldugu
belirlenmistir.

Zeytinyaginin 6zellikle biyoaktif bir bilesen olan
polifenol iceriginin zeytinin olgunlasma indeksiyle
degisimi ve tiketici tercihleri g6z Onlinde
bulundurularak her zeytin ¢esidi icin en uygun
hasat zamaninin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.
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Ozet

Derin yagda kizartma, ticari ve ev 0lceginde en cok kullanilan gida hazirlama yontemlerinden birisidir.
Sicaklik, siire ve oksijen etkisiyle, kullanilan yagda kizartma sonunda 1sil oksidasyon goriilmektedir.
Yapilan bu calismada aycicek, kanola ve ticari kizartma yaglart kizartma ortami olarak kullanilmistir.
Derin yagda kizartma metodu olarak fritoz ve mikrodalga firin kullandmistir. Kizartma sicakligs olarak
fritozde 160°C ve 190°C, mikrodalgada firmnda 600W ve 900W gii¢c degerleri secilmis, her iki yontemde
de 4 dakika stre uygulanmistir. Oksidasyon diizeyini belirlemek amaciyla peroksit degeri ve 232 ve
270 nm’de 6zgiil sogurma parametreleri incelenmistir. Ticari kizartmalik yaglarda 4.60+1.95, kanola
yaginda 5.80+2.26 ve aycicek yaginda 7.43+2.30 ortalama peroksit degerleri elde edilmistir. K,5, ve K,y
ortalama degerleri aycicek, kanola ve ticari kizartmalik yagda sirasiyla 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 6lctilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Kizartma, mikrodalga, oksidasyon, peroksit degeri, 6zgtil sogurma.

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. K3, and K, 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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GIRIS

Derin yagda kizartma bilinen en eski gida isleme
metotlarindan birisidir. Bu yontemle gidaya
kendine has renk, tat, yapi, lezzet kazandirilmaktadir
(1-3). Kizarmis Urtinler endustride ve ev Olceginde
en cok tercih edilen Grinlerdir ve son yillarda
poptilaritesi giderek artmaktadir (4). Derin yagda
kizartma islemi 150-200°C araliginda isitilmis
bitkisel yagda belirlenen zaman araliginda
gerceklestirilmektedir (5). Kizartilmis olarak
hazirlanan atistirmalik Griinlerin basinda gelen
cipslerin tilkemizde 2004 yilinda kisi bast 400
gram olan tiketimi son yillarda 1200 grama kadar
cikmustir. Avrupa tlkelerinde 4 kg, ABD’de 6 kg't
bulan tiketim degerleri, kizarmus Urtinlerde
ulkemizdeki tiketimin 6nimizdeki yillarda
gidecegi noktayt acikca gostermektedir. Gelisme
donemindeki genclerin ve cocuklarin tiiketim
aliskanliklart arasinda 6nemli bir yer tutan baslica
urlnler arasinda kizarmis Grtinler ve cipsler yer
almaktadir. Kizarnus triinlerin kalitesi incelendiginde
kizartma metodu, kizartma kosullari, gidanin
agirhgl, yag miktari, yag cesidi gibi pek cok
faktorden etkilenmektedir (6).

Kizartmada, kizartma ortami olan yagin 1stya kars
dayanikliligi 6nem tasimaktadir. Kizartma sirasinda
kullanilan yagda zamanla 1s1 etkisiyle fiziksel ve
kimyasal degisiklikler sonucunda termal oksidasyon,
polimerizasyon ve hidroliz gorilmektedir. Bu
reaksiyonlar sonucunda peroksit degerinde bir
artis ve polar maddeler gibi yliksek molekil
agirlikli dekompozisyon trtinleri olusmaktadir
(7, 8. Olusan oksidasyon urlinlerinin varlig
kizartmada kullanilan yagda kalite azalmasi,
kizartillan Girinde de tat, lezzet ve besleyici deger
acgisindan olumsuz etki gostermektedir (9, 10).

Mikrodalga firinlarin gliniimiizde kullaniminin
yayginlastigi bilinmektedir. Derin yagda yapilan
kizartmaya gore kullanim kolayligi acisindan
tercih edilebilmektedir. Mikrodalga kullaniminin
kizartmada yarattigt etki tizerine yapilan calismalarda
olumlu katkisi oldugu vurgulanmaktadir (11).
Mikrodalga firinlarin  kizartma  prosesinde
kullandmasina iliskin yapilan bir calismada musir
yaginin oksidasyon parametreleri incelenmis ve
mikrodalga kullaniminin yagin kalitesine tizerine
etkili oldugu gorilmustir (12). Mikrodalgalar
elektromanyetik dalgalar halinde 300MHz’den
300GHz'e kadar degisen aralikta yayilmaktadirlar.
Gida hazirlamada ve pisirmede en ¢cok 2450MHz

kullanilmaktadir  (13). Mikrodalga 1sitma
mekanizmasinin konvansiyonel 1sitmadan farkl
olmasindan dolayt gida maddesi i¢ kismindan
isinmaya baslamaktadir. Bu durum kizartmada
kullanilmast halinde hem yag: hem de kizaran
materyali 1sitmasi acisindan 6nem arz etmektedir

(14,15).

Bu calismada kizartmalar derin yagda yapimuistir.
Derin yagda kizartma yontemi olarak iki
farkli ekipman olan fritvz ve mikrodalga firin
kullanilmistir. Kizartmada ticari olarak ve ev
olceginde en cok tercih edilen aycicek yagi,
kanola yagi ve ticari kizartma yagi olmak tzere
¢ farkll bitkisel yag kizartma ortamt olarak tercih
edilmistir.  Derin  yagda yapilan kizartma
yonteminde fritdz ile mikrodalga firin kullanilarak
yapilan kizartmanin kullanilan yagdaki oksidasyon
diizeyindeki degisim arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Kizartma isleminde kullanilacak materyal olan
patatesler yerel bir marketten dondurulmus olarak
temin edilmistir (Nimet, Istanbul). Tek seferde
alinan patatesler hizli bir sekilde laboratuvara
getirilmis ve kizartma islemine kadar -40°C’de
calisan derin dondurucuda (Niive FR490, Ankara)
muhafaza edilmistir. Kizartma isleminde u¢ tip
yag kullanilmistir. Bunlar aycicek yagi, kanola
yagi ve ticari kizartma yagidir (Zade, Konya). Yaga
ait Ozellikler kizartma islemi 6ncesi analiz edilerek
sonuglar kizartma sonrast ile karsilastirilmistir.

Yontem

Kizartma islemi

Kizartma islemi, Oncelikle bilinen en yaygin
yontem olan derin yagda yapimustir. Tezgiah
Ustl kizartma makinesi olan fritoz (Remta R92,
stanbul) bu amacla kullanilmis olup 2 litre yag
ile islem gerceklestirilmistir. Fritozde 160°C
ve 190°C iki farkli sicaklikta 4 dakika olarak
gerceklestirilmistir. Yag istenilen sicakliga ulastiktan
sonra yag miktarmin 1/100'G (agurlik/hacim) kadar
miktarda patates yaga daldirilarak belirlenen
strede kizartma islemi yapidmustir. Kizartma stresi
sonunda patatesler alinip, yagdan yaklasik 50 ml
numune alinarak analizler yapilmistir. Yagdan
eksilen kistm tamamlanarak ikinci ve tg¢linci
kizartma islemleri yapilmistir. Uglincii kizartma



islemi ardindan yag degistirilmistir. Fritozde yapilan
kizartmaya alternatif olarak mikrodalga firinda
derin yagda kizartma islemi uygulanmistir. Bu
amacla icerisine 2 litre yag alabilen bir cam kap,
zaman ve gug¢ ayart yapilabilen mikrodalga firin
(LG MA38882Q, Hollanda) kullaniimistir.
Mikrodalga kizartma isleminde kizartma yag: ile
600W ve 900W gii¢c degerlerinde calisilmistir.
Cam haznedeki yag oncelikle 10 dakika kadar
mikrodalga firinda 1sitilmis ve belirlenen gic¢
degerinde 1sitilmis yagda 4 dakika kizartma islemi
yapilmistir. Kizartma islemi ve yagdan numune
fritozde yapilan ile ayni yontem takip edilmistir.

Kizartmalik Yaglarda Serbest Yag Asidi ve
Yag Asidi Kompozisyonu Tayini

Kizartmalik yaglarda serbest yag asidi miktart
belirlemek icin AOCS Ca 5a-40 analiz metodu
(16) takip edilmistir. Yag asidi kompozisyonu
icin numunelerde yag asitlerinin metil esterleri ve
izomerleri TUPAC metoduna gore hazirlanmistir
(17) ve Shimadzu GC-2010 Plus model Gaz
Kromatografi DB23 kolon (60 m, 0.25 mm, i.d.
0.25 mm film kalinligi, JW) kullanilmistir. Enjektor,
kolon ve detektor sicakligt sirastyla 230, 190 ve
240°C, bolme orant 1:80, tastyict gaz olarak helyum,
akis hizt 1 ml/dk ayarlanmistir.

Peroksit Sayis1 ve Ozgiil Sogurma (K232,
K270) Tayini

Kizartma isleminden ¢nce ve kizartma sonrast sivi
yagda 232 ve 270nm’de 6zgll sogurma analizleri
AOCS Metot Ch 5-91’e gore, peroksit s ayisi
analizleri ise AOCS Metot Cd 8-53'e gore yapilmustur.

istatistiksel Analizler

Bitin analizler tger tekrarlt yapilmis olup elde
edilen veriler Minitab 17.0 yazilimt kullanilarak
ANOVA yontemi ile degerlendirilmistir (Minitab
17.0). 1kili karsilastirmalar icin Tukey Test
uygulanmistir (SPSS 15.0).

BULGULAR VE TARTISMA
Kizartmalik Yaglarin Ozellikleri

Hammadde olarak kullanilan kizartmalik yaglarda
kizartmadan Once yaglarin serbest yag asidi miktar
ve yag asidi kompozisyonu Cizelge 1’de verilmistir.
Kullanilmamis yaglara ait peroksit ve 06zgil
sogurma miktart degerleri Cizelge 2'de kizartmadan
sonraki degerleri ile birlikte karsilastirmali olarak
verilmistir.

Cizelge 1
Peroksit Sayis1

Peroksit sayisy, 1lg vyagdaki aktif oksijenin
mikrogram olarak miktaridir. Peroksitler yagin
oksidasyonu sirasinda ortaya cikan bilesiklerdir.
Peroksit sayisiyla yagin bozulmusluk diizeyi
arasinda pozitif bir iliski olmasi bunun sonucudur.
Turk Gida Kodeksi (18) verilerine gore yaglarda
peroksit degeri 10 meqO,/kg't gecmemesi
gerekmektedir. Kizartma 6ncesi kullanilmamis
aycicek yagi, kanola yag: ve ticari kizartmalik
yaglara ait peroksit degerleri Cizelge 2’de
goOsterilmistir. Fritozde yapilan kizartmalardan
sonra elde edilen peroksit degerlerinde kodeks
degerinin lizerine ¢ikan bir durum gortilmemisken
baslangic degerine gore aycicek ve kanola yaginda
bir artis ardindan bir disiis gozlenmistir. Bunun

Cizelge 1. Kizartmadan 6nce kullanilan yaglarin yag asidi kompozisyonu (%) ve serbest yag asidi (% oleik asit)
Table 1. Fatty acid composition (%) and free fatty acid (% oleic acid) of oils before frying

Kizartmada kullanilan yag

Frying oil
Yag Asidi Aycicek yagi Kanola yagi Kizartmalik yag
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 (Aragsidik asit) 0.2316 0.5428 0.3643
20:1 (Arasidonik asit) 0.1346 1.0133 0.1621
Serbest Yag Asidi 0.2281 0.2293 0.1144
Free Fatty Acid
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nedeni olarak olusan hidroperoksitlerin 1s1 etkisiyle
parcalanmast ve ikincil oksidasyon Urlnlerin
olusmasinin neden oldugu dustinilmektedir (19).
Karakaya ve Simsek’in (20) yaptig1 bir ¢calismada
findik, misir ve soya fasulyesi yaginda yaptiklar
kizartma isleminde kizartma stiresi ile degisen
peroksit degerleri elde edilmistir. Misir ve soya
fasulyesi yaginda elde edilen degerler kanola
yagina yakin elde edilirken, findik yaginda aycicek
yagina benzer sonuclar gozlenmistir. Yapilan bir
diger calismada kizartma sonunda artan peroksit
degerleri elde edildigi vurgulanmustir, buda
kizartma sonucu olusan oksidasyon hakkinda fikir
vermektedir (21, 22). Fritozde yapilan kizartma
isleminin sonunda elde edilen peroksit degerleri
istatistiksel acidan incelendiginde yag tipi ve
kizartma sicakligimin peroksit degeri tizerine etkili
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Fritozde aycicek
yagi ile yapilan kizartmada ikili karsilastirma
yapildiginda ise 160°C’de yapilan kizartma
isleminde peroksit degeri artarken 3. kizartmada
dists oldugu gortlmis buda olusan peroksitlerin
parcalanmasindan meydana geldigi gorisini
istatiksel acidan da desteklemektedir (Cizelge 2).
Mikrodalgada yapilan kizartma isleminden elde
edilen numunelerin peroksit degerleri Cizelge
2’de verilmistir. Ticari kizartmalik yag kullanilan
yapilan kizartma isleminde 600W giic degerinde
fritozde yapilan kizartmaya gore daha dusik
degerde peroksit sayisi tespit edilirken 900W
uygulandiginda frit6z kizartmasina yakin degerlere
ulagilmistir. Mikrodalga firin kullanilarak yapilan
kizartma isleminin sonunda elde edilen peroksit
degerleri istatistiksel acidan incelendiginde
kullanilan yag cesidinin ve mikrodalga giictiniin
peroksit degeri lUzerine etkili oldugu ve ayrica
kizartma yonteminin de peroksit degerini 6Gnemli
diizeyde etkiledigi belirlenmistir (P<0.05). 1kili
degerlendirme vyapidiginda ise aycicek yagi
kullanilarak mikrodalga firin ile yapilan kizartmada
900W gti¢c degerinde 3. kizartma digerlerinden
farkli harflendirilmistir. Bunun nedeni olarak ilk
iki kizartmada yaklasik degerler elde edilmesine
karsin 3.kizartmada yuksek bir deger c¢ikmasi
gorilmektedir. Mikrodalga firinda yapilan kizartma
isleminde fritozde yapilan kizartmaya gore daha
distik peroksit degerleri elde edilmistir. Ayni
stirede yapilan bu kizartma isleminin sonucunda
daha dustik peroksit degerine ulasilmasina
mikrodalga firinda her iki gli¢ seviyesinde de

ulasilan  yag sicakliginin  fritozden daha
dustik degerlerde kalmasinin neden oldugu
distntlmektedir. Mikrodalgada kizartma tizerine
yapilan bir calismada ticari kizartmalik yag ve aycicek
yag1 peroksit degeri acisindan karsilastirilmis ve
kizartmalik yagda daha diisiik peroksit degeri elde
edildigi vurgulanmistir. Bu sonug¢ kizartmalik
yagda doymus yag asitlerinin fazla olmasi ile
aciklanmustir (23).

Ozgiil Sogurma

Ultraviyole spektrofotometrik bir analiz olan ¢zgul
sogurma yaglarda oksidasyon belirlenmesinde bir
parametre olarak kabul edilmektedir. Kizartmadan
once vyaglarda yapilan analizlere gore ozgiil
sogurma degerleri Cizelge 2'deki gibi belirlenmistir.
K,s, degeri konjuge dien olusumunun gostergesi
olarak kabul edilirken K, degeri birincil ve ikincil
oksidasyon triinlerinin miktarlari hakkinda fikir
vermektedir (24). Fritoz ile yapilan kizartmada ve
mikrodalga firin kullanilarak yapilan kizartmada
K,s, degeri aycicek yaginda artarken kanola ve
kizartmalik yagda disls gostermistir (Cizelge 2).
Aycicek yagi kullanilarak fritozde yapilan kizartma
icin yapilan ikili karsilastirmada 160°C’de olusan
K,5, ve Ky degerlerinde 3.kizartma degerlerinin
ilk iki kizartmadan farkli sonuclara ulastig:
saptanmustir. Bu farklilik 190°C’de aycicek yaginda
yapilan 3.kizartmada sadece K,,, degerinde elde
edilmistir. Olusan konjuge dien ve trienler 1sinin
etkisiyle zamanla peroksitlere donliismesinden
dolayr azalmaya ugradigi dastunilmektedir.
Istatistiksel acidan degerlendirildiginde ise fritozde
ve mikrodalgada kizartma isleminde kizartma
yonteminin ve yag tipinin K,;, degeri Uzerine
etkili oldugu belirlenmistir (P<0.05). K,;, degeri
incelendiginde ise kizartma yaginda ve aycicek
yaginda once bir artis ve ardindan diistis gdzlenmistir,
kanola yaginda ise bir dustis kaydedilmistir. Bunun
yaninda K,,, degeri tizerine sadece yag tipi etkili
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Konvansiyonel
isitma ile yapilan bir calismada yagda olusan
oksidasyon trtinleri olan konjuge dien ve trien
miktarlarinda artis kaydedilmis ve bu trtnlerin
yaglarda acillasmaya neden oldugu bildirilmistir
(24, 25).

Mikrodalgada yapilan kizartma isleminde elde
edilen yaglardan ol¢lilen K,;, ve K,,, degerleri
Cizelge 2'de verilmistir. Kizartmalik yag ve kanola



Gizelge 2. Kullaniimamis yaglarda ve kizartmadan sonra yaglarda peroksit degerleri ve 6zgil sogurma degerleri (Kx3, ve Ks7q)

Table 2. Peroxide and specific extinction values of oils unused and after frying (Ks3o and Ks7)

Yag Tipi Sicaklik (°C) Kizartma Sirasi  Peroksit degeri Koz Ko7
Oil type veya Gug (W) Frying order (meq O,/kg)
Temp. or Power Peroxide value
Aycicek yagr  Kullanilmamis yag/Unused - 5.995+0.21 °° 2.072 £ 0.023 *** 0.810 + 0.009 **
Sunflower oil 160°C 1. 7.599+0.10 °° 1.676+0.03 *° 0.699+0.01°
160°C 2. 8.652+0.26 °f 1.805+0.09 **° 0.797+0.05 °°
160°C 3. 3.221£0.01° 1.327+0.03 0.526+0.03 *
190°C 1. 6.957+0.32 °° 1.915+0.12 >*° 0.814+0.03 °°
190°C 2. 9.305+0.07 1.919+0.13 **° 0.786+0.04 °°
190°C 3. 5.756+0.26 °° 2.566+0.11 2°° 1.048+0.07 °
600W 1. 9.649+0.13 2.023+0.14 °° 0.871+0.06 *°
600W 2. 5.157+£0.15° 2.848+0.56 ° 0.965+0.02 *°
600W 3. 9.424+0.42" 2.263+0.26 **° 1.009+0.01 °
900W 1. 5.207+0.26 ° 2.237+0.08 *°° 1.031+0.03 °
900W 2. 5.649+0.24 ° 2.167£0.13 #°° 1.014+0.02 °
900W 3. 9.493+0.14 1.912+0.06 **° 0.872+0.02 ¢
Kanola yagi Kullanilmamis yad/Unused - 1.791+0.152 1.412 +£0.0452° 0.300 £ 0.005 2°¢
Canolaoil 160°C 1. 8.575+£0.17 1.561+0.13 *° 0.406+0.03 °
160°C 2. 5.905+0.53 °° 1.30040.07 ** 0.29+0.02 **
160°C 3. 5.105+0.08 °¢ 1.344+0.07 *° 0.302+0.02 *°
190°C 1. 3.852+0.29 °° 1.231£0.11 = 0.28+0.03 **
190°C 2. 7.691+0.77 ' 1.177+£0.122° 0.248+0.03 *
190°C 3. 5.376+0.16 °° 1.309+0.12 ** 0.287+0.04 *°
600W 1. 9.344+0.47 1.308+0.05 *° 0.314£0.01 2*°
600W 2. 5.275+0.08 ¢ 1.507+0.06 *° 0.348£0.01 =°°
600W 3. 7.365+0.08 °f 1.365+0.06 *° 0.312£0.01 °°
900W 1. 2.846+0.09 ** 1.642+0.18° 0.388+0.01 °°
900W 2. 5.345+0.04 °* 1.557+0.16 *° 0.357+0.01 °°
900W 3. 4.63+0.06 0.980£0.16 * 0.269+0.04 *
Ticari Kullanilmamis yag / Unused - 2.131+0.24 ° 0.846 + 0.012 >¢ 0.222 + 0.001 2°°
kizartma 160°C 1. 7.07+0.28 ' 1.125+0.08 ¢ 0.279+0.02 ¢
yagi 160°C 2. 6.747+0.58 1.085+0.04 ¢ 0.28+0.01 *°
Commercial 160°C 3. 5.166+0.07 © 1.082+0.04 °¢ 0.335£0.01 ¢
frying 190°C 1. 6.856+0.12 1.115+0.08 ¢ 0.265+0.01 °°
oil 190°C 2. 4.954+0.04 ° 0.952+0.01 °°¢ 0.255+0.06 °°
190°C 3. 4.16520.42 °° 0.857+0.02 °°¢ 0.267+0.07 *°
600W 1. 2.87840.05 *°° 0.848+0.04 °°¢ 0.225+0.03 #°°
600W 2. 2.538+0.03 ** 0.915+0.04 "¢ 0.223%0.01 2*°
600W 3. 4.738+0.19 %° 0.413£0.05° 0.172+0.02 ®
900W 1. 7.151+£0.17 ' 0.733+0.05° 0.181+0.01 ®
900W 2. 6.73+0.11 " 0.775+0.02 >° 0.187+0.01*
900W 3. 3.573£0.25 °°¢ 0.962+0.13 °°¢ 0.207+0.01 *°

Tabloda uygulanan harflendirmede her yag tipi kendi icinde farkli kizartma yéntemlerinin, kizartmada uygulanan sicaklik-glg¢
parametrelerinin ve kizartma sirasinin peroksit sayisi, Kz, ve Ky degerleri lizerine etkisi incelenmistir.

Effects of different frying methods, temperature and power parameters apllied on frying, order of frying were investigated on

peroxide number, K3, and K, values within each type of oil at lettering applied in the table.

yagt kullanildiginda mikrodalga kizartma yontemiyle
daha dustk degerler elde edildigi gortlirken
aycicek yaginda her iki kizartma yonteminde de
yakin sonuclar elde edilmistir. K,., degeri mikrodalga
kizartmada incelendiginde ise kanola yaginda ve
aycicek yaginda once bir artis ve ardindan duisis
gozlenmistir, kizartma yaginda ise bir azalma
kaydedilmistir. Kanola yag: kullanildiginda

mikrodalgada yapilan kizartmada 900W giic
degerinde 3. kizartmada 6l¢iilen konjuge dien ve
trienin ilk iki degerden farkli olmasi grup
ici yapilan ikili analiz sonucu elde edilmistir
(Cizelge 2). Ticari kizartmalik yagda da mikrodalga
kizartmasinda her iki gli¢ seviyesinde K5, ve K,
degerleri 3.kizartmalarda digerlerinden farkls
oldugu kaydedilmistir. Kaydedilen 6zgil sogurma
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degerleri peroksit degeri ile uyumluluk gostermekte
ve oksidasyon hakkinda fikir vermektedir.
Yapilan calismalarda kizartma sonrast disus
olmast literatirde bulunan sonuglara paralel bir
durumu yansitmaktadir (26). Mikrodalga firnda
kizartma calisan Malheiro ve arkadaslari (27)
zeytinyaginda kizartma zamani ile 6zgil sogurma
parametrelerinde bir artis kaydetmislerdir.
Rodrigues ve arkadaslarinin da mikrodalga
kullanarak isitma islemi uyguladiklart bitkisel
yaglar tizerine yaptiklart calismada zamanla K,;, ve
K, degerlerinde artis elde etmisler ve oksidasyon
kaynakli oldugunu vurgulamuslardir (28).
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Ozet

Bu calismada, daha dénceki calismalarda fermente trtinlerden izole edilen 10 izolatin DuPont Qualicon
RiboPrinter® sistem ile tanimlamalari yapilmistir. Spektrofotometrik ve gorsel okuma metodu ile tannaz
aktivitesi belirlenmistir. En ytiksek aktiviteyi Lactobacillus curvatus P3X izolati gostermistir. L. curvatus
P3X’e ait enzimin yaklasik molekil agiligi SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. Yiksek tannaz aktivitesi
gosteren L. curvatus P3X’in tannaz aktivitesi Gizerine farkli sicaklik, pH, substrat yogunlugu, tannik asit
konsantrasyonu ve cesitli minerallerin etkisi arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda optimum sicaklik
37°C, pH 5.0 substrat olarak kullanilan metil gallat konsantrasyonu 7 mM, tannik asit konsantrasyonu
ise 1.75 mM olarak bulunmustur. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi Hg ve Mg iyonlarinin
varliginda diiserken, Ca™ ve Zn™nun tannaz aktivitesi tGizerine etki yapmadigi gorilmuistiir. Ayrica
yiizey aktif madde (Tween 80), selat (EDTA), inhibitér (DMSO) ve yapiyt bozan maddenin de (Ure)
tannaz aktivitesine tesir etmedigi saptanmustir.

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* and Mg*™ ions, Ca* and Zn* 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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GIRIS

Laktik asit bakterileri ile fermente gidalar, cok
eski zamanlardan beri gidalarin korunmasinda
oynadigi temel rol ve insan gidalarinda besinsel,
duyusal ve saglik ozelliklerine sagladigi katkilar
nedeniyle genis bir kullanim alani bulmustur.
Guntumuzde probiyotik o6zellik gostermeleri
nedeniyle laktik asit bakterileri tizerinde 6nemle
durulan bakteri grubu olup saglik acisindan
yararl olarak kabul edilmektedir. Bu bakterilerin
direkt kendisi kullanilarak hem gida da istenilen
aroma kazanilmaya calisilirken diger taraftan da
saglikli bir tirtin elde edilme hedeflenmektedir.

Tanenler bitkisel Urtnlerin  yapraklarinda,
tohumlarinda ve koklerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Cay, sarap ve meyve sulart gibi
bircok icecekte de bu fenolik bilesikler
bulunmaktadir. Tanenler beslenmede istenmeyen
maddelerdir. Clinki sindirim enzimlerini inhibe
edebilir. Vitamin ve minerallerin kullanimin
etkileyebilirler. Ayrica kanser olusumu ile iliskili
oldugu ve hepatoksik oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle saglik acisindan riskli bilesiklerdir (1).
Sindirim sisteminde bulunan bazi mikroorganizmalar
tanenleri parcalayarak zararsiz bilesenleri
olusturabilmektedir. Osawa ve ark.(2) insan
diskisindan ve fermente gidalardan izole edilen
laktobasillus tiirlerinin tannaz aktivitesine sahip
olduklarint gostermislerdir. Laktobasillus tirleri,
tanenleri hidrolize etmesi ve hiicrede tutunmayi
azaltmasindan dolay:1 gidada var olan tanenleri
parcalamada kullanilabilir. Tanenleri gallik asit
ve glukoza parcalayan enzim karboksil ester
hidrolazlar ailesinde yer alan (E.C. 3.1.1.20. tanen
acil hidrolaz) tannazdir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir.
Rbizopus oryzae, Aspergillus foetidus, Penicillium
chrysogenum, Paecilomyces variotii, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium, Enterobacter
sp., Bacillus cereus ve Klebsiella pneumoniae gibi
bir¢ok mikroorganizma tannazi iretme yetenegine
sahiptir (3-6). Laktik asit bakterileri tannaz
enzimi calismalarinda cok fazla kullanilmamustir.
Ancak sahip oldugu ekolojik avantajla bu alanda
potansiyel teskil etmektedir (2). Yapilan ¢alismada
fermente sebzelerden izole edilen laktik asit
bakterileri mikrobiyel tannaz aktivite yetenekleri
acisindan incelenerek enzim aktivitesi tizerine
etkili faktorler belirlenmeye calisilmistir.

MATERYAL VE YONTEMLER
Test Mikroorganizmalari

Calismada, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumu Mikrobiyoloji laboratuvarinda
daha o6nceki calismalarda fermente Urtinlerden
izole edilen 10 laktik asit bakteri izolat: kullanilmustir
(Cizelge D.

YONTEMLER

Laktik asit bakteri izolatlarinin otomatik
riboprinter® sistem ile tanimlanmasi

Riboprinter sistemi 16S rRNA'yi temel alarak
mikroorganizmalarin tir tayinlerini gerceklestiren
molekiiler identifikasyon sistemidir. Riboprinter
sitemi ile tanimlanacak bakteriye ait 16 S rRNA'nin
EcoRI enzimi ile kesilmesi ve daha sonra jelde
kosturulmasi ve olusan bant buyiiklerinin kullanilan
marker ile kiyaslanarak sistemde bulunan
kiitiphaneki veriler ile benzerligine gore bakteri
isimlendirilmektedir. Benzerlik orani % 85 in
tzerinde oldugunda sonuca gidilmektedir.
Identifikasyon islemleri spesifik kitler araciligiyla,
kullanici talimatlart dogrultusunda gerceklestirilmistir.
Tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesinin
gorsel olarak belirlenmesi

[zolatlar MRS agara ekilerek etivde 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. MRS agarda gelisen
kolonilerden alinarak icerisinde 1 mL substrat
bulunan (pH 5; 33 mmol/L NaH,PO, ve 20 mmol/L
metil gallat iceren) tipte McFarland 3 (9x10°
hiicre/mL) olacak sekilde siispanse edilmistir.
Tipler 37°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra tuplere esit miktarda doymus NaHCOj,
soliisyonu (pH 8.6) ilave edilerek 1 saat oda
sicakliginda birakidmistir. Bu stre sonunda
kahverengiden yesile donen tlpler tannaz pozitif
olarak kaydedilmistir (7).

Gallat dekarboksilaz aktivitesini belirlemek icin
gecelik kiltirden 50 pL alinarak 10 mM gallik asit
iceren 10 ml MRS broth icerisine aktaridmis ve
tiipler 37°C 3 giin inkiibe edilmistir. inktibasyondan
sonra doymus NaHCO; solisyonu (pH 8.6) ile
esit miktarda karistirilarak 37°C’ de 1 saat inkiibe
edilmistir. Besiyeri renginin kahverengiden acik
bir sartya donlismesi dekarboksilaz aktivitesi
acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir (2).

Tannaz aktivitesi gosteren taze kiltirlerden 10
pL alinarak % 2 tannik asit ve % 0.5 Yeast extract



ilaveli Brain Heart Infusion agara ekilmistir. Petriler
37 °C' de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra koloniler etrafinda acik bir zon olusumu
tannaz aktivitesi acisindan pozitif olarak kabul
edilmistir (8).

Tannaz aktivitesinin spektrofotometre ile
belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin tannaz enzimi aktivitesi
Nishitani ve Osawa (9) metoduna gore belirlenmistir.
Elisa petrisine hazirlanan slipernatanttan her bir
kuyucuga 100 pL olacak sekilde dagitilarak
mikroplak okuyucu yardimiyla 450 nm dalga
boyunda okuma yapimistir. Okunan degerler ile
Aspergillus ficuunrdan elde edilen standart ticari
tannaz enzimi kullanilarak hazirlanan standart
egriden yararlanilarak tannaz aktivitesi belirlenmistir.
ince tabaka kromotografisi ile olusan iiriinlerin
belirlenmesi

Besiyerinde tannik asit, gallik asit ve piragallol
olusumu Kwon ve ark. (10)" a gore ince tabaka
kromotografisi (TLC) metodu ile belirlenmistir.

Kiiltiir sartlarinin tannaz aktivitesi iizerine
etkisinin belirlenmesi

En ylksek tannaz aktivitesi gosteren L. curvatus
P3X ile calismalara devam edilmistir. P3X izolati
MRS broth icerisinde gelistirildikten sonra 8000 g
de 20 dakika santrifiij edilmis ve buradan elde
edilen stpernatant calismalarda kullanilmustir.
L. curvatus P3X den elde edilen hicresiz
sipernatantan 50 pL, 5 mL 5 mM metil gallat iceren
33 mM NaH,PO, (pH 5.0) tamponuna ilave edilerek
farkls sicakliklarda (4, 20, 25, 30, 37, 45, 55 °C) 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen bu karisimdan
100 pL alinarak Uzerine esit hacimde doygun
NaHCO; cozeltisi eklenmistir. Bu karisim daha
sonra farkli sicakliklarda 2 saat daha inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra santrifiij edilerek
96 kuyucuklu Eliza petrisine aktarilmis ve 450
nm’ de okuma yapilarak degerlendirilmistir.
Tannaz aktivitesinin optimum pH sin1 belirlemek
icin hticresiz filtrattan 50 pL, 5 mL 5 mM metil
gallat iceren 33 mM NaH,PO, farkli pH lardaki
(3; 4; 5; 6; 7; 8; 9) tampona ilave edilerek 37°C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
her bir karisimdan ayri ayrt 100 pL alinarak esdeger
hacimde doymus NaHCO; ile karistirilarak
37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve daha sonra 450
nm de okutularak degerlendirilmistir.

Hicresiz stipernatandan 50 pL, 5 ml farkli tannik
asit konsantrasyonu (0.4375; 0.875; 1.75; 3.5 ve 7 mM)

iceren fosfat tamponu (33 mM pH 5.0) icerisine
eklenmis ve 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra bu karisimimn 100 pL alinarak
esit hacimde doygun NaHCO; soliisyonu ilave
edilerek 37°C’de 2 saat tekrar inkiibe edilmesinin
ardindan santrifiij edilmistir. Daha sonra bu
karissmdan 100 pL alinarak Eliza petrilerine
aktarilmistir ve 450 nm de spektrofotometre ile
okunmustur.

Cesitli maddelerinin tannaz aktivitesi lizerine
etkisi

Magnezyum klorir (MgCl,), potasyum klorir
(KCD), ¢inko klortr (ZnCl,), civa-II-klortir (HgCl,),
kalsiyum klortir (CaCl,) gibi metal iyonlari, tween
80 (ytizey aktif madde), tire (yapiy1 bozan madde),
selat etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve
inhibitor dimetil stlfoksit (DMSO) ayri ayrt
olarak 5 mL’ lik fosfat tamponunda (33 mM, pH
5.0) 1mM olacak sekilde hazirlanmistir. Daha
sonra L. curvatus P3X ile hazirlanan siipernatantdan
50uL 5 mL’ lik bu karisima ilave edilerek 37° C 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibe isleminden sonra
karisim farkli tiipe alinarak {izerine esit hacimde
olacak sekilde NaHCO; solisyonu ilave edilerek
37°C de 2 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibe
edildikten sonra santrifiij yapilarak siipernatanttan
100 pL 96 kuyucuklu elisa petrilerine aktarilmis
ve 450 nm dalga boyunda okumasi yapilarak
degerlendirilmistir.

Enzim molekiil agriligin belirlenmesi

Tannaz enziminin molekiler buyukliga
Rodriguez ve ark. (11) gore SDS-PAGE yontemi
ile incelenmistir. % 12.5 akrilamid/bisakrilamid
derisimine sahip ayirma jelinde 1000 ve 1200 mU
derisimlerine sahip tannaz enzimi (Sigma, 42395)
ile kiyaslanmistir. Elde edilen protein profilinin
boyut analizi genis aralikli protein marker (Sigma,
M4038) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Protein miktarinin belirlenmesi

Protein derisimi bilinmeyen ¢ozelti Bradford
reaktifi ile muamele edilerek, kore karsi
hazirlanan cozeltinin absorbansti oda
sicakliginda spektrofotometrede okunmustur.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart
protein cozeltileri (BSA) de reaktif ile muamele
edilerek absorbans degerleri 6l¢ilmiis ve dlcim
sonuglari kullanilarak absorbansa karst derisim
grafigi cizilmistir. Derisimi bilinmeyen ¢ozeltinin
protein miktari bu grafikten hesaplanmistir. 5 pL
protein standart ¢ozeltisi 250 pl Bradford soltisyonu
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iceren tip icine aktarilmistir. Rengin stabil hale
gelmesi icin cok kuyucuklu petriye dagitilarak 20
dak oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra plak
spektrofotometrede 595 nm de okutularak protein
miktar1 hesaplanmustir.

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 tanimlanmuistir (Sekil 1).

RzoPrint™ Fattern

Marker
L. curvatus DUP-5017

| L. curvatus P3X
| L. curvatus AS
I
|

L. curvatus P4X

l L. curvatus PS

L. mesenteroides DUP-5402
L. mesenteroides BB2

L. mesenteroides A4X

L. mesenteroides S7.2
L. mesenteroides SZ2

P. acidilactici DUP- 9514
P. acidilactici D1
P. acidilactici D7

Sekil 1.Laktik asit bakterilerinin ribotip profilleri (Standartlar
DUP numaralari ile gésterildi)

Figure 1. Ribotyping profiles of lactic acid bacteria (Standards
were shown with DUP numbers)

Tannaz aktivitesi acisindan gorsel olarak taranan
izolatlarin tannaz ve gallat dekarboksilaz aktivitesi
Cizelge 1'de verilmistir. Izolatlarin hepsinin az veya
cok tannaz aktivitesine sahip oldugu gorilmustiir.

[zolatlarin tannaz aktivitesi kat1 besiyerinde de
dogrulanmustir. Aktivite acisindan gorsel olarak
taranan izolatlardan L. curvatus P3X ylksek aktivite
gostermistir. Gallat dekarboksilaz aktivitesi ise
L. curvatus A5 hari¢ diger izolatlarda negatif olarak
bulunmustur.

[zolatlarin  spesifik tannaz aktivitesi optimum
kosullarda birim olarak 1 unit, tannazin dakikada
1 pmol tannik asidi hidrolize etmesi olarak
hesaplanarak Cizelge 2'de gosterilmistir. Laktik
asit bakterileri 0.56-1.07 U/mL degerleri arasinda
aktivite gdstermistir.

Tannaz hidrolize olabilen tanenlerdeki ester ve
depsid baglarini hidrolize ederek gallik asit ve
glukoz ortaya cikarmaktadir. Tannazin katalizledigi
reaksiyonlarda tannik asit, metilgallat, n-propilgallat,
etilgallat ve izoamilgallat gibi hidrolize olabilen
tanenler gallik asit ve glukoza hidrolize olmaktadirlar.
Olusan trtnler TLC ile tanimlanmaya calistimustir.
[zolatlarm hepsinde gallik asit olustugu gorilmuiistiir
(Sekil 2) .

A4X AS

D7 BB2

PG GA TA P3X P4X P5

Sekil 2. TLC de reaksiyon Urinleri (PG: Pirogallol, GA: Gallik
asit, TA: Tannik asit)

Figure 2. Demonstration of reaction products by TLC (PG:
pyrogallol, GA: gallic acid, TA: tannic acid)

SZ2 SZ6 D1

Calismamizda maksimum aktivite gosteren L.
curvatus P3X susuna ait SDS-PAGE jel gortintiist

Cizelge 1. Laktik asit bakterilerinin gérsel 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 gida izolat Tanimlanan tir Tannaz aktivitesi Gallat dekarboksilaz aktivitesi
Fermented food Isolate  Identified species Tannase activity Gallate decarboxylase activity
Pancar tursusu Pickled beetroots P3X L. curvatus ++ -

Pancar tursusu Pickled beetroots P4X L. curvatus ++ -

Pancar tursusu Pickled beetroots P5 L. curvatus + -

Acur tursusu Pickled cucurbita A5 L. curvatus + +

Biber tursusu Pickled pepper BB2 L. mesenteroides +

Siyah zeytin Black olive Sz2 L. mesenteroides + -

Siyah zeytin Black olive Sz6 L. mesenteroides + -

Acur tursusu Pickled cucurbita A4X L. mesenteroides + -

Domates tursusu Pickled tomato D1 P. acidilactici ++ -

Domates tursusu Pickled tomato D7 P. acidilactici + -

+, Duslk aktivite, ++, orta derecede aktivite, +++, Yiiksek aktivite

+, Low activity, ++, medium activity, +++, high activity



Fermente Gidalardan izole Edilen Laktik Asit...

Cizelge 2. Laktik asit bakterilerinin tannaz aktivitesi
Tablo 2. Tannase activity of lactic acid bacteria

Spesifik tannaz aktivitesi Specific tannase activity

izolatlar Koloni sayimi (kob/mL) U/10” 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
Sekil 3'te verilmistir. Burada da gortilecegi lizere Substrat olarak metil gallat kullanildiginda en

izolatlarin huicresiz filtratlarinda bulunan enzimin yiksek enzim aktivitesi 7 mM metil gallatta
molekuler agirhigt yaklasik olarak 55 kDA olarak saptanmustir (Sekil 6). Tannik asit kullanildiginda

bulunmustur. ise 1.75 mM tannik asitte en ylksek aktivite
gOzlenmistir (Sekil 7).
1000 mU 1200 mU P3N
205 kDA 12 -
116 kDA E
97 kDA = 1
84 kDA =
66 kDA Z 0.8 -
55 kDA =
45 kDA ; oo
g 04
36 kDA b 5 02 |
29 kDA 0 . : . |
24 kDA 0 10 20 30 40 50 60
Sicakhik (“C)
20 kDA Sekil 4. Sicakhigin enzim aktivitesi (izerine etkisi
Figure 4. Effect of temperature on the enzyme activity
~ 100 4
QQ 90 7
= SO -
Sekil 3. L. curvatus P3X ait tannazin molekiler agirhgi % 68 |
(1000mU ve 1200mU ticari tannaz enzimi) £ s0 -
Figure 3. The molecular weight of L. curvatus P3X tannase = 40 -
(1000 mU and 1200 mU of commercial tannase enzyme) = 30 4
= 20
= 10 -
Tannaz Aktivitesi Uzerine Kiiltiir Kosullarinin 0 ‘ '

. e 2 5 7 8 9
Etkisi o 1 2 3 4 5 o6 8 9 10
L. curvatus P3X, izolatini maksimum tannaz pH
aktivitesi 37°C'de elde edilmistir (Sekil 4). Sekil 5. pH nin enzim aktivitesi (izerine etkisi
Optimum pH 5 olarak bulunmustur (Sekil 5). Figure 5. Effect of pH on the enzyme activity

Cizelge 3. L. curvatus P3X tannaz aktivitesi tizerine gesitli maddelerin etkisi
Tablo 3. Effect of different compounds on L. curvatus P3X tannase activity

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

izolat Kontrol MgCl, KClI CaCl, ZnCl, HgCl, Tween 80 Ure 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
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Enzim aktivite si (%)
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Sekil 6. Metil gallat konsantrasyonunun tannaz aktivitesi
Uzerine etkisi

Figure 6. Effect of methylgallate concentration on the
tannase activity
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Tannik asit konsantrasyonu (mM)

Sekil 7. Tannik asit konsantrasyonunun tannaz aktivitesine
etkisi

Figure 7. Effect of tannic acid concentration on the tannase
activity activity

Farkli Maddelerin Tannaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Cizelge 3'te tannaz aktivitesi Uzerine metal iyonlarin
etkisi gosterilmigtir. Hg™ ve Mg” iyonlarnin
varliginda enzim aktivitesi diiserken Ca™ ve Zn*
laktik asit bakterisinin tannaz aktivitesi Gizerine
etki yapmadigi gortilmiistiir. Ayrica bazi stirfaktan
(Tween 80), selat (EDTA), inhibitor (DMSO) ve
yapiyt bozan maddenin de (Ure) tannaz aktivitesine
tesir etmedigi saptanmustir.

TARTISMA

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Enterococcus cinsleri ile taninan laktik asit
bakterileri giinimtizde cesitli fermente gidalarin
uretiminde kullanilmalarindan dolayt yogun ilgi
gormektedir (12). Cesitli fermente trtnlerden
elde edilen laktik asit bakterileri L. mesenteroides,
L. curvatus, P. acidilactici olarak saptanmistir.
Literatirde L. plantarum ve L. mesenteroides
ile tannaz enzim calismalart bulunmaktadir.
Ancak L. curvatus ile tannaz enzim calismasina
rastlanilmamustir.

Test edilen bakterilerin hepsinin az veya ¢ok tannaz
aktivitesine sahip oldugu gorsel metotlarla ve
spektrofotometrik  yontemle  belirlenmistir.
Benzer olarak yapilan calismalarda L. plantarum,
Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacilllus
pentosusun tannaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir (2, 10, 13). Vaquero ve ark. (7) ve
Kostinek ve ark. (14) L. mesenteroidesin tannaz
treticisi oldugunu bildirmistir. L. curvatus A5 haric
diger izolatlarin hi¢ birinde gallat dekarboksilaz
aktivitesi gorilmemistir. Osawa ve ark. (2) laktik
asit bakterilerinin gallat dekarboksilaz aktivitesine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Lactobacillus
gasserinin tannaz aktivitesi gostermedigi ancak
gallat dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar farkli ortamlardan
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tannaz ve
gallat dekarboksilaz aktivitesi gostermedigini de
saptamislar. Hidrolize olabilen tanenler glukoz
ve poliol gruplarinin esterlenmis halleri olup en
basitleri gallotanenlerdir. Gallotanenler glukozun
poligallol esterleridir. Tannaz hidrolize olabilen
tanenlerdeki ester ve depsid baglarini hidrolize
ederek gallik asit ve glukoz ortaya ¢ikarmaktadir.
Tannazin katalizledigi reaksiyonlarda tannik asit,
metilgallat gibi hidrolize olabilen tanenler gallik
asit ve glukoza hidrolize olurlar. Olusan gallik
asit dekarboksilaz enzimi ile dekarboksile olarak
pirogallol olusmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin
gallotanenleri parcaladig: arastiricilar tarafindan
bildirilmistir (15, 16). Test edilen laktik asit
bakterilerinin hepsi ticari tannik asidi hidrolize
ederek gallik asit olusturmustur. Benzer olarak son
yilarda Rodriguez ve ark.(11) L. plantarumun
hiicresiz ekstraktinin tannik asidi biyodegrade
ettigini rapor etmislerdir. Kwon ve ark.(10)
L. pentosus LT7 susunun ¢ok ytksek (60.61
U/10°cfu) tannaz aktivitesine sahip oldugunu
bildirmistir. Bizim izolatlarimiz arasinda ise bu
kadar ylksek aktivite gdsteren olmamistir. Ancak
arastricilanin L. plantarum icin belirttikleri tannaz
aktivite degerleri bizim bulgularimizla benzerlik
gostermektedir. Aradaki farkliligin bir sebebi de
hiicre sayisindaki artisin farkli olmast olabilir.

L. curvatus P3X hicresiz filtratlarinda bulunan
enzimin SDS-PAGE yontemi ile molekuler agirligi
yaklasik olarak 55 kDA olarak bulunmustur. Skene
ve Brooker (17) yaptiklart calismada Selemonasrum
inantiun’dan Uretilen tannazin molekuler agirligini
yaklasik olarak 59 kDa olarak belirlemislerdir.



Maksimum tannaz aktivitesi pH 5'te gortlmisttir.
Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum icin optimum
pH'y1 5 olarak bildirirken Ayed ve Hamdi (13)
L. plantarum ile tannaz Uretiminde optimum pH'y1
6 olarak bildirmislerdir. Test edilen drneklerimizin
enzim aktivitesi icin optimum sicaklik 37°C olarak
belirlenmistir. Sicakligin azalmasi ve yiikselmesi
enzim aktivitesini dbnemli ol¢tide diismeye neden
olmustur. Rodriguez ve ark. (11) L. plantarum
icin optimum sicakligi 30°C olarak bildirmislerdir.
7mM gallat aktivitesinde en yiiksek aktivite elde
edilirken tannik asit icin en ytksek aktivite
1.75mM da elde edilmistir. Metil gallatin siibstrat
olarak kullanildigs bircok calismada L. plantarumun
tannaz aktivitesi incelenmistir (7, 9, 18). Rodriguez
ve ark. (11) tannaz aktivitesi Gizerine substrat
konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir.
Yapilan calismada en ytiksek aktivite 6,25 mM
metil gallat konsantrasyonunda elde edildigini
bildirmislerdir. Calismamizdakine benzer olarak,
arastiricilar substrat konsantrasyonundaki artis ile
tannaz aktivitesinde azalma meydana geldigini
saptamuslardir. Metil gallat gibi kiiclik molekiillerin
hiicre icine kolayca gectigini ve takiben
parcalanma Urtinlerinin hiicre disina ¢iktigt rapor
edilmistir (11). Ancak arastiricilar tannik asit gibi
kompleks bilesiklerin hiicre icine gecemedigini
belirtmislerdir. Arastiricilar 1mM tannik asidin
L. plantarum‘un hicresiz ekstrakt: ile hidrolize
edilebildigini bildirmislerdir. Calismamizda tannik
asit substrat olarak kullanildiginda tannaz aktivitesi
saptanmustir. Diistik substrat konsantrasyonlarinda
ylksek enzim aktivitesi elde edilmesi endustride
uygulama acisindan yarar saglayabilir.

Enzimler aktivator olarak metal iyonlara ihtiyag
duyarlar. Metal iyonlar disiik konsantrasyonlarda
enzimler icin kofaktorler gibi davranirlarken yliksek
konsantrasyonlar ise katalik aktivitenin diismesine
neden olabilirler. Calismamizda Hg* ve Mg™
iyonlarinin varliginda enzim aktivitesi diserken
Ca? ve Zn? laktik asit bakterilerinin tannaz
aktivitesi tizerine etki yapmadigi gorilmustir. K
ise tannaz aktivitesinde az da olsa bir artisa neden
olmustur. Benzer olarak Rodriguez ve ark (11)
K+, Ca* ve Zn* L. plantarum’un tannaz aktivitesi
uzerine etki yapmadigini, Hg+2 ve Mg™ iyonlarinin
varliginda ise enzim aktivitesinin kismen inaktive
oldugunu bildirmislerdir. Kar ve ark. (19) ise 1
mM Ca*®, Zn* ve Hg" metal iyonlarinin tannaz
aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Agir

metallerin inhibitor etkisi literatiirde bildirilmistir.
Civa iyonlart proteinlerin tiol gruplar ile reaksiyona
girerek proteinlerin yapisini bozarlar. Ayrica
civanin ilavesi ile disulfit baglar hidrolitik olarak
parcalanabilir. Bu ise enzim aktivitesinde diismeye
neden olabilir. ki degerlikli iyonlar ise enzimin
agregasyonuna veya spesifik olmayan baglanmaya
neden olabilirler (11). Sabu ve ark (20) Aspegillus
niger tannaz aktivitesinin K- ilavesi ile arttigini,
Ca* ve Zn* iyonlarinin ise enzim aktivitesini inhibe
ettigini bildirmislerdir.

Calismamizda bazi ylzey aktif madde (Tween
80), selat (EDTA), inhibitdér (DMSO) ve yapiy1
bozan madde (Ure)nin tannaz aktivitesine tesir
etmedigi saptanmustir. Bu sonugclara gore test edilen
laktik asit bakterilerine ait tannaz enzim aktivitesi
enzimleri etkileyen ytizey aktif madde, inhibitor
ve yapiyt bozan maddelerden etkilenmemektedir.
Benzer sonuglar L. plantarum tannazi icin Rodriguez
ve ark (11) tarafindan da bildirilmistir. Kar ve ark.
(19) Tween 80'in enzim aktivitesini artirirken 1
mM EDTA nin tannaz aktivitesini inhibe ettigini
belirlemislerdir.

Bu calisma ile L. curvatus'un tannaz aktivitesine
sahip oldugu ilk kez ortaya konmustur. Bazi
meyve sularinin Uretiminde aci-buruk tat (nar
suyu, gilaburu) problem olusturmakta, aciligin
giderilmesi 6nemli isleme asamalarindan birini
olusturmaktadir. Depolanmis bira veya meyve
sularinda tannaz enzimi yardimiyla bulaniklik
olusumu 6nemli dlctide azalma gostermistir (21).
Bu meyve sularinda act buruk tada tanenli
bilesenler neden olmaktadir. Laktik asit bakterileri
tanenleri parcalayan tannaz aktivitesine sahip
oldugundan bu meyve sularinda act ve buruk tadin
giderilmesinde rahatlikla kullanilabileceginden
dogal yolla act ve buruk tat giderilmesinin yaninda
laktik asit bakterilerinin sahip oldugu antimikrobiyel
aktivite ve benzeri 6zellikleri ile trtnlerin raf
omri uzatidmis olacaktir. Yine ileride yapilacak
calismalar dogrultunda bu izolatlarin probiyotik
ozellikleri ortaya kondugu takdirde ginimiizde
yaygin bir kullanim alani bulunan probiyotik
trlin eldesi saglanmis olacaktir.

TESEKKUR
Bu proje Anadolu Universitesi Arastirma Fonu
tarafindan desteklenmistir (BAP-1002F62).
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Ozet

Uziimde bulunan fenolikler, antioksidan aktivite ve antimikrobiyel dzellikleri sayesinde insan saglig:
uzerine olumlu etkileri olan ikincil metabolitlerdir. Bu nedenle fenoliklerin geri kazanimi icin etkin
ekstraksiyon teknikleri gereklidir. Bu calismada, Giziim sanayi yan tirtinti olan tiziim c¢ekirdeginin fenolik
bilesenleri su/etanol ¢oziicti karisimi kullanilarak kati-sivi ekstraksiyon islemi ile ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon islemi, etanol orant (60-90 ml etanol/100 ml ¢ozici), tziim cekirdegi konsantrasyonu
(10-20 g/100 ml ¢oziclh) ve islem stresi (32-120 dk) olan bagimsiz degiskenlerle gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon islemi, toplam fenolik miktari, antioksidan aktivite ve bazi fenolik bilesenlerin miktart icin
yanit-ytizey metodu (RSM) kullanilarak optimize edilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullart maksimum
toplam fenolik (0.254 mg/g), gallik asit (0.143 mg/g), katesin (0.058 mg/g), epikatesin (0.040 mg/g) ve
antioksidan aktivite (67.90 pmol/ml) icin 60 ml etanol/100 ml ¢oziict sistem (etanol+su); 20 g tiziim
cekirdegi/100 ml coziicti; 109 dk ekstraksiyon siiresi, seklinde tanimlanmistir. Genel olarak,
konsantrasyon ve ekstraksiyon stiresinin fenolik ekstraksiyonuna etki eden ¢nemli parametreler oldugu
belirlenmistir (£<0.05).

Anahtar kelimeler: : Uziim cekirdegi, ekstraksiyon, ylizey-yanit 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 pmol/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 (£<0.05).

Keywords: Grape seed, extraction, response surface method, polyphenols, antioxidant
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GIRiS

Tuketicilerin gidalarda kullanilan katki maddeleri
hakkinda daha c¢ok bilgi sahibi olmast ve
fonksiyonel gidalara ilginin artmasi ile birlikte,
gidalarda kullanilabilecek alternatif dogal ve
daha giivenli katki maddeleri Gizerine arastirmalar
artis gostermistir. Uziim, diinyada en cok tiketilen
meyvelerden biridir ve yaklasik %75’i ¢ekirdek
ve kabuklarinda olmak tizere fenolik bilesenler
bakimindan oldukc¢a zengindir. Ozellikle
tziimde bulunan antosiyaninler, antiimflamatuvar,
antioksidan ve antimikrobiyel aktivite gibi giicli
biyolojik fonksiyonlar gostermektedir (1, 2).
Uziimde en ¢ok bulunan fenolikler antosiyaninler,
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit, flavan-3-ol,
flavanoller ve stilbenler olarak tanimlanmustir (3).
Son yillarda, sarap endustrisi yan trlinlerinden ve
atiklarindan fenolik bilesenlerin geri kazaniminda
kullanilabilecek etkin alternatif yontemler tizerine
yapilan ¢alismalar artis gdstermistir. Yu ve Ahmedna,
(4), tizim posasinda bulunan fonksiyonel gruplari
onlarin kompozisyonu ve biyolojik aktivitelerini baz
alarak ozetlemis, sonuc olarak tiziimiin sahip oldugu
fenolik profilinin antioksidatif ve antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Fonksiyonel bilesenlerin bitkilerden ekstrakte
edilmesi 6Gnemli bir proses olup bu alanda uygulanan
pek cok yontem bulunmaktadir. Ekstraksiyon,
fenolik bilesenlerin izolasyonu, tanimlanmasi ve
kullaniminda énemli bir basamaktir (5). Uziimden
fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan
en yaygin yontem kati-sivi ekstraksiyonudur.
Cozicu tipi, ekstraksiyon etkinligini etkileyen en
onemli parametredir. Sarap endustrisi atiklarindan
ve diger bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu
daha etkin hale getirmek icin pek ¢ok yontem
uygulanmustir. Bu yontemler genel olarak hidroalkolik
¢Ozlcl sistemler Uzerine yogunlasmaktadir
(6-10). Polifenollerin polar dogasi, bu bilesiklerin
hidroalkolik ¢6ziiciiler gibi polar protik ortamlarda
daha kolay coziinmesini saglar. Bazi calismalarda,
katesin ve prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda,
etanol/su karisimlarinin aseton ya da metanol/su
karnisimlarina gore daha iyi sonuclar verdigi
gosterilirken (11) diger arastirmacilar tGzim
cekirdeginden katesin, epikatesin ve epigallokatesin
ekstraksiyonunda metanoliin daha iyi oldugunu
belirtmislerdir (12). Uzim ¢ekirdegi ve kabugundan
ya da diger bitkilerden fenolik bilesenlerin
konvansiyonel ekstraksiyon prosedurti kullanilarak
ekstrakte edildigi ve yuksek verimliligin elde
edildigi calismalar bulunmaktadir (13-14). Ekstrakte
edilen maddenin konsantrasyonu arttik¢a
ekstraksiyon etkinligi de dogru orantili olarak artis
goOsterir. Ancak, yiksek ve disik coziicti/kati
oranlari arasindaki denge, maliyet/¢oziicti-atik
miktart dengesi ve yogunlasma etkisinden
kacinma gibi hususlar, ekstrakte edilen bilesik
icin belirlenmelidir. Uzimde bulunan fenolik
bilesenlerin yapt bakimindan c¢esitliligi (15), bu
bilesenlerin ekstraksiyonunun optimize edilmesini
gerektirmektedir. Ekstraksiyon metotlari farkli
parametrelerden etkilendigi ve bu parametreler

birbirleri ile de etkilesimde oldugu icin uygun bir
optimizasyon modeli kullanilmalidir. Ylzey yanit
metodu, deney sayisini azaltirken farkli test
parametreleri arasindaki olast etkilesimlerle de ilgili
istatistiksel modeller olusturabilen matematiksel
bir tekniktir (16).

Ozet olarak, tiziim ve {iziim sanayi yan Uriinlerinden
fenolik bilesenlerin kati-sivi ekstraksiyonu, optimize
edilmesi gereken pek c¢ok arametreye bagl
olarak degisim gostermektedir. Etanol/su ¢oziicu
karisimlarinin, benzer ekstraksiyon etkinliklerine
sahip olmalar1, maliyetlerinin distik olmasi ve
strdurilebilirliginin ylksek olmas: nedeniyle
kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu calismanin
amaci, ¢6zlicu karisim orani, izim c¢ekirdegi
konsantrasyonu ve proses stiresi gibi ekstraksiyon
degiskenlerinin, maksimum toplam fenolik bilesen
ve antioksidan aktivite degerlerinin elde edilmesi
amaciyla yanit-ylizey metodu kullanilarak optimize
edilmesidir. Bu ¢alismada, Giztim ve triinleri sanayi
yan Urlint olan Gzim cekirdeginin fenolikleri
su/etanol ¢oziict karisimi kullanilarak kati-sivi
ekstraksiyon islemi ile ekstrakte edilmistir.
Optimizasyon ic¢in secilen noktalarda ekstratlarin
fenolik bilesenleri sivi kromatografik yontemle
saptanirken antioksidan aktiviteleri oksijen radikal
absorbans kapasitesi degerlerine gore belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan tGziim ¢ekirdegi Denizli’'deki
yerel bir isletmeden temin edilmistir. Hammaddeler
kullanim ve analiz stiresine kadar vakum paketleme
yapilarak -18°C’de saklanmustir. Ekstraksiyon i¢in
kullanilan etanol ve analizler icin kullanilan tim
kimyasallar analitik saflikta olup Sigma Aldrich’'ten
(St. Louis, MO) temin edilmistir. Kromatografik
analiz icin kalibrasyon egrileri katesin, epikatesin ve
gallik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullanilarak
hazirlanmistir.

Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon icin kati-sivi ekstraksiyon teknigi
kullanilmistir. Belirlenen oranlarda ogtitilmis
tzim cekirdegi, farkli oranlarda karistirilmis
etanol:su ¢oziict sistemi ile muamele edilmistir.
Ogltilmis tzim c¢ekirdeginin ortalama partikiil
capi yapilan elek analizi (Tyler elekleri, No 10-140)
ile 490.5 pm olarak bulunmustur. Coziict ile
karistirlan iziim ¢ekirdegi tozu 6rnekleri manyetik
karistirict ile farkli stirelerde oda sicakliginda
(25°C) ekstrakte edilmistir. Sivi kisim karisimdan
vakum altinda filtre edilerek ayrilmistir. Etanol fazi
vakum altinda evaporator kullanilarak uzaklastirilmis
kalan sulu kisim liyofilize edilerek kurutulmustur.
Elde edilen toz ekstrakt vakum paketlerde analiz
anina kadar -18°C’de saklanmustir.

Toplam fenolik madde miktarinin ve
antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Uziim cekirdegi tozu orneklerinin su-etanol
ekstraktlarinin toplam fenol igerigi Folin-Ciocalteu
metoduna gore spektrofotometrik  olarak
belirlenmistir (17). Ekstraktlardan uygun seyreltiler



alinarak 0.2 N5 mL Folin-Ciocalteu ayract ile
karistirllmustir. 5 dakikanin sonunda 4 ml (75 g/L)
doygun Na,CO, cozeltisi ilave edilerek oda
sicakliginda 2 saat karanlikta bekletildikten sonra
olusan mavi rengin absorbansi 765 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Boeco S-20 Spectrophotometer,
Germany) olarak olctilmustir. Standart egri
0.125-2 mg/ml araligindaki farkli konsantrasyonlara
sahip gallik asit kullanilarak elde edilmistir.
Orneklerin toplam fenolik madde icerigi mg gallik
asit esdegeri (GAE)/g olarak verilmistir. Ekstraktlarin
antioksidan kapasiteleri, oksijen-radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) testi kullanilarak belirlenmistir
(18). Peroksi radikal uretici olarak 2,2'-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)
kullanilmis ve antioksidan kapasite floresansin
indirgenme grafiginden elde edilen net degerin
hesaplanmasiyla belirlenmistir. Calisma sonuclari
troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-
karboksilik asit) esdegeri olarak, 1 litre test edilen
cozelti ile ayni antioksidan aktiviteye sahip pmol
cinsinden troloks miktari seklinde verilmistir.
Fenolik bilesenlerin belirlenmesi

Gallik asit, katesin ve epikatesinin standart
stok cozeltileri 5 mg standardin 10 ml saf suda
coziindurilmesi ile hazirlanmustir. Analiz edilecek
farkli ekstraktlar analiz 6ncesi 1:10 kat seyreltme
yapildiktan sonra 0.45 pm membran filtre
kullaniarak filtre edilmistir. Kromatografik analiz
icin HPLC sistem LC Solution yazilimi ile ayrim
modull, pompa, vakum degaz Uinitesi ve diode
array detektorden (DAD) olusmaktadir (Schimadzu,
LC-20AD, Japan). Kromatografik ayrim RP-18 kolon
(150mmx3mm, 5 pm, Phenomenex, Gemini Su
C18, USA) kullanilarak izokratik eltisyon ile
gerceklestirilmistir. Mobil faz, asetonitril (%15, A)
ve 50 mM O-fosforik asit-su (%85, B) karisimindan
olusmaktadir. Enjeksiyon hacmi 25 pl ve kolon
stcakligi 30°C’dir. Kromatografik pikler alikonma
zamanlari baz alinarak tanimlanmistir. Ekstraktlarda
bulunan gallik asit, katesin ve epikatesin

hesaplanan degerler ile nominal konsantrasyonlar
arasindaki % fark karsilastirilarak  analizin
dogrulugu hakkinda bilgi edinilmistir.

Deneysel Tasarim ve Optimizasyon
Ekstraksiyon isleminde degiskenlerin, tzim
cekirdegi 6rneklerinin toplam fenolik madde
miktari, antioksidan aktivitesi ve bazi fenolik
bilesenleri tzerine asil etkileri "Ylzey-Yanit
Metodu" kullanilarak belirlenmistir. Etanol miktari
(FD), kati/¢coziict orani (F2) ve ekstraksiyon stiresi
(F3) bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Bu
faktorler ve seviyeleri Cizelge 1'de gosterildigi
gibidir. islem degiskenlerinin araligi yapilan baz
calismalar incelenerek ve yapilan 6n denemelerden
elde edilen verilere bakilarak belirlenmistir.
Deneme tasarimi, 6 merkez noktast olan 2° tam
faktoriyel tasarima eksenel ve faktoriyel noktalarda
2 tekrarlt (o = £1.68179) olacak sekilde 34 nokta
ile elde edilmistir. Gozlenen sonuclardaki
aciklanamayan degisimlerin etkileri, deneysel
verilerin sirasi rastgele dagitilarak minimize
edilmistir. Her bir cevap icin matematik modeller
coklu regresyon analizi (Design Expert, Stat Ease
Inc., Minneapolis, USA) ile hesaplanmis ve
modelleme, lineer, karesi alinmis ve kesisim
terimlerini iceren kuadratik model ile baslatidmustir.
Her bir cevap icin 6nemli terimler varyans analizi
kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, bitiin
cevaplart tek bir 6l¢tim ile kombine eden istenilen
hedefe ulasma fonksiyonu fenolik icerigin ve
antioksidan aktivite degerlerinin maksimum
oldugu kriter icin gelistirilmistir. Ekstraksiyon
prosesinin optimize edilmesinde ve elde edilen
sonuclarin modele uygunlugunun tespit edilmesinde
Design Expert 10.0 (Stat Ease Inc., Minneapolis,
USA) paket programi kullanilmistir. Bu calismada,
istenilen hedefe ulasma fonksiyonu cevaplarin
(toplam fenolik, antioksidan aktivite, bazi fenolik
bilesenlerin miktar) maksimum degerlerinin
belirlenmesi tizerine kurulmustur.

Cizelge 1. Bagimsiz degiskenler ve faktdriyel tasarim igin seviyeleri

Table 1. Independent variables and levels for factorial design

Degiskenler Independent variables Birim Unit Degisken seviyeleri Factor level
-1 0 +1

F, etanol F1 ethanol ml/100 ml ¢dzucl ml/100 ml solvent 60 75 90

F, UzUm cekirdegi orani F, grape seed ratio 9/100 ml ¢bézlcu g/100 ml solvent 10 15 20

F3 ekstraksiyon sliresi F3 extraction period dakika minute 32 76 120

konsantrasyonu, ilgili ¢ozelti icin hazirlanmis

standart egri ile ekstraktlardaki entegre pik SONUC VE TARTISMA

alanlar1 karsilastirilarak belirlenmistir. Standartlar
icin kalibrasyon egrileri farkli konsantrasyonlardaki
standart 6rnek cozeltilerinin enjekte edilerek
alanlarinin belirlenmesi ve elde edilen alanlarin
konsantrasyonlarina karsi grafiklerin olusturulmast
ile elde edilmistir. Olusturulan grafiklerden
yararlanilarak  6rnek  ekstraktlardaki miktar
belirlenmistir. Metodun kesinligini 6l¢mek icin
analizler ayni giin icerisinde 2 kere ve farkli 2
glinde tekrarlanmistir. Kalibrasyon egrilerinden

Cizelge 2'de her bir (¢oziict sistem, tzim ¢ekirdegi
tozu/coziict (kati:cozlict) orani, ekstraksiyon
stresi) kosul icin tizim cekirdegi ekstraktlarinin
toplam fenol, gallik asit, katesin ve epikatesin
miktarlart ile antioksidan aktivite degerleri
gosterilmektedir. Toplam fenolik madde miktari
0.066-0.309 mg/g degerleri arasinda, gallik asit,
katesin ve epikatesin miktarlari ise sirasiyla
0.006-0.140; 0.008-0.060; 0.0002-0.040 mg/g
degerleri arasinda bulunmustur. Bunun yant sira
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oksijen radikal absorbans kapasitesine gore
belirlenen antioksidan aktivite degerleri ise
15.06-75.72 pmol/ml araligindadir. Uziim ¢ekirdegi
ekstraktlarinda bulunan degerler Yilmaz ve ark.
(19) ve Garcia-Jares ve ark. (20) tarafindan yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. Proses
degiskenlerinin 6nemli etkilerini belirlemek icin
tek bir faktoriin 2 seviyesinin, test edilen ve 6nerilen
islem sonuglarinin karsilastirildigi varyans analizi
(ANOVA) (P<0.05) gerceklestirilmis ve deneysel
veriler icin en uygun model belirlenmistir. Onerilen
modelin regresyon denklem katsayilart ve tim
ana etkilerin istatistiksel 6bnem dereceleri her bir
cevap icin elde edilerek 6nemli olan ve olmayan
etkiler model icerisinde belirlenmistir. Analiz
edilen degiskenlere ait varyans analizi sonuclar
Cizelge 3 de gosterildigi gibidir. En kiictik kareler
yontemi ile kuadratik denklik, tim sonuclar icin
(1-34) model verinin olusturulmasinda kullanilmustir.
Model denklikleri tim faktor seviyeleri icin
uretilmis ve her bir degiskenin tizim ¢ekirdeginden
fenolik madde ekstraksiyonu tzerine etki derecesi
hesaplanmistir. Bagimsiz degiskenler arasindaki
korelasyonlar polinomiyal denkliklerin birinci ve
ikinci derece katsayilart yardimiyla hesaplanmis
ve degerlendirilmistir. Elde edilen modelin belirleme
katsayilart (R» toplam fenolik miktart icin 0.758;
ORAC i¢in 0.5128; gallik asit icin 0.872; katesin
icin 0.761 ve epikatesin miktart i¢in 0.788 olarak
bulunmustur. ORAC degerleri hari¢ diger sonuclar
icin R* degerlerinin yiiksek olmasi deneysel
sonuglar ile onerilen modelden elde edilen teorik
sonuclar arasinda uygun bir korelasyon oldugunu
gosterir. Proses degiskenleri ile toplam fenolik
madde miktar1 (Y1), antioksidan aktivite (Y2),
gallik asit (Y3), katesin (Y4) ve epikatesin (Y5)
miktarlart arasindaki iliski kodlanmis degiskenlere
bagli olarak elde edilmistir. A, etanol miktari; B,
kati/¢ozlict orant ve C ekstraksiyon stiresi olmak
tzere kodlu degiskenlere bagli olarak elde edilen
denklikler (1-5) verildigi gibi olup 6nemli (£<0.05)
proses degiskenleri "*" ile isaretlenmistir.

antioksidan aktivite Gzerinde istatistiksel olarak
onemli dogrusal ve kuadratik etkilerin, tizim
cekirdegi konsantrasyonu ve sire oldugu
belirlenmistir. Uziim ¢ekirdegi konsantrasyonu
ve ekstraksiyon stiresindeki artis sonucu fenolik
bilesen miktarindaki ve antioksidan aktivitedeki
artis dogrusal olmayan bir davranisa sahiptir. Elde
edilen ylizey grafiklerinin analizi, ¢6zlicl sistem,
tzim cekirdegi tozu/coziici (katt: ¢oziicl)
orani, ekstraksiyon stresi faktorlerinin Gzim
cekirdeginden fenolik bilesenlerin ekstrakte
edilmesindeki 6nemli faktorler oldugunu gostermistir.
En ylksek toplam fenolik madde miktar1 50 ml
etanol/100 ml ¢oziict (etanol+su) oranina sahip
orneklerde gozlenirken, en disiik miktar 100 ml
etanol ile ekstrakte edilen 6rneklerde gozlenmistir.
Benzer egilim gallik asit, katesin ve epikatesin
miktarlarinda da belirlenmistir. En diisiik antioksidan
aktivite degerleri 50 ml etanol/100 ml ¢oziict
(etanol+su) ile ekstrakte edilen oOrneklerde
belirlenirken, en yiksek aktivite degerlerine 60 ml
etanol/100 ml ¢ozict (etanol+su) ekstraktlarinda
ulasilmistir. Coziict karisimda suyun miktarinin
artmastyla Gzim cekirdeginden ekstrakte edilen
fenolik madde miktarinda gozlenen artis
antosiyanidinlerin dogada serbest halde degil
sekerlerle glikozit yaparak bulunmasindan da
kaynaklanabilir. Etanol icerisine suyun eklenmesi
ekstraksiyon hizini arttirmustir ancak su miktarinin
daha fazla arttirilmast diger bilesenlerin de ekstrakte
edilmesine ve elde edilen ekstraktta fenolik bilesen
oraninin azalmasma neden olacaktir. Coziict tipi,
ekstraksiyonun verimine etki eden en Onemli
parametredir. Polifenollerin polar yapist nedeniyle
hidroalkolik ¢ozeltiler gibi polar protik ortamlarda
kolayca ¢oziinebilmektedir. Fenolik fraksiyonlar,
diistik polaritedeki ¢ozeltilerin konsantrasyonunun
artmasi ile karisimdaki alkol konsantrasyonu
degistirilerek daha kolay elde edilebilir (21).
Ekstraksiyon cozeltisi olarak alkol kullanildigi zaman,
tuzim cekirdeklerinden fenolik madde salinimi
ekstraksiyon siresinin bir fonksiyonu olarak

Y,=0.14+4.967x10°B+0.031C*+0.040BC*+0.023B? (D)
Y,=43.08-2.01A+2.84B+8.16C+5.51AB-1.97AC+3.83BC-7.34A%-8.08B-1.48C? (@)
Y;=0.051-8.475x10°A+5.988x10°B+1.314x10*C-1.127x10°AB-2.973x10°AC-1.94x10*BC-7.381x10*A%+0.023B*+0.0232C*  (3)
Y,=0.024-3.591x10°A+3.025x10B-3.042x10°C-7.834x10“BC+7.828x10°B*+9.373x10°C* 4)
Y5=8.592x107+1.316x10°B-1.194x10°C-1.124x10°BC+7.099x10°B*+7.643x10°C** 6))

Model deneysel verilere uygunluk gostermekte
ve secilen degiskenlerin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir. Etanol
miktar1 ekstraksiyon isleminin diger bagimsiz
degiskenlerine nazaran daha az etki gostermistir.
Bu nedenle, ylizey-yanit grafikleri, etanol miktari
60 ml/100 ml ¢oziicii olacak sekilde sabitlenerek
elde edilmistir. Sekil 1 ve 2, toplam fenolik, gallik
asit, katesin ve epikatesin miktarlari ile antioksidan
aktivite degerini ekstraksiyon siiresi ve Uuzim
cekirdegi konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak gostermektedir. Toplam fenolik madde,
gallik asit, katesin ve epikatesin miktari ile

oldukca yiiksek hizda gerceklesmektedir. Ancak,
bu durumda, su kullanildig1 zaman kati-sivi temas
stresi dnemini yitirmektedir. Bunlarin yani sira
farkli fenolik bilesenlerin elde edilmesi icin farkli
cozicu sistemleri kullanilabilmektedir. Bazi
arastrmacilar katesin ve prosiyanidinlerin etanol/su
karisimi ¢ozict sistemi kullanilarak daha kolay
ekstrakte edildigini bildirmislerdir (11). Bazi
arastirmacilar ise, katesin, epigallokatesin ve
epikatesinlerin Gzim c¢ekirdeginden metanol
kullanilarak daha fazla ekstrakte edildigini
bildirmislerdir (12). Bunun yant sira, diisiik etanol
miktariin  kullanildigr sulu ekstraksiyonlarda,



organik asitler kullanilarak elde edilen disik pH
degerlerinde tiziim cekirdeginden etkin polifenol
ekstraksiyonun gézlendigi calismalar bulunmaktadir
(22-23). Uzum cekirdeginden elde edilen
fenoliklerin karakterizasyonunda tek tek fenolik
bilesenlerin ekstrakte edilme verimlerinin yani sira
toplam fenolik madde ekstraksiyon veriminin elde
edilmesi amaclanmalidir.

Gizelge 2. Ylizey-yanit metodu igin Ug faktdrli merkezi kompozit dizayn
Table 2. Three-factor central composite design for response surface method

etkilerinin incelendigi bu calismada ¢ozgen
konsantrasyonu ve ekstraksiyon stresinin fenolik
madde ekstraksiyonuna etki eden dnemli parametreler
oldugu belirlenmistir. Ozet olarak, Uuzim
cekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
optimize edilmesi gereken pek ¢ok faktore bagli
olarak degismektedir. Uzim c¢ekirdeginden
fenoliklerin ekstraksiyonunda kullanilabilecek

Std  Sira Faktor 1 Faktor 2 Faktér 3 Yanit 1 Yanit 2 Yanit 3 Yanit 4 Yanit 5
Std Run A:Etanol B:kati:¢ozlici C:sire (dk)  Toplam fenolik ORAC Gallik asit Katesin Epikatesin
(ml/100 ml gézlict) (g/100 ml gézlcl) Factor 3 (mg/q) (umol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/q)
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) (umol/mi) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
11 1 90° (+1)° 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 1 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

Gergek deger® (kodlanmis deger)® Real values® (coded values)’

Ekstraksiyon prosesinde artan c¢ozlci/kats
oranlarinin ekstraksiyon verimini olumlu yonde
etkiledigi belirtilmektedir (5). Ancak, yiiksek ve
diistik katt oranlarinin kullanimi, ¢oziicii augi ile
maliyet ve doygunluk etkileri arasindaki dengenin
islem Oncesinde belirlenmesi gerekmektedir.
Kullanilan ekstraksiyon stresi islem icin gerekli
enerji miktarint ve yiiksek oranda bilesen geri
eldesini optimize etmek icin belirlenmesi gereken
en Onemli faktordir. Bu calismada, artan
ekstraksiyon siireleri izim ¢ekirdeginden fenolik
madde ekstraksiyonunu olumlu yonde etkilemistir.
Uziim ¢ekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
lizerine ¢Ozucl sistemin, tzim cekirdegi tozu
konsantrasyonunun ve ekstraksiyon slresinin

en uygun ¢oziictlerin etanol, metanol ve aseton
iceren sulu karisimlar oldugu belirtilmektedir. Bu
cozictler icerinden etanol hem polifenollerin
ekstraksiyonunda ytiksek verim gostermesi hem
de glivenli olmast nedeniyle en cok tercih edilen
¢cozucldur. Aynt zamanda, kullanidan katt miktarin
arttirllmast ekstraksiyon verimini arttiracaktir ancak
yiksek konsantrasyonlar ekstraksiyon verimini
dustrebilmektedir.

Ekstraksiyon yonteminin optimizasyonu
Uziim cekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
icin optimum kosullar, maksimum toplam fenolik
madde miktar1, antioksidan aktivite degerleri ve
fenolik bilesen miktari kriterlerini elde edebilecek
sekilde belirlenmistir. Uztim ¢ekirdeginden fenolik
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Gizelge 3. Fenolik bilesenlerin Gzim ¢ekirdeginden ekstraksiyonuna ait varyans analizi (ANOVA) sonuglari
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) results for the extraction of phenolic compounds form grape seed

Kaynak DF~ Kareler toplami Kareler ortalamasi F degeri p degeri
Source DF* Sum of squares  Mean square F value p-value
Toplam fenolik Total phenolic

Model 4 0.067 0.017 3.58 0.0173®
Lack of fit 10 0.047 4.73x10° 1.02 0.4649°
Pure error 19 0.088 4.64x10°

Total error 33 0.20

ORAC

Model 9 5116.05 568.45 1.14 0.3721°
Lack of fit 5 1864.22 372.84 0.70 0.6273°
Pure error 19 10060.52 529.50

Total error 33 17040.80

Gallik asit Gallic acid

Model 9 0.030 3.31x10° 1.77 0.1262°
Lack of fit 5 0.018 3.61x10°® 2.57 0.0616°
Pure error 19 0.027 1.41x10°

Total error 33 0.075

Katesin Catechin

Model 6 3.38x10° 5.63x10* 2.09 0.0873°
Lack of fit 8 2.88x10° 3.60x10* 1.56 0.2023°
Pure error 19 4.38x10° 2.31x10*

Total error 33 0.011

Epikatesin Epicatechin

Model 5 2.30x10° 4.60x10* 3.33 0.01742
Lack of fit 9 1.70x10% 1.89x10* 1.66 0.1679°
Pure error 19 2.16x10° 1.14x10*

Total error 33 6.16x10°

*Serbestlik derecesi;  6nemli; ® Gnemsiz *Degrees of freedom; * Significant; ® non-significant

Toplam fenolik madde
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Total phenolic content
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Total phenolic content
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C': process period (min) - B: kati:¢dziicti orani (g/ml)

(g/ml) B: solid:solvent ratio

(g/ml)

Sekil 1. Sabit etanol miktarinda (60 ml/ 100 ml ¢dziicl) konsantrasyon ve ekstraksiyon siresinin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite miktarina etkileri igin yanit-ytizey 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 mi solvent) on total phenolic compound and antioxidant activity

bilesen ekstraksiyonu icin optimize kosullar 100 ml ¢oziict; 109 dk ekstraksiyon stiresi seklindedir.
Cizelge 4 de gosterildigi gibidir. Bu calismada, Elde edilen degerler genelde birbirlerine yakin
belirlenen aralik icinde elde edilen optimum bulunmustur. Optimum kosullar icin elde edilen
ekstraksiyon parametreleri: 60 ml etanol/100 ml toplam fenolik madde miktar1, gallik asit, katesin,
¢Ozucl sistem (etanol+su); 20 g iztim ¢ekirdegi/ epikatesin miktarlart ve antioksidan aktivite
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Sekil 2. Sabit etanol miktarinda (60 ml/ 100 ml ¢dzlici) konsantrasyon ve ekstraksiyon suresinin gallik asit, katesin ve
epikatesin miktarlarina etkileri icin yanit-ylizey ve kontur grafikleri

Figure 2. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 mi/ 100 ml solvent) on total gallic acid, catechin and epicatechin compound

degerleri sirastyla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 pmol/mldir. Bu
sonuglar istenilen hedefe ulasma fonksiyonu 0.855
olan kosullar secilerek verilmistir. Elde edilen sonuglar
Casazza vd. (24)’'nin tUzim cekirdeklerinden
etanol:su karisimi kullanarak yaptigi calismadaki
degerlerden (55.98+0.58 mg GAE/g, toplam
fenolik) yiiksek bulunmustur. Medouni-Adrar vd.
(25) ise %65 etanol iceren sulu ekstraksiyonda
tzim c¢ekirdeginin toplam fenolik miktarini
87.99-95.97 mg GAE/g araliginda belirlenmislerdir.
Krishnaswamy vd. (26), izim cekirdeginden
%30 etanol iceren sulu ekstraksiyonda toplam
fenolik miktarinin 13.5+0.48 mg GAE/g oldugunu
rapor etmislerdir.

SONUC

Kati-sivi ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon
etkinligine etki eden pek cok faktdr bulunmaktadir.
Bu faktorlerin iyi bir sekilde belirlenmesi ve uygun
deneysel tasarimin olusturulmasi i¢in ytizey-yanit
yontemi etkin bir sekilde kullanilabilir. Bu

calismada, tztim ¢ekirdeginden fenolik madde
ekstraksiyonu Uzerine ¢ozlcli sistemin, Ulizim
cekirdegi tozu konsantrasyonunun ve ekstraksiyon
stiresinin etkileri ile bu parametrelerin etkilesimleri
incelenmistir. Genel olarak, ¢6zgen konsantrasyonu
ve ekstraksiyon stresinin  fenolik madde
ekstraksiyonuna etki eden en 6nemli parametreler
oldugu  belirlenmistir.  Fenolik madde
ekstraksiyonunun optimizasyonunda belirlenen
istatistiksel ~ modelde  kullanillan ~ bagimsiz
degiskenlerin, tiziim cekirdegi tozundan aktif
bilesenlerin geri kazanimi: ve degerlerinin
belirlenmesi icin yeterli oldugu belirlenmistir. Bu
model icin belirlenen optimum kosullar, 60 ml
etanol/100 ml ¢6zlcl sistem (etanol+su); 20 g
tzim ¢ekirdegi/100 ml ¢ozicl; 109 dk ekstraksiyon
stiresi seklindedir. Optimum kosullar icin elde
edilen toplam fenolik madde miktari, gallik asit,
katesin, epikatesin miktarlart ve antioksidan aktivite
degerleri sirasiyla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 pmol/ml’dir.

Gizelge 4. Ug faktérli kompozit dizayn modelinde belirlenen optimum kosullarda elde edilen degerler
Table 4. Estimated values of three-factor design model at optimum conditions

Gozim no Etanol Uziim gekirdegi  Ekstraksiyon siiresi  Toplam fenolik ORAC Gallik asit Katesin Epikatesin
Solution (ml/100 ml)  konsantrasyonu (dakika) (ma/g) (umol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/qg)
number Ethanol (9/100 ml) Extraction period  Total phenolic ORAC Gallicacid ~ Catechin  Epicatechin

(ml/100ml)  Grape seed (minute) (mg/g) (umol/mi) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

concentration
(9/100ml)

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

*istenilen hedefe ulasma fonksiyonu *Desirability function
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Ozet

Cronobacter spp., bebeklerde ve cocuklarda hayati tehlike yaratan menenjit, sepsis ve nekrotizan
enterokolit enfeksiyonlarinin énemli bir sebebidir. Cesitli klinik vakalarda Cronobacter spp. enfeksiyonu
ile bebek mamasi tiiketimi epidemiyolojik olarak iligkili bulunmustur. Bu arastirmada bebek mamasinda
patojenin hizli tanist i¢in direkt PCR yontemi tizerine modifikasyon calismalart yapilmistir. Bebek
mamasinda direkt PCR yontemi ile 10° KOB/mL diizeyinde ve 4 saatlik On zenginlestirme sonrasinda
uygulanan PCR yontemi ile 1 KOB/mL seviyesinde Cronobacter spp. belirlenebilmistir. Cronobacter
spp- tespitinde uygulanan PCR yonteminin kilttirel belirleme yontemlerine oranla daha hizli ve daha
duyarli oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Cronobacter spp., bebek mamast, 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 10?
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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GIRIS

Son vyillarda 6nemi artan bir patojen olan
Cronobacter spp. (eski adi ile Enterobacter
sakazakii), bebeklerde hayati risk olusturan
menenjit, sepsis ve nekrotizan enterokolit
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Henliz tam
olgunlasmamis bagirsak yapisina sahip olan
prematire, 28 ginden kucuk, dustik dogum
aguligina sahip ve medikal bakim goren bebekler
Cronobacter spp. enfeksiyonu riski altindadir
(1-3). Cronobacter spp. enfeksiyonunun gortilme
orant 12 aydan kuiciik bebekler icin 1/100 bin
iken, disik dogum agirligina (<1500 g) sahip
bebeklerde bu oran 9.4/100 bin'dir. Dogal yasam
alani bilinmemekle beraber; bakteri gidadan,
cevreden ve farkli klinik kaynaklardan izole
edilmistir. Yenidogan bebeklerde gorilen
enfeksiyonlar sebebiyle Cronobacter spp.'nin,
bebek mamasi ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Salginlar da ¢ogunlukla yenidogan bakim
unitelerinde gerceklesmektedir. Cronobacter
spp. ozmotik ortam ve kurutma gibi cevresel
stres kosullarina diger Enterobacteriaceae liyelerine
kiyasla daha direnclidir ve diistik su aktivitesine
sahip olan bebek mamasinda (0.25-0.5 a,,) uzun stire
canliligint korumaktadir. Ancak, epidemiyolojik
arastirmalar bebek mamasinin yant sira, hastane
ortamlarinda mamalarin  hazirlanmasi  icin
kullanilan ara¢ ve gerecleri de kontaminasyon
kaynagi olarak gostermistir (4-8).

Uluslararas:  Mikrobiyolojik — Spesifikasyonlar
Komisyonu (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods; ICMSF)
Cronobacter spp.'yi potansiyel olarak yasami
tehdit eden ya da onemli kronik sekellere yol
acan ciddi bir tehlike olarak tanimlamus ve Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve
tip B gibi gida kaynakli ya da Cryptosporidium
parvum gibi su kaynakli patojenler ile ayni grupta
yer almasina karar vermistir. Bakterinin, yeni
dogmus bebeklerin tist gastrointestinal sistemlerinde
distik pH kosullartyla karsilasmayacagi ve hizla
ince bagirsaklara gecerek enfeksiyona neden
olabilecegi belirtilmistir.

Cronobacter spp. ilk kez 1958 yilinda Ingiltere'de
iki bebegin 6limu ile sonuclanan bir salginda
yenidoganlarla iliskilendirilmistir. Son donemde
yapilan arastirmalarda ise Cronobacter tirleri
icerisinde yalnizca C. sakazakii, C. malonaticusve
C. turicensis'in neonatal enfeksiyonlarla iliskili

oldugu bildirilmistir (2, 4, 6, 9). Bakteri, en ¢ok
yeni dogmus bebekler ve 3 gtinlik ile 4 yas arasi
cocuklarda hastaliga neden olarak kendini
gostermis olup, hastaliga yakalanan bebeklerde
olim oranmin % 40-80 oldugu ve hayatta kalanlar
icin stiregelen sorunlarin norolojik rahatsizliklarla
sonuglanabildigi bildirilmistir (10). Bunun tzerine
toz bebek mamasi kullanimi ile ortaya c¢ikan
enfeksiyon riskini azaltmak icin uygun stratejilerin
uygulamasina yonelik cabalar artmistir.

Son yillarda Cronobacter spp. izolasyonunda var
olan yontemlere alternatif daha hizli, etkin ve
glvenilir yontem arayisina gidilmis ve bu konuda
arastirmalar yogunluk kazanmustir. Patojenlerin
analizinde kullanilan klasik yontemlerde analiz
strelerinin uzunlugu 6nemli bir dezavantajdir.
Molekiiler teknikler, bakterilerin tanimlanmasi,
karakterizasyonu  ve  siniflandirilmasinda
buytk oneme sahiptir. Bu nedenle patojen
mikroorganizmalarin tespitinde DNA'ya dayali
teknikler olduk¢ca 6nem kazanmis ve ozellikle
PCR teknigi klasik yontemlerin yerini alabilecek
hizli ve duyarlt bir alternatif olarak 6ne ¢ikmustir.
Cronobacter spp.'nin  genetik tiplendirme
calismalarinda tim gen bolgelerinin analizine
imkin saglayan, siniflandirma ve karakterizasyonda
oldukca hizli bir ydntem olan PCR temelli teknikler
kullanilmaktadir. Ribozomal 16S tRNA geni, 16S
ve 23S rRNA genleri arasinda yer alan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi ile thdF, rpoA, rpoB,
ompA, recNve gluA gibi hedef genler Cronobacter
spp.'nin tantmlamasinda kullanilan genlerdir (11-21).

Bu arastirmada direkt PCR uygulamasi ile bebek
mamasinda Cronobacter spp.'nin tespitinde klasik
kulttrel belirleme yontemine kiyasla daha hizli
ve duyarli bir yontem gelistirilmesi ama¢lanmustir.

MATERYAL ve YONTEM

Bebek mamasi

Materyal olarak kullanilan toz bebek mamasi
(baslangi¢), Turkiye Atom Enerjisi Kurumu'nda
(TAEK, SANAEM, Ankara) 10 kGy dozda
isinlanarak sterilize edilmistir.

Bakteri kiiltiirii

Arastirmada, C. muytjensii ATCC 51329, C.
sakazakii (bebek ek gidasindan izole edilerek
molekiiler tanist gerceklestirilen sus G73), bakteri
kultirleri kullanilmistie. Cronobacter tirlerine 6zgli
primerlerin spesifikliginin tespitinde ise referans



bakteri kultirleri 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 kullanilmistir.
-20°C'ta dondurularak muhafaza edilen bakteri
kultirleri denemelerden 6nce Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck) besiyerine inokiile edilmis ve
37°C'ta 24 saat inktbe edilerek aktive edilmistir.

Bebek mamasi 6rneklerinin inokiilasyonu

Bebek mamasi, tretici firmanin hazirlama talimati
dogrultusunda steril su ile hazilanmistir. Geri alma
calismalarinda belirli sayida (10'-10° KOB/mL)
C. muytjensii ATCC 51329 susu steril bebek
mamasma katulip homojen bir sekilde
kanistirildiktan sonra herhangi bir 6n zenginlestirme
islemi yapilmaksizin buradan alinan 6rnekte hedef
bakterinin hangi sayida geri alinabilecegi tespit
edilmeye calisilmistir. Bu belirlemeler DNA
izolasyon kiti kullanilarak ve kaynatma yontemi
ile ayr1 ayr gerceklestirilmistir. Tkinci agsamada
steril bebek mamasi 6rnekleri standart sus ile
inokiile edilmis (yaklasik 10°, 10' ve 102
KOB/mL) ve 4; 6 ve 8 saatlik 6n zenginlestirme
islemi uygulanarak hedef bakterinin direkt PCR
yontemi ile belirlenmesi i¢in gerekli optimum 6n
zenginlestirme stiresi saptanmustir.

DNA izolasyonu

C. muytjensii ATCC 51329 standart susu inokiile
edilmis bebek mamalarindan DNA izolasyonu iki
farkli yontemle gerceklestirilmistir. Birinci
yontemde bebek mamasindan C. muytjensii ATCC
51329 DNA izolasyonu Fermantas Genomic DNA
Purification Kit #K0512 yardimiyla gerceklestirilmistir.
DNA kiti ile izolasyon i¢in 5 mL bebek mamast
ornegi 12000 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis
(Sigma 3K30) ve elde edilen pelet 200 pL
Tris-EDTA (TE)'da ¢oziilmustiir. Daha sonra 400 pL
lizis cozeltisi eklenerek 65 °C'ta 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 600 pL kloroform
eklenerek 12000 x g'de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Islem sonrasinda st faz alinip 800 pL presipittasyon
cozeltisi eklenerek 12000 x g'de 2 dakika yeniden
santrifij edilmis ve silpernatant tamamen
uzaklastirilmistir. Elde edilen DNA peleti 100 pL
1.2 M NaCl'de ¢ozuldiikten sonra tizerine 300 pL
soguk etanol eklenerek -20°C'ta 10 dakika
bekletilmistir. 12000 x gde 4 dakika santrifiij
isleminden sonra etanol uzaklastirilip pelet
50-100 mL TE icerisinde ¢oztlmuistiir. Ekstraktlar

kullanilincaya kadar -20 °C'da muhafaza edilmistir.
ikinci yontemde ise bebek mamasi 6rneginde
bulunan bakteriler kaynatma yontemi ile lize
edilerek DNA'lart agiga cikarilmis ve buradan
PCR asamasina gecilerek hedef bakterinin varlig
tespit edilmeye calisilmistir (21). Bu amagla 1 mL
bebek mamasi 6rnegi 16000 x g'de 10 dakika
santrifiij edilmis (Sigma 3K30) ve elde edilen
pelet 1 mL steril damitik suda ¢ozilmistiir. Elde
edilen stspansiyon isitici blokta (Thermolyne
17600 Dri-Bath ) 100 °C'ta 10 dakika kaynatildiktan
sonra 5000 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis,
stiipernatanttan alinan 10 pL yeni bir Eppendorf
tiptine aktarilarak PCR isleminde kullanilmustir.

DNA'nin PCR'da amplifikasyonu

PCR analizlerinde kullanilan 16S rRNA spesifik
primerleri National Center for Biotechnology
Information (NCBD veri tabaninda bulunan
Cronobacter tirlerine ait 16S rRNA dizileri ile
karsilastirllarak %100 homolojiyle uygunlugu
belirlenmistir. Belirlenen primer dizileri ile
Cronobacter spp.'nin 16S rRNA gen bolgesinin
929 baz ciftlik (b¢) bolimu cogaltilmistir. PCR
reaksiyonunda kullanilan Cronobacter turlerine
0zgl primerlerin oligontikleotit 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' seklindedir. PCR
reaksiyon karisimi; 0.05 U/mL Taq DNA polimeraz,
4mM MgSOy, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4
mM dGTP ve 0.4 mM dTTP iceren PCR master
mix (Fermantas), 50 pM forward primer (Thermo)
ve 50 pM reverse primerden (Thermo) olusmaktadir.
Uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon
karisimma PCR islemi uygulamustir. PCR dongisi;
94 °C'ta 2 dakika 6n denatlrasyon, 94 °C'ta 30
saniye, 58 °C'da 30 saniye, 72 °C'ta 30 saniye (50
dongt) ve 72 °C'ta 5 dakika son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmistir.

Agaroz jel elektroforezi

[zolasyonu yapilan DNA ornekleri icin %1'lik
agaroz jeller, PCR sonucunda elde edilen
amplikonlarin analizi icin %1.5'lik agaroz jeller
kullanilmistir.  Agaroz, 1X TBE (Tris-Borik
asit-EDTA; 10X TBE: 0.9M Tris, 0.9M Borik Asit
ve 0.02M EDTA) tamponunda eritildikten sonra
DNA'nin ultraviyole 1sik altinda gorinmesini
saglayan etidyum bromtr ilave edilerek tarak
iceren elektroforez kasetine dokulmustir. Jel
polimerize olduktan sonra 1X TBE iceren
elektroforez tankina yerlestirilmistir. DNA 6rnekleri
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ve PCR triinlerinden 10'ar pL alinarak, 2'ser uL 6X
yiikleme boya cozeltisi (Fermantas) ile karistirilarak
jeldeki kuyucuklara ytuklenmis ve ilk kuyucuga
yiklenen 100 b¢'lik DNA ladder (GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder, Fermantas) esliginde 90V
elektrik akiminda yaklasik 90 dakika yurttilmustiir.
Daha sonra jel, jel gortuntileme sistemi ile
bilgisayarda incelenerek goriintileri kaydedilmistir
(Gel Logic 200 Imaging System, Kodak).

SONUC ve TARTISMA

Bebek mamalarindan Cromnobacter spp.
tespitinde direkt PCR yonteminin duyarlilig:
Geri alma calismalarinda belirli sayida (10'-10°
KOB/mL) C. muytjensii ATCC 51329, bebek
mamast ortamina katilip homojen bir sekilde
karstirildiktan sonra buradan alinan 6rnekte direkt
PCR yontemi ile hedef bakterinin hangi sayida
geri almabilecegi tespit edilmistir. Hedef bakterinin
tespiti DNA izolasyon kiti ve kaynatma islemi
olmak tizere iki farkli yontemle geceklestirilmistir.
On zenginlestirme islemi uygulanmaksizin DNA
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu gerceklestirilen
ve ardindan PCR uygulanan orneklerin agaroz jel
gorlntileri Sekil 1'de verilmistir. Bu yontem ile
bebek mamalarinda en disik 10°KOB/mL
dizeyinde bakteri kontamine edilen bebek
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Sekil 1. Rekonstitle bebek mamasinda direkt PCR yéntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (DNA izolasyon kiti kullanilarak
gerceklestirilen yéntem). M: Marker (100 bp DNA ladder),
PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan
cogaltiimig PCR driinu), NK: Negatif Kontrol

Figure 1. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR (DNA Isolation Method 1). PCR
products amplified from infant formula containing 10" to 10°
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)

mamasindan DNA izolasyonu gerc¢eklestirilirken,
10 KOB/mL diizeyinde bakteri kontamine edilen
bebek mamalarindan izole edilen DNA 6rnekleri
jelde gozlenmemistir. Bebek mamasinda
Cronobacter spp. tespitinde DNA izolasyon kiti
ile elde edilen en diisik belirleme limiti (102
KOB/mL) Wang ve ark. (22) tarafindan bildirilen
degere (1.2x10° KOB/mL) gore daha disik
olmasina karsin Seo ve Bracket (23) tarafindan
belirlenen degerle (1.0x10* KOB/mL) oldukc¢a
benzerlik gostermektedir.

Belirli sayida C. muytjensii ATCC 51329 standart
susu ile kontamine edilmis bebek mamalarindan
DNA izolasyonu yapilmadan, kaynatilarak elde
edilen hiicre lizatindan hazirlanan stipernatant,
kalip DNA olarak kullanilmis ve bu 6rnekler de
spesifik primerler kullanilarak PCR islemi
uygulanmistir. Bu 6rneklere ait PCR Urlnlerinin
jel gorintisi Sekil 2'de verilmistir. Uygulanan bu
yontem ile bebek mamalarinda Cronobacter spp.
tespitinde limit deger 10 KOB/mL olarak
belirlenmistir. 10%; 10? ve 10° KOB/mL dlizeyinde
yapilan kontaminasyonlardan hazirlanan jellerde
6zgln bant gdzlenmemistir. Sonuclar incelendiginde
direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp. tespitinde,
DNA izolasyon kiti ile uygulanan yontemin
kaynatma yontemine gore daha duyarli oldugu
saptanmistir.
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Sekil 2. Rekonstitiie bebek mamasindan direkt PCR yéntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (kaynatma yéntemi). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA'sindan ¢ogaltilmis PCR iriind), NK:
Negatif Kontrol

Figure 2. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstitu-
ted infant formula by PCR (DNA Isolation Method 1l). PCR
products amplified from infant formula containing 10" to 10°
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)



Arastirma kapsaminda PCR analizlerinde kullanilan,
Cronobacter tirlerine 6zgii 16S rRNA gen
bolgesinin 929 b¢'lik DNA fragmentini ¢cogaltan
primerlerin spesifikligi belirlenmistir (Sekil 3). Bu
amacla C. muytjensii ATCC 51329 standart susu
disinda bebek mamast ve ek gida bilesenlerinden
yaygin olarak izole edilen ve tanimlanan bakteriler
ile ozellikle bebeklerde potansiyel enfeksiyon
etkeni bakteriler referans olarak kullanilmustir.
Belirli sayida (10° KOB/mL) test bakterileri ile
kontamine edilmis bebek mamasinda yapilan
direkt PCR sonrasinda C. muytjensii ATCC 51329
ve sekans analizi sonucu C. sakazakii olarak
tanimlanan G73 kodlu sus disinda diger bakteriler
icin jelde bant gozlenmemis ve kullanilan
primerlerin Cronobacter spp. icin spesifik oldugu
belirlenmistir.

On zenginlestirme sonrasi direkt PCR yontemi
ile bebek mamalarindan Cronobacter spp.
tespiti

Yapilan calismalarda Cronobacter spp.'nin bebek
mamalarindaki kontaminasyon diizeyinin oldukca
diisiik sayilarda (0.36-66 KOB/100 g) oldugu
bildirilmistir (1). Bu nedenle Cronobacter spp.
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Sekil 3. Cronobacter tirlerine 6zgl primerlerin spesifikliginin
tespiti. M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol
(C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan c¢ogaltiimis PCR
Uriinu),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)

tespitine yonelik mevcut yontemlerde bakterinin
geri kazanim oraninit artirmak icin zenginlestirme
islemi uygulanmaktadir. Arastirma kapsaminda
bebek mamasi 6rneklerinde, selektif olmayan 6n
zenginlestirme ortaminda (rekonstitiie bebek
mamasy) 37 °C'ta 4; 6 ve 8 saatlik inkiibasyon
streleri kullanilarak yaklasik 10 10' ve 102
KOB/mL seviyesindeki hedef bakterinin direkt
PCR yontemi ile belirlenmesi icin gerekli en kisa
On zenginlestirme stiresi saptanmustir. Belirli sayida
bakteri ile kontamine edilmis ve 6n zenginlestirme
islemine tabi tutulmus bebek mamasi 6rneklerinden
DNA izolasyon kiti ve kaynatma yoOntemi ile
DNA izolasyonu yapilmis, ardindan PCR islemi
gerceklestirilmistir. Bu orneklere ait PCR irtinlerinin
agaroz jel gortintlleri Sekil 4 ve Sekil 5'de verilmistir.
DNA izolasyon kiti kullanilarak kontamine edilmis
bebek mamalarinda vyalnizca 4 saatlik 6n
zenginlestirme isleminin uygulanmasi ile 1
KOB/mL seviyesinde Cronobacter varligt tespit
edilebilmistir (Sekil 4). Buna karsin kaynatma
yontemi uygulanarak gerceklestirilen direkt PCR
yontemi ile 4 saatlik 6n zenginlestirme islemi
sonrasinda 10 KOB/mL seviyesinde Cronobacter
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Sekil 4. Rekonstitlie bebek mamasindan 6n zenginlestirme
sonrasi direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp. tespiti (DNA
izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilen yéntem). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA'sindan ¢ogaltiimigs PCR drtind), NK:
Negatif Kontrol

Figure 4. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method ). PCR products amplified from infant for-
mula containing 10° to 10?7 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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Sekil 5. Rekonstitie bebek mamasindan én zenginlestirme
sonrasi direkt PCR ydntemi ile Cronobacter spp. tespiti
(kaynatma ydntemi). M: Marker (100 bp DNA ladder), PK:
Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan
¢ogaltiimig PCR Uriind), NK: Negatif Kontrol

Figure 5. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method 1l). PCR products amplified from infant
formula containing 10° to 10° 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).

belirlenebilirken, 6 saatlik 6n zenginlestirme
sonrasinda Cronobacter tespitinde limit deger
1 KOB/mL olarak saptanmistir (Sekil 5). On
zenginlestirme islemi sonrast direkt PCR yontemi
ile Cronobacter tespitinde, DNA izolasyon kiti ile
gerceklestirilen yontemin (4 saatlik bir 6n
zenginlestirme ile 1 KOB/mL duyarlilikta tespit)
kaynatma yontemine gore daha duyarl oldugu
ve bu yontemde daha kisa bir 6n zenginlestirme
stresine ihtiya¢ duyuldugu saptanmistir. Buna
karsin analiz maliyeti goz Ontine alindiginda 6
saatlik bir 6n zenginlestirme ile kaynatma
yonteminin (1 KOB/mL duyarlilikta) daha avantajli
bir yontem oldugu belirlenmistir.

Cronobacter spp. tespitinde PCR yOnteminin,
kilttrel belirleme yontemlerine gore etkinligi,
bircok arastirmaci tarafindan karsilastirmali olarak
arastiilmis ve PCR yonteminin, kiltirel belirleme
yontemlerine oranla daha hizli ve daha duyarlilikta
sonu¢ verdigi bildirilmistir. Gutierrez-Rojo ve
Torres-Chavollo (24) tarafindan yapilan arastrmada,
direkt PCR yOntemi ile 10° KOB/mL dizeyinde
Cronobacter spp. tespit edilirken, 8 saatlik selektif
zenginlestirme ile yapilan PCR sonucunda 1
KOB/mL diizeyinde Cronobacter spp. saptanmustir.

Arastiricilar tarafindan 50 bebek mamasi 6rnegi
klasik yontem ve direkt PCR yontemi ile analiz
edilmis ve analiz sonrasinda PCR yontemi ile
39 ornekte Cronobacter spp. pozitif olarak
dogrulanirken, klasik yontemde 31 ornekte pozitif
olarak dogrulanmistir. 16S-23S rDNA genini
kodlayan ITS gen bolgeleri hedef alinarak yapilan
baska bir arastirmada, TagMan prob ve SYBR
Green temelli olmak tzere iki farkli real-time
PCR teknigi ile Cronobacter spp. toz bebek
mamast Orneklerinde 1.1 KOB/100 g seviyesinde
tespit edilebilmistir (12). Mohan Nair ve
Venkitanarayanan (21), tarafindan vyapilan
arastirmada, bebek mamasinda direkt PCR yontemi
ile 10°KOB/mL diizeyinde ve 8 saatlik zenginlestirme
sonrasinda 0.1 KOB/mL diizeyinde Cronobacter
spp. belirlenmistir. Zimmermann ve ark. (14)
tarafindan real-time PCR ve ompA hedef geni
kullanilarak toz bebek mamasinda Cronobacter
spp.'nin hizli tespitine yonelik yapilan diger bir
arastirmada, brain heart infusion (BHI) broth
besiyerinde 12 saatlik zenginlestirme ile 10
KOB/g duizeyinde hedef bakteri tespit edilmistir.
Yapilan bir diger ¢alismada ise, kantitatif real-time
PCR ile cgcA hedef geni ve TagMan prob kullandarak,
toz bebek mamasinda zenginlestirme islemi
yapilmaksizin 1100 KOB/g, tamponlanmis peptonlu
suda gerceklestirilen 6 saatlik zenginlestirme
sonrasinda ise 2 KOB/25 g (0.08 KOB/g)
dizeyinde C. sakazakiibelirlenebilmistir (25).

Standart kiltiirel yontemle (ISO/TS 22964)
Cronobacter spp. izolasyonu ve biyokimyasal
identifikasyonu icin 6 gtinliikk bir zaman dilimine
ihtiyac duyulmaktadir (26). Bu arastirmada,
bebek mamasindan Cronobacter spp. tespitinde
(1 KOB/mL diizeyinde) uygulanan direkt PCR
yontemi ile kit kullanilarak yalnizca 10 saat,
kaynatma yontemi ile ise yalnizca 12 saat sonunda
sonu¢ alinabilmektedir. Biyokimyasal izolasyon
ve tani yontemleri kullanilarak yapilan kultire
dayali yontemlerin bazi dezavantajlart vardair.
Bunlar; izolasyon ve tani i¢in uzun zaman
gereksinimi, tiir diizeyinde kesin tani yapilmasinda
karsilasilan yanlis negatif sonuclar ve belki de en
onemlisi hasar gormiis mikroorganizmalarin
kulttrel yontemlerle gelistirilmesinde karsilasilan
zorluklardir. Bu ve benzeri nedenlerle gidalardan
patojen mikroorganizmalarin aranmasinda direkt
PCR yonteminin kullanilmast son zamanlarda
tzerinde c¢ok durulan bir konudur. Klinik



mikrobiyolojide patojenlerin izolasyonunda PCR
temeline dayali yontemler patojen aranmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin
diger bazi avantajlart da canli fakat kultard
yapilamayan (viable but non-culturable; VBNC)
mikroorganizmalarin da belirlenmesine olanak
saglamakta, aynt anda cok sayida oOrnek ile
calistlmasina olanak tanimaktadir. Yitksek duyarlilik
ve secicilik gibi avantajlarinin yant sira, hizli ve
otomasyona uyum saglayan bir yontem olarak
kabul edilmektedir (27).

Arastirma sonunda, Cronobacter spp. tespitinde
klasik kiiltiirel yonteme gore daha kisa stirede ve
yuksek duyarlilikta sonu¢ veren PCR bazlt bir
yontem gelistirilmistir. Kontamine edilmis bebek
mamalarinda yalnizca 4 saatlik bir 6n zenginlestirme
sonrasi uygulanan direkt PCR yontemi ile 1
KOB/mL diizeyinde hedef bakteri belirlenebilmistir.
Bebek mamalarinin Cronobacter spp. ile
kontaminasyon diizeyinin oldukca distik oldugu
g6z ontine alindiginda kisa stireli bir zenginlestirme
islemi ile kombine edilerek uygulanan PCR
yonteminin, bebek mamalarinda Cronobacter
spp. tespitinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi
ortaya konmustur.
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Ozet

Gidalarin olast saglik yararlart Uizerine artan toplum ilgisi, gida endustrisini fonksiyonel gidalarin
gelistirilmesi yontinde tesvik etmektedir. Besleyici degeri bulunan ve saglik i¢in faydali olan bu gidalarin
uretiminde, birincil enerji kaynagi olan karbonhidratlar buytik 6nem arz etmektedir. Temel bir
karbonhidrat ve bitkisel gida bileseni olan nisasta gidalara 6nemli fonksiyonel gida ozellikleri
kazandirabilmektedir. Enzime direncli nisasta (EDN) saglikli insanlarin ince bagirsaklarinda sindirime
diren¢ gosteren nisasta olarak tanimlanmakta ve bu ozelligi ile diyet lif gibi davranmasi sayesinde
fonksiyonel gida katkist olarak gidalarda kullanilabilmesi nedeniyle nisastanin fonksiyonel gida ozelligine
en onemli 6rneklerden birini teskil etmektedir. EDN; hidrotermal islemler, mikrodalga uygulamast,
ekstriizyon islemi, ultrasonikasyon islemi, enzim uygulamasi, kimyasal uygulamalar ve tim bu islemlerin
bir veya birkacinin kombinasyonu kullanilarak tretilebilmekte ve cesitli gidalara katkilanarak fonksiyonel
gida tretiminde kullanilabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Fonksiyonel gida, enzime direncli nisasta (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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GIRiS

Glnlimuzde insanlar, daha saglhkli ve kaliteli
yasam diizeylerine ulasmak icin saglik sorunlarini
tedavi ettirmek yerine Onleyici tedbirler almayi
tercih etmektedirler. Beslenme sekli ve tercihi
saglikli bir yasam icin bu oOnleyici tedbirlerin en
basinda gelenidir. Bu nedenle tiiketicilerin besleyici
ozelliginin yani sira sagligi da gelistirici 6zellige
sahip gidalar olarak tanimlanan fonksiyonel
gidalara olan talebi (1, 2, 3), uluslararas: gida
endustrisini sagliga faydali yenilik¢i gida tirtinleri
gelistirme yoniinde daha cok arastirma yapmaya
yoneltmistir (3, 4). Diyabet, kardiyovaskiiler
rahatsizlik ya da obezite gibi kronik rahatsizliklarla
olan iliskisi sebebiyle de gidalarin glisemik
indeks degerleri, bu kapsamda yogun olarak ele
alinan gilincel arastirma konularindan birisi
olmustur (5). Karbonhidratlarin, insan diyetindeki
3 temel enerji kaynagindan (karbonhidrat, yag,
protein) birisi olmast ve viicutta enerji verici
olarak ilk sirada kullanilmasi sebebiyle (6) diisiik
glisemik etkiye sahip karbonhidrathi gidalar
tzerinde oldukea fazla ¢alisma yapilmaktadir (4).
Bu gidalar cogunlukla diyet lifce zengin olmakta ve
prebiyotik olarak da bagirsak florasini desteklemeleri
nedeniyle fonksiyonel gida trtinleri olarak
degerlendirilebilmektedir.

Tuketildikten sonra sindirilmeden disari atilan
gida bilesenleri olarak da tanimlanan diyet liflerin,
beslenmede gidalarla tiketimi saglikli bir yasam
icin oldukca onemlidir. Diyet lifler insanlardaki
sindirim enzimlerine diren¢ gostermekte ve ancak
bagirsaklardaki bakteriler tarafindan fermente
edilebilmektedir (7). Duistik glisemik etkiye sahip
olan diyet lifce zengin, islenmis gidalart elde etme
konusunda ise gidalarda yaygin ve ylksek
miktarlarda bulunan nisasta biiytik 6nem tasgimakta
ve endustriyel anlamda bircok amag i¢in yaygin
olarak kullanilabilmektedir. Nisastanin; kalinlastirict,
kolloidal stabilizator, jellestirme ajani, hacim arttiricy,
su tutucu ve yapistirict olarak kullanilabilmesi
yaygin kullanimina 6nemli 6rnekler teskil etmektedir
(8). Tim bu kullanimlarinin yani sira nisasta; cesitli
islemlerden gecirildikten sonra diyet lif o6zelligi
gosteren, sindirim enzimlerine direncli bir nisasta
formuna da donusturilebilmekte ve bu nisasta
fiziksel ve besinsel acidan fonksiyonel 6zellige
sahip bir gida kaynagi ve katki maddesi olarak
da kullanilabilmektedir (9).

Bu calismanin amaci; diyet lif 6zelliginde olan
enzime direncli nisastanin (EDN); tiplerini,
ozelliklerini, sindirim enzimlerine karst en
ylksek dirence sahip Tip 3 EDN (EDN3) olusum
mekanizmasini, EDN uretim yontemlerini ve
kullanim amaclarini incelemektir.

NISASTA

Temel bitkisel gida bileseni olarak bilinen nisasta
(10), insan diyetindeki en 6¢nemli karbonhidrat olup
viicutta temel enerji kaynagt olarak kullanidmaktadir
(11, 12). Nisasta, besleyici degerinin yaninda
bircok gidanin bilesiminde yer almasi nedeniyle
gidalara 6nemli fonksiyonel oOzellikler de
kazandirmaktadir (13).

Nisastanin grantiler yapisinin incelenmesiyle,
granilin kristal ve amorf bolgeler icerdigi ve
heterojen bir yap1 gosterdigi tespit edilmistir (14).
Grantlde, amorf ve yarikristal biiylime halkalar
birbirini takip etmektedir. Amorf bolge, amiloz
ve kristal yapida olmayan amilopektinden;
yartkristal biytime halkalart ise birbirini dontisimli
olarak takip eden amorf ve kristal tabakalardan
meydana gelmektedir (15).

Nisastanin kimyasal yapist incelendiginde ise;
ana bilesenlerin glikozdan olusan lineer yapidaki
amiloz ve dallanmis yapidaki amilopektin oldugu
gorilmektedir (16-18). Ayrica; graniilde cok dusiik
miktarlarda protein, fosfor, lipit ve mineral de
bulunmaktadir (18, 19).

Amiloz ve amilopektin polimerleri glikoz
birimlerinden olusmaktadir fakat fizikokimyasal
ozellikleri bakimindan oldukg¢a farklidirlar (16).
Amiloz, a-D-glikoz birimlerinin a-1,4 glikozidik
bagt ile baglanmasi sonucu olusan lineer bir
polimerdir. Amilopektin ise a-D-glikoz birimlerinin
o-1,4 glikozidik bagi ile baglanmasi ve a-1,6
glikozidik bagi ile dallanmast sonucu olusan
dallanmus bir polimerdir (20, 21). Amiloz:amilopektin
orani, nisasta kaynagina bagldir ve 15:85 oranindan
35:65 oranina kadar degisebilmektedir (20).
Nisastadaki amiloz icerigi, nisasta kalitesinin
belirlenmesinde temel faktordir (18) ve genel
olarak, grantler nisastadaki EDN icerigi amiloz
icerigi ile dogru orantilidir (22).

Nisastanin Jelatinizasyonu ve Retrogradasyonu
Dogal nisasta graniilleri soguk suda ¢oziinmezken
(23), vyeterli su iceriginde uygun sicakliga
ulasildiginda nisasta grantlt su alip sismekte ve
grantildeki molektler sira ve kristal yapinin
bozulmast sonucu granilin deforme olmastyla
cozinme  gerceklesmektedir (24, 25). Bu
deformasyonla birlikte amiloz zincirleri graniilden
cikarak suya gecmekte ve burada yeniden
organize olarak aralarinda suyu hapsetmektedir
(8). Viskozitenin yiikselmesine neden olan bu
olaya jelatinizasyon adi verilmektedir.
Jelatinizasyon sonucu olusan yiksek viskoziteli
yapt stabil degildir ve zamanla jel halini almaktadir
(21). Olusan jelin bekletilme periyodu uzun
stirerse, nisasta zincirleri arasinda hidrojen bag:
nedeniyle olusan etkilesim artmakta ve bu zincirler
ikili sarmal yapi seklinde yeniden organize olmaya



baslamaktadir (8, 26). Amiloz zincirleri arasindaki
bu yeniden organize olma haline nisastanin
retrogradasyonu adi verilmekte ve olusan bu yeni
kristal yapi sindirim enzimlerine karst daha fazla
diren¢ gostermektedir (27). Baska bir ifade ile
retrogradasyon; jelatinize olmus nisastanin yeniden
kristalizasyonu ve nisastanin enzime daha direncli bir
hal kazanmast olarak tanimlanabilmektedir (13, 28).
Bugday nisastast 52-66°C arasinda jellesmekte
olup (29), bu jel yapinin retrogradasyonu lzerine,
nisastanin her iki polimerinin de etkisi bulunmaktadir
(30, 31). Ancak amiloz ve amilopektinin retrograde
olma ozelligi birbirinden olduk¢a farklidir.
Amilopektin, retrograde olmaya cok yatkin degildir
ve retrograde olma stresi oldukca uzundur. Amiloz
ise amilopektine gore daha kisa stirede retrograde
olabilmektedir (13, 32, 33). Bu nedenle;
amiloz:amilopektin orant ne kadar yuksekse
retrogradasyon o kadar hizli gerceklesmekte ve
amiloz bakimindan zengin olan nisastalardan
daha fazla EDN meydana gelmektedir (11).

ENZIME DIRENCLI NISASTA

Potansiyel saglik faydalari ve fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle fonksiyonel gida katkist olarak kullanilan
EDN, giinimtizde gida endustrisinde daha fazla
yer almaktadir (4). Saglikli insanlarin ince
bagirsaklarinda sindirime diren¢ gosteren nisasta
olarak tanimlanan EDN (34), insan sindirim
sistemindeki enzimlerce hidroliz edilemedigi icin
kalin bagirsaga ulasabilmekte ve kalin bagirsak
mikroflorasi tarafindan anaerobik fermantasyon
substrati olarak kullanilabilmektedir (35). EDN
konusunda vyuritilen calismalarda, EDN’nin
fizyolojik fonksiyonlarinin diyet lif ile benzer
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (9). Tum
bu nedenlerden dolaytr EDN; bagirsakta yararh
bakterilerin gelisimini destekleyen ytksek
oranda fermente olabilir bir diyet lif olarak
da tanimlanabilmektedir (36).

Gidalardaki EDN, fiziksel ve kimyasal ¢zelliklerine
gore 4 farkli tip olarak siniflandirilmaktadir.
Bunlardan EDN1, sindirim icin fiziksel olarak
erisilemeyen, 6gitiilmemis veya kismen 6gutilmus
tahil gibi taneli gidalarda rastlanilan EDN tipi
iken; EDN2 ¢ig patates, yesil muz ve baklagillerde
bulunan dogal granutl halindeki ya da jelatinize
olmamis EDN tipidir (13, 34, 37, 38). EDNS3,
retrograde ya da kristalize nisasta olarak bilinmekte
(37, 38), pisirilip sogutulmus ekmek ve patates
gibi gidalardaki nisasta bu EDN tipine 6rnek
olarak verilebilmektedir (34). Bu EDN tipi, yiiksek
sicaklikta dahi ¢ozlinmeye karst oldukca direnclidir
(14) ve daha ¢ok gida isleme tekniklerinin etkisiyle
olusmaktadir (21, 30). EDN4 ise, kimyasal olarak
modifiye edilmis EDN tipidir (37, 38). Modifiye
etme islemi; eterlestirme, esterlestirme ve capraz
baglama gibi kimyasal yontemlerle yapilmakta

ve bu sekilde nisastaya sindirime karst direng
kazandirilmaktadir (37).

Gidalarin EDN verimi nisastanin kaynagina, islem
tipine, amiloz:amilopektin oranina, fiziksel forma,
jelatinizasyon derecesine ve 1sitma, sogutma ve
depolama kosullarina baglidir. Bircok gida
isleme teknigi EDN1 ve EDN2’yi azaltmakta ya
da tamamen yok etmektedir. Ancak bu EDN
tiplerinin EDN3’e dontisme potansiyelleri de
bulunmaktadir. EDN4 icin ise bazi gida giivenligi
kisitlamalart bulunmakta, bu da kullanimini
sintrlandirmaktadir (4). EDN tizerine yapilmis
olan ¢alismalarin biiytik bir kismi, termal stabilitesi
ve sindirim enzimlerine karsit direnci ytiksek olmasi
sebebiyle EDN3 tizerinde yogunlasmustir (38, 39).

EDN3 Olusum Mekanizmasi

Gidalardaki EDN olusumu ve miktart; botanik
kaynak, gida prosesi, amiloz:amilopektin orant,
molekitllerin zincir uzunlugu ve amiloz-lipit
kompleksi varligi gibi cesitli faktorlere bagli
olmast nedeniyle farkli nisastali gidalar arasinda
cesitlilik gostermektedir (10).

Gida katki maddesi olarak en ¢ok kullanilan EDN
ttiri olan EDN3, farkli kaynaklardaki nisastalarin
hidrotermal islemlerle jelatinizasyonundan sonra
meydana gelen retrogradasyon sirasindaki
kristalizasyonla olusmaktadir (40, 41). Jelatinizasyon
asamasi, vyeterli sicaklik ve su varliginda
gerceklesmekte olup bu asamada nisastanin
graniiler yapist dagilmaktadir (25). Nisasta jeli so-
gudugunda meydana gelen retrogradasyon asa-
masinda ise, nisastanin fraksiyonlarindan biri
olan amiloz geri dontistimstiz olarak yart kristal
cozinmez bir hale gecmektedir (32). Bu duruma
sebep olan ve EDN3in sindirime direng
gostermesinde  kabul edilen mekanizma,
jelatinizasyon sonrasinda yogunlasmis ¢ift sarmal
yapilar icerisine hidrojen bagi kuvvetlerinin
etkisiyle lineer amiloz parcalarinin hizalanmasidir.
Bu diizenlenme o-1,4 glikozidik baglara amilaz
enziminin ulagmasini engellemektedir (4). Biitiin
bu olaylar sonucunda olusan nisasta EDN3 adini
almaktadir.

EDN3 tretimi ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda,
EDN3'in  yapisal  karakteristiklerinin ~ ve
fizikokimyasal — oOzelliklerinin  farkli  Uretim
metotlarindan etkilendigi belirtilmektedir (38,
42). Hidrotermal islemler, ekstrizyon islemi,
mikrodalga uygulamasi, enzim modifikasyonu ile
amilopektindeki dallanmis yapinin azaltilmasi, ultra
yliksek basing ve ultrasonikasyon uygulamalari
gibi islemler kullanilarak EDN3 retimi
gerceklestirilebilmektedir (38).

EDN Uretim Yontemleri
EDN saglik icin faydalidir fakat bircok tahil bazli
gidada az miktarda bulunmaktadir (36). Bu nedenle
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gidalarin EDN miktarini arttirmak amaciyla,
EDN3 tretiminde uygulanan islemler ve bunlarin
kombinasyonlarina ek olarak kismi asit hidrolizi
gibi farkli yontemler gelistirilmistir.

Hidrotermal islemler ile EDN tiretimi

EDN tretimi icin yaygin kullanilan yontemlerden
biri, su varliginda 1sil isleme maruz kalan
saf nisastanin kontrolli olarak sogutulmasiyla
retrogradasyonun saglanmasidir (36). Bu 1sil islem;
1s1 ve basincin bir kombinasyonu olan otoklavlama
yoluyla da uygulanabilmektedir.

Pisirme sonrasindaki sogutma isleminde nisastanin
ktictik bir kismi retrogradasyona ugramakta ve
yeniden diizenlenen nisasta polimerleri sindirim
boyunca enzimatik aktiviteye diren¢ gostermektedir
(36). Pisirme ve sogutma islemlerinin birka¢ kez
tekrarlanmasiyla daha fazla EDN tretilebilmektedir
(36, 43). Bunun sebebi sindirilebilir nisasta
fraksiyonlarinin tekrar pisirme esnasinda yeniden
disperse olmast ve sogutma sirasinda kristallesmenin
daha fazla gerceklesmesidir (36). Retrograde
nisastanin suda ¢oziinme sicakligt 110-120°C oldugu
icin yeniden olusan kristaller sonraki pisirme
asamasinda degrade olmamaktadir (21, 36).
Konuyla ilgili olarak yapilan bir calismada tam
bugday ununa 1:15 un:su oraninda 7 dongl
pisirme ve dondurma islemi uygulanmis ve her
tekrarlanan dongiiyle EDN miktarinin 6nemli
derecede artt1g1 tespit edilmistir (36).

Mikrodalga uygulamasi ile EDN tiretimi
Dielektrik 1sitma ile 1sty1 madde icerisine dagitan
ve molekillerin enerjisini hizli bir sekilde arttiran
mikrodalga, termal enerjinin etkili bir kaynagidir
ve nisastanin modifikasyonunu da iceren cesitli
alanlarda standart bir teknik olarak kullanilmaktadir
(44, 45). Mikrodalga enerjisi maddenin tim
hacminde homojen etki, daha fazla penetrasyon
derinligi ve secici absorpsiyon sagladigi icin
geleneksel 1sitma isleminden daha etkilidir (46).
Canna edulis bitkisinin nisastasinda yapilan bir
calismada, nemlendirilen nisastaya mikrodalga
uygulanmis ve uygulama sonucunda EDN
olusumunun dogal nisastaya gore 2 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir (47).

Ekstriizyon islemi ile EDN tiretimi

Ekstriizyon; termal ve mekanik enerji olusumunun
gerceklestigi (48), makarna ve kahvaltlik tahillar
gibi nisasta bazli gidalarda yaygin kullanilan bir
isleme teknigidir. Burada kisa bir stire uygulanan
yiksek miktarda mekanik enerjiyle yiiksek
sicakligin  birlesimi; jelatinizasyon, erime ve
parcalanma gibi nisastanin yapisal degisikliklerini
desteklemektedir (49).

Nisastanin fizikokimyasal karakteristikleri;
ekstriizyondaki sicaklik, nem ve enerji girisiyle
degismektedir (48, 50). Ekstriizyon isleminde
nisastanin parcalanmasi, kullanilan nisasta tipine
ve vida hizi, sicaklik ve nem igerigi gibi ekstriiderin
islem kosullarina baghdir (49).

Ekstriizyon islemi ile meydana gelen mekanik
kesme gticii amilopektinin dallarindaki glikozidik
baglart rastgele kirmakta, fakat grantler
nisastadaki sert kristalleri daha belirgin bir bicimde
birlestirmektedir (49). Bu durum EDN miktarini
arttiricr etki gostermektedir.

Konuyla ilgili olarak yapilan bir calismada; yiiksek
amilopektinli, normal ve ytiksek amilozlu misir
nisastasi sulandirildiktan sonra ekstriizyon islemine
tabi tutulmus ve yalnizca ylksek amilozlu misir
nisastasinda daha ytiksek EDN olustugu tespit
edilmistir (49).

Ultrasonikasyon islemiyle EDN tiretimi

Gida isleme ve muhafazasinda, ytiksek verim, kisa
islem stiresi, gelismis kalite 6zellikleri, disik
isletme ve bakim maliyeti gibi faydali etkileri
olan ultrasonikasyon (51), polimerlerin kimyasal
modifikasyonunu desteklemede modern, ¢evre
dostu ve etkili bir metottur (52). Sicaklik, frekans,
enerji miktart ve islem stresi gibi ultrasonikasyon
parametreleri; nisastanin tipi, kompozisyonu ve
konsantrasyonu kadar grantil morfolojisi Gizerinde
etkilidir (51).

Ultrasonikasyon; tahrip edici etkiye sebep olan
basing degisimlerini ve yerel hizlar: tesvik etmektedir.
Bu da grantilde catlak ve gdzenek olusumuna sebep
olmakta (51) ve graniile hasar vererek uzun zincirlerin
uygun boyutlara parcalanmasini saglamaktadir.
Parcalanan zincirlerin yeniden diizenlenmesi ile
olusan cift sarmal yap1 ultrasonikasyon tarafindan
desteklenmektedir. Bu durum EDN icerigini arttirict
etki gostermektedir (38).

Niltifer (lotus) tohumu nisastast tizerinde yapilan
bir calismada EDN tretimi icin nisastaya otoklav,
mikrodalga ve ultrasonikasyon-otoklav islemleri
ayri ayrt uygulanmis ve ultrasonikasyon-otoklav
isleminin EDN olusumunda daha etkili oldugu
tespit edilmistir (38).

Enzim wuygulamasiyla EDN tiretimi

EDN tretiminde enzimatik uygulamanin ana hedefi,
pullulanaz ve izoamilaz kullanim: ile dallanmis
amilopektin zincirlerinin diiz zincirlere dontismesini
saglamak (53) ve dallart kismen ayrilmis
amilopektin tretmektir. Bu yontemle uretilen
EDN, ytiksek kristallige sahip modifiye bir nisasta
olmasinin yani sira, sicakliga ve sindirime de daha
direnclidir (54).

Konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢calismada; dogal
ve jelatinize kirmizi barbunya nisastas: pullulanaz



enzimiyle hidrolize edildikten sonra otoklavlanmis
ve soguk depolama yapildiktan sonra liyofilize
edilmistir. Elde edilen sonuc¢lara gore enzimatik
hidroliz uygulanan ve retrograde edilen jelatinize
nisastada daha fazla EDN olustugu tespit edilmistir
(55).

Bes farkli baklagil unu (mercimek, nohut, bakla,
kirmizi ve beyaz barbunya) ile yapilan bir ¢calismada
ise EDN uretimi icin pullulanaz enzimi kullanilmis
ve barbunya unu nisastalarinin EDN’ye dontismeye
daha elverisli oldugu sonucuna varlmustir (54).
Konuyla ilgili olarak yapilan bir diger calismada,
a-amilaz ve pullulanaz ile birlestirilen bir metot
kullanilarak misir nisastasindan EDN Uretilmistir.
Dogal musir nisastasina kiyasla a-amilaz ile islem
gbrmis musir nisastasinin, daha kisa amiloz
zincirleri icerdigi tespit edilmistir. Amilopektinin
pullulanaz tarafindan parcalanabilmesi icin fayda
saglayan bu durumun, amilopektinden ayrilan
kisa amiloz zincirlerini ¢ift sarmal yapiya
donusturebilecegi  belirtilmistir. Dogal misir
nisastast ile musir direncli nisastasi kiyaslandiginda
ise musir direncli nisastasinda kristallenmenin
artti@1 gorulmus ve kristallerin artan yogunlugu,
nisasta parcalayan enzimlere direnci de buytik
olgtide arttirmastir (4).

Simule edilen mide ve ince bagirsak sisteminde
gerceklestirilen bir baska calismada ise; a-amilaz
ve pullulanaz enzimleri uygulanan misir nisastast
orneklerinde sindirime gosterilen direncin,
yuksek basin¢ uygulanan orneklerden daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (38, 56).

Kimyasal wygulamalaria EDN tivetimi

Kimyasal islem, modifiye nisasta hazirlamada
endustride yaygin kullanilan uygulamalardan biridir
ve kimyasal ajanlarla modifiye edilen nisastalar
bazi sinirlamalarla birlikte gida katkist olarak
endustride kullanilabilmektedir. Bu yontemle
EDN tretimi de mimkundir (57).

Capraz baglama, nisasta jelinin fonksiyonel
ozelliklerini gelistirmek, donma-¢oziilme ve soguk
depolama stabilitesi saglamak, granili stabilize
etmek ve nisasta graniliinlin rastgele bolgelerine
ic ve ara baglar eklemek icin kullanilan, kimyasal
modifikasyon tekniklerinden biridir. Bu islem,;
grantler nisastaya cok fonksiyonlu reaktiflerle
(sodyum trimetafosfat, sodyum tripolifosfat vb.)
muamele edildiginde, nisasta molekiilti tizerindeki
hidroksil guruplart arasinda eter ya da ester
baglarinin olusmasiyla gerceklesmektedir. Bu
sekilde sindirime diren¢ kazanan nisasta, Tip 4
EDN (EDN4) olarak siniflandirilmaktadir (58, 59)
ve bu nisastanin kimyasal ve fonksiyonel ozellikleri;
nisastanin kaynagina, reaksiyon kosullarina
(suire, sicaklik, pH, katalizor varligy), reaktant tipi
ve konsantrasyonuna baglidir (59).

Konuyla ilgili olarak yapilan bir calismada, musir ve
bugday nisastasinda uygun reaksiyon kosullarinin
optimize edilmesiyle capraz baglama islemi
gerceklestirilmis ve islem sonucunda sicaklik ve
ozellikle de pH artisiyla EDN iceriginin arttigi
tespit edilmistir (59).

Diger bir kimyasal modifikasyon tiri olan asit
hidrolizi ile yapilan bir calismada ise; piring
nisastasina organik asit ve hidrotermal islem
uygulanmis ve nisastanin karakteristik 6zellikleri
ve EDN olusumu tizerinde en etkili olan organik
asidin sitrik asit oldugu tespit edilmistir (11).
Bunun sebebi; fazla miktarda sitrik asit ¢ozeltisi
icerisinde 1sitilan nisastalarda, islem boyunca
granll disina ¢ikan nisasta zincirlerinin sitrik
asitle kolaylikla tepkimeye girmesi ve sitrik
anhidritin nisasta zinciri tizerindeki hidroksil ile
yer degistirmesidir (58).

EDN tiretiminde kombine wygulamalar

EDN dretimi icin, bahsedilen islemler 6rneklere
ayrt ayrt ya da bu islemlerin kombinasyonlar:
seklinde uygulanabilmektedir. Birden fazla islemin
birlikte uygulanmasi, gidalardaki EDN olusumunu
desteklemekte ve miktar bakimindan daha fazla
EDN olusumu saglamaktadir.

Bu konuda yapilan bir calismada golevez nisastasina
uygulanan hidrotermal islem - enzim uygulamasi
- retrogradasyon - kurutma kombinasyonuyla
EDN icerigi artis gdstermistir (53).

Konuyla ilgili olarak yapilan bir diger calismada
ise; pirin¢ nisastasina jelatinizasyon - enzim
uygulamas:t - depolama - sil islem - kurutma
kombinasyonu uygulanmis ve bu uygulamalar
sonucunda; EDN miktarinin arttig tespit edilmistir
(60).

Yukarida da bahsedilen, gidalarin EDN icerigini
arttirma Uzerine yapilan calismalar ve sonuclari
Cizelge 1’de 6zetlenmistir.

EDN Tespit Yontemlerinin Temel Prensibi
Gidalardaki EDN miktarlari, prensip olarak nisasta
sindiriminde rol alan enzimlerin kullanilmasiyla
belirlenmektedir. Bu enzimlerle ilk olarak enzime
direncli olmayan nisasta hidrolize edilip ortamdan
ayrilmakta, son basamakta ise EDN'nin hidrolizi
gerceklestirilerek olusan glikoz miktarindan EDN
miktari tespit edilmektedir.

Gida Endiistrisinde EDN Kullanim Amacglari
EDN; saglikli bireylerin ince bagirsaklarindan
sindirilmeden gecen ve kolonda tamamen ya da
kismen fermente olabilen nigastanin genel adidir
(38). Geleneksel diyet liflere kiyasla EDN'nin; gida
aromalarini daha az baskilamasi, dogal gortintste,
beyaz renkte, tatsiz ve iyi tekstiirde olmasi
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Cizelge 1. Gidalarin EDN igerigini arttirma tzerine yapilan ¢alismalar ve sonuglari

Uretim Yéntemi Kullanilan Nigasta Kaynagi EDN Miktari (%) Kaynak
Hidrotermal Tam bugday unu 1.3-8.1 (36)
Niltfer (lotus) tohumu nigastasi 41.9 (38)
Mikrodalga Canna edulis nisastasi 55.5 (47)
Niltfer (lotus) tohumu nisastasi 39.5 (38)
Ekstrizyon Yiksek amilozlu misir nisastasi >40 (49)
Ultrasonikasyon Niltfer (lotus) tohumu nigastasi 56.1 (38)
Kirmizi barbunya nisastasi (Dogal) 21.3-31.5 (55)
Kirmizi barbunya nisastasi (Jelatinize) 42.3 (55)
Mercimek unu 3.0 (54)
Enzimatik Nohut unu 0.9 (54)
Bakla unu 3.3 (54)
Kirmizi barbunya unu 30.8 (54)
Beyaz barbunya unu 31.8 (54)
Misir nigsastasi 58.9 (4)
Misir nisastasi 2.3-70.8 (59)
Bugday nisastasi 2.0-85.2 (59)
Kimyasal Piring nisastasi (Yiksek amilozlu) 39.0 (11)
Pirin¢ nisastasi (Normal) 36.6 (11)
Pirin¢ nisastasi (Yiksek amilopektinli) 35.3 (11)
Kombine uygulamalar
Hidrotermal+Enzimatik Golevez nisastasi 2.2-35.1 (53)
Hidrotermal+Enzimatik Pirin¢ nisastasi 2.5-47 (60)

nedenleriyle (4), hamurun islenmesini ya da
reolojisini 6nemli derecede etkilemeden Urlin
formiilasyonunda kullanilmast miimkiin olmaktadir.
Bu da kepek gibi ticari liflerin kullanilmasiyla elde
edilen koyu renkli ve sert son Urtinlere nazaran
daha kaliteli trtinler olusturulmasina ve tretimde
maliyetin diismesine katki saglamaktadir (13).
EDN’nin ekstriide trlnlerde kullaniminda da
olumlu sonuclar elde edilmistir. Ekstriide tirtinlerde
gaz hiicrelerinin genislemesi oldukca fazla 6nem
arz etmektedir ancak bu urtnlerde kullanilan
ticari besinsel lifler, gidanin fiziksel yapisini
kuvvetlendirerek genislemeyi sinirlandirmaktadir.
Bu yuizden bu gidalarin formiilasyonlarinda EDN
kullanilarak karsilasilan olumsuzluklar énemli
olgtide giderilebilmektedir (26).

SONUC

Guniimiizde devam etmekte olan bircok arastirmada
EDN’nin dogal bir gida katki maddesi olarak
kullanilmasi konusuna buytk 6nem verilmektedir.
Farkli yontemler ve bunlarin kombinasyonlartyla
uretilebilen EDN; renk, goriintis ve tekstlr
bakimindan sagladigi olumlu 6zelliklerinden
dolay: gida endustrisinde pek cok farkli amag
icin kullanilabilmektedir. EDN, diyet lif gibi
davranmast sebebiyle ince bagirsakta sindirilemeyip
kalin bagirsakta fermantasyona ugramast; bazi
fizikokimyasal ve fonksiyonel ozellikler tasimasi
nedenleriyle saglik icin oldukca faydalidir. Glisemik
indeksi duistik gida tretiminde kullanilarak diyabet
ve obezite riskini azaltmasi ve prebiyotik etkiye
sahip olmast gibi sagligi dizenleyici 6nemli
ozellikler tastyan EDN’nin, cagin getirmis oldugu
ve medeniyet hastaliklart olarak da tanimlanan

hastaliklardan korunmak i¢in uygun araglardan
biri olarak kullanim: her gecen giin daha da
artmaktadir. Bu nedenle EDN tretim tekniklerinin
ve EDN’nin gida tretimine dahil edilmesinin
toplum saglhigi ve yasam kalitesi icin Onemli
oldugu degerlendirilmektedir.
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Mikroorganizmalar bulunduklari cevresel kosullar icerisinde 1s1, oksijen, asit, safra tuzu ve ozmotik
stres gibi cesitli stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Mikroorganizmalar, stres ile karsilastiklarinda canli
kalabilir ve/veya gelismek icin cesitli fizyolojik adaptasyonlar gecirerek ortam kosullarina adapte olabilitler.
Stres yanit sistemi, mikroorganizmanin c¢esidine, uygulanan stresin siddetine ve mikroorganizmanin bu
strese adapte edilip edilmedigine gore degismektedir. Mikroorganizmalarin olumsuz kosullara adaptasyonu,
saprofitlerin ve gida kaynakli patojenlerin inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gida
glvenligi ve trlnlerin raf dmri stresi distinilince patojenlerin bu ¢zelliklerinin goz ard: edilmemesi
gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarda oldugu gibi yiiksek canlilik oraninin istendigi ve patojen
mikroorganizmalarin ortamdan elimine edilmesinin s6z konusu oldugu durumlarda adaptasyon veya
tolerans gelistirme tizerinde 6nemle durulmasi gereken bir konudur. Bu derleme calismasinda; 1si, 151k,
ozmotik stres ve oksidatif stres gibi baslica stres faktorlerinin mikroorganizmalar tizerine etkisi,
mikroorganizmalarin bu stres kosullarindaki adaptasyon durumlart ve adaptasyon gelistirme mekanizmalari
incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Stres, adaptasyon, 1st sok proteini (HSP), soguk sok proteini (CSP), asit tolerans
yanitt (ATR), reaktif oksijen tiirleri (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).
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GIRiS

Gelismeleri icin gerekli olan optimum cevre ko-
sullarindaki herhangi bir ekstrem degisiklik
mikroorganizmalar Gizerinde stres yaratmakta ve
mikroorganizmalar dogal gelisme ortamlarinda bu
tir stres yaratan kosullara maruz kalabilmektedirler
(1-3). Stres genel olarak, biyolojik bir sistemin
normal fonksiyonunu bozan ya da sistemin
uygunlugunu azaltan bir durum olarak tanimlanir.
Stres faktorleri, i¢ (genetik stres ve yaslanma) ve
dis (¢cevresel) kaynakli olmak tizere ikiye ayrilir
(4). Mikroorganizmalarin stres ile karsilastiklarinda
canli kalabilmeleri ve/veya gelisim gosterebilmeleri,
fizyolojik adaptasyon ve aklimasyon (alistirma)
mekanizmalarina sahip olmalari ile miimkiindur (2).
Stres siddetinin buyukligl; organizmanin 6lim
ve cogalma oranlarindaki artis ve azalislar ile lag
stiresi uzunlugunu belirlemektedir (3). Subletal stres
seviyelerinden zayif stres (mild), mikroorganizmanin
yasama yetenegini kaybettirmez fakat ¢cogalma
hizini azaltir veya durdurur. Orta diizeyde stres
(tlimli-moderate), sadece mikrobiyel gelisimi
durdurmak ile kalmayip bazi hiicrelerin yasama
yeteneginin kaybolmasina neden olur. Asirt stres
(extreme-severe) ise hicreler icin genellikle letal etki
gostererek populasyonun biylk bir cogunlugunda
oliime neden olur (1, 5, 6). Mikroorganizmalarin
cogu, cevresel parametrelerdeki kiictik degisimleri
tolere edebilmekte ve bu degisimlere dakikalar,
saatler veya giinler icinde adapte olabilmektedirler
(7). Mikroorganizmalarin giderek farklilasan ¢evre
kosullarina uyum saglayabilmek icin gosterdikleri
yetenege adaptasyon adi verilir. Adaptasyon
bir defada olmamakla birlikte kicik kiicuk
degisikliklerin zaman icinde meydana gelmesi ile
olusur. Stres etkenleri sonucunda mikroorganizmalar
yasamlarini yitirebildikleri gibi adaptasyon
mekanizmalarimni aktif hale getirerek canli kalabilir
ve/veya basarli bir sekilde cogalabilirler.
Mikroorganizmalar, karsilastiklart stresin/streslerin
siddetine gore farkli yanitlar verirler (1, 2, 6). Bu
yanit sistemi, mikroorganizmalarin ayni (spesifik
adaptif yanit) ya da farkli (coklu adaptif yanit-
capraz koruma) tipteki streslere karst tolerans
yanitint artirir. Bu durum, adaptif yanit ya da
tolerans olarak tanimlanir (8-10). Adaptif yanitin
ana mekanizmast; algt mekanizmalar, diizenleyici
proteinlerin isleyisi (6rnegin; RpoS) gibi hiicre
koruma sistemlerinin karakterizasyonu, homeostatigin
uyarilmasi ve sistemin onarilmast, sok proteinlerinin
sentezi ve hiicre zarinin modifikasyonudur.
Bakteriyel stres tolerans yaniti, hem hiicredeki
yapisal hem de hiicredeki fizyolojik degisiklikleri
kapsamakta ve ayni zamanda genetik dizenleyici
mekanizma gibi de gorev yapmaktadir (10-12).
Stres yanit sistemleri patojenik organizmalarin
virilansinda 6nemli bir rol oynayabilmektedir
(13, 14). Kendilerini ¢evreleyen stres faktorlerine
karst olan diren¢ ve yanitlar, bakteriyel patojenlerin
degisen ortamlarda hayatta kalmasi veya gelismesi
icin 6nemlidir. Bu amacla, hucreler kendilerini
stres faktorlerine karst korumak ya da hasarlarini

onarmak icin cesitli gelismis yapilara (aglar)
sahiptirler (10, 12, 14, 15). Bazt mikroorganizmalarin
ise cesitli streslere diren¢ gostererek canliliklarint
korumasi istenmektedir. Probiyotik bakteriler
endustriyel uygulamalar sirasinda ve tiketim
sonrast sindirim sisteminde cesitli stresler (diistk
ve yuksek sicaklik, asit, safra tuzu stresi gibi) ile
karsilasmakta ve canliliklarint yitirebilmektedir.
Cesitli  streslere  adapte edilen  suslarin
kullanimi ile bu sorunun 6ntine gecilebilecegi
distiniilmektedir (16).

Mikroorganizmalarin stres yanit sistemleri cesitli
stresler tarafindan aktive edilerek bircok strese
karst koruma saglamaktadir. Bu makalede,
mikroorganizmalara etki eden baslica stres
faktorlerinden 1s1 stresi, asit stresi, ozmotik stres
ve oksidatif strese deginilmistir.

ISI STRESI

Mikroorganizmalar, genis bir sicaklik araliginda
gelisme gosterseler de optimum gelisme sicakliklart
nispeten daha dar bir araliktadir (17, 18).
Mikroorganizmalar degisimlere yanit vermek ve
uyum saglamak icin sahip olduklart hiicresel
mekanizmalar ile stres faktorlerine hizli fizyolojik
adaptasyonlar gostererek ilimli (orta) sicaklik
degisimlerini tolere edebilirler (19). Ist stresi, st
sok proteinlerinin (heat shock proteins-HSPS)
sentezlenmesine neden olan yuksek sicaklik
stresi ve soguk sok proteinlerinin (cold shock
proteins-CSPS) sentezlenmesine neden olan dustk
sicaklik stresi (soguk stresi) olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir (20).

Yiiksek Sicaklik Stresi ve Is1 Sok Proteinleri
(HSPS)

Stres faktorlerine maruz kalan bircok biyolojik
yapt strese karst belirli yanitlar ve bazi maddeler
olusturur. Bu maddelerin basinda ise stres proteinleri
olarak da adlandirilan 1s1 sok proteinleri (Hsps)
gelir (21, 22). Ist sok proteinleri, hem prokaryotik
hem de oOkaryotik hiicrelerde mevcuttur (23).
Hsp'lerin boyutlart 27 ile 110 kDa arasinda degisir.
Hsp'ler boyut ve islevlerine baglh olarak 5 grup
altinda incelenir. Bunlar; Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70,
Hsp 60 ve kiiciik (26-28 kDa) 1s1 sok proteinleridir
(21, 24). Bunlarin ylksek olctide korunmus bir
yapida olmast, hiicresel siireclerde birincil derecede
onemli bir rol oynadigint gosterir (23). Ist sok
proteinlerinin ¢cogu, hem i¢c hem de dis cevre
kosullari ile basa ¢ikabilmek icin organizmalara
yardimct olan molekiiler saperonlar gibi islev
gormektedir (4). Hiicrede sentezlenen proteinlerin
dogru bir sekilde katlanmasina yardimci olan
maddelere "molekiiler saperonlar" adi verilir.
Saperonlar, tim canli organizmalarda bulunan ve
protein sentezi esnasinda ya da sentezden hemen
sonra proteinlerin islevsel 3 boyutlu yapilarin
almalarini saglayan yapilardir. Bir hiicre icindeki
protein katlanma dinamigini etkileyen stres
kosullari, proteinlerin katlanmasindaki bilesenlerin
ekspresyonunda degisikliklere neden olabilir
(25, 26). Hsp’lerin ¢ogu 1st nedeniyle stres altinda
bulunan hiticrelerin hayatta kalmasindan, zarar



gormis proteinlerin kiimelesmeden kalmasindan
ve tekrar fonksiyonel yapilarina donmesinden,
kiimelesmis proteinlerin acilmasindan ve zarar
gormiis proteinlerin onarilarak tekrar katlanmasindan,
fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek
peptitlerin ortadan kaldirilmasindan ve proteinlerin
membran boyunca translokasyonundan (yer
degistirmesinden) sorumludur (4, 18, 21, 24).
Chiang ve Chou (27), 47°C'de letal strese maruz
birakilan Vibrio parabaemolyticusun farkl gelisim
fazlarindaki duyarlihigint ve 1s1 sok yanitinin kiltiir
tizerindeki etkisini incelemislerdir. Yapilan ¢calismada
log fazin ortasindaki V. parabaemolyticus hiicreleri
cevre stresine karst en duyarli hiicreler olmustur.
Duragan fazdaki letal strese duyarlilik ise en az
olmustur. Hiucrelere 1s1 soku adaptasyonu
uygulandiktan sonra hicrelere letal stres
uygulanmis ve V. parabaemolyticusun direncinde
bir artma gorulmustir. V. parabaemolyticusun
adapte edilen hucreleri ile kontrol hicreleri
arasindaki diren¢ farkliliginin biyime fazina
bagli olarak degistigi bulunmustur. Tim hiicreler
karsilastirildiginda ise duragan fazdaki adapte
edilmis hucrelerin 1st sokuna duyarliligi en az
olmustur (27). Fonksiyonel Lactobacillus plantarum
suslarinin gidalardaki stres kosullarina kars:
dayanikliliginin arastirildigi baska bir ¢alismada,
fonksiyonel 6zellikleri olan ti¢ L. plantarum susunun
(Lp 790, Lp 813 ve Lp 998) 1s1 stresi, ozmotik ve
oksidatif stres faktorlerine kars: hayatta kalmalart
incelenmistir. U¢ susa 55°C'de 15 dk stre ile 1s1
stresi uygulanmustir. Ist stresi sonrasinda Lp 790
susunun canliligindaki azalma 5 logaritmik birim
(log) olurken diger iki sus icin azalma 3 log
olmustur. Bu sonuca gore Lp 790 susu sicaklik
faktoriine en duyarli sustur. Diger iki sus ise U¢
stres faktoriine karst genel olarak ayni davranisi
gOstermis  ve sicaklik  stresi  sonrasindaki
canliliklarinda cok az bir azalma olmustur. Farkl
stres faktorleri, suslarin canliligint ve/veya
performansini 6nemli Ol¢lide etkileyebileceginden
bu sonuclar muhtemel "probiyotik" kiltiirlerin
seciminde hiicrelerin teknolojik direnclerinin de
dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir (28).
Yang ve arkadaslart Cronobacter sakazakii ile
yaptiklart calismada Baranyi ve Roberts modelini
kullanarak lag fazi stiresi, iki katina ¢ikma stresi ve
maksimum spesifik gelisme hizlarini belirlemislerdir.
Is1 ve asit stresine adapte edilen hiicrelerin lag fazi
stresi ve maksimum spesifik gelisme hiz1 strese
maruz kalmayan hicrelere gore fazla olmustur.
Hucrelerin iki katina c¢ikma stresi ise strese
maruz kalmayan hicrelerinkine gore daha az
olmustur (29).

Diisiik Sicaklik (Soguk) Stresi ve Soguk Sok
Proteinleri (CSPS)

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, cesitli soguk
habitatlardan elde edilen yeni bakteri ve fungus
cins ve tirlerinin psikrofilik 6zellik gosterebilecegini
ortaya koymustur. Psikrofiller dustk sicaklik
ortamlarinda basariyla gelisebilmek icin bir dizi
karmasik yapisal ve islevsel adaptasyonlar

gecirmektedir (30). Bu adaptasyon sistemi; soguk
stresine maruz kalinmas: sonucunda olusan
cesitli negatif etkilerin ustesinden gelinmesini
saglamaktadir (31). Distik sicakliklar tarafindan
uyarilan stres yanit sistemi bir grup geni
uyarmakta ve hem 6karyotik hem de prokaryotik
mikroorganizmalar icin ortak olan soguk soku
yanitina neden olmaktadir (32-34). Soguk yaniti
sistemi, soguk sok proteinleri (Csps) olarak
adlandirilan proteinlerin gecici olarak uyarilmasi
ile olusmaktadir. Bu sistem arastirilirken mezofilik
bir bakteri olan Escherichia coli yogun bir sekilde
incelenmistir. Onemli bir soguk soku proteini
olan CspA, ilk olarak E. coliden elde edilmis ve
o zamandan beri homologlari psikrotrofik,
psikrofilik, mezofilik ve termofilik suslarinda dahil
oldugu cesitli Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde tespit edilmistir (35, 36). Hicreler
dustk sicakliga maruz kaldiginda yapilarinda
membran esnekliginin kaybi, niikleik asitlerdeki
ikincil yapilarin stabilizasyonu, DNA'nin negatif
siper sarmalindaki artis, ribozom islevinin
inhibasyonu, bazi proteinlerin acilmasit veya yanlis
katlanmasi gibi cesitli degisiklikler meydana
gelmektedir (19, 31). Yapilan bir c¢alismada
mezofilik bir Gram pozitif bakteri olan Enterecoccus
Jfaecalis JH2-2 Uizerine soguk soku uygulanmis ve
soguk sok proteinleri incelenmistir. E. faecalisin
37°C'den 8°C'ye transferi, 11 adet Csps’nin
ekspresyonuna neden olmustur (20). Baska bir
calismada ise farkli sogutma sicakliklart ve siirelerinin
Lactobacillus acidophilus RD758'in -20°C'de
dondurulmast ve donmus olarak depolanmasinda-
ki direncine olan etkisi CCRD (Merkezi Timlesik
Tasarim - Central Composite Rotatable Design)
yontemiyle incelenmistir. Soguk adaptasyonu,
hiicreler son sicaklik olan 15°C'ye sogutulmadan
once ilimli bir sicaklik olan 26°C'de gorilmustiir.
Deneysel dizayn, optimal sogutma kosulunu
28°C olarak belirlemistir. Ayni yontem ile hiicre
zarindaki yag asiti komposizyonu incelenmis
doymamis yag/doymus yag oraninin ve C19:0
yag asidi konsantrasyonunun arttigt ortaya
konulmustur. Bununla birlikte optimal sogutma
kosullarinda adaptif yanit olarak 4 adet proteinin
sentezlendigi bildirilmistir (37). Tripathy ve ark.,
2014 yilinda yaptiklari bir arastirmada cesitli
cevresel streslere karst canli kalma ve adaptasyon
mekanizmalart tam olarak anlasilmayan Brevibacillus
borstelin soguk soku yanitina adaptasyonunu
genom diizeyinde incelemislerdir. Organizmanin
disuk sicakliga karst olan molekiler yanitini
tanimlayabilmek icin ytksek ciktili dizileme
(high-throughput sequencing/HTS) teknolojisi
ile B. borstelin 20°C'deki gen ekspresyonu profili
ortaya konulmustur. Maksimum uzunlugu 9919
baz cifti olan toplam 4579 transkript belirlenmistir.
Gen ekspresyonu profilinin ¢ikarilmasi, soguk
soku sirasinda 6nemli Olctide artarak ya da azalarak
hiicreyi regile eden 712 genin tespit edilmesini
saglamustir (38). Baska bir calismada ise termofilik
bir bakteri olan Thermus aquaticus'dan elde
edilen soguk sok proteinlerinin (Ta-Csp) yapist
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ve dayanikliligr Nikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi (NMR) kullanilarak incelenmistir.
Ta-Csp’nin mezofilik ve psikrofiliklerden elde
edilen Csp’ler ile karsilastirildiginda Ta-Csp’nin
daha dayanikli oldugu bulunmustur (39). Derman
ve arkadasglart ise patojen bir bakteri olan Clostridium
botulinum ATCC 3502 ile yaptiklart arastirmada
dogal sus ile bu susun 3 mutantinin (Csp eklenmis)
NaCl, pH ve etanol stresi ve C. botulinum ATCC
3502 hareketliligi iizerine olan etkisini incelemislerdir.
Inceleme sonucunda 3 soguk sok mutantindan
ikisinin NaCl, pH ve etanol stres yanitlari ve C.
botulinum ATCC 3502 hareketliligi icin 6nemli
oldugu ortaya ¢ikmistir (34).

ASIT STRESI

Her mikroorganizma gelisebilmesi icin uygun bir
pH araligina ve iyi tanimlanmis optimum bir
pH'ya sahiptir. Optimum gelisme pH’st, sadece
hiicre disindaki ¢cevrenin pH degerini ifade eden
bir kavramdir. Hicre ici pH degeri, asidik ve bazik
kosullara dayanamayan makromolekiillerin hasar
gormesini engellemek icin notrale yakin bir
degerde kalmaktadir (33). Bakterilerin bulunduklart
ortamin pH'sinda meydana gelen degisiklikleri
algilayarak belirli bir stire icinde ortama uyum
saglama yetenegine, pH homeostasis mekanizmasi
adi verilmektedir. Bu mekanizma, dis ortam
pH'sinda meydana gelen degisikliklere karsi
sitoplazma pH'sinin notr degerlere yakin kalmasini
saglamaktadir. Ortam pH'sindaki 2-3 birimlik bir
degisim sitoplazma pH'sinda 0.1 birimden daha
az bir degisiklige neden olur (7, 40). Hiicre ici
pH dengesini bozan streslerin basinda asit stresi
gelmektedir. Asidik cevrelere karsi indiiklenebilir
tolerans, prokaryotik ve okaryotik mikroorganizmalarin
cogu icin onemli bir hayatta kalma stratejisi olarak
kabul edilmektedir. Bu olguyu anlamak i¢in yapilan
son calismalar; diizenleyici genlerin tanimlanmasint,
asit tolerans yanitint (ATR) ve toleransla ilgili
genleri icermektedir (41). ATR, orta siddette diisiik
pH'va maruz kalmis olan bakterilerin ¢cogunda
gozlemlenen ve oldukca diisiik pH'larda hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan proteinlerin sentezinin
tetiklendigi bir olgudur. ATR, log faz1 ve durgunluk
faz1 hicrelerinde farklilik gostermektedir. Bu yanit
ayrica farkli bakteri ttrleri arasinda da 6nemli
olctide farklilik gostermektedir (6). Bu nedenle
mikroorganizmalardaki adaptif degisikliklerin
belirlenmesi icin asit direnci mekanizmasinin iyi
anlasilmasi1 onemlidir (42).

Bakteriler pek cok vyolla asit stresine yanit
vermektedir. Bunlar; membran bilesimindeki
degisimler, proton akisindaki artis, aminoasit
katabolizmasindaki artis ve DNA'yt onaran
enzimlerin uyarilmasidir (6, 43). Asit soku veya
adaptasyon proteinlerinin uyarilmast icin verilen
sinyal, hiicre icinde veya hiicre disinda degisen pH'dan
kaynaklanmaktadir. Dis ya da periplazmadaki
pH degisimi, membrana bagli olan proteinler
tarafindan algilanabilmektedir (41). Hiicre icindeki
pH degisimi ise gen ekspresyonunu dogrudan
etkileyebilmekte veya gen ekspresyonu icin gerekli

olan hiicresel bir bileseni degistirebilmektedir
(6). Son yillarda en dikkat ¢ceken konu patojen
mikroorganizmalarin sicaklik, pH ve su aktivitesinin
esas araliginda bir sinirin olmadiginin kesfidir.
Bazi patojen bakteriler orta dizeydeki asitli
ortamlara belirli bir stire maruz kaldiklarinda asit
sok proteinleri sentezleyerek ylksek asitli
ortamlardaki canliliklarint stirdirebilirler (7, 40).
Bu da bakterilerde asit direncine neden olmaktadir.
E. coli, Salmonella enterica ve Shigella flexneri
gibi suslar diistik pH'ya karst oldukea direnclidirler
ve memelilerin midesindeki asidik kosullarda
(~pH=2.0) diger patojenlere kiyasla daha uzun stire
ile canli kalabilmektedir. Bu mikroorganizmalar
duragan bir fazda, pH=2.5 gibi bir degerde
birka¢ saat boyunca canli kalabilirler (42). Gida
kaynakli bakteriyel patojenler, gida maddelerinde
ya da gastrointestinal sistem ve konak htcrelerinde
organik ve inorganik asitler ile karsilasmaktadirlar
(6). Organik asitler, bazt gidalarin yapisinda dogal
olarak bulunabilecegi gibi bazilarinda ise
mikrobiyel fermantasyonun bir sonucu olarak da
bulunabilmektedir. Gidalarin hazirlanmast sirasinda
kullanilan organik asitler mikroorganizmalarin
hiicre i¢i pH'sini, hidrojen iyonlarinin hicre
sitoplazmasina akisiyla, azalmaya zorlar. Bu
nedenle metabolizmayla ilgili cesitli fonksiyonlar
durur ve mikrobiyel gelisim kontrol altina alinmig
olur (7). Sagong ve ark., calismalarinda laktik asit,
malik asit, sitrik asit ve ultrasoundun patojen
bakteriler tGizerine etkilerini incelemis ve en etkin
inhibasyonun %2 organik asit + ultrasound
kombinasyonunda oldugunu bildirmislerdir (44).
Lee ve ark., ise hiyar tursusuna benzer bir ortam
yaratmak icin %50 ve %94 konsantrasyonda hiyar
ptresi hazirlamis ve bu Uriine E. coli O157:H7
inokiile etmislerdir. Calismalarinda asetik asidin
ve asetik asidin tuz ile birlikte kullaniminin bu
patojenin canliligina olan etkisini, depolama
suresince incelemislerdir. Artan asetik asit miktari
E. coli O157:H7’nin canliliginda azalmaya neden
olurken asidin %3 Nacl ile birlikte kullaniminda
ise asetik asidin tek basina gosterdigi etkiden
daha az etki gosterdigi gorilmustir. Bu durumun
nedenini ise asit ve tuzun birlikte kullaniminin
antagonistik etki gostermesi ile aciklamustirlar (45).
Mikroorganizmalarin olumsuz kosullara adaptasyonu,
saprofitlerin ve gida kaynakli patojenlerin
inaktivasyonunda bir sorun olarak ortaya cikarken,
gida icerisinde uzun stre canli kalmalari ve/veya
sindirim sistemini canlt olarak ge¢cmeleri istenilen
probiyotiklerde ise bir avantaj haline gelebilmektedir.
Saarela ve ark., 3’er adet Lactobacillus ve
Bifidobacterium susu kullanarak durgun faz
hiicrelerine subletal diizeyde stres uygulamis ve
bu suslarin letal stres sirasindaki canliliklarini
incelemislerdir. Subletal stres sonucu suslarda
asit direnci gelismis ve tim suslarin canliliginda
sadece 0.5 log azalma olmustur. Letal strese karst
ise suslarin verdigi tepkiler farkli olmustur (46).
Lactobacilluslardaki cevresel stres yanitlart agirlikls
olarak proteomik yaklasimlar seklinde ortaya



konulmustur. Adaptasyonun proteomik diizeydeki
etkisini incelemek icin yeni bir probiyotik bakteri
olan L. casei Zhang pH 2.5 ve pH 6.4te 30 dk stire
ile asit stresine maruz birakidmistir. Bu bakterinin
hiicrelerinden sitozolik proteinler (sitoplazma
icindeki) ekstrakte edilmis ve akabinde proteinlerin
2 boyutlu jel elektroforezi yapilarak iki adet
protein haritast olusturulmustur. Kontrol grubunun
protein haritast ile adapte edilmis hiicrelerin protein
haritasi karsilastirildiginda 33 protein beneginin
ekspresyonu degistigi goriilmustir. pH 2.5’deki
ekspresyonda 22 proteinin ekspresyonunun 1.5
kat arttigi gozlenmistir (47).

OZMOTIK STRES

Ozmotik basincin artirilmast, gida Utrtinlerinin
korunmast icin kullanilan en yaygin yontemler
arasinda yer almaktadir. Yapilan uygulama ile
mikroorganizma tarafindan kullanilabilir olan su
miktart  azaltilmaktadir. Mikroorganizmalar
minimum su aktivitesi (a,) limitlerinin altinda
gelisim gosteremedikleri icin 6zellikle bakteriyel
gelisim acisindan su aktivitesi cok ¢nemlidir. Bu
siirl a,, degeri; ¢coziinen madde olarak kullanilan
tuzlara (NaCl, KCl, vb), sekerlere (glikoz, sakkaroz,
vb) ya da gliserole baglidir. Ornegin Pseudomonas
JSragi icin NaCl kullaniminda minimum gelisme
a,'si 0.957 iken gliserol kullaniminda bu deger
0.94'tar. Su aktivitesi 0.80'nin altina dustiginde
bakteriler gelisim gosteremezken bu degerin altindaki
a, 'lerde (0.60) funguslar gelisebilmektedir (3, 48).
Bakteriler, gidalarin icerisinde ytksek seker ve
tuz (NaCD gibi veya kurutulmus triinlerde oldugu
gibi cesitli ozmotik streslere maruz kalirlar. Bu
durumlarda 6zellikle turgor basinci ve dehidrasyon
bakteriler icin ¢ok 6nemlidir. Bir hiperozmotik
soktan sonra olusan gecici turgor basincina
karst verilen yanitlar ozmoregilasyon olarak
adlandirdmaktadir. Hiperozmotik sartlar altindaki
bakterilerde en iyi karakterize edilen metabolizma,
hticre ici ozmolit (¢Hziinen madde/uyumlu madde)
olarak adlandirilan maddelerin birikimidir. Bir
organizma diistik su aktivisine sahip bir ortamda
bulunuyorsa, cevresinden su saglayabilmesi icin
tek yol, hiicre ici ozmolit konsantrasyonunu
artirmaktir. Hicre i¢i ozmolit konsantrasyonu ya
inorganik iyonlarin (K* gibi) ¢evreden hiicre icine
pompalanmasi ya da organik ¢dziinen sentezi
veya bu maddelerin konsantre edilmesiyle
arttirilabilmektedir. Bu mekanizmalardan birini
ya da digerini kullanan pek ¢ok organizma vardir.
Uyumlu maddelerin birikimi dogrudan dogruya
mikroorganizma tarafindan sentez yoluyla
saglanabilecegi gibi, bazi durumlarda hcre
disindan hiticre icine transfer seklinde de
gerceklesebilir. Bu maddeler, cogunlukla notr
fakat polar yapida, ¢coziunurligt yiksek olan ve
yuksek konsantrasyonlarda bile normal hiicre
fonksiyonlarini etkilemeden ozmotik basincin
etkisini gideren bilesiklerdir. Glisin betain, prolin,
ektoin, karnitin, kolin ve trehaloz yaygin uyumlu
cozliinen maddelerdir. Bu bilesiklerin birikimi,
gen transkripsiyonu diizeyinde veya dogrudan

enzim aktivitesinin degistirilmesi ile ayarlanmaktadir
(6, 49). Ekstrem halofilik Archaea ve cok az
sayidaki ekstrem halofilik Bacteria'daki uyumlu
cozinen madde K* (KCD'dur (33). Ozmotik stres
altindaki htcrelerde uyumlu ¢oziinen maddelerin
birikiminin yani sira membran lipit kompozisyonunda
(fosfolipit ve yag asitleri degisikliklerini de
kapsayan) degisimlerin de meydana geldigi
gozlenmistir (3, 48).

Gida kaynakli patojenlerin ve bozulmaya neden
olan bakterilerin gelisiminin inhibisyonunun
etkili bir sekilde olmast icin uzun stireden beri
gidalara gida antimikrobiyelleri eklenmektedir.
Bu amacla cesitli sodyum veya potasyum tuzlari
mikrobiyel gelisimi kontrol altina almak, cesitli
gidalarin (et, tavuk ve balik gibi) raf 6émrint
uzatmak ve ayni zamanda duyusal ozelliklere
katkida bulunabilmek amaciyla kullanilmaktadir
(50). Sekerlerin hiperozmotik cozeltileri, meyvelerin
dehidrasyonu ve yeniden bicimlendirilmesi icin
kullanilmaktadir (51). Fakat dikkat edilmesi gereken
mikroorganizmalarin sirekli olarak degisen
ortamlart algilayip, bu ortamlara adapte olabilme
yeteneklerinin oldugudur. Bu durum onlarin
canli kalmalarn ve gelisimi acisindan ¢cok 6nemlidir.
Bununla beraber Listeria monocytogenes gibi
patojenlerin yiiksek tuz konsantrasyonlarina
uyum saglayarak hayatta kalabildigi ve gidalardaki
patojenlerin kontrol edilmesini zorlastirdig:
unutulmamalidir (52). Glass ve ark., asit ve NaCl'nin
E. coli O157:H7'nin canli kalma orani tizerinde
etkisini arastirdiklari calismalarinda E. coli
0157:H7'nin %6.5 gibi yiiksek NaCl konsantrasyonunda
gelisebildigini gostermisler ve %06.5 NaCl varliginda
lag fazin normalden daha uzun olmas: nedeniyle
bu patojenin tuz tolerant 6zelliginin olabilecegini
belirtmislerdir (53). Faleiro ve ark., farkli kaynaklardan
izole edilen L. monocytogenes suslarini, %3.5 NaCl
iceren besiyerinde 2 saat boyunca inktbe etmis
ve suslarin tuza tolerans kazanmasini saglamuslardr.
Tolerans kazanan suslarin, %20 NaCl iceren
ortamdaki yasama diizeyleri belirlenmistir. Tuz
toleranst, suslar arasinda farklilik gdstermis olup,
9 sustan 7’sinde tuz direncinde artis saglanirken
2’sinde direng¢ saglanamamistir (54). Lee ve
Kang, 2008 yilinda E. coli O157:H7 uzerine
1s1, asetik asit ve tuzun kombine etkisini
inceledikleri calismalarinda, bu tc¢ faktorin tim
kombinasyonlarinin etkileri ile faktorlerin tek
baslarmna kullanimlarinin etkilerini karsilastirmuslardir.
Tuz 1s1t ile kombine edildiginde E. coli O157:H7
miktarindaki azalmada énemli bir fark gorilmemis
fakat asit, 1s1 ile kombine edildiginde E. coli
0157:H7'nin azalist sadece asit etkisine gore daha
fazla olmustur. Tuz asit ile kombine edildiginde
ise tuz asit uygulamasina karst koruyucu etki
goOstermis yani sadece asit uygulamasina gore E.
coli O157:H7'nin azalmasinda daha az bir etki
goOstermistir (55). Oztirk ise, E. coli O157:H7 ve
L. monocytogenes'in asit ve tuz adaptasyonlarini
saglayarak, asit ve tuza olan direnclerini ayrica
asit ve tuz adaptasyonunun E. coli O157:H7 ve
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L. monocytogenes'in Turk sucuklarinda yasama
diizeyleri tizerindeki etkilerini de incelemislerdir.
Tuz adaptasyon denemelerinde, %3.5 NaCl'e 1
saat slireyle tuza adapte edilen kultiirler %8 NacCl
iceren cozeltide 4°C ve 25°C'da 25 giin boyunca
inkiibasyona birakilmustir. Bu denemeler sonunda
L. monocytogenesin tuza diren¢ kazanmadigi
gortlmis, E. coli O157:H7'nin ise 25°C'da muhafaza
edilen kultiirde tuz direnci artmis, 4°C'da mu-
hafaza edilen kultirde ise direng artist olmamustir.
Asit adaptasyonu, E. coli O157:H7'nin Turk
sucugunda yasama diizeyinde artisa neden olurken,
L. monocytogenes'in yasama diizeyi Uzerinde
onemli bir fark olusturmamustir. Ayrica tuz
adaptasyonu E. coli O157:H7'nin Tirk sucugunda
yasama dizeyini arttirmamistir (8).

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmas: ile olusan
ve hiicrede hasarlara neden olan bir stres cesididir
(56, 57). Oksidatif stres 6zellikle fakiiltatif ve
anaerobik mikroorganizmalari etkiler. Fakultatif
organizmalar oksijenli ve oksijensiz kosullar
altinda gelisebilirken anaeroblar oksijen varliginda
gelisememektedir. Solunum ile enerji Gretiminde
oksijen onemli avantajlar saglarken bu sirada
olusabilecek reaktif oksijen tirleri (ROS) ise
organizmanin yasamint tehdit eder (58). Bu
maddeler hticreler tizerinde toksik etki gostererek
hticredeki lipit, protein ve DNA gibi makromolekiilleri
etkiler (59).

Cogunlugunu serbest radikallerin olusturdugu
reaktif oksijen tirleri normal oksijen molekiiltiyle
karsilastirildiginda, kimyasal reaktiviteleri daha
yiikksek olan oksijen formlaridir (60). Serbest
radikaller, bir veya birden fazla tek elektron
(eslesmemis elektron cifti) iceren yiiksek reaktiviteli
molektller veya gruplar olarak tanimlanmaktadir
(59). Serbest radikaller normal metabolizma
urunleri ile hiicre icinde (in vivo) olusturulmakta
ve reaktif oksijen tirleri (ROS) ile reaktif nitrojen
turleri (RNS) olmak tizere iki gruba ayrilir. ROS
olarak isimlendirilen bu molekiller; siiperoksit
anyon radikali (O2°), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikalleri (HO"), hipoklorik asit (HOCD),
singlet oksijen (O,), ozon (O,), alkil radikali (R),
peroksil radikali (POO"), organik peroksit radikali
(RCOO), perhidroksil radikali (HO,), alkoksil
radikali (RO"), RNS olarak adlandirilan molekilleri
ise nitrik oksit (NO-), peroksinitrit (ONOO)'tir
(57, 61).

Hiicreler subletal seviyedeki oksidanlara maruz
kaldiklarinda, adaptif yanit sistemlerinin devreye
girdigi belirlenmistir (62). Olusan serbest radikal
urlnleri ve peroksitler gibi molekiillerin neden
olabilecegi oksidatif hasara karst hiicreler antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Bu
sistemler ikiye ayrilir;

-Enzimatik antioksidanlar (stiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (Cat), selenyum bagimli glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR) gibi)

-Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin C,
vitamin E, vitamin A, flavonoidler, melatonin,
urik asit, albumin, haptoglobulin, sistein,
seruloplazmin, transferrin ve laktoferrin, ferritin,
selenyum, oksipurinol, ubikinon, bilirubin, glutatyon,
mannitol, lipoik asit, hemopeksin gibi)'dir.

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hticre icinde
enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda
daha fazla etkilidir (63). Bu onarim sistemleri
oksidatif hasar gormis makromolekiilleri ortadan
kaldirmakta ve/veya onarmaktadir. DNA onarinu
icin genellikle DNA nikleazlar ve glikosilazlar
gerekir (62). Cruz ve ark., probiyotik yogurtlarin
islenmesi sirasinda oksidatif stresi azaltmak icin
artan konsantrasyondaki glikoz oksidazin etkisini
incelemislerdir.  Glikoz  oksidazin  ylksek
konsantrasyonda eklenmesi uzun stireli depolamada
(30 glin) yogurtlardaki ¢ozlinmus oksijen seviyesinde
az miktarda bir artisa neden olurken bu artis
probiyotik yogurtta bulunan Bifidobacterium
longum ve Lactobacillus acidophilus sayilarinda
kiiciik bir diisiise sebep olmustur (64).
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Ozet

ilk olarak Paraguay’da hasat edilen, Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinin yapraklarindan elde edilen
steviol glikozitler, sakkarozun yaklasik 300 kati kadar tatliliga sahiptir. Stevia bitkisi icerisinde, bitki
yapragmin kurumaddesinin yaklasik %30’a kadarlik kismini olusturan on bir temel glikozit bulunmaktadir.
Bunun yant sira kalori icermemesi ve saglik tizerinde cesitli olumlu etkilere sahip olmast nedeniyle son
yillarda diinyanin bircok yerinde dogal tatlandirict olarak kullanimi yaygmlasmustir. Ustelik steviol
glikozitler, gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda tatliligini koruma ve ¢ok farkli islem kosullarinda
stabilitesini kaybetmeme gibi 6zellikleri acisindan Ureticilere avantaj saglamaktadir. Glintimuzde
diinyanin bircok yerinde stevia cay, alkolstiz icecekler, meyve sulari, yogurt, soya sitd, firinlanmis
urlinler, tahil Girtinleri, salata soslari, sekerleme trtinleri gibi bircok islenmis gida triinlerinde kullaniminin
yant sira, sofra sekeri olarak da karsimiza ¢cikmaktadir. Stevianin botanik ¢zellikleri, saglik tGizerindeki
etkileri, yapraklarindan tatlandirict ekstraksiyonu ve gidalarda seker yerine kullanim olanaklarinin ele
alindig1 bu derlemenin, yakin gelecekte tilkemizde yapilacak arastirmalara 1sik tutacagi diisintlmustir.

Anahtar kelimeler: Stevia, steviol glikozit, steviozit, rebaudiozit A, tatlandirici

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’in
kuzey dogusunda yer alan Amambay bolgesinde
hasat edilen ve Asteraceae (papatyagiller) veya
Chrysantemum (kasimpaty) familyasina ait olan,
dalli yapida bir bitkidir. 1899 yilinda Moisés Santiago
Bertoni tarafindan botanik olarak siniflandirilmis ve
detayli olarak tanimlanmustr. Onceleri Eupatorium
rebaudianum olarak adlandirilan bu bitki, 1905
yilinda Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni adini
almistir. Yapraklardan tath bilesen 1909 yilinda
izole edilmis ve 1931’de saflastirilarak stevozit elde
edilmistir. 1952'de ise kimyasal yapist incelenerek
bir diterpen glikozit oldugu tanimlanmistir.
1970’li yillarda ise steviozitten daha da tatlandirma
yetenegine sahip olan rebaudiozit A gibi diger
bilesikler de izole edilmistir. Brezilya ve Arjantin’de
de bol miktarda bulunmakla birlikte giniimiizde
Kanada, Asya ve Avrupa’nin bazi bolgeleri olmak
tizere diinyanin bircok yerinde 200'den fazla Stevia
tirlnin tarimi yayginlasmistir (1-3). Bu bitki,
Gliney Amerika’daki Guarani yerlileri tarafindan
yuzydlar boyunca bitkisel ila¢ ve iceceklerdeki
act tadi baskilamak amaciyla kullanidmustir (4).
Stevia, odunsu bir govde tzerinde yer alan hafif
tuylt yapraklara ve acik mor renkte ciceklere
sahiptir. Stevia yapraklari, ent-kaurene diterpen
glikozitlerden tatli steviol glikozitleri bol miktarda
icermektedir, bu miktar yaprak kuru agirhginin
genellikle %4-20’si arasinda degismekle birlikte
%30’una kadar ulasabilmektedir. Bu tatlt bilesenlerin
yani sira, yapraklarda rebaudiozit A (%2-4),
rebaudiozit C (%1-2), dulkozit A (% 0.4-0.7) gibi
temel glikositler ve ayrica flavonoitler, alkaloitler,
hidroksisinamik asit, vitaminler, fitosteroller,
esansiyel yaglar gibi énemli fitokimyasal bilesikler
de yer almaktadir. 230 stevia tiirinden sadece
Rebaudiana ve Phlebophylla cinsleri steviol
glikozit tiretmektedir. (2, 5, 6). Sakkarozun yaklasik
300 katt kadar tatliliga sahiptir (7). Steviol glikozitler
ayni zamanda kalorisiz oldugu icin, Cin, Japonya,
Kore, Avustralya, Yeni Zelanda ve cogu Avrupa
Birligi tyesi tilkede, alkolstiz icecekler, soju, soya
sosu, yogurt ve bircok gidalarda dogal tatlandirict
olarak kullanilirken, Amerika Birlesik Devletlerinde
gida takviyesi ve Banglades’te ise antidiyabetik
caylar gibi farkli kullanim alanlari bulmustur (5, 8, 9).
Steviol glikozitlerin yiiksek asit konsantrasyonlarinda
ve mikroorganizma varliginda hidrolizasyonu
gerceklesebilir ve steviol ortaya c¢ikar. Ornegin
rebaudiozit A, kalin bagirsaklarda kolon
mikroorganizmalari tarafindan steviozite metabolize
edilir ve dnce steviol sonra da steviol glukuronide
donustirilerek viicuttan atilir (10).

Lopes ve ark. (11), Stevia rebaudiana Bertoni
koklerinden intilin elde etmis, gaz kromatografisi/
kitle spektrometrisi ve ylksek manyetik rezonans
yontemleriyle incelendiginde, elde edilen intilinin
cozunurlik, 1sil stabilite, tatlandirma glctu ve
prebiyotik 6zellik gibi 6nemli 6zellikler tizerinde etkili
olan polimerizayon derecesi yiiksek molekiiler
yapida oldugu ve stevianin yiiksek polimerizayon
derecesine sahip intilin acisindan iyi bir potansiyele
sahip oldugu sonucuna varmislardir.

STEVIANIN FONKSIYONEL OZELLIKLERI VE
INSAN SAGLIGI UZERINE ETKILERI

Stevianin insan saglig: acisindan givenilirligi,
200’n tizerinde yapilan titiz arastirmalar sonucunda
kanitlanmis ve FDA ve FAO/WHO Gida Katki
Maddeleri Uzman Komitesi tarafindan "gtvenli"
olarak tanimlanmis ve glinliik kabul edilebilir
doz 4 mg steviol/vicut agirligt veya 10 mg steviozit/
vicut agirligt olarak belirlenmistir (10, 12).
Rebaudiozit A'nin molekiil agirli 967 olup stevioliin
molekdl agirhiginin (318) ¢ katt kadardir.
Toksikolojik calismalar sonucunda steviozitin
tatlandirict olarak kullanildiginda mutajenik,
teratojenik ve kanserojen olmadigi ve alerjik
reaksiyonlara yol acmadig: goriilmiistiir (13). Ustelik
ksilitol veya sorbitol gibi diger tatlandiricilarda
oldugu gibi steviol glikozitlere zamanla tolerans
kazanim da gerceklesmemektedir (14).

Stevianin saglik acisindan gtivenli oldugu tekrarlt
calismalar sonucunda goOrilmustir. Stevia
yapraklariin ekstraktlart ve en etkin biyoaktif
bilesenleri olan steviozit ve steviol tzerinde
yogun genetik calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar
sonucunda ne steviozitin ne de stevioliin DNA
ile dogrudan etkilesime girmedigi, insanlarda
genotoksik bir hasar olusturmadigi ve ¢ok ylksek
dozlarda viicuda alindiginda bile klastojenik
(kromozom yapisini degistirebilen) etki gostermedigi
gozlenmistir (15).

Stevianin, oldukca yiksek tatlandirma giicline
sahip olmasmna karsin, dislerde herhangi bir sorun
olusturmadigi gibi plak olusumunu da engelleyici
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (10). Stevianin
kalorisiz olmast sekeri steviol yapisina baglayan
B-glukosidik ester baglarinin insan bagirsak
sisteminde hidrolize edilememesinden
kaynaklanmaktadir (16). Anton ve ark. (17), 18-50
yas arast secilen 19 sagliklt ve 19 obez tizerinde
yaptiklart calismada, stevia, aspartam ve sakkarozun,
insanlarda gida tiketimi, doygunluk, postprandial
glukoz ve instilin dizeyleri Gizerindeki etkilerini
karsilastirmali olarak ortaya koymuslardir. Stevia
postprandial glukoz seviyesini sakkaroza gore



onemli dizeyde ve postprandial instilin diizeyini
ise hem aspartama hem de sakkaroza gore
onemli Olctide distirmustiir. Ayrica, stevia katkili
gida alimindan sonra hissedilen doygunluk hissinin,
yiksek oranda sakkaroz alimi sonrasi ile ayni
diizeyde oldugu belirtilmistir.

Seker katkili yiyecek ve icecekler yiiksek miktarda
kalori saglamakla kalmayip, obezite ve Tip 2
diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar,
fel¢ ve bazi kanser tiplerine yakalanma riskini de
beraberinde getirmektedir. Stevia ve steviozit,
diabetes mellitus, obezite, hipertansiyon, enfeksiyoz
hastaliklar, noralji, romatizma, egzama, dermatit,
amnezi ve kanser tedavisi amaciyla sakkaroz
yerine ikame olarak kullanilmaktadir. Steviozitin
pankreastaki insilin saliimint artirdigt ve diyabet
ve karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili diger
hastaliklari tedavi edici etkisini ortaya ¢ikardigi
belirtilmistir (18). Steviozit ayni zamanda bakterisidal
etki gosterir ve Escherichia colfnin gelisimini
engeller (8, 19). Ayrica S. rebaudiana yapraklarinin
sicak suda ekstraktinin rotavirtislerin  (HRV)
cogalmasi Uzerinde engelleyici etkisi oldugu
gorilmustir (20). Barba ve ark. (21) tarafindan
yurltilen bir c¢alismada, %2.5 oraninda Stevia
eklenmis meyve Ozitine 453 MPa basing ve 5
dakika stre kosullarinda yiksek basing
uygulamas: sonucu Listeria monocytogenes
sayisinda 5 logaritmik birim diistis saglanirken,
oksidatif enzimler de inaktive edilmistir. Stevia
icermeyen orneklerde toplam fenolik madde icerigi
185.5 + 7.1 ppm iken, %1.25 ve %2.5 stevia katkilt
orneklerde sirastyla 2261.1 + 41.7 ppm ve 4050.8
+ 42.7 ppm oldugu goralmistiir. Ayrica toplam
fenol ve antioksidan kapasitesinin en yiksek
diizeyde tutulabildigi de gortlmistiir.

Stevia genotipinin antioksidan aktivitesi tizerine
onemli olctide etkisi oldugu, 6zellikle rebaudiozit
A ile toplam fenol icerigi ve antioksidan kapasitesi
arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu bildirilmistir
(22). Ayrica, ozellikle bitkisel karisimlarda duyusal
ozellikleri iyilestirmesinin yani sira, stevia iceren
karisimlarin icermeyenlere gore 6nemli dlclide
fenolik madde miktarint ve antioksidan aktiviteyi
arttirdi@r bildirilmistir (23). Tadhani ve ark. (24),
yaptiklart calismada stevia bitkisinin = gticli
antioksidan etki gosterdigini ve zengin bir
antioksidan kaynag: olarak kullanilabilecegini
kanitlamislardir. Benzer sekilde Shukla ve ark.
(25) stevianin cok yiiksek antioksidan etkiye
sahip oldugunu goérmis, Barba ve ark. (21) ise
stevianin ¢ok glicli antioksidan etkisinin yani
sira yiiksek oranda fenolik bilesen icerigine sahip
bir katki olarak ticari kullanima uygun oldugunu
belirtmistir.

Komes ve ark. (23), bogilrtlen yapragt ve
kurutulmus elma, erik, incir, iziim, kayist, havug,
tatlt patates, stevia yapragi ve meyan koku gibi
dogal tatlandiricilardan olusan karisimlarin besin
degeri, biyoaktif ozellikleri, biyolojik aktivitesi ve
duyusal ozelliklerini incelemislerdir. Bu karisimlarda
stevia katkili 6rneklerde fenolik bilesiklerin varlig
arastirdldiginda, en yiiksek oranda klorojenik asit
miktarinin kurutulmus elmalardan sonra en ¢ok
stevia yapraklarinda bulundugu gozlenmistir. Bir
baska arastirmada, Stevia rebaudiana Bertoni
yapraklarindan elde edilen sulu 6ziit, sodyum
aljinat ile 1slak enkapsiilasyon ve dondurarak
kurutma yontemleriyle enkapstile edilerek, toplam
fenolik icerik ve antioksidan kapasitesi Gizerine
etkileri arastirlmistir. Her iki enkapsiilasyon
yontemiyle de elde edilen kapstller +4°C’de 30
glin depolama strecinde toplam fenolik madde
icerigi acisindan stabilite gostermis ve antioksidan
aktivitesini korumustur. Stevia 6zltiiniin aljinat
ile kaplanmast isleminin, gida endustrisinde
dogal antioksidan madde saglanmasi acisindan
gelecek vadeden bir yontem oldugu sonucuna
varilmistir (26).

Sharma ve ark. (27), Tip 2 diyabetik fareler
tzerinde vyaptiklart calismalarinda, — Stevia
rebaudiana Bertoni'nin yiksek kan glukoz
seviyesini disurdigini, oksidasyonu azaltict
enzimlerin fonksiyonunu arttirdigini ve diyabetik
hiicrelerde hiicre buttinligiini korumaya katkida
bulundugunu géormuslerdir.

Koyama ve ark. (28), stevia karisiminin ve enzim
modifiye stevianin insan sindirim sisteminde
nasil metabolize oldugunu arastirmak amaciyla
yaptiklart in vitro calismada stevia karisiminin,
steviozit ve rebaudiozit A nin ve enzim modifiye
stevianin 24 saat icerisinde elimine oldugunu
ancak stevioliin yok olmadigini gostermistir. Stevia
karisimi, steviozit ve rebaudiozit A insan bagirsak
mikroflorast tarafindan steviole parcalandigi
sonucuna varimistir ve bu sonucun daha 6nce
yapilan fare denemelerinden elde edilen sonuglarla
tutarli oldugu bildirilmistir.

STEVIOL GLIKOZIiT EKSTRAKSIYON
YONTEMLERI
S.  rebaudiana yapraklarindan steviozit

ekstraksiyonunda su ve alkol ile ekstrakte edip
ardindan ¢okeltme, pihtilastirma ve kristalizasyon
uygulanmas:  gibi  geleneksel  yontemler
kullanimaktadir. Biyoaktif maddelerin
ekstraksiyonunda modern ekstraksiyon yontemleri
olarak, basingli sivi ekstraksiyonu, basinglt sicak su
ekstraksiyonu, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu,
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mikrodalga destekli ekstraksiyon, hatta son
yillarda bitkisel biyoaktif maddelerin ekstrasyonunda
enzim  destekli  ekstraksiyon = yontemleri
kullanilmaktadir (18).

Zang ve ark. (29), stevia yapraklarindan su ile
ekstrakte edilen glikozitleri membran yontemiyle
konsantre etmislerdir. Ekstraktlarda bulunan asili
partikiiller ve ytksek molektil agirliklt partikiiller
0.3-0.8 ym capinda gozeneklere sahip laboratuvar
tipi seramik filtre ile uzaklastirlmistir. Cok asamali
memban prosesinin glikozitlerin konsantrasyonunda
basart ile kullanilabilecegi sonucuna varmuglardir.
Erkiciik ve ark. (30), stevia yapraklaridan glikozit
eldesinde superkritik akiskan ekstraksiyonu
yontemini kullanmuglardir. Bu yontemle ekstrakte
edilen steviozit ve rebaudiozit miktarlarinin, su
ile elde edilen 6zut miktarlarina cok yakin ve
etanol ile elde edilen miktarlardan da biraz daha
yiksek oldugu gortilmustir. Her ne kadar
stiperkritik sivi ekstraksiyon sisteminin yatirim
masraft geleneksel sisteme oranla ylksek olsa
da, bu yontemle elde edilen ¢zitlerde istenmeyen
ya da aromayi bozan bilesenler olmamasi ve
yuksek kalite nedeniyle geri dontisiin hizli olacagt
da dikkate alindiginda, ¢ozgen ekstraksiyonuna
gore iyi bir alternatif olabilecegini belirtmislerdir.
Oztiirk ve ark. (31) Stevia rebaudiana yapraklarindan
stuperkritik su ekstraksiyonu ile steviol glikozit
elde edildigi calismalarinda optimum ekstraksiyon
kosullarinin 125°C sicaklik, 45 dakika stire ve 4
ml/dk akis hizi olarak belirlemistir. S6z konusu
kosullarda 36.87 mg/g steviozit ve 35/68 mg/g
rebaudiozit A elde edilmistir.

Cozgen ekstraksiyonunda, steviozit ve rebaudiozit
ekstraksiyon verimini ve etkinligini arttirmak
amacityla yapilan bir calismada, kuru stevia
yapraklarindan steviol glikozit elde etmek
amactyla hizlandirimis ve otomatize edilmis ¢ozgen
ekstraksiyon islem parametrelerinin optimize
edilmesi amaclanmistir. Arastirmada yanit-ytizey
yontemi ile ekstraksiyon sicakligi, statik siire ve
dongl sayisinin steviozit ve rebaudiozit A verimi
tzerindeki etkileri incelenmistir. Islem sirasinda
s6z konusu her bir faktorin etkili oldugu ve bu
yontemde optimum parametrelerin 100°C’de 4
dakikalik tek bir islem olarak saptandigt ve bu
kosullardaki verimin %91.8+3.4 oldugu ifade
edilmistir (32).

Puri ve ark. (18), S. rebaudiana yapraklarindan
steviozit  ekstraksiyonunda enzim destekli
ekstraksiyon yontemini kullanmis, bu amacla
pektinaz ve hemiselilaz enzimi ile farkli
konsantrasyon, sicaklik ve siirede ekstraksiyon
denemeleri gerceklestirmislerdir. Enzim destekli

yontemde verimin ¢ozgen ekstraksiyonuna gore
¢cok daha yiiksek oldugunu gostermistir. En yiiksek
ekstraksiyon veriminin ise hemiseliilaz enzimi ile
60°C’de 1 saat kosullarinda elde edildigini, bu
yontemin ¢ozgen ekstraksiyonuna iyi bir alternatif
olabilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde, Adari
ve ark. (33), stevia yapraklarini seliilaz ile isleme
soktuktan sonra ¢ozinilr nisasta eklemis ve bu
sekilde steviozitin transglukolizasyonu ile
ekstrakte edilen rebaudiozit A orani %4’den
%66’ya yiikselmis, ardindan uygulanan coklu kolon
kromatografisi ile %95 oraninda saf rebaudiozit A
elde edilmistir.

Sheng ve ark. (34), sakkarit bazli sabit bir fazin
kullanildigi hidrofilik interaksiyon sivi kromatografisi
yontemi ile oligosakkaritlerin ve glikopeptitlerin
ekstraksiyonu tizerine arastirmalar yapmustir. Bir
silika jel tUzerine vyuksek molekul agulikli
polisakkaridin immobilize edildigi bu yontem ile
steviadan steviozit, rebaudiozit A ve rebaudiozit
C’nin s1vi fazlar etkin bir sekilde elde edilmistir.
Yakin zamanda yapilan bir calismada steviol
glikozitlerin yani sira, iki steviadan aminoasit
bazli tatlandirict elde edilmistir. Stevozitten
cozgen ekstraksiyonuyla stevia glisin etil ester ve
stevia-L-alanin metil esterin sentezlendigi bu
calismada, elde edilen tatlandiricilarin safligi yuik-
sek performans sivi kromatografisi yontemiyle
(HPLO) test edilmis, ayrica sulu cozeltilerinin
duyusal 6zellikleri sakkaroz ile karsilastirmals
olarak belirlenmistir. Bunun yanit sira, bu yeni
tipte tatlandiricilarin akut toksisite, erime noktast,
cozinurlik ve 1sil stabilitesi de test edilmistir.
Tatlandiricilarin, 100°C’de 2 saat stiresince asidik,
bazik ve noétral ¢ozeltilerde stabil oldugu, yine
steviozitlerde oldugu gibi sakkaroza gore cok daha
yogun tatlandirma kapasitesine sahip oldugu
ancak steviozitlerde goriilen aci tat kusuruna sahip
olmadigt anlasilmistir. Aminoasit yapisindaki bu
iki yeni tatlandiricinin gida sanayinde dustk
kalorili Girtin eldesinde basartyla kullanilabilecegi
sonucuna varimistir (35).

STEVIANIN GIDALARDA TATLANDIRICI
OLARAK KULLANIM ALANLARI

Steviol glikozitler cay, alkolstiz icecekler, meyve
sulari, yogurt, soya stitdi, firinlanmis trtinler, tahil
urunleri, salata soslari, sekerlemeler gibi cesitli
gidalarda katk: olarak ve sofra sekeri olarak
kullanilmaktadir (10). Ancak, hala bazi tlkelerde
bircok faktére bagli olarak yasal kullanim hakk:
kazanamamuistir. Son yillarda yapilan klinik ve
toksisite calismalart steviol glikozitlerin "gida
safliginda" tanimina uygun ozellikleri karsiladigin
kanitlamustir (36).



Steviozit ve rebaudiozit A'nin gazl iceceklerde
kullaniminin arastirildigr bir calismada fosforik asit
ve sitrik asit ile asitlendirilen iceceklerin kimyasal,
duyusal ve mikrobiyolojik stabilitesi arastirilmustir.
Oda sicakliginda depolama sonucu steviozit katkilt
iceceklerde 5 ay, rebaudiozit katkili iceceklerde
ise 3 ay boyunca, arastirilan 6zellikler acisindan
herhangi bir bozulma godzlenmemistir. Ancak
depolama sicakligt 37°C'ye cikarildiginda her iki
steviol glikozit ile tatlandirilan Orneklerde 2 ay
sonra kimyasal bozulmalar gerceklestigi tespit
edilmistir. Ornekler bir hafta boyunca giines 1s181na
maruz birakildiginda rebaudiozit A miktarinda
%20 kadar kayip gerceklestigi, 60°C'de 6 giin boyunca
sitma ile de her iki tatlandirict miktarinda %0-6
oraninda bir kayip gerceklestigi gozlenmistir (37).
Kerzicnik ve ark. (38), farkli oranlarda stevia ve
sakkaroz ile tatlandirilmis cesitli gida ¢rneklerinin
duyusal ozelliklerini arastirnus ve otuz ti¢ goniilliidden
olusan panel ile calismistir. En ylksek puanlart
%100 stevia ve %25 stevia + %75 sakkaroz ile
tatlandirlmis 6rneklerin aldigi godriilmiistiir. Ustelik
stevianin pismis gida urtinlerinde de tatlandirma
ozelligini kaybetmeksizin ve triintin duyusal
ozelliklerini olumsuz yonde etkilemeksizin
sakkaroz yerine tamamen ya da kismen ikame
olarak kullanilabilecegi sonucuna da varilmistir.
Kroyer (39), 0.5 g/l oraninda steviozit katkili cay
ve kahve orneklerinde 80°C’de 4 saat boyunca
steviozitin stabilitesini ve kafein ile etkilesimini
arastirmak amaciyla bir saat araliklarla 6rnek alarak
bir dizi analizler yapmis ve 4 saat boyunca
onemli bir degisiklik kaydetmemistir. Ancak
sicaklik  yukseltildiginde, 140°C’den sonra
bozunmalar baslamis ve 200°C’de ise tamamen
bozunma gerceklesmistir. Bu durumda, steviozitin
ylksek sicakliklarda tretilen firin Griinleri ya da
diger gida UurGnlerinde kullaniminda bazi
sakincalarin dogacagi dustinllebilir. Ancak,
steviozitin B grubu ve C vitaminleri ile de 6nemli
bir etkilesime girmedigi kaydedilmistir.

De Melo ve ark. (40), seker ilavesiz ve siikraloz
ve steviozit katkili %25 oraninda kalorisi azaltilmus
sttlii cikolatalarin duyusal ozellikleri tzerinde
laboratuvar olcekli arastirma yapmislardir.
Ornekler arasinda parlaklik, kakao aromasi, tereyagi
aromasi ve kakao lezzeti acisindan 6nemli bir
fark olmadigi gortlmistir. Ancak, stkraloz
katkili 6rneklerin steviozit katkili 6rneklere
oranla kabul edilebilirliginin daha ytiksek oldugu
saptanmustir. Her iki tatlandirici katkili drnekte de
aci tat gelisimi gozlenmekle birlikte, bu durumun
steviozit katkili 6rneklerde daha yogun oldugu

belirlenmistir. Benzer sekilde Bollini-Cardello ve
ark (41) tarafindan yapilan calismada da, stevia
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda,
konsantrasyon artisiyla beraber aci tat algisinin
da artugt belirlenmistir. Hatta algilanan bu aci tadin,
ilk basta %20 sakkaroz tatliligina denk gelen tatlt
lezzeti baskiladigi bildirilmistir. Mielby ve ark. (42),
Stevia rebaudiana katkili meyveli iceceklerde
duyusal degerlendirme yapmis ve stevianin neden
oldugu acilik lezzet kusurunun limon aromast
katksi ile bir derece diizeltilebildigini gormuslerdir.

Steviol glikozitlerin neden oldugu acilik kusuruna
¢Ozim getirmek amaciyla yapilan bir ¢calismada,
steviol glikozitler, puskurtmeyle, dondurarak ve
etiivde kurutma yontemleri kullanilarak, farkls
oranlarda karistirtlmis maltodekstrin ve intilinden
olusan bir kaplama maddesi ile enkapstle
edilmistir. Calismada %2.5 lik steviol glikozit
cozeltisi kullandmustir. Tim kurutma islemleri
strasinda steviol glikozitler kimyasal butiinligint
korurken, fizikokimyasal ve duyusal 6zellikler
acisindan en iyi sonuclarin puskiirtmeyle kurutma
ile enkapsule edilmis 6rneklerden elde edildigi
sonucuna varimistir (43).

Guggisberg ve ark. (44), set tip yogurtlarda %8
sakkaroz yerine farkli oranlarda stevia ve izomaltuloz
karisimi ve palatinoz (%8) kullanarak, s6z konusu
seker ikamelerinin yogurtlarin kalite ozellikleri
tizerine etkisini incelemislerdir. Katkilarin hicbirinin
yogurt Uretim prosesi veya pH tizerinde olumsuz
bir etki gostermedigi belirtilmistir. Sadece stevia
katilmis trtinlerde acilik ve istenmeyen lezzet
olusumu gozlenmistir. Bu istenmeyen lezzet,
cesitli panelistler tarafindan, "kafli", "kartonumsu",
"metalik" ve "yapay" olarak degerlendirilmistir.
Bununla birlikte en iyi kombinasyonun %0.025
stevia karisimi oldugu belirtilmistir.

Oliveira ve ark. (45), Malaya elmalarindan yiksek
kalorili sekerleri uzaklastirarak yerine dustk
kalorili steviozit ve rebaudiozit kullanmislardir.
Bu amagcla ilk asamada elmalardan destile su
icerisinde 20 dakika siireyle ultrason yardimiyla
sekerin uzaklastirildigi ve ozmotik yontemle stevia
bazli tatlandiricilarin basar ile elmalara katilabildigi
sonucuna varmuglardir. Ustelik bu sekilde toplam
kaloride % 40.2’lik bir azalma saglanabilmistir.
Benzer sekilde Garcia-Noguera ve ark. (46) da iki
asamali seker ikame yontemi ile cilek orneklerinden
yiksek kalorili sekerleri kismen uzaklastirarak
dustuk kalorili steviozit ve rebaudiozit ile
tatlandirmislardir. En iyi sonuclarin cileklerden
dogal sekerlerin uzaklastirilmasi ve stevia bazli
tatlandiricilarin ikame edilmesi asamasinda ultrason
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destegi kullanildiginda elde edildigi gbzlenmistir.
Torres ve ark. (47), kestane ve pirin¢ unlarindan
glutensiz jole yapiminda, tatlandirict olarak
sakkaroz, stevia ve ksilitol kullaniminin Griinin
yapisal, tekstiirel ve reolojik 6zellikleri Gizerine
etkisini arastirmislardir. Sakkaroz ve ksilitol jel
sikiligini 6nemli olciide azaltirken, stevianin
etkisinin cok distik oldugu gozlenmistir.

Weber ve Hekmat (48), farkl: tatlandiricilarin
probiyotik yogurtlarin duyusal o6zellikleri ve
Lactobacillus rbamnosus GR-1 gelisimi Gizerine
etkisini arastirmislardir. % 0.12 stevia, 9%0.12
stevia-inulin-krom (SIC), %1.0 siikraloz, %5.0
sakkaroz, % 6.0 ksilitol katkili ve tatlandirict
icermeyen kontrol oOrneklerinde, 28 glinlik
depolama stireci boyunca L. rbammnosus GR-1
sayisinin 10%-10° kob/ml dizeyinde oldugunu
gormuslerdir. Stevia iceren 6rnegin stevia-intilin-
krom icerene gore daha ylksek duyusal puanlara
sahip oldugu gozlenmistir. Ancak stikraloz katkilt
yogurt orneklerinin duyusal ¢zellikler acisindan
en ylksek puanlari almast ve sakkarozun lezzet
disindaki diger duyusal ¢zellikler acisindan steviaya
gore daha cok tercih edilmesi, stevianin daha
ylksek konsantrasyonlarda kullanildiginda daha
basarili sonuclar elde edilebilecegini ve bu konuda
daha fazla arastirma yapilmast gerekliligini ortaya
koymustur.

Son yillarda steviol glikozitlerin gidalarda tatlandirict
olarak kullanimi ile ilgili siiphesiz sanayide de
yogun calismalar baslatlmistir. Clos ve ark.
(49) tarafindan vyurttilen calismada, Stevia
rebaudiana dan elde edilen rebaudiozit A nin
gelistirilmesi ve ticari olarak yayginlastirilmasi
hedeflenmistir. Bu calismalarda saflik derecesi
%97’den yiiksek olan ve rebiana olarak da bilinen
rebaudiozit A kullandmustir. Ayrica, s6z konusu
tatlandiricinin stabilitesini belirlemek amaciyla
icecek ornekleri glines 1s18ma maruz birakilmustir.
Daha once yapilan calismalardan elde edilen
bulgularin aksine, rebiana’nin 1s13a karsi stabil
oldugu belirlenmistir.

Carbonel-Capella ve ark. (50), portakal, mango
ve papaya meyveleri ile hazirlanan ve %1.25 -
%2.5 Stevia rebaudiana ile tatlandirilmis meyve
sularma 300, 400 ve 500 MPa ve 5-15 dakika siire
kosullarinda ytiksek basin¢ uygulamuslardir. 300
MPa basingcta 14 dakika streyle uygulanan yiiksek
basing isleminin %1.7 stevia iceren meyve suyu
karisimt  Orneklerinde en ylksek miktarda
antioksidan miktarina (stevia icermeyen 6rneklerin
15 kat1 kadar) ve en ustiin renk ¢zelliklerine sahip
bir tirin eldesine olanak tanidigt sonucuna vardmustr.

Sekersiz ¢ikolata tretiminde cesitli tatlandiricilarin
trintin reolojik ve erime oOzellikleri Uzerine
etkilerinin arastirildig bir calismada, referans olarak
sakkaroz kullanilmis ve denemelerde stevia ve
tomatin oziiti ile tatlandirilmus inilin ve polidekstroz
karisimi  kullanidlmustir.  Stevia ile tatlandirilan
orneklerin referans ile benzer erime ve reolojik
ozellikler gosterdigi gorilmustir (51).

Tek tip glikozit ile calisildiginda duyusal acidan
tercih edilmedigi yapilan calismalar sonucunda
anlasilmistir. Her Girtin icin dogru kombinasyonun
ve kullanim oraninin belirlenmesi ve farkls
formiilasyon veya katkilarin yardimyla lezzet
kusurlarinin giderilmesi amactyla bir dizi ¢calismalar
yuritilmesi gerekmektedir.
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GIDA TEKNOLOJiSi DERNEGI TUZUGU

MADDE 1: Dernegin adi, "Gida Teknolojisi Dernegi"dir. Subesi acilmayacaktir. Dernegin merkezi: Ankara'dur.

MADDE 2: Dernegin Amag ve Gorevi: Dernegin amacr; Gida Bilimi, Gida Teknolojisi, Gida Miihendisligi, Gida Sanayisi, Gida Giivenligi
vb. gida ile ilgili butiin konular incelemek ve degerlendirmektir. Bu amaca uygun yayinlar yapar, seminerler, konferanslar, kurslar,
yarismalar, sergi ve geziler dtzenler, ilgili ulusal ve uluslararasi kuruluslar ile birlikte calisir. Dernek, kir amacit gtmez.

MADDE 3: Uyeler: Dernegin, iki cesit ilyesi vardir: a) Asil iiyeler b) Onursal Uyeler.

T.C. Dernekler Kanunu’na gore bir dernekte tiye olmak hakkina sahip ve asagidaki kosullara uygun olan kisiler bu dernege tye olabilir.
a) Asil Uyelik Kosullari:

1) Universitelerin, gida ile ilgili egitim yapan her hangi bir boliimiinden/ programidan mezun olmus olmak,

2) Birinci kosulda belirtilen yerlerde uzmanlik, yiiksek lisans, doktora ve doktora Gstii unvanlar kazanmis olmak, 6gretim tyesi veya
yardimcist olarak calismis ya da calisiyor olmak,

b) Onursal Uyelik Kosullart:

Asil tyelik kosullarina uygun yabanct uyruklulara ve/veya dernek amacina uygun olarak kamu ya da 6zel sektorde calismalar yapanlara
Yonetim Kurulu karart ile "Onursal Uyelik" verilebilir.

MADDE 4: Dernege iiyelik icin bireysel bagvuru yeterlidir. Uyelik basvurusu, Yénetim Kurulu tarafindan goriisiiliir ve en gec 30 giin
icinde karara baglanir.

MADDE 5: Odenti ve Uyeligin Sona Ermesi:

Dernege liye olmak icin giris 6dentisi 10 TL, yillik tiye ¢dentisi ise 10 TL'dir. Odenti miktarlar1 genel kurul karari ile degistirilebilir.
Uyeligin sona ermesi asagidaki kosullarda gerceklesir:

Kendiliginden: Uyelik icin kanunda ve tiiziikte aranilan nitelikleri sonradan kaybedenlerin Dernek tiyeligi kendiliginden sona erer.
Cikma ile: Hic kimse Dernekte tiye kalmaya zorlanamaz. Her tiye yazili olarak bildirmek kaydryla, Dernekten ¢ikma hakkina sahiptir.
Uyenin istifa dilekgesi yonetim kuruluna ulastigr anda cikis islemleri sonuclanmus sayilir. Uyelikten ayrilma, tiyenin Dernege olan
birikmis bor¢larini sona erdirmez.

Cikarilma ile: Dernek tyeliginden cikarilma sebepleri asagida gosterilmistir:

a) Dernek tizigtine aykirt davranislarda bulunmak,

b) Verilen gorevlerden stirekli kacinmak,

¢) Yazili uyariya gerek kalmadan, yillik Gyelik ddentisini st Giste 3 yil 6dememek,

d) Dernek organlarinca verilen kararlara uymamak,

e) Yiiz kizartict bir suctan hitkiim giymis olmak.

Yukarida sayilan durumlardan herhangi birinin tespiti halinde tye, Yonetim Kurulu karari ile tiyelikten ¢ikarilabilir.

MADDE 6: Dernegin organlart sunlardir:

a) Genel Kurul

b) Yonetim Kurulu

©) Denetleme Kurulu

MADDE 7: Genel Kurul, her 3 yilda 1 olmak tizere Mayis ayimnda Yonetim Kurulunun davetiyle olagan toplantisini yapar.

Yonetim Kurulu, Dernek Tuzigiine gore Genel Kurula katilma hakk: bulunan tyelerin listesini diizenler. Genel Kurula katilma hakk:
bulunan tyeler, en az 15 giin 6nceden, giind, saati, yeri ve giindemi bir gazetede ilan edilmek veya yazili ya da elektronik posta ile
bildirilmek suretiyle toplantiya ¢agrilir. Genel Kurul ¢agrist, Dernegin web sayfasinda da duyurulur. Bu ¢agrida, cogunluk saglanamamasi
nedeniyle toplanti yapilamazsa, ikinci toplantinin hangi giin, saat ve yerde yapilacagi da belirtilir. ilk toplant ile ikinci toplant arasindaki
stire 7 glinden az, 60 glinden fazla olamaz.

Toplanti, cogunluk saglanamamast sebebinin disinda baska bir nedenle geri birakilirsa, bu durum, geri birakma sebepleri de belirtilmek
suretiyle, ilk toplantt icin yapilan ¢agrt usuliine uygun olarak tyelere duyurulur. Ikinci toplantinin geri birakma tarihinden itibaren en
gec alti ay icinde yapilmasi zorunludur. Uyeler, ikinci toplantiya yukaridaki paragrafta belirtilen esaslara gore yeniden cagrilir.
MADDE 8: Genel Kurulun gorev ve yetkileri sunlardir:

a) Onceki Yonetim ve Denetleme Kurullarinin raporlarint, hesaplarini, yeni dénem biitce 6ngoriisiinii inceleyerek bunlari bir biitiin
olarak kabul veya reddetmek,

b) Yeni donem Yonetim ve Denetleme Kurullarinin tyelerini se¢cmek,

¢) Dernek Tuztugini degistirmek,

d) Dernegin feshini ve tasfiyesini kararlastirmak.

MADDE 9: Genel Kurul:

a) Asil tiyelerin en az 1/5'inin,

b) Yonetim Kurulunun ve

¢) Denetcilerin istek ve davetleri ile olaganiistii toplantiya cagurilir.

MADDE 10: Genel Kurul, Gyelerinin yaridan bir fazlasi ile toplanir ve kararlari, katilan tyelerin yaridan bir fazlasi ile verir. Ancak ilk
toplantida gereken bu cogunluk saglanamazsa, ikinci toplantiya katilan tye sayisi, Dernek Yonetim ve Denetleme Kurullari tiye tam
sayilart toplaminin iki katindan az olamaz. 8. Maddenin ¢ ve d fikralarina iliskin bir karar icin ilk toplantida tyelerin ticte ikisinin
mevcudiyeti ve kararin, Dernek toplam Uye sayisinin tcte ikis iile alinmasi sarttir. Ancak ilk toplantida gereken bu cogunluk
saglanamazsa, ikinci toplantida katilan tiye sayisinin tgte ikisinin karart gerekir.

Genel Kurul, bir Baskan, bir Baskan Yardimcisi ve bir Yazman secerek calismalarina baslar.

MADDE 11: Genel Kurul, Yonetim Kurulu icin 7 asil ve 7 yedek, Denetleme Kurulu icin 3 asil ve 3 yedek tye secer. Secimler gizli oy,
acik tasnif ile yapilir.

MADDE 12: Genel Kurul, aldig: kararlari, Dernek internet sayfasinda duyurur.

MADDE 13: Yonetim Kurulu gorev paylasimi soyledir:

Baskan: Yonetim Kuruluna baskanlik eder, gorevlerin yirtitilmesini saglar ve Dernegin yetkili tek temsilcisidir.
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I1. Baskan: Baskanin yardimcisidir ve yoklugunda onu temsil eder.

Sekreter: Uyelerle iliskileri ve yazismalar diizenler, yasalarca tutulmast gereken defterleri tutar.

Egitim ve Tanitma Yonetmeni: Seminer, kurs ve konferanslar gibi calismalari diizenler.

Sayman: Dernegin biitcesi ve ddentileriyle ilgilenir, gelir-gider defterlerini tutar.

Yayin Yonetmeni: Dernegin yayin organinin ¢ikarilmast islerini diizenler.

Dis Iliskiler Temsilcisi: Dernegin uluslararasi kuruluslarla ilgili calismalarint diizenler.

MADDE 14: Yonetim Kurulunun Gorev ve Yetkileri sunlardir:

a) Dernegin biitcesini Genel Kurula sunmak tizere hazirlamak ve harcamalarint Genel Kurulca onaylanmis biitceye gore yapmak,

b) Dernek amaclarini gerceklestirecek calismalar yapmak.

MADDE 15: Yonetim Kurulu, yilda en az iki defa olmak tizere Yonetim Kurulu Baskani tarafindan toplanir ve kararlar oy cokluguyla
alinir.

MADDE 16: Oziirsiiz olarak tist tste {i¢c defa Yonetim Kurulu toplantisina katilmayan tiyenin, Yonetim Kurulu tiyeligi diiser ve yerine
siradaki yedek tye alinir.

MADDE 17: Dernek Denetleme Kurulunun Gorev ve Yetkileri sunlardir:

a) Denetleme Kurulu, Dernegin i¢ denetiminden sorumludur.

b) Dernegin hesaplarini ve buna iliskin biitiin islemlerini yilda en az 1 kez denetime tabi tutarak diizenleyecegi raporun bir kopyasini
dosyasinda saklamak, bir digerini ise bilgi edinilmesi icin imza karsiliginda Yonetim Kuruluna vermek,

©) Dernegin hesap isleri ile Yonetim Kurulunun hazirladigs biitce hakkindaki raporu Genel Kurula sunmak tizere hazirlamak.

MADDE 18: Dernegin Gelirleri:

a) Asil tiyelerin 6dentileri,

b) Dernegin yayinlanmasini saglayacag: yaynlardan ve dernegin aracilik edecegi, tiiziige uygun baska islerden elde edecegi kazanclar,
¢) Dernek yayinlarindan ve kongre vb. diger calismalardan elde edilecek gelitler,

d) Gergek ve tiizel kisilerin yapacaklari bagis ve yardimlar.

MADDE 19: Yonetim Kurulu, Dernekler Yonetmeliginin 32. Maddesinde belirtilen yasal defterleri tutar.

MADDE 20: Dernegin Borclanma Usulleri: Dernek, amacini gerceklestirmek ve faaliyetlerini ytrtitebilmek icin hicbir kosulda
bor¢clanma yapamaz.

MADDE 21: Dernegin feshi halinde biitiin mallar ve paranin nereye kalacagina Tasfiye Kurulu karar verir.

MADDE 22: Tiiziik bosluklari ve ihtilaflar halinde Dernekler Kanununun ve Dernekler Yonetmeliginin ilgili hiikimleri uygulanir.
MADDE 23: Dernegin Kurucu Heyeti asagidaki T.C. vatandaglarindan olusmustur: Ad ve Soyady; Meslegi ve Is Adresi; Ikametgah Adresi;
Dogum Yeri ve Yilt

1) Arif Akman; Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Hemseri sok. 37 Gaziosmanpasa-Ankara; Elazig 1903

2) Turgut Yazicioglu; Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Tunus Cad. 89/12 Kavaklidere-Ankara; Istanbul 1912

3) M. Hilmi Pamir; Prof. Dr.; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Bardactk sok. 96/6 Kiiclikesat-Ankara; Kastamonu 1924

4) Ismet Tiirker; Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Bestekar sok. 62/13 Kavaklidere-Ankara; istanbul 1924

5) Omer Giirses; Asist. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Atac sok. 65/2 Yenisehir-Ankara; Ankara 1943

6) R. Kemal Gokge, Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; K.Sami pasa Cad. 11 Subayevleri-Ankara ; Erzincan 1913

7) Zihtii Yoney; Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Atac Sok. 33/15 Yenisehir-Ankara; Corum 1920

8) Tunay Durgun; Asist. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; 31. Sok. 26/5 Bahcelievler-Ankara; Alpullu 1945

9) Mustafa Metin; Dog. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Mesrutiyet Cad. 29/17 Yenisehir-Ankara; Nizip 1940

10) Isil Fidan; Dog. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Ziraat Mah. Irfan Bastug Cad. 26/2 Diskapt-Ankara; Ordu 1938

11) Muazzez Eralp; Prof. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Yesiltepe Koop. 7/41; Emek-Ankara; Konya 1913

12) Nesrin Kaptan; Dog. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Stimer sok. 34/15 Demirtepe-Ankara; Elazig 1933

13) Mustafa Uctincii; Asist. Dr; Ank. Univ. Ziraat Fak ; Ilk sok. 11/6 Ziraat mah. Diskapi-Ankara; Tagkoprii 1945

14) Mehmet Aydin; Tarim Bak. Gida Isleri Genel Muidiirl; Giiven sok. 28/7; Asagi Ayranci-Ankara; Samsun 1928

15) Liitfii Cakmakgt; Asist. Miitehassis; Ank. Univ. Ziraat Fak.; Tarsus sok. Mutlu Ap. 10 Bankaevleri-Ankara; Mugla 1947

Gida Teknolojisi Dernegi Tiiziik Degisikligini Hazirlayan 21. Dénem
ve Onaylayan 22. Dénem Yonetim Kurulu Uyeleri

Adys, Soyadi 21. Dénem Gorevi 22. Dénem Gorevi IMZA
Prof. Dr. Abdulkadir Halkman Yonetim Kurulu Asil Uye Yonetim Kurulu Asil Uye
Prof. Dr. Celalettin Kocak Yénetim Kurulu Asil Uye Yonetim Kurulu Asil Uye
Prof. Dr. Atila Yetisemiyen Yonetim Kurulu Asil Uye Yénetim Kurulu Asil Uye
Prof. Dr. Ender S. Poyrazoglu Yonetim Kurulu Asil Uye Yonetim Kurulu Asil Uye
Yrd. Dog. Dr. ibrahim Cakir Yonetim Kurulu Asil Uye Yénetim Kurulu Asil Uye
Yrd. Dog. Dr. Birce Taban Yonetim Kurulu Asil Uye Yonetim Kurulu Asil Uye
Aras. Gor. Onur Ketenoglu - Yonetim Kurulu Asil Uye
Aras. Gor. Ilker T. Akoglu Yonetim Kurulu Asil Uye Yonetim Kurulu Yedek Uye
Prof. Dr. Aziz Tekin Yonetim Kurulu Asil Uye Denetleme Kurulu Asil Uye
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