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Editorden,

Merhaba,

GIDA Dergisinde yeni bir donem basladi. Artik, kdgida basili dergimiz olmayacak ancak elektronik
ortamda yayimma devam ediyoruz. Ana sayfamiz olan www.gidadernegi.org adresi tizerinden basilmis
ve basilacak olan tiim makalelere ticretsiz ve sifresiz erisim miimkindir. www.trgidadergisi.org adresimizde
sadece dergi vardir.

Yeni yayin politikamizda kictk degisiklikler yaptik. Bundan sonra kabul edilen her makale, say1 ve
sayfa numarasi alarak elektronik ortamda yayimlanacak. Nitekim baskiya hazir 10 makaleye de 2. say1
ve sayfa numarasi verildi.

Onceki uygulamada Ingilizce arastirma, Tiirkce arastirma ve Tiirkce derleme 6nceligimize gore say1
tamamladiginda sayfa numarasi veriliyordu. Bu uygulamada kabul tarihine gore sayfa numarasi verildigi
icin drnegin, ayni sayidaki Tiirkce derleme makalesi, Ingilizce arastirma makalesinden daha once
yayumlanabilmektedir.

Yeni uygulamada dergi icinde bir diger degisiklik, makalelerin sag (tek) sayfa numarasi ile baslama
kuralimizin son bulmasidir. TUBITAK dergileri dahil pek cok dergide art arda gelen makaleler sag ya
da sol (¢ift) sayfa numarasi ile baslamaktadir. Nitekim bu sayimizda yayimlanan 12 makalenin 6 adedi
sol sayfa ile baslamaktadir. Devaminda elektronik ortamda yayim yapmanin bir diger avantajt sekil ve
grafiklerin renkli olarak yayimlanabilmesidir.

3. Uluslararasi Gida Teknolojisi Kongresi (3rd International Congress on Food Technology) 10-12 Ekim
2018 tarihinde Kapadokya'nin merkezi olan Nevsehir'de yapilacaktir. Bu kongrenin web sayfasi
tamamlanmak tzeredir.

Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. A. Kadir Halkman



A Message from the Editor-in-Chief

Hello,

A new era has started in FOOD Journal. We will no longer have published version of the journal, but
we are continuing to print it in electronic from. It’s possible to reach all articles which were published
and will be printed, through our homepage www.gidadernegi.org with free of charge and unencrypted
access. We only have journal at www.trgidadergisi.org.

We made minor changes in our new printing policy. From now on, every accepted article will be printed
in electronic form with an issue number and a page number. As a matter of fact, the issue number: 2
and the page numbers were given to the 10 articles which had been ready for printing.

In the previous application, the page number was given when the issue was completed according to
our editorial policy which is firstly research articles in English, then research articles in Turkish, and the
latest is the review articles in Turkish. In this application, since the page number is given according to
the date of acceptance of the manuscript, for example, the review article in Turkish can be printed
before the research article in English in the same issue.

As another change in the journal, our rule of starting the article with the right (single) page number
ends. Articles published in many journals, including TUBITAK journals, start with the right or left
(double) page number. As a matter of fact, the 6 of 12 articles printed in this issue start on left pages.
Another advantage of printing in electronic form is the printing of figures and graphics in color.

The 3" International Congress on Food Technology will be held on October, 10-12 of the year 2018 in
downtown of Nevsehir, that’'s Cappadocia. The website of this Congress has been under construction
but this will be finished soon.

Best Regards,

Prof. A. Kadir Halkman
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YOGURT FERMANTASYONU SIRASINDA SALMONELLA
ENTERITIDIS’IN FARKLI INOKULASYON KOSULLARINDA
CANLI KALMA DURUMUNUN ARASTIRILMASI*
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Ozet

Yogurt disik pH (4.2-4.5) icerigi ile mikrobiyolojik acidan genellikle gtvenilir gida olarak
dustintilmektedir. Diger taraftan Sal/monella spp. st Urlnleri tiketimi ile iliskili hastaliklarin en sik
nedeni olarak gosterilmektedir. Bu calismada geleneksel yogurt kiltiirii kullanilarak yapilan yogurtlarda,
Salmonella Enteritidis’'in stite fermantasyon Oncesi farkli inoktlasyon dizeylerinde bulastirilmasi
durumunda fermantasyon stiresince canli kalma durumu arastirilmistir. Sayim yapilan her asamada pH
Olcimu yapilmustir. Fermantasyon sonunda S. Enteritidis sayist yaklasik 3; 5 ve 7 log KOB/mL diizeylerinde
bulasma durumlari icin sirasiyla 2.95; 4.93, 7.05 log KOB/g'dan 3.26; 5.55; 6.98 log KOB/g’a ulasmustir.
Farkli inokulasyon kosullarinda ¢rneklerin pH degerleri arasinda fark goriilmemis (2>0.05), fermantasyon
stiresince pH degeri 6.3’ten 4.5’e dusmiistiir. Calisma distiniilenin aksine, Salmonellanin yogurt
fermantasyonu stiresince diistik inoktlasyon dizeyinde dahi canliligini stirdiirebilmesi bakimindan

onem tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Yogurt, Salmonella, fermantasyon, canl kalma

INVESTIGATION OF SURVIVAL OF SALMONELLA ENTERITIDIS
DURING YOGHURT FERMENTATION AT DIFFERENT
INOCULATION LEVELS

Abstract

Yoghurt has generally been considered microbiologically safe as a consequence of low pH (4.2-4.5). On
the other hand, Salmonella spp. is reported the most common cause of diseases associated with
consumption of dairy products. In this study, survival of Sa/monella Enteritidis at different inoculation
levels during fermentation of yoghurt prepared using traditional yoghurt cultures was investigated. The
pH of the samples was monitored when the enumeration procedures were carried out. At the end of
the fermentation process, the counts of S. Enteritidis reached from 2.95; 4.93; 7.05 to 3.26; 5.55; 6.98 log
CFU/g for the three initial inoculum levels (3; 5 and 7 log CFU/mL), respectively. The changes of pH
values were similar for all experiments (£>0.05), and the pH dropped from 6.3 to 4.5 during
the fermentation period. In contrast to common belief, the study showed that this pathogen can survive
in milk fermentation process even at low contamination level.

Keywords: Yoghurt, Salmonella, fermentation, survival

* Bu calisma Derya Savran'in Doktora Tezinin bir bolimddur / This paper is a part of Ph.D Thesis of Derya Savran
** Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
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GIRIS

Fermantasyon teknolojisi gidalarin muhafazasinda
kullanilan en eski teknolojilerden biridir.
Fermantasyon sirasinda olusan bazi bilesikler
fermente urtinlerin kendilerine 6zgu lezzetini ve
besleyici degerini kazandirmakta, bazi bilesikler
de pH'y1 dustrerek trlinlerin mikroorganizma
gelisimine karsi giivenilir hale gelmelerini
saglamaktadir (1).

Fermente bir Girtin olan yogurt, Streptococcus
thermophilus (Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus) ve Lactobacillus bulgaricus
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)’tan
olusan starter kultir ile laktik asit fermantasyonu
sonucu elde edilen bir stt triintidur. Sahip oldugu
besin degeri ve saglik izerine olumlu etkileri
nedeni ile diyette dnemli bir yere sahiptir (2-4).
Kullanilan starter kiltirtin orijininden bagimsiz
olarak yogurt Uretimi sirasinda disen pH, aside
duyarli bakterilerin gelisimini Onlemekte ve
yogurda antimikobiyel 6zellik kazandirmaktadir
(5). Bu bakimdan yogurt, mikrobiyolojik acidan
genellikle gtivenilir gida olarak diistiniilmektedir (6).

Bununla birlikte patojen bakteriler, yogurdun
asitli dogasina ragmen fermantasyon sirasinda
canliliklarint strdirebilirler (7, 8). 1993 yilinda,
ticari yogurt tiketimi sonrast HUS (Hemolitik
tremik sendrom) gelisimi gozlenmis, nedeni ise
E. coli O157:H7 olarak belirlenmistir (9).

Diger taraftan gida kaynakli hastaliklar, butin
dinyada en onemli halk sagligi sorunlart arasinda
gosterilmektedir. ABD diinyanin en giivenli gida
tedarikc¢ilerinden birisi olmasina ragmen, ABD
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), gida
kaynakli olarak; her yil 48 milyon insanin
hastalandigin;, 128 bin insanin hastaneye
yatirddigini ve 3 bin insanin yasamini yitirdigini
aciklamistir (10). Gida kaynakli hastalanmalarin
9.4 milyonunun, hastaneye yatirilmalarin
55961’inin, dlimlerin 1351’inin gida kaynakli
patojenler (virus, bakteri, parazit vb.) nedeniyle
oldugu belirtilmistir (11).

Gida kaynakli hastalanmalara en ¢ok neden
patojenin, noroviriis oldugu belirtilirken,
hastaneye vyatirdmalara ve olimlere en cok
neden olan patojenin Salmonella spp. oldugu
bildirilmistir (11). Enfeksiyonlara neden olan
Salmonella izolatlar serotiplendirildiginde ilk t¢
siray1 Enteritidis, Typhimurium ve Newportun

olusturdugu yine belirtilenler

arasindadir (12).

Salmonella ayn1 zamanda stt trtnleri tiketimi
ile iliskili hastaliklarin en sik nedeni olarak
gosterilmektedir. Bununla birlikte, stit Grlnleri
kaynakli olusan vakalarin ne kadarinin yogurt ve
diger fermente stit trtnleri ile ilgili olduguna
yonelik ulasilabilir bir veri yoktur (13).

raporlarda

Cig sttin mikrobiyel yikinin fazla olmasi,
yetersiz 1sil islem, hijyen eksikligi nedeniyle
paketleme sirasindaki ikincil bulagsma vb. nedenler,
yogurdun Salmonella icermesini muiumkin
kilmaktadir. Literatiir bilgileri, yogurdun Salmonella
gelisimi icin uygun ortam olmadigint belirtse de
mikroorganizma; tGriin tirti, pH degeri, depolama
sicakligt ve cevresel kosullara bagli olarak son
trtiinde canliligini stirdiirebilmektedir (13). Ayni
zamanda yogurt, FDA tarafindan hazirlanan listede
gida savunmasi acisindan zaaf degerlendirmesi
yapilmasi gereken, yani tedarik stirecinde glivenlik
ac1gi bulunan Griinler arasinda gosterilmektedir (14).
Bu nedenle onemli gida patojenlerinin neden
oldugu hastaliklarin 6nlenebilmesi icin, bu
patojenlerin gida icindeki davranislarinin
arastirilmast gerekmektedir. Literatiirde yogurdun
fermantasyonu ve depolamasi sirasinda patojen
gelisimi ile ilgili pek cok calisma yapilmis olsa da
(6-8, 15-18) yogurtta Salmonella davranisinin
incelendigi calismalar oldukea smurlidir (13, 19, 20).

Bu calismada, Atattirk Orman Ciftligi (AOC) Ciftlik
Koy Yogurdu tretiminde kullanilan geleneksel
starter kiltiire karsi, patojen bir mikroorganizma
olan Salmonella Enteritidis’in fermantasyon islemi
suresince farkli inokiilasyon dizeylerinde (103
10° ve 107 KOB/mL) canli kalma durumunun
arastirilmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Siit tozu

Yogurt yapiminda kullanilan yagsiz sit tozu
ENKA A.S.'den (Konya) saglanmustir. Stit tozunun
antibiyotiksiz oldugu sertifikalandirilmustir.

Bakteri kiiltirleri

Calismada kullanilan geleneksel yogurt kiilttrleri
(L. bulgaricus ve S. thermophilus) daha 6nce
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Mihendisligi Bolumi, Gida Mikrobiyolojisi



Laboratuvar’nda izole edilmis, fizyolojik ve
biyokimyasal yontemlerle tanist yapilmis ve son
olarak Gazi Universitesi Molekiler Biyoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde (MOBAM)
16S rDNA analizi ile tani kesinlestirilmistir. Bu
bakteriler 2014 Ekim ayindan itibaren Atatlrk
Orman Ciftligi (AOC) Stit Fabrikasi tarafindan
uretilmekte olan "Ko6y Yogurdu" ve "Evde Yogurt
Yapma" setinde kullanilmaktadir. Buzdolab:
sicakliginda (4 °C) saklanan stok kiltiirler 44 °C'ta
bir gece aktiflestirildikten sonra kullanilmistir.
Aktiflestirme amact ile L. bulgaricus icin De Man,
Rogosa ve Sharpe broth (MRS, Merck 1.10601,
Germany), S. thermopbilus icin M17 broth (Merck
1.15029, Germany) kullanilmistir (21).

S. Enteritidis (ATCC 13076), adi gecen laboratuvarin
kaltir koleksiyonundan saglanmustir. S. Enteritidis,
tryptic soy (CASO) broth (TSB, Merck
1.05459, Germany) besiyerinde 37 °C' ta bir gece
aktiflestirildikten sonra kullanilmistir (21).

Yogurt yapimi ve Salmonella inokiillasyonu

Yogurt yapimminda kullanilacak sit, sit tozu
kullanilarak hazirlanmustir (% 10 m/v). Hazirlanan
400 mL stt otoklavda sterilize edilmistir (115 °C'ta
10 dk). Sutin sicakligt 43-44 °C'a ulastiginda
aseptik kosullarda 4 mL (% 1) L. bulgaricus, 4 mL
(% 1) S. thermophilus ilave edilmistir. Es zamanlt
olarak baslangi¢ inokiilasyon dizeyi 10°, 10° ve
107 KOB/mL olacak sekilde S. Enteritidis ilavesi
gerceklestirilmistir. On denemeler dikkate alinarak
her ti¢ bakterinin de (L. bulgaricus, S. thermophilus
ve S. Enteritidis) bir gece aktiflestirilmis ktltirtindeki
mikroorganizma sayisinin yaklasik 10° KOB/mL
oldugu kabul edilmistir. Buna gore 400 mL siit
ortamina fermantasyon 6ncesi yaklasik 107
KOB/mL L. bulgaricus, 100 KOB/mL S. thermophilus
ve ayri ayrt 10% 10° ve 107 KOB/mL sayida S.
Enteritidis inokiile edilmistir. Manyetik karistirict
kullanidarak yeteri kadar karistirilan stt, yaklasik
40’ar mL olacak sekilde 100 mL'lik kaplara
dagitilmis ve istenilen asitlik diizeyine ulasincaya
kadar (4.5 pH - 4.5 sa) 44 °C'taki inktibatorde
inktibasyona birakilmistir. Her bir deneme setine
(10° ;10° ve 10" KOB/mL duzeyinde S. Enteritidis
inoktilasyonu) ait deneyler farkli zamanlarda
yapilmis ve calisma 3 tekerrtirli olarak
yurtatalmustir.

Mikrobiyolojik analizler

S. Enteritidis sayist fermantasyon stiresince
baslangictan (0. sa) itibaren 30 dk araliklarla
belirlenmistir. Mikrobiyolojik analiz 6ncesi
ornekler yeterince karistirllmis ve homojen hale
gelmeleri saglanmustir. Sonrasinda aseptik kosullarda
5 g ornek aliip 45 mL maximum recovery diluent
(MRD, Merck 1.12535, Germany) iceren diliisyon
stvisina aktarilarak 10" lik dilisyon elde edilmistir
(Mikrobiyolojik analizlerden geri kalan ornekler
pH olctimi icin kullanidmustir). 10" lik diliisyondan
1 mL alinip 9 mL MRD iceren diliisyon stvisina
aktarilarak ve benzer islem sonraki dilisyonlar
icin de devam ettirilerek seri diltisyonlar
hazirlanmistir. Baslangic S. Enteritidis inokiilasyon
diizeyine (10% 10° ve 107 KOB/mL) bagli olarak
seyreltmelere devam edilmistir. Ardisik iki diliisyon
ile calisilmustir.

S. Enteritidis icin yayma plak yontemi kullanilarak,
xylose lysine deoxycholate agar (XLD, Merck
1.05287, Germany) besiyeri iceren Petri kaplarina
0.1 mL 6rnek aktarilarak ekim yapilmis ve Petri
kaplart 37 °C'taki inktbatorde 24 saat slre
ile inktibasyona birakilmistir. Sayim icin her
dilisyondan 2 Petri kabina paralel ekim
yapilmustir. Bakteri sayist standart sayim yontemine
gore hesaplanmus, sonuclar log KOB/g cinsinden
ifade edilmistir.

pH Olcimii

Sayim yapilan her asamada 6rneklerin pH’lar
olctlmustir. Bu islem pH metre (Inolab pH
level 2) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanim
oncesi pH metre, pH 4 ve pH 7 tampon ¢ozeltileri
kullanilarak kalibre edilmistir.

istatistiksel analiz

S. Enteritidis’in stite farkli inokiilasyon diizeylerinde
(10% 10° ve 10" KOB/mL) ilave edilmesi durumlarinda,
yogurt 6rneklerinin pH davranisinda farklilik
olup olmadigr istatistiksel olarak tek yonli varyans
analizi ile belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS yazilimi (versiyon 11.5) kullanilmistir.

SONUC ve TARTISMA

Yogurt genellikle distk pH icerigi ile dogast
geregi mikrobiyolojik olarak giivenli gida olarak
diistintliir (6). Bununla birlikte fermente siit
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urlinleri Gretimi sirasinda yeterli hijyenik kosullar
saglanmazsa patojen bakteriler bir sekilde tretime
karisabilir (22) ve laktik asit bakterileri tarafindan
gelistirilen asitlik ve olusan pH dustisiine ragmen
gelisip canliliklarini stirdtrebilirler (7, 13).

Calismada S. Enteritidis’in fermantasyon oncesi
sute farkli dizeylerde inokile edilmesi ile
fermantasyon sliresince davranisi izlenmistir.
Fermantasyon stresince devam eden pH’daki
azalmanin S. Enteritidis’in gelisimini durdurmada
etkili olmadigt gortilmustiir. S. Enteritidis sayisi,
yogurt bakterilerinin varligina ve azalan pH’ya
ragmen belli bir noktaya kadar artis gostermis ve
fermantasyonun son asamasinda hafif bir azalma
gostermistir. Fermantasyon sonunda S. Enteritidis
sayist, yaklasitk 3; 5 ve 7 KOB/mL bulasma
diizeyi icin sirastyla 2.95; 4.93; 7.05 log KOB/g
degerlerinden 3.26; 5.55; 6.98 log KOB/g
degerlerine ulasmistir. S. Enteritidis davranisi
Sekil 1’de verilmistir.

Fermantasyon suresince sayim vyapilan her
asamada orneklerin pH degerleri olctilmustiir.
pH degisimi, S. Enteritidis’in farkli inoktilasyon
diizeylerinde vyuratildigi tim deneyler icin
benzer egilimde devam etmis, 6rneklerin pH’lari
bakimindan istatistiksel acidan fark gorilmemistir
(P>0.05). Fermantasyon boyunca pH degeri
6.3'ten 4.5’e diismustiir (Sekil 2).

Bu stire zarfinda pH degisimi ve S. Enteritidis
davranst iliskilendirildiginde; S. Enteritidis sayisinin
her tc¢ inokulasyon diizeyindeki denemelerde
yaklasik 5.5 pH dolaylarina kadar artis gosterdigi
sonrasinda bir siire devam eden durgun fazdan
sonra azalma egilimini fermantasyon asamalarmnin
sonuna dogru yaklasik <4.7 pH dolaylarinda
gosterdigi gortlmustir (Sekil 1-2). Salmonella
uzerine sinirlt sayida calisma olsa da (23) patojen
bakterilerin yogurdun fermantasyonu sirasindaki
canlt kalma durumu bir¢ok arastirmaci tarafindan
incelenmistir. Calismalar yogurdun fermantasyonu
sirasindaki pH'nin patojen bakterilerin (Staphylococcus
aureus, E. coli O157:H7) canli kalmalarina izin
verdigini ve fermantasyonun sonunda, kullanilan
yogurt kiltirlerinin orijinlerinden bagimsiz (5),
son pH degerine bagli olarak mikroorganizma
sayisinda sadece hafif bir azalmanin oldugunu
belirtmislerdir (7, 8). Diger taraftan laktik asit
bakterileri tarafindan Uretilen, antimikrobiyel
ozellik gosteren bakteriyosinler, hidrojen peroksit,

etanol, diasetil gibi bilesikler de fermente Grtinlerde
patojen gelisimi Gizerine etki edebilmektedir (24).
Bir baska calisma stte laktik asit bakterisi ilave
edilmedigi durumda patojenlerin gelismeye devam
ettiklerini, laktik asit bakterisi ilave edilmesi
durumunda ise ayni siire icinde fermantasyon
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Sekil 1. S. Enteritidis’in yogurdun fermantasyonu sirasinda
farkli inokilasyon dizeylerindeki (3 (A), 5 (B), ve 7 (C) log
KOB/mL) davranisi. Barlar ortalama S. Enteritidis sayisinin
standart sapmasini gdstermektedir, S. Ent: S. Enteritidis
sayisi

Figure 1. The behaviour of Salmonella Enteritidis during
fermentation of yoghurt at different contamination levels (3
(A), 5 (B), and 7 (C) log CFU/mL). Bars show the standard
deviations of the average S. Enteritidis viable cell counts.
S. Ent: S. Enteritidis counts
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Sekil 2. Yodurt 6rneklerinin S. Enteritidis’in farkli inokilasyon
dizeylerinde (3 (A), 5 (B), ve 7 (C) log KOB/mL) ilave
edildigi durumlarda fermantasyon siresince ortalama pH
degisimleri. Barlar ortalama pH degerlerinin standart
sapmasini géstermektedir

Figure 2. The changes of average pH values of yoghurt
samples at different contamination levels (3 (A), 5 (B), and
7(C) log CFU/mL) of S. Enteritidis during fermentation.
Bars show the standard deviations of the average pH values.

prosesine bagli olarak belli bir gelismenin ardindan
fermantasyonun sonunda mikroorganizma
sayisinda hafif bir azalmanin oldugunu gostermistir
(25). Bu calisma, yogurdun fermantasyonu
strasindaki patojen davranist bakimindan 6nceki
calismalarla benzerlik gostermektedir.

Diger taraftan calisma, S. Enteritidis’in yogurdun
fermantasyon kosullarinda (sicaklik (44 °C), pH
(6.3-4.5) vd.) gelisebilecegini gostermistir. Bu
durum Salmonella spp.’nin, <54 °C ve 3 pH gibi
optimum gelisme araliklarinin  disinda kalan
ekstrem cevresel kosullara adapte olabilmesi (26)
ve diger cevresel faktorlerin (gida matrisinin
kompleks yapisy) etkisi ile aciklanabilir. Ayrica
yapilan calismalar Salmonella suslarinin 44 °C'ta
dustk sicakliklara oranla (15-35 °C) sicakliga
daha toleransl oldugu yontindedir (27).

Yogurdun depolama baslangicinda S. Enteritidis
bulasmasi sonrast, farkli sicakliklarda depolama
islemi siiresince canliligini devam ettiriyor olmasi
(13) gida guvenligi ve halk sagligi acisindan,
Salmonellanin depolama Oncesi fermantasyon
asamasinda bulasmis olmasi durumundaki
davranisinin incelenmesini gerektirmektedir.
Calisma, yogurdun Salmonellanin gelisimi icin
uygun ortam olmadigr disincesinin aksine
mikroorganizmanin fermantasyon stiresince distk
inoktilasyon diizeyinde dahi gelismesi/ canliligini
stirdiirebilmesi bakimindan ¢nem tasimaktadir.
Bu durum gida giivenligi ve halk sagligi
acisindan, yogurt Uretimi sirasinda dogru Uretim
uygulamalarinin 6nemine dikkat cekmektedir.

Ayrica literatiir taramasinda, yogurdun fermantasyon
ve depolama asamalarinda patojen gelisimini
inceleyen bircok calismaya rastlanmakla birlikte,
Salmonellanin gelisimini inceleyen calismalarin
oldukca sinirli oldugu goriilmustiir. Bu nedenle
elde edilen bu bulgular, literatire konu ile
ilgili katk: saglamanin yani sira gida ortaminda
mikroorganizma davranislarinin matematiksel
modellerle tahmin edilmesini konu edinen prediktif
mikrobiyoloji calismalarinda, risk yoneticileri
tarafindan kantitatif risk degerlendirmelerinde
kullanilabilir.
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Ozet

Enterokoklar insan ve hayvan sindirim sisteminin yan sira ¢evresel kaynaklardan da izole edilebilen
laktik asit bakterileridir (LAB). Enterokoklar farkli sicaklik ve pH derecelerine dayanikli olmalarinin
yaninda ekstrem tuz konsantrasyonunda da gelisebilme yeteneklerinden dolay1 fermente gidalardan
yuksek siklikla izole edilirler. Enterokoklar sahip olduklart cesitli teknolojik 6zellikleri sayesinde
geleneksel fermente gidalarin tipik tat ve aromasinin gelistirilmesinde uzun yillardir yaygin olarak
kullanilmakta ayrica trinlerin raf omrintin uzatlmasma da katki saglamaktadirlar. Cesitli yararl
ozelliklere sahip olmalarina ragmen enterokoklar, artan antibiyotik direnci, cesitli hastaliklara sebep
olan virtilens faktorlere sahip olmalari, biyofilm ve biyojen amin tretme 6zellikleri nedeniyle insan saglig
acisindan ciddi risk olusturmaktadirlar. Bu derlemede enterokoklarin antibiyotik diren¢ mekanizmalari,
cesitli virtilens faktorleri ile biyofilm ve biyojen amin tGretme 6zellikleri irdelenmeye calisilmustir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, antibiyotik direnci, virtilens faktor, biyofilm, biyojen amin

POTENTIAL RISK FACTORS OF FOOD
ORIGINATED ENTEROCOCCI

Abstract

Enterocooci are lactic acid bacteria (LAB), isolated from human and animal digestive tract in addition
environmental sources. Enterococci are often isolated from fermented foods because of resistant to
different temperature and pH and also ability of growing at extreme salt concentration. Enterococci
have been used in traditional fermented food products to improve their typical taste and aroma due to
various technological properties for many years. They also contribute to increase of product’s shelf life.
Although enterococci have various useful properties, they pose serious risk factors for human health
due to incresing antibiotic resistance, to pose virulence factors that cause various diseases, production
properties of biofilm and biogenic amines. In this review mechanism of antibiotic resistance, various
virulence factors, biofilm and biogenic amine production properties of enterococci were attempted to
be examined.

Keywords: Enterococci, antibiotic resistance, virulence factor, biofilm, biogenic amine
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Laktik asit bakterilerinin (LAB) 6nemli bir Gyesi
olan enterokoklar 6zellikle Akdeniz tlkelerinde
uretilen  geleneksel  fermente  Urtinlerin
olgunlastirdlmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar
(1. Enterokoklar lipolitik ve esterolitik aktiviteleri
ve sitrat kullanimi gibi metabolik faaliyetleri
sayesinde bu gidalarin tipik tat ve aromalarinin
olusumuna katk: sagladiklart gibi yakin akraba
turler ve Listeria monocytogenes basta olmak
uzere cesitli gida kaynakli patojen bakterilere
karst etkili bakteriyosinler (enterosin) ureterek
de dUrinin raf Omriinin uzamasma katkida
bulunmaktadirlar (2-4).

Enterokoklar peynir, sosis, sucuk, deniz triinleri,
kirmizi et ve kanatli etleri gibi basta hayvansal
gidalar olmak tizere, su ve bitkilerden de yaygin
olarak izole edilmektedirler (5, 6). Yapilan
calismalar hayvansal gidalardan siklikla izole
edilen enterokok tuirlerinin Enterococcus faecalis,
E. faecium ve E. durans oldugunu gostermistir
(4, 7-10). Hayvansal gidalardan izole edilen
enterokok turleri arasinda E. faecalisin gorilme
sikliginin diger tirlere nazaran daha yuksek
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (4, 7).
Enterokoklarin bazi teknolojik ve probiyotik
ozelliklere sahip olduklari bilinmesine ragmen,
bu bakterilerin sahip olduklar virtilens ozellikleri
ve artan antibiyotik direncleri firsat¢i patojen olarak
kabul edilmelerine neden olmustur. Enterokoklar
ozellikle endokardit, bakteriyemi, idrar yollart,
merkezi sinir sistemi, karn i¢ci ve pelvik
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (1). E. faecalis
ve E. faecium kaynakli enfeksiyonlar, Diinya
genelinde en sik karsilasilan klinik enfeksiyonlar
arasinda yer almaktadir (11). E. durans, E.
gallinarum, E. casseliflavus ve E. raffinosus
kaynakli enfeksiyonlarin ise gorilme sikliginin
daha distk oldugu belirtilmektedir (12, 13). Gida
kaynakli enterokoklarin tiketici sagligt acisindan
bir diger risk faktori biyojen amin Uretimidir.
Yuiksek miktarda biyojen amin iceren gidalarin
tiketilmesi ciddi saglik problemlerine yol
acabilmektedir (14-16).

ANTIBIYOTIK DIiRENCI
Antibiyotik direnci, bakterilerin antimikrobiyel

bir ajanin oldiirticti ya da tGremeyi durdurucu etkisine
karst koyabilme yetenegi olarak ifade edilmektedir.

Enterokoklar klinik olarak kullanilan temel grup
antibiyotiklere karsi dogal veya kazanilmis
diren¢ gosterebilirler (17). Dogal diren¢ bakterinin
temel ozelligi olup, antibiyotik kullanimu ile iliskili
degildir. Bu durum bakterinin antibiyotigin hedefi
olan yapiyt tasimamasi ya da bakterinin yapisal
ozelliklerinden dolayr antibiyotigin hedefine
ulasamamasindan kaynaklanmaktadir. Diger
taraftan bakteri genetik 6zelliklerindeki degisimlere
bagli olarak antibiyotiklere karst sonradan direng
kazanabilmektedir. Enterokoklar antibiyotik
diren¢ genlerinin yayilmasini kolaylastiran etkin
genetik mekanizmalara sahiptirler (6).

Antibiyotik direncli enterokoklar sadece klinik
alanda degil ayn1 zamanda gida endustrisinde ve
ciftlik hayvanlariyla yakin temasta bulunan
kisilerde de yaygin olarak karsilasilan bir
problemdir (18, 19). Antimikrobiyel ajanlar, besi
hayvanlarinda cesitli hastaliklarin tedavi edilmesinde,
bakteriyel enfeksiyonlardan korumada ve
gelisimi desteklemek amaciyla yem katkisi olarak
kullanilmaktadir. Hayvan vyetistiriciliginde antibiyotik
kullanimmu ile antibiyotik direncinin artist arasindaki
iliski yapilan calismalarla gosterilmistir. Farkl:
veterinerlik uygulamalari nedeniyle direncli bakteri
oranlarinda tlkelere bagli farkliliklar g6zlenmektedir.
Ozellikle kiimes hayvanlari, inekler ve domuzlardan
glikopeptid direncli E. faecium uzun yillardir
izole edilebilmektedir. Baz1 tilkelerde makrolid
direncli enterokoklarin domuzlarda kiimes
hayvanlarindan daha ylksek oranda gozlendigi
belirtilirken, bazi tilkelerde de daha distik direng
gozlendigi belirtilmektedir. Cesitli tilkelerde ise
quinupristin/dalfopristin direncli E. faecium gortilme
sikliginin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (17).
Ozellikle Avrupa ve Asya'da ciftlik hayvanlarinin
beslenmesinde buytime faktori ve koruyucu
ajan olarak avoparsin katkili yemlerin kullanimi
vankomisin direncli enterokoklarin (VRE'm) gortilme
sikligint arttirmistir (20, 21). Insan tedavisinde
kullanilan antibiyotikler ile hayvanlarda gelisim
arttirict olarak kullanilan antibiyotikler arasinda
capraz diren¢ bulunmaktadir. Capraz direng
sonucunda hayvan gelisiminde kullanilan
antimikrobiyeller, insanlarda tedavi amaciyla
kullanilan ilaclara dirence neden olmaktadir (22).
Antibiyotik direnci yaygin antibiyotik kullaniminin
yani sira bakterilerin olumsuz cevre kosullarinda
yasamini surdirmek icin kullandigi savunma
mekanizmalarina bagl olarak da ortaya ¢ikmaktadir.
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Antibiyotik direncinin bakteriler arasinda plazmit
ve transpozon araciligtyla aktarilabildigi, yapilan
calismalarla gosterilmistir (19, 23-206).

Enterokoklarda 8 tip (VanA, VanB, VanD, VanE,
VanG, VanL, VanM ve VanN) sonradan kazanilan
(acquired) glikopeptid direnci rapor edilmis
olmakla birlikte VanC E. gallinarum ve E.
casseliflavusda tanimlanms dogal tip glikopeptid
direncidir.  Glikopeptidler = peptidoglukan
biyosentezini etkileyerek bakteriyel gelisimi
inhibe ederler (27, 28). Glikopeptid direnci i¢in
biyokimyasal temel, antibiyotik hedefinin
modifikasyonudur. Glikopeptid diren¢ gen
kiimeleri ligaz genlerine gore D-Ala-D-Lac ligaz ve
D-Ala-D-Ser ligaz olarak adlandirlirlar. Glikopeptid
direncli enterokoklar D-Ala-D-Ala yerine, D-Ala-D-Lac
(vanA, vanB, vanD ve vanM) veya D-Ala-D-Ser
(vanC, vank, vanG, vanl ve vanN) seklinde
sonlanan peptidoglukan  oOnctilleri  Ureterek
antibiyotiklerin baglanma 6zelligini azaltmaktadir.
Enterokoklarda en sik rastlanan glikopeptid
diren¢ fenotipi VanA tipidir ve genellikle yiiksek
vankomisin direnci (Minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) 128 pg/mlL) ile iligkilidir.
VanA tipi diren¢ gosteren suslarin ¢cogu, ayni
zamanda teikoplanine (MIK 8 ng/mL) karst da
direnclidir. Bu tip direng, glikopeptidler (vankomisin,
teikoplanin, avoparsin ve ristosetin) ve basitrasin,
polimiksin B veya robenidin gibi farkli antibiyotikler
tarafindan indiiklenebilir. VanA fenotipi Tn1546
transpozonu uzerinde kodlu vankomisin direng
fenotipi olusmast icin elzem olan 7 gen
(vanRSHAXYZ) icermektedir (17). VRE suslarinda
vankomisin direnci iki bilesenli regiilator sistem
(vanR-vans) tarafindan dizenlenmektedir. vanS
geni tarafindan kodlanan VanS vankomisin varligin
veya vankomisinin hiicre duvarinda meydana
getirdigi ilk degisiklikleri tespit eden sensor olarak
gorev gorur. VanS daha sonra yanit regtilator
olan VanR’ye bir sinyal iletir ve VanR vankomisin
direncinde gorev alan diger proteinlerin (VanH,
VanA, VanX) sentezinin aktivasyonunu saglar.
VanH, pirtivatt D-Lac’a indirgeyen bir dehidrogenaz
iken VanA, D-Ala ve D-Lac arasindaki ester
baglarini diizenleyen bir ligazdir. Vankomisinin
D-Ala-D-Lac ucuna baglanamamast sonucu
vankomisine karst direnclilik gelisir. VanX,
peptidoglukan bilesigini D-Ala-D-Ala’ya hidroliz
eden bir dipeptidazdir ve bu olay vankomisine
karst duyarhilik gelismesini onler. VanY, son

peptidoglukan kalintilarinin D-Ala ucunu hidroliz
eden bir D, D-karboksipeptidazdir. Boylece
D-Ala-D-Lac ucu, vankomisin direnci ile sonuglanan
peptidoglukan sentezinde, dipeptidin D-Ala-D-Ala
ucunda yer alir. VanZ diren¢ mekanizmasinin
gelismesinde yardimci olup teikoplanin direncini
de tetiklemektedir, ancak bu mekanizma hentiiz
tam olarak anlasilamamistir (28).

Enterokok cinsi Giyesi bakteriler genellikle penisilin,
ampisilin, piperasilin ve imipenem gibi B-laktam
grubu antibiyotiklere karsi dogal olarak dustk
seviyede diren¢ gosterirler (29). B-laktam grubu
antibiyotiklere karst direncin temel mekanizmast,
disuk affinitede penisilin baglayict proteinlerin
(PBP) sentezlenmesidir. B-laktam direnci, B-laktam
halkasinin parcalanmasi sonucu ortaya c¢ikar.
Eger bakteri B-laktamaz veya penisilinaz enzimlerini
uretiyorsa, bu enzimler antibiyotigin B-laktam
halkasini parcalayarak antibiyotigi etkisiz hale
getirirler (30). B-laktam grubu antibiyotiklere karst
bir baska diren¢ mekanizmast E. faeciunida
tanimlanmustir. Bu diren¢ mekanizmasinda penisilin
duyarlt DD-transpeptidaz enziminden farkl:
olarak bir LD-transpeptidaz gorev almaktadir. Bu
LD-transpeptidaz enzimi diisiik konsantrasyonlarda
(% 0.7) bulunur ancak B-laktamlara kars: duyarlt
degildir. Dolayisiyla mutasyonlar agirliklt olarak
LD-transpeptidaz fenotiplerin olusmasina yol
acmakta ve bu da B-laktam direncli suslarin
gortilmesine olanak saglamaktadir (17).

Aminoglikozit grubu antibiyotikler 30S ribozomal
alt Ginitesinde 16S rRNA’ya baglanarak protein
sentezine engel olurlar (28). Yapilan calismalar,
enterokoklarin aminoglikozitlere kars: gelistirdigi
3 tip diren¢ mekanizmasi oldugunu gostermistir
(31). Tuam enterokoklar, dustk hicresel
gecirgenliklerinden dolay1 aminoglikozitlere karst
orta seviyede dogal diren¢ (MIK, 62-500 pg/mL)
gosterirler. Penisilin, aminoglikozitlerin hiicre icine
girisini kolaylastrdigindan bu dogal aminoglikozit
direnci penisilin ilavesiyle ¢oztimlenebilmektedir.
Yiksek seviyede aminoglikozit direnci 30S
ribozomal alt tnitesindeki bir proteini etkileyen
belirli mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir
(17). Bir diger aminoglikozit diren¢ mekanizmasi
ise rRNA metiltransferaz (EfmM) enziminin
aktivitesi sonucu 16S rRNA modifikasyonu ile
meydana gelmektedir (32). Aminoglikozitlere
karst yiiksek seviyelerdeki direnclilik, antibiyotik
molekillerini  inaktive edebilen enzimlerin
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sentezlenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Aminoglikozitlere karsi olusan ytiksek direnclilik
genelde fosfotransferazlar (APHs), asetiltransferazlar
(AACs) ve ntikleotidiltransferazlar (ANTs) gibi
aminoglikozit modifiye edici enzimlerin aktiviteleri
sonucu gerceklesmektedir (17). Ozellikle et
trlinlerinden izole edilen enterokoklarin streptomisin
disindaki aminoglikozitlere yiiksek oranda direng
gosterdikleri belirtilmistir (33-35).

Makrolid ve linkozamid grubu antibiyotikler
ribozomun 508 alt Unitesine baglanarak protein
sentezini inhibe etmektedirler. Bu grup antibiyotikler
enterokok  enfeksiyonlarinin  tedavisinde
kullanilmamasina karsin penisilin alerjisi olan
kisilerde penisilin  yerine makrolid grubu
antibiyotiklerden eritromisinin tercih edilmesinin,
enterokoklar arasinda bu grup antibiyotiklere
karst direncin gortilme  sikligint  arttirdigi
dustinilmektedir (28). Makrolid grubu antibiyotiklere
karst en yaygin gozlenen kazanilmis direncg,
makrolidin ribozoma baglanma affinitesini azaltan
23S rRNA alt tinitesinin metillenmesidir (Ornegin;
ermA, ermB, ermC ve ermIR genleri). Bu
modifikasyon linkozamidlerin de baglanma
affinitesini azaltmaktadir (17, 28). Antibiyotik
molekuliniin lakton halkasinin hidrolizi de diger
bir diren¢ mekanizmasidir. Baska bir direng
mekanizmast ise efluks pompalariyla antibiyotik
molekdillerinin bakteri hticresinden uzaklastirilmasidir
(Ornegin; mefA, mefE, msrA, msrC ve mreA
genleri) (17). En sik rastlanan makrolid direnc
determinantlar1 erm genleridir. Bu genler bir
metiltransferaz enzimi kodlamaktadir. Bu enzim
23S rRNA alt Unitesindeki adenin molekilinin
N6-dimetilasyonuna neden olarak eritromisinin
baglanmasini engellemektedir (36). Ribozomal
hedefin modifikasyonu, makrolidler, linkozamidler
ile streptogramin B arasinda veya makrolidler ile
linkozamidler arasinda veya makrolidler, ketolidler
ile streptogramin A ve B arasinda capraz dirence
neden olmaktadir. Tanimlanmis erm genleri
arasinda enterokoklarda en sik rastlanani ermB
genidir (34, 37, 38).

Tetrasiklin direnci klinik kaynakli enterokok
izolatlarinda siklikla karsilasilan bir antibiyotik
direnci olmakla birlikte, cesitli hayvansal gidalarda
da direncli suslarin varligi tespit edilmistir (4, 9).
Enterokoklarda tetrasiklin direnci genellikle
ribozomal koruma saglayan fe(M) geni ile iligkilidir.
Ancak ribozomal korumayla iliskili zet(O) ve

tel(S) gibi baska genler de tanimlanmistir (39).
Klinik izolatlarda teM) geninin genellikle Tn916
transpozonu Uzerinde bulundugu bunun yani sira
konjugatif plazmit veya kromozom uzerinde de
bulunabildigi bildirilmistir. te#K) ve tef(L) genleri
tetrasiklinin disar1 atilmasini saglayan pompalarin
kodlanmasinda gorevlidir (40). Diger diren¢ genleri
ise ribozoma baglanarak onun yapisini modifiye
eden ve tetrasiklinin ribozomlarla birlesmesini
engelleyen proteinler kodlarlar (17).

Rifampisin RNA polimerazin [ alt Unitesine
(RpoB) baglanip, transkripsiyonun baslamasint
engelleyerek bakteriyel gelisimi onlemektedir.
Cogu bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanilan
rifampisin enterokok enfeksiyonlarinda yaygin
olarak kullanidmamasina ragmen enterokoklarda
siklikla kazanilms rifampisin direnci gézlenmektedir.
Bu durumun diger bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisi sirasinda kommensal enterkoklarin
antibiyotige maruz kalmasit ile olustugu
disuntilmektedir. Dogal rifampisin direncli E.
Jaecalis ve E. faecium mutantlarinin in vitro olarak
izole edildigi belirtilmistir (41). 7poB mutasyonu
ile meydana gelen rifampisin direnci sefalosporin
direncini etkilemezken, 7poB H480Y mutasyonunun
sefalosporin direncinde artisa neden oldugu
belirlenmistir (28).

Kinolonlar enterokoklara karsi orta seviyede
aktivite gostermesine karsmn, klinik uygulamalarda
florokinolonlarin kullanilmas: enterokoklarin bu
antibiyotige diren¢ kazanmasina neden olmaktadir.
Kinolonlar 6zellikle DNA stper sarmalinin
kontrolinde gorevli tip II topoizomerazlara
(DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV) baglanip
fonksiyonlarini yerine getirmelerini engelleyerek
bakteri gelisimini inhibe etmektedirler. DNA
girazin GryA ve topoizomeraz IVlin ParC alt
Unitelerinde  meydana  gelen  mutasyonlar
sonucunda antibiyotigin enzime baglanmast
engellendiginden enterkoklarda kinolon direnci
ortaya cikmaktadir (42, 43). Kinolonlara karst
tanimlanan bir diger diren¢ mekanizmast ise Qnr
ailesi proteinler tarafindan DNA giraz ve topoizomeraz
IV’in kinolonlardan korunmasiyla saglanmaktadir
(44). Kinolonlara karsi gozlenen t¢iincii direng
mekanizmast ise efluks pompalar ile antibiyotigin
hiicre disina atilmasidir. EmeA (45) ve EfrAB (46)
kinolon direnci icin tanimlanan efluks pompalaridir.

Oksazolidinon grubu antibiyotiklerin temsilcisi
olan linezolid Gram pozitif bakterilere kars: yiiksek

11



12

antimikrobiyel aktivite (MIK, 4 pg/mL) gosterir
(47). 23S ribozomal alt tinitede meydana gelen
mutasyon bu antibiyotige karsi diren¢ (MIK, 8
pg/mL) olusmasina neden olmaktadir. Meydana
gelen diren¢ seviyesi mutasyona ugrayan rRNA
genlerinin allellerinin sayisina baglidir. Linezolide
direncli suslar aynt zamanda vankomisin, ampisilin,
makrolidler, florokinolonlar, kloramfenikol,
rifampin, gentamisin, nitrofurantoin ve trimetoprim/
stlfametoksazol gibi diger antibiyotiklere karsi
da direng gosterebilirler (48).

Kloramfenikol direnci ¢cogunlukla kloramfenikoli
inaktive eden kloramfenikol asetiltransferazlarin
varligt ile gerceklesmektedir. Membrana O6zel
tastyicdlar ile antibiyotigin disart atidmas: diger
bir diren¢ mekanizmasini olusturmaktadir.
Kloramfenikol asetiltransferazlar ve ¢zel tasiyicilar
kodlayan genler siklikla plazmitler, transpozonlar
veya gen kasetleri ile ilgilidir. Kloramfenikol
direnci aynt zamanda dis membran proteinlerinin
ekspresyonunun azalmasina neden olan 23S rRNA’da
meydana gelen mutasyonlar, kloramfenikoliin
3-O-fosfotransferazlar ile inaktive edilmesi veya
23S rRNA metilaz ile hedef bolgenin modifikasyonu
ile de olusmaktadir (49).

VIRULENS FAKTORLER

Mikroorganizmalarin hastalik yapict etkisini
arttiran efektor molekiiller virtilens faktorler olarak
isimlendirilmektedir. Enterokoklar arasinda en
yliksek virtilense tibbi izolatlar sahipken, bu
siralamayr gida izolatlart ile starter suslar
izlemektedir (50, 51). Enterokoklarda sitolizin/
hemolizin, jelatinaz, agregasyon maddesi (Agg),
adhezin kollojen (Ace, Acm), hiicre dist ylzey
proteini (Esp), seks feromonlari, adhezin benzeri
endokarditis antijenleri (EfaA) ve hiyalironidaz (hyD
gibi virlilens faktorlerin bulundugu belirtilmektedir
(52, 53).

Agregasyon maddesi (Agg) E. faecalis suslarinda
tanimlanan bir ylzey proteini olup, agregat
olusturarak konjugasyon stiresince plazmit transferini
kolaylastirmaktadir (54, 55). Agg enterokokal
hiicre ylzeyinin hidrofobisitesini arttirmaktadir.
Bu durum kolesterol lokalizasyonuna sebep olarak
kolesteroliin lizozomal araclarla birlesmesini
geciktirir veya engeller (56). Agg integrinler
tarafindan taninan Arg-Gly-Asp aminoasit motifini
icerir. Bu sayede Agg insan makrofajlart ve farkl
intestinal epitelyum hiicreleri gibi cesitli hiicrelere

baglanabilirler. Hem adhezin hem de invazin
olarak gorev yaptigindan 6nemli bir virtilens faktor
olarak degerlendirilmektedir (57, 58). E. faecalisde
tanimlanan diger bir ylzey proteini adhezin
kollojen (Ace)'dir. Hiicre dist matriks proteinlerine
baglanmay1 sagladigindan ozellikle E. faecalis
endokarditlerinde yaygin olarak Ace ile
karsilasilmaktadir (54).

Hiicre disi ylizey proteini (Esp), hiicre duvariyla
iliskili bir protein olup ilk kez E. faecalis
MMH5594 susunda tanimlanmustir (59). 5622 baz
cifti iceren esp geni tarafindan kodlanan Esp,
klinik izolatlarda siklikla gortilmektedir. Esp’nin
adezyon ve kolonizasyonu destekledigi, bagisiklik
sistemini engelledigi ve antibiyotik direnci
tizerinde de rol oynadig: belirtiimektedir (1). Esp’nin
aynt zamanda cevresel strese diren¢ saglayan
enterokokal biyofilm olusumunda ve Uriner sistem
gibi 6karyotik hticrelere adezyonu saglamada da
etkili oldugu belirtilmektedir (60, 61). Yapilan
calismalarda esp genindeki bozulmanin E. faecalisin
biyofilm olusturma yetenegini de engelledigi,
esp~ E. faecalis suslarina plazmit aracihigt ile esp
geninin aktarilmasindan sonra ise biyofilm
tiretebildikleri belirtilmistir (62).

Enterokok tirleri tarafindan salgilanan virtlens
faktorler de patojenite tizerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Sitolizin/ hemolizin feromon sorumlu
plazmit tzerinde yer alan genler tarafindan
kodlanan fakat kromozomal olarak da kodlanabilen
bakteriyel bir toksindir (54). Sitolizin diger Gram
pozitif bakteriler lzerinde bakterisidal etkiye
sahipken, insanlar icin de B-hemolitik 6zellik
gostermektedir. Sitolizin iki bilesenli sistemden
olusan quorum-sensing mekanizmast ile kontrol
edilmektedir. Sitolizinler lokositler ve makrofajlara
zarar vererek immun sistem Uzerinde etkili olmakta
ve doku hasarina yol a¢maktadirlar. Yapilan
calismalar bu genlerin klinik izolatlarda daha
yaygin gozlendigini ortaya koymustur. Patojen
enterokok suslarinda sitolizin tretim miktarinin,
patojen olmadig: diistintlen suslardan daha fazla
oldugu gosterilmistir (63).

Hiyaliironidaz, jelatinaz ve serin proteaz gibi
hidrolitik enzimlerin rolleri tam olarak bilinmese
de virtlens faktorler arasinda yer almaktadirlar.
Hiyaltronik asit Gzerine etkili yikici bir enzim
olan hiyaltronidaz doku hasarina neden olmaktadir.
Hiyaltironidaz kromozomal byl geni tizerinde
kodlanmistir.  Hiyaliironidaz  dokulardaki
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mukopolisakkaritleri parcalayarak enterokoklarin
ve toksinlerinin konak hiicrede yayilmasini
kolaylastirmaktadir (64). Jelatinaz, E. faecalis
tarafindan sentezlenen ekstraseliiler ¢inko iceren
metaloendopeptidazdir (54). Jelatinaz jelatin,
kazein, hemoglobin ve diger biyoaktif peptitlerin
hidrolizine neden olarak dokularda bakteriyel
yayitlimi  arttirmaktadir (65, 66). Jelatinaz
tretiminden sorumlu gelE geni kromozomal DNA
tzerinde kodludur ve hiicre yogunluguna bagl
olarak regtile edilmektedir (18).

Seks feromonlart kromozomal DNA Uzerinde
kodlu, suslar arasinda plazmit DNA'nin konjugatif
transferini kolaylastiran ve 7-8 aminoasit uzunlugunda
kticik, hidrofobik peptitlerdir. Enterokok
suslarinda seks feromonlarinin tretimi virtilens
determinantlarin ve antibiyotik direncliligin feromon
yanit veren konjugatif plazmitler (pheromone-
responding conjugative plasmids) araciig ile
diger enterokok suslarina yayilmasini tesvik
etmektedir. Bu durum patojenitenin  diger
bakterilere aktarilmasint yayginlastirmaktadir (64, 67).

Yapilan calismalar 6zellikle klinik enterokok
izolatlarinda virtilens faktorlerin yaygin olarak
gozlendigini ortaya koymustur. Elde edilen klinik
izolatlarda cogu virtilens genlerin (cylA, gelE,
efaA, ace, asa) bulundugu ancak bazi durumlarda
fenotipik olarak dustk seviyede gozlendigi
belirtilmistir. Diger taraftan enterokoklarda
bulunan virtilens faktorlerin izolatin kaynagina gore
farklilik gosterdigi ifade edilmektedir. Endodontik
enterokok izolatlarinda ifade edilmeyen virtilens
genler tespit edilirken, klinik enfeksiyonlardan
izole edilen enterokok suslarinda daha fazla virtilens
faktor gozlendigi belirtilmistir (7, 68). Valenzuela
vd. (69), deniz {riinlerinden izole ettikleri E.
Jaecium’larda yaygin olarak efaA,, virilens
faktoriiniin gozlendigini, gelE, esp ve ccfnin ise
yalnizca bir izolatta bulundugunu belirtmislerdir.
[noglu ve Tuncer (53) tulum peynirinden elde
ettikleri E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin
hepsinin en az bir virtilens faktor tasidiklarini,
gelE, efaAy, efads ccf, sps, espy ve agghin
izolatlarda tespit edilen virtilens faktorler olduklarmi
belirtmislerdir. Farkli bir calismada keci stitiinden
izole edilen E. faecalis, E. faecium ve E. hirae
izolatlarinin hepsinde esp ve gelE varlig1 tespit
edilmesine karsin jelatinaz tretimi fenotipik olarak
sadece Uc¢ adet E. faecalis'de tepsit edilmistir
(70). Farkli kaynaklar kullanilarak yapilan calismalar

bitkisel ve hayvansal kaynakli fermente trtinlerden
izole edilen enterokoklarla, probiyotik ve starter
kaltir olarak kullanilan enterokoklarin sahip
olduklart virtilens faktorler nedeniyle daha iyi
incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir (53, 71).

BIYOFILM URETIMi

Biyofilm ekzopolimerik bilesenler, proteinler,
niikleik asit ve polisakkaritlerden olusan sulu bir
matriks olup, cesitli canli ve cansiz ytizeyler tizerine
tutunmus hiicre populasyonudur (72). Biyofilm
olusumu ylzeye tutunma ve baglanma, hiicreler
arast interaksiyon, bitisik bir biyofilm olusumu ve
tic boyutlu biyofilm olusumu olmak tizere kompleks
bir dizi basamaktan olusmaktadir. Biyofilm
icerisindeki bakteriler serbest hallerinden daha
farkli ozellik gostermektedir (73). Biyofilm
icerisindeki organizmalar besin eksikligi, pH
degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar
ve antibiyotiklere karsi planktonik bakterilerden
daha direnclidirler. Olgun bir biyofilm tabakasi,
normal bir bakterinin oldirilmesi icin gerekli
antibiyotik konsantrasyonunun 10-1000 kat fazlasini
tolere edebilmektedir. Biyofilmler bircok hastaligin
kaynag: olup ortadan kaldirilmas: oldukca zordur.
Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstittisti
(NIH) hastaliklarin % 60’inin biyofilm olusturan
bakterilerden kaynaklandigini belirtmektedir
(74). Biyofilm icerisindeki bakteriler, kalp kapakc¢ik
iltihabu, atesli yara enfeksiyonlari, kronik orta
kulak iltihab1 ve kistik fibroz gibi hastaliklara sebep
olmanin yaninda kateterler, yapay kalp pilleri,
protez kalp kapakgiklan ve ortopedik cihazlar gibi
cesitli medikal ekipmanlar tizerinde de kolonize
olabilmektedir (73).

Ortamda bulunan glukoz, serum gibi besin elemetleri
ile demir ve karbondioksidin kullanilabilirligi,
ozmotik basing, pH ve sicaklik biyofilm tiretimini
etkileyen faktorlerdir. Karbonhidrat metabolizmast,
E. faecalisin de arasinda bulundugu cesitli
Gram pozitif bakterilerin biyofilm Uretimini
dizenlemektedir (75). E. faecalis tarafindan
biyofilm olusumunda Esp adhezyon proteini
(enterokokal ylizey proteini), epb lokusu tarafindan
kodlanan pili, lipoteikoik asit (LTA) alanin
esterifikasyonu (DItA) ve hiicre duvar ile iligkili
polisakkaritin sentezi icin gerekli glikotransferazin
(Epa) dahil oldugu pek c¢ok mekanizma
tanimlanmugtir (73, 76-79). Ancak bu mekanizmalar
icerisinde en iyi tanimlanan Esp’dir. Esp epitel
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ylizeylere tutunma, biyofilm olusturma gibi
ozelliklerinden sorumludur. Yapilan cogu calisma
ile esp” izolatlarin biyofilm olusturdugu, esp’
izolatlarda ise biyofilm olusumunun gozlenmedigi
tespit edilmistir (60, 80). Diger taraftan espy,, geni
tastyan E. faecalis suslarinin bu geni tasimayan
suslara gore daha yiksek konjugasyon oranina
sahip oldugu ve ampisilin, siprofloksasin ve
imipenem antibiyotiklerine daha yiiksek direng
gosterdigi belirtilmistir (65). Biyofilm olusumunda
bir diger donemli faktor polisakkarit antijenleridir.
Polisakkarit antijenleri enterokokal polisakkarit
antijen (epa) gen kumesinde de bulunan
orfdel’den orfdeiGya kadar siralanan genler
tarafindan kodlanmaktadir. Yapilan calismalar
polisakkarit sentezi icin orfde4 (epaB) ve orfdeG
(epak) genlerinin gerekli oldugunu gostermistir
(76, 77).

BiYOJEN AMIN URETIiMi

Biyojen aminler aminoasitlerin dekarboksilasyonu
veya aldehit ve ketonlarin aminasyonu ve
transaminasyonu ile olusan, disik molekul
agirlikly, toksik azotlu bilesiklerdir (81-83).
Aminoasitlerden  karbondioksidin  ayrilmast
olarak tanimlanan dekarboksilasyon olayi,
dekarboksilaz enzimi ile gerceklesmekte ve
bu enzim bitkisel ve hayvansal dokular ile
mikroorganizmalar tarafindan olusturulabilmektedir
(84). Gidalarda biyojen amin olusumu cogunlukla
serbest aminoasitlerin mikrobiyel dekarboksilasyonu
sonucu meydana gelmektedir (85). Biyojen
aminler cogunlukla balik ve balik Urtnleri,
fermente et ve siit Urtinleri ile cesitli fermente
gidalarda gozlenmektedir. Gida ve iceceklerde
karsilasilan en 6nemli biyojen aminler sirasiyla
histidin, tirozin, ornitin, lizin ve B-fenilalanin
dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikan histamin,
tiramin, putresin, kadaverin ve B-feniletilamindir
(86). Biyojen aminler kimyasal yapilarina gore
alifatik (putresin, kadaverin, spermin, spermidin),
aromatik (tiramin, feniletilamin) ve heterosiklik
(histamin, triptamin) olarak siniflandirilabildikleri
gibi amin gruplarina gbre monoaminler (tiramin,
feniletilamin), diaminler (putresin, kadaverin)
ve poliaminler (spermin, spermidin) olarak da
siniflandirilabilmektedir.  Biyojen aminlerin
olusumu pH ve sicaklik gibi cevresel kosullarin
yant sira, ortamda serbest aminoasitlerin ve

yliksek dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip
mikroorganizmalarin varligs ile mikroorganizmalarin
gelisimi gibi cesitli faktorlere baglidir (87, 88).
Biyojen amin biyosentezi dkaryotik hiicrelerde
hormon, alkaloit, niikleik asit ve protein sentezleri
icin elzemdir. Bazi biyojen aminler norotransmitter
olarak gorev alirken, bazilari da DNA, RNA ve
protein sentezinin diizenlenmesi gibi Onemli
biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Biyojen amin
uretimi bakterilerde enerji eldesi icin bir yol
olabilecegi gibi ozmotik ve oksidatif stres yanitlart
gibi diger fizyolojik fonksiyonlara da aracilik
edebilmektedir (88). Biyojen aminler cesitli biyolojik
faktorler icin gerekli olsalar da gidalarla birlikte
yliksek oranda tiiketilmeleri toksik etkiye sebep
olmaktadir. Diistik oranlarda biyojen amin igeren
gidalarin tiiketilmesi durumunda biyojen aminler
amin oksidazlar vasitasiyla sindirim sisteminde
fizyolojik olarak daha az aktf formlara
donustirilmektedir. Ancak yiksek miktarlarda
biyojen amin iceren gidalarin tiiketilmesi veya
cesitli nedenlerle detoksifikasyonun engellenmesi
sonucunda adrenalin ve noradrenalin salinimi,
mide asidi salgilanmasi, migren, tasikardi, kalp
hastaliklari, kan sekeri ve kan basincinin yiikselmesi
gibi ciddi problemlere yol acmaktadir (14-16).

Biyojen amin tretimi, dekarboksilaz ve aminoasit/
amin degisimi icin gerekli olan en az iki genin
ifade edilmesi ile gerceklesmektedir. Bu genler
daima bagli olmakla birlikte bazi durumlarda
reglilasyon icin tUglnct bir genle organize
olabilmektedir. Biyojen amin Uretimi i¢in histidin
dekarboksilaz (bhdc), tirozin dekarboksilaz (tdc),
lizin dekarboksilaz (/dc) ve ornitin dekarboksilaz
(odc) genleri farkli bakteri suslarinda tespit
edilmistir. Biyojen amin tretimi icin gerekli genler
bazi durumlarda plazmit tizerinde kodlanmisken, bazi
durumlarda yatay gen transferi ile de kazanilmis
olabilmektedir. Biyojen amin tretimi genel olarak
susa 6zgl bir ozellik iken tiramin biyosentezi E.
Jfaecalis, E. faecium ve E. duransda tir dizeyinde
bir ¢zellik olarak tanimlanmaktadir (89). Cesitli
aragtiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda farkls
enterokok suslarinin biyojen amin Ureticisi
olduklar1 belirtilmistir (10, 53, 90). Dondurulmus
sardalya ve uskumrudan izole edilen E. durans
suslarinin tiramin Ureticisi olup, #dc genine sahip
olduklart belirtilirken (84), saraptan izole edilen
E. faecium suslarinin hepsinde tiramin retimi
tespit edilmis, histamin ve putresin uretimine
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rastlanmadigi bildirilmistir (91). Pismemis deniz
urlinlerinden elde edilen E. faecium izolatlarinda
ise histamin, tiramin, putresin ve kadaverin
tretimlerine rastlandigi ifade edilmistir (69).
Jiménez vd. (92) tarafindan yapilan calismada
farklt memeli stitlerinden elde edilen enterokok
izolatlarinin hepsinde (E. faecalis, E. faecium, E.
durans, E. birae, E. casseliflavus) tiramin tGretimi
tespit edilirken, histamin Gretimi gézlenmemistir.
Diger taraftan tim E. faecalis izolatlarinda ise
putresin tretimi tespit edilmistir. Inoglu ve Tuncer
(53) Tulum peynirinden izole edilen enterokok
suslarinin histidin, lizin, ornitin dekarboksilasyonuna
sahip olmadiklarini ancak izolatlarin % 92.9’unun
Idc genine sahip olup, tiramin ureticisi olduklarin
belirtmistir. Yiiceer ve Ozden Tuncer (10)
tarafindan yapilan calismada sucuk 6rneklerinden
izole edilen LAB’nin hicbirinde histidin, lizin,
ornitin dekarboksilasyonu ve dekarboksilasyon
genleri (hdc, ldc, odc) tespit edilemezken, enterokok
suglarinin % 68'inde tirozin dekarboksilaz geninin
(tdo) tespit edildigi ve bu suslann tiramin Ureticisi
olduklari belirtilmistir. Yapilan cesitli calismalarla
enterokoklarda 6zellikle tiramin tretiminin oldukca
yaygin oldugu belirtilmistir (8, 70, 91, 93-96).

SONUC

LAB’nin 6nemli bir tiyesi olan enterokoklar farkli
metabolik aktiviteleri sayesinde cesitli geleneksel
fermente gidalarin kendilerine has tat ve
aromalarnim olusmasinda énemli rol oynamalarinin
yani sira bazi tiirlerinin firsat¢i patojen olduklart
bilinmektedir. Gida kaynakli enterokoklarin
aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerine sahip
olmalari, plazmit ve transpozonlar aracilig: ile
antibiyotik direncinin insan sindirim sisteminde
diger enterokoklara veya bakteri tlrlerine aktarim
riskini ortaya cikarmaktadir. Bu nedenle antibiyotik
direncli gida kaynakli enterokoklar diren¢ genlerinin
yayilimi i¢cin rezervuar gorevi gormektedir.
Antibiyotik direncinin yant sira enterokoklar
tuketici saglhig: acisindan risk teskil eden cesitli
virtilens faktorlere, biyofilm ve biyojen amin tretim
ozelligine sahiptirler. Bu nedenle starter kilttr
olarak kullanilacak enterokok suslarinin seciminde
teknolojik 6zelliklerinin yani sira antibiyotik
direnci, virtilens faktor icermesi ve biyojen amin
uretimi gibi ozelliklerinin de secim kriteri olarak
gz Ontine alinmast gerekmektedir.
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Ozet

Saglikli kiimes hayvanlarindan elde edilen yumurtalarin i¢ kisminin mikroorganizma icermedigi kabul
edilirken, yumurta kabugunun oldukc¢a fazla mikroorganizma tasidigi bilinmektedir. Kabuktaki
mikroorganizmalar mikro catlaklardan iceriye gecebilmekte ya da proses sirasinda, yumurtalarin
kirilmalar stirecinde yumurta icini kontamine ederek mikrobiyel bir tehlike olusturabilmektedirler. Patojen
mikroorganizmalarin da bulunabilecegi yumurta kabugu dis ylizeyinin dekontaminasyonu amaciyla
farkli yontemler kullanilmaktadir. Ancak yumurta beyazinin ve sarisinin kalite ozelliklerinin degismemesi,
ozellikle 1s1l yontem kullanimint kisitlamaktadir. Tsil dekontaminasyon uygulamalari sirasinda yumurtaya
belirli bir sicaklik degerinin tstiinde islem uygulanmasi 6zellikle yumurta beyazinda denatiirasyona
bagli kalite degisimlerine sebep olabilmektedir. Kizilotesi uygulama, yiizey dekontaminasyonu amaciyla
Onerilen yontemlerden birisi olup, uygulanan sicakligin belli bir degeri asmamast icin hizli ve dogru
olarak belirlenmesi gerekmektedir. Genellikle 1s1l ¢ift ile yapilan sicaklik 6lctimlerinin gida yiizeyinde
uygulanmasinin zorlugu daha kullanish yontemlerin arastirilmasina yol acmistir. Yapilan bu calismada
yumurtalara uygulanacak kizilotesi dekontaminasyon isleminde yumurta kabugu ytizey sicakliginda
meydana gelecek degisimlerin kizilotesi kamera kullanilarak belirlenmesi icin bir yontem gelistirilmis
ve sonuclar yumurta ylizey dekontaminasyonu kapsaminda degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Yiizey sicakligs, infrared kamera, yumurta, 1sil ¢ift

DETERMINATION OF SURFACE TEMPERATURE OF SHELL-EGGS
BY USING INFRARED THERMOGRAPHY DURING INFRARED
SURFACE DECONTAMINATION PROCESS

Abstract

The interior of the eggs obtained from healthy hens might be accepted to be free of microorganisms
while the outer shell surface might include various microorganisms including pathogens. These
microorganisms might pass through micro-cracks in the shell, or egg constituents might be contaminated
while the shells are broken by accident or for process related purposes. These cause high microbial
risk. Various surface decontamination techniques for shell eggs are applied, and thermal techniques
have a certain limitation not to affect the functional properties of egg constituents especially egg white.
Infrared application for surface decontamination is one suggested industrial application, and like all
the other thermal methods, surface temperature of the shell should not exceed a certain value and must
be determined in a quick and accurate manner. Thermocouple measurements bring certain difficulty for
surface temperature determination. Hence, use of more convenient methods is required. Therefore, in
this study, an infrared thermography method was improved for surface temperature measurement of
the eggs undergoing an infrared surface decontamination process.

Keywords: Surface temperature, infrared camera, shell egg, thermocouple
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GIRIS

Gida Urtnlerinin raf dGmriint uzatmak, yeni tiriin
gelistirmek veya mevcut urtnin kalitesini
iyilestirmek gibi amaclarla uygulanan farkli
prosesler sonucu gida Urlnlerinde farkli kalite
degisiklikleri meydana gelmektedir. Kalite
degisimlerine sebep olan en Onemli proses
parametresi sicakliktir. Proses sirasinda Uriin
sicakliginda meydana gelen degisimler genellikle
ws1l ciftler yardimiyla olctilebilmekte (1) ve veri
toplama sistemleri yardimiyla da degerlendirilmek
lizere kaydedilmektedir. Uriin yiizey sicakliginda
meydana gelen degisimlerde ise, ylizey sicakliginin
ortam sicaklik ve 1s1 transfer katsayisina bagl
degisimlere duyarli olmasindan dolayi, 1sil cift
kullanimt ile tam ve kesin sonuglarin elde
edilmesi yeterli olmayip daha yenilik¢i yontemlerin
kullanilmasi gerekmektedir. Yizey sicakliginin
dogru belirlenmesi, trlin fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerinde meydana gelebilecek
degisimlerin belirlenmesi acisindan da 6nemli bir
noktadir. Nunez Vega ve ark., (2016), calismalarinda
sicaklik degisimlerine duyarli gidalar icin ytizey
sicakliklarinin otomatik kontrolt ile ulasilabilir
maksimum vyilzey sicakliginin 6nlenmesini
saglayarak gida kalitesi anlaminda en iyi kuruma
sonuclarinin alinabilecegini ve bu kapsamda ylizey
sicakligt tespitinin 6nemini vurgulamislardir (2).
Uriin yiizey sicakliginin dogru tespit edilebilmesi
icin (iliskilendirilmek istenen ¢zellikle dogru iliski
kurabilmek acisindan) gida tirline gore farkls
yontemler kullanilmaktadir. Knoerzer ve ark.,
(2012) calismalarinda; disik basing mikrodalga
soguk plazma kosullar altinda yaptiklari deneylerde
yuzey sicakliginin belirlenmesinin  6nemini
vurgularken, sl cift, direncli termometre,
thermokron ve sicaklik indikatorleri (sicakligin
etkisi ile renk degistiren serit ve bantlar) gibi
farkli 6lcim yontemlerinin kullanilabileceginden
bahsetmislerdir (3). Huang, (2004), kizilotesi
uygulama ile hindi sosislerinin yiizey pastorizasyonu
ile ilgili calismasinda sicakliga bagli olarak ytizey
renk degisimini incelemistir. Bu calismada ylzey
pastorizasyonu sirasinda, ylizeye yakin bir yere
yerlestirilen 1s1l ciftlerle olctilerek bulunan ytizey
sicakliklari kullanmis; 1s1l ciftin direk kizilotesi
enerjiye maruz kalmast sonucu sicaklik artisinin
dogru olarak belirlenememe ihtimalinden
bahsedilmis, ancak 1sil ciftin ucunun cok kuicuk
olmasindan dolay1 bu hatanin ihmal edilebilecegi

konusunda bir sonuca varilmistir (4). Yapilan diger
bir calismada ise ¢ileklerin yiizey dekontaminasyonu
icin alternatif bir teknoloji olarak uzak kizilotesi
uygulama denenmis ve urln kalite 6zellikleri
acisindan kritik parametre 50 °C sicaklik olarak
belirtilmistir. Bu calismada kizilotesi kamera
kullanimu ile yiizey sicaklik ol¢timleri ve simtlasyon
sonucu elde edilen sicakliklar karsilastirilmistir.
Kullanilan iki yontemle elde edilen sicaklik verileri
uyumlulugundan yola ¢ikarak proses gelistirilmesi
oOnerilmistir. Yani kizilotesi kamera ile 6lctilen
sicakliklar dogru olarak kabul edilip kontrol verisi
olarak kullanilmistir (5). Erdogdu ve ark., (2011),
kimyon tohumlarina uygulanan morotesi ve
kizilotesi kombinasyon islem sonunda yuizeydeki
sicaklik degisiminden dolay1 olan renk degisimini
olemuslerdir (bu calismada ylizey sicaklik degisimi
ile sicaklik degisiminden etkilenen bir kalite
parametresi iliskilendirilmistir) (6). Sturn ve ark.,
(2014) elma dilimleri kurutma kinetigi tizerinde
calisirken ylzey renk degisimi ve blzismesini,
yuzey sicakligr ile iliskilendirerek prosesi kontrol
etmislerdir (7).

Cig olarak satisa sunulan yumurtanin saglikli kiimes
hayvanlarindan elde edildigi durumda icinde
mikroorganizma bulunmadig: kabul edilmektedir
(8). Ancak yumurta kabugu mikroorganizma
bakimindan oldukc¢a zengin olup basta koliform
grubu olmak Uzere bir¢ok patojen bakteri bulundurma
ihtimali bulunmaktadir. Gida zehirlenmelerine
neden olan Salmonella bakterisi de yumurta ve
trtinlerinde 6nemli bir risk olusturmaktadir. Kabukta
bulunan mikrobiyel yogunlugu azaltabilmek
amaciyla uygulanan yontemler 1sil ve 1s1l olmayan
islemler olarak siniflandirilabilmektedir. Bu
uygulamalar sirasinda en 6nemli kriter yumurta
icinin uygulanacak islemden etkilenmemesi ya da
minimal diizeyde etkilenmesidir (8, 9). Yumurta
ylizey dekontaminasyonu amaciyla genis uygulama
alant olan sil islemlerde, yiizey sicakliginin
belirlenmesi ile yumurta i¢ kalitesi ile ilgili yorum
yapilabilmektedir. Dis ytizey sicakligmin bilinmesi
farkli matematiksel modelleme tekniklerinin
kullanimi ile yumurta i¢i sicakliginin belirlenmesini
saglamakta ve sicaklik degisiminden kalite
parametreleri hesaplanabilmektedir. James ve
ark., (2002), calismalarinda kabuklu yumurtanin
yluzey pastorizasyonunun gerekliliginden
bahsetmislerdir. Aynt ¢calismada yumurta icerigine
zarar vermeden elde edilebilir en yiiksek yiizey
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sicakligint belirlemek icin kabugun dis - i¢
sicakliklarint  degerlendirmisler ve proses
parametrelerini de bu sicaklik degisimine gore
belirlemislerdir (10). Bu konuda yapilan farkls
calismalar incelendiginde genellikle belirli sayida
ws1l ¢ift yiizeye en yakin yere (kabugun hemen
alty) yerlestirilip 6lcim yapildigi ve belirli sayidaki
sicaklik ortalamalarinin, ytizey sicaklig: olarak
kabul edildigi gbozlenmistir (4, 5, 11-13).

Bu calismada, yumurtalara uygulanacak kizilotesi
sl islem dekontaminasyon prosesi sirasinda
kizilotesi kamera goruntiist verilerinin, Urtin
ylzey sicakliginin belirlenmesinde kullaniminin
aciklanmast amaglanmaktadir. Bu kapsamda kizilotesi
kamera ile elde edilen yumurta ylzey sicaklik
verileri kullanimi ile yumurta ytizey sicakliginin
belirlenmesi konusunda bir calisma yapimistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Deneylerde kullanilacak orta boy yumurtalar
Cukurova Bolgesi'ndeki yerel bir tavuk firmasindan
ayni kiimesten olacak sekilde secilmistir. Isil cift
olarak yaltilmis T tipi (30 gauge) 1sil ciftler
kullanilmuis, 1s1l islem uygulamasinda kullanilan
kizilotesi  tiinel Mersin  Universitesi  Gida
Miuhendisligi'nde Dr. Ferruh Erdogdu tarafindan
"MUH. F. GM (FE)2006-1" baslikli proje kapsaminda
tasarlanmis (Sekil 1) ve Necat Makine A.S.ye
(Istanbul) yapurilmistir. Veri kaydedici olarak
Keithley, Model 2700 DMM (USA), kizilotesi
kamera olarak da FLIR- 150 sistemi (FLIR System
AB, Sweden) kullanilmustir. Tsil ciftlerin yumurta
kabugu i¢ vylizeyine vyerlestirilmesi amaciyla
kullanilan recine yerel marketten alinmis; yumurta
icinin doldurulmasinda (bu kapsamda kizilotesi
1s1l islem prosesinin gercege uygun olarak
gerceklestirilmesi amaclanmistir) agar (Merck -
1.01614) ve model yumurta olarak 1sil iletkenlik
katsayist yiiksek malzemeden (bakirdan) yapilmis
siyah boyali yumurta seklinde bir cisim (k=401W/mK,
ylzey alani=7901mm?* kullanidmustir.

Yontem
Sistem parametrelerinin belirlenmesi

Oncelikle 1s1l dzellikleri bilinen, 1stya dayanikls
ve emissivite degeri yiiksek olan siyah boya ile
boyanmis, yumurta seklinde tamami bakir
malzemeden yapilmis cismin icerisine T tipi (30
gauge) sil cift yerlestirilmistir. Yiksek sil iletim

katsayist ve kizilotesi islem sistemlerinde olusacak
dustik 1s1 transfer katsayisina bagli olarak bir
lumped sistem elde edilebilir. Isil islem sirasinda
da bakir yumurtanin igerisinde, homojen bir
sicaklik dagilimi meydana gelmesi ve yumurta i¢
sicakliginin yumurta ytizey sicakligina esit olmasi
dogru bir yaklasim olarak kabul edilmistir. Bakir
yumurta emissivite degeri yiksek (e=0.95) (14)
1stya dayanikli bir siyah boya ile boyanmis
oldugundan, radyasyonla st transferi kapsaminda
uzerine gelen butiin enerjiyi emecek bir siyah
cisim olarak davranmis olacaktir.

Yizey sicaklik degisimlerinin belirlenmesi icin
kullanilan FLIR 150 kameradan elde edilen kizilotesi
gortntiilerin islenmesi gerektiginden, bu temelde
oncelikle sistem i¢i yansimalarin bir fonksiyonu
olarak ortaya cikan yansitilan gorintr sicaklik
(reflected apparent temperature - RAT) degerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacla kizilotesi
islemde kullanilacak olan sistem istenilen proses
sicakligina ulastiktan sonra bakir yumurta, sistem
icerisine yerlestirilmis ve sicaklik degisimi
kaydedilirken, Sekil 1’de gosterildigi gibi sistemin
tst tarafinda bulunan acikliktan, zamana bagl
olarak, bakir cismin ytizey sicaklik degisimleri
belirlenmistir. Bu kapsamda herhangi bir proses
zamaninda Urln i¢ sicakligt ile dis ylzey sicaklik
degisiminin esit olmasi gerekliligine bagli olarak
yumurta ylzey sicakliklarinin belirlenmesi icin
gerekli parametreler RAT parametresi belirlenmis
olacaktir.

Kizilotesi sistemle bu kapsamda 4 farkli proses
sicakliginda (180, 250, 300 ve 350 °C) deneyler
gerceklestirilmis ve yumurta ylzey sicakliginin
gercek degerine yakin olmast i¢in yumurta ylzey
alanini temsil edecek bir ylizey alani gortintistintin
elde edilmesine calisilmustir. Sistem tasariminda,
Sekil I'de de gosterildigi gibi, sistem yan duvarlarna
yerlestirilmis olan kizilotesi seramik 1s1 kaynaklarina
esit sayida simetrik pozisyonda bulunduklarindan
yumurta alt ve st yuzey bolgelerinin sicaklik
degisimleri de simetrik olarak kabul edilmistir.
Butiin deneyler farkli yumurtalarda ti¢ paralelli
ve farkli zamanlarda iki tekrarl olarak yapilmustir.

Yumurta yiizey sicakliklarinin belirlenmesi

On denemelerde farkli kizilétesi proses uygulama
sicakliklarinda, farkl: stirelerde proses edilen
yumurtalarda proses stireleri 180 °C’de 30 — 900 s,
250 °C’de 30 — 900s , 300 °C’de 30 — 510 s ve 350
°Cde 15 - 210 s olarak uygulanmis ve sistem
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Kizilotesi kamera ile fotograf cekilen aciklik
Opening for taken images with infrared camera

Sekil 1: Kizilétesi sistemin sematik gosterimi.

Figure 1: Schematic representation of Infrared heating system.

icerisine  yerlestirilmis yumurta kizilotesi
termogramlari, tasiyict banttan 50 cm yukaridan
kizilotesi kamera kullanilarak alinmustir. Belirlenen
RAT degerleri kullanilarak yumurta yiizey
sicakliklart hesaplanmustir. Bir sonraki asamada
ise bu sicaklik degisimleri yumurta kabugu altina
recine ile ilistirilen 1s1l ciftten elde edilen sicaklik
degerleri ile karsilastirilmustir.

Yumurta kabuk i¢ ylzey sicakliginin belirlenmesi

Orta buyuklikteki yumurtanin u¢ kismina igne
yardimiyla kiicik bir delik acildiktan sonra
yumurta ici bosaltilip temizlenmis ve etiivde
kurutulduktan sonra 1sil ¢ift kabugun i¢ ylizeyine
eritilmis recine yardimiyla ilistirilmistir. Daha
sonra yumurta icerisi %3’lik =60 ml agar ile
doldurulmus (10) ve hazirlanan sistem 250 °C’ ye
ayarlanan sistemde proses edilirken sicaklik
degisimi belirlenmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Radyasyonla 1s1 transferi kapsaminda tizerine
distn enerjinin tamamini soguran ideal cisimler
siyah cisim olarak adlandirilmakta olup bu tanim
cisimlerin yaymladiklart ve sogurduklart 1sil enerjiyi
goreceli olarak o6l¢mek icin gelistirilen bir
kavramdir (15). Yumurta seklindeki bakir cismin
dis ylizeyi gelen isinin tamamini sogurmasi icin
(siyah cisim gibi) siyaha boyanmistir. Isigin
tamamini soguran siyah boya icin emissivite

degeri 0.95 olarak kullanimistir. Deneyler sirasinda
yiksek sicakliklar da kullanilacag: icin yiiksek
sicakliga dayanikli boya tercih edilmistir. Cisim,
her tarafindan ayni 1s1 gelecek sekilde isitilmakta
oldugundan, yuzey sicakliginin (yumurta dis
ylizeyinde de) homojene yakin olacag: varsayimu
yapilmistir (Sekil 2a). Yukarida da aciklanan
lumped sistemi yaklasimi kapsaminda s1l ¢ift ile
olciilen Urlin i¢ sicaklik degeri ile dis ylzey
sicakliginin ayni olacag: yaklasimindan vyola
cikarak, bakir cismin ytizeyinin kizilotesi gorintileri
alinmis ve ic¢ sicaklik ile dis ylizey sicakliginin esit
olmasini saglayan RAT parametresi hesaplanmistir
(Cizelge 1). Sekil 2 a ’da 250 °C kizilotesi isleme
330 s maruz kalmis bakir cismin ylizey kizilotesi
gorintistu gosterilmektedir. Sekil 2-b’de verilen
ise 250 °C kizilotesi isleme 120 s maruz kalmis
yumurta yuzeyi kizilotesi kamera goriintiisiine
aittir. Bu kapsamda yapilan hesaplamalar kisaca
asagidaki 6rnekle aciklanmistir:

Kizilotesi seramik kaynak sicakliklart 250 °C
ayarlanmis kizilotesi sistem icine yerlestirilen
bakir cismin 180 s sonra sicakligt 55.5 °C olarak
kaydedilmistir (lumped sistem yaklasimi ile
wsilgiftle elde edilen sicaklik ile ylzey sicaklig
esdeger olacaktir). Ayni anda kizilotesi kamera
ile elde edilen gorunti bu yaklasimla islenmis ve
gerekli parametreler, kizilotesi gortintiisinden
elde edilen deger ile isilciftten elde edilen degerin
esit olmasi temelinde belirlenmistir.
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Cizelge 1: Kizilétesi tiinel ayarlanan sicakliklar igin FLIR sistemde kullanilan RAT degerleri
Table 1: RAT values for FLIR system at different Infrared temperature

Ayarlanan Kizilétesi tiinel sicakhgi ('C)

RAT degeri ("C)

Temperature of Infrared Cabin RAT value
180 188
250 276
300 316
350 380
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Sekil 2: Kizilétesi kamera goruntileri: a) 250 °C kiziltesi sistemde 330 s isil islem uygulanmig digi siyah boyali bakir cismin
goruntst (107 °C); b) 250 o°C kizilétesi tinelde 120 s isil islem gérmis yumurtanin gériintusu (66 °C).
Figure 2: Infrared camera images of a) egg shaped - black painted - cupper object Infrared heated at 250 °C for 330s (107 °C);

b) whole shell egg Infrared heated at 250 °C for 120s (66 °C).

Gunliik tiketimde kullanilan yumurtalar icin yapilan
deneylerde ise FLIR I50 sisteminde kullanilmak
tzere yumurta kabugu icin emissivite degeri yine
0.95 (16, 17) olarak kabul edilmistir. RAT degerleri
olarak da Cizelge 1'deki veriler kullanilarak
yumurtalarin  kizilotesi uygulama sirasindaki
ortalama ytizey sicakliklart hesaplanmistir. Farkli
sicakliklarda islem uygulanmis yumurtalarin
ortalama yuzey sicakliklar Sekil 3’de verilmistir.
Sekil 3 incelendiginde kizilotesi islem uygulanan
butiin sicakliklarda yumurtalarn baslangic ortalama
yiizey sicakliklart 27-36 °C arasinda degisirken,
sicakligin proses baslangicinda hizli bir sekilde
artt1g1, belli bir stire sonra yavasladigi ve sonra ise
sabitlendigi gozlenmektedir. Farkli sicakliklarda
kizilotesi islem gormis yumurtalarin, kabuk
sicakliklart sabitlendiginde (kabuk deforme
olmadan) kizilotesi islemi sonlandirilmistir.
Uygulanan kizilotesi islem ile 180 °C i¢in 900 saniye
sonra, yumurta ortalama ytizey sicakligi en fazla
85 °C olarak dlctlmustiir. Bu sicakliklar 250 - 300 ve

350 °C i¢in, 900 - 510 ve 210 saniye sonra sirastyla
109 - 113 - 106 “C olarak hesaplanmustir. Deneyler
strasinda 300 ve 350 °C kizilotesi islem uygulanan
yumurtalarin resimleri ise belli stireler sonunda
(210 ve 510 saniye) yumurta kabugu butinltgint
koruyamadigi icin elde edilememistir.
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Sekil 3: Farkh sicakliklarda kizildtesi islem uygulanmis
yumurtalarin ortalama yiizey sicaklik degisimleri.

Figure 3: Average temperature of shell egg surface
processed by Infrared at different time — temperature.
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Calismanin son asamasinda, kizilotesi kamera ile
elde edilen sicaklik verilerini dogrulamak
amactyla, yukarida da agiklandigi sekilde bir mo-
del sistem hazirlanmis ve yumurta kabugunun
hemen altindan 1sil ¢iftle sicaklik 6lcimu alinmustir.
Elde edilen sicakliklar, kizilotesi kamera
goruntilerinden elde edilen kabuk ylzey
sicakliklari ile birlikte Sekil 4’de gosterilmektedir.
Ayni kosullarda islem gormiis yumurtalarin,
farkli iki yontemle bulunan sicaklik sonuglarinin
birbirlerine oldukca yakin oldugu belirlenirken;
ayni sicaklikta ve ayni sirede islem gormis
yumurtalar i¢in kabuk ici sicakliginin beklendigi
gibi (yumurta kabugunun 1s1 transferine karsi
olusturdugu iletim direncinden dolay1) daha duisiik
oldugu gozlenmistir.

EYumuta kazsugu s yizey sicek

7] 1
rumuta kasudu ¢ scasl £ -

i =
i) Z
Elx) 1
20

o

i}

o 20 o 92 120

“ Sire (saniye]”
Time [secand)

Sicakhk {°C)
Temeprature

-

Sekil 4: Kiziltesi tlinelde 250 °C‘de islem gérmis yumurta
kabugu dis ve i¢ yizey sicakliklarinin karsilastiriimasi.
Figure 4: Outer and inner surface average temperature of
shell egg processed by Infrared heater at 250 °C.

Yumurtalarda uygulanmasi gerekli ylzey
dekontaminasyon islemlerinde sicaklik 6nemli
bir parametredir. Yumurta dis ytizey sicakligi
artarken, yumurta i¢ sicakliginin 55-60 °C’yi
gecmesi, yumurta beyazinda denatlirasyona neden
olacag: icin uygulanacak proseslerin belirtilen
sicakligi gecmemesi gerekmektedir (10, 18). Bobus
Alkaya ve ark., (2016) yaptiklart calismada kizilotesi
kamera ile yumurta ylzey sicaklik degisimlerini
belirlemisler ve yumurta beyazinda olacak
denatiirasyon baslangict ve ilerlemesini de kontrol
ederek ylzey dekontaminasyonu icin farkli
kizilotesi proses kosullarinda gerekli stireleri, E.
coli ATCC 25922 (Salmonella Enteritidis yerine)
hedefleyerek belirlemislerdir. Sonu¢ olarak
yumurta beyazinda denatlirasyonun baslama
suresini, kizilotesi kamera ile elde edilen ylzey
sicaklik degisimleri ile tespit edebilmislerdir (8).
Benzer sonuclart; Tanaka ve ark., (2007), kizil6tesi

kamera ile ¢ekilen cilek resimlerinden bulduklar ve
simulasyondan elde ettikleri ylizey sicakliklarinin
uyumlu olmasindan yola c¢ikarak, proses
parametrelerini belirledikleri calismada elde
etmiglerdir (5). Eser ve Ekiz, (2016) uzak kizilétesi
kosullarda proses ettikleri fistiklarda kalite kontrol
icin ytizey sicakligini kritik parametre olarak
kullanmislar ve ylizey sicaklik degisimlerini de
yine kizilotesi kamera kullanimi ile belirlemislerdir
(19). Eliasson ve ark., (2015), toz kirmizi biber ile
yaptiklar calismada kizilotesi kamera gortintiilerini
kullanmuslar ve ylzey sicakliklarini belirlemislerdir
(20). Foster ve ark., (2006)'nin calismalart ise gi-
da yiizeyini kisa zamanda isitmak ve sogutmak
icin tasarlanan bir sistemde yiizey sicakligini anlik
belirlemek ve kontrol etmek icin kizilotesi kamera
kullanilan baska bir calismadadir (21).

Kizilotesi kamera ile belirlenen ytizey sicakliklarinin,
¢ig et ve et urlinlerinin, taze meyve ve sebzelerin,
kabuklu yumurtanin ve bunlara benzer sicakligin
kritik nokta oldugu gidalarn ytizey pastorizasyonu/
sterilizasyonu veya dekontaminasyonu calismalarinda
onemli bir belirte¢ olarak kullandmast 6nerilebilir.
Ayrica 1s1l islem uygulanan stirekli proseslerde,
kizilotesi kamera ile kritik sicakligi gecen trtin
belirlenebilir, sonra otomatik olarak o triiniin
sistemden uzaklastirilmast saglanabilir ve boylece
son uriin kalite kontroliiniin de artmast saglanabilir.
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Ozet

Bu calismada, dondurularak depolanan uskumru kiymasinin bazi kalite 6zelliklerine yesil cay (YCE),
liziim ¢ekirdegi (UCE) ve nar kabugu (NKE) ekstraktlarinin etkisi incelenmistir. Bitkisel ekstraktlarin
fenolik madde miktarlari dikkate alinarak, son trtinde toplam fenolik madde miktart 100 mg/kg olacak
sekilde ornekler hazirlanmistir. Donmus depolama sirasinda bitkisel ekstraktlarin etkinligi, sentetik
antioksidan (BHT) iceren ve hicbir katk: icermeyen kontrol (K) ornekler ile karsilastirdmustir. Bitkisel
ekstrakt ilavesi ve dondurma islemi birlikte toplam aerob psikrofil bakteri (TAPB) sayisini azaltmistir
(P<0.01). Depolama sonunda TAPB sayisi en diisiik NKE ilaveli drneklerde (3.23 log KOB/g) belirlenmistir
(P<0.01). Ekstrakt ilavesi, toplam ucucu bazik nitrojen (TVB-N) ve trimetilamin nitrojeni (TMA-N)
olusumunu smirlandirmistir (£<0.01). TAPB sayisi, TMA-N ve TVB-N miktarlart dikkate alindiginda nar
kabugu ekstrakti ilavesi dondurarak depolanan kiyma uskumrularin kalitesini korumada alt ay stireyle
etkili olmustur. Elde edilen sonuclar, NKE ve UCE'nin dondurularak depolanan uskumru kiymasinin
kalitesinin daha uzun stire korunmast a¢isindan uygun dogal antimikrobiyel katkilar oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Yesil cay ekstrakti, nar kabugu ekstrakti, tizim c¢ekirdegi ekstrakti, uskumru, kalite,
donmus depolama.

EFFECTS OF PLANT EXTRACTS ON QUALITY ALTERATION IN
MACKEREL (SCOMBER SCOMBRUS) MINCE DURING
FROZEN STORAGE

Abstract

The effect of green tea (GTE), grape seed (GSE) and pomegranate rind (PRE) extract addition on quality of
mackerel mince during frozen storage were investigated. Considering the quantity of plant materials
phenolic content, total phenolic content of the final product was adjusted to 100 mg/kg for mince
samples. Effect of plant extracts was compared with a synthetic antioxidant (BHT) and control (without
any antioxidant) mince samples. Freezing process and extract treatment slowed down microbial
growth (P<0.01). At the end of frozen storage, PRE samples significantly lowered (3.23 log CFU/g) total
viable count than other samples (£<0.01). The increase in total volatile basic nitrogen (TVB-N) and
trimethylamine nitrogen (TMA-N) contents was limited by extract addition during frozen storage
(P<0.01). According to microbial growth, and TMA-N and TVB-N contents, pomegranate rind extract
retained their good quality characteristics of mackerel mince during six months of frozen storage. Among
the plant extract sources used in the study, GSE and PRE had better results than GTE for prolonged
protection of the quality during storage.

Keywords: Green tea extract, pomegranate rind extract, grape seed extract, mackerel, quality, frozen
storage.
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GIRis

Gidalarin distk sicakliklarda muhafaza edilmeleri,
bir taraftan mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini
ve faaliyetini yavaslatirken diger taraftan kimyasal
ve biyokimyasal reaksiyonlarin hizint sinirlayarak
gidalarin bozulmalarini geciktiren bir uygulamadir.
Distik sicakliklarda muhafaza, irtinde istenmeyen
mikrobiyolojik degismeleri sinirlamakta ve
biyokimyasal reaksiyonlar1 geciktirmektedir.
Bununla birlikte uzun depolama strelerinde,
uriiniin niteligine bagli olarak bazi kalite kayiplari
meydana gelmektedir. Dusik sicakliklarda
muhafaza edilen baliklarda kalite kaybina neden
olan en 6nemli faktorler mikrobiyolojik faaliyet,
lipid oksidasyonu, protein oksidasyonu ve protein
denattirasyonudur. Avlandiktan sonra su
urtinlerinde kalite, otolitik faaliyetlerle, sonradan
kontamine olan mikroorganizmalarin ¢ogalmasi
ve proteinlerin fonksiyonel ¢zelliklerinin kaybolmasi
nedenleriyle hizla azalmaktadir (1, 2). Balikta
meydana gelen otoliz, peptidlerin ve serbest
aminoasitlerin olusmasina neden olmaktadir.
Meydana gelen bu bilesikler mikrobiyel cogalma
icin uygun besin ortamint olusturarak Grtinde
kalite kayiplarina neden olmaktadirlar. Balik
etinde meydana gelen bakteriyel bozulma et renginin
de degismesine yol acarak duyusal kalitenin
azalmasinda etkilidir (3). Balik etinde depolama
Omriini uzatmak amaciyla sentetik katki maddelerinin
kullanildigi pek ¢ok calisma yapilmistir (4-6).
Sentetik katki maddelerinin [Butillenmis hidroksi
toluen (BHT), butillenmis hidroksi anisol (BHA),
tersiyer butil hidroksi kinon (TBHQ)] karsinojenik
etkilerinin ortaya konulmasit (7, 8), dogal
kaynaklarin kullanimini glindeme getirmistir. Bu
amacla yliksek oranda antimikrobiyel ve
antioksidan 6zellik gosteren bitkisel ekstraktlarin
kullanilmasina yonelik calismalar artmustir (9-16).

Baliklarin taze olarak raf omirleri genel olarak
baligin baslangic mikroorganizma sayisina ve
depolama kosullarina bagli olmakla birlikte
oldukca smirlidir. Balik etlerinin de diger gidalar
gibi, tiketime hazir gida haline getirilmesi icin
depolama sirasinda yasanan problemlerin ve
ekonomik kayiplarin azaltilmasina yonelik
arastirmalar Onemlidir. Yapilan calismalar
dogrultusunda gelistirilecek yeni triinlerin uzun
raf dmriine sahip olmalari, balik etininin her yerde
ve her mevsim tiketilmesine imkan saglayacaktir.
Bu a¢idan dondurularak depolanan yagl baliklarda

antioksidan ve antimikrobiyel etkiye sahip
dogal kaynaklarin et kalitesi Gizerine etkilerinin
belirlenecegi arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu calismada, sarap tretiminde yan trtin olarak
ortaya cikan tzim cekirdegi, nar suyu uretiminde
yan Uriin olarak ortaya ¢ikan nar kabugu ve yesil
cay kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin kiyma
uskumruya ilave edilmesi ve donmus depolama
stiresince bu ekstraktlarin mikrobiyel yiike, TVB-N,
TMA-N olusumuna, renk ve duyusal ozelliklere
etkilerinin ortaya konulmast amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM
Et materyali

Arastirmada, Igne Ada (Kirklareli) bolgesinde
avlanan uskumru (Scomber scombrus) materyal
olarak kullanilmustir. Istanbul Biiyiiksehir Belediyesi
Toptancit Hali'ne getirilen baliklar anlasmali
balik¢ilardan satin alinmis ve buzda depolanarak
en kisa siirede (5-6 saat) denemenin kurulacag:
Ankara Universitesi Gida Mithendisligi Béliimii'ne
getirilmistir.

Bitkisel ekstraktlar

Arastirmada dogal ekstrakt kaynagi olarak
laboratuvarda hazirlanan yesil ¢ay, nar kabugu
ve uUzum cekirdegi ekstraktlart kullanimuistir.
Yeni hasat edilmis yesil cay (Camellia sinensis)
yapraklari, vakum ambalaj icerisinde Rize'den
getirtilmistir. Uziim cekirdekleri Kavaklidere Sarap
A.S.’den (Ankara) temin edilmistir. Bu amacla,
Kalecik Karast (Vitis vinifera) tzimlerin saraba
islenmesinden sonra geride kalan atigin kurutulmasi
ile elde edilen cekirdekler kullanilmistir. Nar
kabugu ekstrakti, Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Meyve Suyu Pilot Isletmesi’nde nar
meyvelerinin (Punica granatum) nar suyuna
islenmesinden sonra geride kalan kabuklar
kullanilarak hazirlanmistir. Arastirmada sentetik
antioksidan kaynagi olarak ise bitillenmis hidroksi
toluen (BHT) (Merck, Almanya) kullanilmustir.

Bitkisel ekstraktlarinin hazirlanisi

Bitkisel ekstraktlarin elde edilmesinde Naveena
vd. (17) tarafindan onerilen ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Taze olarak elde edilen vyesil
cay yapraklart ve nar kabuklart yaklasik 1 cm?
boyutlarindaki parcalara ayrildiktan sonra, tizim



cekirdekleri ise elde edildigi sekli ile 60°C’deki
etiivde kurutulmustur. Kurutma islemi yesil cay
yapraklart icin 3 saat, tztim c¢ekirdekleri icin 12
saat ve nar kabuklart icin ise 48 saat surmustir.
Kurutma siiresinin belirlenmesinde kurutulan
materyalin kolaylikla 6gutiilebilecegi nem diizeyine
kadar kurutulmasi esas alinmistir. Kurutulmus
materyal, yiksek yogunluklu polietilen ambalaj
materyali ile ambalajlandiktan sonra ekstraksiyon
islemi gerceklestirilene kadar -40°C’deki derin
dondurucuda (MDF-U5411 Model, Sanyo, Kore)
depolanmistir. Ekstraksiyon isleminden once,
kurutulmus materyal laboratuvar tipi degirmende
ogutilmustir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak destile
su kullanilmistir. 20 g kurutulmus ve ogutilmus
nar kabugu ve tGzim cekirdegi ile 40 g yesil cay,
500 mL kaynamis haldeki destile su ile ¢alkalamali
su banyosunda 5 dakika stire ile calkalanmustir.
Elde edilen ekstraktlar kaba filtre kagidindan filtre
edildikten sonra hizla sogutularak denemede
kullanilmistir. Hazirlanan ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktarlart Singleton ve Rossi (18)
tarafindan gelistirilen Folin-Ciocalteu yontemiyle
karakterize edilmistir. Denemede kullanilan
YCE'nin 22.08 g gallik asit esdegeri/kg, NKE'nin
114.27 g gallik asit esdegeri/kg, UCE'nin ise
33.75 g gallik asit esdegeri/kg dizeyinde fenolik
madde icerdigi belirlenmistir. Denemenin kurulmasi
sirasinda urtine ilave edilecek bitkisel ekstraktlarin
miktarlari, son trliinde toplam fenolik madde
miktar: 100 mg/kg olacak sekilde ayarlanmistir.

Balik krymalarinin hazirlanisi

Solungag, sindirim i¢erigi, kil¢ik vs.den arindirilip
soguk su ile yikanan baliklardan derili filetolar
yapilmistir. Elde edilen filetolar 4 mm capli
kryma makinesi (Moulinex, Fransa) aynasindan
gecirilerek kiyma haline getirilmis ve 5 gruba
ayrilmustir. Ug¢ gruba daha 6nceden belirlenen
diizeylerde yesil cay (YCE), nar kabugu (NKE) ve
lizim cekirdegi (UCE) ekstraktlar1, dérdiincii
gruba sentetik antioksidan olarak BHT ilave
edilmistir. BHT nin su ile karisabilen c¢ozeltisini
hazirlamak amaciyla etil alkol (%96, Merck,
Almanya) kullanidmistir. Besinci grubu ise
antioksidan kaynag ilavesiz kontrol grubu (K)
olusturmustur. Olusturulan tim gruplar bes dakika
elle yogrulmus ve 9 cm cap ve 1.5 cm kalinlikta

(yaklasik 90 g agirlik) sekillendirilmistir. Paslanmaz
celik, delikli tepsilere dizilen Ornekler, -18°C
sicakliga dondurulmustur. Dondurma islemi,
hava akimli dondurucuda (FRIGOSCANDIA
LABOFREEZE, Isvec) sabit hava hizinda (2.5 m/s)
gerceklestirilmistir. Dondurma islemi icin dondurucu
kabin i¢ sicakligi -35°C’ye ayarlanmustir. Tepsideki
orneklerden ortadaki birinin merkezine, st ve
alt ytizeylerine 3 adet thermo-couple yerlestirilerek
sicaklik distst dijital gostergeli kaydedici ile
takip edilmistir. Ulasilmak istenen son sicaklik
(-18°C) icin dengeleme, strafor termos kaplarda
yapilmustir. Ornekler yiiksek yogunluklu polietilen
torbalara yerlestirilerek -18°C’'de 6 ay depolanmistir.

Kiryma orneklerde yapilan analizler
Toplam aerob psikrofil bakteri (TAPB) sayis1

Hazirlanan 6rneklerden aseptik kosullarda 10 g
alinip, steril Stomacher posetlere konulmus ve
tzerine 90 mL steril peptonlu fizyolojik tuzlu su
(% 1 pepton, % 0.5 NaCD ilave edilerek, stomac-
herde (Seward 400 Londra, Ingiltere) 230
rpm’de 2.5 dakika homojenize edilmistir.
Hazirlanan homojenattan steril peptonlu fizyolojik
su ile ardisik diltisyonlar hazirlanarak, steril petri
kutularina dokme yontemiyle ekim yapilmistir.
Besiyeri olarak Plate Count Agar (Merck)
kullanilmis, petriler 4°C’de 10 gln sireyle
inkiibe edilmistir. Sonuclar log KOB/g et olarak
verilmistir (19).

Toplam ugucu bazik nitrojen (TVB-N) miktar1
Toplam ucucu bazik nitrojen (TVB-N) miktari,
Goulas ve Kontominas (20) tarafindan Onerilen
yonteme gore belirlenmistir. Homojen hale getirilen
balik etinden 10 g tartilmis ve 50 mL destile su ile
homojenize edilmistir. Karistm 200 mL destile su
kullanilarak kjeldahl balonuna aktarildiktan sonra
2 g MgO ilave edilmis ve kopirmeyi Oonlemek
amaciyla 1-2 damla silikon yag: damlatilmistir.
Destilasyon Unitesinin ¢ikis borusuna, icerisinde
25 mL %3’ltk borik asit ve 0.04 mL metil kirmizisi/
metilen mavisi indikatori ilave edilmis erlenmayer
yerlestirilerek destilasyon baslatilmistir. Destilasyon
islemine erlenmayerde 125 mL destilat toplanincaya
kadar devam edilmis, elde edilen destilat, 0.1 N
HCI ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Ornekteki TVB-N
miktari "mg/100g et" olarak hesaplanmustir.

29



30

B. Ozalp Ozen, A. Soyer

Trimetilamin nitrojeni (TMA-N) miktari
Trimetilamin nitrojeni miktari, Boland ve Paige
(21)'in 6nerdigi yonteme gore belirlenmistir.
Homojen hale getirilen 10 g 6rnek, 90 mL %
7.5°lik triklorasetik asit ile karistirilmis, 4 mL
homojenat bir test tiip icerisine aktarilmistir. Uze-
rine 1 mL formaldehit, 10 mL susuz toluen ve
3 mL potasyum karbonat c¢ozeltisi eklenerek
karistirtlmistir. Tup icerisinden 5 mL toluen fazi
alinarak bir baska test tiptine aktarilmus, tizerine
5 mL pikrik asit calisma ¢ozeltisi (960.02’lik) ilave
edilmistir. Icerik vorteks yardimiyla karstrildiktan
sonra 410 nm’ye ayarli spektrofotometrede
(Labomed UVD-3200, CA, ABD) sahite karsi
okunmustur. TMA-N miktari, trimetilamonyum
hidroklortr (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanan
standart egri yardimiyla "mg/100g et" olarak
hesaplanmustir.

Renk olciimii

Orneklerin yiizey renkleri, Minolta renk Slctim
cihazi (Minolta CR-400, Osaka, Japonya) kullanilarak
belirlenmistir. Renk 6l¢imiinde kullanilacak
dondurulmus oOrnekler buzdolabinda bir
sure bekletilerek buz tabakasi tamamen
cozundurildikten sonra yuzeyden ¢ farkli
noktada renk olgimii  yapimisur.  Olglim
sonucunda CIE I* (parlaklik), a* (kirmizilik), &*
(sarilik) degerleri belirlenmistir.

Duyusal degerlendirme

Hazirlanan 6rnekler donmus depolama stiresinin
basinda ve sonunda ¢ig olarak duyusal analize tabi
tutulmustur. Ornekler koku &zellikleri acisindan
degerlendirilmistir. Duyusal degerlendirme icin
kapakli plastik kaplar kullanidmustir. Ornekler iyice
havalandirilmis duyusal analiz laboratuvarinda,
sart 151k altinda taze balik, ransit, yagsi, boya ve
kimyasal/bitkisel ekstrakt kokular1 yonlerinden
degerlendirilmistir. Degerlendirmede 10 puanli
hedonik 6lcek kullanilmustir. Taze balik kokusu
ozelligi degerlendirilirken, 10 puan 6zelligin
yogun olarak algilandigi, 0 puan ise ozelligin hic
algilanmadig: kabul edilmis; ransit, yagsi, boya
ve kimyasal/bitkisel ekstrakt kokusu 6zellikleri
degerlendirilirken ise, 10 puan 0zelligin hic
algilanmadigi, 0 puan ise yogun olarak algilandig:
kabul edilerek degerlendirme yapilmistir (22).

istatistik analiz

Depolama siiresince uskumru kiymasina ilave
edilen bitkisel ekstraktlarin secilen kalite 6zelliklerine
etkileri tesaduf parselleri deneme tertibinde
faktoriyel diizende varyans analizi teknigi
uygulanarak  degerlendirilmistir.  Arastirma
sirasinda elde edilen veriler, deneme desenine
uygun olarak hazirlanan tablolar halinde Minitab
paket programinda varyans analizine tabi
tutulmustur. Varyans analizi sonucuna gore
gruplar arasi farkliliklar 6nemli bulundugunda,
Duncan c¢oklu karsilastirma testi (MSTAT)
kullanilarak farkliliklar gosterilmistir (%1 veya %5)
(23). Istatistik degerlendirme, her bir tekerriirde
aynt analiz icin belirlenen 2 paralelin ortalamasi
tzerinden ve 2 tekerrlr ortalamasi dikkate alinarak
yapilmistir. Renk tayininde her bir tekerriirde 3
farkli noktada okuma yapimis ve 2 tekerriir
ortalamasi alinarak istatistik degerlendirmede
kullandmistir. Deneme kapsaminda calisilan
parametreler arasindaki korelasyonlar Pearson
korelasyon katsayist (R) analizi ile MINITAB
(Windows Release 13 MINITAB, 2000) programi
kullanilarak belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA
Toplam aerob psikrofil bakteri sayis1

Farkli bitkisel ekstraktlar ilave edilen uskumru
kiymasinda donmus depolama siiresince belirlenen
TAPB sayist logKOB/g et) sekil 1'de goriilmektedir.
TAPB sonuclari incelendiginde, tim 6rneklerde
uzayan depolama stresine bagli olarak azalma
oldugu gorilmektedir. Depolama suresinin
baslangicinda 4.37 logKOB/g et olan TAPB sayist,
6 ay sonunda 3.43 logKOB/g et bulunmustur.
TAPB sayisinda meydana gelen bu azalmanin,
dondurma isleminin mikroorganizmalar tizerine
olan tahrip edici etkisinden ve uygulanan antioksidan
kaynaklarinin antibakteriyel aktivitelerinden
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Depolama stiresinin
basinda gruplar arasinda psikrofil mikroorganizma
yuikii agisindan farklilik olmadigi (P>0.01), 6 aylik
depolama stresi sonunda ise K grubu 6rneklerin
en yiksek TAPB sayisina sahip oldugu (3.66
logKkOB/g et), bunu sirasiyla YCE (3.51
logkOB/g et), BHT (3.46 logKOB/g et), UCE
(3.29 1ogKOB/g et) ve NKE (3.23 logKOB/g et)
iceren gruplann izledigi belirlenmistir (P<0.01).



Balikta gida gutivenligi acisindan izin verilen
mikrobiyel yik 6.0 logKkOB/g et'dir (24). Elde
edilen sonuglar UCE ve NKE ilavesinin depolamanin
3. ayindan itibaren etkili oldugunu ve diger gruplara
kiyasla UCE VE NKE uygulanan baliklarin daha
dustik mikrobiyel yiike sahip olduklari belirlenmistir.
Bu durumun UCE ve NKE'nin yiiksek antimikrobiyel
aktivitesiyle iliskili oldugu diistintilmektedir. UCE
ve NKE'nin antimikrobiyel etkisi sogukta depolanan
bircok et ve et triinlinde ortaya konmustur (25,
26, 27). Ozogul ve Ugar (28) -18°C'de dondurularak
depolanan kolyoz burgerlerinin kalitesine dogal
ekstratlarin (kekik, yesil cay, adacay: ve defne
ekstrakty) etkisin arastirdiklari calismada, toplam
psikrofil sayisinin uzayan depolama stlresine
bagli olarak azaldigini tespit etmislerdir. Yapilan
bu calismada, %0.6 diizeyinde uygulanan kekik
ve yesil cay ekstratinin toplam psikrofil sayisini
azaltmada diger uygulamalardan daha etkili
oldugu da gosterilmistir (28). Uljas ve Ingham
(29), dondurma islemi sirasinda olusan buz
kristallerinin bakterilerin hiicre zarlarina zarar
vermesine bagli olarak depolama sirasinda
psikrofilik bakteri sayisinin azaldigini belirlemislerdir.
Dogal ekstraktlarin antimikrobiyel etkilerinin gida
uygulamalarinda azaldigi, disiik pH degerine sahip
gidalarda s6z konusu etkinin daha ytiksek oldugu
ve ekstraktin gida icerisindeki ¢cozunurligi veya
dokuya penetrasyonunun antimikrobiyel aktiviteyi
onemli diizeyde etkiledigi bilinmektedir (30, 31).
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Sekil 1. Bitkisel ekstrakt ilavesinin ve dondurarak depolama
sliresinin uskumru kiymasinin toplam aerob psikrofil bakteri
(TAPB) sayisina etkisi

Figure 1. Effects of natural extracts and frozen storage on
total aerobic psychrotrophic bacteria (TAPB) counts in
minced mackerel.

Toplam ucucu bazik nitrojen ve trimetilamin
nitrojeni miktart

Farklt bitkisel ekstraktlar ilave edilen uskumru
kiymasinda donmus depolama stiresince belirlenen

TVB-N ve TMA-N miktarlari sekil 2’de verilmistir.
Depolama siiresi uzadikca 6rneklerin TVB-N ve
TMA-N miktarlarinin arttigt belirlenmistir. TVB-N
olusumuna UCE ve NKE ilavesinin etkisi depolama
baslangicinda goriilmiis ve bu orneklerin TVB-N
icerikleri diger 6rneklerden 6nemli diizeyde
dustk bulunmustur (£<0.01). Donmus depolama
sonunda ise K (33.43 m g/100 g et) drneklerin en
yiksek TVB-N miktarina sahip oldugu, bunu
strastyla YCE (32.44 mg/100 g et), NKE (30.68
mg/100g ev), BHT (29.70 mg/100 g et) ve UCE
(28.22 mg/100 g et) iceren gruplarin izledigi tespit
edilmistir (7<0.01). Genellikle TVB-N miktar1 100 g
ette 35-40 mg dlzeylerine ulastiginda balik
bozulmus olarak nitelendirilmektedir (32).
Ozogul vd. (33) morina tiirii baliklar i¢cin TVB-N
limit degerinin 30 mg/100 g et oldugunu, 6 ay
stre ile depolanan sardalya filetolarinda bu sinir
degerin asilmadigini, TVB-N degeri acisindan 2
dakika stre ile uygulanan %2 biberiye ekstraktinin
diger uygulamalara kiyasla daha etkili oldugunu
ortaya koymuslardir. Yapmis oldugumuz calismada,
kritik limit 35 mg TVB-N/100 g balik olarak kabul
edilirse, donmus depolama esnasinda bu sinirin
astlmadigi, altt aylik depolama sonrasinda tim
orneklerin TVB-N miktart acisindan tiiketime
uygun olduklari belirlenmistir. Depolama stiresince
K orneklerin TMA-N miktarlarinin diger 6rneklerden
yliksek, NKE uygulanan Orneklerin ise dusik
oldugu sekil 2b’de gorilmektedir. Depolama
stiresinin basinda oOrnekler arasinda farklilik
olmadigt (P>0.01), uzayan depolama siiresince
antioksidanlarin etkinliklerini gostererek TMA-N
olusumunu sinirlandirdiklar: tespit edilmistir
(P<0.01). Depolama sonunda K grubuna ait
baliklarin (3.22 mg/100 g et) en ylksek TMA-N
miktarina sahip oldugu, bu grubu sirasiyla YCE
(2.51 mg/100 g et), BHT (2.44 mg/ 100 g eb),
UCE (2.33 mg/100 g et) ve NKE (2.15 mg/100 g
et) iceren Orneklerin izledigi belirlenmistir
(P<0.01). Uzayan depolama stresi ile artan TMA-N
miktarinin NKE ilavesi ile sinirlandirilabilecegi
belirlenmistir. Balik tiiri, avlanma mevsimi ve
depolama kosullart TMA-N miktarini etkilenmektedir
(34). TMA-N diizeyine gore kalite siniflandirilmast;
"4 mg/100g TMA-N"a kadar iyi, 10mg/100g TMA-N"a
kadar pazarlanabilir, 12 mg/100g TMA-N bozulmus"
olarak gosterilmektedir (35, 36). Bu kalite
siniflandiridmas:  dikkate alindiginda, tim
uygulamalarda depolama stresince TMA-N
degerinin 4 mg/100g TMA-N'dan distk oldugu,
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soOz konusu baliklarin TMA-N acisindan "gtivenilir"
olduklart  belirlenmistir. Benzer sekilde,
dondurularak depolanan balik burgerlerde kontrol
grubu disindaki diger uygulamalarda TVB-N
miktarinin 9 aylik depolama stiresi sonunda sinir
degerlerin altinda oldugu, antioksidan ekstrakt
uygulamasinin TVB-N olusumunu sinirladigi
gOsterilmistir (28).
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Sekil 2. Bitkisel ekstrakt ilavesinin ve dondurarak depolama
slresinin uskumru kiymasinin toplam ugucu bazik nitrojen
(TVB-N) (a) ve trimetilamin nitrojeni (TMA-N) (b) miktarina
etkisi

Figure 2. Effects of natural extracts and frozen storage on
total volatile basic nitrogen (TVB-N) (a) and trimethylamin
nitrogen (TMA-N) (b) in minced mackerel.

Enstriimental renk

Farklt bitkisel ekstrakt ilave edilen uskumru
kitymasinda donmus depolama baslangicinda ve
sonunda belirlenen I*, a* ve b* degerleri sekil
3’'te verilmistir. Depolama baslangicinda en
yiikksek I* degerleri BHT'li (55.460) ve K (53.45)
orneklerde, en diistik ise YCE'li (49.84) ve UCEli
(51.67) orneklerde belirlenmistir. Depolama
baslangicinda I* degeri arasindaki bu farkin
kullanilan ekstraktin renginden kaynaklandigt
dustnilmektedir. ilerleyen depolama siiresine
bagli olarak I* degerinin NKE'li ve UCEli
orneklerde azaldigi, K, YCE ve BHT ilave edilen

orneklerde arttigr belirlenmistir. NKE ve UCE'nin
yuksek antioksidan etkisinin, L* degerindeki
azalmada etkili oldugu diistiniilmektedir. Orneklerin
b* degerleri ise depolama basinda 14.48 ile 17.52
arasinda degisirken, depolama sonunda K 6rneklerde
artis (16.04), antioksidan kaynagi ilave edilen
orneklerde ise azalis gozlenmistir. Bitkisel
antioksidan kaynagi ilavesi, uskumru kiymalarin
dondurularak  depolanmast sirasinda  renk
degerlerini etkilemistir. Bunlar icerisinde NKE ve
UCE, depolama sonunda I* ve b* degerlerinde
azalmaya ve a* degerlerinde artisa neden olarak
kiyma etteki pigment formlarint korumada etkili
olmuslardir. Nitekim, Lee vd. (37), antioksidanlarin
metmyoglobin olusumunu engelleyerek et
trtinlerinde meydana gelen renk degisimini
sintrladigini gostermislerdir. Sanchez-Alonso vd.
(38), farkli konsantrasyonlarda beyaz tztm lifi
iceren c¢ig Orneklerin a* degerinde donmus
depolama slresince degisim olmadigini
(P>0.01), ancak ekstrakt icermeyen kontrol
orneklerinin a* degerlerinin 6énemli dizeyde
azaldigini tespit etmislerdir (£<0.01). b* degeri
ise lif iceren orneklerde degismemis, ancak K
orneklerinde depolama siiresince artis gostermistir.
Bu durum kirmizilik degerinin azalmasi ve
oksijene olan heme proteinlerin okside olan
pigmentlerden (met-heme proteinler-kahverengi)
farkli olarak parlak renk vermesiyle aciklanmistir
(38). Sanchez-Alonso ve Borderias (39) tarafindan
yapilan baska bir calismada, kiyma istavrit
orneklerine ilave edilen iztim lifinin ¢ig 6rneklerle
arasinda onemli bir farkliliga neden olmadigi
(P>0.01) ve sdz konusu érneklerin 6.40-7.10
arasinda degisen a* degerlerine sahip olduklari
belirlenmistir. Brannan (40) tarafindan yapilan
calismada ise, tavuk but etlerine %0.1 dizeyinde
tzim cekirdegi ekstrakti ilavesinin hazirlanan
koftelerin renklerinin daha koyu (Z), daha kirmizi
(a*) ve daha az sart (¥*) olmalarina neden oldugu
gosterilmistir. Calismamizda elde edilen veriler
bir kisim literatiir bilgisi ile benzerlik gosterdigi
gibi, bazi verilerden de farklilik gostermektedir.
Bu durumun ilave edilen ekstraktin elde
edilme yonteminden, uygulanan ekstrakt
konsantrasyonundan, ekstraktlarin kendi
renklerinden ve farkli dizeydeki antioksidan ve
antimikrobiyel etkinliklerinden kaynaklanmis
olabilecegi dustinilmektedir.
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Sekil 3. Bitkisel ekstrakt ilavesinin ve dondurarak depolama siresinin uskumru kiymasinin renk degerlerine (L*, a*, b*) etkisi
Figure 3. Effects of natural extracts and frozen storage on color parameters (L*, a*, b*) in minced mackerel

Duyusal degerlendirme

Hazirlanan kiyma uskumrular donmus depolama
sturesince ¢ig olarak duyusal analize tabi
tutulmus ve ornekler koku ozellikleri acisindan
degerlendirilmistir. Dondurularak depolanan
uskumru kiymalarinda depolama stresinin
basinda ve sonunda panelistler tarafindan verilen
puanlarin ortalamalart sekil 4'te gortilmektedir.
Depolamanin basinda gruplar arasinda onemli
farkliliklar bulunmadigi (2>0.01), duyusal analizde
incelenen oOzellikler acisindan tim gruplarin
panelistler tarafindan begenildigi sekil 4a’da
gorilmektedir. Depolama siiresi sonunda ise K
grubuna ait baliklarin taze balik, ransit, yagst ve
boya kokusu 6zellikleri acisindan diger gruplara
kiyasla daha az begenildigi; kimyasal/bitkisel
eksrakt kokusu yoniinden ise daha ytiksek puan
aldigt gorilmektedir. Bu durumun, ilave edilen
ekstratlarin ve BHT’nin balik dokusuna penetrasyonu
ve buradaki oksidatif degismeler tizerine etkileri
ile alakali oldugu disuntlmektedir. Bitkisel
ekstrakt ve BHT ilave edilmeyen uskumrularda
kimyasal/bitkisel ekstrakt kokusu algilanmamustir.
Kontrol 6rneklerde ransit koku yogun bir sekilde
hissedilirken (5.60), NKE uygulamasinin ransit
kokunun algilanmasint  engelledigi (7.10)
belirlenmistir. Oksidatif reaksiyonlar sonucu
artan yagsi koku kontrol 6rneklerde daha fazla
hissedilmistir. Yagst koku dzelligi acisindan UCE,
NKE ve BHT uygulamalari arasinda farklilik
olmadigi da (P>0.01) belirlenmistir. Boya kokusu
kontrol 6rneklerde verilen distik puanlarla daha
fazla hissedilmistir (P<0.01). Panelistler taze
balik, ransit, yagst ve boya kokusu o¢zelliklerini
degerlendirdiklerinde, K grubu baliklara daha

dustk puanlar vermislerdir. Bu durum bitkisel
ekstrakt ilavesinin kiyma 6rneklerde istenmeyen
kokunun olusumunu engellemesi ile aciklanabilir.
Ayrica elde edilen veriler, donmus depolanan
kiyma orneklerin depolama siiresi sonunda koku
ozellikleri ac¢isindan tiiketime uygun oldugunu
da gostermektedir. Duyusal degerlendirmeler
sonucunda belirlenen taze balik kokusu 6zelligi
ile TAPB sayist ve TMA-N miktart arasinda
(r=-0.896, P<0.05; r=-0.919, P<0.05), ransit koku
ozelligi ile TMA-N miktart arasinda (r=-0.984,
P<0.01) ve yagst koku 6zelligi ile TMA-N miktari
arasinda (r=-0.913, P<0.05) ¢nemli korelasyonlar
oldugu da belirlenmistir.

Donmus depolama stiresince uskumru kiymalarinda
oksidasyon, mikrobiyel faaliyet ve pigment
denatiirasyonuna bagli olarak kalite kayiplar
meydana gelmektedir. Yapilan bu calismada,
depolama stresince uskumru kiymalarinin iyi
hijyenik 6zelliklere sahip olduklari belirlenmistir.
TPAB sayisini azaltmada en etkili kaynagin NKE
oldugu tespit edilmis; bu durum, NKE'nin ytiksek
antimikrobiyel aktivitesiyle aciklanmistir. Bitkisel
ekstrakt ilavesi, ilave edilen bitkisel materyalin
antimikrobiyel aktivitesine bagli olarak donmus
depolama ile artan TVB-N, TMA-N miktarlarin
baskilamistir. 6 aylik donmus depolama
sonrasinda baliklar, TVB-N miktar1 acisindan
"tiketime uygun", TMA-N miktari acisindan ise
"iyi" niteliktedir. Dondurularak depolanan kiyma
orneklerde TMA-N miktari ile TAPB sayist arasinda
onemli diizeyde korelasyon (r=0.892; P<0.05)
oldugu da belirlenmistir. Duyusal analiz sonuclar
degerlendirildiginde, NKE'nin panelistler tarafindan
daha fazla begenildigi de tespit edilmistir. Sonug
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olarak, yagli bir balik olan uskumrudan elde
edilen kiymalarin dogal antioksidan ve antimikrobiyel
icerigi yuksek katkilar uygulanarak dondurulmasi,
depolama sirasinda kalite ozelliklerinin daha
uzun sire korumasinda etkili olmustur. Elde
edilen sonuclar UCE ve NKE ilavesinin uskumru
kiymalarinda daha iyi bir koruma sagladigini
gOstermistir.
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Sekil 4. Bitkisel ekstraktlarla muamele edilen uskumru
kiymasinin depolama suresinin basinda (0.gln) (a) ve
6 ay dondurularak depolanmasi sonrasi (b) duyusal
degerlendirme sonuglari

a-d: llgili 6zellikte, farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki
fark énemlidir (P<0.01)

Figure 4. Results of sensory evaluation of mackerel mince
applied with different plant extracts at the beginning of the
storage (day 0)(a) and after 6 months (b) frozen storage
a-d: Different letters on the bar within the same attributes
denote the significant differences (P<0.01).
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Abstract

In this work, the synthetic antioxidant contents of some vegetable oils produced in Turkey were determined
by using liquid chromatography with ultraviolet detector. Butylated hydroxy anisole, butylated
hydroxy toluene, and tert-butyl hydroquinone were the synthetic antioxidants selected. The extraction
of antioxidants from oil samples was carried out with vortex-assisted liquid-liquid microextraction prior
to chromatographic analysis. Some parameters that affect the extraction efficiency, such as the type of
extraction solvent, the volume of solvent, and extraction time were optimized. Under the optimized
conditions, the limits of detection and limits of quantification for the antioxidants were in the ranges
0.12-0.28 pg/g and 0.40-0.92 ng/g, respectively. The intra-day and inter-days precisions were calculated
in terms of relative standard deviation and found to be less than 6.5% and 8.4%, respectively. Totally, 16
vegetable oil samples produced in Turkey were analyzed to detect the presence of the synthetic
antioxidants and the concentrations of antioxidants in samples were found below the maximum
permitted levels defined in Turkish Food Codex Regulation.

Keywords: Synthetic antioxidants, vegetable oils, microextraction, liquid chromatography.

TURKIYE’DE URETILEN BAZI BiTKiSEL SIVI YAGLARIN
SENTETIK ANTIOKSIDAN iCERIKLERININ
SIVI KROMATOGRAFISI iLE BELIRLENMESI

Ozet

Bu calismada, Turkiye’de Uretilen bazi bitkisel sivi yaglarin sentetik antioksidan icerikleri ultraviyole
detektorlt sivi kromatografisi ile belirlenmistir. Butil hidroksi anisol, butil hidroksi toluen ve ter-butil
hidrokinon secilen antioksidanlardir. Kromatografik analiz dncesinde yag orneklerindeki antioksidanlarin
ekstraksiyonu vorteks-karistirma destekli sivi-sivi mikroekstraksiyon teknigi ile yapdmustir. Ekstraksiyon
¢cOzlclslinin turd, ¢ozlict hacmi ve ekstraksiyon stiresi gibi ekstraksiyon verimini etkileyen bazi
parametreler optimize edilmistir. Optimize edilen kosullarda antioksidanlar icin metodun algilama ve
belirleme sinirlarinin sirastyla 0.12-0.28 pg/g ve 0.40-0.92 pg/g araliginda oldugu tespit edilmistir. Giin
ici ve gtinler arasi kesinlik, bagil standart sapma olarak hesaplanmis ve sirastyla % 6.5 ve % 8.4'den daha
disiik bulunmustur. Tiirkiye’de tretilen toplam 16 bitkisel yag érnegi sentetik antioksidanlarin varligini
tespit etmek icin analiz edilmis ve orneklerdeki antioksidanlarin konsantrasyonlarinin Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeliginde tanimlanan maksimum izin verilen seviyelerin altinda kaldigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Sentetik antioksidanlar, bitkisel yaglar, mikroekstraksiyon, sivi kromatografisi.
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INTRODUCTION

Synthetic antioxidants (SAs) have been widely
used for many years as antioxidants to preserve
and stabilize the freshness, nutritive value, flavour
and colour of foods and animal feed products
(D). Butylated hydroxy toluene (BHT), butylated
hydroxy anisole (BHA), tert-butyl hydroquinone
(TBHQ) and propyl gallate (PG) are the most
commonly used SPAs because of their chemical
stability, low cost and availability (2). In several
countries, the use of these antioxidants is regulated
by various legislating authorities such as European
Union Directives and Regulations, the FDA in the
United States, Food Standards Australia New
Zealand for Australia and New Zealand, Joint
FAO/WHO Expert committee on food additives
(3). According to Turkish Food Codex, in
compliance with European Union Directives, the
antioxidants mentioned above are permitted for
use, individually or in combination, in oils, fats
and lipid containing foods usually at concentrations
up to 100 — 200 mg/ kg (4). The SPAs provide a
high level of protection in maintaining food product
quality but an excess of antioxidants is a health
risk, since they may cause allergen reactions,
including asthma and hives, in sensitive subjects
(5). BHA and BHT have been suspected of being
responsible for liver damage, and carcinogenesis
when used at high levels in laboratory animals
(6). However, there is no clear evidence that SAs
intake might cause cancer among humans.
Although SPAs are considered safe for human
health at recommended doses, the concentration
of these compounds in foods is strictly regulated
by governments and requires monitoring.

Several analytical methods are available for the
determination of SAs. These include liquid
chromatography (LC) (7-9), gas chromatography
(10-12), and micellar electrokinetic chromatography
(13, 14). LC with UV is the most used technique
(3). Prior to chromatographic analysis, the classical
liquid-liquid extraction (LLE) (7, 15) and solid-
phase extraction (SPE) (16, 17) are the most
commonly used techniques for the preconcentration
and cleanup of SPAs. Recently, some microextraction
techniques, such as dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) (8), vortex-assisted
liquid-liquid microextraction (VALLME) (9) and
ultrasonic-assisted liquid-liquid microextraction
(UALLME) (10) were introduced as the simple,

low cost, fast, and environmental-friendly enrichment
techniques.

Herein, an optimized and validated LC-UV method
for the determination of SAs in some selected
vegetable oils consumed in Turkey has been presented.
SAs in vegetable oils were extracted with only
500 pL ethanol and then injected into LC-UV
directly without clean-up or preconcentration,
and the analytes were readily and sensitively
detected. The best extraction and analysis
conditions for the SAs were optimized and
validated in relation to the following figures of merit:
accuracy, precision, detection and quantification
limits, linearity, and sensitivity. Finally, the
methodology was applied to the analysis of
vegetable oils obtained from local markets in
Zonguldak, Turkey.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and solutions

All of the reagents used in the experiments were
of analytical grade. Butylated hydroxy toluene
(BHT) was purchased from Supelco (Bellefonte,
PA, USA). Butylated hydroxy anisole (BHA) and
tert-butyl hydroquinone (TBHQ) were obtained
from Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany).
HPLC grade acetonitrile were also obtained from
Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany). Acetone,
methanol, and ethanol were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Water was purified
with a Direct-Q3 water purification system
(Millipore, Bedford, MA, USA).

The stock solutions of the antioxidants (1000 pg/
mL) were prepared by dissolving each individual
standard of antioxidants in acetonitrile and
stored at 4°C. Working solutions were obtained
by appropriate dilution of the stock standard
solutions. Total 16 vegetable oil samples including
sunflower, virgin olive, refined olive, and corn
oil were collected from local supermarkets in
Zonguldak, Turkey during a period of January to
March in 2016. The collected oil samples were
packed in screw—cap glass tubes and stored at
room temperature until analyzed.
Instrumentation and chromatographic
conditions

The chromatographic analysis was performed by

Thermo Finnigan LC system (San Jose, USA)
consisting of a P1000 pump, a AS3000 automatic



injector system, a SCM 1000 degasser and a
UV1000 UV detector. Separation was performed
by means of a Phenomenex Fusion-RP column
(250x4.6 mm i.d., 4.0 pm) protected by a C12 guard
column (4x3 mm i.d., Phenomenex). A gradient
elution program was optimized by using the
mobile phases of acetonitrile and distilled
deionized water (0.1% trifluoroacetic acid). The
separation was performed at room temperature
with a constant flow-rate of 1.0 mL/min by
employing the elution program as follows; 0-2
min acetonitrile-water 30:70 (v/v) and then a linear
gradient elution from 30% acetonitrile at 2 min to
100% acetonitrile at 15 min, followed by isocratic
elution with acetonitrile for 5 min. Finally, 10
min was necessary in re-establishing the initial
conditions. The UV detector was set at 280 nm. A
vortex shaker (Velp Scientifica, Milan, Ttaly) and
a NF 200 centrifuge (Nive, Ankara, Turkey) were
used in the sample preparation step.

Extraction procedure

Oil samples (1g) were weighed into a 12 mL
screw—cap glass test tube. Ethanol (500 pL) was
added, and the mixture was then vigorously
shaken on a vortex agitator at 3000 rpm for 3
min. The mixture was next centrifuged at 3500 rpm
for 3 min. The upper clear portion was removed
with a micro-syringe and 20 pL of this solution
was injected into the LC by using an automatic
injector.

RESULTS AND DISCUSSION
Optimization of the extraction conditions

In order to improve extraction efficiency, several
parameters were studied and optimized, such as
the type of extraction solvent, the volume of solvent,
and the extraction time. Optimization of vortex-
assisted microextraction was carried out by using
sunflower oil sample which was free of the
analytes. The samples were spiked with the all
SAs at a concentration of 25 pg/g each by adding
minute volume (25 pl) of standard solution in
acetonitrile. Spiked samples were vortex mixed
for a few seconds and left to stand for 30 min at
room temperature for equilibration between
analyte and matrix. The optimal conditions were
selected based on the peak areas obtained. All
the experiments were carried out in triplicate.

The selection of an appropriate extraction solvent
is a crucial parameter for a liquid-liquid extraction

process. The extraction solvent has to meet the
following requirements such as (a) good
chromatographic behavior at optimized LC
conditions, (b) low solubility in oil, and (¢) high
extraction capability for target compounds. In
some preliminary studies, it has been reported
that acetonitrile, methanol, ethanol or their different
mixtures were suitable for extracting phenolic
antioxidants from fats (10, 11). Based on these
criteria, three extraction solvents including
acetonitrile, methanol and ethanol were studied for
the extraction of the SAs. A series of experiments
were performed by using 500 pL of the selected
extraction solvents and 1 min of vortex mixing
time. The results shown in Fig. 1, indicated that
ethanol provided the best analytical response
among the other solvents; therefore, ethanol was
selected as the suitable extracting solvent for
subsequent experiments.
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Fig. 1. Effect of type of extraction solvent. Extraction solvent
volume, 500 pL; sample volume, 1 g; vortex mixing time,
1 min; spiked concentration, 25 pg/g.

In order to examine the effect of the extraction
solvent volume, experiments were conducted in
which the ethanol volume was varied in the range
of 400 — 800 pL and the vortex mixing time fixed
at 1 min. The obtained results are presented in
Fig. 2. With the increase of the extraction solvent
volume from 400 pL to 800 pL, the final organic
phase increased, resulting in a decrease of peak
response due to the dilution effect. In addition,
400 pL of extraction solvent resulted in less floating
volume after centrifugation and led to collection
difficulties. Therefore, 500 pL of ethanol was
selected as the volume of extracting solvent.

The effect of the extraction time was examined
under the constant experimental conditions.
Following the addition of 500 pL ethanol, the
sample solution was shaken by a vortex mixer
(at a maximum vibration motion of 3000 rpm) for
a series of extraction times in the range of 0-8
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Fig. 2. Effect of volume of extraction solvent. Extraction
solvent, ethanol; sample volume, 1 g; vortex mixing time, 1
min; spiked concentration, 25 pg/g.

min. The experimental results are presented in
Fig.3. Lower efficiency was obtained when
manual shaking was employed for a few seconds
(0 min). The results showed that by increasing the
vortex time, the extraction efficiency increased,
reaching the maximum value at 3 min, and
remaining constant after that. Thus, a vortex
mixing time of 3 min at 3000 rpm was chosen as
the optimal extraction time.
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Fig. 3. Effect of extraction time. Extraction solvent, ethanol;
extraction solvent volume, 500 pL; sample volume, 1 g;
spiked concentration, 25 pg/g.

Method performance

Under the optimal experimental conditions, a series
of experiments were performed for obtaining
linear ranges, precision, and the limits of detection

(LODs) and quantification (LOQs). The results
are summarized in Table 1. The calibration curves
were constructed by plotting the peak areas
measured versus the concentrations of analytes
in the samples. Linearity was observed in the
range of 0.5 - 400 pg/g, with the square of correlation
coefficients (1») ranging from 0.9992 to 0.9997.
The LODs and LOQs were calculated, for each
analyte, on the basis, respectively, of 3 and 10 times
the concentration corresponding to the standard
deviation of the signal obtained from
six independent complete analyses of the blank
sample. LODs ranged from 0.12 to 0.28 pg/g.
The precision was evaluated by investigating the
intra-day and inter-days precisions. For this purpose,
oil samples spiked at a concentration level of 25
pg/g were analyzed five times in the same day
(intra-day) and in the four consecutive days
(inter-days). The relative standard deviations
(RSDs) were satisfactory, remaining below 6.5%
(intra-day) and 8.4% (inter-days) for all compounds.
As no certified reference materials for SAs in oil
were available, recovery experiments were
performed at spiked concentration levels of 25
png/g and 100 pg/g by adding standard solution
into oil samples. Recoveries were between
84-112% and 87-105% for the low and the high
spiked levels, respectively. Fig. 4 shows the LC-UV
chromatograms of SAs at the concentration level
of 25 pg/g in sunflower oil and refined olive oil
sample before and after spiking.

Analysis of commercial vegetable oils

The validated method was applied to detect the
presence of the SAs in vegetable oils (sunflower,
olive and corn oils) produced in Turkey by different
companies. Totally, 16 vegetable oil samples were
purchased from local supermarkets in Zonguldak
and analyzed according to the procedure described
above. Some of the SAs were found in seven of
the samples, as shown in Table 2. TBHQ remained

Table 1. Analytical performance of the method for the determination of synthetic antioxidants in vegetable oil samples.

Analyte LR? r* LOD*
TBHQ 0.5-400 0.9992 0.12
BHA 0.5-400 0.9997 0.14
BHT 1-400 0.9995 0.28

LoQ RSD %° RSD %'
0.40 4.3 5.2
0.48 3.2 4.8
0.92 6.5 8.4

°Linear range (ug/g).

*Square of correlation coefficient.

°Limit of detection (pg/g, S/N = 3).

°Limit of quantification (ug/g, S/N = 10).

¢Intra-day relative standard deviation (C = 25 pg/g, n = 5).
‘Inter-days relative standard deviation (C = 25 pg/g, n = 4).
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Fig. 4. LC-UV chromatograms of SAs at the concentration
level of 25 pg/g in (a) sunflower oil and (b) refined olive oil
sample before and after spiking.

under quantification limit of the method in all
samples, whereas concentrations up to 3.48 ng/g
for BHA and 3.87 ng/g for BHT were found in
some of the samples. In most cases, BHA
and BHT were found at concentration levels near
the quantification limits. All the concentrations
found for SAs were far below the maximum
permitted levels defined in Turkish Food Codex
Regulation (4).

CONCLUSIONS

In this study, an optimized and validated vortex-

assisted liquid-liquid microextraction method
combined with LC-UV has been proposed for the

determination of synthetic antioxidant in vegetable
oil samples. The method provided satisfactory
validation parameters in terms of linearity, accuracy,
precision and sensitivity, requiring only 500 pL of
organic solvent per sample. Finally, this method
was applied for monitoring of SAs in same selected
vegetable oils produced in Turkey. TBHQ was
not detected in any of samples. Although BHA
and BHT were found in some samples, their
levels were far below the maximum permitted
levels defined in Turkish Food Codex Regulation.

REFERENCES

1. Williams GM, Iatropoulos MJ, Whysner J. 1999.
Safety assessment of butylated hydroxyanisole
and butylated hydroxytoluene as antioxidant food
additives. Food Chem Toxicol, 37, 1027-1038.

2. Yang MH, Lin HJ, Choong YM. 2002. A rapid gas
chromatographic method for direct determination
of BHA, BHT and TBHQ in edible oils and fats.
Food Res Int, 35, 627-633.

3. Andre C, Castanheira I, Cruz JM, Paseiro P,
Sanches-Silva A. 2010. Analytical strategies to
evaluate antioxidants in food: a review. Trends
Food Sci Tech, 21, 229-246.

4. Turkish Food Codex. 2011. Ministry of Food
Agriculture and Livestock, Republic of Turkey,
Publication No: 2011/ 28157.

5. Simon RA. 2003. Adverse reactions to food
additives. Curr Allergy Asthma Rep, 3, 62-60.

Table 2. Synthetic antioxidant contents of commercial vegetable oils.

QOil Sample Concentration of antioxidants + SD (ug/g)
TBHQ BHA BHT

Sunflower-1 nd 1.56 £ 0.21 1.15+£0.15
Sunflower-2 nd 0.76 £ 0.10 3.63 £ 0.53
Sunflower-3 nd nd nd
Sunflower-4 nd 3.48 £ 0.35 nd
Sunflower-5 nd nd nd
Sunflower-6 nd nd nd
Sunflower-7 nd nd nd
Sunflower-8 nd 2.18£0.18 2.17 £0.32
Virgin Olive-1 nd nd nd
Virgin Olive-2 nd nd nd
Refined Olive-1 nd nd nd
Refined Olive-2 nd 3.61 +£0.40 nd
Refined Olive-3 nd nd nd
Corn-1 nd 0.85+0.10 3.87 £ 0.40
Corn-2 nd 3.46 + 0.43 nd
Corn-3 nd nd nd

nd: Not detectable.
SD: Standard deviation (n=3).



42

H. Cabuk

6. Shahidi F, Ambigaipalan P. 2015. Phenolics
and polyphenolics in foods, beverages and
spices: antioxidant activity and health effects: a
review. J funct foods,18, 820-897.

7. Perrin C, Meyer L. 2002. Quantification of
synthetic phenolic antioxidants in dry foods by
reversed-phase HPLC with photodiode array
detection. Food Chem, 77, 93-100.

8. Biparva P, Ehsani M, Hadjmohammadi MR.
2012. Dispersive liquid-liquid microextraction using
extraction solvents lighter than water combined
with high performance liquid chromatography
for determination of synthetic antioxidants in fruit
juice samples. J Food Comp Anal, 27, 87-94.

9. Amlashi NE, Hadjmohammadi MR, Nazari
SSSJ. 2014. Water-contained surfactant-based
vortex-assisted microextraction method combined
with liquid chromatography for determination of
synthetic antioxidants from edible oil. J Chromatogr
A4, 1361, 9-15.

10. Ding M, Zou J. 2012. Rapid micropreparation
procedure for the gas chromatographic—mass
spectrometric determination of BHT, BHA and
TBHQ in edible oils. Food Chem, 131, 1051-1055.

11. Cacho JI, Campillo N, Vinas P, Hernandez-
Cordoba M. 2016. Determination of synthetic
phenolic antioxidants in edible oils using microvial
insert large volume injection gas-chromatography.
Food Chem, 200, 249-254.

12. Farajzadeh MA, Mogaddam MRA. 2016.
Low-density-solvent-based air-assisted liquid—
liquid microextraction followed by gas
chromatography with flame ionization detection
for the determination of synthetic phenolic
antioxidants in milk samples. J Sep Sci, 39, 1160-1167.

13. Guan Y, Chu Q, Fu L, Wu T, Ye J. Determination
of phenolic antioxidants by micellar electrokinetic
capillary chromatography with electrochemical
detection. Food Chem, 94, 157-162.

14. Delgado-Zamarreno MM, Gonzalez-Maza T,
Sanchez-Perez A, Martinez RC. 2007. Analysis of
synthetic phenolic antioxidants in edible oils by
micellar electrokinetic capillary chromatography.
Food Chem, 100, 1722-1727.

15. Soliman, MA, Pedersen JA, Suffet IH. 2004.
Rapid gas chromatography-mass spectrometry
screening method for human pharmaceuticals,
hormones, antioxidants and plasticizers in water.
J Chromatogr A, 1029, 223-237.

16. Fries E, Piittmann W. Analysis of the antioxidant
butylated hydroxytoluene (BHT) in water by means
of solid phase extraction combined with GC/MS.
Water Res, 36, 2319-2327.

17. Rodil R, Quintana JB, Basaglia G, Pietrogrande
MC, Cela R. 2010. Determination of synthetic
phenolic antioxidants and their metabolites in
water samples by downscaled solid-phase
extraction, silylation and gas chromatography-mass
spectrometry. / Chromatogr A, 1217, 6428-6435.



GIDA (2017) 42 (1): 43-49 Research / Arastirma
doi: 10.15237/gida.GD16050

EFFECT OF BAKING AND FRYING METHODS ON
QUALITY CHARACTERISTICS OF POTATO CHIPS

Sezin Tuta™, T. Koray Palazoglu?

'Cankir1 Karatekin University, Faculty of Engineering, Department of Food Engineering, Cankirt, Turkey
*University of Mersin, Faculty of Engineering, Department of Food Engineering, Mersin, Turkey

Received / Gelis Tarihi: 25.04.2016
Received in revised form / Diizeltilerek Gelis Tarihi 14.06.2016
Accepted / Kabul Tarihi 17.06.2016

Abstract

Effect of cooking method (baking and frying) on quality attributes of potato chips was investigated in
this study. Baking and frying experiments were conducted at 170, 180, 190°C using potato slices with a
thickness of 1.4 mm. Texture and color measurements were carried out and surface and internal
temperatures of potato slices were monitored during the experiments. F, . values of potato chips were
found around 2.5 N for both treatments, deformation values of baked samples (0.91 mm at 170°C, 0.65
mm at 180°C 1.14 mm for 190°C) were lower than fried ones (1.77 mm at 170°C, 1.09 mm at 180°C, 2.24
mm for 190°C). Hardness values of baked samples (3.90 N/mm at 170°C, 3.17 N/mm at 180°C, 2.33
N/mm at190°C) were higher than fried ones (1.88 N/mm at 170°C, 2.85 N/mm at 180°C, 0.99 N/mm for
190°C). Colors of fried and baked potato chips were orange yellow and brilliant yellow, total color
changes were determined in the range of 16.7 - 22.3 and 21.7 — 37.4, respectively. The results showed
that baking process failed to provide acceptable quality attributes although it is considered as healthy
alternative to frying due to its potential to provide texture and color with existence of less oil.

Keywords: Potato chips, frying, baking, quality properties

KIZARTMA VE FIRINLAMA YONTEMLERININ
PATATES CIPSLERININ KALITE OZELLIKLERI
UZERINE ETKIiSINIiN iNCELENMESI

Ozet

Bu calismada patates cipsi tUretiminde kullanilan kizartma ve firinlama yontemlerinin patates cipsinin
kalite ozellikleri olan rengi ve tekstiirti tizerine etkisi incelenmistir. Firinlama ve kizartma islemleri belirli
kalinliktaki (1.4 £ 0.1 mm) patates dilimlerine 170, 180 ve 190°C'de uygulanmustir. Kizartma ve firinlama
islemi stuiresince patates cipslerinin i¢ kismi ve yiizey sicakliklarindaki degisimi olctilmiis ve sonrasinda
tekstir ve renk olctimleri gerceklestirilmistir. Deformasyon degerleri, firinlanan 6rneklerin (0,91 mm,
170°C; 0,65 mm, 180°C; 1,14 mm, 190°C) kizartilmis érneklerden (1,77 mm, 170°C; 1,09 mm, 180°C;
2,24 mm, 190°C) distik, sertlik degerleri firinlanan dérneklerin (3,90 N/mm, 170°C; 3,17 N/mm, 180°C;
2,33 N/mm, 190°C) kizartilmis ¢rneklerden (1,88 N/mm, 170°C; 2,85 N/mm, 180°C; 0,99 N/mm, 190°C)
yuksek ve F, . degerlerinin her iki 6rnek icin benzer oldugu gorilmustiir. Renk degerleri incelendiginde
firinlanmis ornekler turuncumsu sari, kizarmis 6rnekler parlak sari olarak tanimlanmis ve toplam renk
degisimin kizarmus trtinlerde 16,7 - 22,3, firnlanmis drneklerde ise 21,7 - 37,4 araliginda oldugu gorilmdistir.
Sonuglar, daha az yag kullanilmasi nedeni ile saglikli bir pisirme yontemi olarak onerilen firinlama isleminin
patates cipsi tretiminde arzu edilmeyen tekstiir ve renk olusumuna neden oldugunu gdstermistir.
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INTRODUCTION

Potato chips are popular for their unique
characteristics such as flavor and crispy texture.
However, due to their oil content ranging from
35% to 45% by weight (1), they have a negatively
perceived image. Furthermore, among the foods
tested up to date, potato chips appear to have
the highest levels of acrylamide (2, 3). In recent
years, increasing consumer awareness of the
relationship between nutrition and health has led
to demand for high quality foods that are also
healthy. Therefore, making potato chips with
low oil and acrylamide content and good sensory
quality has been a great interest to researchers.
Impingement drying (4, 5), vacuum frying (1, 6),
low-pressure superheated steam drying (7, 8),
and baking are the prominent methods that have
been studied. Among these methods, baking is
considered as a viable alternative to frying due to
its potential to provide a similar product with no
added fat (9), and baked version of potato chips
has been marketed by several manufacturers.

The characteristic crispy texture of potato chips
is one of the most important quality indicators of
the finished product, and is the result of changes
in the original structure of potato tissue during
heating. Development of this crispy texture is
highly related to the rate of heat transfer. Deep
fat frying can impart this characteristic thanks to
the high rate of heat transfer associated with hot
frying oil. Rapid escape of water from potato
slices as a result of high heat transfer rates during
frying is responsible for the expanded and crispy
texture (10, 11). Low rate of heat transfer associated
with baking leads to slow cooking and hence
long processing times, and fails to provide the
desired expanded texture and crispiness desired
by consumers.

In addition to the changes related to texture, color
changes also take place during both cooking
methods. Color of fried potato products is described
as one of the most significant quality factors
determining their acceptance (12-14). A strong
relationship was also reported between color
development and drying rate (15). Although baking
is a healthier alternative to frying, it fails to provide
quality attributes similar to that of fried chips;
therefore objective of this study was to investigate
the effect of cooking method (baking and frying) on
quality attributes (texture and color) of potato chips.

MATERIALS and METHODS
Materials

Potatoes (Lady Claire) were provided Anka
Tohumculuk, Nevsehir, Turkiye. Potato slices
were prepared as explained in (8). Firstly, potatoes
were cut into thin slices (1.4 £ 0.1 mm) using an
electric slicer (GE300, Celme, Italy) and then
circular slices with a diameter of 36 mm were cut
out using a plastic cutting mold. Slices were
washed for 1 min in distilled water using a
magnetic stirrer to remove surface starch. Then,
the slices were gently dried with paper towel.
Frying and Baking Experiments

Potato slices (2 slices at a time) were fried in an
electrical fryer (Precisterm, J.P. Selecta, Spain) at
170, 180 and 190°C by immersing in sun flower
oil (5 L) completely. For baking experiments,
potato slices were coated with sunflower oil and
oil-coated slices (2 slices at a time) were placed
on a stainless steel wire mesh inside the oven
(ULP600, Memmert, Germany) so that drying
could take place from both sides. Frying and
baking times at different temperatures were
selected as to reach a final moisture content of less
than 2% by weight. Frying times were determined
130 s; 110 s; 85 s and baking times were 22 min,;
20 min; 16 min for 170, 180, 190°C, respectively.
Moisture content of samples was determined by
drying the samples to constant weight at 105+1°C
16).

Temperature Measurement

Temperature measurements were performed as
explained (9). Surface and internal temperatures
of potato slices were monitored during frying and
baking experiments using type-T thermocouples
(diameter 0.22 mm, Omega Engineering, Inc.,
Stamford, Conn., U.S.A.). Time and temperature
data were collected every second by using a data
acquisition system, comprising a digital multimeter
and a 20-channel multiplexer (Keithley, Model
2700 DMM and Model 7700, Cleveland, Ohio,
U.S.A). Surface thermocouple was placed so that
the tip of the thermocouple was flushed with the
surface. Location of the surface thermocouple
was verified by visual observation after each
experiment. A second thermocouple was placed
inside the slice (toward the center) to measure
the internal temperature. Air temperature was
recorded using another thermocouple which was



placed 10 cm above the samples. Temperature
measurement of the frying oil was performed by
immersing a thermocouple in the fryer. Since 2
potato slices were fried at a time, no change in
oil temperature was observed. A sudden drop in
air temperature was inevitably experienced in
baking experiments when the oven door was
opened to place the slices inside the oven. It
was, however, observed that the temperature
inside the oven reached the set temperature
within the 1st minute of the baking experiments.

Texture Measurements

Texture measurements were performed using a
Texture Analyzer (TA-XT2i, Stable Micro Systems
Ltd., Surrey, UK). A crisp fracture rig (HDP/CFS)
and a 6.35 mm ball probe (P/0.25S) were used.
Tests were carried out by placing the fried or
baked potato samples on the rig and by driving
perpendicularly a ball probe (6.35 mm) attached
to the crosshead at a speed of 1 mm/s. Texture
measurements were performed after 2 minutes
that potato chips were removed from the frying
oil or the baking oven. Two potato chips were
analyzed for each frying and baking experiments
and repeated five times. From the force-deformation
curve the following parameters were obtained,;
maximum force value (force at the first major
drop, Fmax, N) and deformation value (deformation
induced at maximum force, mm), hardness (ratio
of maximum force value to deformation value,
N/mm).

Color Measurement

Machine vision system was used for color analysis.
A color image obtained with a digital camera under
controlled and defined illumination conditions
(D65 illumination in a light box described by
Luzuriaga et. al. (17)) was analyzed using software
developed for this purpose. Average color
method was used to determine average L*
(lightness), a* (redness), * (yellowness) values
for each potato chips. In the average color
method, the individual Z*, a*, and b* values of
each pixel in an object are averaged (18). Ten
samples were analyzed for each temperature for
baking and frying. Total color difference (AE)
between raw (L, d,, b, and fried/baked potato
slices (Z, a, b) was defined by Equation 1.

AE = ((1*,- 1 + (ay- @) + (b*y- b)) 80

DSC Analysis

DSC analyses were performed using a Perkin-Elmer
DSC-6 differential scanning calorimeter (Perkin-
Elmer Corp., Norwalk, CT, USA). Nitrogen was
used as the purge gas at a flow rate of 20
mL/min. After weighing samples of 5-6 mg into
aluminum pans, the pans were hermetically
sealed. An empty, hermetically sealed aluminum
pan was used as reference. The samples were
subjected to a temperature program during
which heating took place from 20 to 110°C at a
scan rate of 5°C/min.

Statistical Analysis

All the experiments were performed in five
replicates for each temperature. The differences
in color, texture of baked and fried samples were
statistically evaluated by independent sample
t-test (a=0.05) using SPSS (SPSS for Windows,
Release 11.5, 2002, LEAD Technologies Inc.).

RESULTS AND DISCUSSION
Texture of Baked and Fried Potato Chips

Texture parameters (F,,., deformation, hardness)
of baked and fried potato chips and statistical
results were showed in Table 1. Typical force-
deformation curve of baked and fried potato
chips were depicted for 170°C in Figure 1. Maximum
force values of baked and fried potato chips were
significantly different only at 180°C (P<0.05). F,..
values of baked and fried potato chips were
observed similar and ranged between 2-3 N at all
temperatures. This observation was in agreement
with the results obtained by (1, 19, 20). Research
in the literature showed that cutting force of
commercial potato chips is 1.9 N (7). In the light
of this observation, baked and fried potato chips
could be evaluated as commercial potato chips
in terms of maximum force values in the present
study.

Deformation values of baked and fried potato
chips were significantly different at all temperatures
(P<0.05). Baked potato chips had lower
deformation values for all temperatures and their
hardness values, which were obtained by
dividing deformation value by maximum force
value, are higher than fried samples. The hardness
values were significantly different at 170°C and
190°C (P<0.05). It was observed that these values
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Table 1. Texture parameters of potato chips prepared by frying and baking at 170,180,190°C.

Texture parameter Temperature (°C) Frying Baking p (2=0.05)
Frmax (N) 170 274 +1.04 2.88 + 0.45 0.692
180 2.66 £0.79 2.02£0.33 0.029
190 2.02+0.73 2.41 £0.67 0.233
Deformation (mm) 170 1.77 £0.92 0.91 £ 0.65 0.027
180 1.09 £ 0.51 0.65+0.10 0.015
190 2.24 £0.87 1.14£0.42 0.002
Hardness (N/mm) 170 1.88 +1.06 3.90 + 1.45 0.002
180 2.85+1.32 3.17£0.62 0.500
190 0.99 £ 0.41 2.33£0.86 0.000
q the DSC analysis revealed that no ungelatinized
starch was present within the potato slice after
= ’ frying at 180°C for 1 min and 40 s in this study.
:s: - Furthermore, the DSC thermogram of the potato
£, slice fried at 180°C for only 30 s showed no
4 gelatinization peak. From this, it was concluded
e : 2 3 " p that although dehydration took place rapidly, all
Deformation (mm) starch was able to gelatinize even within the
. limited time of frying. In frying process, existence
: of oil acts as a plasticizer in the system and
Z ‘ provides flexibility to the product (21). Limited
g e heat transfer due to the low heat transfer coefficient
- k- b may not have generated energy requirement for
5 all starch gelatinization during baking process.
2s9 : . Many researches in the literature related to harder
Deformation (mm)

Figure 1. Typical force- deformation curves of baked (a) and
fried (b) chips at 170 °C.

of both samples had no differences at 180°C
(P>0.05). This suggests that texture formation
may have been limited due to the termination of
treatment. It is therefore presumed that the
combined effect of time and temperature on texture
formation at 170°C and 190°C was greater than at
180°C as explained in a previous study by (9).

A higher hardness value indicates that material
requires a higher force treatment for breaking
and this can be explained as brittle. Higher
hardness values and sharp vertical drop in force-
deformation curve (Figure 1b) demonstrated that
baked potato chips were less flexible (more brittle)
than fried potato chips. According to the results
fried potato chips had more flexible texture than
baked ones. In contrast, frying takes place rapidly
(due to much higher heat transfer coefficients
associated with hot frying oiD) and is a much
more efficient heat transfer process than baking.
Although it has been reported that not all starch
may gelatinize in case of rapid dehydration (21, 22),

texture of baked potato chips as incomplete
starch gelatinization during baking process (7,
23, 24). This can cause less delamination into the
potato chips and tough structure since not occurring
intercellular separation.

Although a sensory assessment was not a goal of
the study, sensory evaluations were performed in
order to supplement instrumental measurements
by the authors of this article. As regards visual
observations, volume of baked potato chips was
smaller than fried ones and had no bubbles.
Hardened surface of baked chips may have
increased the resistance to volume change that
consequently caused more shrinkage of volume
during baking process. This may prevent the
intercellular seperation thus, the bubble formation
on the product surface which is formed by gas
expansion inside the pores, as explained (1).

Surface and Internal Temperatures

Baking time was longer than frying times
probably because the formation of a dry skin that
acted as a barrier to heat transfer to the core of
potato slices. At the same time low heat transfer
coefficient of air may have decreased heat transfer



rate and further it may be lowered moisture loss
rate from potato chips as explained by (23, 24).

Temperature profiles during baking and frying
processes were depicted for 170°C in Figure 2.
Time-temperature profile of the baking process
markedly differed from frying. The difference
between surface and center temperature was quite
high (~50°C) at the beginning of frying process
(Figure 2a). In contrary to frying, baked samples
internal and surface temperatures increased
together and those were 100°C for a long time
during baking. It started to rise when drying was
completed (Figure 2b). These differences in
temperature profiles may have caused because
of lack of lamination between layers of potato
slice during baking process.
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Figure 2. Surface and internal temperature profiles of potato
slices during frying (a) and baking (b) at 170°C.

Color of Baked and Fried Potato Chips

Lightness, redness, yellowness (I*, a*, b*) and AE
values of fried and baked chips were shown in
Table 2. Color parameters of baked and fried
potato chips were significantly different for all
temperatures (P<0.05). Lightness (I*) and
yellowness (&%) values of baked chips were lower
and redness (a*) values were higher than their
fried counterparts. Figure 3 presented the images
of baked and fried potato chips at 170, 180,
190°C. Machine vision system determined color
of baked and fried potato chips as orange yellow
and brillant yellow, respectively.

170°C 180°C 190°C

b

Figure 3. Image of fried (a) and baked (b) potato chips at
170, 180, 190°C.

Colors of baked potato chips were indicated
darker than fried ones with respect to the color
parameters and image of chips. Total color change
(AE) gives information about the change of color
during process (25, 26). According to the results
baked samples had higher AE values for all
temperatures. Greater change of color during
baking can be explained by the formation route
of color. Existence of oxygen during baking process

Table 2. Color parameters of potato chips prepared by frying and baking at 170, 180, 190°C.

Color parameter Temperature (°C) Frying Baking p (a=0.05)
L* 170 93.7+£1.9 80.5+25 0.000
180 87.9+ 35 753+ 4.4 0.000
190 922+1.2 83.9+28 0.002
a 170 -13.4+3.0 8.7+3.3 0.000
180 -21+7.0 20.0 £5.7 0.000
190 -99+24 42+55 0.000
b* 170 61.3+£2.2 575+23 0.000
180 64.9+15 55.0 £ 2.6 0.000
190 62.6+1.7 575+1.5 0.000
AE 170 15.7+1.8 26.3 £3.3 0.000
180 223144 37.4+6.4 0.000
190 16.7 1.7 21.7+54 0.025
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leads to ascorbic acid oxidation in addition to
Maillard reaction. Many scientific articles (4, 7,
20, 27) reported that air causes higher degree of
ascorbic acid loss because of low convective heat
transfer coefficient and existence of oxygen in
medium. Since frying medium has no oxygen,
color formation occurs only via Maillard reaction.
This caused lighter color of chips during frying in
present study. Redness (a*) parameter changed
significantly during frying while Z* and &* values
had no significant change as explained by (28).
The linear relationship between acrylamide
content and a* value caused by the same formation
mechanism, was reported (28, 29). A previous
study (9) showed that acrylamide content of
baked potato chips was lower than fried ones at
170°C in spite of having a higher value of a*
value. This observation showed that acrylamide
content and a* value may not always be directly
related when color formation takes place via
both enzymatic and non-enzymatic reactions.
Higher a* and AE values were indicated for both
baked and fried potato chips at 180°C. This
observation might be about limited color formation
due to termination of both processes. These
results may be better explained by detailed study
about time-temperature effects on color formation
of potato chips which was beyond scope of this
study.

CONCLUSIONS

Baked and fried potato chips were investigated
in terms of their color and textural properties.
Color parameters of baked and fried potato chips
were significantly different and baked chips had
darker color for all temperatures. Hardness of
these samples showed importance of combined
effect of time and temperature on baked chips.
According to the results it can be concluded that
baking process failed to provide acceptable
quality attributes although it is considered as a
healthy alternative to frying due to its potential to
provide texture and color with existence of less
oil. Determining color and texture formation
kinetic of potato chips and acrylamide content
and using alternative technologies instead of
oven baking and the combined effect of some
alternative technologies with oven baking could
be subject of further research.

ACKNOWLEDGEMENT

Thanks to University of Mersin, Food Engineering
Department to perform laboratory activities.

REFERENCES

1. Garayo J, Moreira R. 2002. Vacuum frying of
potato chips. J Food Eng 55, 181-191.

2. Health Canada. 2012. Health Canada’s Revised
Exposure Assesment of Acrylamide in Food.
www.hc-sc.gce.ca/fn-an/securit/chem-chim/food-
aliment/acrylamide/rev-eval-exposure-exposition-
eng.php. (Accessed 2 March 20106).

3. Ouhtit A, Al-Sharbati M, Gupta I, Al-Farsi Y.
2014. Potato chips and childhood: What does the
science say? An unrecognized threat? Nutrition,
30(10): 1110-1112.

4. Caixeta AT, Moreira R, Castell-Perez ME. 2002.
Impingement drying of potato chips. J Food
Process Eng 25, 63-90.

5. Moreira RG. 2001. Impingement drying of
food using hot air and superheated steam. J Food
Eng 49, 291-295.

6. Troncoso E, Pedreschi F, Zuniga RN. 2009.
Comparative study of physical and sensory
properties of pre-treated potato slices during
vacuum and atmospheric frying. J Food Sci
Technol 42, 187-195.

7. Leeratanak N, Devahastin S, Chiewchan N.
2006. Drying kinetics and quality of potato chips
undergoing different drying techniques. J Food
Eng77, 635-643.

8. Kingcam R, Devahastin S, Chiewchan N. 2008.
Effect of starch retrogradation on texture of potato
chips produced by low-pressure superheated
steam drying. J Food Eng 89, 72-79.

9. Palazoglu TK, Savran D, Gokmen V. 2010.
Effect of Cooking Method (Baking Compared
with Frying) on Acrylamide Level of Potato
Chips. J Food Sci 75, 25-29.

10. Anand A, 2011. Process for producing baked
potato slices with expanded texture. Available
from: http://www.google.com/patents/
EP2285238A2?cl=en. Accessed March 2, 2016.

11. Pandey A, Moreira RG. 2012. Batch vacuum
frying system analysis for potato chips. J Food
Process Eng 35(6), 863-873.



12. Krokida MK, Oreopoulou ZB, Maroulis ZB,
Marino-Kouris D. 2001. Colour changes during
deep fat frying. J Food Eng 48, 219-225.

13. Nourian F, Ramaswamy HS, Kushalappa AC.
2003. Kinetics of quality change associated with

potatoes stored at different temperatures.
Lebensm.-Wiss. U.-Technol. 36, 49-65.

14. Kotsiou K, Tasioula-Margarita M, Fiore A,
Gokmen V, Fogliano V. 2013. Acrylamide formation
and colour development in low-fat baked potato
products as influenced by baking conditions and
oil type. Eur Food Res Technol. 236 (5):843-85.

15. Pedreschi F, Zuniga RN. 2009. Acrylamide
and oil reduction in Fried potatoes: A review.
Global Science Books Food 3 (Special Issue 2),
82-92.

16. AOAC Assn. of Official Analytical Chemists.
1975. Official methods of analysis. 12th
ed.Washington, D.C.: AOAC.

17. Luzuriaga D, Balaban MO, Yeralan S. 1997.
Analysis of visual quality attributes of white
shrimp by machine vision. J Food Sci, 62(1), 1-7.

18. Balaban MO. 2008. Quantifying nonhomogeneous

colors in agricultural materials Part 1: Method
development. J Food Sci, 73(9), 431-437.

19. Salvador A, Varela P, Sanz T, Fiszman SM.
2009. Understanding potato chips crispy texture by
simultaneous fracture and acoustic measurements,
and sensory analysis. LWT - Food Sci Technol 42,
763-767.

20. Segnini, S., Dejmek, P., Oste, R. 1999.
Relationship between instrumental and sensory
analysis of texture and color of potato chips. J
Texture Studies, 30, 677-690.

21. Skarra LL, Murty AS, Evans JR. 1988. Food
shell and method of manufacture. Patent number:
4781932,

22. Teruel M, Gordon M, Linares MB, Garrido
MD, Ahromrit A, Niranjan K. 2015. A Comparative
study of the characteristics of french Fries produced
by deep fat frying and air frying. J Food Sci,
80(2):349-358.

23. Chiavaro E, Barbanti D, Vittadini E, Massini R.
2006. The effect of different cooking methods
on the instrumental quality of potatoes (cv. Agata).
J Food Eng 77, 169-178.

24. Pimpaporn P, Devahastin S, Chiewcan N.
2007. Effects of combined pretreatments on drying
kinetics and quality of potato chips undergoing
low-pressure superheated steam drying. J Food
Eng 81, 318-329.

25.Wilson W D, MacKinnon I M, Jarvis M C.
2002. Transfer of heat and moisture during oven
baking of potatoes. J Sci Food Agric. 82, 1074-
1079.

26. Demiray E, Tulek Y. 2015. Color degradation
kinetics of carrot (daucus carota 1.) slices during
hot air drying. J Food Processing and Preservation,
39(6):800-805.

27. Haase NU, Weber L. 2003. Ascorbic acid losses
during processing of French fries and potato
chips. J Food Eng 56, 207-209.

28. Khraishes MAM, McMinn WAM., Magee, T. R.
A. 2003. Quality and structural changes in starchy
foods during microwave and convective drying.
Food Res Int 37, 497-503.

29. Pedreschi F, Kaack K, Grandby K. 2006.
Acrylamide Content and Color Development in
Fried Potato Strips. Food Res Int 39, 40-46.

30. Romani S, Bacchiocca M, Rocculi P, Rosa
DM. 2008. Effect of frying time on acrylamide
content and quality aspects of French fries. Eur
Food Res Technol 226, 555-560.

49



50

GIDA (2017) 42 (1): 50-57 Arastirma/Research
doi: 10.15237/gida.GD16059
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Ozet

Bu calismanin temel amaci, farkli mumlarin (aycicegi, piring kepegi ve karnauba) yag-yapt olusturma
ozelliklerinin anlasilmasinit saglamaktir. Aycicegi yagi ile mumlarin oleojel olusturma 6zellikleri reoloji,
tekstiirel ve kati yag orani ol¢timleri gibi farkli teknikler kullanilarak degerlendirilmistir. Aycicegi mumu
iceren oleojelleri, takiben pirin¢ kepegi ve karnauba mumu oleojelleri, en ylksek sertlik degerlerini
sergilemislerdir. Ote yandan, en yiiksek i¢c ve dis yapiskanlik dzellikleri karnauba mumu oleojellerinden
elde edilirken; en distk i¢ ve dis yapiskanlik degerleri aycicegi mumu oleojellerinde gdzlenmistir.
Oleojellerin viskoziteleri sicakligin fonksiyonu olarak gozlenmistir. Arrhenius esitligine gore, en yiiksek
aktivasyon enerjisi (E,) karnauba mumu oleojellerinden elde edilmistir. Viskoelastik ¢zelliklerdeki
degisim oleojellerin sertlik degerlerindeki degisimle paralellik gostermistir. En yiiksek depolama
modiilts ve kayip modiilis aycicegi mumu oleojellerinden elde edilirken, en diisiik depolama modiiliis ve
kayip modulis degerleri karnauba mumu oleojellerinde gozlenmistir. Tim oleojel 6rnekleri arasinda,
karnauba mumu oleojel 6rneklerinin kati yag orani viicut sicakligina yakin bir sicaklikta sabit kalmustir.

Anahtar kelimeler: oleojel, aycicegi mumu, pirin¢ kepegi mumu, karnauba mumu, reology, tekstiir, SFC

RHEOLOGICAL AND TEXTURAL CHARACTERITICS
OF OLEOGELS FORMED BY DIFFERENT WAXES

Abstract

The main objective of this study was to understand the oil-structuring properties of different waxes
(sunflower, rice bran and carnauba). The formation of oleogels of sunflower oil with waxes was evaluated
by using different techniques such as rheological, textural and solid fat content measurements. The
oleogels with sunflower exhibited the highest hardness followed by rice bran and carnauba wax
oleogels. On the other hand, the most adhesive and cohesive properties were obtained from the carnauba
wax oleogel, while the lowest one was observed in sunflower wax oleogel. The viscosities of oleogels
were observed as a function of temperature. According to Arrhenius equation, the highest activation
energy (E,) was obtained from carnauba wax oleogel. The changes in viscoelastic properties have been
shown to correlate with the changes in hardness values of oleogels. While the highest storage modulus
and loss modulus were obtained from sunflower wax oleojel, the lowest storage modulus and loss
modulus were observed for carnauba wax oleojel. Among all oleogel samples, SFC of carnauba wax
oleogel remained constant at the temperature close to body temperature.

Keywords: Oleogel, sunflower wax, rice bran wax, carnauba wax, rheology, texture, SFC
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i. Demirkesen

GIRIS

Kati yaglar, gida endustrisinde gidalara fonksiyonel
ozellikler kazandirmak amaciyla kullanilan
onemli bir gida maddesi grubudur. Gida trtnlerine
istenilen yapisal ozellikleri (tekstiirel ve stabilize
edici Ozellikler) birincil olarak trans ve doymus
yaglardan meydana gelen koloidal yag kristal ag
olusumu kazandirmaktadir (1). Ancak trans ve
doymus yaglarin tiketiminin saglik Gizerine
olumsuz etkilerinden dolayi, farkli devlet
kurumlarinca beslenme yonetmeliklerinde gerek
coklu doymus yag gerekse trans yag tiiketiminin
azaltilmasi onerilmekte ve dolayisiyla katt yaglarin
diyetlerde doymamis yaglarla ikame edilmesi
tavsiye edilmektedir (2). Bu nedenle, pek cok
uretici ve arastirmacit doymus ve trans yag
kullanmadan ve sivi yaglarin besinsel profillerini
bozmadan sivi yaglarin yapisint modifiye ederek
gidalara kat1 yaglarin fonksiyonel ¢zelliklerine
benzer 6zellikleri kazandirmay: hedeflemislerdir (3).
Bu amagcla arastirmacilarin kullandigi bazi alternatif
yeni yapilandirma metotlar; yapilandirilan
emiilsiyon olusum, interesterifikasyon ve
organojelasyon teknikleridir (4).

Organojelasyon son yillarda arastirmacilarin
ilgisini ceken sivi yaglara viskoelastik 6zelliklerin
kazandirildigt ve sivi yaglarin kendi basina stabil,
anhidroz (susuz), termodontisimli ve ¢ boyutlu
jel yapilara dontstirildigi yeni ve gelisim
asamasinda olan bir tekniktir (5, 6). U¢ boyutlu
jel agt icerisinde hapsedilmis organik sivi olarak
tanimlanan oleojellerin gidalarda kullanimiyla
ilgili literattirde kisith sayida yayin yer almaktadir (3-5,
7-14). Oleojeller swv1 yag ve organojelatorlerden
olusan cift fazli yapilar oldugu icin oleojellerin
fiziksel ozellikleri kullanilan organojelator tiir
ve miktaria baglidir. Stvi yaglara ti¢ boyutlu jel
yapist kazandirmak amaciyla triacilgliserol,
diacilgliserol, monoacilgliserol, yag asitleri, yag
alkolleri, lesitin, sorbitan tristearat, fitosteroller ve
y-oryzanol gibi farkli tipte organojelatorler gida
endustrisinde kullanilmaktadir. Tyi organojelator
fonksiyonu tasimalari, farki gida tipleri icin
uygunluklari, kismen fiyatlarinin uygun olmasi, ticari
olarak ulasilabilirligi ve diisiik konsantrasyonlarda
etkili bir sekilde kullanima uygunlugu gibi pek
cok ozelliklerden dolay1 gida endistrisinde en
stk tercih edilen organojelator ise mumlardir (5,
13, 15-20).

Mumlarin distik polarizasyon degerine, uzun
zincir yapisina ve yuiksek erime noktasina sahip
komponentlerden olusma 6zelligi stvi yaglara
mitkemmel kristalizasyon ¢zelligi kazandirir. Bu
nedenle mumlar gliclt yag baglama 6zellikleriyle
birlikte ¢ boyutlu ag yapist icine kolaylikla
hapsolurlar ve dayanikli jel yapilari olustururlar
(5). Literattirde, oleojellerin kat1 yaga alternatif
olarak unlu mamullerde (7-9, 13) ve siit Uriinlerinde
(14, 21) ayrica emulsiyon stabilitesini saglamak
ve yagi azaltmak amaciyla et urlinlerinde
kullanilmasina dair calismalara rastlanmaktadir
(2). Son yillarda yapilan calismalar, kandelila
(candelilla) ve karnauba (carnauba) mumlarinin
dustik konsantrasyonlarda giiclt jel olusturan
son derece etkili oleojeller olduklarint gostermistir
(15, 17, 22, 23). Doan ve ark. (5) cesitli mumlarin
piring kepegi yagiyla oleojel olusturma davranislarini
reolojik ol¢timler, DTK (diferansiyel taramali
kalorimetre) ve polarize 1stk mikroskobu
kullanarak test etmislerdir. Yapilan calismada,
karnauba Brezilya ve meyve mumlarinin piring
kepegi yagiyla oleojel olusturma 6zelliklerinin
reolojik davranis ac¢isindan zayif oldugunu ancak %2
konsantrasyondan daha dusiik konsantrasyonda
kullanilsa dahi karnauba yabani mumu, dut mumu,
kandelila mumu, balmumu mumu ve aycicegi
mumunun son derece etkili organojeller oldugunu
ortaya koymustur. Hwang ve ark. (17) yaptiklar
calismada ayc¢icegi, kandelila ve pirin¢ kepegi
mumlarinin soya yagt ile oleojel olusturma
ozelliklerini arastirmislar. Yapilan c¢alismada,
aycicegi mumunun diger mum tirlerine gore soya
yagiyla cok daha dayanikl: jel yapist olusturdugunu
dolayistyla aycicegi mumunun ¢ok daha etkili bir
organojelator oldugunu ortaya koymuslardir.
Blake ve Marangoni (23) farkli tirde (piring
kepegi, aycicek, kandelila ve karnauba) ve farkli
konsantrasyondaki (%1, 2 ve 4) bitkisel mumlarin
kanola yagiyla oleojel olusturma o¢zelliklerini
karsilastirmislardir. Erime ve kristalizasyon,
mikro-yapisal, reolojik ve yag baglama o¢zellikleri
bakimindan pirin¢ kepegi ve aycicek mumlarinin
daha etkili organojelatorler oldugunu ortaya
koymuslardir.

Oleojellerin kati yag ikamesi olarak kullanimina
dair literatiirde calismalar yer almakla birlikte,
oleojellerin fonksiyonlarini ortaya koyan calismalar
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oldukca kisitlidir. Mumlardan olusan oleojeller
yiksek kayma ve zamana bagli karakteristik
ozelliklerinden dolay:r son derece kompleks
reolojik ozellikler gosterir. Yapilarindaki fraktal
agregatler bosluklart doldurur ve bu o6zellik
oleojellere yiiksek elastik ¢zellik ve lineer rejimde
yuksek viskozite kazandirir. Kristal partikiillerden
olusan oleojellerin ti¢ boyutlu ag yapist kayma
gerilmesine karst duyarli olup, oleojellerin reolojik
ozellikleri deformasyona karst son derece
hassastir ve kayma sirasinda daha kuctik agregatlara
ayrilir (8, 9, 14). Oleojellerin gidalarda kullanim
alanlarini arttirabilmek amaciyla kayma sirasindaki
akis davranslarini ve deformasyon davranislarini
anlamak boylece oleojellerin reolojik 6zelliklerini
ortaya koymak son derece onem tasimaktadir.
Dolayisiyla, bu calismada farkli mum tiirlerinin
(aycicegi, piring kepegi ve karnauba) aycicek
yagiyla oleojel olusturma 6zelliklerini ortaya
koymak amaciyla oleojellerin reolojik ¢zellikleri
arastirilmustir.  Ayrica olusturulan oleojellerin
gidalarin  kalitesi Uzerine etkisini arastirmak
amaciyla oleojellerin tekstirel 6zellikleri ve katt
yag iceriklerinin de belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bitkisel yag, aycicek yagi (AY) ELITA (Adana,
Turkiye) firmasindan temin edilmis ve -18 °C’de
depolanmistir. Deneyler icin yaglar kullanilmadan
bir hafta énce 4 °C tutulmustur. Aycicegi mumu
(ACM), pirin¢ kepegi mumu (PKM) ve karnauba
mumu (KM) Kalhwax GmbH & Co. KG (Trittau,
Almanya) firmasindan saglamistir.

Yontemler
Oleojellerin Hazirlanmasi

Oleojeller, %5 oraninda aycicegi mumu (ACM),
pirin¢ kepegi mumu (PKM) ve karnauba mumu
(KM)'nin AY’na katilmastyla ve daha sonra karisimin
150 °C’de 15 dakika boyunca manyetik balik
yardimiyla karistirilmasiyla homojen karisimlar
olarak elde edilmistir. Oleojelleri olusturmak
amaciyla, bu dispersiyonlar oda sicakliginda bir
gece bekletilmistir.

Tekstiir Profil Analizi

Oleojel orneklerinin tekstiirel 6zellikleri bir tekstur
analiz cihazi (TA.XT Plus, Stable Micro Systems,
UK) yardimryla 10 mm/dak test hizt uygulanarak
silindir seklinde bir prob (¢ap1 5 cm) yardimiyla
25 mm capinda ve 10 mm yuksekliginde
orneklerinin yutksekliklerinin  %30’una kadar
sikistirilmasi sonucunda belirlenmistir. Olctimler
strasinda 25 N’luk yiik hiicresi kullanilmis olup

tekstirel ozellikler sertlik (hardness), dis
yapiskanlik (adhesiveness), i¢ yapiskanlik
(cohesiveness), elastiklik  (springness) ve

sakizimsilik (gumminies) glic/zaman kurvelerinden
hesaplanmustir.

Oleojellerin Reolojik Ozellikleri

Oleojel 6rneklerinin reolojik 6zelliklerini incelemek
amaciyla kesme viskozitesi (shear viskosity) ve
sicaklik ve frekans tarama (temperature and
frequency sweep) testleri TA reometre (AR
2000ex, Sussex, UK) ile paralel plakali geometri
(20 mm ¢apinda ve 2 mm yuksekliginde) kullanilarak
yapilmustir. Belirli sicakliklarda bir seri gerilme
taramasi (strain sweep) deneyleri yapildiktan
sonra, 0.001 degeri oleojellerin dogrusal
viskoelastik bolgesi icin en uygun gerilim gerginligi
(strain amplitude) olarak belirlenmis ve sicaklik
ve frekans tarama testlerinde kullanilmustir.
Sicaklik tarama testleri icin, tamamen erimis
test drnekleri Peltier sicaklik kontrol Ginitesine
yerlestirilmis ve oleojellerin viskoziteleri 100/s
kayma hizinda ve 2 °C/dak isitma hizinda sicaklik
50 °Cden 90 °Ce cikarken analiz edilmistir.
Dinamik viskoeleastik ozelliklerse, sicaklik 25
°C’den 80 °C’e artarken 2°C/dak 1sitma oraninda
1 Hz boyunda frekansta, oleojellerin dogrusal
viskoelastik bolgesinde, dinamik sicaklik rampa
testleri yardimiyla belirlenmistir. Frekans tarama
testleri 0.1-20 Hz araliginda belirlenmis ve depolama
(G) ve kayip (G") modiilusleri belirlenmistir. Yapilan
her test ti¢ paralel olarak gerceklestirilmistir.

Kat1 Yag Oraninin Belirlenmesi

ACM, PKM ve KM oleojellerinin kat1 yag orani
degerleri, belirli sicakliklarda bir Maran SFC
(Resonance Instrument Ltd., Witney, UK) ntikleer
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manyetik rezonans enstrimani araciligiyla AOCS
Official Cd 173, no: 16b-93 metoduna (24) gore
belirlenmistir. Deneyler iki tekerrtrli olarak
gerceklestirilmistir.

Verilerin istatistiksel Analizi

Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar (P<0.05) olup olmadigini bulabilmek icin
tek yonlii ANOVA (varyans analizi) kullanimustir.
Istatistiksel olarak 6énemli bir farklilik bulundugu
takdirde, Tukey coklu karsilastirma testi kullanidmustir.
Istatistiksel analizler MINITAB paket programi
(Versiyon 16) tarafindan gerceklestirilmistir.

SONUC VE TARTISMA
Tekstur Profil Analizi

Mumlarin oleojellerin sertlik degerleri tzerine
etkileri kristal yapilari, sekil buytkligt ve termal
kinetik davranislartyla aciklanabilmektedir. Cizelge
1I’de goruldigi gibi en yiiksek sertlik degeri
ACM oleojel orneklerinden elde edilirken, en
dustk sertlik degerleri KM oleojel drneklerinden
elde edilmistir (P<0.05). Doan ve ark. (5), Hwang
ve ark. (25) ve Dassanayake ve ark. (26) yaptiklari
calismalarda benzer bulgular elde etmislerdir.
Dassanayake ve ark (26) yaptiklari ¢alismada
mumlarnin (pirin¢ kepegi, kandelila ve karnauba)
oleojellerin sertlik degerleri Uzerine etkilerini
belirlemek amaciyla oleojel Orneklerinin
penetrasyon derinligi degerlerini belirlemis ve
yliksek penetrasyon degerlerine sahip olan
oleojellerin daha yumusak jel yapisina sahip

oldugunu ortaya koymustur. Yapilan calismada
en ylksek penetrasyon degerleri sirastyla karnauba,
kandelila ve pirin¢ kepegi oleojellerinden elde
edilmistir. Cizelge 1’de goruldigu gibi en yiiksek
ic ve dis yapiskanlik degerleri KM oleojel
orneklerinden elde edilirken en distk i¢ ve dis
yapiskanlik degerleri ACM oleojel 6rneklerinde
gozlenmistir (P£<0.05). ACM oleojelleri daha yiiksek
sertlik degerlerine sahip olduklart icin, diger oleojel
orneklerine gore daha yulksek sakizimsilik (sertlik
x i¢ yapiskanlik) degerlerine sahip olmuslardir.
Diger bir ifadeyle, aycicek vyagi, aycicegi
mumundan olusan jel paketi icerisine cok daha
iyi bir sekilde hapis olarak, sertlik degerleri daha
yuksek glcli oleojel paketleri olusturmuslardir.
Hwang ve ark (25) yaptiklart ¢alismada benzer
bulgulara ulasmislardir. Yapilan calismada, KM
oleojellerinin ACM oleojelleri gibi gulclu jel
yapilart olusturamamalarini karnauba mumunun
yapisindaki alifatik esterlerin ve p-hidroksisinamik
alifatik diesterlerin karistminin ay¢icegi mumunun
yapisindaki mum esterler kadar giicli jel olusturma
ozelligi olmamasindan kaynaklandigint belirtmislerdir.
Yine aynt calismada, piring kepegi mumunun
yapisinda yer alan mum esterlerin pirin¢ kepegi
mumu oleojellerinin gticlii jel paketi olusturmasina
neden oldugu belirtilmistir.

Oleojellerin Reolojik Ozellikleri

Cizelge 2’de gorildigt gibi farkli tiir mumlarla
hazirlanan oleojel oOrneklerinin viskoziteleri
sicakligin bir fonksiyonu olarak godzlenmis ve
viskozitelerinin sicakliga gore degisimi Arrhenius
modeline gore ifade edilmistir (7);

Cizelge 1. Farkli tirdeki mumlarla hazirlanan oleojel 6rneklerinin tekstiirel 6zellikleri
Table 1. Textural properties of oleogel samples prepared with different types of waxes

Teksturel 6zellikler ACM oleojel PKM oleojel KM oleojel
Textural properties SFW oleogel RBW oleogel CW oleogel
Sertlik (N) 5.41° 3.84° 2.78°
Hardness (N)

Dis yapiskanlik (N.s) 4.23° 2.95° 2.01°
Adhesiveness

ic yapiskanlik 0.33° 0.38° 0.41°
Cohesiveness

Sakizimsilik (N) 1.73° 1.42%* 1.10°
Gumminies

Elastiklik 0.43° 0.57* 0.62°
Springness

Farkli harfler (a, b ve c) drnekler arasinda istatistiksel olarak énemli derecede farklilik oldugunu gdstermektedir (P<0.05).
ACM oleojel: Aycicek mumu oleojeli, PKM oleojel: Piring kepegi mumu oleojeli, KM oleogel: Karnauba mumu oleojeli.
Different letters (a, b and c) show that there are statistically significant differences between samples (P<0.05). SFW
oleogel: Sunflower wax oleogel, RBW oleogel: Rice bran wax oleogel, CW oleogel: Carnauba wax oleogel.
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Denklemde n yag viskozitesi, A preeksponansiyel
faktor, E, aktivasyon enerjisi, R gaz sabiti ve T
mutlak sicaklik anlamina gelmektedir.

Vizkozite-sicaklik iliskisi, Arrhenius modeli temel
alinarak turetilen bir eksponansiyel denklem ile
ortaya koyulmus ve determinasyon katsayist
(R*> 0.83) elde edilmistir. Elde edilen bu ytiksek
determinasyon katsayisi da modellin uygunlugunu
gostermistir. Arrhenius denkleminde yer alan
aktivasyon enerjisi (E,), Ln(n) (Ln.viskozite)’'nin
sicakligin tersi (1/T) ile olan grafigin egimiyle
orantilidir. Yiksek Ea, elde edilen egrinin egiminin
daha dik oldugunu gosterir ve oleojellerin sicakliga
kars: reolojik olarak hassasiyetini gosteren bir
yaklasimdir. Cizelge 2’de gosterildigi gibi en
dusuk E, degeri ACM oleojellerinden elde edilmis
(P<0.05), dolaystyla ACM oleojellerinin viskoziteleri
artan sicaklikla sadece ktictk bir degisim sergilemistir.
Ote yandan, en yiiksek Ea degeriyse KM oleojel
orneklerinden elde edilmistir (<0.05) ve bu
yuksek E, degeri KM oleojel 6rneklerinin yapisal
olarak sicakliga karsi hassasiyetlerini ortaya
koymustur.

Sekil 1 a ve b’de mumlarin oleojellerin viskoelastik
ozellikleri Gzerine etkisi gorilmektedir. Butin
oleojel orneklerinin depolama modilis (G
degerlerinin kayip modulis (G™) degerlerinden
daha yuksek olmasi, oleojel 6rneklerinin baskin
elastik, jel karakteristik 0Ozelliklerini ortaya
koymustur. Sekil 1a ve b’de gortilecegi gibi en
yiksek depolama modilis ve kayip modilis
degerleri ACM oleojel 6rneklerinden elde edilirken,
KM oleojellerinin disiik depolama ve kayip
modiilis degerlerine sahip olmalar viskoelastik

yapilarinin zayif oldugunu gostermistir. Mert ve
Demirkesen (9) yaptiklar: calismalarda, sadece
kanola yag1 iceren hamurlara kiyasla oleojel ile
hazirlanan hamurlarin ¢cok daha ylksek depolama
ve kayip modulis degerlerine sahip olduklarini
belirtilmistir. Yine aynt ¢alismada, tekstirel acidan
bakildiginda oleojel Ornekleriyle hazirlanan
hamurlart sikistirmak icin gereken kuvvetin yani
sertlik degerinin ¢ok daha fazla oldugu bulunmustur.
Cizelge 1 ve Sekil 1a ve b’'de goruldigu gibi ACM
iceren oleojel oOrnekleri daha yiksek sertlik
degerlerine ve ayn1 zamanda daha ytiksek depolama
ve kayip modiilis degerlerine sahip olurken, KM
iceren oleojel 6rneklerinden daha distk sertlik
degeri ve daha zayif viskoelastik ozellikler elde
edilmistir.
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Sekil 1a. Farkh tirdeki mumlarla hazirlanan oleojel
orneklerinin frekans tarama depolama (G’) modilis
degerleri. (@): Aycicegi mumu oleojeli, (M): Piring Kepegi
mumu oleojeli, (A): Karnauba mumu oleojeli.

Figure 1a. Frequency sweep storage (G’) modulus values of
oleogel samples prepared with different types of waxes.
(®): Sunflower wax oleogel, (R): Rice Bran wax oleogel,
(A): Carnauba wax oleogel.

Cizelge 2. Farkl tirdeki mumlarla hazirlanan oleojel érneklerinin Arrhenius model parametreleri
Table 2. Arrhenius model parameters of oleogel samples prepared with different types of waxes

E, (J/kg.mol)

ACM oleojel 2.87E+07+6.06E+05°
SFW oleogel

PKM oleojel 3.38E+07+5.78E+05°
RBW oleogel

KM oleojel 4.39E+07+8.24E+05°
CW oleogel

A (Pa.s) R?
1.53E-05+3.18E-0.6° 0.8786
1.97E-06+2.56E-14° 0.8367
2.08E-08+4.98E-12° 0.8959

Farkl harfler (a, b ve c) érnekler arasinda istatistiksel olarak énemli derecede farklilik oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
ACM oleojel: Aygicek mumu oleojeli, PKM oleojel: Piring kepedi mumu oleojeli, KM oleogel: Karnauba mumu oleojeli.
Different letters (a, b, and c) show that there are statistically significant differences between samples (P<0.05). SFW
oleogel: Sunflower wax oleogel, RBW oleogel: Rice bran wax oleogel, CW oleogel: Carnauba wax oleogel.
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Sekil 1b. Farkh tirdeki mumlarla hazirlanan oleojel
orneklerinin frekans tarama kayip (G”) modilis degerleri.
(®@): Aycice@i mumu oleojeli, (M): Piring Kepegi mumu
oleojeli, (A): Karnauba mumu oleojeli.

Figure 1a and b. Frequency sweep loss (G”) modulus
values of oleogel samples prepared with different types
of waxes. (®): Sunflower wax oleogel, (R): Rice Bran
wax oleogel, (A): Carnauba wax oleogel.

Kat1 Yag Oraninin Belirlenmesi

Sekil 2 farkli tirdeki mumlarin (ACM, PKM ve
KM) oleojellerin kati yag oranlarina etkisini
sicakligin fonksiyonu olarak gostermektedir.
Oleojellerin kat1 yag orani profillerindeki farklilik
mumlarin oleojellerin kati yag orani tizerine giiclii
etkilerini sergilemektedir. Kati/stvi yag orani
gidalardan istenilen kalite ozelliklerini elde
etmek icin olduk¢a onemli bir rol oynayan bir
parametredir. Ornegin, unlu mamullerin {iretiminde
kullanilan yagin yeterli katt yag orani icermesi
hamurun karistirtlmast sirasinda gaz tutma
kabiliyetini arttirarak, elde edilen trtiniin yumusak
bir tekstire ve homojen sekilde dagilmis
gozeneklere sahip olmasini saglamaktadir (8).
Mert ve Demirkesen (8, 9) yaptiklari calismada,
sorteninge kiyasla oleojel 6rneklerinin, ozellikle
%3 oraninda mum iceren oleojel 6rneklerinin
cok dusik kati yag oranina sahip oldugunu
ancak ytiksek oranda (%6) mum kullanilmasiyla
oleojel orneklerinin kat1 yag oranlarinin arttigin
gozlemlemislerdir. Sekil 2’de goruldugn gibi,
60-65, 55-60, 50-55°C’ sicakliklar arasinda sirastyla
KM, PKM ve ACM’lerinin kati yag oranlarinda
keskin dustsler meydana gelmistir. Biitiin oleojel
ornekleri icerisinde KM oleojelinin kati yag orani
vicut sicakligina (body temperature) yakin bir
sicaklikta sabit kalmistir. Tim mumlar icin kristal

fazin tamamen erimesi icin ylksek sicakliklara
(50-70 °C) ihtiya¢ duyulmustur. Ancak kristal
fazin tamamen erimesi icin gerekli olan sicaklik
degerinin diger oleojel 6rneklerine gore KM
oleojelleri icin daha yliksek oldugu gorilmustir
(70 °O).
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Sekil 2. Farkli turdeki mumlarla hazirlanan oleojel
orneklerinin kati yag orani. (®): Aycicegi mumu oleojeli,
(M): Piring Kepe@i mumu oleojeli, (A): Karnauba mumu
oleojeli.

Figure 2. Solid fat content of oleogel samples prepared
with different types of waxes. (®): Sunflower wax oleogel,
(M): Rice Bran wax oleogel, (A): Carnauba wax oleogel.

SONUC VE ONERILER

Fakli tirde mumlarin (aycicek, piring kepegi ve
karnauba) aycicek yagiyla kombinasyonlarindan
farklt tipte oleojeller olusturulmus ve oleojellerin
yag-jellesme Ozellikleri reolojik, tekstiirel ve katt
yag tayini Ol¢timleri yardimiyla belirlenmistir.
Aycicek mumunun kullanildigi oleojel 6rnekleri
daha sert tekstiire sahip olurken, en yumusak
tekstiir ise karnauba mumu iceren oleojel
orneklerinden elde edilmistir. Karnauba mumu
iceren oleojel 6rnekleri sicakliga karst oldukca
fazla duyarlilik gosterirken, aycicek mumu iceren
oleojel ornekleri sicakliga karst disiik hassasiyet
sergilemislerdir. Oleojel Orneklerinin viskoelastik
ozellikleri incelendiginde, en ylksek depolama
ve kayip modulis degerleri aycicegi mumu
iceren oleojel orneklerinden elde edilmistir.
Ayrica, karnauba mumu iceren oleojel 6rneklerinin
viskoelastik 6zellikleri tekstirel 6zellikleriyle
paralellik gostermis ve bu orneklerden dustk
depolama ve kayip modilis degerleri elde
edilmistir. Mevcut tiiketici talepleri kaliteden
odin vermeden diisik oranda kati yag iceren
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urlnlerin tretilmesi yontindedir ve bu beklentiyi
karsilamak amaciyla disik oranda kati yag
iceren islenmis gidalarin tretimi icin oleojellerin
kullaniminin arttirllmast gida sanayine fayda
saglayacaktir. Yapilan calisma
ozellikle aycicek yagi mumunun aycicek yagi ile
olusturdugu oleojellerin gidalarda basari ile
kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

sonucunda
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Ozet

Enkapstilasyon, aktif olan maddenin cevresinde uygun kaplama materyali ile koruyucu bir zar olusturulmast
temeline dayanmaktadir. Gida endustrisinde mikroenkapstilasyon istenen bilesenin dis etkenlere karsi
korunmasi, bazi 6zelliklerinin strdirilebilmesi, kolay tasinmast, tat ve koku maskeleme, olusabilecek
reaksiyonlarin 6niine gecme gibi amaclarla kullanilmasina ragmen koruyucu ve tedavi amacl: fajlarin
enkapstlasyonunun da oldukca etkili bir yontem olarak uygulanabildigi bilinmektedir. Bakteriyofajlar
20. yuzyilin baslarindan beri bakteriyel enfeksiyonlara karst koruma ve tedavi amaciyla kullanilmis ancak
artan antibiyotik tiketimi, fajlarin tedavi amach kullaniminin 6ntine gecmistir. En 6nemli 6zelligi yiiksek
spesifitesi olan bakteriyofajlar, ciftlik hayvanlarinda patojen kolonizasyonunun azalulmas: (faj tedavisi), ¢ig
stit, et ve taze gidalarda dekontaminasyon (biyokontrol), ekipman ytizeylerinde sanitasyon (biyosanitasyon),
hazir gidalarda raf 6mrii uzatmak (biyoprezervasyon) amactyla uygulanabilen etkin bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyofaj enkapsiilasyon uygulamalarinda, fonksiyonel kaplama uygulamalarindaki
gelismelere paralel olarak daha uygun maliyetli ve daha uzun stire muhafaza edilebilen mikrokapsiil
teknolojilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Enkapstlasyon, bakteriyofaj, faj tedavi, biyokontrol, biyosanitasyon, biyoprezervasyon

BACTERIOPHAGE ENCAPSULATION AND
POTENTIAL APPLICATIONS

Abstract

Encapsulation is based on forming a protective membrane around the active substance with a suitable
coating material. Although microencapsulation is applied for purposes including protection of some
components against external factors, preservation of some features, easy handling, flavor and odor
masking, prevention of some reactions, it is known that the phage encapsulation can be highly effective
for protection and treatment purposes. Since the early 20th century, bacteriophages are used for the
prevention and treatment of bacterial infections, however the increase in the consumption of antibiotics
has prevented the use of phages for treatment. One of the most important properties of bacteriophages
is the high specificity. They are effectively used for the reduction of pathogen colonization in farm
animals (phage therapy), decontamination of raw milk, meat and fresh food (biocontrol), sanitation of
equipment surfaces (biosanitation), extending the shelf life of prepared foods (biopreservation). There
is a need for the development of microcapsule technology which is relatively cost effective and allows
longer storage periods in parallel with the developments in functional coating applications.

Keywords: Encapsulation, bacteriophage, phage therapy, biocontrol, biosanitaion, biopreservation
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BAKTERIYOFAJLAR

Bakteri virtisleri olarak taninan bakteriyofajlar,
diinya tizerinde en ¢ok var olan canlilar olup
bakterilerin zorunlu parazitleri olarak yalnizca
canli bakteri hiicreleri icerisinde ¢ogalmaktadirlar
(1, 2). Bakteriyofajlar ilk olarak, 1896 yilinda ingiliz
bilim adami Ernest Hanbury Hankin tarafindan
fark edilmis, Vibrio cholerae bakterisinin Ganj
Nehri suyunda 6ldigiini ve su kaynatildiginda
bu ozelligini kaybettigini fark eden Hankin, bu
olaya canli bir varligin sebep oldugunu ileri
strmustir. Bu hipotezden yaklasik 20 yil sonra,
ilk olarak bakteriyofaj tanimi Paris'te Pasteur
Enstitlisiinde calisan bir mikrobiyolog olan Felix
D’Herelle tarafindan yapilmistir (2). Bakteriler
disindaki canlilara (insan, hayvan, bitki) karsi
zararsiz olan bakteriyofajlar, pek cok farkli 6zellige
gore siniflandirilsa da genel anlamda en cok
kullanilan  smiflandirma  yontemi  kuyruk
morfolojilerine gore yapilmaktadir. Bakteriyofajlar
Myoviridae (kasilabilen kuyruk), Siphoviri-dae
(uzun kisalmayan kuyruk) ve Podoviridae (¢cok
kisa kuyruk) olarak 3 gruba ayrimaktadir (3).

Iki farkli yasam dongiisiine sahip olan bakteriyofajlar
Sekil 1.’de goruldugi gibi litik ya da lizojenik

fazda cogalmaktadirlar. Litik dongliide cogalan
viris hticresi konak hticrenin 6lmesine sebep
olurken, lizojenik dongtide ise faj enfekte
olmakta ancak besin maddelerinin yetersiz kalmasi
durumunda endojen fajlar etkinleserek konak
hiicre parcalanmaktadir. Fajlarin ilk kesfi ile tedavi
amaclt kullanimina yonelik uygulamalarda, fajin
litik ve lizojenik formda olusu buyik oOnem
tasimustir. Litik fajlar tedavilere olumlu sonuclar
verirken, lizojenik fajlarda tedavi edici etki
gorilmemis ve bu durum fajlar hakkinda fikir
ayriliklarinin yasanmasina yol acmustir (2, 4, 5).

20. yuzyilin baslarinda fajlarin kesfedilmesiyle
birlikte bakteri enfeksiyonlarina karst koruyucu
ve tedavi edici amach kullanimlart da giindeme
gelmistir. Faj tedavisi, fajlarin ilk kesfedildigi
yillarda tifo, kolera, idrar yolu enfeksiyonlari gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmis ancak kalite
kontrollerinin saglikli yapilamamasi, yeterince
saflastirllamamasi gibi cesitli sebeplerle yapilan
tedavilerin bir kisminda olumlu sonug¢ alinamadigi
gortilmustir. 1928 yiinda ise, Alexander
Fleming’in penisilini kesfetmesiyle antibiyotik
cagi baslamis ve fajlara olan ilgi bir anda énemini
yitirmistir (2, 6).
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Gunumize bakildiginda, uygunsuz antibiyotik
kullanimimin toplumda direncli bakterilerin hizla
yayginlasmasina sebep oldugu goriulmektedir
(7). Hak ettigi Onemi kesfedildigi donemde
goremeyen fajlara yonelik calismalar ise, glinimuiz
teknolojisindeki gelismelerle birlikte tekrar gtincel
hale gelmeye baslamistir. Gida sanayinde ciftlik
hayvanlarinda patojen kolonizasyonunu 6nlemek
(faj tedavisi), ¢ig et sit ve benzeri Urtinlerde
dekontaminasyonu 6nlemek (biyokontrol), gida
ile temas eden ytizey ve ekipmanlarin sanitasyonu
(biyosanitasyon) ve hazir gidalarda raf dmrint
uzatabilmek (biyoprezervasyon) gibi amaclarla
fajlardan yararlanmak mumkiin olabilmektedir
(8, 9). Antibiyotiklerin aksine ytiksek spesifiteye
sahip fajlar, dusuk dozlarda dahi etkili
olabilmektedir. Diger antimikrobiyel yontemlerle
karsilastirildiginda dogada yaygin olarak bulunmalart
sayesinde nispeten daha ucuz bir yontem olmasti
ve gida iceren kaynaklardan kolay izole edilebilir
olmalar1 da fajlart 6n plana ¢ikaran 6zellikleri
olusturmaktadir (8, 10).

Bakteriyofajlarin antimikrobiyel ajan olarak
kullanilabileceginin tekrar giindeme gelmesi ile
diinya genelinde pek cok firma tarafindan faj
bazli antimikrobiyel ajanlar tGretilmeye baslanmustir.
Patojen bakteriler gidaya hayvanin kesimi,
sagimi, depolama, ambalajlama veya uygulanan
teknolojik islemler esnasinda da kontamine
olabilmektedir. Ozellikle ciftlik hayvanlarinda
gortilen ve insan saghgini riske atan Escherichia coli
(E. coli), Salmonella, Listeria ve Campylobacter
gibi en 6nemli patojenlere kars: gelistirilen ve gida
katk: maddesi adiyla ticari olarak uretilen fajlarin
tiketime hazir gidalar, hayvan besleme ve
tedavide kullanimi, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
ve Tarim Bakanlig: tarafindan da onaylanmistir
(11, 12). S6z konusu amaclarla ihtiya¢ duyulan
faj uygulamalarinda, fajlarin oral yolla alimi (gida
veya su icerisine ilave edilerek) veya aerosol
sprey uygulamasi soz konusudur (13). Her iki
uygulama sekli icin de bakteriyofajlarin canlidiklart
tartistlir bir konu haline geldiginden zaman
icerisinde faj uygulamalar icin yeni teknikler
gelistirilmistir. Bu tekniklerden en cok tercih
edileni ise enkapstilasyon uygulamalaridur.

ENKAPSULASYON UYGULAMALARI

Bir maddenin veya karisimin genellikle protein
ya da karbonhidrat bazli baska bir madde veya

sistem ile hapsedilmesi olarak tanimlanan teknige
‘Enkapstilasyon’ adi verilmektedir. Enkapstlasyon
teknolojisi ginimizde farmakoloji, kimya,
kozmetik, tip, biyoteknoloji ve gida gibi bir cok
farkli alanda kullanilan ve uygulandigi tirtintin
fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmede  genis
imkanlar sunan Dbir teknolojidir (14-17).
Enkapstilasyon uygulamalari elde edilen kapsillerin
mikro ¢aplarina bagli olarak isimlendirilmekte ve
gida sanayinde daha ¢ok 1 pm’den biuytk capa
sahip mikrokapstiller tercih edildiginden yontem
‘mikroenkapstilasyon’ olarak adlandirilmaktadir
(18). Sekil 2.’de goruldugu gibi mikrokapsiiller
kire seklinde olup etrafinda homojen bir duvar
yer almaktadir. Mikrokapsul icerisindeki kaplanan
materyal 6z (¢ekirdek) olarak ifade edilirken dis
kaplama materyali membran (kabuk) olarak
tanimlanmaktadir (19).

EMEAPSOLASY DM MATRESI

AKTIF BILESEMNLER

Sekil 2. Mikroenkapstil yapisi

Mikroenkapstilasyon teknolojisinin gida sanayinde
kullanimi oldukc¢a eskiye dayanmakla birlikte
son donemlerde daha glincel hale gelmistir.
Mikroenkapstilasyon uygulamalarinda kaplama
materyalinin kompozisyonu elde edilecek olan
son Urliniin fonksiyonel ozelliklerini dogrudan
etkilediginden ideal bir kaplama materyali dizayni
olduk¢a 6énemlidir (20, 21). Tercih edilen kaplama
materyali cekirdegi hem islem hem de depolama
asamalarinda stabil bir sekilde koruyabilmeli,
cekirdek materyal ile reaksiyona girmemelidir.
Kapsiilleme isleminde kolay islenebilmeli,
emiilsiyon stabilitesi ylksek olmali, istenen
cozgende ¢cozliinebilme 6zellige sahip ve maliyeti
distk olmalidir (22).
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BAKTERIYOFAJ ENKAPSULASYONU POTANSIYEL
UYGULAMALARI

Her alanda farkli uygulama imkanlari sunan
mikroenkapsiilasyon yontemi gida sanayisinde
ilk olarak probiyotik mikroorganizmalarin gidalarla
daha etkin tiketimini saglamak amacryla tanismustir.

Olumsuz cevre kosullarindan ¢ok hizli etkilenen
probiyotik  canlilarin  insan  gastrointestinal
sisteminde yararliligini artirmak amaciyla
mikroenkapstilasyon calismalart yapilmistir. Yapilan
arastirmalarda uygulanan mikroenkapstilasyon
islemi sonucunda probiyotiklerin daha uzun stire
canliligini korudugu ve biyoyararliliginin arttirddigt
ifade edilmistir (23-26).

Gida sanayinde en c¢ok tercih edilen
mikroenkapsiilasyon yontemi sprey kurutma
yontemidir. Uriinlerin  icerisindeki suyun
uzaklastirilmasi, depolama ve tasima maliyetlerinin
azaltilmasi ve urtnlerin spesifik 6zelliklerinin
korunmast amaciyla gida sanayinde yaygin olarak
kullanilan bu yontem, sittozu Gretimi ile birlikte
gelistirilmistir. Sprey kurutma yodntemi en yaygin
ve en ucuz teknik olmasina ragmen bu yontemde
kapstilleme amaciyla tercih edilecek olan materyal
secimi oldukca 6nemlidir (27-29). Uygulamada
atomizer icerisinde hem cekirdek adi verilen
kaplanacak materyal hem de kaplama materyali
bir arada bulunmaktadir. Bu yontemde en biiylk
dezavantaj yuksek sicakliklara ihtiya¢c duyulmasi
iken son tirtinde istenen miktarda hiicre canliigint
korumanin da zor oldugu bildirilmistir (30).
Yiksek sicakliklarda calismanin enkapstlasyon
uygulamalarinda belli sorunlara sebep oldugunun
rapor edilmesi tizerine (31, 32), baz1 arastirmacilar
tarafindan daha dustik sicakliklarda enkapsiilasyon
yontemlerinin gelistirilmesi tizerine ¢alismalara
odaklanilmistir (33). Bakteriyofajlarin enkapstile
edilmesine yonelik bircok arastirmaci tarafindan
farkli calisma kosullarinda uygulamalar yapilmustir.
Genellikle Staphylococcus aureus'un sebep
oldugu bilinen bakteriyel akciger enfeksiyonunun
tedavisi amaciyla sprey kurutma yontemi ile laktoz,
trehaloz ve dekstran varliginda mikroenkapstile
edilmis faj tretimi icin optimum endstriyel tiretim
sartlarinin arandigi bir calisma yapilmistir.
Arastirmada, Myovirus romulus ve Podovirus
LUZ 19 sayilarinda mikroenkapstilasyon islemi
esnasinda meydana gelen azalma sirast ile 2.58
ve 0.02 logaritmik birim olarak bildirilmistir.
Calisma sonucunda Myovirus romulus sayisinda

hassas yapisindan dolayi daha yiksek kayip
meydana geldigi rapor edilmistir (34). Yapilan
arastirmanin devami niteliginde olan c¢alismada
ise, uzun sureli depolamanin fajlar tizerine etkisi
incelenmistir. P. aeruginosa LUZ19 ve S. aureus
Romulus fajinin depolamada gosterdigi degisimin
incelendigi calismada, farkli sicaklik ve bagil
nem sartlarinda depolanan trehaloz ve peynir alt
suyu tozlarindan elde edilen mikroenkapstle fajlarin
stabilitesi kontrol edilmistir. Trehaloz tozundan
elde edilen mikroenkapsiil uygulamasinda
optimum depolama sartlarinin 4°C’de % 0 bagil
nem sartlarinda elde edilirken, 25°C ve uzeri
sicakliklarda depolama kosullarinin stabiliteyi
olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Peynir alt1 suyu
tozu ile uygulanan mikroenkapstilayon isleminde
ise, 4°C’'de karanlik ortamda depolanan fajlarin
aktivasyonunda 1 aylik depolama stiresince azalma
olmadig bildirilmistir. Sonuc olarak, s6z konusu
arastirmada ve benzer calismalarda tedavi
amactyla uygulanacak olan fajlarin depolama
kosullarinin dikkate alinmasi gereken ¢nemli
parametreler oldugu bildirilmistir (35-37). Agiz
yoluyla uygulanan faj tedavilerinde asidik cevre
kosularinda ve bazi enzimlerin varliginda fajlarin
aktivitelerinde azalma gozlenmistir. Arastirmacilar
tarafindan  fajlarin  asidik  kosullardan  ve
enzimlerden korunmasini saglamak amaciyla cesitli
kaplama materyalleri gelistirilmektedir. Aljinat ve
pektin bazli polimerlerin faj uygulamalarinda etkin
bir koruyucu kilif olarak fajlart  olumsuz
cevre kosullarindan korudugu bildirilirken,
mikroenkapstl uygulamalarinda peynir alti suyu
proteini  kullaniminin = fajlarin - canliligini
korudugu ve kontrolli salinima imkan tanidigi
bildirilmistir (38, 39).

Sprey  kurutma  yoOnteminin  yani  sira
mikroenkapsiilasyon amaciyla farkli teknikler
gelistirilmis ve bu konuda yeni teknikler gelistirilmeye
devam edilmektedir. Mikroenkapstilasyon teknikleri
farkli siniflandirmalara ayrilmasina ragmen en
yaygin kullanilan smiflandirma sekli cogu arastirmact
tarafindan da kabul edilmis olan 3 ayri grupta
toplanan kimyasal, fizikokimyasal ve fizikomekanik
yontemler siniflandirmasidir  (40).  Gelistirilen
teknikler Gizerine yapilan calismalarda her teknigin
farklt avantaj ve dezavantajlara sahip oldugu
bildirilmistir. Cizelge 1."de sprey kurutma,
ekstriizyon ve emilsiyon yontemlerinin avantaj
ve dezavantajlart degerlendirilmistir (41).
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Cizelge 1. Enkapstilasyon yéntemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Ozellik Sprey kurutma
Buydtulmesi Kolay
Kapsitilasyon islemi Basit

Kaplama materyalinin ¢esidi Cok

Sekil ve genislik Uniform/ Kiigiik

Mikroorganizma canhligi koruma

Taslyici ve sicakliga bagh

Ekstrizyon Emuilsiyon

Daha zor Kolay

Basit Daha zor

Az Cok

Uniform/ Biyik Uniform degil/ Kiigik
Yiksek Yiksek

Glnumiuz gelismis teknolojisiyle birlikte yeniden
fajlarin tedavi, biyokontrol, biyosanitasyon ve
biyoprezervasyon amaclariyla etkin bir sekilde
kullaniminin mimkiin oldugu bildirilmektedir.
Guncel calismalar, fajlarmn hayvan orjinli patojenlere
karst kullanilmast tizerine odaklanmustir. Uygulamada
agiz yoluyla alimi (gida veya su icerisine ilave
edilerek) veya aeresol sprey olarak kullanimi s6z
konusu olan fajlarin bircok calismada olumlu
sonuglar verdigi goriilmektedir (42-44). Broiler cinsi
tavuklari 6limctl solunum yolu enfeksiyonlarina
sebep olan E.coliden korumak amacryla farkls
yontemlerde faj uygulamalarinin etkinliginin
denendigi bir ¢alismada, aeresol sprey ve kas
icerisine enjeksiyon uygulamalarinin agiz yoluyla
alimlara oranla daha etkin sonug verdigi bildirilmistir
(10). Koyunlarda E.coli O157:H7 seviyesini takip
etmek amactyla agiz yoluyla CEV1 ve CEV2 fajlan
uzerine calisilmistir. Calismada hem ayri ayrt hem
de karisim olarak fajlarin etkileri arastirlmistir. CEV1
ve CEV2 fajlarindan olusan karisimin % 99.9
oraninda patojen E.coli O157:H7’yi yok ettigi ve
karisim halindeki faj uygulamasinin ayri halde
uygulanan fajlara oranla daha etkili oldugu
bildirilmistir (45). Bir baska calismada, tavuklarda
Salmonella bakterisinin  kiimes icerisinde
bulasmasini 6nlemek amactyla yemlerle birlikte
faj uygulamasinin etkisi incelenmistir. Calismada
faj uygulamasinin Sa/monellanin kiimes icerisinde
yayilmasini 6nledigi rapor edilmistir (46).

Bakteriyofajlarin biyokontrol ajanlari olarak
kullanimi ile ilgili olarak yapilan calismalarda,
E.coli O157:H7 sayisini dustriict etkisiyle fajlar
oldukea etkili sonuclar ortaya koymustur (47, 48, 49).
Domates, 1spanak gibi taze tiiketilen trtinlerde
deneysel olarak kontamine edilmis E.coli
0157:H7'nin biyokontrolii amaciyla gerceklestirilen
bakteriyofaj uygulamalarinda, domateslerde 120 saat
sonunda % 94 azalma gortiliirken, 1spanaklarda
24 saat sonunda % 100 oraninda diisis oldugu
bildirilmistir (47). ECP-100 faj karisiminin marul ve
taze kesilmis kavunlarda uygulandigi bir calismada,
sprey olarak uygulanan faj karisiminin 4°C’de 2
glin depolama sonrasinda E.coli O157:H7

sayisinda onemli derecede azalmaya sebep oldugu
bildirilmistir (48). Benzer sekilde dekontamine
edilen taze 1spanak ve marullarda uygulanan faj
karisimi yardimiyla 10 dakika gibi bir stire
icerisinde E. coli O157:H7 bakteri canliligi tespit
edilemedigi rapor edilmistir (49). Onemli
patojenlerden olan Salmonella typhimurium
PT160 ve Campylobacter jejuni inokiile edilerek
5°C ve 24°Cde depolanan c¢ig etlerde ise,
bakteriyofaj uygulamasinda inktbasyon stiresi
boyunca azalma oldugu ve s6z konusu azalmanin
inktiibasyon kosullarina bagli olarak degistigi
gozlenmistir (50). Bakteriyofajlarin biyokontrol
ajani olarak kullanimda etkinliginin incelendigi
bir baska calismada ise, c¢imlenen hardal ve
brokoli tohumlarinda farkli faj uygulamalarinin
ve karisim uygulamanin etkinligi arastirilmistir.
Calismada faj A ve B kansiminin uygulandigi
tohumlarda Salmonella sayisinda 6nemli derecede
dusts oldugu ifade edilmistir (51). Elma ve
kavunlarda faj karisimina kombine olarak
uygulanan nisin ilavesinin Listeria monocytogenes
sayisinda meydana gelen azalmay: destekleyici
etki gosterdigi bildirilmistir. Bakteriyofaj uygulamast
ile elma ve kavunlarda Listeria sayisinda meydana
azalma sirast ile 0.4 ve 4.6 log iken, bakteriyofaj
ve nisin birlikte uygulandiginda bu degerlerin sirast
ile 2.3 ve 5.7 log oldugu rapor edilmistir (52).
Son donemlerde yapilan ¢alismalardan birinde
ise, Salmonellanin domuz derisi, tavukgdgsi ve
yumurtalardaki gelisimi tizerine 3 farkl: faj karisiminin
etkisi incelenmistir. Calismada, en etkin azalma
domuz derisinde sprey uygulama ile elde edilirken,
kontamine tavukgoguslerinde faj solisyonuna 5
dakika daldirma metodu ile istatistiksel olarak
onemli azalma gortldugi bildirilmistir. Calismada
yumurtalarda uygulanan sprey faj uygulamas: da
etkin bir sonug¢ verirken, stz konusu azalmanin
domuz derisinde gortilen azalmadan daha disuk
oldugu rapor edilmistir (53).

Biyokontrol ajani olarak kullaniminin yani sira
tuketime hazir gidalarda raf dmrint uzatmaya
yardimci olan bakteriyofaj uygulamalari, cesitli
gidalar Gzerinde yapilan calismalarda biyopre-
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zervasyon ajani olarak da olumlu sonuclar
vermistir. Farkli gida orneklerinde (et, 1spanak)
E.coli O157:H7 lzerine 3 farkl faj kansiminin etkisi
incelenmistir. Arastirmada, 107 kob/ml diizeyinde
kontamine edilen gida 6rnekleri 4°C ve 24°C'de
depolanmistir. Et 6rneklerinde 4°C ve 24°C’de 24
saat depolama sonrasi swrast ile 0.48 ve 1.97
logaritmik birim azalma oldugu gorilmustir.
Ayni calismada ispanak 6rneklerinde baslangic
kontaminasyonu 107 kob/ml olan E.coli O157:H7
sayisinin 24°C’de 24, 48 ve 72 saat depolama
sonrasinda sirasiyla 3.28, 2.88 ve 2.77 logaritmik
birim azalma tespit edildigi bildirilmistir (54).
Campylobacter faj uygulamalarinin arastirildigi
bir calismada, ¢ig ve pismis sigir eti izerine
uygulanan fajlarin etkinliginin etin cesidine ve
depolama kosullarina bagl: olarak degistigi, hem
¢ig hem de pismis sigir etlerinde 6nemli olctide
azalma kaydedilmistir (50). Sa/monella tzerine
yapilan arastirmalarda, Sal/monella typhimuriumun
tiiketime hazir gidalardaki kontroliinii saglamak
amaciyla FO1 ve E2 fajlari arastirdmustir. Calismada,
kirmizi et ve cikolatali stitiin 8°C’de depolanan
faj uygulamasinda 3 logaritmik birim azalma
saptanirken, 15°C’de depolamada 5 logaritmik
birim azalma gorildigi rapor edilmistir (55). Bir
bagka arastirmada, ¢ig ve pastorize stitten Cheddar
peyniri Gretiminde bakteriyofajlarin Salmonella
enteritidis’in canliligina etkisini tespit etmek
amactyla Gretim ve depolama asamalarinda analizler
gerceklestirilmistir. Bakteriyofaj ilave edilmeyen
stitlerden uretilen peynirlerde Salmonella sayisinda
artis gozlenirken, hem ¢ig hem de pastorize siite
faj ilavesinin Sal/monella sayisint belirgin ol¢ctide
azaltug: tespit edilmistir. 8°C’de depolanan ve
pastorize sitten elde edilen peynirlerde 89 giin
sonunda Salmonella varliginin tespit edilemedigi
bildirilmistir (56). Tavuk derisinde Salmonella
miktarint azaltict etkisini tespit etmek amaciyla
cesitli kimyasallarla bakteriyofaj uygulamalarinin
karsilastirildigt bir calisma yapilmustir. Calismada,
kiimes hayvanlarinda en 6nemli patojen olan ve
gida kaynakli hastaliklara sebebiyet veren
Salmonella ile kontamine tavuklarda yapilan
analizlerde, bakteriyofaj uygulamasimin kimyasal
uygulamalar yerini alabilecek ¢nemli bir alternatif
oldugu vurgulanmistir (57). Benzer bir calisma
ise, olgunlastirilmis yumusak beyaz peynirler ve
kirmiz1 damarlt peynirlerde fajlarin kullanimi ile
Listeria monocytogenesin kontrolini saglamak
amactyla  yapilmistir.  Arastirmada  fajlarin

biyokontrol ajant olarak kullaniminin 6nemi
vurgulanirken 22 guinlik depolama sonunda
Listeria monocytogenes sayisinda 3 logaritmik birim
azalma gozlendigi bildirilmistir (58). Tiketime
hazir tavuklarda kisalabilir kuyruk morfolojisine
sahip fajlarin biyoprezervasyon amactyla kullanildig
calismada, 5°C’de ve 30°C'de depolamalarda
belirgin farkliliklar meydana geldigi gdozlenmistir.
30°C'de depolanan tavuklarda 2.5 logaritmik birim
azalma gorilirken, 5°C'de depolanan tavuklarda 21
glin sonunda Listeria monocytogenesin gelisiminin
engellendigi bildirilmistir (59). Pastorize s, taze
ve sert tip peynirlerde S.aureus'un gelisimini
onlemek amaciyla uygulanan faj calismasinda
ise, diger patojenlere karsi elde edilen sonuclara
paralel sonuclar alinmistir. Pastorize stitte
yapilan faj uygulamasinda iki farkli baslangic
kontaminasyon seviyesinde faj ve ylksek hidrostatik
basin¢ uygulamasinin birlikte kullaniminin
kontaminasyon diizeyini azaltmada oldukca etkin
oldugu bildirilmistir. Calismada 400 MPa basing
ile kombine kullanilan fajlarin, baslangicta 10 ve
10° kob/ml olan §. aureus sayisini 10 kob/ml
seviyelerine dustirdiigli ifade edilmistir. Taze ve
sert tip peynirlerde 10° kob/ml seviyesinde
kontamine edilen pastorize stitlere yaklasik 10°
kob/ml litik faj karisimi ilave edilerek iki farkls
tip peynir Uretimi gerceklestirilmistir. Taze
peynirlere uygulanan faj karisimi 3 saat icerisinde
3.83 logaritmik birim azalma saglarken, 6 saat
sonunda S.aureus sayisint tespit edilemeyecek
kadar dustirmiistiir (60, 61).

Gidalarin kontrolt oldugu kadar gidalarla temas
halinde bulunan ekipman ve ylzeylerin de
temizligi buylk Onem tasimaktadir. Gida ile
temas halinde bulunan alet ekipman ve ytlizeylerin
faj uygulamalart ile dezenfeksiyonu islemine
biyosanitasyon ad: verilmektedir. Biyosanitasyon
amaciyla yapilan calismalarda da, diger faj
uygulamalarina  paralel sonuclar  alindigt
gorilmektedir. Yapilan bir ¢calismada 10°, 10° ve
10* kob seviyelerinde E.coli O157:H7 ile kontamine
edilen paslanmaz celik, seramik ve vyiksek
yogunluklu polietilen (HDPE) ylzeylerde faj
uygulamast ile 6nemli sonuclar alindig: ifade
edilmistir. Calismada, farkli ytizeylere inokiile
edilen patojenler 4, 12, 23 ve 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. 37°C ve 12°C’de paslanmaz celik
yuzeylerde 10 dakika gibi kisa bir siire icerisinde
patojen varlig1 tespit edilemezken, 23°C’de 1 saatin
sonunda ayni sonuca ulasilmistir. Seramik
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yluzeylerde ise, 37°C'de 10 dakika, 23°Cde 1
saatten sonra benzer sonuc elde edilmistir (62).
So6z konusu calisma kontamine sert ylzeylerde
faj uygulamasinin etkinligini destekler nitelikte
sonuglar vererek bakteriyofajlarin biyosanitasyon
ajant olarak kullaniminin énemini vurgulayan
diger calismalart da destekler niteliktedir (63).

SONUC

Bakteriyofajlarin tedavi, biyokontrol, biyosanitasyon
ve biyoprezervasyon amaclt kullanimlarina yonelik
calismalarin 6zellikle son yillarda artis gosteriyor
olmasinin yani sira bu konu tizerine c¢alisan ticari
firma sayisinin da artmasi fajlarin antimikrobiyel
yeteneklerinin oldukca yiiksek oldugunun tespit
edilmesinden kaynaklanmaktadir. Glinimuzde
kimyasal koruyuculardan uzak durmaya calisan
tuketici profili icin bakteriyofaj kaynakli
koruyucularin kullanimi daha giivenilir ve alternatif
bir yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
calismalarda porzitif sonug alabilmek icin ilk olarak
fajlarin bulunduklari ortamdan dogru sekilde
izole edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle
bakteriyofajarin alternatif antimikrobiyel ajanlar
olarak kullanimlarinin  etkin bir sekilde
yayginlasmasini saglamak icin daha gitivenli ve
teknolojik calisma ortamlarina ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Ozet

Ksilanazlar, gida ve yem sektorlerinde cok yaygin olarak kullanilan enzimler arasindadir. Bu ¢alismada,
farkli Aureobasidium pullulans suslari ksilanaz Giretimleri acisindan taranmis ve ilgili suslar arasinda en
ylksek enzim tretimi A. pullulans Y-2311-1 susu ile elde edilmistir. Soz konusu sus ile ksilanaz tretimi
tzerine etkisi olan parametreler ve bu parametrelerin optimum degerleri belirlenmistir. Maksimum
enzim Uretimi biyoprosesin dordinct giniinde elde edilmistir. Enzim tretimi icin optimum sicaklik,
baslangic ortam pHst ve karistirma hizi sirastyla 28°C; pH 3.0 ve 200 rpm olarak belirlenmistir. Enzim
uretimi icin en uygun azot kaynag: olarak maya ekstrakti tespit edilmistir. Optimum kosullarda elde
edilen enzim aktivitesi degeri 252.78 + 23.08 U/ml’dir.

Anahtar kelimeler: Ksilanaz, Aureobasidium pullulans, biyoproses

DETERMINATION OF THE BIOPROCESS PARAMETERS
EFFECTING XYLANASE PRODUCTION BY
AUREOBASIDIUM PULLULANS

Abstract

Xylanases are one of the leading enzymes within the enzymes used in food and feed industries. In this
work, different Aureobasidium pullulans strains have been screened for their ability to produce xylanase
and A. pullulans Y-2311-1 was found to be the best strain for xylanase production within the strains
tested. Effects of different cultivation parameters on xylanse production by this strain have further been
evaluated. Maximum enzyme production was obtained at the fourth day of the bioprocess. The optimum
levels of incubation temperature, initial medium pH and agitation speed were found as 28°C, pH 3.0
and 200 rpm, respectively. Yeast extract was determined as the most appropriate nitrogen source for
xylanase production. Under optimized conditions the enzyme activity reached to 252.78 + 23.08 U/ml.

Keywords: Xylanase, Aurcobasidium pullulans, bioprocess
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GIRIS

Ksilan bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunan
ve bir heteropolisakkarit olan hemseliilozun temel
bilesenidir. Ksilan temel zinciri birbirlerine
B-1,4-glikosidik baglariyla bagli bes karbonlu bir
seker olan D-ksiloz tnitelerinden olusmaktadir.
S6z konusu yapida temel zincire bagli cok
sayida yan zincir bulunmaktadir. Yan zincirde
L-arabinofuranoz, D-glukuronik asit, 4-O-metil-
D-glukuronik asit uniteleri ve asetil gruplart yer
alabilmektedir (1). Cok karmasik bir yaprya sahip
olmast nedeniyle ksilanin tam olarak hidrolizi ¢cok
sayida enzimin birlikte calismasini gerektirmektedir.
Bu enzimlerden endo-B-1,4-ksilanaz (EC.3.2.1.8),
ksilan temel zincirini rastgele olarak parcalayarak
ksilooligosakkarit olustururken B-ksilosidaz
(EC.3.2.1.37) ise ksilooligosakkaritlerin ve
ksilobiyozun indirgen olmayan uclarina etki
ederek ksiloz olusturur. Bu temel iki enzim
disinda, a-L-arabinofuranosidaz (EC.3.2.1.55),
o-glukoronidaz (EC.3.2.1.139), asetil ksilan esteraz
(EC.3.1.1.72), ferulik asit esteraz (EC.3.1.1.73) ve
pkumarik asit esteraz (EC.3.1.1.-) ise temel zincire
bagli yan gruplarin hidrolizinde etkilidir (2). Bu
enzimler icinde endo-B-1,4-ksilanazlar temel
zincire etki eden en 6nemli enzimlerdir. Genel
olarak ksilanaz enzimi ifadesi kullanildiginda
endo-B-1,4-ksilanazlardan s6z edilmektedir.

Ksilanaz enziminin Uretimi, saflastirilmasi ve
uygulamalart konusunda c¢ok fazla calisma
gerceklestirilmistir (3). Bunun temel nedeni
ksilanazlarin ¢cok yaygin kullanim alanlarina sahip
olmasidir. Basta kagit endistrisi olmak tzere,
gida, yem, tekstil ve ila¢ gibi pek cok sektorde
kullanilmaktadirlar  (4). Ksilanazlar, gida
endistrisinde en yaygin olarak firin trtnleri
formtlasyonunda kullanilmaktadirlar. Ksilanazlarin
ozellikle ekmek formiilasyonunda kullanilmastyla
nisasta disinda kalan diger polisakkaritlerin
(arabinoksilan) hidrolizine bagl olarak hamurun
reolojik ozelliklerinde ve ekmek ici yapisinda
iyilesme gozlenirken ekmegin spesifik hacminde
artis saglanabilmektedir. Meyve suyu sektoriinde
de ksilanazlar pektinazlarla birlikte berraklastirma
amacli kullanilmaktadirlar. Meyve suyundaki
cozlinmeyen polisakkaritlerin hidrolizi ile indirgen
seker miktarinda artis saglamaktadirlar. Boylelikle
meyve suyunun filtrasyonu islemi kolaylasmakta
ve verimde artis elde edilmektedir (3). Ksilanazlar,
bira Gretiminde arpanin yapisinda bulunan uzun

zincirli  arabinoksilanlarin  parcalanmasina
olanak saglayarak arpanin hidrolize olmasin
kolaylastirmaktadirlar. Boylelikle vizkoziteyi
dustirerek bulanikligin azaltilmasina da katkida
bulunmaktadirlar (4). Ksilanazlarin biytk olctide
kullanildig: diger bir alan da yem sektoridur.
Ksilanaz preparatlart kanatli yem katkist olarak
kullanilmaktadr. Etlik pili¢ Gretiminde kullanilan tahil
bazli yemlerin yapisinda bulunan arabinoksilan
antibesinsel faktor olarak kabul edilmektedir.
Cunktl arabinoksilanin su tutma kapasitesi yiiksek
olup bagirsak viskozitesini arttirabilmektedir. Bu
durumda cesitli besinsel maddelerin emilimi
azalmakta ve verilen besine oranla gerceklesen
agirlik artist daha az olmaktadir. Ksilanazlarin
yem formilasyonuna eklenmesiyle birlikte su
tutma kapasitesi yiiksek olan polisakkaritler
hidrolize edilerek bu sorunlarin biytik olctide
ortadan kaldirilmas: miimkiin olabilmektedir (3, 4).
Diger taraftan ksilanazlar; ksiloz, ksilo-oligomerler
ve yapay bir tatlandirict olan ksilitol tiretiminde de
kullanilmaktadir. Ksilooligosakkaritler prebiyotik
ozellik gostermekte olup gida, yem ve ilag gibi
endustrilerde kullanim alant bulamaktadirlar (5).

Ticari olarak ksilanaz tretimi mikrobiyal
biyoprosesler yoluyla gerceklestirilmektedir.
Endustriyel ksilanaz tiretimi cogunlukla Aspergillus
sp. ve Trichoderma sp. suslarina ait kufler ile
gerceklestirilmistir. Ticari bakteri kaynakli
ksilanazlar da mevcut olup cogunlukla Bacillus
sp. suslari tarafindan tretilmislerdir (6). Genellikle
kif kaynakli ksilanazlar asidik karakterde olup
gida enduistrisi icin daha uygundur. Bakteri kaynakli
ksilanazlar ise alkali karakter sergilemektedirler
(7). Kufler yiiksek enzim sentezleme kapasitesine
sahip olmalarina ragmen soz konusu mikroorganizma
grubu ile calisiilmas: morfolojilerinin yarattig:
problemler nedeniyle bakterilere kryasla daha
zordur. Bu calismada polimorfik bir kaf olan
Aureobasidium pullulans ile ksilanaz tretimi
gerceklestirilmistir. SOz konusu mikroorganizmanin
maya benzeri morfoloji sergilemesi buiytk bir
avantajdir. Calisma kapsaminda farkli A. pullulans
suslari ksilanaz tretimi acisindan karsilastirilmis, en
ylksek diizeyde tretim saglayan sus belirlenmistir.
Sonrasinda bu sus ile ksilanaz tretimi tizerine et-
kili olan parametrelerin optimum diizeyleri tespit
edilmistir. Optimum kosullar belirlendikten
sonra bu kosullarda gerceklestirilen tretime ait
biyoproses profili elde edilmistir.



MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Mikrobiyal besin ortamt bilesenlerinden maya-azot
bazi (yeast-nitrogen base) Difco Firmasi'ndan
(BD Detroit, Amerika Birlesik Devletleri), ksilan
(kayin agaci ksilani) BOC Science Firmasi'ndan
(Shirley, Amerika Birlesik Devletleri) temin
edilmistir. Diger tim kimyasal malzemeler analitik
saflikta olup Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) ve
AppliChem (Darmstadt, Almanya) Firmalari'ndan
temin edilmistir.

Mikroorganizmlar ve kiiltiir kosullar1

A. pullulans DSM 2404 Alman  Kultir
Koleksiyonu'ndan (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974 Amerikan Zirai Arastirma Servisi'nden
(US Department of Agricultural Service) temin
edilmistir. A. pullulans P56 ise Prof. Dr.
Triantafyllos Roukas (Aristotle Universitesi/Selanik-
Yunanistan) tarafindan saglanmustir.

A. pullulans DSM 2404 ve A. pullulans P56 PDA
(Potato Dextrose Agar) ortami Uzerinde, A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974 ise YM (Yeast Mold Media) ortami
tzerinde 4°C 'de saklanmustir. Kiltiirler 3 haftada
bir taze besi ortamina ekim yapilarak 25°C' de 3
gln gelistirilmistir. YM ortamut bilesimi (g/L): maya
ekstrakti 3, malt ekstrakt 3, pepton 5, glikoz 10
ve agar 20 seklindedir.

Ksilanaz uiretimi acisindan farkli A. pullulans
suslarinin degerlendirilmesi

Calismada 4 farkli A. pullulans susu kisilanaz
uretimleri acisindan test edilmistir. S6z konusu
suslar hem ksiloz hem de kslian iceren sentetik
uretim ortamlarinda pH 5.0'da test edilmistir.
Calismada kullanilan besin ortamlarinin bilesimi
asagida verilmistir (8).

Ast kultturt bilesimi (g/L): Ksiloz 10, maya-azot
bazi (yeast nitrogen base) 6.7, asparajin 2.0,
KH,PO, 5.0 (pH 5.0)

Uretim ortami bilesimi (g/L): Ksiloz veya ksilan
(kayin agaci ksilant) 10, maya ekstrakt: 1.0,
(NH),SO, 2.5, KH,PO, 5.0 (pH 5.0)
Ortamlarinin pH'st HCl ve NaOH kullanilarak
ayarlanmistir.

S6z konusu mikroorganizmalar her Uretim
oncesinde uygun besin ortaminda (PDA veya

YM) 25°C' de 3 guin suireyle gelistirildikten sonra,
kulttrlerden yukarida bilesimi belirtilen 50 ml'lik
ast ortamina (250 ml'lik erlenlerde) 2 6ze dolusu
ekim yapidmustir. Ast kilttird 28°C' de, 150 rpm
calkalama hizinda 24 h stireyle inkiibe edilmistir.
24 h sonrasinda asi kiilttirii'nden Uretim ortamina
% 2 oraninda ekim yapimustir. Uretim ortamlart
da 250 ml'lik erlenler icerinde 50 ml ortam olacak
sekilde hazirlanmistir. Enzim tretimi 28°C'de,
150 rpm c¢alkalama hizinda 7 gin streyle
gerceklestirilmis ve tretim ortamlarindan her
giin ornek (600 pl) alinmustir. Fermantasyon
ortamindan alinan 6rnekler, 21500g degerinde
4°C' de ve 15 dakika streyle santriflj islemine tabi
tutulmus, st faz alinarak enzim aktivitesi tayini
yapilmustir.

Ksilanaz turetimine etki eden biyoproses
parametrelerinin belirlenmesi

Biyoproses parametrelerinden; baslangic ortam
pH’s1, ortam sicakligi, karistirma hizt ve farklh
azot kaynaklarinin enzim Uretimi tizerine etkileri
incelenmistir. Uretim ortamu olarak ksilan iceren
besin ortami kullanilmustir.

Farkli azot kaynaklarinin ksilanaz tiretimi tizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
calismalarda maya ekstraktr, misir 1slatma suyu,
pepton, tripton ve Ure kullamlmustir. Gergeklestirilen
denemelerde maya ekstraktinin yerine alternatif
olarak denenen azot kaynaklar temel formtilasyonda
bulunan 1 g/L maya ekstrakti ile esit azot temelinde
kullanilmistir. Bu amacla azot oranlart bilinen soz
konusu maddelerin 1 g/l maya ekstraktinin
icerigindeki azot miktarma denk oranda azot iceren
miktarlart ortam formiilasyonunda kullanilmistir
(Cizelge D.

Ksilanaz aktivitesi tayini

Ksilanaz aktivitesi dintirosalisilik asit (DNS)
metodu ile belirlenmistir (9). Substrat olarak
kayin agacindan (beechwood) elde edilen ksilan
kullanilarak sitrat tamponu (50 mM, pH 5.2)
icerisinde % 0.5’ lik (w/v) ¢ozeltisi hazirlanmuistir.
900 pl substrat ve 100 pl enzim Ornegi bir test
tipl icerisinde karistirilmis ve su banyosunda
50°C’ de, 5 dakika inkibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda karisim tzerine 1.5 ml DNS c¢ozeltisi
ilave edilerek karistirilip kaynamakta olan su
banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra 1 dakika
soguk suda bekletilerek hizla sogutulmustur.
Sonrasinda Orneklerin 540 nm’deki absorbans
degerleri spektorofotometre kullanilarak
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Cizelge 1. Enzim Uretiminde kullanilan azot kaynaklari
Table 1. The nitrogen source utilized in enzyme production

Azot kaynagi Azot Ortama ilave edilen miktar
Nitrogen source Nitrogen (%) The amount added into the medium formulation (g/L)
Maya ekstrakti 11.0 1.0

Yeast extract

Misir 1slatma suyu 6.44 1.71

Corn steep liquor

Pepton 9.0 1.22

Peptone

Tripton 13.0 0.85

Tryptone

Ure 46.67 0.24

Urea

kaydedilmistir. S6z konusu her bir 6rnege spesifik
bir de kor deneme yapilmistir. Kor deneme icin
enzim Ornedi, DNS ¢ozeltisinin ilavesinden sonra
eklenmis olup bunun disinda 6rnek icin uygulanan
prosediir aynt sekilde izlenmistir. S6z konusu enzim
ornekleri 540 nm'de yaklasik 0.6-0.7 arasinda bir
absorbans verecek sekilde sitrat tamponu (50
mM, pH 5.2) kullanilarak seyreltilmislerdir.
Standart grafigin hazirlanmasi icin 2 mg/mL
konsantrasyonunda stok ksiloz ¢ozeltisi sitrat
tamponu igerisinde (50 mM, pH 5.2) hazirlanmustir.
Soz konusu stok ¢ozeltiden 0-75 pg ksiloz iceren
cozeltiler seyreltme yoluyla elde edilerek 6rnek
icin yukarida ifade edilen prosediir izlenmis ve
elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik
olusturulmustur. Standart grafik kullanilarak
enzim etkisi sonucu ortaya cikan indirgen seker
miktar1 serbest ksiloz cinsinden bulunmustur.
Enzim aktivite birimi (U/mbD); belirtilen kosullarda
(50°C ve pH 5.2) bir dakikada 1 pmol ksiloza
esdeger gelen indirgen sekerleri serbest hale
geciren enzim miktart olarak tanimlanmistir.
Orneklere ait enzim aktivitesi asagida belirtilen
denklem ile hesaplanmustir.

Aktivite (U/mD=(X/150.13)*(1/5)*(1/0.1)*SF
(Denklem 1)

X: pg ksiloz (Standartlar ile hazirlanan grafikten
elde edilmistir)

SF: Seyreltme faktori

Protein tayini

Protein tayini Bradford metodu ile "Coomassie
Plus™ Protein Assay Kit" (Pierce, Fischer Scientific,
Schwerte, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Standart olarak BSA (Bovine serum albumin)
kullanilmistur.

Biyokiitle tayini

Fermantasyon ortamindan alinan 6rnekler,
21500g degerinde 4°C' de ve 15 dakika stireyle
santriftj islemine tabi tutulmus ve biyokiitle
fermantasyon sivisindan ayrilarak 80°C'de sabit
tartima gelene kadar kurutulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Farkli A. pullulans suslarinin ksilanaz uiretimi
acisindan taranmasi

Calismada 4 farkli A. pullulans susu kisilanaz
tretimleri acisindan test edilmistir. S6z konusu
suslardan, A. pullulans DSM 2404 siyah pigment
ureten, A. pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans
NRRL Y12,974 ise renkli pigment treten suslardir.
A. pullulans P56 ise ultraviyole (UV) mutasyon ile
elde edilmis pigment tiretimi zayiflatilmis bir sustur.
Sekil 1a ve Sekil 1b 'de goruldigt gibi, tim suslar
icin en yiiksek enzim aktivitesi ksilan iceren Giretim
ortamlarinda elde edilmistir. Incelenen suslar
icerisinde en vyuksek aktiviteyi A. pullulans
NRRL Y-2311-1 saglanustir. A. pullulans P56 ile
gerceklestirilen tretimlerde ise ksilanaz aktivitesi
tespit edilmemistir. Bu nedenle calismanin bundan
sonraki kisminda A. pullulans NRRL Y-2311-1
susunun kullanilmasina karar verilmistir.

A. pullulans NRRL Y-2311-1 icin en yiiksek aktivite
her iki substrat icin de biyoprosesin doérdincti
gliniinde gozlenirken, A. pullulans NRRL
Y12,974 icin ise biyoprosesin lglincli gintinden
itibaren enzim aktivite degerlerinde cok fazla bir
degisikligin olmadigt gorilmektedir. A. pullulans
DSM 2404 ksiloz kullanildiginda en ytiksek enzim
aktivitesi degerine biyoprosesin dordinct
guninde ulasilirken ksilan kullanildiginda ise
biyoprosesin ikinci gintinde ulasmistir. Biyoproses
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Sekil 1. Farkli A. pullulans suglar ile gerceklestirilen ksilanaz
Uretimlerinin kinetigi: a) Substrat: ksiloz, 28 °C, 150 rpm ve
pH 5.0; b) Substrat: ksilan, 28 °C, 150 rpm ve pH 5.0
Figure 1. Kinetics of xylanase production with different A.
pullulans strains a) Substrate: xylose, 28 °C, 150 rom and
pH 5.0; b) Substrate: xylan, 28 °C, 150 rom and pH 5.0

stiresi arttikca enzim sentezinde gbzlenen diisiisiin,
ortamda bulunan ve mikrobiyel fizyoloji tizerinde
etkisi bulunan makro ve mikro besin elementlerinin
azalmasina bagli olabilecegi belirtilmistir. S6z konusu
besin elementlerinin miktarlarindaki azalmanin,
enzimin sentezlenme metabolizmasinda
inaktivasyona sebep olmast miimkiindiir (10).

Leathers (11) tarafindan yapilan bir sus tarama
calismasinda da taranan suslar icerisinde en
yuksek ksilanaz aktivitesini A. pullulans NRRL
Y-2311-1 susunun gosterdigi belirtilmistir. Mevcut
calismada bu calismadan farkli olan A. pullulans
suslari da incelenmistir ancak taranan suslar icinde
en yuksek aktiviteyi yine A. pullulans NRRL
Y-2311-1 saglamistir. Baska bir ¢alismada farkli
karbon kaynaklarinin siyah pigment Ureten A.
pullulans ATCC 20524 ile ksilanaz Uretimi tGzerine
etkisi arastirilmistir. SOz konusu calismada karbon
kaynagi olarak ksiloz kullanildiginda ksilanaz
uretimi gerceklesmezken ksilan kullanildiginda
biyoprosesin besinci gliniinde maksimum ksilanaz
aktivitesi elde edilmistir (12).

Baslangic ortam pHsinin ksilanaz iretimi
uzerine etkisi

Ksilanaz tretimini Onemli olctude etkileyen
biyoproses parametrelerinden biri ortam pH'sidir.
Baslangic ortam pH’sinin enzim uretimi Uzerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
calismalarda en yiksek enzim aktivitesi ortam
pHst 3.0 (219.01 £ 7.91 U/mD oldugunda gézlenmistir
(Sekil 2a). pH degeri arttikca enzim aktivitesinde
distis gozlenmistir.

Pek cok kif ve bakteri ile ksilanaz tiretiminin
gerceklestirildigi 6nceki calismalar incelendiginde
ksilanaz tretiminin ortam pH'sina bagli olarak
onemli degisiklikler gosterdigi gortilebilmektedir
(13). Penicillium sclerotiorum ile saf yulaf ksilani
kullanilarak gerceklestirilen bir ¢calismada en
ylksek ksilanaz aktivitesi baslangic ortam pH'st
6.5 oldugunda elde edilmistir (14). Aspergillus

Soetidus ile saf hus agact ksilani kullanilarak

gerceklestirilen calismada ise pH 5.0 ile biyoprosese
baslandiginda ksilanaz tiretiminde 6nemli ol¢tide
artis oldugu ifade edilmistir (15). Bacillus altitudinis
DHNS ile gerc¢eklestirilen baska bir ¢alismada
baslangi¢c ortam pH'st 7.0 oldugunda en yiiksek
ksilanaz aktivitesi elde edilmistir (16). Sonug olarak;
ksilanaz tiretimi icin optimum pH degeri kullanilan
mikroorganizmaya ve kullanilan tretim ortami
kompozisyonuna bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Uzerinde o6nemle durulmast
gereken bir diger konu da ortam pH'smnin ¢alisilan
mikroorganizmanin lignoseliilozik yapida bulunan
ksilanin erisebilirligini ve kullanilabilirligini
onemli Olclide etkiledigidir. Bu durum 6zellikle
tretim ortami formilasyonlarinda kompleks
lignoselltilozik substratlar kullandiginda gecerlidir.

Karistirma hizinin ksilanaz iiretimi iizerine
etkisi

Karistirma hizinin enzim tretimi izerine etkisinin
belirlenmesi icin farkli karistirma hizlar kullanilarak
gerceklestirilen calismalarda, en yiksek enzim
aktivitesi degeri calkalama hizt 200 rpm oldugunda
gdzlenmistir (233.40 + 19.22 U/mD. 200 rpm' in
tzerindeki calkalama hizi degerlerinde enzim
aktivitesi degerinde dists gozlenmistir (Sekil
2b). Farkli mikroorganizmalarla gerceklestirilen
pek cok calismada maksimum ksilanaz aktivitesi
karistirma hizinin 200 ila 250 rpm arasinda oldugu
degerlerde elde edilmistir (13, 16,17).
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Sekil 2. a) Baslangi¢ ortam pH'sinin enzim Uretimi Uzerine etkisi (28°C, 150 rpm, 96 h); b) Karistirma hizinin enzim dretimi
Gzerine etkisi (28°C, pH 3.0, 96 h); c) Sicakhigin enzim Uretimi Gzerine etkisi (200 rpm, pH 3.0, 96 h); d) Farkh azot
kaynaklarinin enzim Uretimi Gizerine etkisi (pH 3.0, 28°C, 200 rpm, 96 h, 1: Maya ekstrakti, 2: Misir islatma suyu, 3: Pepton,
4: Tripton, 5: Ure)

Figure 2. a) Effect of initial medium pH on enzyme production (28°C, 150 rom, 96 h); b) Effect of agitation speed on enzyme
production (28°C, pH 3.0, 96 h); c) Effect of temperature on enzyme production (200 rom, pH 3.0, 96 h); d) Effect of different
nitrogen source on enzyme production (pH 3.0, 28°C, 200 rpm, 96 h, 1: Yeast extract, 2: Corn steep liquor, 3: Peptone, 4:

Tryptone, 5: Urea)

Ortam sicakliginin ksilanaz iiretimi iizerine
etkisi

Ortam sicakligt calisilan mikroorganizmanin
biyume ve gelisimi icin 6nemli oldugu kadar
metabolit Uretimi icin de kritik bir parametredir.
Bu dogrultuda, maksimum dlzeyde enzim
uretiminin  gerceklestigi ortam  sicakliginin
belirlenmesi i¢in 24°C, 26°C, 28°C ve 30°C olmak
tuzere dort farkli sicaklik degerinde tretimler
gerceklestirilmistir. Sekil 2¢'de goriuldigi gibi
24°C ve 26°C' de benzer aktivite degerleri elde
edilirken, maksimum aktivite 28°C' de (233.4 0 +
19.22 U/ml elde edilmistir. 30°C'de ise enzim
aktivitesinde (203.42 + 8.48 U/ml) kismi bir diisiis
s6z konusu olmustur. Enzim tretimi sirasinda yliksek
biyoproses sicakliklartyla indiiklenen fizyolojik
degisiklikler tam olarak anlasiimamasina ragmen
yuksek sicaklik degerlerinde mikroorganizmalarin
daha az sayida, buyiime-gelisme ve diger fizyolojik

prosesler icin gerekli olan proteinleri dncelikli
olarak sentezledikleri belirtilmistir (18). Yiksek
sicakliklarda, mikroorganizmalarin fizyolojik
prosesler icin ihtiyac duyduklart proteinlerin
sentezlenmesine Oncelik vermeleri nedeniyle
sicaklik arttikca ksilanaz Uretiminde dusus
meydana gelmesi mimkindr.

Farkli azot kaynaklarinin ksilanaz iiretimi
uzerine etkisi

Genel olarak hizli metabolize edilebilir azot
kaynaklart enzim Gretimini baskilamaktadir. Diger
taraftan ¢cok kompleks azot kaynaklarinin ortam
formiilasyonunda kullanimi da yapilarinda bulunan
safsizliklar nedeniyle enzim Uretiminde azalmaya
ve/veya enzim inhibisyonuna sebep olabilmektedir
(19). Calismada farkli azot kaynaklarinin ksilanaz
uretimi UGzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
maya ekstrakti, misir 1slatma suyu, pepton, tripton
ve ure kullanilmistir. Sekil 2d'de gortldigi gibi



en yuksek dizeyde enzim aktivitesi (233.40 +
19.22 U/mbD azot kaynagi olarak maya ekstrakti
kullanildiginda elde edilmistir. Pepton, tripton ve
ure gibi kismen daha kolay hidrolize olabilen azot
kaynaklart kullanildiginda enzim aktivitesinde
diistis gozlenmistir. Calisma sonuglarina paralel
olarak ksilanaz tretimi tizerine etkisi incelenen
azot kaynaklart arasinda en ylksek ksilanaz
aktivitesinin maya ekstrakti kullanildiginda elde
edildigini gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.
Thermomyces lanuginosus SDYKY-1 (20), mutant
Thermomyces lanuginosus MC 134 (21) ve
Schizophyllum commune (22) suslarnm kullanildigt
calismalar bu duruma 6rnek olarak verilebilir.

Optimum  kosullarda  gerceklestirilen
biyoprosesin profili
Ksilanaz retimine etki eden biyoproses

parametrelerinin belirlenmesinin sonrasinda
optimum kosullarda (baslangic ortam pH'st: 3.0;
karistirma hizt: 200 rpm; sicaklik: 28°C; azot kaynagt:
maya ekstrakt) gerceklestirilen enzim tretiminin
kinetigi belirlenmistir. 24 saat araliklarla alinan
orneklerde ksilanaz aktivitesi ve toplam protein
analizleri yapilmis ve biyokiitle miktari belirlenmistir.
Cizelge 2'de gortldugi tizere, maksimum ksilanaz
aktivitesi (252.78 + 23.08 U/ml) ve spesifik aktivite
(7122.57 U/mg) biyoprosesin dordiinct giintinde
elde edilmistir. Toplam protein miktar1 25.03 #
1.31 pg/ml ila 36.95 + 0.84 pg/ml arasinda degismistir.
Biyoproses stresi boyunca spesifik aktivite
degerlerinin izledigi egilim, ksilanaz aktivitesi
degerinin izledigi egilim ile yaklasik olarak
paralellik gostermektedir. Diger taraftan biyokiitle
miktarinin ilk giinden sonra enzim Uretiminin
maksimum oldugu dordiincti giine kadar azalma
gosterdigi sonrasinda da sabit kaldig: goriilmektedir.
Fungal ksilanaz tretiminin logaritmik biiylime
evresinin sonunda basladigt ve duragan faz evresi
ve sonrasinda maksimuma ulastigt belirtilmistir

Cizelge 2. Optimum kosularda elde edilen biyoproses profili
Table 2. Bioprocess profile at optimum conditions

(23). Benzer durumun bazi bakteriyel ksilanazlar
icin de gecerli oldugu calismalar mevcuttur. Ho
(24) tarafindan Bacillus subtilis ile farkli Gretim
ortami formiilasyonlarinda ksilanaz tretiminin
gerceklestirildigi bir calismada enzim Uuretiminin
duragan fazin sonunda basladig1 gosterilmistir.
Leathers (11) tarafindan A. pullulans Y-2311-1 ile
ksilanaz tretiminin gerceklestirildigi bir calismada
da uretimin ilk 30 saati sonrasinda biyokiitle
dizeyinin azaldigi sonrasinda sabit kaldig:
gosterilmistir. Ayni calismada maksimum ksilanaz
tretimi biyoprosesin 70. saatinde elde edilmistir.
A. pullulans suslar ile pullulan tretimi ile ilgili
olarak mikroorganizmanin azot limitasyonuna
maruz kalmasi durumunda karbon kaynaginin
biyokiitle Gretimi yerine metabolit tiretiminde
kullandigt belirtilmistir (25). Benzer sekilde
A. pullulans suslari ile ksilanaz Gretimi sirasinda
biyoprosesin baslangicinda (ilk 24 saat) azot
kaynagimin hizli bir sekilde biyokiitle olusumunda
kullanilmas: ve azot kaynagmnin azalmasinin
ardindan karbon kaynaginin ksilanaz tretiminde
kullanilmasi olasidir. Bacillus circulans (26) ve
Rhizopus oryzae (27) ile ksilanaz Uretiminin
gerceklestirildigi calismalarda da biyoprosesin
ilerleyen strelerinde ksilanaz tretiminde artis
gozlenirken biyokitle miktarinda azalma tespit
edilmistir. Diger taraftan ortam pH'st da enzim ve
biyokitle Uretimi acisindan kritik bir faktorddr.
Mikrobiyal buytimenin limitasyona ugradig:t pH
degerlerinde ksilanaz tretiminin artis gosterdigi
belirtilmistir (23). Biyoproses profili incelendiginde
pH degerinin ilk 24 h sonunda baslangi¢c pHsinin
(pH 3.0) altina dustigi ve sonrasinda cok az
artiglarla  pH 2.60 degerinde biyoprosesin
tamamlandigi gorilmektedir. Aspergillus fumigatus
ile ksilanaz uretimin gerceklestirildigi bir
calismada pH degerinin biyoprosesin ilerleyen
asamalarinda 3.0'in altina dismesi ile ksilanaz
tretiminde artis gozlendigi ifade edilmistir (28).

Sure (gln) Ksilanaz aktivitesi Protein Spesifik aktivite Biyokutle Ortam pH'si
Time (day) Xylanase activity (pg/mL) Specific activity Biomass Medium pH
(U/mL) (U/mg) (g/L)
1 123.22 £ 11.77 25.03 £ 1.31 4922.89 5.46 + 0.06 2.42 £ 0.01
2 198.08 + 12.36 32.02 £ 0.98 6186.13 4.65+0.30 2.46 + 0.01
3 233.29 £ 14.84 33.21 £2.95 7024.69 3.95+0.07 2.46 £ 0.01
4 252.78 + 23.08 35.50 + 3.09 7122.57 3.55+0.13 2.53 £ 0.01
5 243.79 £ 7.54 35.46 £ 2.01 6875.07 3.53 £ 0.21 2.56 + 0.03
6 178.35+ 14.13 33.01 £1.92 5402.91 3.50+0.25 2.60 + 0.01
7 163.86 + 10.59 36.95 +0.84 4434.64 3.48£0.17 2.60 £ 0.01
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ksilanaz tretimleri acisindan taranan
farkli A. pullulans suslari arasinda en yiksek
enzim Uretimi A. pullulans Y-2311-1 susu ile elde
edilmistir. SOz konusu sus ile ksilanaz tretimini
etkileyen parametrelerin optimum diizeyleri tespit
edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen enzim
aktivitesi degeri 252.78 + 23.08 U/ml olarak
belirlenmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen
enzim uretimi degeri genel olarak yuksektir.
Ancak Uretim ortami formulasyonunda saf
ksilan kullanilmas: tiretim maliyetlerini 6nemli
olctide arttirmaktadir. Bu calisma, s6z konusu
mikroorganizma ile ksilanaz tiretimi icin belirlenen
optimum kosullarda ucuz ve bol bulunan
lignoseltilozik atiklarin taranmast ve dustk
maliyetli farkli ortam formilasyonlarinin
olusturulmast icin bir temel olusturmaktadir.
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Ozet

Bu calismada farkli rekolte (2010, 2011, 2012, 2013) yillarina ait Kalecik/Ankara ve Giiney/Denizli
yoresi Kalecik Karasi (KK) saraplariin duyusal tanimlayicilarinin belirlenmesi amaclanmistir. Duyusal
degerlendirmede Tanmmlayict Duyusal Analiz (DA) yontemi kullanilmis ve sonuglar Temel Bilesen Analiz
(PCA) ile degerlendirilmistir. Ornekler tilkemizde kontrollii kosullarda tiretim yapan ve verim kontrolii
saglayan sarap Ureticilerinden saglanmustir. DA ve PCA sonucunda Kalecik karast saraplarinin en baskin
ortak aroma ile ilgili duyusal tanimlayicilart kirmizi meyve, siyah meyve ve kuru meyve kokulart olmustur.
Ankara yoresi saraplarinda kirmizi meyve, cicek ve baharat kokulart Denizli yoresi saraplarina gore
daha baskin bulunurken, Denizli yoresi saraplarinda kuru meyve ve marmelat kokulart daha 6n plana
cikmustir. Panelistler kirmizt meyve karsiligt olarak visne, cilek, kirmizi erik, ahududu kokusunu, siyah
meyve olarak bektasi izimt, bogirtlen, yaban mersini kokusunu, kuru meyve olarak kuru erik, kuru
tztiim ve kuru incir kokularini tanimlamuslardir. Duyusal analiz verilerine uygulanan PCA sonucunda
geng Kalecik karasi saraplarinin kirmizt meyve, siyah meyve, cicek, renk, genel izlenim, govde ve
kompleks kriterleri ile korele iken, Yillanmis saraplar ise kuru meyve, vanilya, baharat, c¢ikolata,
marmelat gibi kriterler ile korelasyon gostermistir.

Anahtar kelimeler: Kalite, Kalecik Karasi, sarap, duyusal, DA, PCA

DETERMINATION OF SENSORY DESCRIPTORS OF QUALITY
KALECIK KARASI WINES PRODUCED FROM DIFFERENT
GEOGRAPHIC REGIONS IN TURKEY

Abstract

In this study, sensory descriptors of Kalecik Karasi (KK) wines belong to different vintages (2010, 2011,
2012, and 2013) from two different geographic regions of Kalecik/ Ankara and Giiney/ Denizli were
aimed to investigate. Sensory evaluation was carried out by Descriptive Sensory Analysis (DA) method.
Principal Component Analyses (PCA) was used to evaluate the sensory data. Samples have been provided
from the winery that made production under controlled conditions with yield control. In consequence
of DA and PCA, main dominant attributes of KK wines were red fruit, dark fruit and dry fruit odors. In
Ankara wines; red fruit, flowery and spicy notes were more dominant whereas In Denizli wines; dry
fruit and marmalade notes were dominant. Panelist were refers to cherry, strawberry, red plum and
raspberry odors as a red fruit descriptive; gooseberry, blackberry and blueberry odors as a dark fruit
descriptive and plum, raisin and fig odors as a dry fruit descriptive. As a result of Principal Component
Analyses (PCA) in sensory evaluations, young KK wines has shown positive correlation with red fruit,
dark fruit, flowery, color, body, complexity and harmony attributes whereas aged KK wines has shown
positive correlation with dry fruit, vanilla, spices, chocolate and jam attribute.

Keywords: Quality, Kalecik Karasi, wine, sensory, DA, PCA
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GIRIS

Turkiye gerek alan gerekse Uzim Uretimi
bakimindan Diinya’nin 6nde gelen bagci tilkeleri
arasindadir. Bagcilik trlnleri icerisinde sarap,
katma degeri en yiiksek iiriindir. Ulkemizde
turizm sektdrtintin hizla gelismesi ve son yillarda
Diinya sarap piyasasinin kesfedilmemis tatlara
acik olmast yakin gelecekte Turk sarap sektorl
acisindan firsat olarak kabul edilmektedir. AB ile
miuzakere asamasinda olan Turkiye, bagcilik ve
sarapcilik alaninda AB mevzuatini uyumlastirmayi
kabul etmistir. Ancak bunun gereklerini hentiz
yerine getirememistir. Oncelikle Tirk sarap
sektoriinin Dunya ile rekabet edebilmesi icin
kaliteye 6nem vermesi gerekmektedir. Bu noktada
Turkiye'nin bir an 6nce AB de uygulanan cografi
bolge (terroir) esasl kalite sarap siniflandirmasini
yapmast ve "Kokeni Kontrolli Isimlendirme"
sistemine gecmesi gerekmektedir.

Yoresel farkliliklar asmanin gelisimi, tGzimin
olgunlasmasi, bilesimi ve sarabin bilesimi ve
duyusal ozelliklerini etkilemektedir. Bazi yiiksek
kalite saraplar karakteristik 6zelliklerini yetistigi
bolgeden almaktadir. Sarap biliminde ¢zellikle
sarabin kaynaginin belirlenmesi gerektiginde
saraptaki kimyasal bilesenler ve bunlar arasindaki
farkliliklar ¢cok buytk 6onem kazanmaktadir (1).
Sarap organik oldugu kadar inorganik bilesiklerin
de bulundugu ve bunlarin bircok degisken
faktorlerle etkilendigi kompleks bir karisimdir.
Bu faktorler bagda baslar ve son olarak siseye
kadar devam eder.

Saraba referans olan kalite stubjektif bir terimdir
ve belirlenmesi glictiir. Sarap kalitesi kavrami,
zaman icinde degisir ve bir bag bolgesinden
digerine farklilik gosterir. Ancak kaliteyi
etkileyen faktorleri belirlemek icin bircok calisma
gerceklestirilmistir (2, 3). Kaliteyi belirleyen en
onemli faktorlerden biri aromadir. Sarabin
aromatik yapisi komplekstir ve bir cok aroma
bilesiginin varligindan kaynaklanir. Bu da saraba
farkli bir deger katar (4). Saraplarda tiiketici
tercihinde temel rol oynayan duyusal algilamanin
icinde aromanin 6nemli bir yeri vardir. Bu
maddeler genel olarak burun ve geniz yoluyla
algilanir ve lezzet Uzerinde etkili olurlar. Aroma
maddelerinin en 6nemli 6zellikleri cok az miktarda
bile duyusal olarak algilanmalari ve kalite tizerinde
belirleyici rol oynamalaridir. Saraplarda kalite
parametrelerini belirlemek icin duyusal analiz

teknikleri yogun olarak kullanilmaktadir. Duyusal
degerlendirmede lezzet ve aroma profili analizleri
kullanilmaktadir. Boylece sarabin karakteristik
ozellikleri ortaya c¢ikmaktadir. Bir sarabin
karakteristik yapist ve duyusal tanimlayicilarin
ortaya konmast sarabin kalite kategorisinin
veya cografi bolgesinin sertifikasyonunda ve
tanimlanmasinda oldukca yararli olabilir (5).

Turkiye’nin kaliteli kirmizi sarap veren en Oonemli
tzim cesitlerinden biri Kalecik Karasrdir. Kalecik
Karasi Ankara kokenlidir. Fakat son donemde bu
¢esit bu bolgenin disinda Denizli gibi bolgelerde
de vyetistirilmeye baslanmistir. Son yillarda bu
cesitten Uretilen saraplar uluslararasi alanda
Turkiye’yi iyi bir sekilde temsil etmektedirler.

Bu calismada iki farkli cografi yorede (Kalecik/
Ankara-Guney/Denizli) Uretilen Kalecik Karast
saraplarinin Lezzet Profil Analizi ve Aroma Profil
Analizi ile duyusal tanimlayicilarinin ve yorenin
etkisini belirlemek amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Bu calismada Kalecik/Ankara ve Giliney/Denizli
yorelerine ait cografi bolgelerden elde edilen
Kalecik Karast saraplart kullanilmistir (Cizelge 1.
Ornekler tilkemizin 6nde gelen sarap iireticilerinden
saglanmistir. Ornekleme 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir.

Arastirmada kullanilacak kirmizi sarap 6rneklerinin
seciminde;

-Saraplarin Gretim teknigine (serbest siradan elde
edilen, yillandirma potansiyeline sahip)

-Cografi kaynagina,

-%100 tek cesit olmasina ve

-Uziim yetistirme teknigine (birim alana verim)
dikkat edilmistir.

Saraplarda Yapilan Analizler

Saraplarda yogunluk, alkol, toplam asit, pH, ucar
asit, toplam fenolik bilesikler, antosiyanin,
serbest ve toplam kiikiirt dioksit ve kuru madde
analizleri Uluslararast Bagcilik ve Sarapeilik
Ofisinin (OIV) sarap analiz metotlarina gore
yapilmistir (6).

Saraplarda L*, a* b* renk degerleri Hunter Lab
renk Olcim cihazi ile olctlmustir. L*, a* b*
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Cizelge 1. Kalecik Karasi sarap 6rnekleri ve kodlari
Table 1. Samples and Codes of Kalecik Karasi Wines

Kod Yil Firma Kodu* Yore
Code Year Firm Code Province
KDL-A11 2011 A1 Kalecik/Ankara
KDL-A12 2012 A2 Kalecik/Ankara
KK-A11 2011 B1 Kalecik/Ankara
KK-A12 2012 B2 Kalecik/Ankara
KMT-D10 2010 C1 Giiney/Denizli
KMT-D11 2011 c2 Guney/Denizli
KMT-D12 2012 C3 Giiney/Denizli
KD-D12 2012 D1 Glney/Denizli
KD-D13 2013 D2 Giiney/Denizli
KP-D11 2011 E1 Guney/Denizli
KP-D12 2012 E2 Giney/Denizli

*ayni sttunda yer alan her harf farkli bir firmay temsil etmektedir.

* different letters in the same column indicate different firms.

degerleri 3 boyutlu koordinat sistemi ile verilmekte
ve bu koordinat sisteminde L* degeri dikey
eksende parlakliktan koyuluga gidisi belirtirken
+a* kirmiziliga, -a* yesillige, +b* sariliga, -b* ise
mavilige gidisi gdstermektedir. Ayrica bu Ol¢limlere
ilave olarak rengi tanimlamak icin Croma degeri
(C, renk yogunlugu, Va**+b*?) ve Hue acist (renk
tonu, arctan b*/a*) degerleri hesaplanmistir (7).

Tanimlayici Duyusal Analizler (DA)

Saraplarin duyusal profillerini belirleyebilmek
icin aroma ve lezzet profil analizleri uygulanmistir
(8, 9). Analizler Kavaklidere Saraplari /Mey
Alkolli ickiler duyusal analiz ekibi ve Cukurova
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii duyusal
analiz ekibi ile yaslari 23-55 arasinda degisen 12
kisilik bir panelist grubu tarafindan gerceklestirilmistir.
Aroma Profil Analizi icin; Panelistlere 2 saat stiren
7 farkli oturum uygulanmus, ilk oturumda,
panelistlerin aroma terimlerini tanimasi saglanmustir.

Bu oturumlar kapsaminda panelistlere her bir
duyusal terime 6rnek verilebilecek standartlar
sunularak bu aroma bilesiklerini tanimalari sag-
lanmustir. ikinci oturumda ise panelistlerin kirmizt
saraplar icin genel olarak kullanilan (tatlilik, eksilik,
acilik, burukluk, kalicilik, genel izlenim) lezzet
terimlerine karst duyarliliklart belirlenmistir.
Uctincli calisma oturumunda, panelistlere, farkls
konsantrasyonlarda aroma standartlari sunulmus
ve panelistler tarafindan tartisilarak en yiiksek ve en
dustk referans degerler belirlenmistir. Dordiincti
oturumda ise panelistlere, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis  lezzet terimlerini  temsil eden
standart ¢ozeltiler sunulmus ve panelistlerden
konsantrasyonlarina gore siralamalart istenmistir
ve boylece en yiiksek ve en distk konsantrasyon
referanslart belirlenmistir. Besinci oturumda ise
panelistler Kalecik Karast kirmizt saraplart icin
kullanilacak tanumlayici terimleri ve standartlar
(Cizelge 2) belirlemislerdir.

Cizelge 2. Tanimlayici duyusal analiz i¢in segilen koku tanimlayicilari ve ilgili referans standartlarin kompozisyonu
Table 2. Odor Descriptors and related references standards in Descriptive Sensory Analysis

Referans Standartlara
Reference Standards

Tanimlayicilar
Descriptors

Kirmizi Meyve

2 gr visne, kirmizi erik, ¢ilek, ahududu pargalari karsimi

Siyah Meyve 2 gr siyah erik, frenk Uzimu, dut, yabanmersini parcalari karigimi
Kuru Meyve 2 gr kuru incir, kuru Uzim, kuru erik pargalari karigimi

Marmelat 1 gr erik ve visne marmelati karisimi

Ciceksi 1 tane menekse ciceginin yapraklari

Baharat 0.5 gr targin, hindistan cevizi, karanfil karigimi
Sekerleme/Lolipop 0.5 gr kirmizi, yesil, sari renkli jelibon pargalari karigimi
Cikolata/Mocha 1 gr siyah cikolata parcalari ve 0,5 gr hazir mocha kahve tozu

Vanilya/Agagsi

1 damla vanilya esansi ve 2 adet kiciik figi pargasi

*Miktarlar spesifik olarak 30 mL nétr genc kirmizi saraba ilave edilmistir.

@ Addition of 30 mL neutral young red wine
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Bu oturum sonunda son oturumlarda kullanilacak
terimler kesinlestirilmistir. Son olarak altinct ve
yedinci oturumlarda, panelistler her bir tanimlayict
icin saraplart 15 puanlik skala kullanarak
degerlendirmistir (10). Her iki oturumda, saraplar
(20 ml ve 20 °C) kodlanmis lale seklindeki sarap
bardaklarinda rastgele bir diizende servis edilmistir.

istatistiksel Analizler

Calismada duyusal analiz sonuglarina yorenin
etkisini gorebilmek icin varyans analizi
uygulanmistir. Ayrica, duyusal verilere Temel Bilesen
Analizi uygulanarak saraplarin karakteristigini
gosteren duyusal tanimlayicilar belirlenmistir (8).

BULGULAR VE TARTISMA
Kalecik Saraplarinin Kimyasal Bilesimi

Ankara ve Denizli yoreleri Kalecik Karast saraplari-
nin kimyasal bilesimleri, minimum, maksi-
mum, ortalama degerleri ve bilesim tzerine
yorenin etkisi Cizelge 3’ de verilmistir.

Ankara yoresi Kalecik Karasi saraplarinin alkol
oranlart hacmen %13.1 ile %14.1 arasinda degismis
ve ortalama %13.5 bulunmustur. Denizli yoresi

saraplarinin alkol oranlari hacmen %12.7 ile 14.0
arasinda degismis ve ortalama %13.5 bulunmustur.
Her iki yore karsilastirildiginda ortalama alkol
miktarlar1 aynt bulunmustur. Alkol miktarlar
arasindaki fark tztimlerdeki seker miktari ile
ilgilidir. Bu degerler Gizerinden Denizli yoresi
tztimlerinin seker miktari bakimindan Ankara
yoresi tizimlerinden farkli olmadigi soylenebilir.
Saraplarda alkol miktarinin hacim olarak % 8-17
arasinda degistigi, kirmizt saraplarda bu oranin
genellikle % 11-14 arasinda oldugu ve sarabin
dayanikhiligi acisindan etil alkol oraninin hacmen
%10’un altina diismemesi gerektigi bildirilmistir
an.

Ankara yoresi saraplariin toplam asit miktarlar
tartarik asit cinsinden 4.9-5.2 g/L arasinda degismis
ve ortalama 5.1 g/L bulunmustur. Denizli
yoresinde ise toplam asit 4.0-5.4 g/L degerleri
arasinda degismis ve ortalama 4.7 g/L bulunmustur.
iki yore saraplari karsilastirldiginda Ankara yoresi
saraplarinin toplam asit miktarlart daha ytksek
bulunmus ancak farkin istatistiksel acidan 6nemli
olmadigi belirlenmistir. Sek saraplarda toplam
asit miktari tartarik asit cinsinden 4.5 g/L ile 9 g/L
arasinda degisir (12). Asitlik sarabin tat ve
dayaniklihig: Gizerine etkilidir. Ayrica saraba tazelik

Gizelge 3. Kalecik/Ankara ve Giney/Denizli ydresi Kalecik Karasi saraplarinin genel bilegimi
Table 3. Composition of Kalecik Karasi Wines produced from Kalecik/Ankara and Giiney/Denizli province

Kalecik/Ankara Giiney/Denizli Genel General
Ort SD Min Maks  Ort SD Min Maks 'F Ort SD Min  Maks
Mean Mean Mean

Yogunluk(g/L) Density 0.9903 0.001 0.9894 0.9909 0.9908 0.001 0.9891 0.9921 6 009906 0.001 0.9891 0.9921
Alkol(") Alcohol 13.5 0.4 13.1 141 135 0.4 127 140 o 13.5 04 127 144
Toplam asit (g/L)* Total Acidity 5.1 0.2 49 5.2 4.7 0.5 4.0 54 6 48 05 4.0 54
pH pH 3.8 0.1 3.6 39 3.8 0.3 33 4.4 6 3.8 0.3 33 44
Ugar asit (g/l)° Volatile Acidity 0.5 0.2 0.3 0.7 0.3 0.1 0.3 05 6 04 0.1 0.3 0.7
T. fenolik b. (mg/L)° T. Fenolic C. 1032.7 1194 8645 1137.3 1289.2 3553 7100 17555 0 1196.0 311.1 7100 17555
Antosiyanin (mg/L) 1098 278 761 1352 911 625 254 2039 o 979 516 254 2039
Tanen (g/L) 1.9 0.4 1.5 2.2 1.8 0.4 1.1 2.4 0 1.8 0.4 1.1 24
L* 13.1 6.1 7.2 20.6 7.0 26 4.1 11.2 b 9.2 5.0 441 20.6
a 3119 423 2541 3555 2443 212 21.03 2712 o 26.89 444 21.03 3555
b* 1213 2141 903 1369 1017 435 623 1820 o 1088 370 623 1820
Hue agisi (°) Hue 2117 127 1956 2264 2191 678 1650 33.87 o 21.64 531 1650 33.87
Kroma (C*) Croma 3348 467 2697 3809 2663 356 21.93 32.66 * 2912 511 2193 38.09
Serbest SO, (mg/L) Free SO, 14.1 36 9.6 179 113 4.9 58 18.0 o 12.3 45 58 18.0
Toplam SO, (mg/L) Total SO, 484 271 224 864 439 181 192 768 6 455 205 192 864
Kurumadde (g/L) Dry Matter 16.9 2.9 14.9 21.2 174 2.4 15.9 22.6 0 17.2 2.4 14.9 22.6

*Tartarik asit cinsinden, "Asetik asit cinsinden, ‘Gallik asit cinsinden; Ortalama, Kalecik/Ankara ve Glney/Denizli ydrelerinden rneklenen Kalecik Karasi
saraplarinin ortalama degerlerini; Genel, Turkiye'de Uretilen Kaleck Karasi saraplarinin ortalama degerlerini; Min., degerler arasindaki minimum degeri;
Maks., degerler arasindaki maksimum degeri gostermektedir.; SD, Standart sapma; 'F: varyans analizine gdre bdlgenin etkisi; 8: dnemli degil, *P<0.1

**°<0.05 ****<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

“In terms of tartaric acid, *In terms of acetic acid,  In terms of gallic acid; Min., value of Minumun; Maks., value of maximum, SD, standart deviation; F'; sig-
nificance at which means differ as shown by analysis of variance; 0.: not important, Important at the *P <0.1 ** P <0.05 ** P <0.01 level.
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kazandirir ve renk tonu tizerinde etkili olur (13).
Her iki yoreye ait saraplarin ortalama pH degerleri
ayni olup 3.8 olarak bulunmustur. Saraplarda pH
degeri 2.7 ile 3.8 arasinda degisir (13).

Ankara yoresi Kalecik Karast saraplarinin toplam
fenolik bilesik miktarlart 864.5-1137.3 mg/L arasinda
degismis ve ortalama 1032.7 mg/L bulunmustur.
Denizli yoresi Kalecik Karast saraplarinin toplam
fenolik bilesikleri miktart 710.0-1755.5 mg/L
degerleri arasinda degismis ve saraplarin ortalama
toplam fenolik bilesik miktar1 1289.2 mg/L
bulunmustur. Her iki yore karsilastinldiginda
Denizli yoresi Kalecik Karast saraplarinin toplam
fenolik bilesik miktarlari Ankara’ya gore daha
yiiksektir. Ancak iki bolge arasindaki fark istatistiksel
acidan o6nemli bulunmamuistir. Toplam fenolik
bilesik miktarlarindaki bu farkliliklar farkli iklim
kosullarindan, sarap tretimi sirasinda uygulanan
teknolojik islemlerden ve yillandirmadan
kaynaklanmis olabilir. Fenolik bilesikler 6zellikle
kirmiz1 saraplarin rengi ve lezzeti tizerinde etkili
olan 6nemli bilesiklerdir (13).

Ankara vyoresi Kalecik Karasi saraplarinin
antosiyanin miktarlart 76.1-135.2 mg/L arasinda
degismis ve ortalama 109.8 mg/L bulunmustur.
Denizli yoresi Kalecik Karasi saraplarinin
antosiyanin miktarlart 25.4-203.9 mg/L arasinda
degismis ve ortalama antosiyanin miktart 91.1
mg/L bulunmustur. Her iki yOrenin saraplart
karsilastirildiginda Ankara yoresi saraplarinin
antosiyanin miktarlar1 daha yiksek bulunmus,
ancak fark istatistiksel acidan 6énemli bulunmamustir.
Benzer sonuclar Kelebek ve ark. (2011) tarafindan
da belirlenmistir (14). Antosiyaninler siyah
uzimlerdeki kirmizt renk pigmentleridir ve
genellikle kabukta bulunurlar. Uziim kabugundaki
antosiyaninler sarap Uretimi sirasinda uygulanan
maserasyon islemi ile kabuktan siraya gecer ve
kirmizi saraba rengini verirler (13). Geng saraplarda
antosiyanin miktart basta ¢esit olmak tizere degisik
faktorlere bagli olarak 100 ile 1500 mg/L arasinda
degisir. Sarap yillandik¢a antosiyanin miktart da
azalir. Antosiyaninler diger bilesiklerle (tanen,
tartarik asit, sekerler gibi) kondensasyona
egilimlidirler. Sarapta antosiyanin-tanen
kopigmantasyonu daha stabil bir rengin olusmasin
saglar (13, 15).

Ankara ve Denizli yoresi Kalecik Karasi saraplarinin
renk Ozelliklerini belirlemek icin L*, a* ve b*
degerleri olctilmis ve bu degerlerden Kroma (C)

ve Hue acist degerleri hesaplanmustir (Cizelge 3).
Ankara yoresi Kalecik Karasi saraplarinin renk
ozellikleri incelendiginde saraplarin L* degerleri
7.2- 20.6 arasinda degismis ve ortalama L* degeri
13.1 bulunmustur. Denizli yoresi Kalecik Karasi
saraplarinin L* degerleri 4.1 ile 11.2 arasinda
degismis ve ortalama 7.0 bulunmustur. L* degerinin
disiik olmasi rengin koyulugunu gosterir (16).
Orneklerde a* degerlerinin + yonde olmasi ve
artmasi  Orneklerin  kirmiziliginin ve - yodnde
olmast ve artmast ise yesil rengin artmast anlamina
gelmektedir (16). Orneklerde b* degerlerinin +
yonde artmasi Orneklerin sariliginin, - yonde
artmast ise maviliginin artmast anlamina gelmektedir
(16). Bu renk degisikliklerini belirlemede L*, a*,
b* degerlerinin tek baslarina degerlendirilmelerinin
yeterli olmadig: bildirilmistir. Bazi arastiricilar,
hue acisi degeri ile duyusal analizde Ornegin
goriintisiine verilen puan arasinda oldukca
onemli bir korelasyon oldugunu ayrica, Kroma (C)
degerinin renk miktarini iyi bir sekilde yansittigin
ileri sirmuslerdir (17). Bu nedenle Kalecik Karasi
saraplarinin Hue acist ve Kroma degerleri tizerinde
durulmustur. Hue degeri rengin tonunu, Hue
degerinin 0° olmasi kirmizi, 90° olmast sart, 180°
olmast yesil ve 270° olmast mavi rengi ifade
etmektedir (18). Hue acis1 (renk tonu) degerleri
Ankara yoresi Kalecik Karast saraplarinda ortalama
21.17, Denizli yoresi saraplarinda ortalama 21.91
bulunmustur. Hue agist distiikce kirmizi ton artar.
Buradan Ankara yoresi saraplarinin renk tonu
daha dustik oldugu icin Ankara saraplarinda kirmizi
rengin Denizli'ye gore daha baskin oldugunu
soyleyebiliriz. Kroma degeri rengin doygunlugunu
ifade eder. Mat renklerde Kroma degeri diiserken,
parlak renklerde artmaktadir (19). Kroma (renk
yogunlugu) degerleri Ankara yoresi Kalecik
Karast saraplarinda ortalama 33.48, Denizli yoresi
saraplarinda ortalama 26.63 bulunmustur. Ankara
Kalecik Karas: saraplarmnin kroma degerleri daha
ylksek yani daha parlaktir.

Kalecik Karasi1 Saraplarinin Duyusal Ozellikleri

Kalecik Karast saraplarinin duyusal ozellikleri
Tanimlayict Duyusal Analizler ile degerlendirilmistir.
Saraplarda duyusal analizler 12 kisilik bir panelist
grubu tarafindan gerceklestirilmistir (8, 9).
Panelistler aroma ve lezzet profili analizlerinde
saraplar1 27 farkli kritere gore 15 puan tizerinden
degerlendirmislerdir. Kalecik Karasi saraplarinin
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duyusal ozellikleri Gizerine yorenin etkisi Sekil
1(A-B)’ de verilmistir. Renk kriteri bakimindan
Denizli yoresi saraplarinin puanlart 5.1-14.2
arasinda degismis, ortalama 10.9 bulunmustur.
Ankara yoresi saraplarinin renk puanlart 5.8-12.5
arasinda degismis, ortalama 10.2 bulunmustur.
Yorelerin renk puanlart arasindaki fark istatistiksel
acidan 6nemli bulunmustur.

Kirmiz1 meyve kriteri bakimidan Denizli yoresi
saraplart ortalama 9.6 puan alirken, Ankara yoresi
saraplart ortalama 10.3 puan almislardir. Kirmizi
meyve kriteri bakimindan Ankara yoresi daha
yuksek puanlar almis ve farklilik istatistiksel acidan
onemli bulunmustur. Saraplarda kirmizi meyve
kokulart genellikle yag asitlerinin etil esterleri ve
yuksek alkollerin asetatlarindan ileri gelir. Denizli
ve Ankara yoresi Kalecik Karast saraplarinda bu
bilesiklerin miktarlari incelendiginde iki yore
arasindaki farkin istatistiksel acidan Onemli
olmadigi gorilmektedir. Saraplarda bazi aroma
bilesiklerinin yila bagli olarak taze meyve
kokusunun baskiayip, kuru meyve kokusunu
artirdigt  belirtilmistir (20, 21). Malolaktik
fermantasyon yan urtinlerinden asetoin gibi bazi
bilesiklerin taze ve kirmizi meyve kokularinm
baskiladiklari, bunun yaninda marmelat kokusunu
artirdiklart saptanmustir (22). Denizli yoresi Kalecik
Karasi saraplarinda kirmizt meyve kriterinin daha
distk puanlar almasi kuvvetli ihtimalle bu
nedenden kaynaklanmis olabilir.

Siyah meyve kriteri bakimindan Denizli yoresi
saraplari ortalama 8.3 (burunda) ve 7.9 (agizda)
puan alirken, Ankara yoresi saraplart da ayni
puanlari almistir. Siyah meyve kriteri bakimindan
Ankara vyoresi ile Denizli yoOresi arasinda
istatistiksel acidan bir farklilik tespit edilmemistir.
Burunda Kuru meyve kriteri bakimindan Denizli
yoresi saraplart ortalama 8.7 puan alirken, Ankara
yoresi saraplart ortalama 7.6 puan almiglardir.
Burunda ve agizda kuru meyve kriteri bakimindan
Denizli yoresi saraplari daha yiiksek puanlar almis
ve farklilik (burunda ve agizda kuru meyve)
istatistiksel acidan 6nemli bulunmustur. Saraplarda
kuru meyve kokulart genellikle taze saraplarda
diustkken yillanmaya bagli olarak artis
gostermektedir (21).

Diger kriterlere bakildiginda Denizli yoresi
saraplart marmelat, vanilya ve sekerimsi kriteri
acisindan, Ankara yoresi saraplart da baharat kriteri
bakimindan daha yiiksek puanlar almiglardir.

Kalecik Karasi saraplarinin duyusal ozelliklerinin
temel bilesen analizi sonuclari iki farkl
diyagramda (Sekil 2A-B)’da verilmistir. Sekil 2’e
gore yoreye bagli kismi gruplanma gerceklesmistir.
Temel bilesen analizine gore, PC1 bileseni
%45.2, PC2 bileseni %14.2 ve PC3 bileseni %11.3
oraninda varyanst aciklamaktadir ve temel bilesen
analizi toplamda 3 bilesen ile %70.7 oraninda
varyanst aciklamaktadir. Gen¢ Kalecik Karast
saraplarinin kirmizt meyve, siyah meyve, cicek,
renk, genel izlenim, gbvde ve kompleks kriterleri
ile korele iken, Yillanmis saraplar ise kuru
meyve, vanilya, baharat, cikolata, marmelat gibi
kriterler ile korelasyon gostermektedir.
Tanimlayict duyusal analizler ve temel bilesen
analizi sonucunda Kalecik Karasi saraplariin en
baskin aroma tanimlayicilarinin kirmizi meyve,
siyah meyve ve kuru meyve kokulari olduklari
belirlenmistir. Ankara yoresi saraplarinda kirmizi
meyve, cicek ve baharat kokularinin Denizli
yoresi saraplarmna gore daha baskin, Denizli
yoresi saraplarinda ise kuru meyve ve marmelat
kokularinin daha baskin olduklart saptanmuistir.
Panelistler kirmizt meyve tanimlayicisina karsilik
olarak visne, cilek, kirmizi erik, ahududu
meyvelerinin kokularini, siyah meyve tanimlayicisina
karsilik olarak ise bektasi tizimti, bogirtlen, yaban
mersini kokularint ve kuru meyve tanimlayici
olarak da kuru erik, kuru tzim ve kuru incir
kokularini tanimlamislardir.

SONUC

Bu calismada iki farkli cografi yorede uretilen
farkli bagbozumu yillarina ait Kalecik ve Gliney
kokenli kaliteli Kalecik Karast saraplarinin kimya-
sal bilesimleri ve duyusal tanimlayicilart belirlen-
mis ve yorenin etkisi saptanmaya calisilmistir.
Kimyasal bilesim olarak; ortalama degerler
tizerinden Ankara yoresi Kalecik Karast saraplarinin
Denizli yoresi saraplarma gore toplam fenolik
bilesik (A: 1032.7mg/L, D: 1289.2 mg/L) miktarlarinin
daha dusiik, toplam asit miktarlarinin (A:5.1;
D:4.7) ve antosiyanin (A: 109.8mg/L; D:91.1 mg/L)
miktarlarinin daha ylksek, renk 6zelliklerinin
daha iyi olduklari, pH, ucar asit, alkol ve
kurumadde miktarlarinin ise cok benzer olduklari
belirlenmistir.

Tanimlayict duyusal analizler sonucunda en yiiksek
puanlart alan aromatik tanimlayicilar sirasiyla
kirmizi meyve, siyah meyve, kuru meyve, baharat
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A-Cicek

A-Baharatimsi™

A-Cikolata/Mocha
A-Vanilya/Agags
A-Sekerleme/Lolipop —

A-Marmelat®**

A-Kuru Meyye***

A-Siyah Meyve

—— Kalecik/Ankara

140+
v .
100 #
8o —

1z1 Meyve™
B-Siyah Meyve

* %k

B-Kuru Meyve

B-Marmelat***
" B-Sekerleme/Lolipop
7 B-Vanilya/Agacsi

B-Cikolata/Mocha*

B-Baharatimsi

B-cicek

A-Kirmzi Meyve™*

<M+ Guney/Denizli

Genel Izlenim

Kahcilik**

Kompleks*=* - )

Tathhk

Asitlik

h Acilik
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== Kalecik/Ankara

‘Burukluk
<ol - Glney/Denizli

Sekil 1 (A-B). Kalecik Karasi saraplarinin duyusal 6zellikleri (izerine y6renin etkisini gdsteren érimcek agi diyagramlari

*P<0.1 ve **P<0.05 ***P<0.01 dlizeyinde dénemlidir.

Figure 1(A-B). Sensory Evaluation of Kalecik Karasi Wines,

Important at the *P <0.1 ** P <0.05 *** P <0.01 level.
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Figure 2 (A-B). PCA of Taste and Aroma Profile of Kalecik Karasi Wines
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ve marmelat olmustur. Ankara yoresi Kalecik
Karast saraplari renk, kirmizi meyve bakimindan;
Denizli yoresi saraplari kuru meyve, marmelat
bakimindan daha yiiksek puan almislardir. Bazi
panelistler, digerlerine gore gen¢ Kalecik Karast
saraplarinda cicek kokusunun belirgin oldugunu
ifade etmislerdir. Duyusal analiz verilerine
uygulanan Temel Bilesen Analizi sonucunda
geng Kalecik Karasi saraplarinin kirmizi meyve,
siyah meyve, cicek, renk, genel izlenim, govde
ve kompleks kriterleri ile korele iken, Yillanmis
saraplar ise kuru meyve, vanilya, baharat,
cikolata, marmelat gibi kriterler ile korelasyon
gostermektedir.

Elde edilen bulgular Avrupa Birligi Ulkelerinde
kalite saraplar icin uygulanan ve tlkemizde de
uygulanmasi gereken Kokeni Kontrollii Isimlendirme
sistemine geciste kalite Kalecik Karasi sarabi icin
kaynak olusturabilir. Kalecik Karasi saraplari tizerinde
benzer arastirmalar stirdiirilmeli ve uzun yillar
verileri dikkate alnarak bulgular pekistirilmelidir.

Tesekkiir: Bu calisma Cukurova Universitesi
BAP Koordinasyon Birimi (ZF2014BAP2 nolu
proje) tarafindan desteklenmistir. Ayrica, calismayt
destekleyen Diren, Doluca, Kavaklidere Mey
Alkollu I¢kiler ve Pamukkale Saraplari A.S.’ye
tesekkiir ederiz.
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Ozet

Bu calismada piyasada bulunan farkli firmalar tarafindan tretilmis Ege Bolgesi orijinli Bornova Misketi
saraplarinin, genel bilesimleri ve duyusal tanimlayicilart belirlenmistir. Saraplarin duyusal analizlerinde
Tanmmlayici Duyusal Analiz yontemleri kullanilmustir. Elde edilen duyusal analiz verilerine Temel Bilesen
Analizi (PCA) uygulanmistir. Bornova Misketi Saraplarinin alkol oranlari hacmen %11.0 ile %14.4
arasinda, toplam asit miktarlart 6.1 g/L ile 7.8 g/L arasinda degismistir. Tiim saraplar ucar asit ve ktkdirt
dioksit miktarlari bakimindan Tirk Gida Kodeksine uygun bulunmustur. Bornova Misketi saraplarina
uygulanan Lezzet-Aroma Profil Analizi sonuglarina gore renk bakimindan saraplar benzer bulunmus,
renk skalasinda acik sari-saman sarisi olarak degerlendirilmistir. Temel Bilesen Analizi sonuclarina gore
Bornova Misketi saraplart duyusal acidan, bir 6rnek hari¢ birbirine yakin bir sekilde gruplanmustir.
Saraplar lavanta-ithlamur, tropik meyve, narenciye, cicek ve agac meyveleri kokulart ile pozitif korelasyon
gosterirken eksilik ve acilik kriterleri ile ters korelasyon gostermistir.

Anahtar kelimeler: Bornova Misketi, sarap, tanimlayict duyusal analiz, PCA

SENSORY PROPERTIES OF BORNOVA MUSCAT WINES

Abstract

In this study, Sensory descriptor and general composition of Bornova Muscat wine that produced in
Aegean Region of Turkey are obtained from marketplace were investigated. Sensory evaluation was
carried out by Descriptive Sensory Analysis (DA) method. Principal Component Analyses (PCA) was
used to evaluate the sensory data. Alcohol and total acid contents of Bornova Muscat wines varied
between %11.0-%14 v/v and 6.1-7.8 g/L, respectively. Volatile acid and sulphur dioxide levels of all
wines were in compliance with Turkish Food Codex. According to the Flavor and Aroma Profile Analysis,
Bornova Muscat wines were found to be similar in terms of color attribute and were described as
yellow-green silver glow to pale gold. The results of Principal Component Analysis showed that all
wines except one sample were similar with respect to sensory evaluation. The wines were positively
correlated to lavender-linden, tropical fruits, citrus, floral and tree fruits and negatively correlated to
bitterness and sourness.

Keywords: Muscat of Bornova, wine, descriptive sensory analysis, PCA.

* Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
) tcabar@cu.edu.tr, © (+90) 322 338 6173/2172, (+90) 322 338 6614
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GIRiS

Misket Gizimleri tiztim cesitleri icerisinde 6zel ve
yogun aromalart ile Avrupa ve diger sarap lreten
ulkelerin sarap kiltirtinde 6nemli yer tutmaktadir.
Misket tiziim cesitleri farkli tilkelerde genis yayilma
alant bulmus, aromatik saraplar veren bir ailedir
(orn. Iskenderiye misketi, Hamburg misketi,
Ottonel misketi). Basta Fransa olmak tuzere
diinyanin sarap Ureten ulkelerinde farkli misket
tuztmlerinden cogunlukla dogal tatli ve aromatik
beyaz saraplar Gretilmektedir (1, 2). Bu saraplar,
elde edildikleri tztumlerin karakterini (cesit
aromast) ve bolgenin etkisini ciddi bi¢imde
yansitirlar. Bu baglamda tlkemizin 6nemli bir
aromatik UGzim cesidi olan Bornova Misketi
dikkat cekmektedir. Bu Uzim c¢esidi tilkemizin
tek yerli saraplik misket cesididir ve yalnizca Ege
bolgesinde yetismektedir. Bazi kaynaklarca
ulkemizin en iyi aromatik beyaz saraplik tzimu
olarak nitelendirilmektedir (3-5). Saraplar1 dengeli
tipik ciceksi ve meyvemsi misket kokusundadir.

Turkiye’de Bornova kokenli oldugu kabul edilen
Bornova misketi, bir Vitis vinifera L. cesidi olup,
Ege bolgesinde izmir ve Manisa civarinda yetistirilir
(6). Taneleri kiicik ve yuvarlaktr, disik asitli
olan Bornova misketi, Agustos ayinda olgunlasir,
oldukca hos bir aroma ve kokuya sahiptir (6,7).
Ulkemize ait bu 6zel cesit hakkinda yapilmis
calismalar sinirli olup, Turkiye’de misket tizerine
ilk calismalar Akman ve Gokce (8) ve Akman (9)
tarafindan yapilmistir. Akman ve Gokce (8) "Tatli
misket saraplar1 (Mistel) Gizerine bir arastirma"
adli calismalarinda, misket tiziimiinden elde edilen
mistelleri incelemis ve bunlarin kalite yoniinden
cok iyi sarap verdigini organoleptik testler ve
fizikokimyasal analizlerle ortaya koymuslardir.
Aktan (10) "Ege Bolgesi sarapciligi ve saraplart
tzerine arastirmalar" konulu calismasinda bolgede
uretilen saraplardan misket saraplar ile mistellerini

Cizelge 1. Bornova Misket Saraplari ve Kodlari

Table 1. Wine Samples and Codes of Bornova Muscat Wines

incelemis ve bu saraplarin kimyasal analizlerini
yapmustir. Aktan (11) "Misket sirasi, sarabi ve
mistellerin aroma maddeleri tizerine konvansiyonel
ve gaz kromatografisi metodu ile yapilan
arastirmalar” adli calismasinda bolgede tretilen
misket Gziimi ve bu tiziimden elde edilen sarap
ve mistellerin aroma bilesikleri donemin imkanlari
dahilinde incelenmistir. Ardindan Cabaroglu ve
ark. (12) "Bornova Misketi Sarabinin Aroma
Maddeleri Uzerine Bir Arastirma" adli calismalarini
yayinlamislar, bunu takiben Selli ve ark., (4, 5,
13) bu tGzim sirast ve sarabinin izerine kabuk
maserasyonunun etkisini incelemislerdir.

Bu calismada Ege Bolgesi'nde Bornova Misketi
tzimlerinden farkl firmalarca tretilen ve piyasada
satilan Bornova Misketi saraplari kullanilmistir.
Ulkemizde {retilen ticari Bornova misketi
saraplarinin duyusal 6zellikleri izerine kapsamli
bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismanin
amaci tlkemizde cesitli firmalar tarafindan tretilen
Bornova Misketi saraplarinin genel bilesimini ve
duyusal tanimlayicilarini Temel Bilesen Analizi
(PCA) ile belirlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada Turkiye’de Ege bolgesi olarak belirtilen
cografi bolgeden 2013 yilinda tretilmis Bornova
Misketi saraplart kullanilmistir. Piyasadan bes
firmaya ait 6 farkli marka Bornova Misketi sarap
ornekleri 3 tekerrtirlti olarak alinmustir. Calismada
kullandan saraplar kodlanarak Cizelge 1'de
verilmistir.

Saraplarda Yapilan Genel Analizler
Saraplarda alkol, toplam asitlik, pH, ucar asit,
indirgen seker, serbest ve toplam SO, analizleri
(14, 15) yapilmustir.

Kod Yil Firma Kodu* Yore
Code Year Firms Code Province
M1 2013 A Ege Bolgesi
M2 2013 B Ege Bolgesi
M3 2013 C Ege Bdlgesi
M4 2013 D Ege Bolgesi
M5 2013 E1 Ege Bolgesi
M6 2013 E2 Ege Bolgesi

*ayni sttunda yer alan her harf farkl bir firmay temsil etmektedir.

* different letters in the same column indicate different firms.
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Tanimlayici Duyusal Analizler (DA)

Saraplarin duyusal profillerini belirleyebilmek
icin aroma ve lezzet profil analizleri uygulanmustir
(16,17). Analizler yaslar1 23-55 arasinda degisen
12 kisilik egitimli ve deneyimli panelistler tarafindan
gerceklestirilmistir. Aroma Profil Analizi icin;
Panelistlere 2 saat stiren 8 farkli oturum uygulanmis,
ilk oturumda, panelistlerin aroma terimlerini
tanimast saglanmistir. Bu oturumlar kapsaminda
panelistlere her bir duyusal terime Ornek
verilebilecek standartlar sunularak bu aroma
bilesiklerini tanimalari saglanmistir. Ikinci
oturumda ise panelistlerin beyaz saraplar icin
genel olarak kullanilan (tatlilik, eksilik, acilik,
dolgunluk, kalicilik) lezzet terimlerine karsi
duyarliliklar1 belirlenmistir. Uclinci calisma
oturumunda, panelistlere, farkli konsantrasyonlarda

aroma standartlart sunulmus ve panelistler
tarafindan tartisilarak en yliksek ve en disik
referans degerler belirlenmistir. Dordiinct
oturumda ise panelistlere, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis lezzet terimlerini temsil eden
standart ¢ozeltiler sunulmus ve panelistlerden
konsantrasyonlarina gore siralamalari istenmistir
ve boylece en yiiksek ve en distk konsantrasyon
referanslart belirlenmistir. Besinci oturumda
panelistlere beyaz saraplarin gorsel
degerlendirilmesinde kullanilan referans renk
skalast (Sekil 1) tanitilmis ve bu skala ile
on denemeler gerceklestirilmistir.

Altinct oturumda ise panelistler Bornova Misketi
saraplari icin kullanilacak tanimlayict terimleri ve
standartlari (Cizelge 2) belirlemislerdir.

Acik yesil

Saman sar1 — Altin san

Sekil 1. Gorsel dederlendirmede referans alinan renk skalasi
Figure 1. References Color scale for visual evaluation

Cizelge 2. Duyusal Tanimlama Analizi igin Segilen Koku Tanimlayicilari ve ilgili Referans Standartlarin Kompozisyonu
Table 2. Odor Descriptors and Related References Standards in Descriptive Sensory Analysis

Referans Standartlar®
Reference Standards

Tanimlayicilar
Descriptors

Cicegimsi Flowery

Lavanta Lavender

Ihlamur Linden

Agac Meyveleri Tree Fruit
Tropik Meyveler Tropical fruit
Narenciye Citrus Fruits

Bal Honey

1 pl linalol standardi

1 gr bal

2 gr kurutulmus 1hlamur cicegi

2 gr elma ve seftali parcalar

2 gr dogranmis karisik tropik meyve konservesi (ananas, mango, papaya) ve 1ml konserve suyu
1 pl jeraniol ve jeranik asit standardi

1 pl sitronelol ve 2-fenil etil alkol standardi

* Miktarlar spesifik olarak 30 ml nétr geng beyaz saraba ilave edilmistir.

# Addition of 30 mL neutral young white wine
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Bu oturum sonunda son oturumlarda kullanilacak
terimler kesinlestirilmistir. Son olarak yedinci ve
sekizinci oturumlarda, panelistler her bir tanimlayict
icin saraplart 15 puanlik skala kullanarak
degerlendirmislerdir (10). Her iki oturumda,
saraplar (20 ml ve 20 °C) kodlanmis lale seklindeki,
TS 6258e uygun sarap bardaklarinda rastgele bir
diizende servis edilmistir (18).

istatistiksel Analizler

Duyusal analiz verilerini incelemek amactyla
varyans analizi (ANOVA) uygulamis ve 6nemli
bulunan farklidiklara Duncan Coklu Karsilastirma
Testi uygulanmustir. Ayrica, duyusal verilere Temel
Bilesen Analizi (PCA) uygulanarak saraplarin
karakteristigini gosteren duyusal tanimlayicilar
belirlenmistir (16). Bu amagla XLSTAT istatistik
analiz programi kullanilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bornova Misketi Saraplarinin Kimyasal Bilesimi
Bornova Misketi saraplarinin genel bilesimleri
Cizelge 3’de verilmistir.

Saraplarin alkol oranlari hacmen %11.0 ile %14.4
arasinda degismistir. Alkoliin saraptaki miktar:
olgun Uziimlerin seker konsantrasyonuna baglidir
(19). Turk Gida Kodeksi sarap Tebligi'ne gore
saraplarda hacmen alkol miktari % 9-15 arasinda
degisir (20).

Organik asitler sarabin meyvemsi lezzetini ve
tazelik hissini destekler ve sarabi korur (21).
Yiksek asitlige sahip gen¢ beyaz saraplar daha
iyi yillanma potansiyeli gosterir (22, 23). Saraplarda
organik asit miktarlari 3-14 g/L arasinda degisir.
Bu deger, Turkiye'de ortalama 5g/L diizeyindedir

Cizelge 3. Bornova Misketi Saraplarinin Genel Bilegimi
Table 3. Composition of Bornova Muskat Wines

(24). Analizi yapilan Bornova misketi saraplarmnin
toplam asit miktarlar1 6.1 g/L ile 7.8 g/L arasinda
degismistir. Asitlik ile iliskili diger bir unsur olan
pH Bornova Misketi saraplarinda 3.0 ile 3.5
arasinda degismistir.

Saraplarin indirgen seker miktarlart 2.7 g/L ile
34.2 g/L arasinda degismistir. Bu degerlere gore
saraplar farkli tathlik seviyelerindedirler. Turk
Gida Kodeksi Sarap Tebligi (2008/67)’e gore
M4-M5-M6 kodlu saraplar "Sek", diger tic Misket
sarabi ise "Domisek" sinifina girmistir (20).

Ucar asitler alkol fermantasyonu sonucu olusurlar
ve en Onemlileri asetik asittir. Olusan ucar asit
miktari, siranin bilesimine, maya susuna ve
fermantasyon kosullarina baglidir (15). Bornova
Misketi saraplarinin ucar asit miktarlart 0.2-0.4
g/L arasinda degisiklik gostermistir. Tirk Gida
Kodeksi Sarap Tebligi'ne gore ucar asit miktarlarmnin
asetik asit cinsinden beyaz saraplar icin 18
meq/L'den (1,08 g/L) fazla olamayacag belirtilmistir.
Saraplarmn ugar asit miktarlart TGK Sarap Tebligi'ne
uygun olup limitin olduke¢a altindadir (20).

Sarabin Uretilmesinde, olgunlastirilmasinda, sarap
hastalik ve kusurlarinin dnlenmesinde kiikiirt
dioksit 6nemli bir rol oynar. Kikirt dioksitin
sarapta mikroorganizmalar tzerine antiseptik
etkisi vardir ve oksijeni baglayarak oksidasyonu
Onler (25). Bornova Misketi saraplarinin toplam
kiikirt dioksit miktarlart 61-160 mg/L arasinda
degismistir. Tlirk Gida Kodeksi Katki Maddeleri
Yonetmeligi'nde (20) sek beyaz saraplar icin izin
verilen en yiiksek toplam kiiktrt dioksit miktart
200 mg/L iken, 5 g/L’den daha ytiiksek seker iceren
beyaz saraplar icin 250 mg/L’dir. Goruldugi gibi
tim Bornova Misketi saraplarinin toplam kikirt
dioksit miktarlari bu limitlerin altinda bulunmustur.

Ornekler Samples M1 M2 M3 M4 M5 M6
Alkol (%h/h) Alcohol (v/v%) 12.9° 12.2 11.0 13.0 13.8 14.4
Toplam asitlik (g/L)* Total Acidity 6.2 6.3 7.8 6.2 6.1 7.7
pH pH 3.0 35 3.0 34 3.4 3.2
Ucar asit (g/L)** Volatile Acidity 0.2 0.4 0.4 0.2 0.3 0.3
Serbest SO, (mg/L) Free SO, 30.0 215 28.0 16.5 20.0 28.5
Toplam SO, (mg/L) Total SO, 131.0 99.0 160.0 77.0 77.0 61.0
indirgen seker (g/L) Residual Sugar 34.2 244 30.4 4.8 2.7 3.2

*Tartarik asit cinsinden,**Asetik asit cinsinden, *Verilerde standart sapma %10’nun altindadir.
*In terms of tartaric acid, **In terms of acetic acid; ¢ standart deviation is under %10 for all data
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Bornova Misketi
Tamimlayicilart

Bornova Misketi saraplarinin duyusal 6zellikleri
Aroma ve Lezzet Profil Analizi ile degerlendirilmistir.
Saraplarda duyusal degerlendirme 12 kisilik bir
panelist grubu tarafindan gerceklestirilmistir (16,
17). Panelistler, saraplart 16 farkli kritere gore 15
puan tizerinden degerlendirmislerdir. Degerlendirme
sonuglari, 6riimcek agt diyagramu ile Sekil 2’de
ve istatistiksel degerlendirme sonuglari ise Cizelge
4de verilmistir.

Saraplarinin  Duyusal

Renk kriteri bakimmdan M6 6rnegi en diistik puani
almustir ve bunu M1, M5 ve M2 takip etmektedir.

Renk skalasina (Sekil 1) gore daha dusik puan
almis olan oOrnekler beyaz saraplarda istenen
yesil-acik sart tonlarina sahiptirler. Bunun
yaninda M3 ve M4 saraplart da saman sarist
olarak degerlendirilmistir. Anova testine gore
renk kriterinde fark onemli bulunmus olsa da
Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore renk kriteri
bakimindan érnekler birbirine benzer bulunmustur.

Lavanta-thlamur kriteri bakimindan en yuksek
puant M3 ornegi almistir. Diger Ornekler bu
degeri takip ederek 9.6 ile 11.3 arasinda degerler
almis ve Bornova misket saraplarinin en 6nemli
koku tanimlayicist olmustur. Bunun yaninda burunda

Renk*
Genel 14,0 i}
izlenim®*. — _ B.Cicegimsi
[ Y T Y ] B.Lavanta-
Kahlcilik ;’f : _\,._‘_. _________ . Ihlamur*
‘, : 5 o
Dolgunluk , B:1Eng
; : L meyveler]
il \ '
Acilik* | "\“w | B.Tropik
-l meyve*
Eksilik* ~/ B.Bal
Tathilik* - b"( ACicegimsi
e, ~ B.Narenciye
meyve
A.ABac
meyveleri™
—0—M1 —i— M2 ook M3 == M4 = = M5 =9 = VI6

Sekil 2.Bornova Misketi saraplarinin Lezzet ve Aroma Profil Analizi sonuglarina dair érimcek ag diyagrami (B: burunda, A:

agizda). * P <0.05 diizeyinde énemlidir.

Figure 2. Sensory Evaluation of Bornova Muscat Wines(B:nose, A:plate), *Important at the P <0.05 level.
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Cizelge 4. Bornova Misketi Saraplarinin Duyusal Analiz Sonuglari
Table 4. Results of Sensory Evaluation of Bornova Muscat Wines

Tanimlayicilar Descriptors M1 M2 M3 M4 M5 M6
Renk* Color 8.4° 8.8° 10.72 10.3® 8.7b° 7.9°
B.Cicegimsi Flowery 10.3 10.7 10.6 9.4 1.5 11.8
B.Lavanta-ihlamur* Lavender-linden 9.8° 10.3° 13.72 9.6° 10.8° 11.3*
B. Aga¢ meyveleri Tree fruits 8.6 8.6 9.9 7.6 8.7 9.0
B. Tropik meyve* Tropical fruits 9.3° 8.5° 10.0® 8.2° 11.72 9.6*
B.Bal Honey 7.5 6.9 7.8 7.2 7.0 7.4
B. Narenciye Citrus fruits 9.4 9.3 9.8 8.9 11.1 10.7
A.Cicegimsi Flowery 8.9 9.9 10.5 8.3 10.4 11.0
A. Agag meyveleri* Tree fruits 7.6° 7.9° 10.8* 7.3° 8.3° 8.2°
A. Tropik meyve Tropical fruits 8.1 9.1 9.8 7.0 10.3 9.3
Tatlilik* Swetness 4.4® 5.1° 4.7% 2.7° 2.8> 2.4°
Eksilik* Sourness 3.0° 2.6° 4.6° 3.4* 2.5 2.0°
Acilik* Bitterness 1.3° 1.2° 3.5° 2.6® 1.6” 1.3%
Dolgunluk Body 7.5 7.3 7.3 6.2 8.2 7.6
Kalicilik Persistence 7.8 8.0 7.6 6.6 8.9 8.8
Genel izlenim* Harmony 10.2° 10.0% 11.3*° 8.9° 12.9° 12.4*

F: varyans analizine gére farklilik durumu, A: Agizda B: Burunda, *P<0.05 diizeyinde énemlidir, **ayni satirda degisik
harflerle gdsterilen degerler arasindaki fark Duncan c¢ok karsilastirma testine gére 6nemlidir (P<0,05).

F; significance at which means differ as shown by analysis of variance; A:plate; B:nose, *Important at the P <0.05 level ** a
- d Different superscripts in the same row indicate statistical differences at the P<0.05 level.

tropik meyve kriteri bakimindan en yliksek puani
M5 ornegi almis ve bunu diger 6rnekler 10 ile 8.2
arasinda puanlar alarak takip etmistir. Tropik
meyve (burunda) kriterinde Duncan testine gore
sadece M5 oOrnegi digerlerinden farkli olarak
belirlenmistir. Diger 6rnekler arasindaki fark
Onemsizdir. Agizda aga¢c meyveleri kriteri
bakimindan en ylksek puani M5 6rnegi almustir.
Bu kriter bakimindan M5 kodlu 6rnek ile diger
ornekler arasindaki fark istatistiksel acidan
onemli bulunmustur. Cigeksi, Narenciye, Tropik
meyve (agizda), aga¢ meyveleri (burunda) gibi
diger koku tanimlayicillari yoninden sarap
ornekleri arasinda 6nemli bir fark belirlenmemistir.

Tatlilik bakimindan 6rnekler arasindaki fark
onemli bulunmustur. Sek sarap 6rnekleri daha
distk puanlar alarak domisek sarap 6rneklerinden
ayrilmistir. Genel izlenim bakimindan en yuksek
puani 12.9 ile M5 6rnegi almistir ve bunu 12.4
puan ile M6 ve 11.3 ile M3 6rnegi takip etmistir.

Bornova Misketi saraplarinin duyusal ozelliklerinin
temel bilesen analizi sonuclart iki farkli
diyagramda (Sekil 3A-B) verilmistir. Temel
Bilesen Analizi'ne gore, PC1 bileseni %51.2, PC2
bileseni %32.4 ve PC3 bileseni %8.2 oraninda
varyanst aciklamaktadir ve temel bilesen analizi
toplamda 3 bilesen ile %91.8 oraninda varyansi
aciklamaktadir.

Sekil 3A’da goriilen Temel Bilesen Analizi sonuglarina
gore sadece iki bilesen (PC1 ve PC2) ile aciklanan
duyusal tanimlayicilardan, tatlidik ve renk kriterleri
bu iki bilesen ile yeterli bir sekilde aciklanamamustir.
Bu nedenle tigtincii (PC3= %8.2) bilesen de Temel
Bilesen Analiz sonuclarina dahil edilmistir ve Sekil
3B’de olusturulmustur. Boylece renk ve tatlilik
kriterleri daha anlamli bir sekilde aciklanmustir.
Sekil 3B’de goruldugl gibi Tatlilik kriteri M1 ve
M2 ornekleri ile pozitif bir korelasyon gostermistir.
Bu sonu¢ domisek olarak belirtilen M1 ve M2 Or-
nekleri icin bekledigimiz bir sonugctur.

Sekil 3A’ya gore sarap Ornekleri %95 giliven
araliginda 4 grup olusturmuslardir. Bir grupta M1
ve M2; diger grupta M5 ve M6 yer alirken M4 ve
M3 tek baslarina bir grup olusturmustur. Verileri
daha iyi inceleyebilmek icin Sekil 3B’ye de
bakildiginda M3 6rneginin %95 giiven araliginda
M1 orneginden farkli olmadigi gorilmektedir.
Sekil 3(A-B)’ye birlikte bakildiginda Bornova
Misketi saraplart duyusal 6zellikleri bakimindan
birbirine yakin bir sekilde gruplanmustir, bunlardan
sadece M4 Ornegi gruptan ayrilmistir. Bornova
Misketi saraplart lavanta-ithlamur, tropik meyve,
narenciye, cicek ve aga¢c meyveleri kriterleri ile
korelasyon gosterirken, eksilik ve acilik kriterleri
ile ters korelasyon gostermislerdir.
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A PCA Biplot
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Sekil 3(A-B). Bornova Misketi saraplarinin duyusal ézelliklerinin Temel Bilesen Analizi
Figure 3 (A-B). PCA of Taste and Aroma Profile of Bornova Muscat Wines
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SONUC

Bu calismada Ulkemizin en aromatik beyaz
sarabi olan Bornova Misketi sarabinin kimyasal
bilesimleri ve duyusal tanimlayicilart arastirilmustir.
Duyusal analizler 12 kisilik bir panelist grubu
tarafindan yapilmis ve analizlerde Aroma ve
Lezzet Profil Analizi yontemleri uygulanmustir.
Duyusal analiz verileri Temel Bilesen Analiziyle
degerlendirilmis ve sonuclar asagida 6zetlenmistir.
Bornova Misketi Saraplarmnin alkol oranlart hacmen
%11.0 ile %14.4 arasinda, toplam asit miktarlari
6.1 g/L ile 7.8 g/L arasinda degismistir. Genel
bilesim acisindan saraplar Tiirk Gida Kodeksinde
belirtilen kriterlere (ucar asit, kukirt dioksit)
uygun bilesimde bulunmustur.

Renk acisindan saraplar acik sari-saman sarist
olarak tanimlanmis ve Duncan testine gore renk
kriteri bakimindan saraplar benzer bulunmustur.
Tatlilikk  bakimindan sek saraplar domisek
saraplardan ayrdmustir. Saraplar acilik ve eksilik
bakimindan olduk¢a dustik puanlar alirken
kalicilik bakimindan yeterli puanlar almiglardur.

Tanimlayict Duyusal Analiz sonucglarina gore
Bornova Misket saraplart aromatik acidan burunda
cicek (ozellikle lavanta-Thlamur), narenciye ve
tropik meyve kokulari ile 6ne cikarken, agizda
bunlarin yaninda agac meyveleri ile 6ne ¢ikmustir.
Temel Bilesen Analiz sonuclarina gore bir 6rnek
hari¢ duyusal 6zellikler agisindan saraplar benzer
ve birbirine yakin bulunmustur.

Elde edilen bulgular tlkemizde uygulanmasi
gereken Kokeni Kontrollii Isimlendirme sistemine
geciste yararli olabilir. Bu noktada uzun yillar verileri
elde edilebilmesi icin Bornova Misketi saraplari
tuzerinde farkli yillar icin benzer calismalar
surdirilmelidir.

Tesekkiir: Bu calisma Cukurova Universitesi
BAP Koordinasyon Birimi ZF2013BAP4 nolu proje
tarafindan desteklenmistir. Katkilarindan dolay1
Cukurova Universite’sine tesekkiir ederiz.
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Ozet

Uzun yilardir Gizim vyetistiriciliginde ¢énemli bir konumda bulunan tlkemizde, tiztim isleyen isletmelerin
augt olarak her yil a¢iga cikan tonlarca Gizim posasinin degerlendirilmesi, tilke ekonomisi icin her gecen
glin 6onem kazanmaktadir. Bu anlamda Gzim cekirdek yagi, sahip oldugu zengin biyoaktif bilesikler
nedeniyle gida, farmasotik ve kozmetik sektorlerince oldukca popiiler bir tiriin haline gelmistir. Uziim
cekirdegi yaginin ekstraksiyonunda soguk pres yontemi hem bilesenlere zarar vermemesi, hem de
maliyetinin disiik olmasi nedeniyle en yaygin kullanilan yontem olmasina ragmen, gtinimtizde soguk
pres yonteminde verimin distk olmasi, daha yiiksek verimle ekstraksiyon gerceklestirebilen (¢oziict
destekli, stiper-kritik sivi destekli, mikrodalga destekli, ultrases destekli, enzim destekli vb.) farkli
yontemlerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu derlemede tziim cekirdegi yagt ekstraksiyonunda
kullanilan ¢énemli ekstraksiyon yontemlerinin olumlu ve olumsuz 6zellikleri ayrintili olarak ele alinmustir.

Anahtar kelimeler: Uziim cekirdegi, cekirdek yag1, yag ekstraksiyon yontemleri

THE EXTRACTION METHODS OF GRAPE SEED OIL

Abstract

Valorisation of grape marc, is a refuse of grape processing factories revealing each year in tons, is
gaining an economic importance for the Turkey which has a significant position in viticulture for many
years. In this manner, grape seed oil has become a popular product for food, pharmaceutical and
cosmetic industries due to its rich bioactive components. Although, the cold press method is the most
used one for the grape seed oil extraction as both being innocuous for oil constituents and having low
cost; limited yield of this method lead to progress various methods (solvent assisted, supercritic liquid
assisted, microwave assisted, ultrasound assisted, enzyme assisted etc.) which are able to carry out
higher extraction yields so far. In this review, the advantages and disadvantages of important methods
used for grape seed oil extraction were discussed in detail.

Keywords: Grape seed, seed oil, oil extraction methods.

* Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
) sselli@cu.edu.tr, © (+90) 322 338 6173, (+90) 322 338 6614
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GIRIS

Uztim (Vitis vinifera L.), diinya lizerinde yaklasik
7 milyon hektar alanda, 58 milyon tonluk tretim
hacmiyle en yaygin vyetistiriciligi yapilan (1), yiiksek
besin igerigi ve odnemli biyoaktif bilesenlere sahip
olmast nedeniyle de diinyada ve llkemizde en
cok tiketilen meyvelerden biridir. Diinyada
toplam tretilen Gzim miktarinin yaklasik %80’i
sarap yapimunda kullanidmaktadir (2). Ulkemiz ise
uygun ekolojik ozelliklere sahip olmasi nedeniyle,
bagcilik alaninda diinyanin en 6nemli tilkelerinden
birisidir (3). Yillik yaklasik 470,000 hektarlik bag
alaninda, 4 milyon 6 yiiz bin ton iziim {retimi
gerceklesmektedir (4). Bu sayede hasat siiresinin
ilk birka¢ haftasi boyunca milyonlarca ton tziim
posast ortaya ¢cikmaktadir. Sarap ve Gzim suyu
uretiminden geriye kalan bu posada 6nemli
dizeyde biyoaktif bilesikler bulunmaktadir (5,
6). Uziim cekirdekleri bu posanin kuru agirlik
bazinda %38-52’lik 6dnemli bir kismint olusturur
(7). Son vyillara kadar bircok saraphane tziim
posalarint geri dontustirtlebilir atik olarak
degerlendirmezken, glinimiizde besin degeri
oldukca yiiksek olan bu posalart tiztim ¢ekirdegi
yagi Ureten fabrikalara veya ylksek antioksidan
ozelliginden dolayi da kozmetik ve farmasotik
uretim yapan sektorler icin ham madde olarak
satmaya baslamuslardir (8). Dogal antioksidanlarin
onemli bir kaynagi olarak nitelendirilen gida
sanayisinin atik trtinlerine (¢ekirdekler, kabuklar,
saplar, gbvde ve yapraklar gibi) son yillarda ilgi
olduk¢a artmustir (6, 9). Bunlar icerisinde tiziim
cekirdeklerinin degerlendirilmesi ekonomik ac¢idan
onemli bir yaklasim olarak kabul edilmektedir
(10). Uziim cekirdekleri % 7-20 civarinda yag
icermektedir, geri kalanini kuru bazda %40 fiber
yapi, %7 tanenler gibi karmasik yapida bulunan
fenolikler, %11 proteinler, %7’sini su ve iz
miktarlarda sekerler ve mineraller olusturmaktadir
(5, 7, 11). Hafif meyvemsi lezzeti, genellikle
meyvemsi ve turuncgil kokulari  veren
monoterpenlere (limonen, mirsen, B-pinen vb.)
sahip olmasi, yiksek dumanlanma sicakligi
(216.7°0), iyi derecede sindirilebilir olusu ve
kizartma yagi olarak kullanildiginda viskozitesinde
onemli derecede bir artis gerceklesmemesi, yiiksek
kalitedeki bir tiziim c¢ekirdegi yagint karakterize
eden temel dzelliklerdir (12, 13). Uziim ¢ekirdeklerinin
sahip olduklart yag verimi, biyoaktif bilesenleri
ve aroma profilleri bulunduklari Gizimiin cinsine

gore de farkliliklar gosterebilmektedir (14, 15).
Literatir sonuclarindan yola c¢ikarak, hasat
donemlerinde toplanan tGzimlerin ¢ekirdekleri
farkli oranlarda yag bulundurduklari ve yalnizca
hasat doneminde degil tizimtin farkli olgunlasma
evrelerinde de farkli miktarlarda yag oranlarina
sahip oldugu belirlenmistir (16). Yag miktarindaki
degisim sadece olgunlasmaya bagli olmayip,
lipoksigenaz gibi enzimlerin aktiviteleri (17),
nem miktar1 (16), topragin yapist ve mevsimsel
kosullar gibi faktorlere de baglidir. Cekirdeklerden
elde edilecek yagin miktari, ekstraksiyon yontemine
ve eger kullaniliyorsa, ¢ozliclinlin cinsine gore
de ciddi oranda farkliliklar gostermektedir.
Icerdikleri yag miktari, genellikle ¢oziicii destekli
ekstraksiyon (soxhlet, goldfisch, vb.), coziictistiz
soguk pres ekstraksiyonu (mekanik ram pres,
mekanik oguticu sistemler), enzim destekli sulu
ekstraksiyon veya yaglarin fiziksel ve kimyasal
yapisint temel alan enstrimental yontemlerle
(mikrodalga, ultrases, stiperkritik sivi, kizilotesi,
X-1sint emilimi) belirlenir (18-20). Gunimiuzde
ise elde edilecek yagin kullanim amacina gore
farkli ekstraksiyon yontemleri uygulanmaktadir.
Bu derleme makalesinde tizim c¢ekirdeklerinden yag
ekstraksiyonunda kullanilan 6nemli ekstraksiyon
yontemleri ayrintilt olarak aciklanmistir.

CEKIRDEK YAGI EKSTRAKSIYON YONTEMLERi
Soguk pres yontemi ile yag ekstraksiyonu

Soguk pres, herhangi isil ve kimyasal islem
gerektirmeyen bir yontemdir. Presleme, genellikle
yag eldesi stirecinin ilk asamasi olarak bildirilmistir
(21). Endustride yagli tohumlardan soguk pres
yontemi ile yag eldesi genellikle; 6n temizleme,
kurutma, 6gitme ve presleme islemlerinden
olusan dort asamali bir islemle gerceklestirilir
(8). Rafine edilmis yaglara gore, daha kaliteli ve
besin degeri yiiksek yag elde edilmesinden dolayt,
son yillarda bu yonteme olan ilgi artmustir.
Kullanimt basit ve kolay olan bu yontemin,
oldukc¢a az miktarda enerji gerektiriyor olmasi,
cozgen kullanilmamasi, diger yontemlerde oldugu
kadar ytksek sicakliklara c¢ikilmamasi, yagin en
onemli kalite unsurlarindan biri olan yiiksek
polifenol bilesiklerini koruyarak, bu bilesiklerin
dogal antioksidatif 6zellikleri sayesinde yagda
radikallerden kaynaklanan oksidatif bozulmalara
engel olmasi soguk pres yonteminin 6nemli
avantajlarindandir (22). Ote yandan, soguk presle



elde edilen yag miktarinin diger yontemlere kiyasla
daha diistik olmasina ragmen (23, 24), bu yontemde
herhangi bir kimyasal ¢c6ztici kullanilmadigindan
urtinli kimyasal kontaminasyondan koruyarak
tiketicinin arzusunu karsilayacak derecede
glivenli hale getirmektedir (25). Bu yontem bir
diger ekstraksiyon yontemi olan sicak presleme
yontemi ile kiyaslandiginda yag verimi diisik
kalmakta fakat sicak preslemede uygulanan isil
islemden kaynaklanan istenmeyen renk, koku ve
tat bilesikleri olusmamaktadir. Soguk presleme
ile yag cikarma islemi, mekanik ram presleme,
hidrolik presleme veya disli ogtitiictilerle presleme
gibi cesitli yontemlerle yapilmaktadir.

Mekanik ram pres sistemi ile yag ekstraksiyonu

Bir ¢esit soguk pres yontemi olan bu sistem, kapali
bir kabinin i¢inde bulunan ve donerek ilerleyen
pistonun ¢ekirdeklere uygulamis oldugu kuvvet
sayesinde yagin ekstrakte edildigi bir islemdir
(Sekil 1). Literatirde bu yodntemle yapilan
ekstraksiyon isleminin yag veriminin mekanik
disli ogiticuilerle yapilan presleme islemine gore
daha disiik oldugu bildirilmistir (26, 27).
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Sekil 1. Mekanik ram pres
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Mekanik disli ogiitiiciiler ile yag ekstraksiyonu
Mekanik disli 6giitticti sistemi, yagli tohumlardan
yag ekstraksiyonunda dlnya tzerinde tercih
edilen en yaygin yontemlerden biridir. Farklt
zamanlarda hasat edilmis tzimlerden bu
yontemle gerceklestirilen yag ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen verimin %13-15 civarinda
oldugu bildirilmistir (11). Ekstraksiyon islemlerinde
maliyeti 6nemli bir sekilde arttiran ¢6zgenlerin

kullandmadigt bu yontemin diger avantajlart
sistemin kolay kullanimi, dayanikliligi, islem
suresinin kisaligt ve farkli tohumlarla da yag
tretimi yapilabilmesi olarak siralanabilir (28).
Ancak mekanik aksam genellikle tek ogtitiictiye
sahip olup yag veriminin digli 6gltiictiniin yaratmis
oldugu stirtinme ve donme gicline dogrudan
etki ettigi bu sistemlerde (Sekil 2), strtiinmeden
ve verimsiz sikistirmadan kaynaklanan ikinci bir
fraksiyon olusumu, zaman zaman sistemin fazladan
enerji tiketmesi ve 1stnmasina dolayistyla da yagda
kalitenin diismesine neden olmaktadir. Ozellikle,
kabuklu cekirdeklerden yag eldesinde bu sorunlarla
daha sik karsilasilirken, ¢6ziim olarak gelistirilen
ikiz diglilere sahip oguitici modeli sistemin daha
verimli calismasini, daha az enerji harcamasini,
daha dusik oranda istenmeyen maddelerin
kontaminasyonunu ve daha ytiksek oranda yag
eldesini mimkiin kilmaktadir (29).
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Sekil 2. Tek digliye sahip mekanik éguttculi pres
Coziicii destekli yag ekstraksiyonu

Yagli tohumlardan yag eldesinde geleneksel
olarak kullanilan presleme yontemlerinin temel
eksikligi olan disik ekstraksiyon verimini
arttirmak amaciyla glinimtizde genellikle ¢oziict
ekstraksiyonu veya ¢oziici destekli presleme
kullanilmaya baslanmistir (21, 28). Diger
yontemlere kiyasla, ¢ozici destekli ekstraksiyonda
yag eldesi daha ylksek verimle gerceklesmektedir
(19). Bu durumdan dolayt, teknolojinin gelismesiyle
her ne kadar yeni ekstraksiyon yontemleri ortaya
ciksa da, ¢oziici destekli ekstraksiyon (soxhlet
vb.) gibi geleneksel yontemler sagladig: yliksek
verimle, bu yeni yontemlerin ne kadar basarili
olabildiginin referansi olmustur (18). Bu yontemle
yliksek verimde yag elde edilmesinin temel
nedeni, ylksek sicakligin, yagin hiicrelerden
ekstraksiyonu sirasinda verim icin en kritik
unsurlardan biri olan hiicre duvarlarini parcalayarak
¢ozgenin kolayca hiicre icine etki etmesidir (30).
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Coziicu destekli yag ekstraksiyonunda en 6nemli
unsurlarin basinda uygun ¢oziici secimi gelmektedir.
Ideal bir ¢oziicii yaglar icin yiiksek ¢dzme giicline
sahip olup, protein, amino asit ve karbonhidratlar
icin ise dustk ¢ozme glicline sahip veya hic
¢Ozict olmamalidir. Tercih edilen ¢oziict ayni
zamanda yagda kalinti birakmadan kolayca
uzaklastirilabilmeli, nem ¢ekici 6zelligi ve kaynama
noktast nispeten diisiik olmali ve hem sivi hem
de buhar fazda toksik 6zellik gbstermeden ¢rnegin
partikiillerine kolayca niifuz edebilmelidir (31).
Bu Ozelliklere sahip olduklari icin genellikle
kloroform, dietil eter, petrol eteri ve hekzan gibi
polar ozellik gostermeyen ¢ozticller tercih edilirler
(32). Ancak ¢oziicti destekli ekstraksiyon yonteminde
olumsuz olarak goze carpan en belirgin husus,
islem sirasinda ¢ozict kullanimiyla yaga gecen
istenmeyen materyallerin, yagdan uzaklastirilmasi
ve insan tiketimine uygun hale getirilebilmesi
icin elde edilen ham vyagin birtakim ardisik
rafinasyon islemlerine (no6tralizasyon, agartma,
fosfolipidlerin uzaklastirilmasi vb.) duydugu
ihtiyactir (8).

Siirekli ekstraksiyon sistemleri

Temel haliyle Butt tipt, gelismis haliyle Twisselman
ekstraktorii veya Goldfisch aparati olarak adlandirilan
bu sistem, ¢oziict destekli stirekli ekstraksiyonun
en yaygin kullanilan sistemlerinden biridir. Butt
tipu sistemine, ¢ozgenin geri kazanimi icin
eklenmis bir musluk ile gelistirilen ve daha
endustriyel bir hale dontisen Goldfisch sisteminde
(33), kaynama balonunda kaynayan c¢oziicu
stirekli bir sekilde ornegin icinden gecerek seramik
kapta toplanir ve yag miktari drnekteki agirlik
kaybina veya toplanan yagin agirhgia bakilarak
Olculur. Surekli metodun en onemli avantajs,
¢Ozicunln Ornege stirekli temasiyla daha hizli
ve bu nedenle daha kisa zamanda bir ekstraksiyon
saglarken, kisa stre igerisinde biten islemin
ornekte bulunan yagi tamamen ¢ikaramamast,
metodun en 6nemli dezavantajidir (31).

Yari-siirekli ekstraksiyon sistemleri

Coziicu destekli yag ekstraksiyonunda en yaygin
kullanilan yari strekli ekstraksiyon yontemi
"Soxhlet" aparati olarak adlandirilan veya ayni
prensibe sahip olarak gelistirilmis diger otomatik
sistemlerdir (Sekil 3). Ilk olarak 1879 yilinda Alman
kimyager Franz Ritter Von Soxhlet tarafindan

tasarlanan bu sistemin temel prensibi, belirli bir
stire boyunca vyart strekli bir sekilde 1sitilip
kaynatilan ve tekrar yogunlastirilan bir ¢oziiciiniin
seliilozik bir yapt icerisinde bulunan kati
materyalden yagi biinyesine hapsedip daha sonra
elde edilen yag-coziicti karisimindan ¢oziiciiniin
ucurulmast suretiyle yagin ekstrakte edilmesidir
(18). Soxhlet aparati, ayrisma evresinde, ¢oziictiniin
kati 6rnege tamamen ntfuz ettikten sonra periyodik
olarak kaynama balonundan sifonlanmasina
olanak saglarken, diger yontemler ise yogunlasan
coziicinin ornek icinden gectikten sonra geri
akisina dayandig: bir prensibe sahiptir (31). Ancak
yag eldesinde coziici destekli yontem, yapilan
rafinasyon islemlerine ragmen ¢oziici kalintilarinin
son urine bulasma riskinden dolayt diger
yontemlere gére daha tehlikelidir. Ornegin;
tztmler organik bagcilikla yetistirilmis olsalar
dahi, cekirdeklerinin yaglari ekstrakte edilirken
kullanilan ¢o6ziict, yagin organik Ozelligini
kaybettirmekte ve bu durum yagin ticari gelecegini
tehdit etmektedir. Ote yandan, ekstraksiyon islemi
sirasinda uygulanan yiiksek sicaklik ve basing
gibi parametrelere oldukca hassas olan biyoaktif
bilesenler olumsuz yonde etkilemekte ve elde
edilen yagin kalitesi diismektedir. Ayrica ekstraksiyon
stiresinin uzunlugu ve ekstraksiyonun tam verimle
gerceklesmesi icin gereken ylksek miktarda
¢ozlcu ihtiyact, sistemin diger dezavantajlaridir (8).
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Siiperkritik s1vi destekli yag ekstraksiyonu

Yagli tohumlar gibi dogal kaynaklardan yag
ekstraksiyon islemlerinde stiperkritik sivi destegi
son yillarda bircok arastirmanin temel konusu
olmus ve geleneksel ekstraksiyon yontemlerine
gore onemli bir alternatif haline gelmistir (34-36).
Bu yontem, ¢oziici maddelerin belirli bir sicaklik
ve basin¢ diizeyinin tzerinde stiperkritik hale
gelmesiyle, gaz-sivi arast akiskan bir hale gecip,
yuksek yogunluk ve yaymimda, disiik viskozitede
bulunarak ¢o6zme ve nitfuz etme gliclinin
yukselmesiyle kiitle transferinin artisini temel
almaktadir (Sekil 4). Islemde stiperkritik ¢oziictintn
gliciiniin ve seciciliginin strekli olarak kontrol
alunda tutulabilmesi, organik ¢6ztici kullanilmast
ve bu sayede kontaminasyonun engellenmesi ve
pahalt ardisik rafinasyon islemlerini gerektirmemesi,
sistemin en 6nemli avantajlaridir. Bu ekstraksiyon
yontemi ayrica; yiksek verimi, kolayligt ve analiz
suresinin kisaligi gibi diger dnemli tsttnliiklere
de sahiptir (36). Tiim bu avantajlarindan dolay1
stper kritik siv1 ekstraksiyon yonteminin son yillarda
endustriyel olarak kullanimi yayginlasmistir.
Ekstraksiyon islemi sirasinda ¢ozictintin stiperkritik
akiskanda iyi ¢oziinebilmesi icin 6zellikle basing ve
¢cOzlcl cinsi gibi faktorler sistemin verimliliginde
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle yontem,
kullanidmadan once iyi bir optimizasyon calismasi
gerektirir (37). Sistemin en 6nemli dezavantajt ise
ilk kurulum sirasinda ciddi yatirim maliyetleri
icermesidir. Bitkisel yaglarin eldesinde stiperkritik
sistemlerde ¢6zict olarak kullanilan karbondioksit,
sahip oldugu niteliksel ve ¢evresel avantajlarindan
dolay1 son yillarda yaygin olarak kullanilmaya
baslanmustir. Dustik kritik basinca (74bar) ve
sicakliga (32°C) sahip olmasi, yanict ve toksik
ozellikler gbstermemesi, diisik maliyette, yiiksek
saflikta ve kolaylikla ulasilabilir olmasi, lipofilik
cozebilirlik ac¢isindan polaritesinin sivi pentanla
benzer oOzellikler gostermesi ve ekstrakttan
kolayca uzaklastirilabilir olmasi, karbondioksitin
bu ekstraksiyon sisteminde ¢ozlct olarak siklikla
kullanilmasinin en énemli sebepleridir (34-36).

Mikrodalga destekli yag ekstraksiyonu

Analitik laboratuvarlarda kullanimina 1970’lerin
sonunda baslanan mikrodalga destekli yag
ekstraksiyonu sistemi (Sekil 5), iyonlarin iletimi
ve dipol rotasyonu yoluyla, mikrodalga enerjisinin
molekil Gizerine dogrudan etkisini temel alan bir

1. Siiperkritik siv1 haznesi
2. Dengeleme tanki
3. Ekstraktor

4 & 5. Seperatorler

6. Toplayici ve gaz olcer
7&8. Termostatik banyolar
9. izokratik pompa

Sekil 4. Stiperkritik sivi destekli ekstraksiyon sistemi

prensibe dayanir (38). Yag ekstraksiyonunda
kullanilan  geleneksel yontemlerin  aksine,
ekstraksivon  verimliliginin,  kalitesinin  ve
kapasitesinin yiliksek olusu, islem stresinin
kisalig1, az miktarda enerji ve ¢ozlici gereksinimi
dolayisiyla maliyetinin daha dusik olusu,
mikrodalga enerjisinin kullanimina yonelik egilimi
arttrmustir (39-41). Bunlara ek olarak, sistem
molekiillerin kutuplarindaki yiikseltgenen zayif
hidrojen baglarint bozarak, klasik temas yoluyla
1s1 iletimi yontemlerinin aksine, drnegin tamamini
aynt anda isitmast, ektraksiyon verimini artirirken,
cok ytiksek 1silara ¢cikilmamasi da 1styla bozulabilen
o-tokoferol, a ve vy-tokotrienoller gibi hassas
bilesiklerin parcalanmasint engellemektedir.
Ayrica bu yontem sayesinde yag biinyesinde
korunan tokotrienol miktari, yagin kalitesine
onemli bir katki yapar, ¢clinkii tokotrienoller yagin
nutrasotik kullanimina sans tanir. Cekirdeklerin
mikrodalga sisteminde hizli bir sekilde kurutulmasi,
gelisen fitosetik endustri icin de iyi kalitede yag
tretilmesinde gerekli parametrelerin diizenli
olarak kontrol altinda tutulabilmesini saglar (42).
Mikrodalga sisteminde ekstraksiyon verimini
dogrudan etkileyen bir diger parametre ise uygun
¢Ozicl secimidir. Secilen ¢oziiciiniin mikrodalga
isinlarint iyi absorplamast, analitin matrisiyle iyi
etkilesmesi, analiti ¢ozebilir olmasi, islemin
gerceklestirilecegi sicakliklarda 1sinma hizi-dipol
moment uyumuna sahip olmas: gerekmektedir
(38). Verimlilik acisindan ¢oziictiniin 6nemli bir
etkisi olsa da, son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
mikrodalga ekstraksiyonunun ¢evre dostu profiline
katkida bulunan ¢oziictsiiz (solvent-free) denemeler
yapilmistir. Bu yontemin, ilerleyen vyillarda
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blinyesinde mikrodalga isimasint en iyi absorplayan
organik asitleri bulunduran bitkisel esansiyel
yaglarn ve yagl tohumlardan yag ekstraksiyonlarinda
kullanilmasi beklenmektedir (43, 44).

(47) papaya tohumlarindaki ucucu yaglarin
ekstraksiyonunda ultrases destekli ekstraksiyon
ile coziuct destekli (soxhlet) ekstraksiyon
yontemleri karsilastirilmis ve istenilen fizikokimyasal
ozelliklerin saglanmis olmasi, stabil olmast ve
ekstraksiyonun kisa stirede verimli bir sekilde
gerceklesmesinden dolay: ultrases destekli
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avantajli oldugunu tespit etmislerdir.
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Sekil 5. Mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemi

Ultrases destekli yag ekstraksiyonu

Yiksek frekanslara sahip, mekaniksel nitelikte
bir enerji bicimi olan ultrases, 1sisal olmay1p, etkili
ve emniyetli bir sekilde hiicre duvarlarini
parcalayabilme oOzelligiyle son vyillarda yag
ekstraksiyonlarinda kullanilmaya baslanmistir
(Sekil 6). Ultrases destekli yag ekstraksiyonu,
diger geleneksel ekstraksiyon yontemlerindeki
ylksek hacimde c¢ozict gereksinimi, dusik
verimde yag eldesi ve elde edilen yagin istenilen
kalitede olmamast gibi eksikliklerden dogan
ihtiyac tizerine gelistirilmistir (19, 45). Bu yontemde
ultrases destegi, kiitle transferini kuvvetlendirip,
¢Ozuicinin hiicre duvarlarma ve icine niifuz etme
glicinl artirarak, yagin kolayca elde edilmesini
saglamaktadir. Hiicre duvarinin ortadan kalkmasi ve
partikiil capinin azalmasi suretiyle kati ve sivi
kisimlar arasindaki ylzey alani ve etkilesimin
artmasi, ¢ozlictinin dokulara dogru olan dagilimini
hizladirmakta ve bu sayede ekstraksiyon islemi
daha kisa strelerde gerceklesmektedir (45).
Ultrases destekli yag ekstraksiyonda onemli olan
baslica unsurlar; dokunun dogal yapist ve ekstrakte
edilecek vyag bilesiklerinin doku yapisindaki
konumu, ekstraksiyon gerceklesecek hicrelere
uygulanan 6n islemler, ultrases ekstraksiyonunun
dokular tizerine etkisi ve artan ekstraksiyon verimi
olarak siralanmaktadir (46). Samaram ve ark.

Sekil 6. Ultrases destekli yag ekstraksiyon sistemi

Enzim destekli sulu ortamda yag ekstraksiyonu

Yagli tohumlardan yag ekstraksiyonunda kullanilan
¢Ozlct emisyonlarnin Cevre Koruma Ajanst
tarafindan hava kirliligine sebep olan 6nemli
kaynaklardan biri olarak gosterilmesi ve bu
cozicllere getirilen kisitlamalarla birlikte son
yillarda artan alternatif cevreci ekstraksiyon
yontem arayisi, enzim destekli sulu ekstraksiyon
yontemine olan ilgiyi oldukg¢a arttirmistir (21,
48). Enzim destekli sulu ekstraksiyon, herhangi
bir organik ¢6ziici madde kullanmaksizin, yag
ve suyun birbirleri icindeki ¢6ziinmezliginden
yararlanarak, hiicre duvarlarinin uygun enzimler
yardimiyla hidroliz edilerek yagin eldesi prensibine
dayanan guvenli bir ekstraksiyon yontemi olarak
bilinmektedir (48, 49). Uygun enzimlerin dogru
etkilesimiyle ve secilen enzimlerin etkili kullanimi
icin yapilacak yontem optimizasyonuyla, yag
ekstraksiyon veriminin 6nemli 6lctide artabilecegi
tespit edilmistir (49). Bu yontemde ekstraksiyon
verimine etki eden en 6nemli faktorler; kullanilan
enzimlerin bilesimi, ortam kosullar1 (pH, sicaklik),
stre, tanecik buyukligt, calkalama hizi ve kati-
stvt oranidir (48). Yag keseciklerinin ylzeylerini
tamamen kaplayan dis yapy, sterik engel etkisinin
yant sira oleozin gibi hidrofobik proteinlerin
elektronegatif itme aktivitesinden kaynaklanan
yapisal bir ylizey stabilitesine sahiptir ve bu
nedenle kolayca vyipranma ve bozulmaya



ugramamaktadirlar (48, 49). Hiicre duvarinin yant
stra, lif tabakasi gibi matristeki diger engel teskil
edecek yapilan da dikkate alarak, yag ekstraksiyon
verimini arttiran en uygun enzimler secilmelidir.
Bu anlamda en sik kullanilan enzimler olan
proteazlar, kotiledon yapidaki hiicre duvarlarinin
ve yagst membran tabakalarin yikiminda 6nemli
rol oynarlar. Ote yandan proteolitik enzimler
oleozinlerin hidrolizinde etkili olurken bu sayede
lifofilik proteinlerin olusturdugu ylzey aktivitesini
distirmekte ve yagin hiicre icerisinden kolayca
tahliyesini saglamaktadir (48). Tim bu yapisal
ozellikler g6z oOntne alindiginda basarilt bir
ekstraksiyon gerceklestirmek icin, pektinaz, seliilaz,
hemiseltilaz ve proteaz gibi enzimler bir arada
kullaniimaktadir (49). Yontemde organik ¢oziict
kullanilmamasi ve bu sayede zehirli kabul edilen
¢Oziict kalintilart birakmamastyla birlikte, yangin
ve patlama riski bulundurmayarak daha gtivenli
calisma olanagi sunmast, uygun isletme kosullari
ve bircok farkli tohumlarla ¢alisilabilmesi, enzim
destekli sulu ortamda yag ekstraksiyon metodunun
en Oonemli avantajlaridir (48, 50). Ayrica, hedeflenen
bilesenlerin nitelikleri degismeden ve yan Urtin
olusmadan gerceklesen ekstraksiyonla elde
edilecek yagin en onemli kalite parametreleri
olan kendine o6zgi tadinin ve kokusunun
korunmasina katkida bulunarak yontemi diger
metotlara gore tercih edilir kilmaktadir. Ancak
kullanilan enzimlerin ticari anlamda satisinin
yaygin olmayisi ve enzim fiyatlarinin nispeten
yiksek olusu, uzun islem siliresi, enzim
uygulamasindan sonra kurutma islemi icin
harcanan ekstra maliyet ve elde edilen yagin
emtlsifikasyonundan kaynaklanan ardisik islemler
ve diger bazi ticari yontemlere gore distk
ekstraksiyon verimi, bu yontemin gelecegi icin
onemli tehditler olusturmaya devam etmektedir (50).

SONUC

Saraphane ve meyve suyu isletmelerinin atig1
olan tiziim posasin 6nemli bir kismini olusturan
zengin yag icerigine sahip tzim cekirdekleri,
son yillarda tztim cekirdegi yag: olarak bircok
farkli alanda degerlendirilmektedir. Bu yagin
eldesinde gecmisten glinimiize bircok farkli
ekstraksiyon yontemleri gelistirilmis, bu yontemler
elde edilecek yagin kullanim alanina gore farkls

unsurlarin etkisiyle (presleme, sicaklik, basing,
ultrases, mikrodalga, enzim vb.) ¢esitlendirilmistir.
Sicaklik ve basing gibi parametrelere hassas olan
biyoaktif bilesenlerin kaybina sebep olmamak
icin, kullanilacak ekstraksiyon yontemi cok
dikkatle secilmelidir. Yontem seciminde dikkat
edilecek iki temel unsur; (1) ekstraksiyon veriminin
yuksek olmasi, (2) cekirdek yaginin biyoaktif
bilesenlerinin zarar gérmemesidir. Son yillarda
teknolojinin hizla ilerlemesiyle daha hassas
yontemler gelistirilmesi ve yeni yontemlerin
yayginlasmasi beklenmektedir.
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