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ABSTRACT

The present study was conducted to investigate the certain microbiological quality characteristics, and presence
of Salmonella spp. by immunomagnetic separation (IMS) and conventional method, also to evaluate the antibiotic
resistance of Salmonella spp. isolates obtained from 45 chicken meat samples (fifteen livers, chests, baguettes)
collected from markets at the Erzurum. Totally, in the 15 samples were found positive for Sabnonella spp. by IMS
and conventional methods. Isolates were identified with 99.9% probability using API 20E biochemical analysis
kit. The results of antibiotic test showed the susceptibility of the isolates to ciprofloxacin, chloramphenicol and
gentamicin at 100% level, while these isolates were resistance to tetracycline, trimethoprim,
sulfamethoxazole/trimethoptim, nalidixic acid, streptomycin, ampicillin and kanamycin, tespectively. The
obtained results showed that 84% (38/45) of the chicken meat samples did not show suitability with Turkish
Food Codex in terms of total bactetia count and presence of Salmonella in 33% (15/45) of the samples.
Keywords: Chicken meats, microbiological quality, Sa/zonella spp., immunomagnetic separation (IMS), antibiotic
resistance

ERZURUM’DA SATISA SUNULAN TAVUK ETLERININ MiKROBIYOLOJiK
KALITESI VE SALMONELLA SPP. VARLIGININ BELIRLENMESI, SALMONELLA
SPP. IZOLATLARIN ANTIBIYOTIK DIRENCI

oz

Bu c¢alisma, Erzurum’da marketlerden toplanan 45 adet tavuk eti 6rneginde (15%r ciger, gbgis, baget)
belirli mikrobiyolojik kalite karakteristikleri, immunomanyetik separasyon (IMS) ve gelencksel yontem ile
Salmonella spp. varhigint arastirmak icin yapimustir. Ayrica, Salmonella spp. izolatlarinin antibiyotik
direncleri degerlendirilmistir. Toplamda 15 drnekte IMS ve geleneksel metot ile Salmonella spp. pozitif
bulunmustur. Bu izolatlar API 20E biyokimyasal analiz kiti kullanilarak %99,9 ihtimalle dogrulanmistir.
Salmonella spp. izolatlar1 siprofloksasin, kloromfenikol ve gentamisin antibiyotiklerine karsi %100
seviyesinde duyarlilik gOsterirken, sirastyla tetrasiklin, trimetoptrim, stlfametoksazol/trimethoprim,
nalidiksik asit, streptomisin, ampisilin ve kanamisin antibiyotiklerine karst diren¢ géstermistir. Elde edilen
sonuglara gore tavuk etlerinin %840 (38/45) toplam bakteti sayisi, %33’untn (15/45) Salmonella spp.
varligi acisindan Tirk Gida Kodeks’ine uygun olmadigt géralmistir.

Anahtar kelimeler: Tavuk etleri, mikrobiyolojik kalite, Salmonella spp., immunomanyetik separasyon,
antibiyotik direnc
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INTODUCTION

Chicken meats can be contaminated with certain
pathogen bacteria and various microorganisms.
Raw chicken meats may harbour many important
pathogenic  microbes ie.  Salmonella  spp.,
Campylobacter jejuni/ coli, Yersinia enterocolitica, E. coli,
S. aureus and Listeria monocytogenes, causing risks in
meat products for human health, under the poor
hygiene conditions (Sharma & Chattopadhyay,
2015). Among these microorganisms, Salnonella
spp. 1s the major agent. Transmission of many
potential microorganisms may occur during the
processing of chicken. For that reason, chicken
meats can be thought as one of the major food
vehicles for this pathogen. Improper processing
conditions can cause cross contamination from
beforehand handled raw chicken carcasses and
parts to cooked chicken meats. Consumption of
contaminated raw or undercooked poultry
products (particularly chicken meat) is the
primary reason of Sa/monella infections in humans
(Bryan & Doyle, 1995; Cetin, 2006; Park et al.,
2014).

Salmonella  is the most frequently reported
pathogen among causative agents of foodborne
diseases wotldwide. Moteover, antimicrobial
resistance can be considered as a growing
problem in terms of poultry-associated
pathogens. As a result of using antibiotics for
therapeutic, prophylactic and non-therapeutic
objectives in  commercial  poultry  meat
production, antibiotic-resistant and multi-drug
resistant strains of Salwmonella can be found in the
final product. The emergence of antibiotic
resistance of bacterial agents has become a major
public health concern (Salihu et al., 2014; Sapkota
et al., 2014; Gutler et al., 2015).

Ensuring the safety of poultry meats by eatly
detection of foodborne pathogens would be
regarded as a main factor in preventing Sa/nonella
contamination. The controlling of poultry and
other  related  products  for  Salmonella
contamination can be made particularly more
efficient by using quick and sensible
determination methods (Park et al., 2014).

In immunomagnetic separation (IMS) system,
superparamagnetic beads coated with antibodies

are used against surface antigens of the cells for
the efficient isolation of target bacteria. Isolation
of target pathogen bound to the beads with the
antigen-antibody interaction can be determined
by transferring the inoculated bead samples to
culture broths or selective agar for the
microorganism. Immunomagnetic separation
(IMS) is successfully used to step-down the
enrichment stage for reducing the total analysis as
much as 24 h. In this method, super paramagnetic
beads or polystyrene particles are used as coated
with iron oxides or oxide-hydroxides. The
antibodies allow for the specific holding and
isolation of pathogen microorganisms from the
present microflora of food samples (Taban &
Aytag, 2009; Foddai et al., 2010; Wadud et al.,
2010; Chakraborty et al., 2011).

The aim of this research was to evaluate the
changes in certain microbiological properties
(total aerobic mesophilic bacteria (TAMB),
coliform bacteria, psychrotrophic bacteria, yeast-
mould and Ewnferococcus spp.) and the presence of
Salmonella spp. in different parts of chicken (liver,
chest and baguette) obtained from markets in the
Erzurum. For the determination of the Salmonella
existence in the chicken meats by conventional
and IMS methods., Another aim of the study is to
show the antibiotic susceptibility and resistance of
identified Salmonella spp. isolates against 10
different types of antibiotic.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Totally 45 fresh chicken meat samples (15 livers,
15 chests and 15 baguettes,) were taken from
different markets and butcher shops in the
Erzurum. The samples immediately
transported to laboratory under cold conditions
and kept at 4°C for maximum 1 h before analysis.

were

General microbiological analysis

For liver and chest samples, 25 g were weighted
and diluted aseptically in 225 mL sterile maximum
recovery diluent (MRD) (0.85% NaCl+0.1%
peptone) and  homogenised in  filtered
polyethylene bag using a Stomacher (Seward
Laboratory Blender Stomacher 400 Lab Blender,
UK) for 5 min. However, one baguette was used
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for each sample and rinsed for 2 min in a sterile
filter stomacher bag containing 500 mL sterile
MRD. Then serial decimal dilutions of
homogenates were prepared and plated on
specific media. Total aerobic mesophilic bacteria
count were determined on Plate Count Agar
(PCA) (Merck, Darmstadt, Germany) at 30£1°C
for 48 h (Harrigan, 1998; Maturin & Peelern,
1998; ISO, 2013). Total coliform counts wete
determined using Violet Red Bile Agar (VRB)
(Merck, Darmstadt, Germany) at 37+ 1°C for 48 h
(Harrigan, 1998; ISO, 2006). The counts of
psychotropic bacteria were enumerated on PCA
at 7-10 *1°C for 10 days (ISO, 2001), and yeast-
moulds were determined on Potato Dextrose
Agar (PDA) (Merck, Darmstadt, Germany)
acidified with 10% lactic acid (Merck, Darmstadt,
Germany) and incubated at 25+1°C for 5-7 days
(Koburger & Marth, 1984; ISO, 2008). Selective
enumeration and detection of Ewnferococcus spp.
were performed on Kanamycin Aesculin Azide
Agar (KEAA) (Oxoid, Hampshire, UK). The
plates of Enterococcus spp. cultures were incubated
under aerobic conditions at 35-37£1°C for 24 h
(Harrigan, 1998; ISO, 2000; Sanlibaba et al.,
2018).

Bacterial strain

Salmonella  Typhimurium RSSK 95091 were
supplied by the Refik Saydam Hifzissihha Culture
Collection (Turkey).

Isolation and Identification Protocols of
Salmonella

Samples were analysed according to ISO 6579-
1:2017 (Microbiology of the food chain-
horizontal method for the detection, enumeration
and serotyping of Salmonella-part 1: detection of
Salmonella spp.) for the detection of Salmonella
(Yiksel Kavaz & Yiksel, 2015; ISO, 2017). For
each chicken liver and chest sample, 25 g was pre-
enriched in 225 ml. Buffered Peptone Water
(Oxoid, Hampshire, UK) at 37°C for 24 h.
Chicken baguettes were rinsed for 2 min in a
sterile filter stomacher bag containing 500 mL
sterile distilled water and then 25 mL was pre-
enriched in 225 ml. Buffered Peptone Water.
Afterwards, 0.1 mL of pre-enrichment samples
were transferred in 9.9 ml of Rappaport-

Vassiliadis (RVS) Enrichment Broth (Oxoid,
Hampshire, UK) and 1 ml in 9 ml of Mullet-
Kauffmann Tetrathionate Novobiocine
enrichment broth (MKTTn) (Merck, Darmstadt,
Germany) and tubes were incubated at 42£1°C
for 24 h for RVS, at 37£1°C for 24 h for MKTTn,
respectively. After overnight incubation, a
loopfull of the enrichment samples was streaked
onto Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD)
(Metck, Darmstadt, Germany) and Xylose Lysine
Tergitol-4 Agar Base (XL.T4) (Merck, Darmstadt,
Germany). Both selective agar media were
incubated for 24 h at 37°C

IMS was performed according to the
manufacturer’s protocol (Invitrogen, California,
USA). Twenty micro liter for Salmonella spp.
Dynabeads anti-Salmonella (Invitrogen, California,
USA) were incubated with 1 mL of the pre-
enriched BPW of each sample in 2 mL micro-
centrifuge tube at room temperature for 15 min
with repeated rocking, so that the specific
antibodies coated on to the beads would bind
Salmonella. The bead-bacteria complex were
subsequently separated using a magnetic particle
collector (Dynamag; Invitrogen, California, USA).
Afterwards, 1 mL of washing buffer (PBS (Oxoid,
Hampshire, UK), and 0.05% Tween 20 (Merck,
Darmstadt, Germany) was added to resuspend
the beads and were washed three times with PBS
(pH 7.4) solution. Finally, 200 pL. of washing
buffer was added to resuspend the beads.
Afterwards, equally 100 uL. of the complex was
plated onto XLD and XL'T4 Agar. The selective
agars media were incubated for 24 h at 37°C.

Identification

After isolation of Salmonella by both IMS and
conventional method, suspicious colonies were
tested by Gram staining and oxidase reaction.
Both Gram-negative and Oxidase-negative
isolates were further tested. Then, isolated
colonies were transferred to tubes with Triple
Sugar Iron agar (Oxoid, Hampshire, UK) and
Lysine Iron agar (Oxoid, Hampshire, UK), and
incubated at 35-37°C for 18-24 h. Additional
biochemical tests were performed by using API
20E test kit (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).
The plastic strips holding twenty mini-test tubes
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were inoculated with the saline suspensions of the
cultures according to manufacturet's directions.
After incubation in a humidity chamber for 18-24
hours at 37°C, the colour reactions wetre tead
(some with the aid of added reagents as supplied
by the kit). The data were analysed by the
manufacturer’s software (apiweb) and positive
results with 299.9% probabilities were confirmed
as Salmonella spp.

Antibiotic resistance testing

The antibiotic resistance profiles of isolated
Salmonella spp. were determined with Kirby-Bauer
Disk diffusion protocol recommended as the
standard of Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (CLSI, 2014). A loopfull of each
pure bacterial isolate was emulsified in 5 mL of
sterile 0.85% NaCl solutions, and the density was
compared with a barium chloride (BaCl,) standard
(0.5 McFarland). A sterile cotton swab was dipped
into the standardized suspension of bacterial
cultures and used to evenly inoculate the Mueller-
Hinton Agar plates (Oxoid, Hampshire, UK), and
the plates were allowed to dry. Antibiotic discs
with the following drug contents ciprofloxacin
(CIP, 5 pg), sulfamethox/trimethoprim (SXT, 5
1g), chloramphenicol (C, 30 ug), streptomycin (S,
10 pg), ampicillin (AMP, 10 pg), gentamicin (CN,
10 pg), kanamycin (K, 30 pg), nalidixic acid (NA,
30 pg), trimethoprim (W, 5 pg) and tetracycline
(TE, 30 pg) (supplied by Oxoid, Hampshire, UK)
were placed at least 15 mm apart and from the
edge of the plates to prevent the overlapping of
the inhibition zones. Plates were incubated at
37°C for 24 h, and the diameters of zones of
inhibition were measured with a rulet. The sizes
of the inhibition zones allowed the strains to be
classified as susceptible and resistant according to
the recommendations of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014).

Storage of the isolates

Positive colonies were streaked onto Nutrient
Agar (NA) and incubated overnight at 37°C. A
generous colony swab was collected from each
NA plate and stored at -80°C in with 15%
glycerol.

RESULTS AND DISCUSSION

General microbiological quality
characteristics of chicken meat samples

The general microbiological composition of
chicken meat samples and mean values are shown

in Table 1 (Log CFU/g).

Observing the certain microbiological quality
characteristics of chicken meat samples, the
lowest mean counts of TAMB and coliform
bacteria were found in L14 sample. The highest
mean values of TAMB count were determined in
B12 sample, while the highest coliform bacteria
were detected in sample B15 (Table 1). Similar
TAMB results were also reported by Cetin (2000).
As seen in Table 1, the mean psychrotrophic
bacteria counts of chicken meats were between
5.00 Log CFU/g (Sample C7) to 8.67 Log CFU/g
(Sample BY). Similar findings were reported by
Cetin (2006). The highest yeast and mould counts
were determined in sample B9, while the lowest
mean value was in sample L11. Cetin (2000)
reported that the number of yeast and mould of
the observed chicken meats was found as 5-6 Log
CFU/g. Enterococcus spp. was not determined in 10
liver samples (Samples L1, L3, L5, L6, L7, L8,
110,11, L.13,L.15), 9 chest samples (Samples C1,
C2, C3, C5, C7, C8, Cl11, C12, C14) and 8
baguette samples (B1, B3, B6, B9, B11, B12, B14
and B15). Based on these results, it might be said
that baguette samples had highest microbiological
loadin terms of investigated microorganisms,
followed by liver and chest samples. According to
the Turkish Food Codex it is allowed to have raw
poultry meat less than 5.0 Log CFU/g of total
aerobic mesophilic bacteria (Anonymous, 2009).
The obtained results showed that 84% (38/45) of
the observed chicken meat samples did not show
suitability with these standards in terms of TAMB
count and similarly, 33% (15/45) of the samples
was not suitable with respect to the presence of
Salmonella. High microbiological counts in the
samples is thought to be stemmed from the
process of cutting, plucking, washing, cooling,
freezing and storage.
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Table 1. The certain viable bacteria counts of the chicken meat samples (Log CFU/g)

Samples TAMB Colifor.m Psychrptrophic Yeast-Mould  Enterscocons spp.
count bacteria bacteria count
LIVERS (Log CFU/¢g)
L1 7.69 3.39 6.04 6.17 <10
L2 7.47 3.54 5.60 6.30 2.47
L3 7.00 3.30 6.77 6.39 <10
L4 7.47 3.20 5.69 6.54 2.60
L5 6.85 2.47 6.34 6.00 <10
L6 7.54 3.00 6.84 5.95 <10
L7 7.00 412 6.91 6.17 <10
L8 6.45 3.26 5.74 6.23 <10
L9 7.30 3.55 6.52 0.74 3.00
L10 7.54 3.00 6.60 6.23 <10
L11 7.35 3.12 5.84 5.50 <10
L12 6.35 2.78 6.12 6.12 2.55
L13 7.00 2.84 5.32 5.45 <10
L14 5.85 2.25 6.53 6.45 2.20
L15 7.54 3.10 5.91 5.92 <10
CHESTS
C1 7.01 3.23 6.35 6.49 <10
Cc2 7.44 3.11 6.83 6.46 <10
C3 7.45 3.27 5.65 5.95 <10
C4 6.35 2.90 6.68 6.45 2.74
C5 7.39 3.20 6.42 6.50 <10
Co 7.43 3.39 6.32 6.29 2.69
C7 6.85 3.22 5.00 6.10 <10
C8 5.95 3.10 5.24 6.23 <10
c9 7.32 3.47 6.10 6.78 2.84
C10 6.86 2.90 6.51 6.12 2.20
C11 6.40 2.65 6.55 5.90 <10
C12 7.40 3.25 6.32 6.46 <10
C13 7.21 3.10 6.65 6.19 2.00
C14 6.35 3.45 5.95 6.43 <10
C15 7.30 3.85 5.35 6.62 2.92
BAGUETTE
B1 7.70 5.69 8.47 7.47 <10
B2 8.81 5.25 8.27 7.30 4.88
B3 7.60 5.55 8.43 7.55 <10
B4 8.76 5.61 8.14 6.51 4.94
B5 8.96 5.74 7.80 7.64 4.74
B6 7.43 5.87 8.34 7.01 <10
B7 8.45 4.81 8.14 7.30 3.98
B8 7.69 5.94 7.92 7.48 4.20
B9 9.01 5.67 8.67 7.69 <10
B10 8.85 5.32 8.32 7.64 4.58
B11 8.92 5.78 8.20 6.65 <10
B12 9.60 5.81 7.92 7.10 <10
B13 8.54 5.98 8.55 7.50 4.87
B14 7.12 5.67 7.44 7.30 <10
B15 9.01 6.00 8.12 6.40 <10
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The suspicious Salmonella spp. colonies were
identified with API 20E at the probability of
99.9%. Consequently, the results demonstrated
that conventional and IMS methods showed
similarity approximately with regard to the
identification of Salmonella spp. in chicken meat
samples.

The 15 chicken meat samples were found positive
in terms of Salmonella by conventional method,
while 13 the samples were determined as positive
by IMS method (Table 2). Salmonella spp. were
found positive in two samples by conventional
method but could not be detect by IMS. The
presence of Salmonella spp. in raw chicken livers,
chests and baguettes were at the level of 27%,
33% and 40%, respectively. The chicken baguette
was found higher microbial load than chest and
liver. The presence of Salmonella spp. in
investigated chicken meat samples might stem
from the unhygienic conditions (Cetin, 2000;
Procura et al., 2017; Zwe et al., 2018). Relatively
inferior hygiene practices, such as cutting
chickens with knife and chopping board without
proper cleaning, and exhibiting chicken carcasses
in the chillers without physical separation or
individual packaging could likely contribute to
cross-contamination  events leading to a
significantly higher rate of Salmonella spp.
contamination in chicken meats sold in markets
of Erzurum.

Table 2. Distribution of IMS with conventional
methodology for Salmonella spp. detection in
chicken meats.

Conventional IMS
n/N 15/45 13/45
% 33 28

(n: Salmonella positive sample number; N: Total sample
number)

Recently, various researches have been focused
on the presence of Salmonella spp. in poultry meat
(Van et al., 2007; Pointon et al., 2008; Yang et al.,
2011; Zwe et al,, 2018). This study has shown the
high of Salmonella contamination (33.3%) in
chicken meats. Our results are similar to those

reported by Iseri and Erol (2010) 45.8% of turkey
meat samples were showed to be contaminated
with Salmonella. Also, this Salmonella prevalence
rate of 33.3 % in raw chicken in Erzurum is
similar compared to values reported in Anatolia
(Yildirim et al., 2011). The presence of Salmonella
from chicken meats found in this study was
different that in previous works (Uyttendaele et
al., 1999; Chung et al., 2003; Angkititrakul et al.,
2005; Van et al., 2007; Pointon et al., 2008; Hyeon
et al,, 2011; Yang et al,, 2011). We assert that the
difference of Salmonella prevalence between
reports might be related with hygiene conditions
The unhygienic and improper processing
methods might be the causes for higher incidence
of salmonellosis (Ramya et al., 2012).

Antibiotic resistance of Salmonella spp.
isolates

For the determination of antibiotic susceptibility
of Salmonella spp. isolates, 10 different antibiotics
were used (Table 3 and Table 4). As seen in the
Table 3, none of the Salmonella spp. isolates were
resistant to CIP, C and CN, while resistance of
isolates changed, as 10 of them to S, 12 of them
to AMP, 5 of them NA and SXT, 3 of them to W
and 2 of them to TE, respectively. Among the
tested antibiotics, K and S had the highest effect
on Salmonella spp. isolates and it was followed by
AMP, NA, SXT, W, TE, CIP, C and CN,
respectively. According to statistical evaluations,
all samples showed statistical differences (P <
0.01) in terms of antibiotic resistances and
susceptibilities (Table 4). These findings are in
agreement with previous studies on chicken meat
from Iran (Dallal et al., 2010; Sodagari et al.,
2015), India (Mir et al., 2015), Turkey (Yildirim et
al., 2011) and Egypt (Abd-Elghany et al., 2015),
Iraq (Harb et al., 2018).

The results showed that 100% of the isolates were
susceptible to CIP, C and CN, while 93.7% of
them showed resistance to S and K.

In this research, 45 chicken meat samples (15
livers, 15 chests and 15 baguettes) were analysed
with respect to certain microbiological parameters
and presence of Salmonella spp. The obtained
results showed that 84% (38/45) of the observed
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chicken meat samples were not suitable according
to the standards with respect to TAMB count and
presence of Salmonella spp. (33%). In light of the
obtained data, baguette samples were found
higher microbial load than liver and chest samples
in terms of analysed parameters. Then, suspicious
colonies of Salmonella were confirmed as
Salmonella spp. at the level of 99.9% confidence
interval by API 20E test kit and conventional
biochemical tests.

The obtained findings showed that conventional
and IMS methods demonstrated similar
properties in terms of the determination of
Salmonella  spp. from observed samples. In
conclusion,  combination of IMS and
conventional methods could be used more
effectively for the Salmonella isolation from foods
than their single usage. Consequently, the
identified Salmonella spp. isolates (15 isolates) were
evaluated in terms of antibiotic resistance and

Salmonella spp.  isolated from chicken meat
samples had multi drug resistance.

Table 3. Antibiotic susceptibility of the obtained
Salmonella spp. isolates (n:15)

Susceptible
Number of
Antibiotic % Salmonella
isolates
Ciprofloxacin (CIP) 100 15
Sulphamethoxazole/ 66.6 10
Trimethoprim (SXT)
Chloramphenicol (C) 100 15
Streptomycin (S) 33.3 5
Ampicillin (AMP) 26.6 4
Gentamicin (CN) 100 15
Kanamycin (K) 6.6 1
Nalidixic Acid (NA) 66.6 10
Trimethoprim (W) 80.0 12
Tetracycline (TE) 86.6 13

susceptibility. The

results

showed

that all

n: Salmonella positive sample number

Table 4. The antimicrobial effects of different antibiotics on the Sa/wonella spp. isolated from the
samples Antibiotics (Zone Diameter, mm)

Samples* (CIP) (SXT) ©) ) (AMP)
Control*  29.25%0.35A  31.25+0.35Mc  30.10+0.14B%  30.50+0.71Ad  30.25+0.35B¢
L1 24.00£0.00b  2510%0.14DF  26.15+0.21P  2500+0.00¢f  27.10+0.14Cdc
L2 251040.14%  30.25+0.358  27.25+0.35Cc  24.1040.14Ph  31.25+(.354
L3 0.00£0.006f  0.00£0.006¢  0.00%0.00H 0.00£0.00F¢ 0.00£0.000F
L7 0.00£0.006  0.00+£0.005  0.00%0.00He 0.00%0.00F 0.00£0.00Pe
C1 20.0020.00%%  19.50£0.71%  20.00£0.006%  20.20%0.28F¢fs  20.50%0.71Cdef
C3 0.00£0.00Gb  0.00£0.006>  0.00%0.00H> 0.00£0.00% 0.00£0.000b
C6 22.00£0.00Ee  26.25+0.35  2535+0.49E  2425+0.35D4  25.25+(.35D
C9 27.25+035Bd  30.2510.358>  32.00£0.004  30.25£0.358  30.25%0.358
C15 202540358 241010145 24.40£057F  27.10%0.148 27.39+0.16¢
B5 302520350  26.75+£0.35¢4  24.85£021P¢  0.00£0.00F 0.00£0.00F<
B6 31.75£0.35%  26.20£0.28Ce  26.0020.00¢F  0.00£0.00FF 0.00£0.00Fe
B8 2525%0.358  0.00£0.00h  25.00£0.00%  11.25+0.35¢4  2520+0.284
B11 30.00£0.000  28.25+0.358  26.25+0.35¢F  0.00%0.006¢ 0.00£0.00Ge
B12 2425%0.35Bi  0.00£0.00Eh  2825+0.35M  12.25+(.35D 19.7540.35¢¢
B15 342540350  27.2540.35C  30.2510.358>  0.00£0.006f 0.00£0.00Ge

559



560

M. Yiksel, S. Sert, B. Cetin

Table 4 continuing

Samples* (CN) (K) (NA) (W) (TE)
Control*  27.25+0.35Ce  25.25+0.35 342540350  26.10+0.14Bb  36.50+0.714
L1 0.00£0.0062  0.00£0.000h  2520+0.28D¢F  0.00%0.00Gh 30.2540.35Ca
1.2 292540358 232540358  30.10+0.14¢>  302510.35Ab  26.25%0.35Df
L3 13.25+0.355  0.0020.000f  0.00%0.00 10.25+0.358% 20.2540.35%
L7 28.10£0.14%  0.00£0.00Pc  0.00+0.00F 0.00%0.006¢ 15.25+0.3564
C1 20.1510.210efs 22201028 24.25+0.358  20.25+0.35Dcfs  25.10+0.145
C3 0.00£0.006>  0.00£0.00>  0.0020.00F 0.00£0.00G> 25.25%0.35%
C6 0.00£0.006f  0.00+0.000f  2525+0.350  0.00%0.006¢ 30.0020.00¢
C9 0.00£0.00%  0.00£0.00Ps  32.20+0.28%  21.00%0.00Cf 31.50%0.718
C15 0.8310.04%  0.00+0.000i 24254035  7.25%0.35F 25.2040.28Eb
B5 20.25+0.35Ef  0.00+£0.00F 2490+ 0.14Dc 292540358 2525%0.35Db
B6 22.7540.355  0.00+0.00% 26254035  27.75+0.3584  23.75+0.35Dd
B8 21.0020.0084  0.0020.00E> 0.00%0.005¢ 0.00%0.00Ez 8.50+0.71D¢
B11 18.25+0.35%  0.0020.006>  2425+035Pd  27.75+0.358d 21.50%0.71%e
B12 20.25+0.35Ccf  0.0020.008 0.00£0.005  24.50%0.718¢ 0.00%0.00¥
B15 21.2540.35F  0.00£0.006b  24.0040.000¢  30.25%0.358> 23.25%0.358

*i Salmonella Typhimurium. Different uppercase letters indicate significant differences (P < 0.01) among the
antibiotics, while lowercase letters showed differences among the samples
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oz

Bu calisma glineste kurutma (beton harman ve ¢imen harman; BH, CH, sirastyla) ve suni kurutma (SK)
yontemlerinin depolama stresince findigin kimyasal &zellikleri Gzerine etkisini belirlemek amactyla
yuritilmustir. Protein orani, yag orani, nem orant, su aktivitesi, aflatoksin, yag asitleri kompozisyonu,
toplam yag asitleri ve yag oksidasyon parametreleri 2014-2016 yillar1 arasinda 18 ay ortam sartlarinda (20—
25°C ve %70-90 nisbi nem) muhafaza siiresince incelenmigtir. Calisma sonucunda tekli doymamus yag
asitleri (TDY) ana grubu olusturmus (%081.36-84.46), onu ¢oklu doymamis yag asitleri (%09.41-12.18) ve
doymus yag asitleri (%5.74-7.31) izlemistir. SK ortaminda glineste kurutmaya gore daha yitksek TDY
(%84.406) tespit edilmistir. Ayrica SK ortaminda daha dusiik iyot degeti ve daha yiiksek oleik/linoleik degeri
bulunmustur. Bu yiizden SK “Tombul” findik ¢esidinin kurutulmasi igin yeni bir potansiyel olabilir.
Anahtar kelimeler: Depolama, kurutma, yag asitleri kompozisyonu, yag oksidasyonu

DETERMINATION OF DRYING METHOD FOR REDUCING OIL
OXIDATION OF TOMBUL (CV) HAZELNUT

ABSTRACT

This work was carried out to evaluate the effects of sun—dried (concrete ground and grass ground;
CG, GG, respectively) and artificial dried (DM) on chemical properties of hazelnut during storage.
The following parameters were measured; protein, lipid and moisture content, water activity,
aflatoxin, fatty acid composition, total fatty acids, and oil oxidation along 18 months storage (2014 —
2016) at 20-25 °C and 70-90% relative humidity. The results showed that monounsaturated fatty
acid (MUFA) was the main fatty acid group (81.36—84.46%) followed by polyunsaturated (9.41—
12.18%) and saturated fatty acids (5.74—7.31%). Samples dried in DM had more MUFA (84.46%)
than those sun—dried samples. Furthermore, the lowest iodine value and the highest oleic/linoleic
acidity ratio were found in DM. Hence, DM could be as the new potential for Tombul (cv) hazelnut
drying.

Keywords: Storage, drying, fatty acid composition, oil oxidation
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GIRIS
Findik diinya pazarlarinda satilan en 6nemli sert
kabuklu meyve tirlerinden biridir ve su anda
Turkiye findik Uretim ve ticaretinin en fazla
yapildigr tlke durumundadir (Turan, 2018a).
Ancak gunimuze kadar findikta modern
tekniklerin yayginlastiriimast konusunda tilkemiz
maalesef mesafe alamamistir. Ozellikle meyve
kalitesini en fazla etkileyen hasat sonrast
yontemlerinden biri olan kurutma geleneksel
olarak giines alttnda beton ve ¢imen zemin
tizerinde gerceklestirilmektedir (Turan ve Islam,
2018). Bu yiizden de findiklar kurutma ve
muhafaza siiresince yag oksidasyonuna maruz
kalmaktadir (Turan, 2018b).

Bilindigi gibi kurutma, tarimsal tiriinlerde en eski
muhafaza yoéntemlerinden birisidir (Kaveh vd,,
2018) ve gidalarin igerdigi suyun Onemli bir
kisminin uzaklastirilmast esasina dayanmaktadir
(Kése, 2018; Zhang vd., 2018). Findiklarin kalite
Ozelliklerini kaybetmeden muhafaza edilebilmesi
icin ise kurutma slreci sonrasinda i¢ findik
neminin %06 degerinin altinda olmast tavsiye
edilmektedir (Wang vd., 2018). Ayrica kurutma
stresi meyve kalitesinin korunmasi bakimindan
hayati 6neme sahiptir (Turan, 2019). Bu nedenle
findigin toplandiktan sonra zuruflarinin ayrilmasi
ve kisa siirede kurutulmasi biyik o6nem arz
etmektedir. Ciinkd ge¢ kurutulan findiklarda, kaf
gelisimi ve zararlilar tarafindan hasar gbrme riski
artmakta ve glines 1siinin altinda uzun stire
kurtulan  findiklarin  serbest yag  asitliginin
yikseldigi bilinmektedir (Fu vd., 2016; Qu vd.,
2016; Turan, 2019). Ayrica yiiksek derecede
doymamus yag asitleri iceri§ine sahip findiklar
kurutma sirasinda oksijen ve yiksek sicakliga
maruz kalmalart durumunda yag oksidasyonuna
karst hassas duruma gelebilirler (Wang vd., 2018).
Bu yiizden kurutma siireci yag oksidasyonunu ve
mikrobiyal aktivite gelisimini engellemek i¢in ¢ok
dikkatli yiratilmelidir.

Turkiye’de geleneksel kurutma ortamlarindan
beton harmanin, c¢imen harmandan findik
kurutma icin daha uygun ortam olduguna dair
genel bir kani mevcuttur. Ancak bu konuda
giiniimiize kadar birkag ¢alisma haricinde bilimsel
aragtirmalara dayali detaylt veri bulunmamaktadir

(Turan, 2018a). Dahasi, Turk findik ¢esitlerinde
geleneksel  kurutma yontemlerinin
karsilastirilmast glintimiize kadar kapsamli bir
sekilde maalesef yapilmamustir (Turan ve Islam,
2016; Turan ve Islam, 2018; Turan, 2018b; Turan,
2019). Bu calisma, geleneksel ve suni kurutma
yontemlerinin =~ “Tombul”  findik  ¢esidinin
kimyasal Ozellikleri tizerinde muhatazasi siiresi
boyunca  meydana  getirdigi  degisiklikleri
arastirarak oksidasyonunu en distk dizeyde
etkileyen kurutma metodunu belirlemek amactyla
yuritilmuistir.

suni  ve

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanidan “Tombul” findiklar Giresun
1li Bulancak Tlcesi Semseddin Mahallesinde tek bir
bahgeden  alinmustir (I 40°5531.90" N,
38°14'00.71” E, 110 m). Ornek alinan
bahgcelerdeki dal sayist ~5-7 dal/ocak, ocak arast
mesafe ~3 m, dekara ocak sayist ~60 bitki/da ve
bahge ~30 yasindaki bitkilerden olusmaktadir.
Genellikle yilda iki defa dip strgiini temizligi

yapildigt  gbzlenmis, vyash dallar geleneksel
yontemlerle  seyreltlmis  ancak  bahcede
gengclestirme tamamen yapilamamistir.

Giibreleme genelde Mart ayimun ortasinda ~1
kg/ocak olacak sekilde serpme uygulanmaktadir
(CAN, %26 N). Zararhlardan sadece findik
kurduna (Curenlio nucnm 1.) karst genelde Mayis
ayinin  baginda miicadele yapilmaktadir (%50
methiocarp wp, 100 g/da). Ancak yogun zarari
oldugu gézlenen dalkiran zararlist (Xyloborus dispar
F.) ve killeme hastaligina [Phyllactinia guttata
(Wallr.; Fr.) Lev] karst micadele yapilmadig:
gozlenmistir.  Yillik ortalama verim ise 60-80
kg/da arasinda degiskenlik gostermektedir.

Yontem

Kurutma yéntemleri

Hasat islemi 08-19 Agustos 2014 tarihleri
arasinda ~%25 nem degerinde (Refsan RK 55,
Kitahya, Turkey) yerden hasat seklinde
gerceklestirilmistir (Turan ve Islam, 2016). Hasat
edilen findiklar c¢imen harmana serilmis ve
cotanakli halde ~3 giin soldurulmustur (Nem
degeri %16.51). Soldurulan findiklar (22 Agustos
2014) daha sonra patoz yardmmyla (Dingler
Makine, FPHM 2500, Samsun, Turkey)



Tombul findik ¢esidinin kurutulmasi

cotanaklarindan ayrilmis ve kurutma islemi icin ti¢
gruba ayrmistir. . Grup I; c¢otanaklarindan
ayrilmis findiklar otu mototla bigilmis (Oleo—Mac
440 T, Italy) ¢imen harmana (CH; 4x3 m boyut,
~30 kg) getirilmis ve yere serilen branda lzerine
(TS 4739, TS 1534-2; EN ISO 22862, Kale
Tente, Istanbul, Turkey) 5 cm kalinliginda serilmis
ve giines altinda giinde en az 3 defa (sabah, 6gle
ve aksam) karstirlmistir. Grup 1I; findiklar
dogrudan beton harmana (BH; 5x5 m boyut, ~30
kg) serilmis (TS EN 12390 Giimiistes Cimento,
Giresun, Tirkiye) ve giines altinda iklime bagl
olarak giinde en az 3 defa kanstirilmistir. CH ve
BH metotlarinda  6rnekler ortam  sartlarinda
kurutulmustur (ortalama riizgar hizi, ortam
sicakligt ve nemi ve giineslenme stiresi; 1.4 sa/km,
25.6°C ve 5.24 sa, swrasiyla)) CH ve BH
metotlarinda kurutma islemi her giin saat 08:00—
20:00 arasinda devam etmis ve 20:00’dan sonra
findiklarin nem almamast icin tizeri naylon 6rti
(Metroplast, Istanbul, Tirkiye) ile Ortiilmiistiir
(Yaygin uygulama). Grup III; findiklar kurutma
makinesi (KM) icerisine elevatér yardimiyla
yetlestirilmis  (~1000 kg) ve kurutma islemi
45°C’de (yaygin kullanim) (FACMA ES 3000,

2013, ltalya; [Turan ve Islam, 2018])
gerceklestirilmistit (~30 kg tesadiifen secilmis).
Sicak hava ventilator (1.5 m/s hava hiz)
yardimiyla kurutucuya iletilmis ve kurutma
stiresince arsimet vidast surekli karistirma islemine
devam etmistir. Kurutma stresince 3 sa sicak hava
pompalanmis ve 1.5 sa durdurulmustur. Bu 1.5 sa
stiresince ve kurutma siiresince saat 20:00-08:00
arast dahil arsimet vidasi karistirma islemine
devam etmistir. Kurutma islemi i¢ findik nem
degeri %0G’nin altina disene kadar devam
ettirilmistir (Turan ve Islam, 2016). Kurutma
stireci beton ve ¢imen harmanda 80 sa, kurutma
makinesinde ise 28 sa surmustur. Kuruma suresi
ve nem degerleri ile ilgili detaylar Sekil 1°de
gosterilmistir. Kurutma islemi 22-26 Agustos
2014 tarihleri arasinda Ordu ili, Altinordu ilcesi,
Karapinar mahallesi (40°58"17.53 K, 37°56700.41
D, rakim 43 m), Organize Sanayi Bolgesinde
(Ordu OSB, Giirsoy Tarimsal Uriinler Gida
Sanayi ve Ticaret A.S. Entegre Tesisi)
yurttilmustir (Turan, 2018a; Turan, 2019).

30 -
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Sekil 1 Findigin suni ve giineste kuruma stireleri ile kuruma egrisi (Guneste kurutma: BH; Beton
harman, CH; Cimen Harman ve SK; Suni kurutma)
Figure 1 Drying graph for in-shell hazelnut during conventional (sun-dried: BH; concrete ground and CHy grass ground)
and artificial dried (SK).
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Depolama sartlart

Kurutulmus findiklar 10 kg jit cuvallarda, palet
tzerinde adi depo sartlarinda (20-25°C ve 70%-—
90 nispi nem) 18 ay depolanmistir.

Yag ekstraksiyonu

Findik yagi Ceselsan soguk pres yag ekstraksiyon
sistemi ile (AISI3004, Ceselsan, Giresun, Tirkiye)
elde edilmistir (Basing kuvveti: 10000 kgf, basing:
34.7 MPa, sicaklik:—°C ~+45 °C ve kapasite; 250
g i¢ findik; Turan, 2018a).

Protein ve yag orant

Protein orant AOAC standart metoduna gore
(Nx%6.25), 0.5 g ornek kullamlmis ve makro
Kjehldahl metodu (metot 940.26) ile (Velp UDK
149, Europe), yag orant ise AOAC metoduna gore
(AOAC, 2000), 5 g ornegin soxelet cihazinda
(110°C sicaklik) petrol eteti ektraksiyonu (metot
960.39) ile elde edilmistir (Velp Ser 148, Milano,
Italy).

Nem orani ve su aktivitesi

Nem orant, Turk Standartlart Enstitiisi (EN ISO
65-2000)-TS 3075/T1 i¢ findik standardina gore
yapilmustir (Késal, 2018; Turan, 2019). Kiyilmis
findiklar (Fakir Motto 800 w, Germany) 105°C
sicaklikta sabit bir agirhiga (Refsan RK 55,
Kitahya, Turkey) ulasincaya kadar bekletilmistir.
Su aktivitesi ise (ay) Novasina a, Sprint TH 500
(Switzerland)  cihazt  kullamilarak  yapilmistir
(WAA, 2004).

Aflatoksin miktarimin belirlenmesi

Total aflatoksin (AF) ve aflatoksin B1 (AFB1)
HPLC cihazt  (Shimadzu, ¢2101390892100,
RF:10AXL, Japan) kullanilarak elde edilmistir.
125£0.1 g Ornek 0.01 g hassasiyette terazide
tartlmus, 4 g NaCl, 150 ml CH;0OH+25 ml saf su
ile 3 dk kamstirilmis ve katlt filtre kagidindan
stzilmustir. Stzilen 6rnekten 10 ml alinmis ve
10 ml saf su ile kamstirlmis, toplam 20 ml
karisimdan 10 ml immunoafinity kolondan (1-2
damla/s) gegirilmistir. 1 ml CH;OH kolondan
gecirilerek aflatoksin elie edilmis (1 damla/s), 1
ml HPLC grade saf su kolondan gecirilmis (2
damla/s) ve 5 ml hacimli anber cam kapta
toplanmistir (toplam hacim 2 ml). 50 pl’st HPLC
cihazina enjekte edilmis ve toplam aflatoksin ve

aflatoksin B1; m (ng/g) =50 g/250 mLX5 mL/Z
ml formild ile hesaplanmistir (Turan ve Islam,
2018).

Yag asitleri kompozisyonu

Yag asitleri kompozisyonu gaz kromotografisi ile
(Shimadzu GC-2010, Tokyo, Japan), yag asidi
metil esterlerinin elde edilmesinde ise Ficarra et al.
(2010ya kigik modifikasyon yapilarak Turan
(2018a) ve Turan (2019)’ a gbre yapilmustir.

Oksidasyon parametreleri

Serbest yag asitligi (metot Cd 3d-63) AOCS
Standard Method (AOCS, 2004)’a, peroksit degeri
(metot Cd 8-53) AOCS (AOCS, 2004) (Metrohm,
Dosimat 799, Switzerland), ransimat degeri,
rancimat 743 device (Metrohm, Switzerland;
Velasco vd. 2004)’e gére yapilmistir. Tyot degeri
(ID) ise yag asitleri ylizdesi (Hashempour vd.,
2010; Belviso vd., 2017; Turan, 2018a; Turan,
2019) ile hesaplanmustir (1).

ID=(C16:1x1.901)+(C18:1x0.899)+
(C18:2x1.814)+(C18:3%2.737) )

Istatistiksel analizler

Deneme tesadiif bloklart deneme desenine gbre
¢ tekerriirlii olarak yiiriitilmistir. Tanimlayict
istatistikler SPSS v. 22.0°e gbre (Armok, New
York: IBM Corp.), istatistiki testler ise SAS—
JAMP v. 10.0 (SAS Institute Inc., Cary, North
Carolina) kullanilarak yapilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Protein orani

Protein oran1 (PO) tizerine kurutma yontemleri ve
muhafaza siiresinin etkisi ile ilgili veriler Cizelge
1’de verilmistir. Kurutma yOntemlerinin protein
oranina etkisi 6nemli bulunmus (P <0.05; Cizelge
1), ve bu deger %4.15 (SK, 12. ay) ve %16.71 (SK,
18. ay) araliginda degismistir. Calismamiz,
Delgado vd. (2017) tarafindan kestanelerde (7.00-
8.52 g/100 g kuru madde) tespit edilen sonuglarla
benzerlik géstermis, ancak Turan ve Islam (2016)
ve Kermani vd. (2017) tarafindan elde edilen
sonugclarla farkldik géstermistir. Protein orani
tzerine muhafaza siiresinin etkisi ise istatistiksel
olarak 6nemli bulunmus (P <0.001), muhafaza
stresince PO degeri dalgalanma gdostermekle
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birlikte depolama sonundaki degerler baslangic  belirtilmektedir (Telgado vd., 2017). Ayrica,

degerlerinden daha yitksek olmustur (%15.61—  Turan ve Islam (2016) ve Kog Giiler vd. (2017)
16.71). PO  degerinde yasanan bu tiir calismalarinda, PO degerinin muhafaza siiresince
dalgalanmalar nem degerindeki degismelerden dalgalanmakla  birlikte ~muhafaza  stresince
kaynaklanmis  olabilir, ¢lnki genel olarak azaldigint bildirmislerdir.

muhafaza siiresinin PO degerini etkilemedigi

Cizelge 1 Kurutma yontemlerinin 18 ay depolama siiresince findigin protein, yag, nem orant ve su
aktivitesi degeri tizerine etkileri
Table 1 Effect of drying methods on protein, lipid and, moisture content and water activity of hazelnut during 18 months

of storage periods
Muhafaza stireleri (ay)/ Storage periods (months) Onemlilik/ Sig1
O/P -
M/D  MS/S
M/D 0 3 6 9 12 15 18 MxMS,/ DM
PO/ BH/CG 16.08+0.10 16.24+0.44 15.78+0.31 16.45+1.11 15.38+0.09 15.76+£0.25 16.47+0.11
PC CH/GG  15.61+0.37 15.66%0.25 15.25+0.46  15.78+0.10 15.38%0.09 15.87+0.19 16.1620.00 * *** d/ns
(%) SK/DM 15.84+0.54 15.74+0.55 14.73+0.00 15.72+0.36 14.15+0.09 15.70+0.25 16.71+1.92
YO/ BH/CG 6253+0.12 56.60+0.35 59.84+0.17  55.00+0.60 61.13+3.03 57.2714.46 56.43+0.68 5d/ .
LC CH/GG  61.80%0.53  55.53%0.31 59.70%3.21 55.81+5.76 59.67£0.50 55.47+0.51 56.84%0.46 Zd/Zj
(%) SK/DM  63.33+1.40 56.87+1.86 57.53+2.84 54.40+1.04 60.47+0.31 57.27+1.62 56.40%0.69
NO/ BH/CG 4.1240.03d 3.68+0.03h 3.12+0.03n  4.11£0.03d 4.13+0.03d  3.44£0.01k  3.30£0.03l
MC CH/GG  4.37£0.03a  3.57+0.03i 3.26+0.02m  4.19%0.01c  3.83+0.02f 3.50£0.01j  3.51£0.01j ok ok swokk
(%) SK/DM  4.28+0.02b  3.52+0.03j  3.03%£0.030  4.05£0.02¢  3.78%0.03¢  3.50£0.01j  3.10£0.02n
SA/ BH/CG  0.70£0.00a  0.47£0.01h  0.35£0.011  0.60£0.01c  0.60£0.01c ~ 0.52%£0.00e  0.45%0.01j
“ CH/GG  0.62£0.00b  0.46+0.01i  0.37£0.01k  0.60£0.00c  0.58+0.01d  0.52+0.00e  0.4520.01j otk ook swokk
" SK/DM  0.60£0.01c  0.49+0.01g  0.35£0.011  0.60£0.00c  0.60£0.01c  0.50+0.00f  0.45%0.01j

O: Ozellik, M: Metot, MS: Muhafaza siiresi, BH: Beton harman, CH: Cimen harman ve SK: Suni kurutma. PO: Protein orant,
YO: Yag orani, NO: Nem orant ve SA: Su aktivitesi. Ortalama®SD seklinde ifade edilmistir. Kurutma yontemleri ve
depolama siireleri arasindaki farkliiklar farkls harflerle gésterilmistir. Onem seviyeleri; ¥, **, ¥ ve “6d” P <0.05, 0.01, 0.001
ve “Gnemli degil”

P: Parameter, D: Drying, S: Storage periods, CG: Concrete ground, GG: Grass ground and DM: Drying machine. PC: Protein content, I.C:
Lipid content, MC: Moisture content and a,: Water activity. Values are expressed as mean X standard deviation. Different letters in colunmns

Jor each different drying, mean significantly different values among storage time. Significant level; *, **% *** and “ns

“ns” mean significance at P

<0.05, 0.01, 0.007 and “not significant”, respectively, between drying and storage time.

Yag orani

Calismamizda kurutma yontemlerinin yag orant
(YO) tzerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmus (P>0.05) ve depolama siiresince YO
degeri %54.40 (SK, 9. ay) 63.33 (SK, baslangic)
araliginda degismistir. Kurutma yOntemlerinin
YO degerini etkilemedigini bildiren benzer
calismalarin yani sira (Turan ve Islam, 2016;
Kermani vd., 2017), etkiledigini bildiren (2.22—
3.13 g/100 g kuru madde) baska caligmalarda
bulunmaktadir (Delgado vd., 2017). Tespit edilen
bu farkhihiklar tir, ¢esit ya da kurutma yontemleri
ve depolama kosullart gibi bazi etmenlerden
kaynaklanmis olabilir. Muhafaza siresince ise
beklendigi gibi YO degeri biraz dalgalanma
gostermekle birlikte genel olarak azalma egilimi
gostermistir (P <0.001; Cizelge 1). Ortam
sartlarinda muhafaza edilen findiklarda genel

olarak bu yoénde bir egilim gosterdigi
bilinmektedir (Turan ve Islam, 2016). Ancak
Ghirardello  vd. (2013) ortam sartlarinda
muhafaza edilen findiklarda YO degerinin
artugini, Ko¢ Giiler vd. (2017) ise etkilemedigini
bildirmigtir. ~ Tespit edilen bu farkliiklar
muhtemelen ortam nemi, kabuk ya da i¢ findik
Ozellikleri farkhiligindan kaynaklanmis olabilir.

Nem orani

Findiklarin =~ kalite  6zellikleri  bozulmadan
mubhafaza edilmesi i¢in nem degerinin (NO) %5
esik degerini asmamast 6nerilmektedir (Ozdemir
vd., 1998). Turkiye’de findik alim esaslarina gore
ise nem oraninin <%0 altinda olmasi gerektigi,
aksi  halde  findiklarin  satin  alinmadig
bilinmektedir. Kurutma yéntemlerinin nem orant
lizerine etkisi istatistiki olarak 6nemli goriilmiis (P
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<0.001), ve en dusik deger %3.03 ile SK
yonteminde 6. ayda, en yiksek deger ise %04.37 ile
CH yonteminde baglangicta  belirlenmistir.
Mubhafaza siiresinin nem orant Uzerine etkisi ise
istatistiki olarak 6nemli bulunmus (P <0.001;
Cizelge 1) ve bu deger dalgalanma gdstermekle
birlikte genelde azalmistir. Calismamizda oldugu
gibi findikta nem degerinin muhafaza siiresince
genellikle  azalmakla  birlikte  dalgalanma
gOsterdigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(Turan ve Islam, 2016; Ko¢ Giiler vd., 2017;
Turan, 2019).

Su aktivitesi

Su aktivitesi (aw) gidalarda yag oksidasyonunu
etkileyen en 6nemli parametrelerden birisi olarak
gorilmektedir (Turan, 2018a). Ayrica a, degeri
0.3-0.5 arahiginda yag oksidasyonunun oldukca
disiik oldugu ve bu yiizden i¢ findik neminin <%5
degerinin altinda olmasi gerektigi bilinmektedir.
Kurutma yontemleri arasinda Turan ve Islam
(2016)1n galismalarinda oldugu gibi en yiksek
deger BH ve CH (sirastyla 0.70, 0.62)
metotlarinda, en disik deger ise SK (0.60)
metodunda belirlenmis ve aradaki farklilik 6nemli
gorilmiustir (P <0.001; Cizelge 1). Calismamizda
aw degeri NO degerinin degisimine benzer egilim
gOstermis ve muhafaza stiresince 0.35 (BH ve SK|
6. ay)—0.70 (BH, baslangic) araliginda seyretmistir.
ay degerinin muhafaza siiresince dalgalt egilimi
bazi dénemlerde Turan ve Islam (2016) ve Kog
Giiler vd. (2017) ¢alismalart ile benzerlik gdsterse
de, muhafaza stiresince azalma egiliminde oldugu
gOrilmustir. Ayrica ay degerinin iki glin stireyle
0.83’4  agmast  durumunda  aflatoksinin
olugabilecegi, bu nedenle esik degerini asla
asmamast gerektigi bildirilmistir (Ozay vd., 2008).
CGalismamizda ise elde edilen a, degerlerinin
tamami 0.72’nin altinda olmast sebebiyle boyle bir
risk olusmamistir.

Aflatoksin
Turkiye’de findiklar genellikle beton ya da ¢imen
harmanda  giines altinda  kurutulmaktadir.

Giineste kurutma siresince Urlinln iklime bagh
yeniden nem alma ihtimali yliztinden kuf gelisimi
ve mikotoksin riski yiiksektir (Ozay vd. 2008;
Basaran, 2010; Turan ve Islam, 2018). Bu nedenle
findigin hizli kurutulmast ve nem degerinin %5’in

altina dusirtlmesi biyik 6nem arz etmektedir.
Aksi  halde aflatoksin olusum ve gelisimi
sonucunda Uriinlin zarar gérmesi muhtemeldir.
Ancak c¢alismamizda, beklenenin aksi yonde
gelisme olmus ve 6zellikle BH ve CH metotlari ile
muhafaza ortami aflatoksin gelisimi i¢in uygun
kosullart saglamasina ragmen séz konusu etmen
tespit edilmemistir (<0.1 ng/g). Elde edilen bu
verilerden, Turan ve Islam (2016) ve Turan ve
Islam (2018)’de belirtildigi gibi aflatoksinin
meyvenin  gelisimi asamasinda  olusmamigsa
sonradan sartlarin uygun olmast halinde bile
gelismedigi gbrilmistiir.

Yag asitleri kompozisyonu

Cizelge 2°de gortldigi gibi Tombul ¢esidi toplam
13 yag asidi icermekte olup, bunlar arasinda en
yitksek oranda oleik asit (C18:1), bunu linoleik
(C18:2), palmitik (C16:0), ve stearik (C18:0) yag
asitleri takip etmis ve kurutma metotlar ile
depolamanin etkisi istatistiksel olarak 6nemli
gorilmustir (P <0.001). Ayrica ¢calismada kaproik
asit (C6:0), kaprilik (C8: 0), kaprik (C10:0), laurik
(C12:0), eikosadienoik (C20:2), erusik (C22:1),
dokosadienoik (C22:2) ve lignoserik (C24:0) yag
asitleri tespit edilecek diizeyde bulunamamistir
(<%0.001). Calismamizda majdr grup, toplam yag
asitlerinin ~%99.00’sini olustururken minér grup
ise toplam yag asitlerinin ~%0.5" lik kismin
olusturmustur ~ (Cizelge 2). Yag  asitleri
kompozisyonu izerine cesit, orijin, yetisme
kosullar1, olgunluk, glibreleme, hasat zamani,
sezon, toprak tipi, iklim, rakim ve depolama
kosullart gibi pek ¢ok faktor etki etmektedir
(Amaral vd., 2006, Alasalvar vd., 2010
Hashempour vd., 2010; Jawnowciz ve Lenart,
2018). Ornegin, Tiifekei ve Karatas (2018) Orta
Karadeniz Bélgesi findiklarinin ylksek miktarda
doymus (%8.45) ve tekli doymamus yag asidi
(%83.45), fakat diisik miktarda coklu doymamis
yag asidi (%7.8) icerdigini, Dogu Karadeniz
Bolgesi findiklarinin ise ylksek miktarda linoleik
(%9.10) ve linolenik (%0.09) asit icerdigini
bildirmistir.  Ayrica  Alagalvar  vd.  (2010)
“Tombul” ¢esidinin  %5.61 palmitik (C16:0),
%82.16 oleik (C18:1) ve % 8.26 linoleik (C18:2)
asit icerdigini, “Palaz” cesidinin ise %06.64
palmitik (C16:0), %81.97 oleik (C18:1) ve %8.32
linoleik (C18:2) asit icerdigini, Cakildak ¢esidinin
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ise %05.02 palmitik (C16:0), %80.99 oleik (C18:1)

ve %10.63 linoleik (C18:2) asit

Cizelge 2 Kurutma yontemlerinin findigin 18 ay depolama siiresince yag asitleri kompozisyonu tizerine

icerdigini
bildirmistir. Turan (2018a) ise Otdu Levant

findiklarinin %3.84 palmitik (C16:0), %84.51 oleik
(C18:1) ve %10.04 linoleik (C18:2) asit icerdigini
bildirmistir.

etkileri
Table 2 Efffect of drying methods on fatty acids composition of hagelnut during 18 months of storage periods.
.. . . Onemlili
Muhafaza sureleri (ay)/Storage periods (months) K/ Sign
o/ MY/
M/D 0 3 6 9 12 15 18 MxMS/
DM
BH/CG  0.0240.01de  0.02£0.01de  0.02+0.00e  0.03+00lde  0.04%0.00c _ 0.05+0.0%abc _ 0.05=0.00ab
Cgﬂ‘/:)o CH/GG  002t00lde  0.02+001de  0.04£0.00c  0.05:0.0labc  0.04+001bc  0.05£0.01a  0.05£0.00ab """
SK/DM  0.03+001d  0.03+0.01d  0.04+0.01bc  0.05+0.00ab  0.05+0.01abc  0.0520.00ab  0.04+0.01bc
BH/CG  419%011de  4.19%0.11de 4.29%0.03cde 431+0.02cd 429%0.02cde  45310.02b  4.53+0.01b
an:/f)) CH/GG  380£0.16gh  3.71+0.10h  3.78%0.01gh  3.79£0.01gh 378%0.01gh  439£0.0lbc  440£0.01bc . "
SK/DM  3.94%007fg  394+005fg  475+0.44a  440+00lbc  43940.03bc  4.1320.02de  4.12+0.01ef
BH/CG  0.08£0.01bc  0.09%0.01bc  0.08%0.0lcde  0.07%0.01def 0.08+0.0lcde  0.10£0.01ab _ 0.10%0.00a
%}Sﬂ CH/GG  007%00lcde  0.09£0.01bc  0.08£0.0lcd  0.09£0.01bc  0.10£0.01ab  0.07£0.01def 0.08+0.0lcde .~
SK/DM  0.07+0.0lefg  0.07£0.0lefg  0.05+0.01h  0.0620.01fgh  0.0620.00gh  0.08+0.0lcde  0.07+0.01def
BH/CG  0.02%0.01 0.02+0.01 0.03£0.01 0.02£0.01 0033000 0.05£0.01 0.05£0.00
C(l;;)() CH/GG  0.03%0.00 0.0320.01 0.02+0.01 0.03+0.01 0.04+0.01 0.0620.00 0.05+0.01 **(f:d /:‘*
SK/DM  0.03+0.01 0.04+0.01 0034002  0.05+0.01 0054000  0.06+0.01 0.0620.00
Cl7.q  PH/CG 0052001 0.05+0.01 0.06£0.00  0.06+0.01 0.06£0.00  0.06+0.01 0.0520.01 sd/ns
(%‘) CH/GG  0.05%0.01 0.06+0.01 0054000 0.04+0.01 0.04£0.00  0.06+0.01 0.05+0.01 od/ns
SK/DM  0.05%0.01 0.0520.01 0054003 0.05+0.01 0.05+0.01 0064000 0.05+0.01 8d/ns
BH/CG  193%004cd  193%0.04cd 190+0.03cde 1.87+0.01def 1.86X00lcfg  256+0.01a  2.54%0.01a
Cgoi)o CH/GG  1.85+005cfg 1.86+0.05cfg 1.79£0.06gh 180+0.02fgh 180+0.01fgh  1.60+0.01i  1.55:001 "
SK/DM  2094016b  195+00lc  187+0.03de 1.80%0.02fgh  1.78+0.01h  211+0.02b  2.09+0.02b
BH/CG  8417£0.03a  84.14%0.05ab 84.02£0.02ac  84.02£0.01abc 84.00%0.02a-d 81.90£0.02g  81.91%0.02g
C(lui:; CH/GG  83.92+0.06bd 83.90+0.02bd 83.91+0.04bd 83.79+0.0lcd 83.77+0.03d  8210+0.02g 8210t001g .~
SK/DM 842240192 84.03%£0.06ab  82.75+0.62¢  82.50£0.05f  8250+0.01f 81.11+£0.05h  81.11+0.02h
BH/CG  931%017f  932%0.17f  9.35X0.01f  9.37+0.02f  937+0.03f  1035+0.00d  10.34%0.02d
C(lufn:)z CH/GG  991%0.07¢  10.0040.03¢  9.99+0.02¢  10.12+0.02de 10.1140.03de 11.35+0.03b 114020026
SK/DM 9194005  9514009f 10.124087de 10.73+003c  10.7840.03c  12.0520.052  12.10+0.01a
BH/CG  0.0970.01def  0.09%0.01def 0.10%0.0lcde  0.09%0.01def 0.10¥0.0lcde 0.10+0.01cde  0.09+0.01def
C(lﬂif CH/GG  0.11£002ab  0.12£0.0la  0.10£0.00cd  0.09£0.0lcfg 0.10+0.0lcde  0.10£0.00cd  0.10+0.0lcde .
SK/DM  0124001a  01240.01a  0.12£00lab  011+001bc  0.10£0.0lcde  0.08£0.01fg  0.08+0.00g
BH/CG  007+001f  0.06X001f  0.07+00lef  0.06X001f  0.07£0.0lef  0.08£0.01bc _ 0.09%0.01ab
C(ZS;)O CH/GG 0.08+0.00bcd  0.08+0.01cd  0.08£0.00bed  0.0940.01ab  0.08£0.01bc  0.08£0.01bc  0.09£0.01ab "
SK/DM  0.07+0.01de  0.08£0.0lcd  0.08£0.0lcd 0.08+0.00bcd  0.08+0.01bc  0.09+0.01a  0.09%0.01ab
BH/CG  003X001hi  003+001hi  0.03+0.00i  0.03%0.01i  0.04X0.00h  0.10%0.00a  0.10£0.00a
C(Zo%)l CH/GG  0.0640.0lcde  0.07£0.01bed  0.07£0.01bed  0.06£0.01def  0.0620.01efg  0.05£0.01fg  0.0540.00g  or ok 5ax
SK/DM  0.0740.02b  0.07£0.00bc  0.06+0.01lefe  0.06+0.00def 0.06+0.01efg  0.06+0.0lefg  0.05%0.00g
BH/CG 0.04X00lcfg 003+001fg  003+00lg  0.03£0.01fg 0.04+0.0lefg 0.05+0.00abc 0.050.01bcd
C(Z;)O CH/GG  0.04£0.01def 0.04%0.01cde 0.05£0.01bcd 0.04£0.01cde  0.0520.01bed  0.04£0.00def 0.05£0.01bcd  xhx i
SK/DM  0.0520.01ab  0.05£0.01ab  0.0320.01fz  0.05£0.00abc  0.05+0.01ab  0.0620.01a  0.05%0.01ab
BH/CG 0.04X00lch 004¥00lch 004+¥00lcfg  0.05+00lcf 0.04+0.0lefg  0.09£0.01b  0.10£0.00a
C(ZUZ; CH/GG  0.0240.01i  0.03+0.01hi  0.04+0.01£1 0.0420.01£1  0.0320.01ghi  0.05£0.01ef  0.05£0.00de oo sxx Honr
SK/DM  0.04£0.0lefg  0.05£0.00de  0.05£0.01de  0.06+0.00cd  0.05£0.01ef  0.0620.01c  0.07£0.01c

O: Ozellik, M: Metot, MS: Muhafaza siiresi, BH: Beton harman, CH: Cimen harman ve SK: Suni kurutma. Ortalama®SD
seklinde ifade edilmistir. Kurutma yéntemleri ve depolama siireleri arasindaki farkliliklar farkl harflerle gosterilmistir. Onem
seviyeleri; *, *¥, *** ye “6d” P <0.05, 0.01, 0.001 ve “6nemli degil”
P:Parameter, D: Drying, S: Storage periods, CG: Concrete ground, GG: Grass gronnd and DM: Drying machine. V alues are expressed as
mean Estandart deviation. Different letters in columns for each different drying, mean significantly different values among storage time. Significant
level; *, %, **%% and “us” mean significance at P < 0.05, 0.01, 0.001 and “not significant™, respectively, between drying and storage time.
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A. Turan, A. islam

Doymus yag asitleri (DYA), tekli doymamus yag
asitleri (TDY), c¢oklu doymamis yag asitleri
(CDY), doymamis/doymus yag asitleri orant
(TDY+CDY/DYA), oleik/linoleik orani (O/L),
iyot degeri (ID), serbest yag asitligi (SYA),
ransimat degeri (RD) ve peroksit degeri (PD)
Cizelge 3°de gorilmektedir. Beklendigi gibi, TDY
(%84.15-84.46) ana yag asidi grubu olusturmus,
onu CDY (%9.31-10.02) ve DYA (%5.83-6.27)
izlemistir. Alasalvar vd. (2010) benzer sonuglar
elde etmis ve findiklarin disik oranda DYA
(%7.46-9.59), orta dizeyde CDY (%3.92-13.86)
ve vyiksek miktarda CDY (%78.10-87.20)
icerdigini bildirmistir. Turan (2018a) ise benzer
sekilde findiklarin distik oranda DYA (%5.77),
orta dizeyde CDY (%10.15) ve yiksek diizeyde
TDY (%84.76) icerdigini bildirmistir. Ancak
Amaral vd. (2006), TDY ana grup yag asitlerini
olustururken DYA ve CDY vyag asitlerinin esit
seviyede oldugunu  belirtmislerdir. Kurutma
yontemlerinin - toplam  yag asitleri ve yag
oksidasyonu tzerine etkisi istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur (P <0.001) ve veriler Cizelge 3’de
verilmistir. En yiksek DYA degeri BH (%6.27)
metodunda kaydedilirken en diisiik deger ise CH
(%5.82) kaydedilmistir. Ozdemir vd. (2002)
“Tombul” ile Turan (2018b) ise Ordu Levant
findiklarinda elde edilen verilerde oldugu gibi
kurutma metotlart arasindaki farklihk istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (P <0.001; Cizelge 3).
Ancak, cevizlerde ise gineste ve firinda kurutma
yontemlerinin palmitik (%6.08—6.64) ve stearik
asit  (%1.77-1.71) etkili ~ olmadigt
gorilmistir (Qu vd., 2016). Muhafaza stresi
boyunca ise DYA degerinde bazt dénemlerde
dalgalanma goriilmekle birlikte artts g&rilmiistiir
(%5.74-7.30; Cizelge 3). Ghirardello vd. (2013) ve
Turan (20182) ortam sartlarinda muhafaza edilen
findiklarda DYA degerinin yikseldigini (%7.69—
8.51, %5.63-6.14, strasiyla), Belviso vd. (2017) ise
kavurma sicakligt ve ceside gbre farklilik
gosterdigini bildirmistir. Ornegin, Tonda Gentile
Trilobata (TGT) ¢esidinde kavurma sicakliginin
artist ile DY A muhafaza siresince azalis (170°C—
20 dk; 9%9.73-9.32), Ordu findiklarinda ise artis
(%7.37-7.61) oldugu gbrilmustiir.

uzerine

TDY temel olarak oleik (C18:1) yag asidinden
olusmus ve bunu palmitoleik (C16:1), eikosenoik

(C20:1), heptadesenoik (C17:1), ve nervonik
(C24:01) vyag asitleri takip etmis, kurutma
yontemleri arasinda istatistiksel olarak Gnemli
farklilik bulunmus (P <0.001) ve en yiksek TDY
degeri SK (%84.40), en disik ise GG (%84.15)
metodunda  kaydedilmistir (CGizelge  3).
Calismamizin aksine Turan (20182) en yiksek
TDY degerinin BH (%85.03), ve en dusiik degerin
ise  SK  (%84.38) metodunda oldugunu
bildirmistir. Ozdemir vd. (2002) ise Tombul
findik ¢esidinde kurutma sicakliginin artist ile
oleik asit degerinin yikseldigini (35-50°C;
%81.0-83.3, sirastyla), Delgado vd. (2016) ise
cesitlere  gbre farklilk  goérinmekle  birlikte
kestanelerde kurutma stiresinin artist ile azaldigini
(0-10 sa; %36.2-32.3, sirastyla), Delgado vd.
(2017) ise kurutma yontemlerine gore %037.95—
29.9 arasinda degistigini bildirmistir. TDY degeri
muhafaza siresince ise beklendigi gibi azalma
gostererek  %084.46-81.36 araliginda seyretmis
(Cizelge 3) ve Belviso vd. (2017) tarafindan TGT
ve Turan (2018a) Ordu Levant findiklarinda elde
edilen verilerle benzerlik gdstermistir. Ancak
Delgado vd. (2017) ise kestanelerde depolama
stresince kurutma yontemlerine gére TDY
degerinin farkli davranis gdsterdigini bildirmistir.
Genel olarak linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3)
yag asitlerinin CDY’nin en iyi temsilcisi oldugu
(Turan 2018a) ve linoleik asit degerinin her zaman
toplam yag asitlerinin %9unun altnda oldugu
bildirilmis  (Ghirardello vd., 2013), ancak
calismamizda Tombul ¢esidinde bdyle olmadigt
(%09.31-10.03) gorilmistir (Cizelge 3). Kurutma
yontemleri arasinda, en yiksek CDY degeri CH
(%10.02), en disik deger ise SK (%9.31)
metodunda kaydedilmis, farklihik istatistiki olarak
o6nemli bulunmus (P <0.001; Cizelge 3) ve
Delgado vd. (2017) ile benzerlik gOstermistir.
Muhafaza siresince ise CDY degeri dalgalanma
gostermekle birlikte genellikle artis gOstermistir
(Gizelge 3). Belviso vd. (2017) benzer sekilde
muhafaza stiresince CDY degerinin kavrulmus
findiklarda artts gOsterdigini, Ghirardello vd.
(2013) ise linoleik asit (C18:2) oraninin ortam
sartlarinda 12 ay muhafaza siiresince yilikseldigini

(%6.16-6.87), ancak linolenik asit (C18:3)
degerinin  azalis  gosterdigini  (%0.13—0.00)
bildirmistir.
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Cizelge 3 Kurutma yontemlerinin 18 ay depolama siiresince findigin toplam yag asitleri ve yag
oksidasyonu tizerine etkileri
Table 3 Effect of drying methods on sum of fatty acids and oil oxidation of hazelnut during 18 months of storage periods

Muhafaza siireleri (ay)/Storage periods (months) Onemlilik/S7g.
S M/DMS/S
O/P M/ 0 3 6 9 12 15 18 MxMS/Dx
p S
DYA/ BH/CG 6.27£0.10d-g  6.27£0.10d-g  6.3310.01c-f  6.32£0.02¢c-f  6.32+0.02¢-f 7.3240.03a 7.30£0.01a ik ok
SEA (%) CH/GG  5.82%0.10h 5.74%£0.05h 5.77+0.06h 5.79+0.02h 5.79+0.01h 6.23%£0.01efg  6.18%0.02fg ok
) SK/DM 6.2310.21efg  6.10£0.05g 6.81£0.47b  6.4210.03cde  6.4010.03cde  6.49%£0.01c  6.4610.01cd
DY/ BH/CG 84.38%0.02ab  84.3520.06ab 84.23+0.01abc 84.22%0.02abc 84.22+0.03abc  82.24%0.03¢  82.26£0.02¢ ok ko
MUFA (%) CH/GG 84.1510.09bc  84.14£0.02bc  84.14+0.04bc  84.01£0.02c ~ 84.00£0.03c  82.33+0.02¢  82.33%0.01e otk
SK/DM 84.4610.17a  84.2710.05ab 82.96+0.66d  82.74%£0.04d  82.72+0.01d  81.37£0.05f  81.36%0.02f
cDY/ BH/CG 9.41x0.17f  9.41£0.17f 9.44+0.01f 9.46£0.02f 9.46£0.02f 10.45£0.01d  10.44£0.02d ok sk
PUFA (%) CH/GG 10.02£0.00c  10.12£0.04de  10.09£0.02¢  10.20+0.01de  10.21£0.03de ~ 11.45£0.03b  11.49+0.02b otk
SK/DM 9.31£0.05f  9.64£0.10f 10.23£0.88de  10.84+0.03c  10.88£0.03c  12.14£0.05a  12.18%0.01a
TDY+CDY: BH/CG 14.96£0.26b-¢  14.96+0.26b-¢ 14.80£0.02¢c-f 14.82+0.04c-f 14.82£0.04c-f 12.67£0.05h  12.69£0.01h ok
DYA/MUFA+ CH/GG 161720292 16.424£0.14a  16.34£0.17a  16.28%0.05a  16.26£0.03a  15.06+0.01bcd 15.1840.05bc otk
PUFA: SFA SK/DM 15.07£0.54bcd 15.40£0.14b  13.73£1.00g  14.57£0.07ef 14.63£0.09def 14.40£0.01f  14.48%0.02f
BH/CG 9.04+0.16ab ~ 9.03%0.17ab ~ 8.99+0.01ab ~ 8.97£0.02ab  8.97%0.03ab 7.91£0.00d 7.92£0.01d ok ok
O/L CH/GG  8.47£0.06c 8.39£0.03¢ 8.40%0.01¢ 8.2810.01¢ 8.2810.03¢ 7.241+0.02¢ 7.20+0.01e otk
SK/DM  9.1620.03a 8.8310.08b 8.22+0.74c 7.69£0.02d 7.65£0.02d 6.73£0.03f 6.70£0.00f
BH/CG 92.9810.30c  92.96+0.26c  92.90£0.01c ~ 92.92+0.02c  92.91£0.02c  92.85%0.01c  92.85+0.02¢ ik sk
1D/ CH/GG 93.8910.11b  94.06+0.06b  93.99+0.08b  94.08+0.02b  94.10+0.03b ~ 94.80+0.03a  94.89%0.02a otk
SK/DM 92.85%0.23¢  93.27+0.14c  93.16£1.16c  94.05£0.05b  94.11£0.05b  95.16+£0.04a  95.23+0.02a
SYA/ BH/CG 0.24£0.02kl 0.28+0.01jj 0.36+0.00fg 0.42+0.02¢ 0.99+0.04a 0.89£0.01b 0.61£0.02¢ ik sk
FFA CH/GG  0.28%0.02ij 0.22£0.011  0.33£0.00gh 0.41£0.02¢ 0.60£0.02¢ 0.60£0.04¢ 0.52£0.01d oo
(%, oleic acid) SK/DM 0.1530.02m  0.31£0.02hi  0.26+0.01jk 0.4210.01e 0.37£0.02f 0.33£0.01gh  0.55+0.02d
BH/CG 5.88%0.04a  4.06+0.03cde  3.59£0.22f 4.31+0.25c¢d 1.88£0.10i 2.00£0.19hi  3.85+0.06ef
RD (Sa)/ CH/GG 534%0.14b  4.30%0.13cd  4.11£0.16cde  4.361+0.06¢ 2.84£0.27g 2.28%0.12h  4.05%0.21cde *********
RV () SK/DM 5.62+0.14ab  5.37£0.06b  4.2210.44cde  4.2110.36cde  4.27£0.49cd  3.9510.20def  3.99£0.31de
PD/ BH/CG  0.00£0.00 0.46+0.032  0.17£0.02¢f  0.18%0.02def ~ 0.44+0.04a 0.15+0.04efg  0.03%0.05ij o
P CH/GG 0.06£0.10hi  0.18%0.04def ~ 0.08%£0.02hi ~ 0.20£0.01cde  0.23%0.02cd ~ 0.10+0.02fg ~ 0.34£0.03b s
(merZ//kg> SK/DM  0.00£0.00j 0.35+0.04b 0.25+0.01c 0.11£0.02¢h  0.13%0.01fg 0.25£0.02¢ 0.24£0.02¢

O: Ozellik, M: Metot, MS: Muhafaza siiresi, BH: Beton harman, CH: Cimen harman ve SK: Suni kurutma. Ortalama+SD seklinde ifade
edilmistir. Kurutma yontemleri ve depolama stireleri arasindaki farkliliklar farkli harflerle gosterilmistir. Onem seviyeleri; *, #*, ##* ye “6d”

P <0.05, 0.01, 0.001 ve “6nemli degil”

P:Parameter, D: Drying, S: Storage periods CG: Conerete ground, GG: Grass ground and DM: Drying machine. Values are expressed as mean *standart

deviation. Different letters in colunms for each different drying, nean significantly different values among storage time. Significant level; %, **, *** and

«,

ns” mean

significance at P < 0.05, 0.01, 0.001 and “not significant”, respectively, between drying and storage time.

Qu vd. (2016) and Juhaimi vd. (2018) tarafindan
bulunan  sonuglarin  aksine, calismamizda
doymamis/doymus (TDY+CDY/DYA) yag
asitleri tzerine kurutma yontemlerinin etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (P <0.001;
Cizelge 3), TDY+CDY/DYA degeri %14.96—
16.17 araliginda degismis ve en yiiksek deger CH,
en digik deger ise BH metodunda kaydedilmistir.
TDY+CDY/DYA orani findiklarda raf émrina
tahmin etmek icin kullanilmakta ve oranin dustuk
olmast  raf Omrinin  yiksek  oldugunu
gostermektedir. Bu oranin “Tombul” ¢esidinde
%17.12, “Cakidak” ¢esidinde %013.82 ve raf 6mri
en uzun “Cavcava” ¢esidinde ise %7.84 oldugu
bilinmektedir (Ozdemir vd., 1998). Buradan da,
CH metodunun muhafaza icin en uygun yontem

olmadigt  sOylenebilir. Muhafaza  siiresince
TDY+CDY/DYA degeti bazt donemlerde kiictiik
dalgalanmalar g&stermekle Ghirardello vd. (2013),
Belviso vd. (2017) ve Turan (2018a) ¢alismalarina

benzer sekilde muhafaza sliresince azalma
gostermistir.
Yag oksidasyonu

Findik yaglarinda oleik (C18:1) ve linoleik (C18:2)
doymamus yag asitleri yitksek oranda bulunmakta
ve bu nedenle de oksidasyona karst hassas
olduklari bilinmektedir (Alasalvar vd., 2010;
Turan 2018b). Ayrica oleik/linoleik asit orani
(O/L) findiklarin i¢ kalitesini degetlendirmede
kullanilan 6nemli 6zelliklerden birisidir ve linoleik
asit, oleik aside oranla oksidasyona karst daha
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duyatlidir (Qu vd., 2016). Bu nedenle O/L
oraninin yiksek olmast oksidasyona karst daha
dayanikli oldugunun gostergesidir (Belviso vd.,
2017; Turan 2018a). Caligmamizda kurutma
yontemlerinin - O/L orani  uzerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (P <0.001;
Cizelge 3) en ylksek deger SK (9.16), en dusik
deger ise CH (8.47) metodunda kaydedilmistir.
Cevizlerde ise Qu vd. (2016) firinda kurutulan
Orneklerde oleik asit (C18:1) degerinde 6nemli
oranda artts (%12.52-21.11, sirastyla) oldugunu,
linoleik asit (C18:2) degerinde azalma (%70.41—
61.05) oldugunu ve bizim bulgularin aksine bu
degerlerin  gineste kurutmadan daha yuksek
oldugu bildirmistir. Muhafaza siiresince ise
kurutma yOntemlerinin tamaminda genel olarak
Belviso vd. (2017) benzer sckilde azalma
kaydedilmistir. Iyot degeri (ID) yaglarin
doymamushiginin bir Slgiisii olarak bilinmekte ve
absorbe edilen iyot miktart olarak ifade
edilmektedir (Ajith vd., 2015; Belviso vd., 2017;
Turan 2018a). Ayrica ID degerinin yiiksek olmast
yag oksidasyonuna karst daha hassas ve kararsiz
oldugunun gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Diger yandan da doymamug
yag asitleri orani diisik olan findiklarda ID
degerinin de daha digitk oldugu bilinmektedir.
Bunlara ilave olarak, Ozdemir vd. (2002) 1D
degerinin Tombul ¢esidinde kurutma sicakliginin
artisgina  paralel artig  g6sterdigini  bildirmistir
(strastyla, 35-50°C; 87.7-89.0). Calismamizda ise,
Turan (2018a)’c  benzer sekilde kurutma
yontemlerinin 1D degeri tizerine etkisi istatistiksel
olarak 6nemli bulunmus (P <0.001; Cizelge 3) ve
en disik deger SK (92.85), en yiiksek deger ise
CH (93.89) metodunda gorilmustiir. Muhafaza
stiresince ise, 1D degerinde Belviso vd. (2017)
tarafindan yuritilen calismaya benzer sekilde artis
gorulmustir.

Serbest yag asitligi (SYA) kalite kaybmin ilk
gostergesi olarak kabul edilmekte ve SYA =%
degerinin Uzerine ¢ikmast bozulma gostergesi
olarak bilinmektedir (Turan ve Islam, 2018).
CGalismamizda, SYA degeri kurutma yontemlerine
gore farklilik géstermis (P <0.001; Cizelge 3) ve
en yiksek deger CH (%00.28, oleik asit), en dusiik
deger ise SK (%0.15, oleik asit) metodunda
kaydedilmistir. Benzer sonuglar Fu vd. (2016) ve

Qu vd. (2016) tarafindan da tespit edilmis ve
glines 15181 altinda uzun siire kurutulan cevizlerde
yag molekillerinin SYA salgiladiklar1 ve bu
nedenle degerinin yikseldigi bildirilmislerdir.
Ancak Kashaninejad vd. (2003) kurutma
yontemlerinin antepfistiklarinda SYA  degerini
etkilemedigini  bildirmistir. Muhafaza siiresi
boyunca ise SYA degeri yikselerek %00.16-0.99
arasinda kaydedilmis ve calismamiza benzer
sekilde davranis gbsteren bazt ¢alismalarda da ayni
yonde degisim oldugu gérilmistir (Turan ve
Islam, 2016; Kog¢ Giiler vd., 2017; Turan, 2018a;
Turan, 2019). Muhafaza stresi sonunda ise en
yiksek SYA degeri BH (%0.61, oleik asit)
metodunda kaydedilmis ve bu sonug¢ yaglarin
bozulmasinda esik olarak gérilen (%0.7, oleik
asit) sinir degerin altinda gerceklesmistir. Ancak
BH metodunda 12 ve 15. aylarda (%0.99-0.89
oleik asit, sirastyla) esik degerin tzerinde
seyretmistir. Bu nedenle, ortam sartlarinda jiit
cuvalda muhafaza edilen kabuklu Tombul
cesidinin SYA degeri bakimindan 18 ay muhafaza
edilebilecegi (CH ve SK  metotlarinda)
gorilmustir. Kurutma yéntemlerinin RD tzerine
etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (P
<0.001; Cizelge 3) ve en ylksek deger SK ve BH
(5.62-5.88 sa, sirastyla) metotlarinda
kaydedilmistir (P <0.001; Cizelge 3). Turan ve
Islam (2016) giineste kurutma yontemlerinde
daha dustik RD tespit ettiklerini, bu nedenle suni
kurutma yontemlerinin kisa stirede kurutma ve
yiksek RD degeri nedeniyle tercih edilmesi
gerektigini  bildirmistir. Ancak ¢alismamizda
giineste kurutma ve suni kurutma yoéntemleri
arasinda boyle bir farklilk tespit edilmemistir.
Muhafaza siiresi boyunca ise beklendigi ve baska
calismalarda oldugu gibi (Turan ve Islam, 2018;
Turan, 2019) RD azalmis ve bu azalma 5.88—1.88
sa aralifinda gerceklesmistir (P <0.001; Cizelge 3).
18 ay muhafaza siiresi boyunca ise en dusik
degerler genel olarak BH ve CH metotlarinda
gerceklesmistir.

Peroksit degeri (PD) findik sanayisi tarafindan
depolanacak  triinlerde  kullanilan  Gnemli
ozelliklerdendir (Ghirardello vd., 2013; Kog
Giler vd., 2017; Turan, 2018b) ve ayrica PD
cevizlerde yag oksidasyonunun en Onemli
gOstergesi olarak kabul edilmektedir (Fu vd.,
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2016). Calismamizda, kurutma yéntemlerinin PD
degeri Uzerine etkisi istatistiksel olarak Gnemli
bulunmustur (P <0.01; Cizelge 3), en dusik
degetler genel olarak SK ve en yiiksek degetler ise
BH ve CH metotlarinda kaydedilmistir. Muhataza
stresince ise PD degeri genelde dalgalanma
gostermekle bitlikte artis gostermis (P <0.001;
Cizelge 3) ve bu degisim bir zirve degere
ulastiktan sonra benzer calismalarda oldugu gibi
(Kog Gdler vd., 2017; Belviso vd., 2017; Turan
2018a) dusus seklinde gerceklesmistir. Bu
durumun ise, muhafaza sirasinda PD’nin ikincil
oksidasyon triinlerine dénismesinden
kaynaklandigi bilinmektedir (Turan,  2018a;
Turan, 2019). Ancak bagka caligmalarda ise PD
degerinin  muhafaza siiresi boyunca artis
gosterdigi gorilmistiir (Ghirardello vd., 2013;
Raisi vd., 2015; Turan, 2019). Tespit edilen bu
farkliliklar ¢esit, kurutma yontemi ve muhafaza
kogullari gibi baz1 faktérlerin bir veya birkaginin
etkilesiminden kaynaklanmis olabilir (Amaral vd.,
2006; Alasalvar vd., 2010; Turan 2018a; Turan,
2019). Bu faktorlerin yant sira, findiklarda farkls
kurutma  yontemleri  farklt  zaman-sicaklik
profilleri olusturabildigi ve bu ytizden her siirecte

farkli  kimyasal  reaksiyonun  olusabilecegi
ongorilmektedir.  Kimyasal — reaksiyonlarin
bazilarinda ise, findigin igerigini olusturan

bilesenletle diger kimyasallar reaksiyona girebilir
ve bu degisimler analizlerde O6lgiilemeyebilir
(Ozilgen, 2014; Turan, 2019).

SONUC

Bu ¢alisma suni ve dogal kurutma yontemlerinin
uzun doénem depolama siiresince “Tombul”
findik ¢esidinin yag asitleri kompozisyonu ve yag
oksidayonu tzerine etkisi konusunda yapilan ilk
calismadir.  Calisma  sonucunda  kurutma
yontemleri ve  depolamanin  yag  asitleri
kompozisyonu ve yag oksidasyon tizerine etkisi
yontemlere gére genel olarak farklilik g&stermistir.
Calisma sonucunda SK ortaminda BH ve CH
ortamlarina gbre daha digik SYA, PD ve ID
tespit edilmistir. Bu yiizden SK ortamt “Tombul”
findik cesidinin kurutulmasi icin tavsiye edilebilir
yontem olarak 6ne ¢itkmigtir.
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Bu arastirma kapsaminda, farkli kestane kavurma sicakliklari ve siirelerinin yeni bir tirtin olan kakaolu kestane
kremasinin fiziksel, tekstiirel ve duyusal 6zelliklerine etkisi incelenmistir. Laboratuar 6lgekli model tretimde
iki farklt kestane kavurma sicakligi (150 ve 200 °C) ve stresi (20 dk. ve 40 dk.) calistlmugtir. Kestane kavurma
sicakligi arttikea hizlandirilmis yag ayrilmasi, stirlebilitlik, yapiskanlik, a*, 5 ve A" degetleri artig gdsteritken
su aktivitesi, L. degeri ve renk—gdriints puant azalmustir. Kestane kavurma sicakligt ve stiresinin tat-aroma
puant tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigr gézlenirken, yapr—tekstiir puanlart tizerinde ise belirli bir trende
sahip olmayan etkisinin oldugu gérilmistiir. Sonug olarak, en uygun 6zelliklere sahip Griintin 200 °C’de 40
dk. kavrulan kestaneden tretilen kakaolu kestane kremasimin oldugu sonucuna vardmustir.

Anahtar kelimeler: Kestane, kakaolu kestane kremasi, kavurma, tekstiir, duyusal

THE EFFECT OF ROASTING TEMPERATURE IN PRODUCTION OF COCOA
CHESTNUT CREAM-A NEW PRODUCT

ABSTRACT

In this study, the effect of different chestnut roasting temperatures and times on the physical, textural
and sensory properties of cocoa chestnut cream as a new product was investigated. Two different
chestnut roasting temperatures (150 and 200 °C) and times (20 min and 40 min) were studied in
laboratory scale model production. As the chestnut roasting temperature increased, accelerated oil
separation, spreadability, stickiness, 4", 4", and AE" values increased, while water activity level, L
values and colour—appearance score decreased. It was observed that the temperature and time of
chestnut roasting did not have a significant effect on taste—aroma score, but has a significant effect
that do not show a specific trend on body—texture score. As a result, it was concluded that the product
with the most suitable properties was the cocoa chestnut cream produced from the chestnut roasting
at 200 °C for 40 minutes.

Keywords: Chestnut, cocoa chestnut cream, roasting, texture, sensory
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Kakaolu kestane kremasi tUretimi

GIRIS
Kuzey yarim kiirenin himan bélgelerinde yetisen
kayingiller familyasina ait kestane agacinin
(Castanea sativa Mill) tohumlart halk arasinda
“kestane” olarak bilinen 6énemli bir sert kabuklu
meyve cesididir (Saracoglu vd., 2015). Kestanenin
dinya tzerinde ik  yayilma merkezinin
Kastamonu (Kastanis) ili oldugu bildirilmistir
(Bozoglu, 2019). 2017 yiinda en fazla kestane
treten ilk t¢ tlke sirasiyla Cin (1939719 ton),
Bolivya (85047 ton) ve Turkiye (62904 ton)

olmustur (FAOSTAT, 2019). Turkiye’deki
Uretimin biyik bir kismi Ege, Marmara ve
Karadeniz  bolgesinde  gerceklestirilmektedir.

Kestanenin bilesiminde (kuru madde bazinda %
olarak) toplam karbonhidrat 75.32-86.31, toplam
seker 10.32-22.79, invert seker 0.08—1.25, nisasta
54.45-69.70, sakaroz 8.80-21.28, kil 1.02-3.22,
ham seliloz 3.58-5.96, toplam yag 0.49-2.01,
toplam  protein  4.88-10.87  seviyesinde
bulunurken, ayrica Ca, Mg, P ve K icin iyi bir
kaynak teskil etmektedir (Ertiirk vd., 2000).

Yiksek kaliteli kestaneler, endustriyel olarak
dondurulmus, sterilize edilmis, konserve edilmis
(koruyucu bir sivi ile), siselenmis (koruyucu bir
sivi ile) veya kurutulmus gibi gesitli formlarda
degerlendirilmektedir. Disiik kaliteli triinlerin
yeni Urlnlere islenmesi, kestane Urlnlerinin
degerinin artirlmasinin ve endistriyel islemeden
kaynaklanan atik madde seviyelerinin
azaltllmasinin alternatif ve ekonomik olarak karlt
bir yoludur (De Vasconcelos vd., 2010). Yiksek
nisasta icerigi gbz Onune alindiginda, mevcut
yuksek kestane arzi alternatif yiyeceklerin
bilesiminde veya biyoteknolojik amaglar icin
kullanilabilir. Asirt tiretimin degerlendirilmest icin
iki alternatif endstriyel yaklasim 6nerilmistir;
¢Olyak hastalarina yonelik sekerleme triinleri icin
tath unun gelistirilmesi ve fermente edilmis
kestanenin damitilmast ile alkolli iceceklerin
tiretimi (Blaiotta vd., 2012). Ulkemizde kestane
tretimi ve verimi 1990°h yillardan bu yana
hastaliklar nedeniyle egilimi
gostermektedir. Yurtici ve yurtdist talebi arttirmak
icin geleneksel ve vyenilik¢i islenmis kestane
urinlerinin  gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. Sekt6r
paydaslarinin =~ gerekli Onlemleri almasi

azalma

durumunda, gelecekte kestane endistrisi tatmin
edici bir sekilde gelisecektir (Bozoglu vd., 2019).

Kavurma isleminin, kestane unlarinin lezzetlerini
mubhafaza etmelerinde ve lezzetin
tyilestirilmesinde potansiyel olarak katki sagladigt
gozlenmistir.  Kavrulmus  kestane  ununun,
kavrulmamis olan ile karsilastirldiginda daha
yiksek toplam fenolik bilesen ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu, bdylece kavurma
isleminin potansiyel olarak saghgr iyilestirici
Ozellik kazandirdigr gézlenmistir. Farkli kavurma
yontemlerinin, daha iyi besinsel ve aromatik
Ozelliklere sahip kestane trtinleri igin sanayilesme
potansiyeli vardir (Wani vd., 2017).

Kestane temelli yeni ekonomik rlinlerin
gelistirilmesi, findik/fisttk alerjisi ve ¢olyak
hastalar1 gibi 6zel gruplara alternatif olacagi gibi
kestane yetistiricilerini de tesvik edici olacaktir.
Kestane kremasi Uretiminde, kestane sekerinde
oldugu gibi iri ve bitin tanelere gereksinim
yoktur. Kestane tiretim sirasinda 6gutilmektedir.
Bu da parcali ve kiigtik iriinlerin degerlendirilmesi
anlamina gelmektedir. Kakaolu kestane kremasi
bu anlamda yeni bir iriin olma potansiyeli
tastyabilir. Tirkiye'de béyle bir driin yoktur.
Dinya capinda ticari olarak az miktarda ancak
degisik niteliklerde siiriilebilir kestane tGrtinlerinin
tretildigi gorilmektedir. Bununla birlikte kestane
kremast ile ilgili bir bilimsel aragtirma raporu
bulunamamistir. Bu calismanin amaci, kestane
temelli yeni bir Girtin olan kakaolu kestane kremast
tretiminde firinda kavurma sicakhiginin driiniin
fiziksel, tekstirel ve duyusal 6zellikleri tizerindeki
etkisini arastirmaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada  kullanillan  kestaneler ~ Sinop’ta
yetistirilmis olup Sinop ili pazarindan temin
edilmistir. ~ Krema  Uretiminde  kullanilan

materyaller: Pudra sekeri, kakao tozu, yagsiz siit
tozu ve demineralize (%70) yagsiz peynir alt1 suyu
tozu (Katki Dunyasi, Gemici Gida, istanbul),
krema tipi susuz margarin ve aygicek yagt (Orkide,
Kiiciikbay A.S., Tzmir), aycicek lesitini (Alfasol,
Kimbiotek, istanbul), tuz ve vanilin ise yerel
pazardan temin edilmistir.
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Yontem

Kestane Kavurma Iglemi

Kestanelerin kavrulma isleminde iki farkls sicaklik
(150 ve 200 °C) ve iki farkli stre (20 ve 40 dk.)
denenmistir (Cizelge 1). Dis kabugundan soyulan
kestaneler i¢ zarindan ayrilmis ve metal tepsilere
dizilerek etiivde (UN160, Memmert, Almanya)
kavrulmustur (Sekil 1).

Cizelge 1. Deneme plani
Table 1. Experimental plan

Numune Kavurma Kavurma siiresi
Kodu sicaklig (°C) (dk.)

Sample Roasting Roasting — time
Code temperature (°C)  (min.)

Al 150 20

A2 150 40

B1 200 20

B2 200 40

C - -

Sekil 1. Kestane numunelerine ait fotograflar
Figure 1. Photos of chestnut samples

Kakaolu Kestane Kremas1 Uretimi

Kestane kremalarinin  bilesimi  Cizelge 2’de
sunulmustur. Kakaolu kestane kremasi uretimi
icin, kavrulan kestaneler 6ncelikle  bicakl
karistirict icinde 2 dk. 6gutilmustir (HR1372/90,

Philips, Polonya). Daha sonra inceltilmesi ve
konglanmasi  igin Ogutilmils  kestaneler ve
kullanilacak stvi yagin % 20'si melanjere (granit
kase degirmende bir granit tag) (ECGC—12SLTA,
Cocoatown, ABD) yerlestirilmistir. Geriye kalan
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bitin kuru malzemeler bir kapta karistiridmis ve
kuru bilesenler ve kalan yag kademeli olarak
melanjere eklenmistir. Kullanilan yag karisimi,
agirlikca %73 aygicek ve %27 susuz margarin
icerecek sekilde hazirlanmistir. Konglama islemi
toplam 4 saat stirmustiir. Deney numuneleri (her
part icin 1 kg), 300 g'hk cam kavanozlara
doldurulmus ve analizlerden 6nce 15 giin boyunca

2410.5 °C'de muhafaza edilmistir. Kestane
kremast uretimi iki tekrarlt olarak
gerceklestirilmistir.

Cizelge 2. Kakaolu kestane kremasi bilesimi
Table 2. Composition of cocoa chestnut cream

Bilegenler Igerik (g/100 g krema)
Ingredients Contents (g/ 100 g cream)
Kestane 7.5

Seker 44

Yag 31

Kakao tozu 7

Siit tozu 6.5

Peynir altt suyu tozu 3.3

Lesitin 0.5

Vanilin 0.1

Tuz 0.1

Hizlandirilmig Yag Ayrilmasi

Huzlandinlmis  yag  ayrmast (HYA)  analiz,
Aryana vd. (2003)’nin vermis oldugu yontemden
uyarlanmustir. 7.5 g kestane kremasi bir santrifi
tiptine tartilmug ve 10 dk. 20 °C’de 20000 g (3—30
KS, Sigma, Almanya) santrifiij kuvvete tabi
tutulmustur. Santrifiij isleminden sonra tip
tzerinde biriken ayrilmis yag otomatik pipetle
toplanmis ve tartidmustir. 7.5 ¢ numuneden ayrilan
yagin miktar1, 100 g numuneden ayrilan yag olarak
HYA (g yag/100 g numune) seklinde
hesaplanmistir.

Tekstir Analizi

Surtlebilitlik analizi TA.XT Plus Tekstit analiz
cihaz1 (Stable Micro Systems, Godalming,
Ingiltere) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kestane
kremasi 6rnekleri oda sicakliginda (24+ 1°C) TTC
sturtlebilitflik techizatt (HDP/SR, 14580) icine
yerlestirilmis ve analiz kosullart uygulanmistir:
Prob 25 mm mesafe 6n ayari; test hizt 10 mm/s;
sitkistirma mesafesi 23 mm. Elde edilen veriler

Texture Exponent Version 4.013.0 (Stable Micro
Systems) ile hesaplanmustir.

Su aktivitesi 6l¢iimii

Kestane kremalarinin su aktivitesi 6lctimleri 25
°C’de termostatlt su aktivite Olcim cihazinda
gerceklestirilmistir (Aqual.ab 4 TE, Pullman, WA,
ABD.)

Renk 6l¢iimii
Kestane kremast

*

ve b
degerlerini belirlemek icin bir renk dlger (CR—400,
Konica Minolta, Japonya) kullanilmistir. Kestane
kremalart CM—A98 cam hicreye doldurulmus ve
yizeyinden renk Olcimleri yapdmustir. Krema
numunelerinin ~ toplam  renk  farkhiliklarin
belirlemek i¢in AE" degeri de asagidaki formdl ile

bulunmustur:

AE* = \/AL*2 + Aa*? + Ab*2

orneklerinin LS, «

Duyusal Analiz

Duyusal analizler Cankir1 Karatekin Universitesi
Mihendislik Fakiltesi 6gretim elemanlari ve
ogrencilerinden olusan kismi egitimli panelist
grubu (40 kisi) tarafindan 9 puan tzerinden (1:
Berbat, 2: Cok kotd, 3: Koti, 4: Biraz kotd, 5: Ne
iyi ne koti, 6: Biraz iyi, 7: Iyi, 8: Cok iyi, 9: Harika)
tat—aroma, 5 puan tizerinden (1: Berbat, 2: Koti,
3: Ne iyi ne koti, 4: Tyi, 5: Harika) yapi—tekstiir ve
renk—gbrints yonlinden hazirlanan  hedonik
skalaya  gére  degerlendirilmistir.  Numune
numaralari 3 basamakli say1 seklinde kodlanmustir.
Yapi—tekstiir degerlendirmesi sirasinda bir bicak
yardimt ile kremalarin ekmege strtlebilirligi de
test edilmistir. Panelistlere numuneler arast agiz
tadr dengeleme amactyla su ve ekmek verilmistir.

Istatistik analiz

Veriler SPSS 22 paket programi kullanilarak
degerlendirilmigtir. Tek yonli varyans analizi ve
ortalamalarin karsilastirilmast icin Duncan coklu

karsilastirma  testi (%95 giiven araliginda)
kullanilmistir.
SONUC VE TARTISMA

Hizlandirilmig yag ayrilmasi (HYA)

Kestane kremalarinin HYA degerleri Sekil 2’de
gosterilmistir. Kestane krema c¢esidinin HYA
degerleri tzerinde 6nemli etkiye sahip oldugu
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bulunmustur (P<0.05). Kavurma sicakligi ve
stresi artttkca kestane kremalarinin  HYA
degerleri de artis gOstermistir. Ziaolhagh vd.
(2017) ceviz i¢i kremasinda Ma vd. (2011) yesil
mercimek ve sart bezelye ununda kavurmanin
benzer etkilerini saptamuslardir. Hem hidrofilik
hem de hidrofobik kisimlardan olusan protein,
yag absorplama kapasitesini etkileyen ana
bilesendir (Jitngarmkusol vd., 2008). Kavurma
islemi, lipitlerle ¢ok iyi baglanma gésteren
hidrofobik proteinlerde denatirasyona sebep
olup, yag ayrilmasint artirmis olabilir (Kinsella,
1976). B2 numunesi (200 °C’de 40 dk. kavrulan
kestaneden iretilen krema), Al, A2 ve C
numunelerinden 6nemli dizeyde yiksek HYA
degeri gbstermistir (P<0.05).

10 5

b
ab
| a a a

6 4
4 4
2 1
o

[« Al A2 B1 B2

Kestane Kremalari
Sekil 2. Kakaolu kestane kremalarina ait HY A
degerleri
Figure 2. HY A values of cocoa chestnut creams

HYA (%)

Tekstiirel 6zellikler

Kestane kremalarina ait strilebilitlik degerleri
Sekil 3’te verilmistir. Kestane krema cesidinin
surtlebilirlik degerleri Gzerinde Onemli etkiye
sahip oldugu bulunmusgtur (P<0.05). 200 °C’de 40
dk. kavrulan kestaneden tiretilen krema (B2), diger
numunelerden  6nemli  diizeyde  yiksek
striilebilirlik degeri gostermistir (P<0.05). B2
numunesinin  strdlebilirlik  degeri  Aydemir
(2019)’in belirttigi ticari kakaolu findik kremas:
numunelerine daha yakindir. B2 hari¢c diger
numunelerin  strtlebilirlik  degerleri arasinda
o6nemli bir farklilik gézlenmemistir (P>0.05). Bu
da B2 numunesi disindaki diger numunelerin daha
yumusak ve akiskan yapida oldugu anlamindadir.

Nisasta—seker—siit iceren karisimin sicakliginin
75° Cden 95 °Clye yukselmesi ile birlikte
meydana gelen nisasta jelatinizasyonu viskoziteyi
arttrmustir (Abu-Jdayil vd., 2004). Firinda kavurma
isleminde,  kabugundan  soyulmus  biitin
kestanenin i¢ sicakligt en ¢ok 200 °C’lik kavurma
strasinda yikselmis, bu da viskoziteyi dolayistyla
surtilebilirlik degerini yiikseltmis olabilir.

500 ~
400 4

300 A

b
a
a a a
200 -
100 4
0 -
C Al A2 Bl B2

Kestane kremalar

Suriilebilirlik (gs)

Sekil 3. Kakaolu kestane kremalarina ait
strilebilirlik degerleri
Figure 3. Spreadability values of cocoa chestnut creams

Kestane kremalarina ait yapiskanlik degerleri Sekil
#te verilmistir. Kestane kavurma islem kosullar,
krema numunelerinin  yapiskanlk — degerleri
tizerine 6nemli etkiye sahip olmustur (P<0.05). B2
numunesi (200 °C’de 40 dk. kavrulan kestaneden
tretilen krema), diger numunelerden O6nemli
diizeyde yiksek yapiskanlk degeri géstermistir
(P<0.05). B2 numunesinin yapiskanlik degeri
Aydemir (2019)’in belirledigi ticari kakaolu findik
kremast numunelerine daha yakindir. B2 hari¢
diger numunelerin yapiskanhk degerleri arasinda
onemli bir farklilik gézlenmemigtir (P>0.05).
Artan kavurma sicaklipn en fazla 200 °Clik
kavurma sirasinda kestane nigastasinin jelatinize
olmasint  etkilemis ve yapiskanlk degerini
yukseltmis olabilir.

Su aktivitesi

Kestane kremalarinin su aktivitesi degerleri Sekil
5te  gosterilmistit. Numunelerin  su  aktivite
degerleri 0.207 (B2) ile 0.264 (Al) arasinda
degisim gostermistir. Kestane krema cesidinin su
aktivitesi degerleri tizerinde 6nemli etkiye sahip
oldugu bulunmugtur (P<0.05). B2 numunesi (200
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°C’de 40 dk. kavrulan kestaneden tretilen krema),
diger numunelerden 6nemli diizeyde dusik su
aktivitesi degeri gbstermistir  (P<0.05). B2
numunesinin kavurma islemi sirasinda serbest su
kaybinin en yitksek dizeyde olmasi neticesinde bu
durum normal karsilanabilir. Diger numuneler
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).

Kestane kremalari

C Al A2 B1 B2

100 {8

Yapigkanhk (gs)
v
o o
|
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-250 -

Sekil 4. Kakaolu kestane kremalarina ait
yapiskanlik degerleri
Figure 4. Stickiness values of cocoa chestnut creams
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Kestane Kremalan
Sekil 5. Kakaolu kestane kremalarina ait su
aktivitesi degerleri
Figure 5. Water activity values of cocoa chestnut creams

Renk Ozellikleri

Kestane kremalarina ait I.* degerleri Sekil 6’da
verilmistir. Kestane kavurma sicaklik ve siiresi I*
degerleri tizerinde 6nemli etkiye sahip olmustur
(P<0.05). B2 numunesi (200 °Cde 40 dk.
kavrulan kestaneden ftretilen krema), diger
numunelerden daha disiik L degeri gdstermistir.
Bunun anlami B2 numunesinin koyulugu (siyaha
yakinligi) en yiiksektir. B2 hari¢ diger numunelerin

L' degerleri arasinda Onemli bir farklilik
gbzlenmemistir (P>0.05). En distk koyuluk yani
en actk renge sahip olan kestane kremast hi¢
kavurma islemi uygulanmayan C numunesi
olmustur. Artan kavurma sicakhigt  kestane
kremalarinin [ degerini diisirmustir. Kavurma
renkte koyulagsmaya yol agmustir.
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Kestane kremalan
Sekil 6. Kakaolu kestane kremalarina ait I.*, a” ve
b degetleri
Figure 6. L., a ™ and b * values of cocoa chestnut creams
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Kestane kremalarina ait 4 degerleri Sekil 6’da
verilmistir. Kestane kavurma sicaklik ve suresi 4*
degetleri tizerinde 6nemli etkiye sahip olmustur
(P<0.05). B2 numunesi (200 °Cde 40 dk.
kavrulan kestaneden ftretilen krema), diger
numunelerden daha yiiksek " degeri gOstermistir.
Bunun anlami B2 numunesinin kirmizi renge olan
yakinligr en yiiksektir. B2 hari¢ diger numunelerin
a  degerleri arasinda 6nemli  bir farkhilik
gozlenmemistir (P>0.05). En disik kirmizilk,

120 °C’de 20 dk. kavrulan kestane kremasi
numunesinde bulunmustur. Artan kavurma
sicakligt  kestane kremalarinin 4" degerini

yukseltmistir. Kavurma islemi renkte kizarmaya
yol agmustir.

Kestane kremalarina ait 4 degetleri Sekil 6’da
verilmistir. Kestane kavurma sicaklik ve suresi &
degerleri tizerinde 6nemli etkiye sahip olmugtur
(P<0.05). B2 numunesi (200 °Cde 40 dk.
kavrulan kestaneden firetilen krema), diger
numunelerden daha yiiksek 4 degeri gOstermistir.
Bu, B2 numunesinin sart renge daha yakin
oldugunu géstermektedir. En dustik sart renk, 120

°Cde 20 dk. kavrulan kestane kremast
numunesinde bulunmustur. Artan  kavurma
sicakligt  kestane kremalarimin  /°  degerini

yukseltmistir. Kavurma islemi renkte sararmaya
yol agmustir.

Artan kavurma sicakligi ve siiresi ile birlikte krema
numunelerinin L* degerindeki azalma, 4" ve b
degerlerindeki artma egilimi yoniindeki sonug,
Wani vd. (2017) tarafindan kestane unlarinin ve
Turan vd. (2015)’nin findigin kavrulmasi sirasinda
da elde edilmistir. Gézlenen bu renk degisimi,
yani esmer renkli bilesiklerin olusumu enzimatik
ve enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonlarinin son asamalarinda meydana gelen
esmer renk pigmenti melanoidinlerin (Wani vd.,
2017), Maillard reaksiyonlar1 ve hydroxylmethyl
furfural (Turan vd., 2015) olusumu ile
iligkilendirilmistir.

Sekil 7°de krema numunelerine ait renklerin
birbirinden ne 6lgtide farkli oldugunu ifade eden
AE* degerleri verilmistir. Tlgili grafikten anlasildig:
gibi kestane kavurma sicakligs ve siiresi arttikca
AE" degerleri artmaktadir. 200 °C’de kavrulan

kestanclerden elde edilen kremalarin AE”
degerleri arasinda bir farkliik yoktur (P>0.05).
Yine 150 °C kavrulan kestanelerden uretilen
kremalarin da AE" degetleri arasinda 6énemli bir
farklilik g6zlenmemistir (P>0.05). Cig kestaneden
tretilen kremanin rengi 150 ve 200 °C’de kavrulan
kremalardan farkli bulunmus olup, bu fark
Ozellikle 200 °Cde kavrulan kestanelerden
tretilen kremalarin rengi ile kiyaslandiginda
istatistik olarak Onemli diizeydedir (P<0.05).
Ancak en fazla C ve Bl numunesi arasinda
gozlenen 1.00 seviyesindeki AE™ degeri farkinin,
insan goziyle ayirt edilebilecek bir farklilik
olmadigs gorillmektedir (Sanz vd., 2009).
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Kestane kremalari

Sekil 7. Kestane kremalarina ait AE" degerleri
Figure 7. AE* values of chestnut creams

AE”

Duyusal Ozellikler

Kestane kremalarinin duyusal analiz sonuglar
Sekil 8°de sunulmustur. Tat ve aroma puanlart
yoniinden numuneler arasinda istatistiksel yonden
bir farkhilik bulunmamasina (P>0.05) ragmen B2
numunesi en yiiksek tat ve aroma puanina sahip
olmustur. B2 numunesini ¢ig kestaneden Uretilen
C kremast takip etmistir. Kavurma sicaklik ve
stresinin kakaolu kestane kremasinin tat ve
aromasina  etkisi  olmadig  gorilmistiir.
Kremalarin yap: ve tekstir Ozelligi tzerine
kavurma sicaklk ve siiresinin etkili oldugu
gozlenmistir (P<0.05). 150 °C sicaklikta kavurma
isleminin yap1 ve tekstiir Gzerine olumsuz etkili
oldugu  gbrilmistir.  Kremalar  arasinda
panelistlerce yapi—tekstiir yoniinden en c¢ok
begenilen numune B2 olmugtur. 200 °C°de 40 dk.
kavrulan kestaneden duretilen krema numunesi



Kakaolu kestane kremasi Uretimi

daha iyi kivamda olan ve bigakla ekmege siirtilme
Ozellikleri en iyi olan olarak
degerlendirilmistir. Diger numuneler daha akigkan
bulunmustur. Renk ve gorints Ozellikleri
bakimindan kakaolu kestane kremalari arasinda
o6nemli farkliliklar bulunmustur (P<0.05). En ¢ok
begenilen krema ¢ig kestaneden iretilen C
numunesi olmustur. Panelistler C numunesini
daha parlak olarak tarif etmislerdir. Sicaklik siire
ve derecesi yiikseldike renk ve goriinis
puanlarinin  distigi  gézlemlenmistir.  Sicaklik
derecesi ve suresi arttikca kestane kremalarinin
parlakligt azalirken, bir kusur olarak algilanan
trinin yizeyinde kugik cukurlarin sayisinin
arttif1 panelistlerce fark edilmistir.
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Sekil 8. Kakaolu kestane kremalarina ait duyusal
analiz puanlar
Figure 8. Sensory analysis scores of cocoa chestnut creams

SONUC

Bu arastirmanin asil amaci, yeni bir trtin olarak
kakaolu kestane kremas: gelistirmekti. Bu amagla
krema Uretiminde iki farkli kestane kavurma
sicakligi ve stresi denenmistir. Genel olarak,
panelistler tretilen kremalarin duyusal acidan
“biraz iyi” ve "iyi" arasinda olduguna karar
kidmuslardir. HYA, siiriilebilirlik, yapiskanlik, tat—
aroma ve yapr—tekstir gibi Urinin tercih
edilmesindeki 6nemli teknolojik parametrelerin
literatiirdeki ticari findik kremast OGrnekleriyle
benzerligi géz 6ntne alindiginda, 200 °C’de 40 dk.
kavrulan kestaneden dretilen kremanin 6n plana
ctktigr  gbriilmektedir.  Ancak  bu  kestane
kremasinin yiizeyinde meydana gelen parlaklik
eksikligi veya hafif mat renk ve kiiciik gbzenek
olusumu problemlerinin ¢6ztlmesi
gerekmektedir. Bu amagla 200 °C’nin az altinda
farkli (180 veya 190 °C) sicakliklar denenebilir.
Bununla birlikte, Griniin strdlebilirlik 6zelligini
gelistirmek icin sivi yaga kiyasla katt yag miktarinin
bir miktar arttirilmast fayda saglayabilir. Ayrica
tat—aroma Ozelliklerini gelistirmek icin ticari bir
kestane aromast eklemek Uriiniin albenisini
artirabilir.
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ABSTRACT

In this study, the amounts of vitamins A, E, C, B-carotene, lycopene, ghrelin, reduced and oxidized form of
glutathione (GSH, GSSG) with malondialdehyde (MDA) in ripe fruits of Diospyros kaki L. plant were determined
by using HPLC. The amount of vitamins A, E, C, 8-carotene, lycopene, ghrelin, GSH, GSSG and MDA in
Diospyros kaki L. plant were found to be 0.40£0.06 — 0.92£0.08; 0.63£0.09 - 1.34%0.14; 47.00£0.80 - 65.61£1.56;
2.08+0.18 - 3.36£0.30; 0.69£0.08 - 1.421+0.13; 2.14+0.65 - 7.98£1.06; 398.25+34.23 - 527.90£23.36; 23.67£8.89
- 42.4314.81 and 5.6310.35 - 7.2810.42 pg/g, respectively. It can be said that Diaspyros kaki L. plant fruits are a
good source of vitamin C, lycopene, ghrelin and glutathione. Findings suggest that the fruit of this plant may be
a useful source of antioxidants. Differences in the amount of parameters in the Diospyros kaki L. fruit are thought
to be due to the growth medium, climate, and environmental conditions.

Keywords: Diospyros kaki L., Vitamin A, Vitamin E, Vitamin C, B-carotene, Lycopene, Ghrelin, Glutathione,
MDA

TRABZON HURMASI (DIOSPYROS KAKI L) MEYVELERINDEKI A VITAMINI, E
VITAMINI, C VITAMINI, BETA-KAROTEN, LIKOPEN, GRELIN, GLUTATYON VE
MDA MIKTARLARI

oz

Bu calismada, Trabzon hurmasit (Diospyros kaki L.)nin olgunlasmis meyvelerinde A, E, C vitaminleri, 3-
karoten, likopen, ghrelin, indirgenmis ve yitkseltgenmis glutatyon (GSH, GSSG) ve malondialdehit (MDA)
miktarlart Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile belirlendi. Trabzon hurmasi bitkisinin
meyvelerindeki A vitamini, E vitamini, C vitamini, 8-karoten, likopen, ghrelin, GSH, GSSG ve MDA
miktarlart sirastyla 0.4010.06 - 0.92£0.08; 0.63£0.09 - 1.34+0.14; 47.00£0.80 - 65.61+1.56; 2.08%0.18 -
3.36%0.30; 0.69£0.08 - 1.42+0.13; 2.14£0.65 - 7.98£1.006; 398.25+34.23 - 527.90£23.36; 23.67 *+ 8.89 -
4243 £ 4.81 pg/g ve 5.63 £ 0.35 - 7.28 £ 0.42 pg/g arasinda oldugu gozlendi. Trabzon hurmasi
meyvelerinin C vitamini, likopen, ghrelin ve glutatyon bakimindan iyi bir kaynak oldugu séylenebilir.
Bulgular bu bitkinin meyvelerinin antioksidan i¢in yararh bir kaynak olabilecegini distndirmektedir.
Trabzon hurmasinin meyvelerindeki parametrelerin miktarindaki farkliliklarin biyiime ortami, iklim ve
cevresel kogullardan kaynaklandigi disiinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Trabzon hurmasi, A Vitamini, E Vitamini, C Vitamini, 3-karoten, Likopen, Grelin,
Glutatyon ve MDA
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INTRODUCTION

Fruits play a crucial role in maintaining our
wellbeing which is attributable to their high
content of nutrients and a bioactive compound
which play valuable roles in preserving
homeostasis (Manach et al., 2004; Butt et al,
2015). These compounds include amino acids,
sugars,  enzymes, organic  acids, and
phytochemicals which serve as sources of key
metabolites and as biochemical markers for
ripeness, flavor, essence, aroma, colot, and quality
(Hecke et al., 20006). Free radical species generated
from cellular metabolism and by external triggers
are regulated by an innate cellular antioxidant
mechanism which includes enzymatic and non-
enzymatic antioxidants. An equilibrium between
free radicals and antioxidants is crucial for normal
physiological functions (Lobo et al., 2010). If left
unchecked they accumulate and react with cellular
components such as lipids, proteins, and DNA,
modifying them, which results in oxidative stress
(Finkel and Holbrook, 2000; Melov et al., 2000).
Oxidative stress leads to lipid peroxidation and a
consequent decrease in membrane fluidity leading
to cell death. It contributes to aging and several
chronic degenerative disorders such as tumors,
atherosclerosis, diabetes and Alzheimer’s disease
(Liguorti, et al., 2018). Recent findings have shown
the danger of synthetic antioxidants such as
butylated hydroxyl toluene and butylated
hydroxyl anisole pose to human health. Thus,
researches on finding natural sources of
antioxidants have been intensified in a bid to
protect our bodies from the ravaging effects of
free radicals (Lyun et al., 2011). Diospyros kaki L,
belonging to Ebenaceae family and
commonly called Persimmon is one of such
fruits. It is the most extensively cultivated species
of the genus Diospyros. Though first described in
1780, it has been exploited by the Chinese for
over 2000 years, with species endemic to China,
Japan, Korea, Burma, Turkey and Nepal (Petersen
and Martin, 2007; Celik and Ercisli, 2008). The
deciduous tree has broad leaves and produces a
soft, seedless, fleshy and chewy fruit that is sweet
and slightly tangy; it is best taken whole when
harvested and allowed to mature and soften as the
unripe fruit is astringent and bitter due to high
proanthocyanidin-type tannin content (Butt et al.,

2015; Janick and Paull, 2008). The leaves and
fruits of this species have been used throughout
history as a remedy for cough, arteriosclerosis,
hypertension, and apoplexy (Ozen et al., 2004;
George and Redpath, 2008). Persimmons are rich
sources of trace mineral elements, antioxidants
(ycopene, lutein, B- carotene, and zeaxanthin),
phenolic acids, coumaric acids and water-soluble
dietary fibre (Suzuki et al., 2005; Chenet al., 2008).
Current researches on Persimmon plant have
shown its biological importance as an antioxidant,
antitumor, anti-hyperlipidemia, and antidiabetic
agent (Lee et al, 2007; George and Redpath,
2008). The significance of antioxidants from
natural dietary sources in the prevention of
chronic degenerative diseases and preserving
good health have been well established (Lee et al.,
2012). Antioxidants are classified as enzymatic
and  non-enzymatic. ~ Non-enzymatic  low
molecular-weight metabolites including ascorbic
acid (AA), glutathione (GSH), alkaloids, phenolic
compounds, non - protein amino acids, o-
tocopherol, and B-carotene aid in offsetting the
build-up of reactive oxygen species (ROS)
prompted by various stresses (Mittler et al., 2004;
Sarvajeet et al., 2011). These enzymes and
metabolites not only protect plants and animals
from cellular damage but also fine-tune the
concentrations of ROS in order to optimize their
functions in metabolism (Becana et al., 2010).

This research aims to assess and compare the
antioxidant capacity of Diospyros  kaki L
(Persimmon) by investigating the concentration
of some of its antioxidants (8-Carotene, Ascorbic
acid, a-Tocopherol and Lycopene) and
Glutathione (oxidised and reduced), Ghrelin and
Malondialdehyde in Diospyros kaki L. grown in
three different regions of Turkey (Adiyaman,
Malatya and  Antalya). The comparative
assessment of its nutritive components and
antioxidant effect has not been well documented
(Lee etal., 2012). This, therefore, serves as a viable
topic for research to further establish its
nutritious and economic value, and fill in the gap
in the literature, where necessary.


https://en.wikipedia.org/wiki/Diospyros
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MATERIALS AND METHODS

Materials

In the study, ripe fruits of Diospyros kaki L
Hachiya species, grown in Elazig, Malatya and
Antalya provinces of Turkey, were used. The

samples were supplied between 5-30 November
2017.

Determination of vitamin A, vitamin E, -
carotene and lycopene

3.0 g from each Diospyros kaki L sample was
weighed and 7.0 mL ethyl alcohol was added. The
suspension was shaken well in a vortex mixer and
then centrifuged for three minutes at 4500 rpm.
The solution was filtered (Whatman No 1). 0.5
mL n-hexane was added to the filtrate. This way,
vitamin A, vitamin E, B-carotene and lycopene
were extracted to the n-hexane phase. This
extraction process was replicated. The n-hexane
phases were collected and dried with nitrogen gas
until dryness. The residue obtained was dissolved
in 0.6 mL methyl alcohol and taken up in vials of
HPLC which was then ready for HPLC analysis.
Supelcosil LC-18 column (25.0 cm x 4.6 mm x 5.0
um) was used in the determination of vitamin A,
vitamin E, B-carotene and lycopene using a
mixture of acetonitrile: methanol: water (63:33:4
v/v) as mobile phase. The mobile phase flow rate
was set at 1.0 mL/min. The vitamin E 296 nm,
vitamin A 326 nm, [-carotene 454 nm, and
lycopene 474 nm were determined respectively
(Catignani and Bieri, 1983; Miller et al., 1984;
Ibrahim et al., 2017).

Determination of vitamin
glutathione and MDA

3.0 g from each Diospyros kaki 1. sample was
weighed and 1.0 mL of 0.5 M perchloric acid was
added to each homogenate, to precipitate the
proteins. The mixture was placed in a vortex
shaker. Each sample was made up to 6.0 mL with
deionized water and centrifuged for 10 minutes at
4500 rpm. The supernatant was then filtered
(Whatman No 1). The filtrate was divided into
three equal portions. One portion was used for
vitamin C while the others were used for ghrelin,
glutathione and MDA determination. 1.0 mL
filtrate taken up in vials of HPLC. Vitamin C,
Ghrelin, GSH, GSSG, and MDA were

C, ghrelin,

determined according to the method of Tavazi et
al. (1992), Aydin et al. (2008), Dawes and Dawes
(2000) and proposed by Karatas et al. (2002),
respectively. Column Exsil 100-5 ODS (25 cm,
4.6 mm ID, 5 pm) flow rate of 1.0 mL/min.

Equipment and chemicals

HPLC was performed with the SHIMADZU
Prominence-I L.C- 2030C 3D Model and PDA
detector. All the chemical reagents used in the
analysis were analytical grade and obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). Double distilled
water was used throughout the work.

Statistical Analysis

All measurements were triplicated. Mean standard
deviation was determined and the results were
subjected to Analysis of Variance. The SPSS 10.0
for Windows was used for variance analysis and
LSD multiple comparison test was performed at
P <0.05 to P <0.005 level.

RESULTS AND DISCUSSION

Vitamin A is essential for the normal functioning
of the visual system; cellular growth and
development; maintenance of epithelial cellular
integrity, immune function, and reproduction
(Gropper et al., 2017). The result obtained in this
study showed the amount of vitamin A in
Diospyros kaki L. fruit from Antalya, Adiyaman,
and Malatya to be 0.40 = 0.06 pg/g, 0.92 + 0.08
pg/gand 0.46 + 0.06 ng/g, respectively. Samples
from Adiyaman had the highest (P <0.005)
concentration of vitamin A, followed by Antalya
and Malatya (Table 1). A similar study showed the
Vitamin A content of Diospyros kaki L. fruit to be
38 RAE ng/100g (Butt et al.,, 2015). Vitamin A
content of fresh peach was reported as 16.3 £ 5.7
mg/kg and 18.15% 0.55 pg/100g for apricots
(Dursta and Weaver, 2012; Kan et al., 2014) which
are Inconsistent with results obtained in this
study.

Vitamin E is a vital compound involved in
neurological and immune functions. It is an
antioxidant, protecting molecules and tissues
against free radicals, which contributes to the
stabilization of biological membranes. In
addition, it mediates in the regulation of several
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enzymes (Feki et al., 2001). This study showed the
vitamin E content of Diospyros kaki L. from
Antalya, Adiyaman, and Malatya to be 0.63 + 0.09
ng/g, 0.81 £ 0.10 pg/g and 1.34 + 0.14 pg/g,
respectively. Based on these values the vitamin E
content of Diospyros kaki L. from Malatya is
higher (P <0.005) than that of Adiyaman and
Antalya (Table 1). The amount of vitamin E
investigated in tipe Ziziphus mauritiana Lam (Ber
fruit) was reported to have the concentrations of

Table 1. Some parameters in Diospyros kaki L.

37109.31ug/g and 29261.99 pg/g for ripe and
over ripe fruit respectively (de Souza, 2008).
Vitamin E concentration of irrigated cultivar of
Prunus armeniaca L .(apricot) was found to be 37.60
1+ 0.40 pg/100 g (Kan et al., 2014). The amount
of vitamin E in Prunus armeniaca and Ziziphus
manritiana Lam are much higher than that of
Diospyros kaki L. based on the result of this study.

specimens from three different provinces

Parameters 1. Antalya 2. Adiyaman 3. Malatya
Vitamin A (ug/g) 0.40£0.06 0.92%0.08 0.4610.06
Vitamin E (ug/g) 0.63%0.09 0.81£0.10 1.34%0.14
Vitamin C (ug/g) 05.61%1.56 47.0010.80 49.20£2.93
B-Carotene(ug/g) 2.08%+0.18 3.36£0.30 2.6010.24
Lycopene (ug/g) 0.69£0.08 1.42%0.13 1.10£0.10
Ghrelin(ug/g) 2.28%+0.50 2.14%0.65 7.98%1.06
Reduced glutathione (ug/g)  398.25134.23 444.96+31.55 527.90£23.36
Oxidized glutathione (ug/g) 23.67£8.89 42.4314.81 28.4313.77
Reduced glutathione /

Oxidized glutathione 16.83 10.49 18.57
Malondialdehyde (ug/g) 5.75£0.27 7.2810.42 5.63%£0.35

The strong reducing properties of vitamin C make
it a potent antioxidant. It neutralizes superoxide
and hydroxyl radicals protecting cells from
oxidative damage (Aksoy, 2000). It is required for
collagen formation, absorption of inorganic iron,
reduction of plasma cholesterol level, inhibition
of nitrosamine formation, and enhancement of
the immune system. Vitamin C is also necessary
for the prevention of scurvy and maintenance of
healthy skin, gums, and blood vessels and is
reported to reduce the risk of arteriosclerosis,
cardiovascular diseases and some forms of cancer

(Lee and Kader, 2000).

This study showed the vitamin C content of
Diospyros kaki L. from Antalya, Adiyaman, and
Malatya to be 65.61 £ 1.56 pg/g, 47.00 = 0.80
ng/gand 49.20 £ 2.93 pg/g, respectively, with the
highest concentration (P <0.005) seen in Antalya
followed by Malatya then Adiyaman (Table 1). A
previous study obtained 110 mg/100g of vitamin
C in fresh persimmon; 75 mg/100 g in orange,
10.6 mg/100 g in fresh tomatoes and 34 mg/100
g in mandarins (Lee and Kader, 2000). In a similar

research vitamin C content in papaya fruits was
found to range between 110 to 1340 pg/g in five
different species of pulp puree (de Souza, 2008)
while the vitamin C content in apricot was 20.75
mg/100 g) and 12 mg/100 g in fresh apple
(Rasanuet al., 2005). Our findings are consistent
with the literature.

B-Carotene sometimes referred to as pro-vitamin
A, is a precursor of vitamin A. It is the light yellow
or orange pigment found in plants which are
converted to vitamin A in intestinal epithelial and
is mainly stored in the liver and skin (Hamilton et
al., 2014). B-carotene is a potent antioxidant
known to exhibit photoprotective effects and
anticancer  activity =~ (Madhunapantula  and
Robertson, 2012).

This study showed the B-carotene content of
Diospyros kaki L. from Antalya, Adiyaman and
Malatya to be 2.08 = 0.18 pg/g, 3.36 £ 0.30 ug/g,
and 2.60 £ 0.24 pg/g, respectively, (Table 1). The
results showed the B-carotene concentration to be
higher (P <0.05) in Dipyros kaki L. fruit from
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Adiyaman, followed by Malatya then Antalya. The
concentration of [-carotene content in fresh
papaya pulp was shown to range from 0.19 + 0.07
mg/100 g to 0.56 * 0.09 mg/100 g (de Souza,
2008). The B-carotene content of three cultivars
of Prunus armeniaca L. (apricot) was reported as
0.88 pg/g in fruits of Hacthaliloglu, 2.20 pg/g in
fruits of the cultivar. Tokaloglu and 2.62 pg/g in
fruits of the cultivar. ‘Kabaasi® apricots,
respectively (Kan et al., 2014). The result of this
study shows that the concentration of §-carotene
in Diospyros kaki L. to be much higher than that
of papaya, however, the findings are in consistent
with Hacthaliloglu’ and ‘“Tokaloglu’ cultivars of
Prunus armeniaca 1.

Lycopene, a non-provitamin A carotenoid,
possesses antioxidant, detoxifying, signaling and
chemo-preventive properties (Wang, 2012). Its
antioxidant activity is enhanced by its ability to
sequester singlet oxygen and its ability to trap
peroxyl radicals (Basuny et al., 2009). This study
showed the lycopene content of Diospyros kaki L.
in increasing order of concentration to be, 1.42 +
0.13 pg/g, 1.10 £ 0.10 pg/g, and 0.69 £ 0.08
wg/g, from Adiyaman, Malatya, and Antalya,
respectively (Table 1). From the result, the highest
lycopene concentration (P <0.05) in Dipyros kaki
L. fruit is seen in Adiyaman, followed by Malatya
then Antalya.

In similar research, the lycopene content in fresh
papaya fruits ranged from 1.44 + 0.28 mg/100 ¢
to 3.39 + 0.32 mg/100 g (de Souza, 2008). The
lycopene content in Solanumlycopersicum (tomato)
was reported to be 0.2 pg/g (Dewanto et al.,
2002), which is inconsistent with values obtained
in this study.

The gastrointestinal neuro-peptide hormone
ghrelin, secreted by ghrelinergic cells in the
stomach and pancreas stimulates growth
hormone (GH) release from the pituitary gland. It
acts on the brain to regulate food intake, body
weight, adiposity, and glucose metabolism
modulation of stress and anxiety. It also protects
against muscle atrophy and  improves
cardiovascular functions such as vasodilatation
and cardiac contractility (Miiller et al., 2015).

This study shows the ghrelin content of Diospyros
kaki L. from Antalya, Adiyaman, and Malatya to
be 2.28 + 0.50 pg/g, 2.14 + 0.65 pg/gand 7.98 +
1.06 pg/g, respectively. The ghrelin content of
fruits from Malatya was the highest (P <0.005)
followed by that of Antalya then Adiyaman (Table
1). The ghrelin content of C. laevigata from Elazig,
Adiyaman, and Malatya to be 67.67 £ 6.16 pg/g,
18.96 £ 6.73 pg/g and 79.96 * 12.14 pg/g,
respectively. The ghrelin content of fruit from
Malatya was higher followed by that of Elazig,
then Adiyaman (Ibrahim et al, 2017). Our
findings are much lower than those of C. /aevigata.

Glutathione is required for a lot of cellular
activities including the protection of cells of the
immune system, brain, kidneys, eyes, liver, heart,
lungs and skin tissues against oxidative damage.
The reduced form of glutathione (GSH), is the
most  important intracellular  antioxidant
molecule. GSH has many functions such as the
detoxification of xenobiotics, the transport of
amino acids, and the reduction of sulthydryl
groups in proteins. In particular, glutathione is the
most important metabolite against oxidative
stresses in plants and it is found in almost all cells
of plants (Esterbauer et al., 1992).

This study revealed the content of GSH in
Diospyros kaki L.to be 398.25 * 34.23 ug/g,
44496 * 31.55 pg/g and 527.90 + 23.36 pg/g
while the GSSG content was found to be 23.67
8.89 pg/g, 42.43 £ 4.81 pg/g and 28.43 + 3.77
nug/g from Antalya, Adiyaman and Malatya,
respectively. The results showed the GSH
concentration to be higher (P <0.05) in Dipyros
kaki L. fruit from Malatya, followed by Adiyaman
then Antalya. However, the GSH/GSSG ratio
was found to be 16.83, 10.49 and 18.57. The GSH
content of Diospyros kaki L. from Malatya had the
highest (P <0.05) concentration followed by
Adiyaman then that of Antalya. On the other
hand, the GSSG content of Adiyaman is higher
followed by that of Malatya, then Antalya (Table

1).

The level of glutathione in Musa paradisiaca 1.
(plantain) was reported to be 54.10 + 0.60 pg/g
(Agoreyo et al., 2017). The amount of reduced
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glutathione in mango has been found to be 159.1
umol/g (AbdAllatif et al., 2015). The amount of
total glutathione content in ripe ber (Ziziphus
manritiana Lam) fruit was also found to be 6598.2
umol/g (Kumar et al, 2011). Our findings are
inconsistent with the literature.

Free radicals affect lipid peroxidation by acting on
unsaturated fatty acids in the membranes. The
resulting lipid peroxides break down rapidly to
form reactive carbon compounds one of which is
MDA (Gawel et al., 2004).1n this study, the MDA
content of Diospyros kaki L. from Antalya,
Adiyaman, and Malatya was found to be 5.75 *
0.27 pg/g,7.28 £ 0.42 ug/gand 5.63 £ 0.35 pg/g
respectively. The MDA content of Diospyros kaki
L. from Adiyaman was higher (P <0.05) followed
by that of Antalya then Malatya. The amount of
MDA in ripe ber (Ziziphus manritiana Lam) fruit
was found to be 4.498 nmol/g (Kumar et al.,
2011). The amount of MDA in red ripe tomato
fruit was found to be 2.3 nmol/g (Mondal et al.,
2004).

CONCLUSION

Based on the tesults obtained from this reseatrch,
the variation in values obtained from one region
to another may be due to differences in
environmental factors like geographical location,
soil, temperature, altitude, and pre/post-harvest
treatments.  These  dynamics  affect the
biochemistry of the plants and hence its
concentration of bioactive compounds (Liu et al.,
2015). The outcomes of this research on the levels
of these biomolecules show it to be a rich source
of vitamins C, B-carotene; glutathione, lycopene,
and ghrelin. We can say that Diospyros kak: L. fruit
can be a very good source of some antioxidants
that are very important in protecting the body
against the dangerous effect of free radicals that
lead to aging and degenerative diseases such as
diabetes and cancer. Its nutritional value can be of
optimal importance to the food industry where its
antioxidant value can be used and optimized in
order to satisty a wide variety of consumer
preference.
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oz

Kirmizi pancar, gida endustrisinde yaygin olarak kullanilan dogal renk maddesi olan betaninin en 6nemli
kaynagidir. Konsantre ya da toz formda arz edilen bu gida renklendiricisi icin ilk Gretim basamag kirmizt pancar
suyu tiretimidir. Bu galismanin amaci, yitksek verimlilikte kirmuz1 pancar suyu eldesinde presleme 6ncesi enzim 6n
uygulamasinin ve bu islemde ortam pH degeri, sicakligl, enzim orani ve sirenin etkilerinin belirlenmesidir. Bu
kapsamda, ilk asamada farkli pH (2.5-5.0) ve sicaklik (30-60 °C) degetletinde enzim ilavesinin (Pectinex Ultra SP-
L) etkileri degerlendirilmis; ikinci asamada enzim orani ve islem siiresinin etkileri yanit ytzey yontemi (RSM)
kullantlarak belirlenmistir. Enzim 6n uygulamasi sonrasinda pres veriminin %17 arttgt bulunmustur. Optimum
kosullar olan 3.0 pH degeri, 50 °C sicaklik, 75.8 poligalakturonaz birimi (PGB)/g enzim orani ve 48 dk.’lik islem
suresi sonunda meyve suyu vetimi %34.7, betanin miktart 106.0 mg/100 g, toplam fenolik madde miktar1 245.2
mg GAE /100 g, antioksidan kapasite degeti ise 47.0 pmol TE/100 g olarak belitlenmistit.

Anahtar kelimeler: Kirmizi pancar, enzimatik islem, meyve suyu verimi, betanin, fenolik madde, antioksidan
kapasite

ENZYMATIC PRE-TREATMENT IN RED BEET JUICE PRODUCTION: THE
EFFECT OF PROCESS VARIABLES ON JUICE YIELD, BETANIN CONTENT,
TOTAL PHENOLIC COMPOUND AND ANTIOXIDANT CAPACITY

ABSTRACT

Red beet is the most important source of betanin, a natural colorant commonly used in the food industry.
The first production step for this food colorant presented in concentrated or powder form is the
production of red beet juice. The aim of this study is to determine the effect of enzyme pre-treatment
prior to pressing step in the production of high-yield red beet juice and, that of pH, temperature, enzyme
ratio and processing time. In this context, the effect of enzyme addition (Pectinex Ultra SP-L) were
evaluated at different pH values (2.5-5.0) and temperature (30-60 °C); and in the second step, the effects
of the enzyme ratio and processing time were determined using the response surface methodology (RSM).
Enzyme pre-treatment increased press yield by 17%. Under the optimum conditions which are 3.0 pH
value, 50 °C temperature, 75.8 polygalacturonase unit (PGB)/g enzyme ratio and 48 min processing time,
the fruit juice yield was 34.7%, the betanin content was 106.0 mg/100 g, the total phenolic content was
245.2 mg GAE/100 g and the antioxidant capacity was determined as 47.0 pmol TE/100 g.

Keywords: Red beet, enzymatic treatment, juice yield, betanin, phenolic compound, antioxidant capacity
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GIRIS
Gida formilasyonlarinda kullanilan sentetik renk
maddelerinin saglk tizerine olast zararli etkileri
nedeniyle  dogal  gida  renklendiricilerin
kullanimina olan ilgi giin gectikge artmaktadir
(Turp vd., 2016; Gasztonyi vd., 2001). Kirmiz
pancat (Befa vulgaris 1..), dogal gida renklendiricisi
olarak kullanilan betalain pigmentlerine sahiptir
(Ravichandran vd., 2013; Ozcan ve Ersus, 2018).
Betalainler suda ¢Ozlnebilen ve azot iceren
betalamik asit tiirevi dogal pigmentlerdir. Dogal
kirmizt renk verici betalainlerin ana kaynagt
kirmizt  pancar koékiadir (Tekin vd., 2018).
Betalainler, pancar suyu konsantresi veya pancar
suyu tozu seklinde gida, ilag ve kozmetik
endistrilerinde  dogal katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir (Kaya ve Baysal, 2010).
Betalainlerin serbest radikal temizleyici etkileri ile
oksidatif stresle iligkili hastaliklara karst koruma
sagladigr (Gliszczynska-Swiglo, 2006); ¢ok yitksek
dozlarda (5 g/kg vicut agirligr) dahi toksik etki
gostermedigi  bildirilmektedir (Wiczkowski vd.,
2018). Betalainlerin E-162 kodu ile dogal gida
boyast olarak kullanimi Avrupa Birligi tarafindan
onaylanmustir (Kaya ve Baysal, 2010).

Kirmiz1 pancarin dogal pigmenti olan betalainler,
betasiyaninler  (kirmizi-mor  pigmentler) ve
betaksantinler (sari-turuncu pigmentler) olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir (Cardoso-Ugarte vd.,
2014;). Antosiyaninler en yaygin kullanilan dogal
pigmentler olmasina ragmen, betalainler pH ve
sicaklik degisimlerinde cok daha stabildir. Betalain
pigmentlerinin  stabilitesi; iceriginde bulundugu
trtiniin sicakligina, 1sil islem stiresine, ortam pH
degerine ve su aktivitesine baglidir (Nemzer vd,,
2011).

Meyve suyu tretiminde pres verimini artirmak,
hiicre igerisinden maddelerin  pres suyuna
gecmesini saglamak amaciyla ¢ok gesitli enzimler
kullandmaktadir  (Sandri vd., 2011). Kirmiz
pancardan betalainlerin elde edilmesinde enzim
destekli ekstraksiyon yontemleri, geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine karst alternatif olarak
karsimiza ¢tkmaktadir (Puri vd., 2012). Pektinaz,
selilaz ve hemiselilaz gibi enzimler, hiicre
duvarint yitkmak ve meyve suyu ekstraksiyon
verimini arttirmak icin meyve suyu endustrisinde

yaygin olarak kullamlmaktadir. Kirmizi pancar
dokusu, bircok  sebzenin  aksine  pektin
makromolekiillerini arabinoz aracilifiyla capraz
baglayan ve bunlart hiicre ¢eperine tutturmak icin
kullantlan ferulik asidi i¢ermektedir (Zhao vd.,
2008). Yiiksek ferulik asit icerigine sahip kirmizi
pancar hiicre duvarinin stki hiicresel yapist
nedeniyle ekstraksiyon isleminde ek bir basamak
olarak enzim uygulamasi gerekli gérilmektedir
(Fissore vd., 2012). Kirmiz1 pancarin bu 6zel
morfolojik yapisindan dolay1 optimum enzimatik
islem  kosullarinin  olusturulmast  oldukeca
o6nemlidir (Dongowski, 2001).

Bu calismada, kirmizi pancardan dogal renk
maddesi tretiminde ilk asama olan meyve suyu
prosesinde poligalakturonaz, hemiseliilaz, selilaz,
proteaz ve amilaz karigimi ‘miks’ ticari enzim olan
Pectinex Ultra SP-L kullanimimnin meyve suyu
verimi, betanin miktari, toplam fenolik madde
miktar1  ve antioksidan kapasite degerleri
Uzerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica, pH,
sicaklik, enzim orani ve sire degiskenleri ele
alinarak optimum islem parametreleri
belitlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kirmizt pancar (Beta vulgaris
L.) yerel marketten temin edilmis ve islemlere dek
+4 °C’de bekletilmistir. Islemlerde ve analizlerde
kullamlan sitrik asit Smart Kimya Ltd. S$ti.
(Turkiye)’den,  trifloroasetik  asit, sodyum
hidroksit, Folin-Ciocalteu  ayraci, sodyum
karbonat ve LC saflikta su Merck (Almanya)’ten;
betanin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), gallik
asit, troloks ve LC saflikta asetonitril ise Sigma-
Aldrich (ABD)’ten temin edilmistir. Calismada
kullandan ~ Pectinex Ultra  SP-L  enzimi
Novozymes (Danimarka) tarafindan saglanmistir.

Kirmiz1 pancarin ve tampon ¢ozeltilerinin
islemlere hazirlanmasi

Kirmizi pancar ilk olarak sap ve gdvdesinden
ayrilmig, yikanmus ve kabuklari soyulmustur.
Ardindan sebzenin lifli yapist gbz Oniinde
bulundurularak tiim parcalarin homojen olmast
saglanacak sekilde dograma ve rendeleme islemi
gerceklestirilmistir. Tslemlerde kullanilan 2.5, 3.0,
3.5, 4.0, 4.5, 5.0 pH degerlerine sahip farkls
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¢ozeltilerin  hazirlanmasinda  gerekli sitrik asit
konsantrasyonlar sirasiyla 2.00, 1.45, 0.83, 0.49,
0.37,0.25 g/L olarak 6n calisma ile belitlenmis ve
¢ozeltiler giinlik hazirlanmigtir.

Kirmizi pancar suyu tretiminde pH
degerinin ve sicakligin etkilerinin
belirlenmesi

Bu agamada presleme Oncesi enzimli ve enzim
kullanilmadan islemler uygulanmis ve her iki
kosulda farkh pH degetlerinin (2.5, 3.0, 3.5, 4.0,
4.5 ve 5.0) ve sicakliklarin (30, 35, 40, 45, 50, 55
ve 60 °C) etkileri ayrt ayri incelenmistir. Bu
kapsamda deney planina gére taze hazirlanmus
100 mL sitrik asit ¢Ozeltisi kapakli cam sise
icerisinde  Oncelikle su banyosunda deney
sicakligina ulasincaya kadar isiilmis, ardindan
sirastyla gram 6rnek basina 95 PGB enzim (Enzim
laveli plan ic¢in) ve 50 g parcalanmis kirmuzt
pancar siselere aktarilmistr. Siseler, calkalamalt su
banyosunda 60 dk. stre boyunca bekletilmis,
ardindan 30 2 °C’ye sogutulmus ve pres kalibi
(325 kg/m?) ile sizme bezi kullanilarak kirmizi
pancar suyu elde edilmistir. Elde edilen meyve
sular1 ile 6nce meyve suyu verimi belirlenmis;
daha sonra diger analizler icin numuneler -20
°C’de saklanmigtir.

Kirmizi pancar suyu iiretiminde enzim
oranmnin ve islem siiresinin etkilerinin
belirlenmesi

Kirmizt pancardan enzimatik islemle meyve suyu
eldesinde enzim oraninin ve islem siresinin
etkileri yanit ylizey metodu (Response surface
methodology, RSM) kullanilarak merkezi timlesik
dizayn (Central composite design, CCD) ile
incelenmis ve ayrica optimum enzimatik islem
kogullari da belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin
alt ve ust limitleri (Enzim orant: 21.3 - 85.1
PGB/g; sire: 5 - 55 dk) 6n denemeler ile
belirlenmis; ortam pH degeri ve sicakligt bir
onceki deneysel veriler dikkate alinarak sabit
tutulmustur. Ucii merkez nokta olmak iizere 11
deneyden olusan deneysel tasarimin bagimlt
degiskenleri meyve suyu verimi, betanin miktari,
toplam fenolik madde miktart ve antioksidan
kapasite olmustur. Calkalamali su banyosunda
gerceklestirilen islemlerin  sonunda uygulanan
presleme ve filtrasyonun ardindan meyve suyu

elde edilmistir. Elde edilen meyve sulari ile 6nce
meyve suyu verimi belitlenmis; daha sonra diger
analizler icin numuneler -20 °C’de saklanmustir.

Analizler

Meyve suyu verimi

Presleme ve filtrasyon sonunda elde edilen meyve
sularinin agirhigt (my), islemlerde kullanilan ¢ozelti
miktart (mp) ve kirmizi pancar agirhigi (mo = 50 g)
kullanilarak asagidaki bagintiyla meyve suyu
verimi (MSV) hesaplanmistir  (Khandere vd.,
2011):

MSV (%) = [(m — m5)/mg] x 100

Betanin miktarinin belirlenmesi

Kirmiz1 pancar sularinda betanin miktars HPLC
metodu ile belitlenmistir  (Guneser, 2016).
Oncelikle elde edilen meyve sular1 0.45 um PVDF
filtreden  gecirilerek ~ HPLC (Shimadzu
Prominence LC20A)’ye enjekte edilmek tzere
viallere aktarilmistir. UV dedektér (Shimadzu
SPD-20A) ve ters faz C18 kolonun (250 mm x
4.60 mm x 5 pm) kullanildig1 calismada izokratik
mobil faz %0.5 trifloroasetik asit ¢ozeltisi ve
asetonitril 90:10 (v:v) olmustur. Analiz 540 nm’de,
1 mL/dk. akis hizinda ve 20 °C kolon sicakliginda
gergeklestirilmistir. Betanin standardi kullanilarak
tanilama ve miktar analizi yapilmis ve sonuclar
mg/100 g olarak hesaplanmigtir.

Toplam fenolik madde

Toplam fenolik madde analizi, spektrofotmetrik
Folin-Ciocalteu yontemine gore gerceklestirilmis-
tir. Kirmizi pancar suyundan 30 pl. alinip, 2.37
ml deiyonize su ve 150 upL Folin-Ciocalteu
reaktifi ile oda sicakliginda karstirilmis  ve
karanlkta 8 dk. bekletilmistir. Ardindan 450 pL
doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmis ve
vortekslenerek karistirdmistir. Etivde 40 °C
sicaklikta 30 dk. bekletilen karisimin 750 nm dalga
boyundaki absorbans degeri UV-VIS
spektrofotometre (Shimadzu V-1800, Japonya) ile
Olclilmistir.  Standart  kalibrasyon  egrisi
olusturmak icin farkli konsantrasyonlarda gallik
asit ¢ozeltileri (50 — 500 mg/L) kullanilmis ve
analiz ayn1 sartlarda gerceklestirilmistir. Sonuglar,
‘mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g’ olarak
hesaplanmustir (Yilmaz ve Ersus Bilek, 2018).
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Antioksidan kapasite

Antioksidan  kapasite DPPH  yontemi ile
belitlenmistir (Kim vd., 2002). Oncelikle 0.1 mL
meyve suyu uzerine 2.9 mlL 0.1 mM etanolde
hazirlanmis DPPH ¢6zeltisi eklenip calkalanmis
ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dk.
bekletilmistir. Ardindan absorbans degeri, 517 nm
dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede
(Shimadzu  V-1800, Japonya) Ol¢ilmistir.
Kalibrasyon  egrisi, o6rnek  yerine  farkls
konsantrasyonlarda troloks kullanilarak, ayni
analiz kosullarinin  gerceklestirilmesi ile elde
edilmistir. Sonuglar ‘umol Troloks esdegeri (TE)/
100 g 6rnek’ cinsinden ifade edilmistir.

Istatistiki analiz

Verilerin istatistiki degerlendirilmesi SPSS paket
programi  (SPSS 7.0, ABD) kullaniarak
yapimistir. Elde edilen verilerde, sonuglar tizerine
parametrelerin etkisi varyans analizi (ANOVA) ile
tespit edilmistir (P <0.05). Optimizasyon, Design-

Expert (Design-Expert 7.0, USA) istatistik
programi  kullanidarak yanit yizey metodu
(Response  Surface  Methodology, = RSM)

uygulanarak yapilmistir. Deneysel veriler ikinci
derece polinom modeline O6rtistirilmis ve
regresyon katsayilart coklu dogrusal regresyon ile
elde edilmistir:

k-1

k K K
Y =B +Zﬁ’ixi +Zﬁ’iixiz + Z-Zﬁ’ijxixj
i=1 i=1

Burada Y tahmin edilen bagimli degisken; X; ve
X, Y degerini etkileyen bagimsiz degiskenler (7 #
s Bo, By Bin By sirastyla kesisim, dogrusal, ikinci
dereceden ve etkilesim terimlerinin regresyon
katsayllaridir; & ise degisken sayisini ifade
etmektedit.

Modelin dogrulugu, programin ANOVA ¢iktilar
olan uyum eksikligi (lack of fit), uyum katsayist
(R) ve Fisher test degerine (F-degeri) gore
degerlendirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

pH degeri ve sicakligin meyve suyu verimine

etkileri

Bu calismanin ilk asamasinda, presleme Oncesi

enzim 6n uygulamasinda enzim aktivitesini

dogrudan etkileyen parametreler olan ortam pH
40

=1 =
i<j

degeri ve sicakligin etkileri incelenmistir. Bu
kapsamda farkli pH ve sicakliklarda uygulamalar
gerceklestirilmis; ayrica karstlastirma  yapmak
amactyla enzim ilavesiz islemler de aynt kogullarda
degerlendirilmistir. Ortam pH degeri ve sicakligt
carpan etki olarak hem enzim aktivitesini hem de
ekstraksiyon kosullarint dogrudan etkilediginden
meyve suyu verimi baz alinarak bu sekilde bir
karsilastrma  yapilmustir. Enzim  ilavesiz  6n
uygulamada, ortam pH degerinin artmast ile, yani
alkali kogullara yaklastik¢ca pres veriminin azaldig
tespit edilmistir (Sekil 1). pH degeri’nin 2.5’ten
5.0’e yitkselmesiyle meyve suyu verimi %17°den
%7ye dusmustir. pH degerinin dismesi yani
asitligin artmast ile bitki hiicre yapist daha kolay
parcalanmakta ve dolayisiyla pres  verimi
artmaktadir (Demir vd., 2004).

is
30 i/_i—\’\!

25

20 -

15 E— — S

# Enzimilaveli

10 —

Enzimilavesiz

Meyvesuyu verimi (%)

2,00 2.50 3.00 3.50 4,00
Ortam pH degeri

4.50 5.00 5.50

Sekil 1. Farkli pH degetlerinde enzimatik ve enzimatik olmayan islemlerin meyve suyu verimi tizerine
etkisi (T = 50 °C)
Figure 1. Effect of enzymatic and non-enzymatic treatments on fruit juice yield at different pH values (I' = 50 °C)
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Aynt ¢alisma kosullarinda enzim ilavesi (Pectinex
Ultra SP-L) ile gerceklestirilen islemlerde ise
verimin ~ %17.5ten  %34.5¢  ylkseldigi
belirlenmistir. Enzim ilavesiz uygulamaya kiyasla
enzim aktivitesinin pH degerine bagl olarak
degismesi pres veriminin asidik kosullardan
etkilendigini gostermistir. pH degerinin 2.5’ten
3.0’ yiikselmesiyle pres veriminin arttigt ve bu pH
degerinde en yiiksek degerin elde edildigi tespit
edilmigtir. pH 3.0 degerinden alkali ortama
yaklastitkca ise tipki enzim ilavesiz islemlerde
oldugu gibi pres veriminin 6nemli dl¢tide azaldigt
belirlenmistir. Burada hem artan pH degerinin
enzim aktivitesini duUsirmesi hem de alkali
kosullarin ekstraksiyon verimini azaltmast verim
distisinin nedenleri olarak gosterilebilir (Belwal

vd., 2016; Li vd., 2018); ancak enzim 6n
uygulamast tim pH degetlerinde enzim
ilavesizlere kiyasla yiiksek pres verimi saglamistr.
Enzim 6n uygulamasiyla pres veriminin artmast,
bitki hiicre duvarinda bulunan = seliloz -
hemiseliloz - pektik madde kompleksinin ticari
miks enzim olan ‘Pectinex Ultra SP-I’
katalizorligiinde pargalanmasindan
kaynaklanmaktadir (Khandatre vd., 2011). Her ne
kadar Pectinex Ultra SP-L enziminin aktif pH
calisma araliginin 4 ila 9 arasinda oldugu rapor
edilmis olsa da (Anonim, 2015); bu ¢alismada elde
edilen sonuglara gére kirmizi pancardan en yitksek
meyve suyu veriminin elde edildigi pH degerinin
3.0 oldugu tespit edilmistir.

40
= 35
<
< /Y/—.ﬂ\.
=
225 -
z 2°
= 20
= AT = + Enzim ilaveli
Z15 ’/ /X 2
@ Enzimilavesiz
E-, 10 = -
= 5

0

25 35 45 55 65
Si1cakhik (°C)

Sekil 2. Farkl sicakliklarda enzimatik ve enzimatik olmayan islemlerin meyve suyu verimi tizerine etkisi
(pH: 3.0)
Figure 2. Effect of engymatic and non-enzymatic treatments on fruit juice yield at different temperatures (pH: 3.0)

Calismanin ilk asamasinda farkli pH degerlerinin
etkilerinin incelenip optimum pH degeri (pH 3.0)
belirlendikten sonra pH degerinin 3.0 oldugu
kosulda farkli sicakliklarin pres verimine etkisi
incelenmistir. Sonuglar incelendiginde, enzim
ilavesiz islemde sicakligin artisiyla baglangicta pres
veriminin ¢ok hizli arttig1, 50 °C ve tizerinde verim
artisinin  sabitlendigi anlasimaktadir (Sekil 2).
Enzim ilavesiz 30 °C sicaklikta %9 pres verimi
elde edilitken; 60 °Cde verim %18 olmustur.
Kirmizt pancardan meyve suyu Uretiminde enzim
6n uygulamasinda sicakhigin  etkisi  6nemli
bulunmustur (P <0.05). Enzim ilavesi ve
sicakligin ytkselmesi ile meyve suyu veriminin

belitli bir noktaya kadar (30 - 50 °C) artugy,
sticakligin daha da yikselmesi e (55, 60 °C)
verimde  belirgin = bir  azalma  oldugu
bulgulanmustir. 30 °C sicaklikta 95 PGB/g enzim
6n uygulamast sonucu %11 pres verimi
saglanirken; aynt kosulda 50 °C’de pres verimi
%34.7 olarak belirlenmistir. Yiksek sicakliklarda
protein denatiirasyonu sonucu enzim aktivitesi
azalmakta ve boylece pres verimi de azalmaktadir
(Sagu vd., 2014). Enzim 6n uygulamasinin tim
sicaklik degerlerinde pres verimini enzim ilavesiz
(kontrol) islemlere kiyasla artirdigy; en yiiksek pres
veriminin de 50 °C’de enzim 6n uygulamasinin
gerceklestirildigi  isleme ait oldugu tespit
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edilmistir. Literatiir incelendiginde, farkli bitki
materyalleri icin optimum enzimatik islem
sicakliginin bitki ve kullanilan enzim ¢esidine baglt
olarak  degistigi  anlasilmaktadir.  Pitayadan
Pectinex Ultra SP-L.  enziminin kullanildigt
calismada 40 °C (Truong vd., 2016), kayisi ve
armuttan Pektinaz enzimi ile 40 °C (Joshi vd.,
2011), kakuleden Celluclast 1.5 L enzimi ile 45 °C,
scker otundan selilaz enzimi ile 50 °C; pektinaz
ile 45 °C; hemiseltlaz ile 60 °C (Puti vd., 2012) en
uygun sicakliklar olarak tespit edilmistir. Pectinex
Ultra SP-L’nin kullanmildig diger calismalarda ise
yesilbiberde 50 °C (Baby ve Ranganathan, 2016a),
kakulede 50 °C (Baby ve Ranganathan, 2016b),
malay elmasinda 30 °C (Minh vd., 2014) en uygun
sicaklik dereceleri olarak rapor edilmistir.

Enzim konsantrasyonu ve iglem siiresinin
etkileri

Calisma kapsaminda, kirmizi pancarda presleme
oncesi enzim 6n uygulamast i¢in optimum pH
degeri ve sicakligin belirlenmesinin ardindan farkls
enzim konsantrasyonu ve stirelerde
gerceklestirilen enzimatik islemlerin meyve suyu
verimi, betanin miktarr, TFM (Toplam fenolik
madde) miktar1 ve TEAK (Troloks esdegeri
antioksidan kapasite) tzerindeki etkileri yanit
yiizey yontemi (RSM) ile degerlendirilmistir. Uct
merkez noktast olmak Gzere 11 deney
gerceklestirilmis;  sonuclar  Cizelge — 1°de
sunulmustur. Enzim orant 21.3 - 85.1 PGB/g ve
5 - 55 dk. uygulama stiresi araligindaki sonuglar
incelendiginde, meyve suyu veriminin %028.8 ile
%34.4; betanin miktarinin 71.3 ile 108.2 mg/100
g; TFM miktarinin 102.8 ile 245.1 mg GAE/100
g; TEAK degerinin ise 27.4 ile 46.6 pmol TE /100

g arasinda degistigi goriilmektedir.

Gizelge 1. Pectinex Ultra SP-L enziminin etkisini beliflemede kullanilan merkezi tlimlesik tasarim ve
analizler sonucu elde edilen bagiml degiskenlere ait degerler
Table 1. Central composite design used to determine the effect of Pectinex Ultra SP-L enzyme and obtained results
belonging to depended variables

Bagimsiz degiskenler Bagimli degiskenler
Independent variables Dependent variables
Enzim oran1 ~ Siire | Meyve suyu verimi ~ Betanin TFM TEAK
Deney No*
(PGB/g™  (dk.) (%) (mg/100 ¢) (mg GAE/100 g) (umol TE/100 g)
Excperiment Engyme ratio  Time Juice yield Betanin TFEM TEAK
No* (PGB/g)™  (min) (%) (mg/100g)  (mg GAE/100 g)  (umol TE/100 g)
1 53.2 5 28.8 79.2 102.8 30.9
2 75.8 48 34.5 108.2 2451 46.6
3 75.8 12 30.6 78.6 182.4 33.1
4 30.6 12 29.1 71.3 100.9 274
5 53.2 30 32.7 92.4 225.4 35.6
6 53.2 55 34.4 103.2 235.4 447
7 30.6 48 32.8 91.5 210.6 36.8
8 53.2 30 33.0 90.2 218.9 40.1
9 53.2 30 33.3 89.7 213.1 37.3
10 85.1 30 33.6 93.1 239.9 42.8
11 21.3 30 30.7 86.4 185.1 30.8

*Harmanlanmis sira

“PGB: Poligalakturonaz birimi
*Randomized order

**PGB: Polygalacturonase unit
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Varyans analizi  (ANOVA) sonuglart  ve
modellerin regresyon katsayilart Cizelge 2’de
sunulmustur. Bagimsiz degiskenlerin  degisen
given araliklariyla tim  bagimli  degiskenler
tzerinde 6nemli etkileri oldugu belitlenmistir.
Regresyon modeli tarafindan belirlenen toplam
degiskenlerin oranini temsil eden uyum katsayist
(R? (Afshar ve Baniasadi, 2018) degerleri, meyve
suyu verimi, betanin miktar;, TFM ve TEAK
degerleri icin sirastyla 0.9922, 0.9282, 0.9860 ve
0.9594 olarak belirlenmistir. R? degetlerinin 1’e
yakin degerler olmasi (Lee ve ark, 20006) ve yiiksek
Fisher test degerleri (F- degeri) modellerin verileri
yeterince temsil ettigini géstermektedir.

Cizelge 2 incelendiginde, enzim orani ve siirenin
meyve suyu verimi tzerindeki etkileri istatistiki
acidan 6nemli bulunmustur (P <0.001). Bu
parametrelerin ~ ikinci  derece etkilerine
bakildiginda meyve suyu verimi tizerindeki negatif
etkilesimi istatistiksel acidan anlamli oldugu
belirlenmistir (P <0.01). Enzim oranmnin artmast
ile birlikte bitki htcre duvart daha kolay
parcalanmakta béylece meyve suyu verimi
artmaktadir. Enzim orani belirli bir degerin
lzerine ¢tktiginda pres verimi artis hizinda azalma

gozlenmistir. Bunun nedeni enzimin etki
edebilecegi substrat miktarinin azalmast veya
enzimlerin degrade olmasi sonucunda verimde
distis meydana  getitmesidir  (Baby  ve
Ranganathan, 2016a). Enzim orant (P <0.05) ve
stirenin (P <0.001) betanin miktart tUzerindeki
etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Enzim orani ve uygulama siiresinin artmast ile
beraber kirmizi pancarda betanin miktarinin
artugl gorilmistir. Enzim orant ve sirenin (P
<0.001) TFM miktar1 Uzerindeki etkileri ile
beraber bu parametrelerin negatif yonlii etkisi (P
<0.05) ve siirenin ikinci dereceden negatif etkisi
(P <0.001) istatistiksel acidan  Snemli
bulunmustur.  Kirmizi  pancardaki  yiiksek
antioksidan kapasite degerinin icermis oldugu
betalain pigmentlerinden kaynaklandigt rapor
edilmistir (Kanner vd., 2001; Mikolajczyk-Bator
ve Czapski, 2017). TEAK degeri tizerindeki enzim
orant (P <0.01) ve strenin (P <0.001) etkisi
istatistiki acidan anlamlit bulunmustur.  Bir
modelin  deneysel veriler icin uygunlugunu
gosteren uyum eksikligi (lack of fit) testine gore,
tim bagimh degiskenlerin  uyum  eksikligi,
istatistiki acidan Onemsiz (P >0.05) olarak
belitlenmistir.

Cizelge 2. Pectinex Ultra SP-L uygulamasinin yanit ylizey metoduna (RSM) ait istatistiki analiz sonuglar
ve model katsayilari
Table 2. Statistical analysis results and model coefficients belonging to response surface methodology (RSM) of Pectinex

Ultra SP-L treatment
Model parametreleri Katsay1  Meyve suyu verimi ~ Betanin TFM TEAK
Model parameters Coefficient Juice yield Betanin TFM TEAK
Kesisim / Intercept Bo 23.13"* 63.89"* -64.45* 18.07*
Dogrusal / Linear
Enzim orani, A / Engyme ratio, A B1 0.13* 0.27* 2.96" 0.26™
Siire, B / TZ.”%’, B ook ko ok ok
Etkilesimli / Interaction B2 0.24 0.38 921 0.22
AxB B12 1.19x104 5.86x103 -0.03* 2.55x10-3
Tkinci derece / Second order
A2 Bt -9.03x10-4* -2.48x103  -9.46x103 -1.50x10-3
B2 B2z -2.30x10-3** -1.70x103  -0.08"*  -8.6x10*
R2 0.9922 0.9282 0.9860 0.9594
Ayatlanmis R2 / _Adjusted R? 0.9844 0.8563 0.9720 0.9187
p-degeti / p-value <0.0001 0.0069 0.0001 0.0017
F-degeti / F-value 126.81 12.92 70.31 23.61
Uyum eksikligi / Lack of fit 0.7026 0.0784 0.2944 0.8070

Onem diizeyleri: *P <0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Model denklemi: Y =y + A + 2B + §5C + i2(AxB) + B13(AxC) + Bos(BxC) + p1.47 + o2B? + 357

Significance level: *P <0.05; *¥P<0.01; ***P<0.001

Model equation: Y = By + 1A + B2B + B5C + B12(AxB) + B13(AxC) + fo3(BxC) + B11.A7 + fo:B? + B55C7
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Bagimsiz degiskenlerin meyve suyu verimi,
betanin miktari, TFM miktar1 ve TEAK degeri
Uzerine etkileri Sekil 3’te sunulmustur. Enzim
oraninin artigt ile birlikte bagimh  degisken
degerlerinin de belli noktaya kadar artis gosterdigi,
ardindan sabitlendigi g6zlenmistir.  Literatiir
incelendiginde enzim oraninin farkli meyve ve
sebzelerde pres verimini etkiledigini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Sin vd., 2006; Aliaa vd.,
2010; Minh, 2014; Aydin vd., 2018). Bu nedenle
yiksek meyve suyu verimi elde edebilmek icin
kullanilan enzim oraninin belirlenmesi oldukca
o6nemlidir.

Sekil 3 incelendiginde, bagimsiz degiskenlerden
uygulama stresinin artist ile birlikte meyve suyu
verimi ve TFM miktarinda artis saglandigy, belirli
bir noktadan sonra ise sabitlenmenin gerceklestigi
belirlenmistir. Enzimler biyolojik katalizorler olup
meyve hiicre duvarlarini parcalamak i¢in uygun
temas siirelerine ihtiya¢ duymaktadir. Enzim 6n
uygulamasinda ayni enzim oranlarinda uygulama
stureleri karsilastirildiginda stre artisiyla beraber
meyve suyu veriminde de artts gézlenmistir.
Literatiir incelendiginde, farkli bitki materyalleri
icin enzimatik islem stiresinin bitki ve kullanilan
enzim  ¢esidine  baglh  olarak  degistigi
anlasilmaktadir. Dut meyvesinde Pectinex Ultra
SP-Lile 120 dk.; Viscozyme L ile 180 dk. (Nguyen
ve Nguyen, 2018), narda selillaz ile 88 dk. (Li vd.,
2018), beyaz pitayada Pectinex Ultra SP-L ile 40
dk. (Aliaa vd., 2010), muzda pektinaz ile 80 dk.
(Lee vd., 2006) siirelerde optimum verim
saglanmustir.

Kirmizi pancarda enzim 6n uygulamasinda, enzim
orant ve uygulama siiresinin artmast ile birlikte
betanin miktarnin da arttgi belirlenmistir (Sekil
3). Literatiir incelendiginde, bitkilerden cesitli
renk maddelerinin kazanimi tzerinde kullanilan
enzim cesidinin etkili oldugu rapor edilmistir
(Santamaria vd., 2000; Landbo ve Meyer, 2001;
Barzana vd., 2002; Lee ve Wrolstad, 2004).

Kirmizt pancarda TEM miktarinin enzim orant ve
uygulama siresi interaksiyonundan etkilendigi
belirlenmistir. Enzim orant ve siirenin artmasiyla
TFM miktarinda artis tespit edilmistir (Sekil 3).
Benzer calismalar incelendiginde bitki ¢esidine

bagli olarak enzimatik uygulamalarda enzim oran
ve islem suresinin TFM miktart tzerinde etkili
olduklar1 bulgulanmustir. Frenk Gizimi ve yaban
mersininde Pectinex Ultra SP-L’nin enzim ilavesiz
kontrol oOrnegine kiyasla TFM miktarint %26
(Buchert ve ark, 2005), kirmizi havugta pektinazin
%27 (Khandare ve ark, 2011), siyah frenk
tziminde Pectinex Ultra SP-L’nin %36 (Landbo
ve Meyer, 2004) oraninda arttirdigt rapor
edilmistir.

Mevcut calismada enzim 6n uygulamasinda ayrt
ayri enzim orant ve siire parametrelerinin TEAK
degeri tzerindeki etkileri istatistiksel agidan
o6nemli bulunmustur. Literatiirle kiyaslandiginda
artan enzim orant ve islem stresinin ¢esitli
bitkilerde pres verimi ile beraber antioksidan
kapasite tizerinde de 6nemli degisiklikler meydana
getirdigi gorilmektedir. Hiinnap bitkisinde %20
pektinaz  ve Viscozyme L uygulamasi ile
antioksidan kapasite degerinin 14.8’den  20.9
umol/mlye yikseldigi bildirilmistir (Koley vd.,
2011). Ayrica, siyah havugta %0.2 pektinaz ile 30
pmol TE/ml. (Khandare vd., 2011); kirmizt
biberde %0.3 Viscozyme L ile 341.6 umol
TE/100 mL, %0.3 pektinaz ile 294.5 pmol
TE/100 mL TEAK degetleri (Nath vd., 2016)
elde edildigi rapor edilmistir.

Optimizasyon ve verifikasyon

Optimum islem kosullarina ait parametreler
belirlenirken, kirmiz1 pancardan en yitksek meyve
suyu verimi, betanin miktari, TFM miktar1 ve
TEAK degetlerine ulagtlmast  amaglanmistir.
Cizelge 3 incelendiginde, optimum calisma
kosullar1 75.8 PGB/g enzim konsantrasyonu ve
48 dk. uygulama siiresi olarak belirlenmistir.
Optimum islem kogullart icin givenilirlik degeri
ile wveriler karsilastirildiginda sonuglar arasinda
istatistiki agidan farkliligin bulunmadig (P >0.05)
tespit edilmistir.

Kirmizi pancarda presleme 6ncesi Pectinex Ultra
SP-L kullaniminin meyve suyu verimini 6énemli
Olgtide arttirdi@t tespit edilmistir. Bu kapsamda,
belitlenen optimum pH (3.0) ve sicaklik (50 °C)
degerlerinde  farkli enzim orant ve islem
strelerinin presleme verimi tzerine olan etkileri
RSM ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, gida
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endustrisinde meyve suyu uretiminde enzimatik
6n islem uygulamasinin verime olan etkisinin yant
sira  UrGinin diger kalite Ozelliklerine olan
etkilerinin (briks, viskozite, bulaniklik vb.) de goz

zamanda farkli meyve suyu tretim proseslerinde
kullanilan meyvenin ¢esidi ve hiicre yapist g6z
o6ninde bulundurularak her bir enzim i¢in
optimum ¢alisma kosullarinin belitlenmesi 6nem

o6ntinde bulundurulmas: gerekmektedir. Ayni  arz etmektedir.
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Sekil 3. Pectinex Ultra SP-L uygulamasina ait bagimsiz degiskenlerin meyve suyu verimi, betanin
miktari, toplam fenolik madde (TFM) ve antioksidan kapasite (TEAK) tizerine etkileri

Figure 3. The effects of independent variables belonging Pectinex: Ultra SP-L. treatment on the fruit juice yield, betanin
content, total phenolic compound (I'PC) and antioxidant capacity (IEAC) values

Cizelge 3. Pectinex Ultra SP-L ile islemede en yitksek meyve suyu verimi, betanin miktari, toplam fenolik

madde (TFM) miktari ve antioksidan kapasite (TEAK) degeri icin optimum islem kosullart

Table 3. Optimum processing conditions for highest fruit juice yield, betanin content, total phenolic compound (I'PC) and

antioxidant capacity (I'EAC) values in treatment with Pectinex Ultra SP-L

Pectinex Ultra SP-L Islem Parametreleri

Pectinex Ultra SP-1. Process Parameters Program
Enzim orani  Islem siiresi T Parametre ciktist Deneysc;l sonug
(PGB/g)" (dk.) Givenilirlik Parameter Program EXP;TZ;WCZ/
Enzgyme ratio Process time Desirabili output
(PGB/g)" (nin) 4
Meyve suyu verimi (%o) i
Juice yield (%) 34.7 344 £0.7
75.8 48 0.984 Betanin (mg/100g) 106.0 104.3 £ 49
TFM (mg 6AE/100g) 245.2 238.3£9.1
TEAK (umol TE/100g) 47.0 46.7 £ 3.0

“PGB: Poligalakturonaz birimi
"PGB: Polygalacturonase unit
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(074

Bu calismada farklt yontemlerle elde edilen kamkat tozlarinin fonksiyonel kalite parametrelerinin belitlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda, %10 maltodekstrin ilavesi ve maltodekstrinsiz olarak sicak hava ile kurutma ve
dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen kamkat tozu &rneklerinde toplam fenolik madde, flavonoid,
karetonoid miktari, askorbik asit, antioksidan aktivite ve flavonoid bilesen analizleri gerceklestirilmistir. Toplam
fenolik madde, flavonoid ve karotenoid miktari, antioksidan aktivite ve flavonoid kompozisyonu agisindan en
yitksek degerler maltodekstrinsiz dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen toz 6rneginde tespit edilmistir. En
yiiksek askorbik asit icerigi ise %10 maltodekstrin ilaveli dondurarak kurutma yontemi ile elde edilen toz
orneginde belitlenmistir. Maltodekstrin ilavesinin sicak hava kurutma yénteminde flavonoid bilesenlerin miktarint
olumlu etkiledigi gbzlenmistir. Elde edilen kamkat tozlarmin gesitli gida Griinlerinde duyusal ve fonksiyonel
Ozelliklerin gelistirilmesinde katkt maddesi olarak kullanilabilecegi 6ngérilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kamkat (Fortunella margarita Swing.), meyve tozu, kurutma, antioksidan, flavonoid

DETERMINATION OF FUNCTIONAL PROPERTIES OF KUMQUAT
(FORTUNELILA MARGARITA Swing.) POWDERS OBTAINED BY DIFFERENT
METHODS

ABSTRACT

In this study, determination of the functional quality parameters of kumquat powders obtained by
different methods was aimed. For this purpose, total phenolic content, total flavonoid content, total
carotenoid content, ascorbic acid, antioxidant activity and flavonoid composition analyses were
performed in kumquat powder samples obtained by hot air and freeze drying methods with 10%
maltodextrin and without maltodextrin. The highest values in terms of total phenolic, flavonoid, and
carotenoid contents, antioxidant activity and flavonoid compositions were detected in the powder sample
obtained by freeze drying method without maltodextrin. The highest ascorbic acid content was
determined in the powder sample obtained by freeze drying method with 10% maltodextrin. It was
observed that the flavonoid composition was positively affected by the addition of maltodextrin in hot
air drying method. As a result, the obtained kumquat powders can be used as additives in various food
products for improving sensorial and functional properties.

Keywords: Kumquat (Fortunella margarita Swing.), fruit powder, drying, antioxidant, flavonoid
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GIRIS
Turunggillerin ~ kiicik  miicevheri  olarak
nitelendirilen kamkat, (Fortunella spp.) subtropik
bir iklim bitkisidir. Kamkatin anavatani Dogu
Asya ve Cin olup, yaygin olarak Cin, Japonya ve
Amerika’da yetistiriciligi yapilmaktadur.
Avustralya, Guiney Afrika, Porto Riko,
Guatemala, Kolombiya, Brezilya ve Hindistan’da
ise daha kiiciik 6lgekte yetistirilmektedir. Hong
Kong (F. Hindszi Swing.), Marumi (F. japonica
Swing., syn. Citrus maduremis Lour.), Meiwa (F.
crassifolia Swing.) ve Nagami (F. margarita Swing.)
en yaygin kamkat cesitleri olarak bilinmektedir
(Morton, 1987).

Kamkat meyvesi taze tiketiminin yaninda
sekerleme, recel, marmelat, likér, sarap,
kurutulmus sekilde meyve cayt olarak da

degerlendirilmekte, kabugunda bulunan ugucu
yaglar kozmetik, ila¢ ve gida endistrisinde
kullanilmaktadir (Choi, 2005; Golikcei vd., 2011;
Wang vd., 2012). Kamkat, askorbik asit,
karotenoidler, ugucu yaglar ve flavonoidler gibi
biyoaktif bilesenlerce zengin bir meyvedir (Schirra
vd., 2008; Agdces vd., 2007; Wang vd., 2007; Peng
vd., 2013; Jayaprakasha vd., 2012). I¢erigindeki bu
bilesenlerin saglik tizerine olumlu etkileri ile ilgili
calismalar son yillarda artig g&stermistir. Kamkat
ekstraktlarnin  igerigindeki  rutin, narirutin,
ponsirin, apigenin 8-C-rutinosid, 3°,5’, di-C-f-
glukopiranozilfloretin  (DGPP), p-karoten ve
ucucu bilesenler gibi fitokimyasallarin etkisiyle
prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini in vitro
ortamda engelledigi bildirilmistir (Jayaprakasha
vd., 2012). Lien vd. (2009), kamkat kabuk
ekstraktlarmin kandaki LDL, triacilgliserit ve lipit
seviyelerini azalttigini rapor etmislerdir. Kamkat
kabugu ucucu yagmnin bilesiminde yer alan
alkoller, ketonlar, asitler ve estetlerin, meyvenin
karakteristtk ~ tat ve  aromasina  katkida
bulunmasinin yant sira insan sagligina da yararl
etkileri oldugu ifade edilmistir (Schirra vd., 2008).
Uzak Dogu ilkelerinde kurutulmus kamkatin
Okstrik, bogaz agrist, ses kistkligt gibi solunum
yolu hastaliklarinin  tedavisinde  kullanidigt
bildirilmektedir (Chiu ve Chang, 1998; Lien vd.,
2009; Lou vd., 2015).

Meyve tozlari, raf émirlerinin uzun olmast, her
mevsimde  tiketilebilmeleri,  depolama  ve
ambalajlamadaki  kolayliklari, dusik tasima
maliyetleri, mikrobiyolojik stabilite ve farkli gida
formiilasyonlarinda kullanilabilmeleri gibi bir¢ok
avantaja  sahiptir.  Meyve  tozlari, gida
endustrisinde yogurt, sit, kek, puding, recel,
marmelat gibi gidalarda, duyusal ve fonksiyonel
Ozelliklerin  gelistirilmesi amaciyla yaygin bir
kullanim alanina sahiptir (Ergliney, 2013; Dirim
vd., 2015). Bu tip trtnler genellikle meyve suyu
veya pulpunun, Urlntn fiziksel Ozelliklerini
gelistirmek amaciyla farkli tasiyict  ajanlarla
(maltodekstrin, trikalsiyum fosfat, stearik asit
tuzlart) karstirilarak veya tek basina kurutulup
ogutilmesiyle elde edilmektedir. (Sablani vd.,
2008; Ferrari vd., 2012; Ergliney, 2013; Dirim vd.,
2015). Meyve tozu tiretiminde en yaygin kullantlan
kurutma yontemleri piskirterek kurutma, sicak
hava ile kurutma, vakumda kurutma ve
dondurarak kurutmadir (Kha vd., 2010; Ferrari
vd., 2012; Dirim vd., 2015; Agudelo vd., 2017).
Ote yandan kurutma islemi sirasinda meyvelerde
son urtinin renk, tekstlir, aroma ve biyoaktif
bilesenler gibi kalite 6zelliklerini etkileyen birgok
fiziksel ve kimyasal degisimler —meydana
gelebilmektedir. Kurutma isleminde, diger
muhafaza ve isleme yontemlerinde oldugu gibi
uriiniin  fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik
kalitesinin ~ maksimum derecede korunmast
o6nemlidir (Di Scala ve Crapiste, 2008).

Kamkat tlkemizde turuncgillerin yetistirilebildigi
iklim kosullarint saglayan Ege, Akdeniz ve Dogu
Karadeniz’de yetistirilebilmektedir Son yillarda bu
meyvenin fonksiyonel 6zelliklerinin anlasiimasiyla
birlikte ~ bu  meyvenin  yetistiriciligi =~ ve
degerlendirilmesiyle  ilgili  calismalar  ivme
kazanmistir (Giiney vd., 2014; Unlii, 2014). Ancak
bu meyvenin %80in tzerindeki nem igerigi
nedeniyle muhafaza stresinin kisith oldugu
bilinmektedir (Schirra vd., 2008). Dolayistyla bu
meyvenin farkli degerlendirilme yo&ntemlerinin
ortaya konmast hem dretim sezonu diginda
kullanim imkani bulmasi, hem de raf stabilitesi
acisindan 6nemlidir. Bu calisma ile kek, pasta,
ekmek, dondurma, puding, yogurt, meyveli icecek
gibi gida triinlerinde fonksiyonel katki maddesi
olarak kullanilmak tzere, “Nagami” kamkat
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(Fortunella  margarita Swing) ¢esidinin toz triin
olarak  uretim  olanaklarinin  arastirilmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda farkli kurutma
yontemleriyle elde edilen toz urtinlerde toplam
fenolik madde, toplam flavonoid, toplam
karotenoid ve askorbik asit icerikleri, antioksidan

aktivite  ve  flavonoid  bilesen  analizleri
gerceklestirilmistir.
MATERYAL VE YONTEM

Calismada materyal olarak “Nagami” kamkat
(Fortunalla margarita Swing) cesidi kullanimistir.
Kamkat meyveleri Antalya Batt Akdeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii parsellerinden 2017 yili Ocak
ayinda hasat edilmistir. Hasat edilen kamkat
meyvelerinin nem igerigi %85.34’tiir. Hasat edilen
kamkat meyveleri 6ncelikle saf su ile yitkanmus,
bigakla iki parcaya ayrlarak icerisindeki
cekirdekler ¢ikarilmistir. Daha sonra meyveler ev
tipi blender (TEFAL MB450141) kullaniarak
pure haline getirilmis ve elde edilen pure iki gruba
ayrilmistir.  Plrenin bir kismina pire agihg
tzerinden %10 maltodekstrin (10 DE-Dekstroz
esdegeri) ilave edilerek homojen hale gelene kadar
kangtirilmistir. Diger kismina ise hi¢bir sey ilave

edilmemistir. Hazirlanan pireler kalinligt 3 mm
olacak sekilde cam petrilere konularak sicak hava
kurutma ve dondurarak kurutma olmak tizere 2
farklt kurutma yontemiyle kurutulmustur. Sicak
hava ile kurutma islemi, sicak hava kurutma
firtninda (EKSIS Endiistriyel Kurutma Sistemleri
Limited Sirketi, Isparta), 65°C hava sicakliginda, 1
m/s sabit hava hizinda 7 saat stre ile
gerceklestirilmistir. Dondurarak kurutma islemi,
liyofilizatérde (Christ Beta 2-8 LD plus) iki
asamada gerceklestirilmistir. Islem ilk asamada
—18°C’de 1.2 mbar basingta 30 dk, ikinci agamada
—60°C’de 0.011 mbar basingta 20 saat sure ile
stirdirtlmustir. Kurutma islemi sonunda toz
orneklerin nem igerigi yas baza gore %10-11
arasinda belirflenmistir. Taze meyve ve toz
triinlerde nem igerikleri AOAC (2000) (Metot
986.21) nem tayin yontemine gére belirlenmistir.
Kurutulmus piireler bicakh 6giitiicide (Retsch
GRINDOMIX GM 200) 10.000 rpm sabit hizda
1 dk sire ile ogutilmistir. Bitin kurutma
islemleri 3 tekrarlt yapilmistir. Cizelge 1°de kamkat
tozu tretiminde kullamilan kurutma yoéntemleri
verilmistir.

Cizelge 1. Kamkat tozu tretiminde kullanilan kurutma yontemleri

Table 1. Drying Methods used for production of kumquat powder

Kurutma Yontemleri

Kurutma Parametreleri

No Drying Methods Drying Parameters
1 Sicak Hava Kurutma 65°C hava sicakligt -1 m/s hava hizt
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Hot Air Drying 65°C air temperature-1m/ s air velocity
(With 10% of maltodextrin)
2 Sicak Hava Kurutma 65°C hava sicakligt -1 m/s hava hizt
(Maltodekstrinsiz)
Hot Air Drying 65°C air temperature-1m/ s air velocity
(Without maltodextrin)
3 Dondurarak Kurutma 1. Asama: -18°C/ 1.2 mbar basin¢/ 30 dk.
(%10 maltodekstrin ilaveli) 2. Asama:-60°C/ 0.011 mbar basing/ 20 saat
Freeze Drying 14 stage: -18°C/ 1.2 mbar pressure | 30 minute
(With 10% of maltodextrin) 20 stage: -60°C/ 0.011 mbar pressure | 20 hours
4 Dondurarak Kurutma 1. Asama: -18°C/ 1.2 mbar basin¢/ 30 dk.

(Maltodekstrinsiz)
Freeze Drying
(Without maltodextrin)

2. Asama:-60°C/ 0.011 mbar basing/ 20 saat
17 stage: -18°C/ 1.2 mbar pressure | 30 minute
2nd stage: -60°C/ 0.011 mbar pressure | 20 hours
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Analizler

Ekstraksiyon

Toplam fenolik madde, flavonoid, antioksidan
aktivite ve flavonoid bilesen analizlerinde
kullandmak tzere toz 6rnekler Wang vd. (2007)
tarafindan  Onerilen  yonteme  gbére  baz
modifikasyonlar yapilarak ekstrakte edilmistir. Bu
amacla 2 g toz 6rnegi Uzerine 10 mL %807k
MeOH (metanol) ilave edilmis ve orbital
calkalayicida 200 rpm hizda 1 saat ekstraksiyona
tabi tutulmustur. Sire sonunda karisim 4°C’de
4500 rpm hizda 15 dk santriftyj edilerek tist faz ayrt
bir tipe alinmugtir. Bu islem 2 kez daha
tekrarlanarak  Ust  fazlar  biriktirilmis  ve
ekstraksiyon cozeltisi  ile 30 mlye
tamamlanmustir. Elde edilen ekstraktlar analiz
anina kadar —18°C’de muhafaza edilmistir.

Toplam Fenolik Madde Miktar1 Analizi

Orneklerin toplam fenolik madde miktart Spanos
ve Wrolstad (1990) tarafindan 6nerilen yénteme
gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu
amagla, 6rnek ekstraktindan 100 pL alinip Gzerine
900 pL saf su, 4 mL Na,COy4 (sodyum karbonat)
cozeltisi (75 g/L) ve 5 mL 0.2 N Folin Ciocalteau
reaktifi ilave edilerek, karisim karanlik ortamda 2
saat bekletilmistir. Stire sonunda karigimin
absorbanst spektrofotometrede (Shimadzu UV-
Vis 160A, Japonya) 765 nm dalga boyunda

okunmus, sonuglar mg GAE (gallik asit
esdegeri)/100 ¢ km (kuru madde) olarak
hesaplanmistir.

Toplam Flavonoid Miktar1 Analizi

Orneklerin toplam flavonoid miktari, Zhishen
vd. (1999) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik
yontem modifiye edilerek belitflenmistir. Ornek
ekstraktindan 0.5 mL alinip, tzerine 2 mL distile
su ve ardindan %5’lik 0.15 mI. NaNO; (sodyum
nitrit) ¢ozeltisi eklenmistir. 6 dk sonra 0.30 mL
%10’luk AICl; (aluiminyum kloriir) ¢6zeltisi, 6 dk
sonra %4’lik, 1 mL. NaOH (sodyum hidroksit)
¢ozeltisi eklenerek hacim distile su ile 5 mL’ye
tamamlanmustir. Karisimin absorbanst 510 nm’de
olctlerek, sonuglar mg CE (katesin esdegeri)/100
g km olarak ifade edilmistir.

Toplam Karotenoid Miktar1 Analizi

Toplam karotenoid miktar1 Wang vd., (2008)
tarafindan 6nerilen yonteme gore belirlenmistir.
Bu amagla 5 g toz 6rnek tzerine 50 mlL hekzan-
aseton-etanol  (v/v;50:25:25)  karigimi  ilave
edilerek 200 rpm’de 10 dk oda sicakliginda
ekstrakte edilmistir. Karisim 4°C’de 6500 rpm’de
5 dk santrifiij edilmis, berrak kisim alinip,
ekstraksiyon cozeltisiyle 50 ml.’ye
tamamlanmustir. Ekstraktlarin absorbanslart 450
nm dalga boyunda O&lglilerek sonuglar asagida
verilen formtl (Denklem 1) araciligiyla f-karoten
cinsinden mg/ 100 g km olarak hesaplanmistir
[E'/2 (Ekstinksiyon katsayist): 2505; S Seyreltme
faktori.

Toplam karotenoid miktari= (Absorbans x
Sfx 10 / EV/2)x 100 (1)

Askorbik Asit Analizi

Orneklerin  askorbik asit miktart HPLC ile
belitlenmistir (Sdiri vd., 2012). Bu amagcla toz
orneklerden 2 g alinarak Gzerine 10 mL %3’lik
HPOj3 (meta-fosforik asit) ¢ozeltisi eklenerek 1 dk
sire ile homojenize edilmistir. Karigim 4°C’de
6500 rpm’de 10 dk santrifiyj edilmistir. Santrifij
sonrast uUst faz almarak HPO; ¢oOzeltisi ile
seyreltilmis ve 0.45 um gézenek caplt membran
filtreden gecirilerek HPLC (Shimadzu 2030 C 3 d
Prominence-i, Japonya) cihazina verilmistir.
Analizde dedektér olarak PDA  (Photo-diode
Array) dedektér, mobil faz olarak pH’st H;PO,
(o-fosforik asit) ¢Ozeltisi ile 2.3’e ayarlanmis %2’lik
KH,PO;  (potasyum  dihidrojen  fosfat)
kullanlmistir. Ayrim Inertsil ODS-3 C-18 kolon
(5um, 250x4.6 i.d.) (GL Sciences, Japonya) ile 243
nm dalga boyunda, izokratik olarak 0.5 mL/dk
akis  hizinda  gerceklestirilmistir. ~ Analizde
kullanilan enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon sicakligt
ise 25°C olarak belitlenmigtir. Askorbik asit
miktart  standart  kullanidarak  olusturulmus
kalibrasyon egrisi kullanilarak mg/100 g km
olarak hesaplanmistir.

Antioksidan Aktivite Analizi

Orneklerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde DPPH (2,2-diphenyl-
1picrylhydrazyl) radikalinin inhibisyonu

(Cemeroglu, 2010) ve ORAC (Oksijen Radikalleri
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Absorbans Kapasitesi) (Ena vd., 2012) olmak
tzere iki farklt yontem kullanilmustir.

DPPH radikalinin inhibisyonuna dayali yéntemde
metanol kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis  6rnek  ekstraktlarinin - 0.1 ml.’si
Uzetrine yine metanolde hazitlanmis (25 mg/L)
DPPH c¢ozeltisinden 3.9 ml. ilave edilmis ve
vortekste 30 saniye karstirilarak oda sicakhiginda
karanlikta 30 dk bekletilmistir. Orneklerin
absorbanst UV-Vis spektrofotometre’de
(Shimadzu UV-Vis 160A, Japonya) 515 nm’de
metanole karst 6lcilmis ve her bir 6rnek hacmine
karsilik gelen yiizde inhibisyon degerleri asagidaki
esitlige gbre hesaplanmuistir. DPPH radikalinin
%50’sini inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu
olarak tanimlanan ICsp degeri ise farklt
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlara karst
gizilen DPPH radikalinin % inhibisyon oranindan
elde edilen dogru denkleminden (Denklem 2),
mg/mg DPPH km olarak hesaplanmustir.

Inhibisyon (0/0 ): [ (ADPPH — Aekstrakt ) / ADPPH]
x 100 @

Orneklerin ORAC degerlerini belirlemek amaciyla
2750 pL fluorescein ¢ozeltisine (0.6136 uM) 37 ulL
fosfat tamponu (75 mM, pH 7.4) ve 75 uL. 6rnek
ekstraktt  ilave edilerek 37°C’de 30 dk
bekletilmistir. Karisima 0.32 uM fosfat tamponu
icerisinde hazitlanmis 75 pl.  2,2"-azobis(2-
methylpropionamidine) ~ dihydrochloride ilave
edilerek reaksiyon durdurulmustur. Cozeltinin
flioresans siddeti flioresans spektrofotometresi
(Cary Eclipse, Agilent Technologies, Kaliforniya,
ABD) kullanilarak 490 nm eksitasyon ve 512 nm
emisyon dalga boylarinda Slgilmistir. ORAC
degeri, aynt kosullarda 6rnek yerine kor (fosfat
tamponu) ve Troloks standardi (100 uM) ile
hazirlanan  ¢ozeltilerin -~ flioresans  siddeti
belirlenerek Denklem 3’e gére mM TE (Troloks
Esdegeri)/100 ¢ km cinsinden hesaplanmustit.
Sének, Sker V€ Swoloks Sirastyla 6rnek, kor ve
troloks’un flioresans siddetini, S¢ seyreltme
faktoriing ifade etmektedir.

ORAC (mM TE/lOO g) = §f x (Sérnek‘ Sk('jr)/
(Stroloks‘skﬁr) (3)

Flavonoid Bilesen Analizi

Orneklerin  flavonoid bilesenleri Kuhnle vd.
(2009) tarafindan Onerilen yontemle bazi
modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir.

Analizlerde Mass Hunter paket programu ile
calisan Agilent 6430 Triple Quadrupole (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ABD) marka
elektrosprey iyon kaynakl kiitle spektrometresi ve
Agilent-1290 Infinity (Agilent Technologies,
Waldbronn, Almanya) marka sivi kromatografisi
kullantlmigtir. Calisma pozitif ve negatif iyon
modunda yuritilmistir. Calismada azot gazi
sicakligt  350°C, gaz akis hizt 10 mL/dk,
iyonizasyon enerjisi 70 Ev’tur. Calismada 50-500
amu arasinda kiitle spektralart kaydedilmistir.
Analiz Zorbax SB-C18 (150x2.1 mm, 1.8 um)
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ABD)
kolonda, 0.3  ml/dakika  akis  hizinda
yuritilmustir. Kolon sicakligi 35°C°dit. Ponsirin,
narirutin, rhoifolin, didymin, luteolin, naringin,
rutin - ve kuersetin  standartlarindan  farklt
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmis  ve
kalibrasyon  egrileri  olusturulmustur. Ornek
ekstraktlart 0.45 pm capli membran filtreden
gecirilerek cihaza enjekte edilmistir. Enjeksiyon
hacmi 3 pl.’dir. Calismada kullanilan mobil fazlar,
Solvent A=(5/95:v/v) metanol:su (%00.01 formik
asit ve 5 mM amonyum format iceren) ve solvent
B=% 100 metanol’dir. Kullanilan eliisyon profili
su sekildedir: 0-0.5 dk %5 solvent B (sabit akis),
0.5-3 dk %30 solvent B, 3-8 dk %95 solvent B, 8-
11 dk % 95 solvent B (sabit akis), 11-11.10 dk %5
solvent B, 11.10-12 dk %5 solvent B, 12-15 dk %5
solvent B. Sonuglar mg/100 g km olarak ifade
edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Calisma 3 tekerriirlii olarak dizenlenmistir. Elde
edilen sonugclar varyans analizi ile
degerlendirilmis, 6nemli bulunan  sonuclar
Duncan ¢oklu karslastirma testi ile P <0.05
diizeyinde karstlastirilmigtir. Istatistiksel
degerlendirmede SAS istatistik paket programi
(Version 6.12, SAS Institute, Cary, NC, ABD)
kullanilmistir.
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SONUC VE TARTISMA

Toplam fenolik madde ve Flavonoid Miktari
Cizelge 2’de farkli yontemlerle elde edilen kamkat
tozlarina ait toplam fenolik madde ve flavonoid
icerikleri verilmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 262.75-697.90 mg GAE/ 100 g arasinda
tespit edilmis olup, en ylksek toplam fenolik
madde miktar1 4 No’lu érnekte, en disiik toplam
fenolik madde miktar1 1 Nollu 6rnekte
belirlenmistir (P <0.05). En yiiksek toplam
flavonoid madde icerigi 4 No’lu 6rnekte (219.68
mg CE/100 g), en disiik toplam flavonoid madde
icerigi ise 2 No'lu 6rnekte (41.08 mg CE/100 g)
tespit edilmistir (P <0.05). Bulgularimiz Gabriele
vd. (2017)’nin liyofilize edilmis bergamot tozunda
belirledikleri toplam fenolik (17.44 mg GAE/g
km) ve flavonoid (16.74 mg CE/g km)
degerlerinden  digstktir.  Meyvenin  gesidi,
ekstraksiyon ve analiz kosullar1 fenolik ve
flavonoid miktarini etkileyebilmektedir. Genel
olarak sicak hava kurutma yonteminde toplam
flavonoid  miktarlart  harig, maltodektrinsiz
kurutulan 6rneklerin toplam fenolik madde ve
flavonoid  miktari, maltodekstrin ~ ilaveli
orneklerden yitksek bulunmustur. Agirlikca %10
maltodekstrin  ilave edilmis Orneklerde piire

miktari, maltodekstrinsiz ~ 6rneklerden  daha
dustiktir. Dolayistyla analiz icin alinan toz
Orneginde maltodekstrin olmast yani

formiilasyon, fenolik icerigini etkilemis olabilir.
Dondurarak kurutulan Srneklerin toplam fenolik
madde ve flavonoid miktarlary, sicak hava
kurutma ile kurutulan OSrneklerden yiksek
bulunmustur. Sicak hava kurutmada kullanilan
yuksek sicaklik dereceleri fenolik bilesiklerin
Ozellikle flavonoidlerin parcalanmasina yol acarak
toplam fenolik madde ve flavonoid kaybina neden
olabilmektedir (Mcsweeney ve Seetharaman,
2015). Sicak hava ile kurutulmus toz 6rneklerinde
maltodekstrin ilavesinin flavonoidlerin termal ve
oksidatif parcalanma reaksiyonlarina baglt kaybint
azaltmis oldugu dustintlmektedir. Garcia-Salas
vd. (2013) dondurarak kurutma ve vakum
kurutma yontemiyle elde ettikleri bitin limon
tozlarinda dondurarak kurutulmus 6rneklerin,
vakumda kurutulmus Orneklerden daha yiksek
toplam fenolik madde igerigine sahip oldugunu,
ancak aralarinda istatistiksel bir fark olmadigint
belirlemislerdir. Farkli turuncgil cesitlerinin

dondurarak kurutma, sicak hava ile kurutma ve
glineste kurutulmast sonrast en ylksek fenolik ve
flavonoid icerigine sahip Orneklerin dondurarak
kurutma yontemiyle elde edilen 6rnekler oldugu
belirflenmistir  (Sun  vd., 2015). Dondurarak
kurutma yonteminde uygulanan diistik sicaklik ve
vakum basinct, fenoliklerin patcalanmasina yol
acan termal ve oksidatif reaksiyonlart biyiik
oranda siurlandirmaktadir  (Mcsweeney ve
Seetharaman, 2015).

Toplam Karotenoid ve Askorbik Asit Miktari
Turunggiller  karotenoidlerin ~ 6nemli  bir
kaynagidir. Karotenoidlerin insan sagligt acisitndan
baslica fonksiyonu A vitaminin 6n maddesi
olmasidir. Turuncgillerde A vitaminin 6n maddesi
olan 16 adet karotenoid oldugu bilinmektedir
(Silalahi, 2002). Kamkat meyvesinin farkl
cesitlerinde tespit edilen baglica karotenoidlerin
f—kriptoksantin, p-karoten, lutein, zeaksantin
oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2007; Schirra vd.,
2008; Wang vd., 2008). Farkli yontemlerle elde
edilen kamkat tozlarimin toplam karotenoid
miktarlart arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
6nemli bulunmustur (P <0.05). En yiiksek toplam
karotenoid miktart 4 no’lu 6rnekte (59.60 mg/100
@), en disiik toplam karotenoid miktart ise 3 No’lu
ornekte  (30.69 mg/100 g) tespit edilmigtir
(Gizelge 3). Hem sicak hava kurutma hem de
dondurarak kurutma yonteminde
maltodekstrinsiz 6rneklerin (2 ve 4 No’lu) daha
yiksek karotenoid icerigine sahip oldugu
gozlenmistir.  Oliveira vd. (2015) yaptiklan
calismada pre haline getirilen palm meyveleri %8
maltodekstrin ilaveli ve maltodekstrinsiz olarak,
65°C’de sicak hava firininda ve liyofilizatérde
kurutularak toz haline getirilmistir. Benzer sekilde
her iki yontemde de maltodekstrin ilavesiz
orneklerin daha yiiksek p-karoten icerigine sahip
oldugunu  tespit  etmislerdir. ~ Caligmacilar,
maltodekstrin ilavesinin p-karoten ekstraksiyon
verimini engelleyebilecegini ifade etmislerdir.
Tuyen vd., (2010) gac (Momordica cochinchinensis)
meyvelerini farklt maltodekstrin
konsantrasyonlarinda ve farklt hava sicakliklarinda
puskirterek kurutma yontemiyle kurutmuglar ve
maltodekstrin konsantrasyonundaki artigin, toz
triinde toplam karotenoid miktarinda azalmaya
neden oldugunu rapor etmislerdir.



Kamkat tozlarinin fonksiyonel 6zellikleri

Cizelge 2. Farkli kurutma yontemleri ile elde edilen kamkat tozlarinin toplam fenolik madde ve
flavonoid miktarlart®
Table 2. Total phenolic and flavonoid contents of kumquat powders obtained by different drying methods®

Kurutma Y6ntemleri Toplam fenolik madde Miktari Toplam Flavonoid Miktart

Drying Methods (mg GAE/100 g km) (mg CE/100 g km)
Total Phenolic Contents Total Flavonoid Contents
(mg GAE/ 100 g dm) (mg CE/100 g dm)

1 Sicak Hava Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Hot Air Drying
(With 10% of maltodekstrin)

2 Sicak Hava Kurutma
(Maltodekstrinsiz)

Hot Air Drying
(Without maltodextrin)

3 Dondurarak Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Freeze Drying
(With 10% of maltodextrin)

4 Dondurarak Kurutma
(Maltodekstrinsiz)

Freeze Drying

(Without maltodextrin)
* Aynt siitundaki farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P< 0.05).
* The differences between means exipressed different letters within the same column are significant (P< 0.05).

262.75%£5.10 d 52.29+2.05 ¢

320.09+13.07 ¢ 41.08+1.94d

445.56 +19.81 b 153.51£1.15b

697.90+5.25 a 219.68+ 292 a

Gizelge 3. Farkli kurutma yontemleri ile elde edilen kamkat tozlarinin toplam karotenoid ve askorbik
asit miktarlarr®
Table 3. Total carotenoid and ascorbic acid contents of kumquat powders obtained by different drying methods”
Toplam Karotenoid Miktart Askorbik Asit Miktart
Kurutma Yéntemleri (mg /100 g km) (mg /100 g km)
Drying Methods Total Carotenoid Contents Ascorbic Acid Contents
(mg / 100 g dm) (mg /100 g dm)

1 Sicak Hava Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Hot Air Drying
(With 10% of maltodextrin)

2 Sicak Hava Kurutma
(Maltodekstrinsiz)

Hot Air Drying
(Without maltodextrin)

3 Dondurarak Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Freeze Drying
(With 10% of maltodextrin)

4 Dondurarak Kurutma
(Maltodekstrinsiz)

Freeze Drying

(Without maltodextrin)
* Ayni stitundaki farkli hatflerle ifade edilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P <0.05).
* The differences between means expressed different letters within the same column are significant (P <0.05).

34.7910.24 c 41.89+1.43d

48.21+0.05 b 46.53+1.02 ¢

30.69+0.30 d 163.34 £0.16 a

59.601+0.14 a 124.45+1.34 b
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Kamkat tozu 6rneklerinin askorbik asit degerleri
45.45-163.36 mg/100 g arasinda belitlenmistir.
(Gizelge 3). Gabriele vd. (2017) liyofilize edilmis
butiin bergamot tozu Orneginde askorbik asit
miktarint 66.93 mg AAE/100 ¢ km olarak
belirlemistir. Dondurarak kurutulmus kamkat
tozu 6rneklerinin askorbik asit miktarlari (124.45-
163.34 mg/100 g km) bu degerden yuksektir.
Askorbik asit degerleri arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak Gnemli olup (P <0.05), en
yitksek askorbik asit igerigi 3 No’lu 6rnekte, en
dustik askorbik asit icerigi ise 1 No’lu 6rnekte
tespit edilmigtir. Askorbik asit turuncgillerde
yaygin olarak bulunan suda ¢oziinebilen bir
vitamindir. Oksijen, 151k, sicaklik, nem, pH,
enzimler ve metalik iyon katalizorlerinin
varliginda kolayca parcalanabilmektedir (Santos
ve Silva, 2008). Bu nedenle 6zellikle sicak hava ile
kurutma islemlerinde uygulanan sicaklik ve diger
kurutma sartlarina bagl olarak 6nemli kayiplar
meydana gelebilmektedir (Kadam vd., 2011).
Yapilan  calismalar  dondurarak  kurutma
yonteminin sicak hava kurutma yéntemine gore
daha az askorbik asit kaybina neden oldugunu
gostermistir (Chang vd., 2006; Serna-Cock vd.,
2015; Raja vd., 2017). Maltodekstrin ilavesinin
dondurarak kurutma yonteminde askorbik asit
miktarint olumlu etkiledigi gézlenmistir. Toz
trtinlerin Gretiminde tastyici ajan olarak kullanilan
maltodekstrinin meyvedelerdeki askorbik asit gibi
biyoaktif bilesenlerin oksidasyonunu engelledigi
bildirilmistir (Ahmed vd., 2010; Rocha-Parra vd.,
20106).

Antioksidan aktivite

Toz 6rneklerin DPPH radikalinin inhibisyonuna
dayali antioksidan aktivitesi I1Cso degeri olarak
Gizelge 4de verilmistir. 1Cso degeri baslangic
DPPH konsantrasyonunu %50 azaltmak icin
gerekli madde konsantrasyonu olarak
tanimlanmakta ve ICsy degerinin dusiik olmast
DPPH radikalinin yiksek stptriicii aktivitesine
isaret etmektedir (Orak vd., 2011). Istatistiksel
acidan toz Orneklerin ICso degerleri arasindaki
farkliliklar 6nemli bulunmustur (P <0.05). En
yuksek antioksidan aktivite 4 No’lu 6rnekte, en
dustik antioksidan aktivite 3 No’lu 6rnekte tespit
edilmistir. Farklt tastyict ajan formiilasyonlart ile
dondurarak ve puskirterek kurutma teknigi ile

tretilmis  greyfurt  tozlarinda, dondurarak
kurutulmus Orneklerin diger 6rneklere gére daha
yiksek DPPH stipiirme aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir (Agudelo vd., 2017). Sun vd. (2015)
tarafindan  yapilan  ¢alisgmada, dondurarak
kurutulmus farkll turuncgil cesitlerinin DPPH
radikalini stplrme aktivitesinin sicak hava ve
glineste kurutulmus 6rneklere gére daha yiksek
oldugu kaydedilmistit. Toz Orneklerin ORAC
degetlerinin 15.13-56.24 mM TE/100 g arasinda
degistigi (Cizelge 4) ve bu degertlerin kurutma
kosullarindan etkilendigi gézlenmistir (P <0.05).
Bulgularimiz liyofilize edilmis biitiin bergamot
tozu (950 umol TE/g) ve limon tozu ( 913 umol
TE/g) ORAC degetlerinden dustiktir (Gatcia-
Salas vd., 2013; Gabriele vd., 2017). En yuksek
ORAC degeri 4 No’ lu 6rnekte, en disitk ORAC
degeri ise 1 No’ lu 6rnekte belirlenmis olup,
dondurarak kurutulmus 6rneklerin daha yiiksek
ORAC degerlerine sahip oldugu kaydedilmistir.
Genel olarak her iki kurutma ydnteminde
maltodekstrin  ilaveli Orneklerin  daha distk
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Michalska  vd. (2018) farkli  yo6ntemlerle
(dondurarak, vakumda ve puskirtmeli kurutma)
elde edilen turna yemisi tozlarinda %15
maltodektrin  ilaveli 6rneklerin  antioksidan
aktivitelerinin, maltodekstrin ilave edilmeden elde
edilen Orneklerden disik oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica vakum kurutmada uygulanan
kurutma sicakliklarindaki artisin da fenoliklerin
parcalanmasini saglayarak antioksidan aktiviteyi
azaltugini  belirtmislerdir. Suravanichnirachorn
vd. (2018) maltodekstrin ve arabik gam gibi farkl
tastyict ajan kullanarak dondurarak kurutma
yontemi ile elde ettikleri mao meyvesi tozlarinda
tastyict ajan konsatrasyonu artisinin antioksidan
aktiviteyi diistirdiigtint tespit etmislerdir.

Flavonoid bilegenleri

Kamkat tozu 6rneklerinin flavonoid bilesenleri
LC/MS-MS ile belitlenmistir. Cizelge 5te toz
ekstraktlarinda  tespit  edilen  flavonoid
bilesenlerinin miktarlart verilmistit. Kamkat tozu
Orneklerinde  dort adet flavanon (ponsirin,
didymin, narirutin, naringin), iki adet flavon
(thoifolin, luteolin) ve iki adet flavonol ( rutin,
kuersetin) olmak tizere toplam sekiz flavonoid
bileseni tespit edilmistir. Tim 6rneklerde en fazla
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miktarda bulunan bilesenin ponsirin oldugu, daha
sonra ise sirastyla narirutin, didymin ve rhoifolin
oldugu bulunmustur. En dasiik miktarlarda

belitflenen bilesen ise natringindir. Yapilan
calismalarda  kamkat  meyvesinde DGPP,
fortunellin, asasetin 8-C-neohesperidosid
(margariten),  asasetin  6-C-neohesperidosid

(isomargariten), apigenin 8-C-neohesperidosid,
ponsirin, rhoifolin, narirutin, didymin, luteolin,
naringin, hesperidin, neohesperidin, eriositrin,
neoponsirin, rutin ve kuersetin gibi flavonoidlerin
oldugu belirlenmistir (Kawail vd., 1999; Nogata
vd., 2006; Wang vd., 2007; Schirra vd., 2008;
Ramful vd., 2011; Lou vd., 2016).

Cizelge 4. Farkli kurutma yontemleri ile elde edilen kamkat tozlarinin 1Cso ve ORAC degetleri*
Table 4. 1Cs0 and ORAC values of kumquat powders obtained by different drying methods™

Kurutma Yontemleri

Drying Methods

ICso (mg/mg DPPH km)
ICso (mg/mg DPPH dm)

ORAC (mM TE /100 g km)
ORAC (mM TE /100 g dm)

1 Sicak Hava Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Hot Air Drying
(With 10% of maltodextrin)

126.53+0.14 b

15.13£0.42 d

2 Sicak Hava Kurutma
(Maltodekstrinsiz)
Hot Air Drying
(Without maltodextrin)

93.51£0.83 ¢

22.15%£0.35 ¢

3 Dondurarak Kurutma
(%10 maltodekstrin ilaveli)
Freeze Drying
(With 10% of maltodextrin)

137.16+2.34 a

27.34+1.22b

4 Dondurarak Kurutma
(Maltodekstrinsiz)
Freeze Drying
(Without maltodextrin)

76.16%£2.66 d

56.2411.49 a

* Aynt siitundaki farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P <0.05).
* The differences between means expressed different letters within the same column are significant (P <0.05).

Kamkat tozu 6rneklerinde flavonoid bilesenleri
arasindaki farkldiklar 6nemli bulunmustur (P
<0.05). Maltodekstrinsiz dondurarak kurutma
yontemi ile elde edilen toz 6rneginde (4 No’lu
Ornek) tim flavonoid bilesenleri en yiksek
miktarda bulunmustur. Flavonoid bilesenletinin
en digik miktarda belirlendigi toz 6rnegi ise
maltodekstrinsiz sicak hava kurutma yéntemi ile
elde edilen toz 6rnegi (2 No’lu 6rnek) olmustur.
Toplam flavonoid icerigi de benzer sekilde en
yuksek 4 No’lu 6rnekte, en disitk 2 No’lu 6rnekte
tespit edilmistir. Sicak  hava ile kurutma
yonteminde maltodekstrin ilaveli 6rneklerin
flavonoid bilesen miktarlari, maltodekstrinsiz
orneklerden yiksek bulunmustur. Maltodekstrin
ilavesinin flavonoidlerin oksidasyonunu kismen
engelledigi (Rocha Para vd., 2016; Zoric vd.,
2017) duastnilmektedir. Dondurarak kurutulan

6rneklerin flavonoid bilesen miktarlari, sicak hava
kurutma yoéntemi ile kurutulan &rneklerden
yiksek  bulunmustur. Farkli tagiyict  ajan
formilasyonlari ile dondurarak ve piskirterek
kurutma teknigi ile iretilmis greyfurt tozlarinda,
dondurarak kurutulmus 6rneklerin puskirterek
kurutma yontemi ile elde edilen Srneklere gore
fenolik bilegikleri %90-95 oraninda korudugu
tespit edilmistir (Agudelo vd., 2017). Farklt
turuncgil cesitlerinin dondurarak kurutma, sicak
hava ile kurutma ve glineste kurutulmasi sonrast
naringin, hesperidin, narirutin, neohesperidin gibi
flavonoidler en yiiksek miktarlarda dondurarak
kurutma yontemi ile kurutulan O&rneklerde
belirlenmistir (Sun vd., 2015).

Dondurarak kurutma yoénteminde uygulanan
distk sicaklik ve vakum basinct, fenoliklerin
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parcalanmasina yol acan termal ve oksidatif
reaksiyonlar1 biylk oranda sinirlandirmaktadir
(Mcsweeney and  Seetharaman, 2015). Citrus
Jjaponica var. margarita ¢esidine ait olgunlagsmamis
kamkatlarin kurutulmasinin flavonoid
kompozisyonuna etkisini arastirildigi calismada
liyofilize edilmis 6rneklerde ponsirin ve rhoifolin
miktari sirastyla 35 mg/100 g ve 14 mg/100 ¢

olarak  belitlenmistir. ~ Calismada  kurutma
sicakliklart ve siresinin flavonoidlerin miktarint
etkiledigi  belitlenmistir  (Lou vd., 2015).
Calismamizda tespit ettigimiz ponsirin  ve
rhoifolin miktart literatiirden daha yiksektir. Bu

farkliligin -~ meyvenin  ¢esidi, kurutma ve
ekstraksiyon ~ kosullar1  gibi  faktSrlerden

kaynaklandig1 diigtiniilmektedir.

Cizelge 5. Farkli kurutma yontemleri ile elde edilen kamkat tozlarinin flavonoid bilesenleri®
Table 5. Flavonoid compounds of kumquat powders obtained by different drying methods™

Narirutin
(mg/100 g
km)

Kurutma Ponsirin
Yontemleri (mg/100 g
Drying km)
Methods Poncirin Narirutin Didymin
(mg/ 100 g (mg/ 100 g (mg/ 100 g
dm) dm) dm)

Didymin
(mg/100 g
km)

Rhoifolin
(mg/100 g
km) km)
Rhoifolin
(mg/ 100 g
dm)

Kuersetin
(mg/100 g

km)

Rutin
(mg/100 g

Luteolin(m
¢/100 g
km)
Rutin Luteolin Quercetin Naringin
(mg/ 100 g (mg/ 100 g (mg/ 100 g (mg/ 100 g
dm) dm) dm) dm)

Naringin
(mg/100 g
km)

1 Sicak Hava
Kurutma
(%10
maltodekstr
in ilaveli)
Hot Air
Drying
With  10%
of

maltodextrin)

97.13+1.65 ¢ 63.53+2.62 ¢ 65.83+2.22 ¢

32.15+6.56 cb

7.8710.44 ¢ 7.3240.23 ¢ 1.02+ 0.08 ¢ 0.64%0.01 ¢

2 Sicak Hava
Kurutma
(Maltodekst
rinsiz)
Hot
Drying
(Without

maltodextrin)

63.16+1.41d 46.14£090d  41.02£0.10d

Air

20.48%+2.37 ¢

7.30£0.28 ¢ 5.26+0.49 d 0.99£0.02 ¢ 0.5240.004 d

3 Dondurara
k Kurutma
(%10
maltodekstr
in ilaveli)
Freeze
Drying
With  10%
of

maltodextrin)

132.55£4.80b  98.54£1.03b  87.7514.29 b

39.60+4.91 b

22.19+2.18 b 11.00£1.38 b 1.26+0.21 b 1.20£0.02 b

4 Dondurara
k Kurutma
(Maltodekst
rinsiz)
Freeze
Drying
(Withont

maltodextrin)

219.03£3.30a  155.86+2.15a 157.54%4.452a

93.84£10.30 a

28.88+1.08 a 15.27£0.48 a 2.48+0.06 a 1.36£0.002 a
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* Aynt stitundaki farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P <0.05).
* The differences between means expressed different letters within the same column are significant (P <0.05).

SONUC

Bu calismada kamkat meyvesinden fonksiyonel
meyve tozu Uretim olanaklarinin arastirilmast
amaclanmistir. Bu kapsamda kamkat meyvesi
plre haline getirilip maltodekstrinsiz ve %10

maltodekstrin ilaveli olarak sicak havada ve
dondurarak kurutma yontemi olmak tzere iki
farkli yontemle kurutulmus ve o&gltilerek toz
haline getirilmistir. Toplam fenolik madde,
flavonoid ve karotenoid miktar, antioksidan
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aktivite ve flavonoid bilesenler gibi fonksiyonel
ozellikler acisindan maltodekstrinsiz dondurarak
kurutma yontemi ile elde edilen toz Grneginin
diger yontemlerle elde edilen 6rneklere gére daha
yiksek degerlerde oldugu tespit edilmistir.
Maltodekstrin  ilavesinin dondurarak kurutma
yontemiyle elde edilen toz iriinde askorbik asit
icerigini, sicak hava kurutma yonteminde ise
flavonoid bilesenlerin miktarint olumlu etkiledigi
gozlenmistir. Elde edilen kamkat tozlart kek,
pasta, puding, eckmek, meyveli igecek gibi
Urinlerde aroma verici, renklendirici  ve
fonksiyonel katki maddesi olarak kullanilabilme
olanag bulacaktr. Bu tip drtinlerin depolama
stabilitesi ve fizikokimyasal 6zellikleri ile ilgili ek
calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Bu c¢alismada faz donisimi yontemi kullanilarak dretilen PSF/PEIL (%20/2, w/w) membranlar, farklt
konsantrasyonlarda SiO» nanopartikili (%0,01; 0.03; 0.05) kullanilarak modifiye edilmis ve iretilen
nanokompozit membranlarin bulanik elma suyunun berraklastirilmasinda performanslart degerlendirilmistir.
Membran deneyleri sonlu filtrasyon sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Uretilen yeni nesil nanokompozit
membranlar saf su aki degerleri, SEM ve ylizey temas a¢t degetleri agisindan karakterize edilmistir. Ayni zamanda,
tretilen PSF/PEI/SiOz yeni nesil nanokompozit membrandan elde edilen berrak elma suyu 6rnekleri renk (Pt-
Co), bulaniklik(NTU) ve toplam suda ¢6ztniir kuru madde bakimindan karakterize edilmistir ve Dohler Gida
San. A.$.’den temin edilen berrak elma suyu érnekleri (Brix) ile bu parametreler acisindan karsilastirilmustir. Elde
edilen sonuglara gére %00,01 oraninda SiOz ilave edilerek tretilen PSF/PEI/SiO> membranin en yiiksek saf su
akisina ve en yiksek hidrofiliklige sahip oldugu belitlenmistir. Ayni zamanda bu membrandan elde edilen berrak
meyve suyu Ornegi en yiksek renk ve toplam suda ¢ozinir kuru madde sahipken ayni zamanda en disik
bulanklik degeri ile elma suyu berraklastirma deneylerinde de en iyi performanst sergilemistir.

Anabhtar kelimeler: nanokompozit membran, SiO nanopartikiil, berraklastirma, elma suyu

FABRICATION OF PSF/SiO; NANOCOMPOSITE MEMBRANE AND
APPLICATION IN APPLE JUICE CLARIFICATION PROCESS

ABSTRACT

In this study, PSF/PEI (20/2% w/w) membranes which were fabricated by using phase inversion method
were modified with using SiO2 nanopatticles at different concentrations (0.01, 0.03, 0.05% w/w) and
performance of fabricated nanocomposite membranes were evaluated in clarification of turbid apple juice.
Membrane experiments were conducted using dead-end filtration process. Fabricated new generation
nanocomposite membranes were characterized in terms of pure water flux, SEM and water contact angle.
Moteover, clarified apple juice samples obtained from fabricated PSF/PEI/SiO2 new generation
nanocomposite membranes were characterized in terms of color (Pt-Co), turbidity (NTU) and total
soluble solid content (Brix) and these samples were compared to clarified apple juice samples supplied
from Déhler Inc. in terms of these parameters. According to the obtained results, the membrane produced
by adding 0.01% SiO2 was determined as the membrane having the highest pure water flux and highest
hydrophilicity. At the same time, this membrane showed the best performance in apple juice clatification
experiments by producing apple juice which had the highest color and total solid matter content and
lowest turbidity value.

Keywords: nanocomposite membrane, SiO2 nanoparticle, clarification, apple juice
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Elma suyu berraklastirmada nanokompozit membran kullanimi

GIRIS
Gida endistrisinde meyve suyu Uretimi ve
konsantrasyonu  meyvelerin  yitksek  oranda
vitamin, mineral ve antioksidan icermesi, aynt
zamanda yogun lif igerigi ile sindirim sistemine
yardimet olmasindan dolayt olduke¢a popiiler hale
gelmistir. Meyve sulart besin degeri agisindan
meyveye en yakin olan icecektir ve son yillarda
taze meyve tlketimi azalirken, meyve suyu ve
diger islenmis meyve tiketimi bir artis
gostermektedir (Nighojkar vd., 2019). 2012 yilt
verilerine gbre meyve ve sebze suyu tiketimi
artarak yaklagtk 46.8 milyar litreye ulasmistir
(Cassano vd., 2011).

Meyve suyu ekstrasyonundan sonra elde edilen
urin, lif, seltiloz, hemiseltloz, protopektin, nisasta
ve lipidler gibi suda ¢éziinmeyen molekiilleri ve
ayn1 zamanda pektin, protein ve polifenoller gibi
kolloid makromolekiilleri icermesinden dolayt
bulaniktir (Hui vd., 2008). Ayrica bu iceriklerin
konsantrasyonu bulaniklik derecesini
ctkilemektedir (Vaillant vd., 2001). Meyve
suyunun berraklastirmasi islemi, disiik vizkoziteli,
daha parlak ve berrak irin elde etmek icin
uygulanmaktadir. Berraklastirma prosesi hem
geleneksel yontemlerle (enzim, durultma ajanlar,

vb.) hem de membran  uygulamasiyla
isletilebilmektedir. Membran islemleri gelencksel
islemlerle  karsilastiriddiginda,  antosiyaninler,
karotenoidler ve vitaminler gibi besleyici

bilesenlerin ve kimyasal, biyolojik gibi bazt
islemlerden olumsuz olarak etkilenen renk,
aroma, lezzet gibi duyusal parametrelerin
korunmasi agisindan 6nemli avantajlara sahiptir
(Lipnizki, 2010). Meyve suyu berraklagtirma
isleminde, UF membranlar, protein, tanen ve
polisakaritlerin yani sira maya, kif, mikroskobik
organizma ve kolloidleri uzaklastirmak ve meyve
suyunu konsantre etmek icin kullandmaktadir
(Mohammad vd., 2012).

Membran prosesleri tiriin kalitesi tizerine olumlu
etkilerinin  olmasinin yant sira, uygulanmast
sirasinda ortaya ¢ikan tikanma problemleri ve
yuksek enerji gereksinimi nedeniyle 6nemli bir
dezavantaja  sahiptit. Bu durumun
gecilmesi amactyla meyve suyu sektérinde hali
hazirda kullandan ticari membranlara alternatif
olarak,  yiksek  performansli  polimerik

onune

membranlarin  dretimi  konusunda  yapilan
arastirmalarin  sayisinin her gecen gin arttig
gorilmektedir (Saleh ve Gupta, 2012). Membran
tretiminde hedef, seciciligi degistirmeden taginim
hizint artirabilmek ve tikanmayt engellemenin
yollarini bulmaktir. Membran tretiminde yaygin
olarak seliilloz asetat, poliakrilonitril, polivinialkol
ve  polisilfon  (PSF)  gibi  polimerler
kullanilmaktadir (Fenu vd., 2010; Kumar vd.,
2013; van Reis ve Zydney, 2007; Vasanth vd.,
2013). Diger polimerletle karsilastirildiginda PSF
ustin kimyasal, 1sil ve mekanik Ozellikler
gOstermesi  ve organik ¢Ozicilerle kolaylikla
¢bziinebilmesinden dolay1 membran
fabrikasyonunda en ¢ok kullanilan malzemedir
(Fenu  vd, 2010). Literatirde  PSP’in
hidrofilikligini arttirmak icin polivinilpirolidin
(PVP), polyetilenglikol (PEG) ve polyetilenimin
(PEI) gibi por yapict ajanlar ile membrana
hidrofiliklik kazandirmaya yonelik bir¢ok calisma
bulunmaktadir (Ba vd., 2009; Ma vd., 2011; Park
vd., 2012; Sinha ve Purkait, 2013; Wu vd., 2014).

Bununla birlikte yiiksek ylizey alanina sahip farklt
nanopartikillerin membran matriksine eklenmesi
ile membranlarin hidrofilikliginin artirtlmasi ve
tikanma performanslarinin gelistirilmesi de son
yillarda dikkat c¢eken uygulamalardir (Saleh ve
Gupta, 2012). Membran performansi ve titkanma
direncinin gelistirilmesi icin membran matriksine
nanomalzeme eklenmesi ise yiksek verimli
membran dretim  teknolojilerinde yeni  bir
yaklasimdir. Nanomalzemelerin temel amact
yizey hidrofilikligini artirmak ve membran
ttkanmasint azaltmaya dayanir (Vanneste vd.,
2011). Membran hidrofilikligi  artirildiginda,
membranin ttkanmast ylzeydeki hidrofilik grupla
su molekiillerinin arasinda olusan hidrojen bagina
baglt olarak azalmaktadir (Saleh ve Gupta, 2012).
Bu amacla, Baghbanzadeh vd. (2016) yaptiklar
calismada membran matriksinde PSF polimeri ile
farkli konsantrasyonlarda (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0
wt%) grafen oksit nanopartikili kullanmis ve
yizey temas agcisindaki disis ve membran
hidrofilikligindeki artisin bir sonucu olarak su
akisinda  artis  g6zlemlemislerdir. Bir  baska
calismada hidrofilik titanyum nanotip ile
hazirlanan ince film kompozit membranlarin su
akist degetlerinin ticari membranlara gére daha
yiksek oldugu belirlenmistir (Bagheri vd. 2016).
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Ayrica, Sun vd. (2018) grafen oksit membrani,
SiO; nanopartikilii kullanarak modifiye etmis ve
SiO2 nanopartikiiliiniin membran morfolojisini
degistirerek saf su akisinda artisa neden olugunu
belirtmislerdir.  Benzer olarak, Hosseini vd.
(2018), SiO2  kullanarak modifiye ettikleri
nanokompozit membranlari sulu ¢zeltiden boya
uzaklastirmak  icin  kullanmuglar  ve  SiO;
nanopartikiili ilavesinin membran termokimyasal
Ozelliklerini gelistirdigini belirtmislerdir. Ayrica,
SiOs nanopartikil ilavesinin saf su akisinin MF
membranlar kadar artirdigini, ayni zamnda
membranlarin boya agisindan gegirgenliginin de
membranlar kadar az oldugunu belirtmislerdir.

Literatiirde ~ SiO» nanopartikiil  kullanilarak
modifiye edilmis yeni nesil nanokompozit
membranlarin  meyve suyu  berraklagtirma

prosesinde uygulanmast ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Yukarida verilen bilgiler 1s181nda,
bu ¢alismada faz dénisimu yontemi kullanilarak
uretilen PSF/PEI (%20/2, w/w) membranlar,
farkli konsantrasyonlarda SiO2 nanopartikili (%o
0,01, 0.03, 0.05) kullanilarak modifiye edilmis ve
tretilen nanokompozit membranlarin
performanslart Déhler Gida San. ve Tic. Ltd.
Sti’den temin edilen bulanik elma suyunun
berraklastiriimasinda degetrlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Calisma kapsaminda kullanilan bulantk elma suyu
ornegi (S1) Dohler Gida San. ve Tic. Ltd. Sti.

(Karaman)’den temin edilmistir. Ayrica, firmanin
bu calismada Uretilen membranlara alternatif
olarak proseste kullanmakta oldugu UF membran
prosesi sonrasi elde ettigi berrak elma suyu da (S2)
karsilastirma amaciyla temin edilmistir.

Nanokompozit membran iiretimi

Yeni nesil nanokompozit UF membranlar faz
doéntsimi yontemi kullandarak 100+0,2 pm
kalinhiginda  dretilmisti. UF  membranlarin
tretiminde kullanilan PSF  (Polisiilfon, MA
60.000, Acros Otrganics) ve PEI (Polietilenimin,
MA 25.000, Sigma-Aldrich, USA) polimetlerinin
konsantrasyonlart Saki ve Uzal'in ¢alismasina gére
ayatlanmusitr (Saki ve Uzal, 2018). PSF/ SiO, UF
membranlarin Gretiminde agirlikca %20 PSE, %02
PEI ve agirlikea farkl konsantrasyonlarda (%0,01;
%0.03; %0.05), SiO2 nanopartikilli (Nanografi,
Tirkiye) kullanilmistir. Uretilen membranlarin
kompozisyonlar1  Cizelge 1’de g6sterilmistir.
Belirtilen kompozisyonlarda tartilan bilesenler,
70:30 oranindaki NMP ve DMF ¢6zeltisinde
manyetik kanstirict kullandarak, 400 rpm’de 12
saat boyunca karsurilarak  ¢Ozdirilmistur.
Hazirlanan  ¢ozeltilerdeki hava kabarciklatinin
uzaklastirilmast icin membran yapimi 6ncesi 2 saat
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Hazitlanan
membranlar saf su icerisinde 4°C’de muhafaza
edilmistir.

Cizelge 1. PSF/PEI/SiO; nanokompozit UF membranlarin kompozisyonlari
Tablel. Compositions of PSF/PEI/ $i0: nanocomposite UF membranes

Membran PSF PEI SiO;
Membrane (wt%o) (wt%o) (wt%o)
UF1 20 - B,
UF2 20 2 -
UFS1 20 2 0.01
UFS3 20 2 0.03
UFS5 20 2 0.05

UF1: %20 PSF; UF2: %20PSF/%2PEI; S: SiO; 1, 3, 5: %0,01, 0.03, 0.05 membran matriksine ilave edilen

nanopartikil orant

UF1: 20% PSF; UF2: 20%PSF/ 2%PEI S: SiOx 1, 3, 5: %0.01, 0.03, 0.05 nanoparticle incorporation ratios
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Membran karakterizasyonu

Elektron taramali mikroskop (SEM)
Membran kesit ve yiizey morfolojisi ile ilgili nano
Olgekte bilgi almak icin SEM (Zeiss Leo 440,
Almanya) analizi gerceklestitrilmistir. Membran
yuzey alanlar1 1 cm? olacak sekilde kesilerek dlctim
oncesi JEOL JFC 1600 kullanilarak platin ile
kaplanmustir.  Analizler 25 kV  altnda
gerceklestirilmistir.

Yiizey temas ag1 olger

Membranlarin hidrofilik 6zelligi yiizey temas act
Olcer (Attention-Theta Lite, Biolin Scientific,
Finlandiya) kullanilarak belirlenmistir. Cihaza
yerlestirilen membranlarin ylizeyine mikro siringa
kullaniarak 5 pl su damla seklinde damlatlmustit.

Olgim  sirasinda “sessile  drop”  metodu
kullandmis  ve  Sl¢im  oda  sicakliginda
gerceklestirilmistir. Membran yiizeyindeki ¢
farkli noktada ylzey temas ag¢t Olcimi
gerceklestirilmis ve ortalama degerleri
kaydedilmistir.

Sonlu filtrasyon

Uretilen yeni nesil nanokompozit membranlarin
saf su aki ve meyve suyu berraklastirma
performansinin tayini i¢in, net filtrasyon alant 14,6
cm? olan ve 300 mL besleme haznesine sahip,
sonlu filtrasyon membran modili (Stetlitech,
HP4750, ABD) kullanilmustir. Membran érnekleri
besleme haznesinin altina yerlestirilmis ve hazne
250 mL 6rnek ile doldurulmustur (saf su/bulantk
elma suyu). Filtrasyon deneyi icin gerekli olan
basing stkistirilmis N» gazindan elde edilmistir.
Olgiimler oda sicakliginda (25+£3°C) yapilmistir.
Kanstirier hizi 250 rpm olarak ayarlanmis ve
basing Dohler Ltd. Sti. tarafindan kullanilan
basing ile uyumlu olacak sekilde, 5,4 bar olarak
ayarlanmustir. Saf su icin membrandan gecen
stizintli belirli araliklarla 10 mI’lik  dereceli

silindire  toplanarak  aki  asagidaki  esitlik
kullanilarak hesaplanmustir;
=Y
hw = Axe

Burada J, saf su akisini, A membran filtrasyon
alanint (m?), V elde edilen stiziinti hacmini (L), t
ise stireyi (sa) ifade etmektedir.

Elma Suyu Karakterizasyonu

Renk ol¢ciimii

Orneklerin renk parametresi ASTM metod No:
1209’a gére (ASTM, 2001) RFID teknolojisine
sahip spektrofotometre (Hach, DR 6000,
Almanya) kullanilarak 465 nm dalga boyunda
absorbans degeri 6lciilerek belitlenmis ve renk
degerleri  Pt-Co  renk  birimi  cinsinden
belirlenmistir. Olgiimler 3 tekrarlt olarak yapilmis
ve ortalama degerleri verilmistir.

Bulaniklik tayini

Elma suyu Orneklerinin = bulaniklik  tayini
tirbiditimetre (Thermo Scientific, Eutech TN-
100, Singapur) kullandarak He vd (2007)
tarafindan belirtilen yonteme gore
gerceklestirilmis ve sonuglar NTU cinsinden ifade
edilmistir. Cihazin kalibrasyon ayari her Sl¢im
oncesinde  yapimistir.  Olgiimler 3 kez
tekrarlanmis ve ortalama degerleri verilmigtir.

Suda ¢oziiniir kuru madde tayini
Orneklerdeki toplam suda ¢oziiniir kuru madde
miktart refraktometre (Abbe ATAGO, DR-A1,
Japonya) kullamilarak belitflenmistir ve degetler
*Brix cinsinden ifade edilmistir. (He vd., 2007) Bu
amagcla 100 pL. elma suyu 6rnekleri refraktometre
ylzeyine damlatilmis ve Sl¢timler oda sicakliginda
gerceklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Uretilen membranlarin yiizey temas act degerleri,
ve Uretilen berrak elma suyu O6rneklerinin
bulaniklik, renk ve toplam suda ¢6zintr katt
madde icerikleri agisindan karsilastirmak icin tek
yonlu varyans analizi (ANOVA) kullandmistir.
Ornekler arasindaki bu farkliligt belirtmek icin
Duncan testi uygulanmisitr.

SONUCLAR VE TARTISMA

PSF/PEI /Si0O; Nanokompozit
Membranlarin Karakterizasyonu

SEM

Membranlarin morfolojik 6zelliklerinin bilinmesi
filtrasyon performanslarinin degerlendirilmesinde
yol gostermesi agisindan olduk¢a Snemlidir.
Uretilen nanokompozit membranlarin yapisina
PEI ve SiO; nanopartikili eklenmesiyle elde
edilen membran ylzey ve yan kesitindeki
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morfolojik  degisimler ~SEM  analizi ile
belitlenmistir. Bu calismada, Uretimi
gerceklestirilen nanopartikil eklenilmemis UF1
(%20 PSF) ve UF2 (%20 PSF/%?2 PEI)
membranlarin yizey ve yan kesit yapdart Sekil
1’de verilmistir. Yalnizca PSF kullanilarak tretilen
membranin (UF1) yiizeyi piriizsiiz bir yapiya
sahipken (Sekil 1a), membran matriksine PEI
cklenmesiyle membran yiizey yapist tamamen
degiserek kii¢iik porlarin olustugu gézlenmektedir
(Sekil 1b). Membran Orneklerinin  yan kesit
gorintilerinde de benzer sekilde degisiklikler
gozlenmistir. PSI iceren membranin yan kesiti
gozeneksiz yapiya sahipken (Sekil 1c), membran

DT ROO Wee D e SO0 E Sgek s S0

.
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matriksine PEI eklenmesiyle kiiciik gézenekler
olusmustur (Sekil 1d). PSF’in yogun yapisi
morfolojik olarak mekanik dayanimimna katk:
saglamaktadir. Yalnizca PSF iceren membranin
yan kesitinde siki alt ve Ust tabakanin arasinda
makro dizeyde gbzenek yapilart olusurken (Sekil
1c), PEI'nin gézenek olusturma kabiliyetinden
dolayt  yeni mikro  dizeyde gbzenekler
gorilmektedir (Sekil 1d). Bu sonuglarla benzer
sekilde literattirde polimerik membran matriksine
PEI eklenmesiyle membran yizey ve yan
kesitinde yeni porlarin gézlemlendigi calismalar
bulunmaktadir (Costa vd., 1999; Uzal vd., 2017).

T B00W WO+ 8w Mygr J00KX Spwasin

Sekil 1. PSF ve PSF/PEI membranlart SEM gorintileri (a) UF1 (%20 PSF) yiizey gortnttst (b)UF2
(%20 PSF) yuzey goruntisi (c) UF1 (%20 PSF/%?2 PEI) yan kesit goruntiist (d) UF2 (%20 PSF/%2
PEI) yan kesit goriintist
Figure 1. SEM images of PST and PSF/ PEI membranes (a) UF1 (20%PSF) (b) UF2 (20%PSF/2%PEI), (c)
Cross-section of UF1 (20%PST), (d) Cross-section of UF2 (20%PSF/ 2%PEI)

PSF/PEI matriksine farkli konsantrasyonlarda
SiO; (%0,01; 0.03; 0.05) eklenmesi ile elde edilen
nanokompozit membranlarin yiizey ve yan kesit
SEM goruntileri Sekil 2’de verilmistir. Membran
matriksine SiO2 nanopartikild  eklenmesiyle

membran yiizeyinde olusan makro porlarin yerini
(Sekil 2a) daha homojen dagilan mikro ve makro
portlar almaktadir. Membran ylizeyinde olusan bu
diizenli dagilim ile membran porozitesi ve buna
baglt olarak da membran aki degerlerinin



Elma suyu berraklastirmada nanokompozit membran kullanimi

iyilesecegi dusiinilmektedir. Ayrica yan kesit
gorintilerine  gbre,  SiO2  nanopartikild
kullanilarak modifiye edilen membranlarin yan
kesit gériintiileri membran matrisine eklenen SiO»

nanopartikiilinin ~ konsantrasyonuna  gbre
farklilk gostermektedir. % 0,01 ve %0.03
oraninda SiO» nanopartikili ilave edilerek

tretilen membranlarin (sirastyla UFS1, UFS3) tst
ve alt tabakasi arasinda uzanan parmaksi por
yapilar gozlemlenirken 9%0.05 oraninda SiO»
nanopartikiili ilave edilerek iretilen membranda
(UFS5) bu yapilar gézlenmemistir. Bu durum,

S102 konsantrasyonun artmast ile
nanopartikilllerin ~ topaklasarak  yiizey — alant
azalmasina neden oldugu ve membran yapisindaki
parmak benzeri porlarin  olusumunu  azalttig
seklinde degerlendirilmektedir. Benzer sekilde
Sun vd. (2018)’nin calismasinda da membran
matriksine  SiOz nanopartikiili  eklenmesiyle
membran yan yiizeyinde potlarin  olustugu
gozlemlenmis ve bu porlarin  membran

kalinliginin artmasina neden oldugu belirtilmistir.
Olusan bu porlarin aki Gzerine olumlu etki yaptigt
da belirtilmistir.

Sekil 2. PSF/PEI/SiO, membranlar icin SEM goruntiileri (a) UFS1 yuzey goruntisi (b) UFS3 yuzey
gorintlst (c) UESS5 ylzey gortntiisi (d) UFS1 yan kesit goriintiisti (e) UFS3 yan kesit gérintisi (f)
UFESS5 yan kesit goriintiist, S:Si0o; 1,3,5: %0.01, 0.03, 0.05 membran matrisine ilave edilen
nanopartikil yizdesi
Figure 2. SEM images of PSF/PEL/ SiO2 membranes. (a) UFST (b) UFS3 () UFS5 (d) Cross-section of UFST (e)
Cross-section of UFS3 (f) Cross-section of UFS5. S: $iO2 1, 3, 5: 0.01, 0.03, 0.05 wt% nanoparticle incorporation

ratios

Yiizey Temas Agist

PSF/PE1/SiO; nanokompozit UF membranlarin
hidrofilikligi yizey temas acist Olcimi ile
belirlenip sonuglar Cizelge 2’de gésterilmistir. Bu
sonuglara gére %20 oraninda PSF kullanilarak
uretilen saf PSF membran (UF1) en yiiksek ylizey

temas act degerine sahiptit. PElI ve SiOs
nanopartiktil  ilavesi ile ylizey temas act
degerlerinin  azaldigy gozlemlenmistir.  Yiizey

temas act degerinin azalmast hidrofiliklikteki
artisin bir gostergesidir. Yiksek oranda amin
iceren PEI, hidrofilik 6zellikte attisa ve

membranlarin pozitif yiklenmesine neden olur
(Albrecht vd., 2003; Trimpert vd., 2006). Bu
calisgmada Uretilen membranlar arasinda 900,01
oraninda SiO; nanopartikiliiilave edilerek tiretilen
membran (UFS1) en dustk yiizey temas act
degerine  (76,616°) sahiptit. ~ Membran
hidrofilikligi ile membran akist arasinda dogrudan
bir iliski vardir. Bu sonuclarla benzer olarak, Sun

vd. (2018) de SiO: nanopartikil ilavesinin
membran hidrofilikligini artirdigint
belirtmislerdir.
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Cizelge 2. UF membranlarin yiizey temas ac1
degerleri
Table 2. Contact angle values of UF membranes

Membran Yizey temas agist (°)
Membrane Contact angle (°)
UF1 96.6%6¢

UF2 88.414b<
UFS1 76.6106
UFS3 79.517ab
UFS5 88.742b<

UF1: %20 PSF; UF2: %20PSF/%2PEIL; S: SiO; 1,
3, 5: 9%0.01, 0.03, 0.05 membran matriksine ilave
edilen nanomateryal orant

Ay siitundaki ~ farkly  barfler, drnekler  arasmda
istatistiksel olarak farklilik oldugnnn gostermetkedir (P
<0.05)

UF1: 20% PSF; UF2: 20%PSF/ 2%PEIL S: 5i0x 1,
3, 5: %0.01, 0.03, 0.05 nanoparticle incorporation ratios
For each sample, means with different letters within each
column are significantly different (P <0.05)

PSF/PEI/SiO, Membranlarin Filtrasyon
Akisi1
SiO2  nanopartikil  ilavesinin ~ PSF/PEI

membranlarin  performanst tzerindeki etkisi,
sonlu filtrasyon sistemi kullanilarak saf su akisi
acisindan  analiz edilmistir. Agirlikea  %0.01;
%0,03 ve %0.05 oraninda SiO, nanopartikiil
ilavesi ile hazitlanan nanokompozit PSF/PEI UF
membranlarin saf su aki degerleri Sekil 3’te
gosterilmektedir.  Yalnizca PSF  kullanilarak
hazirlanan membranin (UF1) saf su akist 24
I./m2sa  olarak  belitlenmisken, PSF/PEI
kullanilarak modifiye edilmis membranin (UF2)
saf su akist 192 L/m?a gibi oldukca yuksek
degerlerde olup, artis gOstermistir.
Makromolekiiler yapida olan PEI, membranin ana
malzemesi olarak kullanilan polimerlerle reaktiflik
gostermedigi icin por boyutlarinin  artmasin
saglamaktadir (Sun vd., 2011). Chiang vd. (2009)
bu ¢alisgmada elde edilen sonuclara benzer sekilde,
PEI kullanilanarak modifiye edilen membranlarin
buyik por boyutuna ve dolayisiyla yiksek
filtrasyon akisina sahip oldugunu géstermislerdir.

700
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Sekil 3. PSF/PEI ve SiO; nanopartikiilii iceren nanokompozit UF membranlarin saf su akilar1.
(TMP=5,4 bar, T= 2515°C). UF2:%20PSF/%2PEI; S:SiO»; 1, 3, 5: %0.01, 0.03, 0.05 membran
matrisine ilave edilen nanopartikiil orant
Figure 3. Pure water flux values for PST/ PEI and SiO nanoparticle incorporated nanocomposite UF mentbranes
(IMP=5.4 bar, T= 2515°C). §: §i02 1, 3, 5: 0.01, 0.03, 0.05 wt% nanoparticle incorporation ratios

Sekil 3’te de goriilecegi gibi, nanopartikil ilavesi
genellikle PSF/PEI membranlarin  saf  su
akislarinda artiga neden olmustur. En ytksek akt
degeri, %0.01 oraninda SiO» nanopartikiil ilave

edilerek tretilen membran (UFS1) kullanildiginda
elde edilmistir (514+15 L/m?sa).

Literatiirde SiOz nanopartikil ilavesinin membran
performanst Uzerindeki etkisini aragtiran gesitli



Elma suyu berraklastirmada nanokompozit membran kullanimi

calismalar bulunmaktadir. Hosseini vd. (2018),
farkli konsantrasyonlarda SiO; iceren PVA
(polivinil alkol) membranlarin saf su akisin
incelemis ve SiO2 nanopartikiili  iceren
membranin saf su akisinin, saf PVA membranin
saf su akisindan daha yiksek oldugunu
belirtmislerdir. Sun vd. (2018) de SiO»
nanopartikil ilavesinin membranin saf su akisint
artirdigint belirtmislerdir.

Elma Suyunun PSF/PEI/SiO; Membranlatla
Berraklagtirilmasi

SiO2 nanopartikil ilavesi ile Gretilmis yeni nesil
PSF/PEI/SiO,  nanokompozit —membranlar

kullanilarak elde edilen berrak elma suyu
Orneklerinin  renk, bulaniklik ve toplam suda
¢ozinlr kuru madde sonuglart Cizelge 3’te
gOsterilmistir. Bu calismada elde edilen berrak
elma suyu 6rneklerinin yant sira DShler Gida San.
A.S’den temin edilen bulanik ve berrak elma suyu
Orneklerine ait sonuclar da Cizelge 3’te verilmistir.
SiO2  nanopartikil  kullandarak  modifiye
edilmemis membranlardan elde edilen meyve
sulartnin, modifiye edilmemis membranlardan
elde edilen berrak meyve suyuna gore daha yitksek
renk ve suda ¢6ziintir kuru madde ve daha dusiik
bulaniklik  degetlerine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Cizelge 3.Elma suyu 6rneklerinin renk, bulaniklik ve toplam suda ¢6zinir kuru madde madde igerigi
Table 3. Color, turbidity and total soluble solid content of apple juice samples

Suda ¢6zinir kuru

Membran Renk Bulan}k}lk madde madde
Color Turbidity .
Membrane (PtCo) (NTU) Total soluble solid
(°Brix)
UF1 424+5a 12.242d 11.4%0.1a
UF2 628£8b 7.4%1¢ 12.8%0.2b
UFS1 660%+10¢ 4.6x2b 13.6£0.2b
UFS3 63419¢ 6.3%2bc 13.4%0.7b
UFS5 652194 5.9%1be 13.0%0.5b
S2 754+7¢ 0.34%0.32 16.220.6¢
S1 - 478+12¢ 16.5%0.6¢

UF1: %20 PSF; UF2: %20PSF/%2PEL S: SiOy; 1, 3, 5: %0.01, 0.03, 0.05 membran matriksine ilave edilen

nanopartikil orani

S2: Déhler San. A.S.’den temin edilen berrak elma suyu. S1: Déhler Gida San. A.S.’den temin edilen bulanik

elma suyu

Ayne siitundaki farkls harfler, Grnekler arasinda istatistiksel olarak farklilik oldugunn gostermetkedir (P <0.05)

UF1: 20% PSF; UF2: 20%PSF/2%PEIL S: $i0 1, 3, 5: %0.01, 0.03, 0.05 nanoparticle incorporation ratios
S2 (Dibler Inc.): clarified apple juice from Dibler Inc. ST (Dobler Inc.): turbid apple juice from Dibler Inc
For each sample, means with different letters within each column are significantly different (P <0.05)

Renk, elma suyu icin tiiketicinin kalite algisint
etkileyen 6nemli bir parametredir. Déhler Gida
San. A.S’den temin edilen bulanik elma suyu
ornegi (S1), spektrofotometrik Slgiim sirasinda
yaniltict sonuglara neden olabilecek yiksek
konsantrasyonda askida katt madde igermesi
nedeniyle renk analizinin disinda tutulmustur.
SiO2 nanopartiktli kullanilarak modifiye edilen
membranlardan elde edilen berrak elma suyunun
saf PSF ve PSF/PEI membranlara gore daha
yuksek renk yogunluguna sahip olduklar
gbzlemlenmistir. SiO; nanopartikdl ilavesi ile

modifikasyonun, membranlarin porozite ve por
buytkligi 6zelliklerinin artmasina neden olarak,
membranlarin gecirgenligini artirdigi ve daha fazla

renk pigmentinin gecisini sagladigt
distuntlmektedir.
Yeni nesil PSF/PEI/SiO; nanokompozit

membran kullanilarak elde edilen berrak meyve
suyu Ornekleri arasinda, en yitksek renk yogunlugu
(660 Pt-Co) %0.01 oraninda SiO2 nanopartikiilii
ilave  edilerek dretilen membran (UFS1)
kullanilarak elde edilmistit. Ancak bu deger
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Dohler Gida San. A.S.’den temin edilen berrak
elma suyuna gére daha disik bulunmustur.

Dohler Gida San. A.S.’den temin edilen bulanik
elma suyu 6rneginin (S1) bulaniklik degeri 478
NTU olarak  olcilmistir. PSF/PEI/SiO,
nanokompozit ~ membran  uygulamast  ile
beklendigi gibi, elma suyu 6rneklerinin bulaniklik
degerleri 6nemli Ol¢ide azalmustir. Elde edilen
berrak elma suyu 6rneklerinin bulaniklik dl¢tim
sonuclart  kiyaslandiginda SiO, nanopartikiili
kullanilarak modifiye edilmis membranlardan elde
edilen Orneklerin, yalnizca PSF  kullanilarak
hazirlanan membran (UF1) ve PEI kullanilarak
modifiye edilmis membran (UF2) kullanilarak
elde edilen elma suyu 6rneklerine gbre daha diisitk
bulaniklik degerine sahip olduklari
gozlemlenmigtir. Bu, nanopartikill ile modifiye
edilmis membranlarin daha iyi tutma 6zelligine
sahip oldugunu go6stermektedir. Bu sonuglara
benzer olarak, Ngo vd. (2016) TiO» nanopartikiil
eklenmesi UF membranlaranin tutma kapasitesini
artirdigini bildirmigtir. Bruijn vd (2003)’ne gore
ticari elma suyu Orneklerinin bulaniklik degeri 5
NTU’dan az olmahdir. UFS1 kullanilarak elde
edilen berrak elma suyu Orneginde 4.6 NTU
degeri ile bu sinirin altinda sonug¢ elde edilmistir.
Ancak, bu deger Déhler Gida San. A.S.’den temin
edilen berrak elma suyu 6rnegi (0.34 NTU) ile
karsilastirildiginda  daha  yitksektir. Bagka bir
calismada  ticari membran  (Carbosep®)
kullanidarak  berraklastirilmis  elma  suyunun
tirbiditesi 1.8 NTU olarak bulunmustur (De
Bruijn vd., 2003).

Toplam suda ¢oziintr kuru madde igerigi S1 ve S2
icin sirastyla 16,5 °Brix ve 16,2 °Brix olarak
belirlenmistir. Utetilen PSF/PEI/SiO»
nanokompozit UF membranlar kullanilarak
berraklastirilan 6rneklerin tamami, S2 6rnegine
gore disik toplam suda ¢6ziinlir kuru madde
icerigine sahiptir. Bununla birlikte, butiin 6rnekler
ticari sartnamede belirtilen berrak elma suyu
toplam suda ¢6zinir kuru madde icerigine
(210°Btix) sahiptit (De Bruijn vd., 2003). Elde
edilen berrak elma suyu 6rnekleri, arasinda, %0.01
oraninda SiOz nanopartikiliilave edilerek tretilen
membran (UFS1) kullanilarak elde edilmis berrak
elma suyu 6rnedi 13,6 °Brix degeri ile en yuksek

suda ¢6ziniir kuru madde igerigine sahiptir. Bu
sonuglara benzer olarak, Pap vd. (2012), membran
filtrasyonuna tabi tuttuklart siyah frenkiizimi
suyunun toplam suda ¢ozlintr kuru madde
miktarinin - 15°Birx’den  14°Brix’e  dustugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica, Gulec vd. (2017) g
farkli UF membran (US100, UH050 ve UC030)
kullanarak ~ berraklastirdiklart  elma  suyu
Orneklerinin toplam suda ¢6ziinir kuru madde
iceriginin 11.9 °Brix’den, strasiyla 9, 8,8, 9,7
°Brix’e dustuguni belirtmiglerdir.

SONUC

Bu caligmada, SiO; nanopartikili kullanilarak
yeni nesil PSF bazli nanokompozit UF
membranlar Uretilmis ve bu membranlar sonlu
filtrasyon  sistemi  kullanilarak  elma  suyu
berraklastirmasi isleminde kullanilmustir. Uretilen
membranlarin performansi, hem membranlarin
fizikokimyasal &zellikleri acistndan hem de elde
edilen meyve suyu 6rneklerinin karakterizasyonu

gerceklestirilerek  elma suyu  berraklastirmast
acisindan  degerlendirilmistir.  Elde  edilen
membran  karakterizayon sonuglarina = gore

gozenek olusturucu olarak kullanilan polimer PEI
lavesi ile PSF membranin saf su akismin ve
hidrofilikliginin arttg1 tespit edilmistir. Saf PSF
mebrant icin 24 L/m?2a olan saf su aki degeri,
membran matrsine PEI ilavesi ile 192 L./m2sa
degerine ulasmustir. Ayrica, PEI ilavesi ile PSF
membranin temas a¢t degeri 96.6%den 88.4%%¢
dismistir. Uretilen PSF/PEI/SiO>
nanokompozit membranlar arasinda  %0.01
oraninda SiO; nanopartikill lave edilerek tretilen
membranin (UFS1) en yliksek hidrofiliklige (en
diisiik temas acist) ve saf su aki degerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Aynt zamanda, SEM
gorintileri de, PEI’nin ve SiO2 nanopartikiiliniin
membran matrisine tutundugunu ve membran
yizey ve yan kesit morfolojisinde olumlu
degisikliklere neden oldugunu géstermektedir.

Diger taraftan elma suyu karakterizasyon
sonuclarina  gére  membran  performansi
kiyaslandiginda, PSE/

PEI/%0.01SiO, membrani kullanilarak tretilen
berrak elma suyunun diger membranlara gore, en
iyi sonuglart verdigi ve 4.6 NTU bulaniklik, 660
Pt-Co renk ve 13.6 mg/L suda ¢ozinir kuru
madde sahip oldugu belitrlenmistir.
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Adacayt (Sakvia officinalis L.), bitkisel cay, baharat ve gida tatlandiricist olarak kullamilan, ¢ok sayida biyoaktif
bilesen iceren, [amiaceae familyasindan 6nemli bir tibbi bitkidir. Bu arastirmada, hidrodistilasyon ile adacay1
ucucu yaglart uzaklastirilip, arta kalan sulu kistm ve attk yapraklarin bilesimi incelenmistir. Kurutulmus
adagay1 yapraklart 1 ve 2 saat olarak hidrodistilasyon yontemi ile ekstrakte edilip arta kalan yapraklar tekrar
kurutularak sirastyla etil asetat ve etanol ¢ozgenleri ile Soxhlet ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Elde edilen
sulu (Hidrosol1, Hidrosol2), etanollii (Etanoll, Etanol2) ve etil asetath (Etilasetat], Etilasetat2) ekstraktlarin
toplam fenolik ve flavonoid icerikleri, a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri, DPPH, ABTS ve B-karoten
agartma metotlar1 kullanilarak antioksidan aktiviteleri kolorimetrik olarak belirflenmistir. Test edilen
ekstraktlar arasinda toplam fenolik madde miktar1 (60.63 mg GAE/g), toplam flavonoid miktart (40.23 mg
KE/¢g), radikal sipurme gici (DPPH (95.00 mg TEAC/g) ve ABTS (92.00 mg TEAC/g)) acisindan en
yiksek deger 2 saat hidrodistilasyon sonucu elde edilen Hidrosol2 drnegine ait bulunurken en yiliksek
antidiyabetik aktivitenin ICso (1.32) Etil asetat] rnegine ait oldugu belitlenmistir.

Anahtar kelimeler: Adacay, ekstraksiyon, fenolik, antioksidan, antidiyabetik

DETERMINATION OF THE BIOACTIVE POTENTIALS OF SAGE (SALVIA
OFFICINALIS1.) BY PRODUCT AFTER REMOVAL OF ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

Sage (Salvia officinalis 1..) is an important medicinal plant of the Lamiaceae family, which is contains
many bioactive components and is used as herbal tea, spice and food seasoning. In this study, the
essential oils of sage were removed by hydrodistilation and the composition of the remaining residual
floral water and waste leaves were investigated. Dried sage leaves were extracted with
hydrodistillation method for 1 and 2 hours and the remaining leaves were dried again and subjected
to Soxhlet extraction first with ethyl acetate and then ethanol. Total phenolic, flavonoid contents, «-
glucosidase inhibition activities and antioxidant activities by using DPPH, ABTS, and {-carotene
methods in aqueous (Hydrosoll, Hydrosol2), ethanolic (Ethanoll, Ethanol2) and ethyl acetate (Ethyl
acetatel, Ethyl acetate2) extracts were determined by colorimetric methods. Among the different
extracts tested, Hydrosol2, obtained from 2 h distillation, displayed the highest scores in terms of the
total amount of phenolics (60.63 mg GAE/¢g), the total flavonoid content (40.23 mg CE/g), radical
scavenging power (DPPH (95.00 mg TEAC/g) and ABTS (92.00 mg TEAC/g)), while the highest
antidiabetic activity (as ICso value) was determined in Ethyl acetatel sample as 1.32.

Keywords: Sage, extraction, phenolic, antioxidant, antidiabetic
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GIRIS
Thrkiye, zengin florast ile bircok tibbi ve aromatik
bitkiye ev sahipligi yapmaktadir. Insanligin var
olusundan beri, bitkiler bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmustir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), diinyada yaklasik 4 milyar insanin saglik
sorunlarini ilk etapta bitkisel ilaglarla gidermeye
calisttklarini - bildirmektedir  (Faydaoglu  ve
Surtictioglu, 2011). Bitkilerin dretti§i primer ve
sekonder metabolitler ila¢ endistrisinin en temel
bilesenleridir. Tibbi ve aromatik bitkiler cok
buyik bir sinifi kapsamakta ve genel olarak
binyelerinde bulundurduklart etken madde,
kullanim alan1 ve farmakolojik etkilerine gore
siniflandirlmaktadirlar - (Bayram  vd.,  2010).
Adacayr  (Salvia  officinalisy  Ballibabagiller
(Lamiaceae) familyasina ait hos kokulu, tek, iki veya
cok yillik otsu veya calimst bitkilerdir. Ugucu
yaglar, alkoloider ve tanenler bitki biinyesinde
bulunan etken maddelerin bazi 6nemli gruplaridir
(Senkal vd., 2016). Salvia officinalis bitkisinin
yapraklari, cicekleri ve ucucu yagt kullanilan
kistmlaridir.  Yapraklarda bulunan salgi tiiyleri
ucucu yaglarin yogun olarak bulundugu kisimdir
ve yag orant % 0.5-2.5 araligindadir. T1bbi adagay1
ucucu yaginin en 6nemli bilesenleri a-tuyon, [3-
tuyon, 1,8-sineol ve kamfordur. Ugucu yagin -
tuyon orant % 1-45, B-tuyon orant % 1-40 ve
kamfor orant % 0.4-44 olarak belirlenmistir
(Basyigit ve Baydar, 2017). Adagayr icerdigi
flavonoid, fenolik glikozit, fenolik asit tirevleri ve
ucucu yag bilesenleri sayesinde antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellik gdstermektedir (Torun vd.,
2008; Emir Coban ve Patir, 2010). Yiritilen
calismalarda adacayr antioksidan Gzelliginin,
karnosik  asit, rosmarinik  asite ilaveten
flavonoidler, terpenler ve fenolik asitlerden
kaynaklandigi bildirilmistir (Lu ve Yeap Foo,
2001).

Adacayi, gerek geleneksel demleme yOntemiyle
gerekse siizen poset seklinde bitkisel ¢ay olarak
titketimine ek olarak ugucu yaglart da ayrildiktan
sonra degisik amaclarla da kullanian bir triindur.
Ancak ucucu yag uzaklastrildiktan sonra arta
kalan kisim biyolojik 6neme sahip fenolik madde,
aminoasit ve monosakkarit tiirevleri icermektedir
(Torun vd., 2008). Sulu kistmda bulunan
materyaller biyolojik olarak aktif bilesikler

olduklari i¢in atik olarak degil gida, ila¢, kozmetik
gibi  sektorlerde  yardimct  madde  olarak
degerlendirilmeye uygun gbzikmektedir. Bu
calisma ile, adacayt ucucu yaglar alindiktan sonra
arta kalan sulu kismin ve atik yapraklarin biyolojik
potansiyelinin belirlenmesi ama¢lanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan adacayr (Safia L.) ulusal
capta bayilikleri bulunan Arifoglu firmasindan
kuru  formda temin  edilmistir.  Bitkisel
materyaldeki kusurlu yapraklar ayiklanmis ve
saplarindan ayrilarak kullanilmistur.

Bitkisel Materyalin Ekstraksiyonu

50 g adagayt yapragt tzerine 500 mL saf su
cklenerek Clevenger diizeneginde 1 ve 2 sa
hidrodistilasyon  islemi  uygulanarak  sulu
ckstraktlar (Hd ve Hdy) elde edilmis ve hacimleri
saf su ile 350 mL’ye tamamlanmustir. Elde edilen
retant (adacayr yapraklar)) 50 °Cde etiivde
kurumaya birakilmistir. Kurutulmus yapraklardan
25 g tartilip tizerlerine 250 mL etil asetat (EtAc)
¢bzgeni ilave edilerek Soxhlet cihazinda 6 sa
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Etil asetat
¢ozgeni kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
sonrast elde edilen kalintt yapraklar ettivde tekrar
kurutulmus ve 25 g kalint1 tizerine 250 mL etanol
(EtOH) ¢6zgeni ilave edilerek Soxhlet cihazinda 6
sa  ckstraksiyon islemine tabi  tutularak
stizilmistir (Tsimogiannis vd., 2017). Alinan
ekstraktlardaki etil asetat ve etanol doner
evaparatorde ugurularak son hacimleri etil asetat
ve etanol ile 50 ml’ye tamamlanmistir.
Ekstraksiyon prosediirii akis semast Sekil 1’de
gOsterilmistir.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik madde icerikleri
(TFMM) Folin-Ciocalteu fenol ayiract kullanilarak
Singleton ve Rossi., (1965) tarafindan tanimlanan
Li vd. (2000) tarafindan modifiye edilen metot ile
belitlenmistir (Ii vd., 2006). Folin-Ciocalteu fenol
ayiract (2 mL), 6rnek (0.4 mL) veya standart gallik
asit ¢ozeltileri (0.4 mL) ve % 7.5 Na,COj3 ¢ozeltisi
(1.6 ml) karstirllip, oda sicakliginda 1 sa
bekletildikten sonra 765 nm dalga boyundaki
absorbanslari 6l¢iilmis ve sonuglar mg gallik asit
esdegeti (GAE)/g 6rnek olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 1. Ekstraksiyon prosediirii akis semasi
Figure 1. Flow chart of extraction procedure

Toplam Flavonoid Tayini

Orneklerin  toplam  flavonoid miktar (TFM)
analizi Zhinsen vd. (1999) metodu temel alinarak
yapilmustir (Zhishen vd., 1999). Saf su (4 mL)
bulunan tiiplere ekstrakt (1 mL) ve %5’lik NaNO»
(0.3 mL) ilave edilerek 5 dk beklenmistir. Bekleme
sonunda %10’luk AICI5 (0.3 mL) eklenip 6. dk’da
1 M NaOH (1 mL) ile kanstirildiktan sonra
hacimler saf su ile 10 ml’ye tamamlanmistir.
Pembe renkli bir karisim elde edilmis ve
absorbans degerleri 510 nm’de
spektrofotometrede okunarak toplam flavonoid

miktarlart belirlenmistir. Sonuglar mg katesin
esdegeri (KE)/g 6rnek olarak ifade edilmistir.

Antioksidan Aktivite
DPPH ile Antioksidan Aktivite Analizi
Orneklerin antioksidan aktivitesinin

belitlenmesinde  DPPH  radikali kullanilmustir.
Singh vd. (2002) tarafindan gelistirilen, Cam vd.
(2009) tarafindan dizenlenen metot tetcih
edilmistir  (Cam vd., 2009). Metanol icerisinde
¢cozindirilen 0.1 mM DPPH (3.9 mL) tiplere
aktarilarak tizerine ekstrakt (0.1 mL) eklenip 30 dk
karanlik ortamda bekletilerek stire sonunda 517
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nm dalga boyunda absorbans  degerleri
okunmustur. Orneklerin  radikal siipiirme
aktiviteleri % olarak hesaplanip, sonuglar mg
trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)/g
ornek olarak verilmistir.
ABTS Metoduyla
Analizi

Orneklerin antioksidan aktivite tayini ABTS
radikal katyonu kullanilarak Re vd. (1999)
metoduna gore yapmistir (Re vd., 1999). ABTS*
stok ¢Ozeltisi hazirlanarak fosfat tamponu ile
seyreltilip 734 nm dalga boyunda absorbansi
0.7’ye ayarlanmistir, 2 mL hacimli kiivetlere 6rnek
(20-40-60-80 uL, kor ¢ozelti i¢in 20 pl. tampon)
ve ABTS* (2 mL) eklenerek karanlik ortamda 6 dk
bekletildikten sonta 734 nm’de absorbanslar
okunmugtur. Orneklerin % inhibisyon degetleri
hesaplanip, mg trolox esdegeri antioksidan
kapasite (TEAC)/g ornek  seklinde ifade
edilmistir.

B-karoten Agartma Testi ile Antioksidan
Aktivite Analizi

Adacayindan alinan ekstraktlarin  antioksidan
aktivite (AA) analizi Singh vd. (2002) metoduna
gore yapilmistir (Singh vd., 2002). Sonuglar % AA
seklinde belirtilmigtir. Metot uygulanirken ilk
olarak B-karoten (0.2 mg), linoleik asit (20 mg) ve
tween-40 emtlgatéri (200 mg) kloroform (0.2
ml) icinde ¢6ziindurtlip, kloroform azot akimi
altinda uzaklastirlarak hacmi 15 mI’ye oksijenli
su ile tamamlanarak (-karoten emilsiyonu
hazitlanmistir.  Koér  ¢bzelti  hazirlamak  icin
solisyon  asamasindaki islemler  B-karoten
olmadan saf su (0.2 mL) ile tekrarlanmistir. Farklt
konsantrasyonlarda (Hdi, Hd, 500 ve 1000 mg/1;
EtAci, EtAc, 50 ve 200 mg/l; EtOH;, EtOH,
ornekleri ise 750 mg/1) ekstraktlar hazirlanmistur.
Kontrol ¢ozeltisi icin saf su (0.2 mL) ve 6rnekler
igin ekstraktlar (0.2 mlL) tiplere alnarak
Uzerlerine  B-karoten emdlsiyonu (4 mlL)
eklenmistir. 470 nm dalga boyunda kor ¢ozeltiye
karst baslangic absorbans degerleri Slctlerek 50
°Clik su banyosuna yetlestirilen Orneklerin
absorbanslart her 10 dk’da bir okunmustur. % AA
degeri asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

An _At
o~ At

Ay: Ornegin baslangi¢ absorbanst

Antioksidan Aktivite

A: Ornegin 120 dk inkiibasyon sonundaki
absorbansi

Ay Kontrolin baglangic absorbanst

AY: Kontrolin 120 dk inktbasyon sonundaki
absorbansi

Alfa-Glukozidaz Aktivite Testi

Orneklerdeki fenolik maddelerin alfa-glukozidaz
enzimi Uzerine etkisi McDougall vd. (2005)
tarafindan olusturulan
enzimatik/spektroforometrik ~ metoda  gore
belitlenmistir (McDougall vd., 2005). Orneklerin
enzimi inhibe etme durumlari, enzimin aktivitesini
% 50 oraninda inhibe eden fenolik bilesik
konsantrasyonu 1Cs seklinde belirtilmigtir. pH’st
6.8 olan 67 mM’lik KH,POy ¢ozeltisi (Reaktif A),
3 mMlk a-glukozidaz enziminin ¢alismasint
saglayan glutathione c¢ozeltisi (Reaktif B), 10
mM’lik substrat p-nitrofenil-a-D-glukozit
cozeltisi (Reaktif C), 0.1 M’lik Na,COj; ¢Ozeltisi
(Reaktif D) ve toplamda 750 tnite a-glukozidaz
enzimi  bulunan  standarttan 0.4  Unite
hazirflanmustir. Su banyosu 37 °Clye sitilarak
deney tiipleri su banyosuna yerlestirilmistir.
Thuplere 6rnek, kontrol ve kér numuneler olmak
lzere ¢Ozeltiler sirastyla eklenmistir. 400 nm dalga

boyunda  spektrofotometrede  absorbanslar
okunmus ve %  inhibisyon  degetleri
hesaplanmustir.

Istatistiki Analiz

SPSS (IBM, Statistics 22, New York, ABD)
istatistik bilgisayar programi sonuglart analiz
etmek amaciyla kullanilmis ve bagimsiz iki
Orneklem t testi analizi ile iki grup arasindaki
farkliliklar karsilagtirlarak, sonuglar ortalama =+
standart sapma seklinde verilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Adacayr bitkisinden ilk olarak alinan ekstrakt,
Clevenger diizenegi ile 1 ve 2 sa siirelerde
distilasyon islemi sonucunda elde edilen hidrosol
(Hd) ornegidir. Retant kismu sizilip etivde
kurutulup 6gitildikten sonra Soxhlet cihazinda
sirast ile etil asetat ve etanol ile ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Soxhlet cihazinda etil asetat ile ilk
alinan ekstrakt EtAc, etanol ile alinan ekstrakt
EtOH olarak isimlendirilmistir.
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Adagayindan farkli ¢ézgen ve yontemlerle elde
edilen ekstraktlarin TFMM degerleri gallik asit

esdegeri (GAE), TFM degetleri katesin esdegeri
(KE) cinsinden Cizelge 1’de verilmistir.

Gizelge 1. Ekstraktlarin Toplam Fenolik ve Flavonoid madde miktarlart
Table 1. Total Phenolic and Flavonoid content of extracts

Ornekler* TFMM(mg GAE/g 6rnek) TFM(mg KE/g 6rnek)
Samples* TEMM(mg GAE/ g sanmples) TEM(mg CE/ g samples)
Hdi 50.15* + 6.67 31.722 = 2.45
Hd: 60.63* + 8.49 40.23++ 8.16
EtAc 18.412 £ 2.08 32.83++ 2.89
EtAc, 16.712 £ 1.67 30.69+ + 3.36
EtOH; 1.27+ £ 0.19 1.112 £ 0.23
EtOH, 1.192 £ 0.82 1.18 + 0.48

*Hdi, Hdz: Clevenger cihazinda su ile 1 ve 2 saat distilasyon islemi sonrast elde edilen ekstraktlar; EtAci, EtAcx:1
ve 2 saat kalintilarinin Soxhlet cihazinda etil asetat ile elde edilen ekstrakti; EtOH;, EtOH,: 1ve 2 saat kalintilarin

Soxhlet cihazinda etanol ile elde edilen ekstrakti.

TFMM: Toplam Fenolik Madde Miktari, TEM: Toplam Flavonoid Miktar, GAE: Gallik Asit Esdegeri, KE: Katesin
Esdegeri. Her ekstrakt grubu kendi icerisinde degerlendirilmistir ve aynt siitun icerisindeki farklt harfler 6rnek

ortalamalari arasinda fark oldugunu belirtmektedir, P <0,05

*Hdy, Hdo: Exctracts obtained after 1 and 2 hours of distillation with water in Clevenger apparatus; EtAc;, EtAcsextracts of 1and
2 hours residues obtained with ethyl acetate in Soxhlet apparatus; EtOH;, EtOH.: extracts of Tand 2 hour residues from ethano!
obtained in Soxchlet apparatus. TEMM: Total Amount of Phenolic Substance, TEM: Total Flavonoid Amount, GAE: Gallic Acid
Equivalent, CE: Catechin Equivalent. Each extract group was evaluated in its own and different letters in the same column indicate

a difference between the sample means, P <0.05

Ekstraktlar arasinda toplam fenolik madde
miktar1 en fazla olan 2 sa hidrodistilasyona tabi
tutulan Hd> (60.63 mg GAE/g) 6rnegidir. TEFMM
agistndan Hd> Ornegini sirastyla Hdi, EtAcy,
EtAc;, EtOH; ve FEtOH: o6rnekleri takip
etmektedir. Bagimsiz iki Orneklem t testi
sonucuna gore ekstrakt ortalamalart arasinda
o6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir yani
uygulanan ekstraksiyon stireleri materyaldeki
toplam fenolik madde miktari iizerinde anlamlt bir
etkiye sahip degildir. Literatiirdeki mevcut
calismalar  incelendiginde, c¢ogu  calismada
adagayinin kendisinin kullanddigi goriilmektedir.
Etil asetat, metanol, etanol, su, dietil eter ve
hekzanin  ¢6zgen olarak  kullanidigr  farkls
calismalarda adagayr toplam fenolik madde
miktart 10.06-64.98 umol GAE/g (Kogak vd.,
2016); 14.54-30.80 mg GAE/g (Basyigit ve
Baydar, 2017); 33.83-114 mg GAE/g
(Jeshvaghani vd., 2015); 4.27-161 mg GAE/g
(Farhat vd.,2013); 4.25-5.95 mg GAE/g (Roby
vd., 2013); 265.8-370.32 mg GAE /g (Mattins vd.,
2015);3.03-126, 57-392 mg GAE /g (Erdogan vd.,
2013) olarak belirlenmistir. Literattir
incelendiginde  kullanilan  bitkisel ~materyale,

solvent  tipine,  ekstraksiyon  metoduna,
ekstraksiyon siiresine, sicakligina ve birgok etkene
baglt olarak bitkilerin toplam fenolik madde
miktarlart genis bir yayilim araligr géstermektedir.

Toplam flavonoid miktart incelendiginde fenolik
madde miktari tayinindeki gibi en ytksek deger
Hd, 6rneginde goézlemlenmistir. Hda 6rnegini
strastile EtAci, Hdi, EtAc,, EtOHo takip etmis ve
en dustik deger EtOH; 6rneginde belirlenmistir.
Uygulanan islem siireleri toplam flavonoid
miktarini etkilemezken kullanilan solvent tipi ve
islem sirast miktar Uzerinde oldukca etkili
olmustur. Farkli adacayr titlerinin = sirasiyla
diklorametan, etil asetat ve etanol ile
ekstraksiyona tabi tutuldugu calismada TFM etil
asetatll Orneklerde 30.11-206.23 mg KE/g,
etanolli  6rneklerde  8.29-108.78 mg KE/g
arahiginda beliflenmistir  (Erdogan vd., 2013).
Calismamizda adagayt yapraklari diklorametan
yerine saf su kullanilarak, sirasi ile etil asetat ve
etanol ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
Etl asetatll Orneklerde elde ettigimiz degerler
Erdogan vd. (2013)’in buldugu sonuglar ile benzer
araliktadir. Mevcut ¢alismalar incelendiginde farklt
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¢ozgen ve ckstraksiyon yoéntemleri kullanilarak
adacayr flavonoid icerigi 1343.48-3060.02 mg
KE/100 g kuru madde (Yagctoglu, 2015); 6.99-
754 ¢ KE/100 g ornek (Zekovi¢ vd., 2017)
araliklarinda belirlenmistir. Yagcioglu (2015) farkls
ckstraksiyon metotlarinin adagayinin antioksidan
kapasitesi Uzerine yapmis oldugu calismada
adacayina uygulanan islem siiresi ve etanol

calismada, etanolli ekstraktlarin TFM dusik
olmasinin  sebebi Ug¢lnci  kez ekstraksiyon
yapilmasina, sulu ekstraksiyondan sonra tekrar 1sil
islem uygulanmasina ve ¢Ozgen olarak sadece
etanol kullanilmasina baglanabilir.

Ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri DPPH ve
ABTS testleri ile belitlenmistir ve Cizelge 2’de

miktarindaki artiggtn  TFM  azalmaya sebep
oldugunu gézlemlemistir (Yagcioglu, 2015). Bu

verilmistir.

Cizelge 2. Ekstraktlarin TEAC degerleri
Table 2. TEAC values of extracts

Ornekler* DPPH testi ABTS testi
Samples* mg TEAC/g 6rnek mg TEAC/g 6rnek
mg TEAC/ g samples mg TEAC/ g samples
Hd, 71.96* + 4.06 7737+ + 1.84
Hd, 95.64> = 14.72 92.85> + 14.71
EtAc 15.772 £ 1.72 25.65+ + 2.34
EtAc, 15.400+ 2.14 24.83* £ 3.56
EtOH; 23721 0.37 246+ +1.05
EtOH, 217:£ 0.34 245 £ 0.74

*Hdi, Hdz: Clevenger cihazinda su ile 1 ve 2 saat distilasyon islemi sonrast elde edilen ekstraktlar; EtAci, EtAcx:1
ve 2 saat kalintilarinin Soxhlet cihazinda etil asetat ile elde edilen ekstrakti; EtOH;, EtOHy: 1 ve 2 saat kalintilarin
Soxhlet cihazinda etanol ile elde edilen ekstraktt. TEAC: Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite, DPPH:2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl, ABTS: 2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid). Her ekstrakt grubu kendi
icerisinde degerlendirilmistir ve ayni siitun icerisindeki farkli harfler 6rnek ortalamalari arasinda fark oldugunu
belirtmektedir, P <0,05

*Hdy, Hdo: Exctracts obtained after 1 and 2 hours of distillation with water in Clevenger apparatus; EtAc;, EtAcoextracts of 1and
2 hours residues obtained with ethyl acetate in Soxhlet apparatus; EtOH,, EtOH>: extracts of Tand 2 hour residues from ethanol
obtained in Soxhlet apparatus. TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazy, ABTS:
2,2"-Azgino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid. Each extract group was evaluated in its own and different letters in the same
column indicate a difference between the sample means, P <0.05

DPPH testi sonugclarina gére Hds ekstrakti en
yiksek antioksidan aktiviteyi sergilerken en diisiik
deger EtOH, ekstraktinda g&zlemlenmistir.
Literatiirde, adacay1 ECso (Radikali %50
indirgeyen etkin konsantrasyon) degeri, 3.37-
77.07 ug TEAC/mL (Farhat vd., 2013); 181.0-198
ug/mL  (Jeshvaghani vd., 2015); 1147 pg
TEAC/mL (Bayan ve Geng, 2016) ve 20.7-49.7
pug TEAC/mL (Tepe vd., 2006) araliklarinda
belirlenmistir. Diger calismalarda Kocak vd.
(2016), adagayr antioksidan aktivitesini DPPH
testi ile gerceklestirmis ve degerlerini 5.93-54.71
pwmol TEAC/g (Kocak vd., 2016); Yagcioglu,
439-509 mg TEAC/100 g kuru madde araliginda
belirlemislerdir  (Yagcioglu, 2015). Yagcioglu
tarafindan  yapilan  ¢alisma  ile,  etanol

konsantrasyonunun artirilmasinin  antioksidan
kapasite tizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu
belirtilmistir. Bu baglamda ¢alismamizdan elde
edilen  EtOHli  6rneklerin  antioksidan
kapasitesinin distk olmasi benzerlik
gostermektedir.  Etanolli  ve etil asetath
ekstraktlara Soxhlet cihazinda 6 sa sl islem
uygulanmasi  adacayt  binyesinde  bulunan
antioksidan bilesiklerde degredasyona sebep olup
antioksidan  degerlerinde  azalmaya  sebep
olabilecegi g6z Oniine alinmast degerlerin dusiik
olmasint  agiklayabilir. ~ Ornek  degetleri
incelendiginde 1 sa ve 2 sa ekstraksiyon islem
strelerinin EtAc ve EtOH’lt 6rneklerde herhangi
bir farkliliga sebep olmadigt ifade edilebilir.
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Ekstraktlarin ABTS testi sonugclart
hesaplandiginda en yitksek ABTS degerine Hds
Orneginin sahip oldugu goriilmektedir. Hdy ve
Hd: ekstraktlarinin ABTS degerleri incelendiginde
ortalamalari arasindaki fark istatistik olarak
anlaml bulunmusgtur (P <0.05). En yiksek TEAC
degerine sahip Ornek Hdz olmugtur. 2 sa
distilasyon isleminin 1 saatlik isleme gore
antioksidan 6zellige sahip bilesenlerin su formuna
gecisinde  daha  etkili  oldugu  sonucu
cikarilabilmektedir. DPPH metodu ile antioksidan
aktivite tayininde de paralel sekilde en yiiksek
antioksidan kapasite Hda, en az EtOH, 6rnegine
aittir. Bir 6rnegin TEAC degeri ne kadar yiiksek
ise antiokidan kapasitesi de o kadar ytksektir.
Bitkisel = materyallerin  antioksidan  icerigi
binyelerinde bulundurduklari fenolik maddelerin
konsantrasyonu ile iliskidir. Antioksidan etkiye
sahip olan adagayinin yapisindaki en Gnemli
fenolik Dbilesenler, karnosol, karnosik asit ve

rosmanoldir (Lu ve Yeap Foo, 2001). Genel
olarak, DPPH yo6ntemi, daha yiiksek stabiliteye
(ve dolayisiyla daha disik reaktiviteye) bagl
olarak ABTS yo6nteminden Trolox cinsinden daha
diisiik degerler saglar (Marecek vd., 2017). Bu
durumun, DPPH ve ABTS ile etkilesime giren
fenoliklerin farklt olmasindan kaynaklanabilecegi
dusuntlebilir.

Karotenoidlerin otooksidasyon yoluyla
renklerinde acilma meydana gelir. Bu renk
acilmasi radikallere hidrojen atomu veren
antioksidanlar tarafindan engellenebilir ve bu
amag dogrultusunda en stk kullanilan antioksidan
B-karotendir (Biiyiiktuncel, 2013). Orneklerin
konsantrasyonu, TFMM baz alinarak, Hidrosoller
500 mg/1ve 1000 mg/1, asetath 6rnekler, 50 mg/1
ve 200 mg/1, etanollt ekstraktlar 750 mg/1 olacak
sekilde hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
2, 3 ve 4’te verilmistir.

45 - 41.99 41.75
40 -
35 2936 -
30 - 2746 25.22 mHdl
< 25
. 58 | mHd2
To15 BHA
10 |
5 -
O 1 T T T 1
500mg/1  1000mg/l  50mg/l 150 mg/l
Ornekler
Samples

Sekil 2. Hidrosollerin 500 mg GAE/1 ve 1000 mg GAE/I'de ki % AA degetleri
Figure 2. % AA values of hydrosols in 500 mg GAE/ ! and 1000 mg GAE//

Hdi, Hda: Clevenger cihazinda su ile 1 ve 2 saat distilasyon islemi sonrasi elde edilen ekstraktlar, % AA: %
Antioksidan Aktivite, BHA: Butilhidroksianisol
Hd,, Hd: Extracts obtained after 1 and 2 hours of distillation with water in Clevenger apparatus, %o AA: %o Antioxidant
Activity, BHA: Butyatedlhydroxyanisol

500 mg GAE/l'de Hd: ile Hd,, 1000 mg
GAE/I'deki Hdiin % AA degerleri sentetik
antioksidan olan BHAs0 mg/’deki % AA degerine
yakindir. % 41.99 degerlerine sahip olan 1000 mg
GAE/lI'deki Hd» ekstraktinin % AA degeri
BHA150 mg/1 'nin % AA degerine yakin bir sonug
vermistir.

EtAci ve EtAc, 6rneklerinin % AA degerleri Sekil
3’te verilmistir.

50 mg GAE/I'de EtAc’in % AA degeri, sentetik
antioksidanin BHAs0 mg/’deki % AA degerine
yakin bulunurken EtAc> Ornegininki disik
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bulunmustur. BHA 150 mg/’nin % AA degeri ise 200
mg GAE/I'deki EtAcl ve EtAc: degetlerinin
arasinda bir degere sahip oldugu, 48.59 % AA
kapasite ile en yiksek degere sahip 6rnegin 200

mg GAE/Pdeki EtAc: 6rnegi  oldugu
belitlenmistir. 50 mg/l  ve 200 mg/l
konsantrasyonlar da hazirlanan  etil asetat

ekstraktlarinin verileri ile BHA verileri ANOVA

ve BHAsomgn arasinda Onemli fark olmadig
belitlenmistir. 200 mg/1 konsantrasyonlu 6rnekler
ve BHA % AA degerleri arasinda anlaml fark
yoktur yani, adacayr 200 mg/l konsantrasyonu
yapay antioksidan olan BHA ile ayni antioksidan
kapasiteye sahiptir.

Etanollii ekstraktalarin % AA degerleri Sekil 4’te

testi ile karsilastirdmustir. Uygulanan  analiz
sonucunda, 50 mg/1 konsantrasyona sahip EtAci

verilmistir.

60
5
50 - 48.59
41.75
40 36.8
:CC?)O 11306 25.22 BEtAcl
X 20 - 18.47 BEtAc2
mBHA
10 4
0 I T T T
50mg/l 200 mg/L 50mg/l 150 mg/l
Ornekler
Samples

Sekil 3. Etil asetath ekstraktlarin 50 mg GAE/1 ve 200 mg GAE/I’de ki % AA degerleri
Figure 3.% AA values of ethyl acetate extracts in 50 mg GAE/ ! and 200 mg GAE//
EtAcy, EtAcz: 1 ve 2 saat kalintillarinin Soxhlet cihazinda etil asetat ile elde edilen ekstraktlari, %AA: %
Antioksidan Aktivite, BHA: Butilhidroksianisol
EtAc;, EtAcy: Exctracts of 1 and 2 hours residues obtained with ethyl acetate in Soxhlet apparatus, Yo AA: %o Antioxidant
Activity, BHA: Butyatedihydroxyanisol

50 _
3879 4175
25.22 BEtOH1
mEtOH?Z2
HBHA
T T
750 mg/l 50mg/l 150 mg/1
Ornekler
Samples

Sekil 4. Etanolli ekstraktlarin 750 mg GAE/I’de ki % AA degerleri
Figure 4.% AA values of ethanol extracts in 750 mg GAE//
EtOH;, EtOHz: 1 ve 2 saat kalintilarin Soxhlet cihazinda etanol ile elde edilen ekstraktlati, %0AA: % Antioksidan
Aktivite, BHA: Butilhidroksianisol
EtOH,;, EtOH: Extracts of 1 and 2 hour residues from ethanol obtained in Soxhlet apparatus. Yo AA:% Antioxidant Activity,
BHA: Butyatedlhydroxyaniso!
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Ekstraktlarin % AA degerleri ile BHA nin % AA
degerleri karsilagtrildiginda 750 mg GAE/I’deki
EtOH; degerinin BHAs50 mg/1 degerine, EtOHY’
nin BHAs0 mg/’deki % AA degerine yakin oldugu
belirlenmistir. Kelen vd. (2008) farkli adacay
tirleri Uzerine yaptuklart c¢alismada % AA
degerlerini 81.1-92.4 araliginda bulurken, BHT %
AA degerini 96.6 olarak (Kelen ve Tepe, 2008);
Tepe yurittigh bir calismada (2008), adagay1
turlerinin =~ %  AA  degetlerini  54.42-77.03
araliginda, BHT nin % AA degerini ise 96.00
olarak belitlerken (Tepe, 2008) diger calismasinda
adacayr % AA degerini 29.02-69.2 araliginda,
BHT % AA degerini 96 olarak belirlemistir (Tepe
vd., 2006). Farkli konsantrasyonlarda ve farkls
¢oziciiler ile elde edilen adacay: ekstraktlarinda 8-

karoten agarma testi sonucu elde edilen sonuglar
Tepe’nin (2006) sonuglart ile karsilastirildiginda,
sentetik antioksidanlarin % AA degetleri ve
adacayr atig1 ekstraktlarmin % AA  degerinin
benzer oldugu séylenebilir.

Su, etil asetat ve etanol kullanilarak elde edilen
adacayr ekstraktlarinin a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi tayin edilmis ve sonuglar ICso olarak
ifade edilmistir. ICso degeri ne kadar dustikse
mevcut fenolik bilesigin etkinligi o kadar
yiksektir. 1Cso degeri enzim aktivitesini % 50
oraninda inhibe eden &rek konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Ekstraktlarin  ICso
degerleri Sekil 5’te verilmistir.

9 - 8.55
8 - o
37 6.66
3¢
23
U2 132 138
ol BN
0 - T T T
EtAcl  EtAc2 EtOH1 EtOH2
Omekler
Samples

Sekil 5. Orneklerin toplam fenolik madde miktarina gére ICso (g GAE/mL) degerleri
Figure 5. 1Cs (g GAE/ml.) values of samples according to total phenolic content
ICso:Enzim aktivitesini %50 inhibe eden fenolik madde miktari (ug GAE/mL), GAE: Gallik Asit Esdegeri,
EtAci, EtAca:1 ve 2 saat kalintilarinin Soxhlet cihazinda etil asetat ile elde edilen ekstrakti, EtOH,, EtOHy: 1ve 2
saat kalintilarin Soxhlet cihazinda etanol ile elde edilen ekstraktt
ICsy is the concentration of phenolics required to inhibit 50% of the engyme activity (ug GAE/mL), GAE: Gallic Acid
Eguivalent, EtAc;, EtAcy:Extracts of 1 and 2 hours residues obtained with ethyl acetate in Soxhlet apparatns; EtOH;, EfOH,:
exctracts of 1and 2 hour residues from ethanol obtained in Soxhlet apparatus

a-glukozidaz enzimini inhibe etmek icin gerekli
olan en yiksek konsantrasyonun 8.55 pug
GAE/mL degeriyle EtOH; 6rnegine ait oldugu
bulunmustur. En distk konsantrasyonun EtAc
ornegine ait oldugu belirlenmigtir. Bahadori,
adacayt metanolli  ekstraktinin  a-glukozidaz
enzimini % 50 inhibe etmek icin gerekli olan

konsantrasyonunu 18.9 pg GAE/mL (Bahadori
vd., 2015); Sen Arslan 0.14 mg GAE/mL (Sen
Arslan, 2017); Kalaycioglu, 17.6 ile 173 pg/mL
olarak belirlemislerdir (Kalaycioglu vd., 2018).
1Cs0 degeri kiiciildiikee antidiyabetik aktivite
artmaktadir. Sonuclar arasinda en duasik ICsg
degeri EtAci 6rnegine aittir. Orneklerin toplam
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fenolik madde miktarlar1 dikkate alindiginda en
yiksek TFMM EtAci 6rneginindir yani TFMM
arttikca antidiyabetik aktivite artmaktadir.

SONUC

Yaratilen bu calismada adacayr ucucu yaglart
alindiktan sonra geriye kalan atik kismin biyoaktif
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda adagayr yapraklart 1 ve 2
saatlik distilasyona tabi tutulup daha sonra
distilasyon kalintist yapraklara tekrar sirasi ile etil
asetat ve etanoliin ¢6zgen olarak kullanildigs ikinci
ve Uclnct ekstraksiyon islemi uygulanmistir.
Ekstraktlarin  toplam fenolik madde miktar,
toplam flavonoid miktari, antioksidan ve o-
glukozidaz  aktiviteleri incelenmigtir. 2  sa
distilasyona tabi tutulan ekstraktlarin fenolik
madde, flavonoid madde ve antioksidan kapasite
degerlerinin daha yiksek oldugu beliflenmistir.
Alfa glukozidaz inhibisyon aktivitesi yoniinden,
ICso degeri en dustk olan etil asetat 1 sa (EtAcy)
ekstraktinin en az konsantrasyonla a-glukozidaz
enzimini inhibe ettifi sonucu ¢ikarimistir. Bitkisel
materyallerin  3-karoten agartma testine gore
antioksidan aktivite degerleri en ylksek olan
ekstrakt EtAcz olup onu Hd: ekstraktinin takip
ettigi belirlenmistir. Ekstraksiyon yo6nteminin,
kullanilan ¢bzgen ve islem sirasinin materyalin
biyoaktif potansiyeli tizerinde 6nemli etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Adagay: bitkisi ve kullanilan
yontemler ile sinirh kalinmayarak klasik yontem,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrason
destekli ekstraksiyon yontemleri, diger tibbi ve
aromatik  bitkilerin  biyoaktif potansiyelinin
belirlenmesi ~ amact  dogrultusunda  yeni
calismalarda kullanilabilir.

KAYNAKCA

Bahadori, M. B., Valizadeh, H., Asghari, B.,
Dinparast, L., Farimani, M. M., Bahadori, S.
(2015). Chemical composition and antimicrobial,
cytotoxicity, antioxidant and enzyme inhibitory
activities of Salvia spinosa L. | Funct Foods, 18: 727-
736.

Bagyigit, M., Baydar, H. (2017). Effects of
different harvesting time on essential oil, phenolic
compounds and antioxidant activity in Sage
(Salvia officinalis L.). Siileyman Demirel Unip | Natural
and Applied Sci, 21, 131-137.

Bayan, Y., Geng, N. (2016). Determination of
antioxidant capacity and total phenolic matter of

Salvia verticillata subsp. amasiaca. Nevsebir Bilim ve
Teknoloji Dergisi, 5(2), 158-166.

Bayram, E., Kiricy, S., Tansy, S., Yilmaz, G. (2010).
Tibbi ve aromatik bitkilerin Gretiminin arttirilmast
olanaklari. Tiirkiye Ziraat Miithendisligi V1. Teknik
Kongresi Bildiriler Kitabs-I, 437: 11-15.

Biytiktuncel, E. (2013). Toplam fenolik icerik ve
antioksidan kapasite tayininde kullanilan baglica

spektrofotometrik yontemler. Marmara Pharm |,
17(2): 93-103.

Cam, M., Hisd, Y., Durmaz, G. (2009).
Classification of eight pomegranate juices based
on antioxidant capacity measured by four
methods. Food Chens, 112: 721-726.

Emir Coban, O., Patir, B. (2010). Use of some
spices and herbs antioxidant affected in foods.
Electronic | Food Techno, 5(2): 7-19.

Erdogan, 1., Sezer, F., Ercetin, T., Kahraman, A.,
Celep, F., Akaydin, G., Sener, B., Dogan, M.
(2013). Assessment of anticholinesterase and
antioxidant properties of selected sage (Salvia)
species with their total phenol and flavonoid
contents. Ind Crops & Prod, 41: 21-30.

Farhat, M., Landoulsi, A., Chaouch-hamada, R.,
Sotomayor, J. A, Jordan, M. J. (2013).
Characterization and quantification of phenolic
compounds and antioxidant properties of Salvia
species growing in different habitats. Ind Crops &
Prod, 49: 904-914.

Faydaoglu, E., Strtciioglu, M. S. (2011). History
of the use of medical and aromatic plants and

their economic importance. Kastamonu Univ | For
Fae, 11(1): 52-67.

Jeshvaghani, Z., Rahimmalek, M., Talebi, M.
(2015). Comparison of total phenolic content and
antioxidant activity in different Sakia species
using three model systems. [nd Crops & Prod, 77:
409-414.

Kalaycioglu, Z., Uzasg, S., Dirmenci, T., Erim, F.
B. (2018). Alpha-Glucosidase enzyme inhibitory
effects and ursolic and oleanolic acid contents of



Adagayi distilasyon artiklarinin degerlendirilmesi

fourteen Anatolian Salvia species. | Pharm Biomed
Abnal, 155: 284-287.

Kelen, M., Tepe, B. (2008). Chemical
composition, antioxidant and antimicrobial
properties of the essential oils of three Salkia
species from Turkish flora. Bioresour Technol, 99:
4096-4104.

Kogak, M. S., Sarikurkcu, C., Cengiz, M., Kocak,
S., Uren, M., Tepe, B. (2016). Salkvia cadmica:
Phenolic composition and biological activity. Ind

Crops & Prod, 85: 204-212.

11, Y., Guo, C.,, Yang, J., Wei, J., Xu, J., Cheng, S.
(2006). Evaluation of antioxidant properties of
pomegranate peel extract in comparison with
pomegranate pulp extract. Food Chem, 96: 254-
260.

Lu, Y., Yeap Foo, L. (2001). Antioxidant activities
of polyphenols from sage (Salvia officinalis). Food
Chem, 75(2): 197-202.

Marecek, V., Hampel, D., Cejka, P., Neuwirthov,
J., Malachov, A., Cerkal, R. (2017). ABTS and
DPPH methods as a tool for studying antioxidant
capacity of spring barley and malt. | Cereal Sei, 73:
40-45.

Martins, N., Barros, L., Santos-Buelga, C.,
Henriques, M., Silva, S., Ferreira, I. C. F. R.
(2015). Evaluation of bioactive properties and
phenolic compounds in different extracts
prepared from Salvia officinalis L. Food Chem, 170:
378-385.

McDougall, G., Shpiro, F., Dobson, P., Smith, P.,
Blake, A., Stewart, D. (2005). Different
polyphenolic components of soft fruits inhibit
alpha-Amylase and alpha-Glucosidase. | Agric
Food Chem, 53: 2760-2766.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggenete, A., Pannala,
A., Yang, M., Evans, C. (1999). Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radic Biol Med, 26(98):
1231-1237.

Roby, M. H. H., Sarhan, M. A., Selim, K. A.-H.,
Khalel, K. I. (2013). Evaluation of antioxidant
activity, total phenols and phenolic compounds in
thyme (Thymus vulgaris L.), sage (Salvia officinalis L.)

and marjoram (Origanum majorana L.) extracts. Ind
Crops and Prod, 43: 827-831.

Sen Arslan, H. (2017). Bazt tibbi aromatik bitki
ekstraktlarinin fenolik madde igerikleriyle amilaz,
glukozidaz ve lipaz enzimleri tzerine etkileri.
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisi,
Yuksek Lisans Tezi, Kayseri, Turkiye, 92 s.

Senkal, B. C,, ipek, A., Cesur, C., Dogan, H.
(2016). Yozgat florasina kayith adacayr (Salvia)
aksonlarinin bitkisel 6zellikleri ve tibbi 6nemi.
L.Uluslararas: Bozok Sempozyumn Bildiri Kitabs, 4: 84-
96.

Singh, R. P., Chidambara Murthy, K,
Jayaprakasha, G. K. (2002). Studies on the
antioxidant activity of pomegranate (Punica

granatum) peel and seed extracts using in vitro
models. Food Chem, 50: 81-86.

Tepe, B. (2008). Antioxidant potentials and
rosmarinic acid levels of the methanolic extracts
of Salvia virgata (Jacq), Salvia staminea Montbret &
Aucher ex Bentham) and Salvia verbenaca (L.) from
Turkey. Bioresonr Technol, 99: 1584-1588.

Tepe, B., Sokmen, M., Akpulat, A. (2000).
Screening of the antioxidant potentials of six
Salvia species from Turkey. Food Chem, 95: 200-
204.

Torun, M., Topuz, A., Akdogan, A., Sahin, H.,
Feramuz, O. (2008). Cozinir (Instant) dag ¢ayt
(Sideritis  stricta)  Uretiminde  ekstraksiyon
kosullarinin belirlenmesi tizerine bir arastirma.
Tiirkiye 10. Gida Kongresi Bildiriler Kitabz, 37: 183-
186.

Tsimogiannis, D., Choulitoudi, E., Bimpilas, A.,
Mitropoulou, G., Kourkoutas, Y., Oreopoulou,
V. (2017). Exploitation of the biological potential
of Satureja thymbra essential oil and distillation by-
products. | App! Res Med Aromat Plants, 4: 12-20.

Yagcioglu, P. (2015). Farkli ekstraksiyon metotlart
ile adacayt (Salvia officinalis 1.) bitkisinden
antioksidan  ekstraksiyonunun  optimizasyonu.
Istanbul Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul, Turkiye,
121 s.

639



640

Y. incegiil, M. Cam

Zekovi¢, Z., Pinta¢, D., Majki¢, T., Vidovi¢, S.,
Mimica-Duki¢, N., Tesli¢, N., Versari, A., Pavli¢,
B. (2017). Utilization of sage by-products as raw
material for antioxidants recovery-Ultrasound
versus microwave-assisted extraction. Ind Crops

and Prod, 99: 49-59.

Zhishen, J., Mengcheng, T., Jianming, W. (1999).
The determination of flavonoid contents in

Mulberry and their scavenging effects
superoxide radicals. Food Chem, 64: 555-559.

on



Research / Arastirma
GIDA (2019) 44 (4): 641-653
doi: 10.15237/¢gida.GD19046

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF ANZER HONEY PRODUCED IN RIZE,
TURKEY

Fatma Hepsag®
Korkut Ata University, School of Applied Sciences, Department of Food Technology, Kadirli Campus,
Osmaniye, Turkey

Received | Gelis: 21.02.2019; Accepted / Kabul: 24.06.2019; Published online / Online bask:: 19.07.2019

Hepsag, F.. (2019). Determination of total phenolic compounds and antioxidant capacity of Anzer honey produced from
endemic flowers of Anzer Platean in Rize, Turkey. GIDA (2019) 44 (4): 641-653 doi: 10.15237 / gida. GD 19046

Hepsag, F.. (2019). Rize'deki Anzer Yaylasr'nin endemik ¢igeklerinden tretilen Anzer balinin toplam
fenolik bilesiklerinin ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi. GIDA (2019) 44 (4): 641-653 doi:
10.15237/¢ida.GD19046

ABSTRACT

The purposes of this study is to determine the physico-chemical and bioactive properties of Anzer honey,
which is produced in widespread of Anzer plateau in Rize. Mineral contents of samples were determined by
Inductivelly Coupled Plasma Optical Emission Spectrometer (ICP-OES). The most abundant minerals were
potassium, calcium, sodium, and magnesium, ranging between 1265.87 - 5887.65, 299.56 - 854.36, 289.41 -
591.45, and 41.54 - 90.54 mg/kg, respectively. In addition, this study shows that the color of Anzer honey
is quite different and it is usually light yellow and some of it is dark brown. The total phenolic content of the
samples (TPC) was found between 802.6- 1352.6 pg GAE / g honey. Total antioxidant contents (TAC)
were determined between 9.12-20.69 pmol TE / g. TAC of honey samples cleatly shows that it contributes
to TPC and sweeping activity.

Keywords: Anzer, ICP-OES, DPPH, TAC, TPC.

RIZE'DEKI ANZER YAYLASIPNIN ENDEMIK CICEKLERINDEN URETILEN
ANZER BALININ TOPLAM FENOLIK BILESIKLERININ VE ANTIOKSIDAN
KAPASITESININ BELIRLENMESI

oz

Bu calismanin amact, Rize'deki Anzer yaylasinda yaygin olarak tretilen Anzer balinin fiziko -kimyasal
ve biyoaktif 6zelliklerini belitlemektir. Numunelerin mineral icerikleri, Indiiktif Eslesmis Plazma
Optik Emisyon Spektrometresi ICP-OES) ile belirlenmistir. En fazla bulunan mineraller sirasiyla
1265.87 - 5887.65, 299.56 - 854.36, 289.41 - 591.45 ve 41.54 - 90.54 mg/kg arasinda degisen
potasyum, kalsiyum, sodyum ve magnezyumdur. Ayrica, bu ¢alisma Anzer bali renginin oldukea farkl
oldugunu ve genellikle acitk sari ve bazilarnin koyu kahverengi oldugunu g&stermektedir.
Numunelerin toplam fenolik madde miktart (TPC) 802.6- 1352. 6 pg GAE/g bal arasinda
bulunmustur. Toplam antioksidan igerikleri de (TAC) 9.12-20.69 umol TE/g arasinda tespit
edilmistir. Bal Orneklerinin yiksek antioksidan kapasitesi, fenolik bilesiklere (TPC) ve siipirme

aktivitesine katkida bulundugunu acikca gdstermektedir.
Anahtar kelimeler: Anzer, ICP-OES, DPPH, TAC, TPC.
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INTRODUCTION

Honey is a natural sweet substance that is secreted
by honeybees and released into the nature of the
plants' nectar or teleased into the secretions of
some of the insects that some of them feed on live
parts  (Codex  Alimentarius ~ Commission
Standards, 2001). Honey is generally composed of
carbohydrates, nitrogenous compounds such as
amino acids, organic acids, minerals, pigments,
flavoring substances, vitamins, waxy substances,
pollen grains and water. These compounds are
parameters affecting honey viscosity,
hygroscopicity, crystallization, color, flavor,
density and shelf life (Ajlouni and Sujirapinyokul,
2010). Honey also contains many other
substances such as Maillard reaction products,
volatile compounds and bioactive substances that
affect the sensory and physical traits of honey as
well as biological potential. It is a complex,
concentrated aqueous sugar solution that plays a
crucial role in this composition, including its
geographical origin, climate, botanical source,
processing and storage conditions (Manzanares et
al., 2011). In addition, honey is known for its
natural antioxidant source and antimicrobial
properties. The antioxidant capacity of honey is
widely used to determine the radical sweeping
ability by the widely used DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) method. The ability of the honey
material to sweep the radical properties was found
to be related to the total phenolic substance
myrites. Components that enhance the
antioxidant traits of honey, including catalase,
ascorbic acid, proxidase, carnaenoids, flavanoids,
amino acids, phenolic substances, Maillard
reaction products and others. It is important to
note that in honey composition there is very little
glucose and sucrose as sugars (Ajlouni and
Sujirapinyokul, 2010).

Hydroxy methyl furfural (HMF) is naturally
produced by heat treatment in fresh products,
because HMF is a sign of heat-treated honey. The
long-term heating of honey causes enzyme loss
and fructose breakdown to form HMF. Heating
honey for a long time at high temperature or
storing it in bad conditions for a long period of
time causes to decrease of nutrient contents and
to increase amount of HMF. For this reason,

increasing HMI amount is undesirable in honey.
For example, HMF in fresh honey should be less
than 15 mg/kg. The European Union has an
HMF limit of 40 mg (Codex Alimentarius
Commission Standards, 2001).

In recent years, the antibiotic properties of honey

is used in cancer cases, diminished immune
system, heart diseases, eye diseases such as
cataracts, various injuries, and healing of
inflammatory cells (Anonymous, 2002). Turkey
has geographically and climatic conditions to
provide a favorable environment for the
development of  beckeeping and  honey
production. Recently, a number of studies have
been published related to different geographical
and botanical origins of honey, physical and
chemical characteristics and to determine the
quality of honey. However, there is no publication
on the physicochemical properties and in
determining antioxidant activities of Anzer honey,
which is known to be legendary and good for
many diseases. The main aim of this study is to
contribute to the knowledge of eastern black sea
Anzer honey with different floras of eastern black
sea by analyzing physicochemical properties.

MATERIALS AND METHODS

Honey samples

Anzer honey samples (~ 1000 g) were collected
from the beekeepers in the Fastern Black Sea
Region, Anzer Plateau Rize (altitude 40° 35' 21"N,
longitude 40° 31' 0" E, altitude 2200 m). Samples
were obtained in November. The quality criteria
in the honey samples were analyzed in the Food
Technology Department of the School of Applied
Sciences Korkut Ata University and at the
Ministry of Food, Agriculture and Livestock
laboratories. Honey samples placed in sterilized
glass containers and stored at 3°C then were
analyzed within 48-36 hours after harvest. pH,
moisture, total acidity, fructose, glucose, sucrose,
ash, potassium, calcium, magnesium, sodium,
HMF, diastase enzyme, electrical conductivity,
color, TPC, TAC were investigated in honey
samples. Analyzes were performed in triplicate
and the methods applied were described below.
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Physicochemical properties

For the determination of pH value, the probe of
the pH-meter (HANNA H1 2211-02, Romania)
was dipped into the honey solution prepared with
distilled water (10% w/v) (Bogdanov and Edder,
2004). The refractometric method was used to
measure the moisture content of honey (the
honey-soluble solid which is defined by the
International Honey Commission). For this
purpose, the fracture index at 20°C was read using
an Abbott-type refractometer (Bausch and Lomb,
USA) (Anonymous, 2006c). The acidity value of
the honey was determined by three-stage titration
(free, lactic and total acidity value). The pH
solution was added to a solution of 0.5 M NaOH
that had been spun to pH 8.50. The amount of
consumed hydrochloric acid solution (mL) was
then recorded for titration while lowering to pH
8.30 with 0.5 M Hydrochloric acid solution. The
result was calculated as meq/kg with the aid of the
following equation (Bogdanov et al, 1997).
Fructose, glucose and sucrose content of the
major sugars contained in honey were determined
by HPLC method (Anonymous, 1997). The
HPLC conditions are as follows: HPLC:
AGILENT 1100A, Detector: Refractive Index
(RID, 1100A), Column: 250x4.6 mm ID, amine
modified silica gel having a particle diameter of 5-
7 yum  (MACHEREY- NAGEL GmbH &
Co.KG., Germany), Mobile phase: Acetonitrile:
Water (4:1), Column and detector temperature:
30°C, Pump flow rate: 1.3 mL/min, Injection
volume: 10 pL. 2.5 g of honey was dissolved in a
50 mL balloon flask with some water. 12.5 mL of
methanol was added and 50 mL of pure water was
added. The solution was filtered through a 0.45
um membrane and then injected into HPLC.
Honey quantities were calculated by comparing
the peak times and peak times of the sugars in the
standard solution (Anonymous, 1997). For ash
analysis approximately 2.5 g of honey is weighed
and is placed on a heater until the moisture fully
evaporated, and then when the sample rich a
certain weight placed in an ash furnace set at
600°C. The total amount of ash was calculated as
percentage by weight (Anonymous, 2000b).
Analysis of mineral elements (K, Ca, Na, Mg)
VARIAN brand, OPTIMA 2100 model ICP-
OES system was used for the analysis conditions

were followed (Anonymous, 1998). Power: 1,00
kW, Pump speed: 15 rpm, Plasma flow: 15 L/min,
Auxilary flow: 1.5 L/min, Nebulizer flow: 0.90
L/min. The absorbance values of the elements
were measured at the following wave lengths:
Potassium 405.7 nm, Calcium 397.8 nm, Sodium
589.9 nm, Magnesium 280.2 nm. 0.5 grams of
honey was weighed into high pressure resistant
teflon containers, 7.5 mL of 65% nitric acid was
added, the mouths of the containers were tightly
closed and the MARS HP500 PLUS VESSELS
CEM model heat and a pressure-controlled
microwave combustion unit. The HPLC method
was used for HMF determination (Anonymous,
2002a). The analysis conditions by HPLC were as
follows: HPLC: Aggilent 1100A, Detector: DAD
(1100A), Column: 250x4.6 mm C18 column
(Macherey GmbH & Co. Germany), Mobile
phase: Methanol: Water (10:90), Column and
detector temperature: 30°C, Pump flow rate: 1
mL/min, Injection volume: 20 uL, Wave Length:
285 nm. For analysis of honey sample, 5 g honey
sample was weighed in a 100 mL balloon jug with
0.01 precision. Distillate was dissolved with water
and completed to the balloon line. The solution
was filtered through a 0.45 ym membrane and
then injected into the HPLC system. The amount
of HMF in the honey was calculated as mg/kg
using peak area and standard curve. For
determination of diastase, approximately 10 g of
honey was dissolved in 40 to 50 mL of distilled
water in a beaker. The mixture was taken into a
100 mL beaker and diluted with distilled water to
the marking line. Solvents used to prepare the
buffer solution to be used in the analysis are:
Citric acid monohydrate solvent: 21.01 g citric
acid monohydrate (CsHsO7.H20O) is dissolved in
about 500 mL of water in a 1000 mL. measuring
flask and dissolved in distilled watet to 1000 mlL..
Disodium  hydrogen phosphate dehydrate
solvent: 35.60 g of disodium hydrogen phosphate
dehydrate (Na,HPO4.2H>O) was dissolved in
about 500 mL of water in a 1000 mL measuring
flask and dissolved in distilled water to 1000 mL..
Preparation of phosphate / citrate buffer: Citric
acid monohydrate solution 469 mL was placed in
a 2 L volumetric flask and mixed with 531 mL of
the disodium hydrogen phosphate dehydrate
solution. The beaker was placed on a magnetic
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stirrer and the electrode was immersed in the
solution after calibration of the pH meter was
performed. The pH of the mixture was adjusted
to pH 5.2 by titration with 0.5 N hydrochloric acid
solution if the pH of the mixture was 5.2 and pH
5.2 with 0.5 N sodium hydroxide solution. Starch
solution: 1 g starch is weighed into a 100 mL
balloon jug and mixed with some distilled water
were mixed and boiled. Once complete
dissolution was achieved, it was cooled down to
the marking line (Anonymous, 2002). The analysis
of the determination of the electrical conductivity,
which is defined as the ability of the honey to
transmit electricity, is mainly based on the
measurement of the electrical resistance. The
instrument was calibrated with special calibration
solutions. Calibration solutions used for this
purpose are 0.05 % NaCl, 0.05 % KCI, 1 % NaCl,
1% KCI solutions. For measurement of the
electrical conductivity of the sample, 10 g of
honey was weighed in a 50 mL beaker. After
dissolving with some distilled water, the balloon
was taken out and 50 ml. was added. About 20
mL of this solution was taken and the temperature
was adjusted to 20°C and measured with a
conductor meter (RADIOMETER brand, CDM
80 model). The result is given in ms/cm
(Anonymous, 2002b). The color of the honey
samples was measured using a Minolta
colorimeter CM-2600d instrument with L *(100:
white, 0: black), a * (+: red, - green) and b * (+:
yellow, -: blue). The instrument was calibrated
using a white tile (L* =92.48, a* = -0.24 and b* =
1.01) as standard. The results were expressed in
accordance with the CIELAB system with
reference to illuminant D65 and with a visual
angle of 10° (Anupama et al., 2002).

Bioactive properties

The phenolic compounds, which are the basis of
the total phenolic assay, are based on the redox
reaction in which the Folin-Ciocalteu reagent is
reduced in the basic medium and converted to its
oxidized form. By measuring the absorbance of
the blue color formed by the reduced reagent in
the reaction result, it is possible to calculate the
total amounts of the phenolic compounds to be
analyzed. The color intensity of the resulting
complex is directly proportional to the

concentration of the phenolic materials. 2 g of
honey sample was diluted with 40 mL of pure
watet, filtered by Whatman filter (4 times folded).
Then added 1 mL of this solution, 2.5 mL of 0.2
N Folin-Ciocalteu reagent and 2 mL of 0.7 M
sodium carbonate (Na2COj3), then stirred for 6
minutes. It was allowed to stand in the dark for 2
hours at 25 °C. After reaction, absorbance values
were read at 740 nm. The total phenolic material
was expressed as gallic acid equivalents (GAE)
per gram of honey (Singleton and Rossi, 1965).

The antioxidant properties of honey samples were
determined by the DPPH method (Socha et al.,
2009). 25 g of honey were dissolved in 50.0 mL of
purified water and 1 mL of this solution was
added to 29 mL of DPPH solution (1: 100 methyl
alcohol 80 % v / v). The sample solution and a
DPPH control solution were left in the dark for
30 minutes at 25°C. The absorbance of the sample
solution and a DPPH control solution was
measured at 515 nm with a UV-Vis
spectrophotometer (OPTIMA brand SP-3000
NANO, Japan).

Statistical analyses

Statistical analysis of the samples was performed
using the SPSS 16.0 statistical program analysis
(ANOVA). The differences between the samples
were compared using Duncan multiple
comparison tests.

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical properties

Honey is a natural product with low pH and is not
suitable for the growth of microorganisms. The
pH refers to the presence of hydrogen ions in
honey. In addition, the presence of hydrogen ions
in honey is an effective parameter on texturing,
composition and shelf life, which is a useful
variable to estimate the quality of the product
(Bogdanov et al.,, 1997). The pH values of the
honey samples ranged from 3.74 to 4.08 (Table 1).
Average the lowest pH value was found in sample
3, and the highest average value was found in
sample 1 of honey. In a study on nectar, secretory
and mixed honey samples in Spain, the pH value
was determined between 3.29 and 4.88 (Sanz et
al., 2005). In another study conducted in Algeria
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and Spain, the pH value was between 3.50 and
4.58 (Rashed and Soltan, 2004). (Yimaz and
Kifrevioglu, 2001) found that the average pH
value of honey samples collected from Hastern
and Southeastern Anatolia regions is 3.8. Turkish
Food Codex Regulation no limit for pH is
specified in Honey Communiqué, it is stated that
the pH of honey should be between 3.4 and 6.1 in
Turkish Standards Institute Honey Standard. The
pH values found in this study are similar to other

studies. In general, a low pH of honey is not
suitable for the growth of microorganisms.
Honey acidity is responsible for the aroma and
stability against microbial detetioration. It has also
been observed that honey has played an
important role in the healing of the wound when
it has been applied to the wound area for years.
Because injuries do not heal easily usually have an
alkaline environment and healing is easier in an
acid environment (Gethin et al., 2008).

Table 1. Physico-chemical parameters of analyzed Anzer honey samples.

Honey samples  Moisture

Ash Electrical ~ pH Total acidity HMF Diastase Fructose Glucose Sucrose
o % conductivity (meq/kg) mg/kg
(EC) mS/cm
AH1 21 0.6 0.26 4.08 9.98 1.82 38.41 30.52 18.12 0
AH2 19 0.59 0.39 3.78 15.56 3.45 36.81 31.52 17.52 0
AH3 16 0.61 043 3.74 9.74 4.56 35.14 32.65 17.23 0
AH4 17 0.65 0.49 3.85 17.95 5.41 35.67 33.36 19.47 0
AHS5 17 0.67 0.36 4.01 21.65 3.12 36.82 33.65 20.41 0
AHG6 19 0.68 0.38 4.07 25.65 2.34 37.98 3252 21.42 0
AH7 16 0.61 0.67 3.89 9.65 5.86 34.92 36.52 34.65 0
AHS 16 0.66 0.76 3.99 14.32 6.11 33.21 38.65 34.41 0
AH9 17 0.74 0.72 3.94 13.12 12,15 21.45 40.98 36.47 0
AH10 17 0.64 0.59 4.01 15.74 11.56  23.65 3241 2541 0
AH11 16 0.66 0.68 4.05 14.54 8.87 31.85 34.52 28.47 0
AH12 17 0.65 0.74 4.04 19.87 7.16 34.14 35.61 33.54 0
AH13 16 0.62 0.44 4.01 18.97 9.65 29.14 30.54 21.74 0
AH14 18 0.65 0.68 3.96 21.65 8.45 29.54 31.14 22.74 0
AH15 19 0.71 0.45 4.07 25.64 3.65 37.47 31.41 23.78 0
AH16 15 0.74 0.69 3.78 27.96 10.65  19.45 30.65 19.41 0
AH17 17 0.75 0.52 3.79 20.32 12.32 20.47 30.41 18.75 0
AH18 18 0.78 0.56 3.99 12.65 17.8 9.45 31.54 19.56 0
AH19 16 0.68 0.69 3.98 11.21 15.63  10.52 30.74 22.63 0
AH20 14 0.62 0.78 4.06 17.68 15.54 9.42 39.54 24.23 0
AH21 16 0.67 0.79 3.89 16.31 8.62 28.74 40.74 33.87 0
Mean 17 0.67 0.57 3.95 17.15 8.32 283 33.79 24.47 0
SD 3.54 0.05 0.16 0.11 5.37 4.64 9.69 3.52 6.41 0
Min 14 0.59 0.26 3.74 9.65 1.82 9.42 30.41 17.23 0
Max 21 0.78 0.79 4.08 27.96 17.8 38.41 40.98 36.47 0

On honey moisture content, flower source,
climate factors, honey harvest time, honey
maturity grade, bee species play an important role.
Water affects the viscosity, specific weight,

maturation, crystallization, taste, preservation,
shelf life and taste of honey in the content.
Moisture analysis is carried out to determine the
product safety at the end of the storage period to
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the last point reached by the honey from
acceptance of honey. It is also an important
quality criterion for the possibility of fermentation
of the product. Fermentation does not start when
the sugars, which provide the typical sweetness
and usefulness of honey, are as high in
concentration as possible. When the water
content is 18.5% and higher fermentation can
occur. The moisture shows that the honey does
not mature, or that there is water from the
outside. This, in turn, promotes the development
of honey, osmophilic microorganisms, resulting
in the danger of surface fermentation. In addition,
it affects the sensory and nutritional properties of
honey in a negative way and reduces the product
shelf life. The moisture content (%) in honey
samples examined ranged between 14-21%. All
other samples, except the AH1 honey sample
(21%), have a maximum moisture content of less
than 20% recommended for the International
Honey Commission (Acquarone et al., 2007). One
of the important quality criteria of honey is the
degree of acidity. The main factors determining
the acidity of honey are organic acids and minerals
as well as amino acids, peptides and
carbohydrates. The total acidity of the honey is
9.65 to 27.96 meq/kg (%) in the twenty-one case
of honey. (Al-Doghairi et al., 2007) found a total
acidity range of 9.12-93.02 meq/kg for the Saudi
honey. The amount of free acid should not exceed
50 meq per 1000 g of water according to the
Turkish Food Codex (TGK), Codex Alimentarius
Standard Honey Commission (CAC) and
European Union (EU) standards. Batu et al,
(2013) reported total acidity values of 6.73-47.06
meq/kg. Velioglu and Kose, (1983) determined
the total amount of acidity in sunflower honey as
14.35 meq/kg on average. Thus, the analyzed
samples atre in accordance with the standards and
similar to the studies done. In twenty-one Anzer
honey samples, the percentages of fructose and
glucose ranged from 30.41% to 40.98% and from
17.23% to 36.47%, respectively. The twenty-one
studied the dominant sugar, fructose and then
glucose. The high amount of sucrose in honey
indicates that honey is harvested early and that
sucrose is not sufficiently reduced, that the beans
are fed with sucrose or that direct sucrose is added
to honey (Aydin et al., 2008). No sucrose was

observed in all samples. Because in Anzet's
production, the bee is never given sugar. As can
be seen in the sugar composition, Anzer is a proof
that honey does not contain table sugar (sucrose).
The maximum limit for honey samples by the
European Community of sucrose is 5%
(Anonymous, 2001). In addition, the fructose /
glucose ratio for honey is important, and it tells us
that honey is liquid when the crystallinity of honey
is higher than that of glucose (Feas et al., 2010).
All of the Anzer honey samples examined were in
liquid state. Ash content can be used to determine
the botanical origin (floral, mix or honeydew)
(White et al., 1963). In the samples, the content of
ash was between 0.59% and 0.78%, and the
results are within the limits given for flower honey
(0.6%). The minerals found in the soil can first be
transferred to the plant matter and then to the
honey component together with the nectar (Gul,
2008). Mineral content is one of the parameters
used to evaluate nutritional values of honey. It can
be thought of as a potential indicator of the
geographical origins of honey and as an important
biomarker for the environmental pollution of
heavy metals. This analysis is important for
beekeepers and consumers because it helps avoid
potential contamination during processing and
ensures that the product is of good quality. The
concentration of mineral components in the
honey varies between 0.1% and 1.0%. When
compared with nectar honey, the rate of mineral
matter is higher due to their high electrical
conductivity (Lachman et al., 2007). The most
common macro element in the honey samples
taken from the Rize province in the Eastern Black
Sea region was potassium (K) and the other
macro elements were calcium (Ca), sodium (Na)
and magnesium (Mg) and apart from these, the
other elements in the honey are in the group of
micro elements. Generally, the most abundant
elements found in the investigated honey samples
were potassium, calcium sodium, and magnesium
which ranged between 1265.87 and 5887.65,
299.56 and 854.306, 289.41 and 591.45, and 41.54
and 90.54 mg/kg honey, respectively. Variability
in the individual amounts of minerals in analyzed
honey samples can be attributed to differences in
flower type and soil composition (table 2)
(Solayman, et al., 2016).
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Table 2. Minerals of analyzed Anzer honey samples.

Honey samples Potassium
AHI1 1265.87
AH2 1386.23
AH3 1452.32
AH4 1657.52
AHS5 1956.87
AHG6 2652.14
AH7 3256.74
AHS8 4625.98
AH9 5468.23
AH10 2365.87
AH11 4020.35
AH12 4374.21
AH13 1657.51
AH14 3024.87
AH15 1469.85
AH16 3542.65
AH17 2147.63
AH18 2687.32
AH19 4217.41
AH20 5662.37
AH21 5887.65
Mean 3084.74
SD 3268.09
Min 1265.87
Max 5887.65

Calsium Sodium Magnesium
299.56 289.41 41.54
300.78 294.41 45.65
301.75 301.74 48.65
301.47 302.47 48.62
302.52 307.65 49.41
312.42 385.47 52.47
684.14 547.68 065.74
768.23 557.87 78.41
798.65 561.24 09.74
402.87 398.47 55.84
704.89 524.65 066.87
735.41 536.41 68.79
400.65 397.54 55.47
627.54 498.65 56.87
325.45 389.47 54.65
697.31 538.97 79.47
311.41 384.54 53.21
598.25 532.14 89.87
728.69 565.14 84.54
823.65 589.21 88.65
854.36 591.45 90.54
537.14 445.16 64.05

392.3 213.57 34.65
299.56 289.41 41.54
854.36 591.45 90.54

Heat treatment is usually applied to prevent the
tendency of the honey to crystallize, to remove
the crystal appearance from the center and to
neutralize the honey-infecting microorganisms.
Depending on the temperature and duration,
honey heat treatment may decrease the amount of
vitamins, nutrients and diastase activity in honey
and increase the amount of HMF. For this reason,
the HMF content of a honey sample gives
information about the temperature grade of the
applied process. However, in this regard, the
chemical composition of honey must also be
taken into account (Kambur et al., 2015). HMF
is usually not found in newly produced honey, and
increases with time due to conditions and storage
(Chakir et al., 2011). HMF is a substance which
has harmful effects on human health, resulting in
the storage of carbohydrates or storage in
environments that are not heat-stable. Pehlivan

and Gtl, (2015) reported HMF levels of 12.8 mg
/kg and 20.32 mg/kg in the case of Euphorbia
echinus and FEuphorbia resinifera honey and
30.43 mg/kg in thyme honey. In general, the
HMEF content of the honey samples of the Anzer
honey samples varied between 1.82-17.80 mg/kg.
All samples were tested for the highest value of
40 mg/kg, which was determined for the Turkish
Food Codex Honey Communiqué and the
European Union standards for HMF value and
they are found to be in conformity with the
aforementioned standards for HMF by the
European Community regulations (Feas et al.,
2015). Diastase is an enzyme naturally found in
the structure of honey. The amount in the honey
may vary depending on the geographical and
origin of the flora. On the other hand, the
freshness of the honey also affects the number of
diastases in the honey. Along with HMF, diastase
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activity has been exposed to heat and can be used
as an indicator of long-standing happiness
(Karadal and Yildiim, 2012). It has been
reported that the source of diastase and invertase
enzymes as a common tresult of the studies made
is the salivary secretions of each of these (Won et
al., 2009). The diastase number is a quality
parameter and is used to determine whether
honey has been subjected to heat treatment until
packaged and delivered to the consumer. Still heat
treatment is usually applied to prevent the
tendency of the honey to crystallize, to remove
the crystal appearance from the surface, to
neutralize the microorganisms and to reduce the
viscosity. However, depending on the thermal
treatment applied to the honey, the quality of the
wax results in loss of quality due to the
temperature and duration of application, causing
the diastase activity to decrease and the amount
of HMF to increase (Karadal and Yildirim, 2012).
In general, the diastase of the Anzer honey
samples varied between 9.42-38.41 mg/ke.
Electrical conductivity (EC) varies depending on
the proportion of honey, especially minerals, total
ash, salts, proteins and acid. As the mineral and
acid ratio of honey increased, the electrical
conductivity increased accordingly (Da Silva et al.,
2016). The results obtained after examining
twenty-one honey samples show that the EC
values are between 0.26-0.79 mS/cm. Thus, this
parameter is a good criterion for the identification
of honey floras, the definition of flower honey
and honey bees (Lazarevi¢ et al., 2012). In the
other two studies, electrical conductivity values of
flower honey samples were determined as 0.69
mS/cm and 0.19 mS/cm, respectively (Fallico et
al.,, 2004). It was determined that the conductance
values we determined in our study were partially
close to those. According to Turkish Food Codex
Honey Communiqué and FEuropean Union
standards, flower honey electrical conductivity
should be lower than 0,8 mS/cm (Anonymous,
2005). In this study, it was determined that the
honey samples are suitable to these standards.
One of the most important factors affecting the
visuality of honey is the color. The materials
responsible for the honey color are not exactly
known, but the color of the honey, can vary from
white to dark brown depending on the plant

source, storage period and conditions (Krell,
1996). Honey color is associated with the amount
of phenolic acids, chlorophyll, carotene and
xanthophyll protonocyanidins and flavonoids and
minerals present in the honey (Gonzalez-Paramas
et al., 2007). Many studies have shown that the
amount of antioxidant is higher in datk colored
honey than in light colored honey (Pontis et al.,
2014). Color values of the honeys are given in
Figure 1. Color values of honeys are expressed as
L*¥ for darkness/lightness (0 black, 100 white), 2%/
(—a greenness, +a redness), and b* (—b blueness,
+b yellowness). Honey color is mainly composed
of total mineral (ash) content, and light colored
honey is generally associated with low ash
content. Honey color depends on the flora
involved and on associated vitamin, pigment,
phenolic substance, mineral contents, pollen
color, nonenzymatic browning reactions and the
waiting period after harvest. Comparing our
results with values in the previous literature, the
samples exhibited lower L values, defined as dark-
color honeys. Light-colored honeys are reported
to have L values lower than 50, and our L values
AH1, AH2, AH7, AH8, AH9, AH10 and AH20
were also below 50. Dark-colored honeys are
reported to have L values higher than 50, and our
L values AH3, AH4, AH5, AH6, AH11, AH12,
AH13, AH14, AH15, AH16, AH17, AH18, AH19
and AH21 were also above 50. Dark-colored
honeys are reported to have a stronger taste, while
light-colored honeys have a delicate flavor
(Nombré et al., 2016). The phenolic content of
Anzer honey and the difference in color may be
indicative of the presence of different nectar
resources in the surrounding area, rather than the
single source of nectar.

Bioactive properties

Among the components responsible for
antioxidant, antimicrobial and antiinflammatory
properties of honey are phenolic compounds
(Kolayli et al., 2016). In this study, total phenolic
content (TPC) of honey was determined by the
method of Folin-Ciocalteu. The results of the
total phenolic content analysis are shown in
Figure 2. The lowest TPC value was 802.6 ug
GAE/g honey in AHg and the highest TPC value
was 1352, 6 ug GAE/g honey in AH1. In a study
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by Noor et al, (2014) the total amount of
phenolic substances in natural and commercial
honey is 36.01-252.00 and 1.33-140.55 GAE
mg/100g, respectively;  Wilczyfiska, (2014)
reported 40.5-177 mg GAE/100 g. Silva et al.,

(2013b) reported to be 31,91 mg GAE/100g.
Compared with the results obtained from our
study, it was concluded that the phenolic content
of the honey samples is quite high.
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Figure 2 . Total phenolic content of honey samples (GAEug/g)

Antioxidants present naturally in honey; they
exhibit antioxidant effects through free radical
linkers, reducing agents, metal chelators, or singlet
oxygen scavenging mechanisms and have a
positive effect on metabolism. The DPPH
method was used to determine the antioxidant
content of the samples. According to this, the

antioxidant content of honey samples ranged
from 9.12-20.69 pmol TE/g (Figure 3). The
highest value is 20.69 umol TE / g in AH; and the
lowest value is 9.12 umol TE / g in AHs. Gasic et
al., (2014) found the amount of antioxidants in
Serbian honey samples to be 1.31-25.61 pmol TE
/g by DPPH method. Gethin et al., (2008) found
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that the highest antioxidant activity was 1.22 pmol
TE / g in the highest water and 0.48 pmol TE /
g in the lowest pineapple. Halim et al., (2011)
reported an antioxidant value of 0.38-0.59 umol

TE/g in samples of Indian honey specimens. The
antioxidant content results of the present study
samples are generally found higher than above
studies.
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Figure 3. Total antioxidant capacity of honey samples (umolTE/g)

CONCLUSION

In this study, twenty-one samples of the Anzer
honey were investigated for their physicochemical
properties such as pH, electrical conductivity,
fructose, glucose composition and HMF. The
obtained data allows us to evaluate the quality of
twenty-one over-all honey samples and to create
some rules that emphasize their qualities. The
results also show that twenty-one Anzer honey
samples are characterized by total phenolic
content (TPC) and total antioxidant content
(TAC). It is believed that these components can
provide great economic and/or industrial benefits
due to applications in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries. In the end, honey is a
natural product with a number of distinctive
therapeutic properties. However, it is suggested
that more elaborated studies reveal other hidden
features of Anzer honey. Knowing the boundaries
of reference values for biochemical and
physicochemical values on a regional basis is of
great importance in terms of reaching the
information needed for product export. Results
of this study should be confirmed by similar study
results of which are due to the fact that the plant
richness of Eastern Black Sea region to determine

the standard reference values that represents
these regions.
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ABSTRACT

The aims of this study atre to observe the effects of different microwave power and amount of samples on
the drying characteristics of red beet puree, to determine the physical properties of the red beet powders and
to calculate the energy efficiency of the drying process. The drying experiments were conducted at five
different microwave power and thicknesses of the sample. Seven thin-layer drying models were fitted to the
experimental data and Page model which had the highest R? and lowest x2 and RMSE for all drying
experiments was found to satisfactorily describe the drying behavior of red beet puree. The total drying times
increased depending on an increasing amount of sample and decreasing microwave power. The D and Ea
values ranged between 1.095E-08 to 3.438E-06 m2s'and 14.35 to 77.35W.g!, respectively. The energy
efficiency values of the drying processes are evaluated in terms of MER and SEC.

Keywords: Red beet puree, microwave drying, thin layer modeling, effective moisture diffusivity, energy
consumption, activation energy

KIRMIZI PANCAR PURESININ (BETA VULGARIS ESCULENTACRUENTA)
MIiKRODALGA FIRINDA KURUMA KINETIGI

oz

Bu c¢alismanin amaclart farkli mikrodalga giicleri ve Urtin miktarlarinin kirmizi pancar piresinin
kuruma karakteristigi tizerine etkisinin gézlenmesi, elde edilen kirmizi pancar piiresi tozunun fiziksel
ozelliklerinin belirlenmesi ve kurutma isleminin verimliliginin hesaplanmasidir. Bu amacla, kurutma
caligmalar1 bes farkli mikrodalga glici ve irin kalinhiginda gerceklestirilmistir. Kirmizi pancar
puresinin kuruma kinetiginin belirlenmesi icin, yedi ince tabaka kuruma modeli deneysel verilere
uyarlanmistir.  En yiksek R2 ve en distk y2 ve RMSE degerleriyle Page modelin kirmizt pancar
puresinin kuruma davranisini tanimladigr gézlenmistir. Kirmiz1 pancar piiresinin kuruma siiresi artan
Ornek miktar1 ve azalan mikrodalga glclyle artmistir. Ayrica, etkin nem diflizyonu ve aktivasyon
enerjisi degerleri sirasiyla 1.095E-08 - 3.438E-06 m?2. s've 14.35 - 77.35W. g! arasinda degismistir.
Kurutma islemlerinin enerji verimliliginin belirlenmesi i¢in nem uzaklagtirma hiz1 (MER) ve 6zgiin
enetji tiketimi (SEC) degerleri hesaplanmistir.

Anahtar kelimeler: Kirmizi pancar piiresi, mikrodalga kurutma, ince tabaka modelleme, etkin nem
diftizyonu, enerji tiketimi, aktivasyon enetjisi

*Corresponding author / Yazismalardan sorumlu yazar;
D4 nur.dirim@ege.edu.tr, © (+90) 2323113032 = (+90) 232 311 4831


mailto:nur.dirim@ege.edu.tr

Microwave dried red beet puree powder

INTRODUCTION

Red beet (Beta vulgaris escnlentacruenta) being one of
the important root vegetable crops in the world,
is also one of the major sources of betalains which
are used both as natural colorants to enhance the
redness of different food products such as dairy
products, ice creams, jams, tomato paste,
beverages, desserts, and important minerals
(calcium, magnesium, potassium, and sodium)
(Lopez et al, 2009; Oboén et al, 2009).
Agricultural products continue their respiratory
activity which causes deterioration of products
quickly even after harvest. Drying is an alternative
method to increase the post-harvest durability of
agricultural products (Ertekin and Yaldiz, 2004;
Alibas, 2006). Drying can be accomplished using
many different methods such as spray, freeze, sun,
microwave drying, etc. The most common drying
methods are the sun and convective drying which
at the same time have some disadvantages such as
long drying time, microbial growth, loss of
nutritional content, and high amount of energy
consumption, etc. (Togrul, 20006). For the given
reasons above, the alternative drying methods
must be used for decreasing the drying time and
energy consumption and preventing the loss of
nutritional compounds (Alibas - Ozkan et al,
2007). In recent years, microwave drying has
become a widely used method due to a decrease
in drying time and energy consumption and the
protection of the nutrients content (Alibas, 2000).
In microwave heating, the internal generation of
heat provides fast and uniform heating
throughout the food product. Microwave drying
results in high drying rates of the food because of
the quick absorption of energy by the water
molecules that cause rapid evaporation of water,
therefore, creates an outward flux of rapidly
escaping vapor from the food (Sharma and
Prasad, 20006). The energy consumption of
microwave drying is low because of the
volumetric heating effect by microwaves, which
reduced the drying time considerably. The
microwave drying method was used for several
kind of foods such as corn husk (Akdogan et al.,
2017), Swiss chard leaves (Alibas, 2000), spinach
(Alibas-Ozkan et al., 2007), kiwifruits (Maskan,
2001), banana (Maskan, 2000), nettle leaves
(Alibas, 2007), mint (Ozbek and Dadali 2007),

apple pomace (Wang et al., 2007a), and celery
leaves (Demirhan and Ozbek, 2011).

There are several types of research related with
the drying of red beet using methods such as
freeze-drying (Lejeune et al.,, 1991), tray drying
(Kaleta and Gornicki, 2010), hot air drying
(Gokhlae and Lele, 2011), microwave-convection
drying (Singh et al., 2013), and spray drying red
beet juice (Koul et al., 2002). So far, there is no
published study about modeling and effective
diffusivity of the microwave drying of red beet
puree. The studies on the drying of red beet,
which has a high amount of betalain pigments,
provides a great significance for obtaining natural
colorants (Bazaria and Kumar, 2010), increasing
the consumption, creating new usage areas, and
reducing environmental pollution by recycling the
red beets produced in excess amounts of the
demand. In addition, the dried products have
some advantages such as easy-storage, smart-
packaging, and easy transportation, and they can
be used as natural and easily measurable
ingredients in food recipes (Caliskan and Dirim,
2013). The aims of this study are to observe the
effects of different microwave power settings (in
Watt) and the amount (grams) of the samples on
the drying characteristics of red beet puree, to
determine the physical properties of the obtained
red beet powders and to calculate the energy
efficiency of the drying process.

MATERIAL AND METHODS

Materials

The red beets were purchased from a local
supermarket in Izmir, Turkey and were washed,

peeled, and mashed with a home type blender
(Tefal Smart, MB450141, Turkey).

Microwave Drying

The experiments were performed using a
domestic microwave oven (Arcelik MD 595,
Turkey) at 2450 MHz with a maximum output
power of 900 W. The dimensions of the
microwave inner cavity were 220x 330x 360mm.
The drying experiments were performed at five
different microwave power settings (180, 360,
540, 720, and 900W). The oven has a glass plate
with a 300 mm diameter at the base of the oven.
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Five different sample amounts (9, 12, 15, 18, and
21g) (corresponding to the thicknesses of 3, 4, 5,
6, and 7mm) were placed in petri dishes as a thin
layer on the rotating glass plate in the oven. In
order to determine the moisture losses, the petri
dishes were taken out at uniform intervals (30s)
and weighed using a digital scale with an 0.01
precision (Ohaus AR2140, USA). The drying
experiments were completed when the weight of
the sequent samples reached the same weight.
The powder was obtained by grinding the dried
material for one minute in a home type blender
(Tefal Smart, MB450141, Turkey). Then, the
powders were stored in heat-sealed aluminum-
laminated multilayer commercial polyethylene
packaging materials in the dark at room
temperature until further tests were carried out.

Mathematical modeling of the drying data
The moisture ratio (MR) of the red beet puree
samples was calculated during the microwave
drying using equation (1).

_ t— Mg
MR= g (1)

Where Mo, M, and M. represent the initial,
anytime, and equilibrium moisture contents (kg
water/kg dry matter, (DM)), respectively. The
drying data was fitted to seven well-known thin
layer drying models (Page, Jena and Das, Two
Term Exponential, Diffusion, Midilli,
Logarithmic, and Wang and Singh models) (Jaya
and Das, 2007; Erbay and Icier, 2009). The
coefficient of determination (R?), root mean
square error (RMSE), and the reduced chi-square
(x?) values were determined according to Ergiin et
al. (2016). The higher values of the coefficient of
determination (R2) and the lower values of the
root mean square error (RMSE), and reduced chi-
square (y?) were chosen for the goodness of fit
(Celma et al., 2008).

For the determination of the effective moisture
diffusivity (Deg) values of the red beet puree
Fick’s diffusion model (Eq. 2) was used:

8 & 1 . , 5 Dt
MR = - .2:1: @1 exp{— (2i-1)°x e t} @)

where t is the time (s), D is the effective
moisture diffusivity (m?!) and L (m) is the
thickness of the sample. For long drying times

(MR<0.6) (Crank, 1975), a limiting case of Eq. (3)
is obtained, and expressed in a logatithmic form:

8 m2D,55
InMR = 1n(ﬂ—2)—( e )r 3)

The effective moisture diffusivity is typically
calculated by plotting the experimental moisture
ratio versus the drying time. From Eq. (3), a plot
of In MR versus the drying time gives a straight
line with the slope given in Eq. (4).

b Dgff @
412

Slope =

The modified Arrhenius type of exponential
model as given in Eq. (5) is used for the
calculation of effective moisture diffusivity.

Dees = Doexp (~Eq =) ©)

Where Deg is the effective moisture diffusivity
(m2. s1), Do is the pre-exponential factor (m2s?),
E. is the activation energy (W. g?), P is the
microwave power (W) and m are the mass of the
sample (g). The same form of the modified
Arrhenius equation was also used for the
determination of the reaction rate constant as
given in Eq. (0):

k=kyexp (—Ea %) (6)

Where k is the drying rate constant obtained using
the Page equation (min'), ko is the pre-
exponential constant (min), E, is the activation
energy (W. g), P is the microwave power (W),
and m is the mass of sample (g).

Determination of the energy efficiency of
microwave drying

The energy consumption of the microwave drying
processes was measured using a power
measurement device (Makel M310.2218, Turkey).
In order to determine the effectiveness of
microwave drying the moisture extraction rate
(MER) and specific energy consumption (SEC)
values were calculated using the following
equations (Eq. 7 and 8) (Chua et al., 2002; Jindarat
et al, 2011)
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Amount of water removed during drying (kg)

MER = : .
Drying time (h) )
Total energy supplied in drying process (k])
~ Amount of water removed during drying (kg) ®)
Physical analyses (328, 447, and 557 W) and higher drying rates due

The moisture content of the fresh red beet puree
and the red beet powders were determined
according to AOAC (2000). The water activity
and color values of the samples were measured
using a Testo-AG 400, Germany, water activity
measurement device and a Minolta CR-400
Colorimeter, Japan. The total color changes (AE),
Chroma, and Browning Index (BI) values were
calculated according to Pathare et al. (2013).

Statistical analysis

The data was analyzed using the statistical
software SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
U.S.A). The data was also subjected to the
analysis of variance (ANOVA) and Duncan’s
multiple range test (®=0.05) to determine the
difference  between means. The drying
experiments were replicated twice, and all the
analyses were triplicated.

RESULTS AND DISCUSSION

Drying curves

The drying characteristics of the red beet puree
samples during microwave drying were
determined from the mass loss in the samples of
the known initial moisture content (87.00£0.01%,
wet basis, wb). The drying experiments were
conducted until the constant weight of the sample
was obtained, and as expected, high amounts of
moisture were removed in the early stages of
drying and at the later stages, the removal of
moisture decreased gradually. During the initial
phase of the microwave drying, the absorption of
microwave power is higher due to the higher
moisture content of the red beet puree. Similar
results were obtained by Demiray et al. (2017).
The researchers reported that the moisture
content of the onion slices was very high (89.83%)
during the initial phase of the drying which
resulted in higher absorption of microwave power

to the higher moisture diffusion. The moisture
ratio with respect to the drying time was
calculated using the moisture content data and
fitted to the thin layer drying models (Page, Jena
and Das, Two Term Exponential, Diffusion,
Midilli, Logarithmic, and Wang and Singh
models). The summary of the model parameters
and statistical evaluations (R, ¥2, and RMSE) are
given in Table 1.

The higher values of the coefficient of
determination (R?) and the lower values of root
mean square error (RMSE), and reduced chi-
square (%) should be chosen for the goodness of
fit (Celma et al., 2008). The calculated R2, RMSE,
and y2 values ranged between 0.952 - 0.999,
0.0021 - 1.684, and 0.0001 — 1.3691, respectively.
The lowest R? and highest RMSE, and y? were
obtained from the Midilli, Logarithmic, and Wang
and Singh models. The Page model was chosen as
the most suitable model for determining the
microwave drying characteristics of the samples in
different conditions. Although the average values
of R? of the Page and Jena and Das model
parameters were almost in the same range (0.980
- 0.999), the results indicated that the Page model
has a higher R? and lower RMSE, and y?2 values
compared to the other models. The Page model
was also found suitable for the determination of
the drying characteristics of apple pomace (Wang
et al., 2007a), celery leaves (Demirhan and Ozbek,
2011), onion (Demiray et al., 2017), carrot
(Doymaz, 2004), and mint (Doymaz, 2000) in
microwave oven drying. The experimental
moisture ratio (EMR) and computed moisture
ratio values of the Page model for five different
microwave power settings and the amount of the
samples are given in Fig. 1. (a-e with the order of
increasing microwave power settings).
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Table 1. The coefficients of the model equations obtained from the statistical analysis of the drying data
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Table 1. continuing
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Table 1. continuing
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According to Fig. 1., it can be seen that the drying
time decreased depending on the increase of
microwave power and the drying time of the
samples dried at 900W was found to be less than
half of the drying time of the samples that are
dried at 180W. It may be due to the rapid mass
transfer in the sample at the high microwave
power due to higher generation in the sample. For
this reason, the higher generation rate may result
in a higher evaporation rate and lower drying
time. Similar results were obtained by Sifer et al.
(2017), who studied the microwave drying of
onion slices of two different thicknesses (3 and
7mm) and three different microwave power
settings (80, 240, and 400W). The researchers
reported that the internal water heating and
evaporation rate were influenced by the
microwave power and thus, a higher vapor
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Fig. 1. The experimental moisture ratio values of red beet puree at different microwave powers ((a)

180W, (b) 360W, (c) 540W, (d) 720W and (e) 900W)

pressure difference occurs in the center and
surface of the samples. The drying time, when the
moisture ratio reached 0.5, was measured as
between 11.0 - 14.5, 6.5 - 7.5, 5.0 - 5.5, 1.8 - 3.2,
and 2.8 - 2.9 min for red beet puree at the output
power settings of 180, 360, 540, 720, and 900W,
respectively (Fig. 1), accounting for 35.4 - 40.7%,
37.5 - 50.0%, 35.5 - 40.0%, 26.2 - 45.3%, and 25.4
- 41.1% of the corresponding total drying time.
Increasing the mass of the sample resulted in a
longer drying time. Similar results were obtained
by Siifer et al., 2017, and Dadali et al., 2007a.
The drying rates were calculated (kg water/kg dry
matter.h.m?) and plotted against the free moisture
content (kg water/kg dry matter) as shown in Fig.
2. (a - e with the order of increasing microwave
power settings).
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Fig. 2. The drying rate of red beet puree versus free moisture content at different microwave powers

((2) 180W, (b) 360W, (c) 540W, (d) 720W and () 900W)

As can be seen from Fig. 2, the drying rate
behavior can be defined to take place in a
combined form of constant and falling rate
regions. The drying rates significantly increased
with the increasing microwave power (P<0.05),
however, the dependence on the amount of
sample is not clearly defined. At the same time,
for all the drying experiments it can be stated that
drying takes places mostly in the falling rate
period. The higher drying rate of red beet puree
was observed at the initial phase of the drying due
to the higher moisture diffusion. As the drying
progressed, the moisture loss caused a decrease in
the absorption of microwave power and resulted
in a lower drying rate. This observation is in
agreement with previous reports on thin-layer
drying of biological products such as apple
pomace (Wang et al., 2007a), onion (Demiray et
al., 2017), pumpkin (Wang et al., 2007b), and olive
pomace (Sadi and Meziane, 2015). The drying rate
increased with the increase in microwave output
power and the highest values of drying rate were
obtained during the experiment at 900W. The
higher microwave power resulted in higher rates
of evaporation and moisture loss which is related
to the drying rate. Therefore, the microwave
power level has an important effect on drying
rates. It may be due to the high evaporation rate
at the higher microwave power settings. Our

results are in agreement with Maskan (2000),
Sharma and Prasad, (2006), Alibas -Ozkan et al.
(2007), Sadi and Meziane (2015), and Demiray et
al. (2017). In addition, Maskan, (2000) reported
that the higher drying rates observed for products
processed by microwaves due to the internal heat
generation caused by microwaves establishing a
greater vapor pressure difference between the
surface and center of the product, thus increasing
the product’s moisture diffusivity.

It has been accepted that the drying characteristics
of biological products in the falling rate period
can be described using Fick’s diffusion equation
(Wang et al., 2007a). The Defr values of microwave
dried red beet puree samples placed as a thin layer
were calculated from the Fick’s diffusion model
and the results were given in Table 2.

As can be seen in Table 2, the Def values generally
increased with increasing microwave power
settings as expected and only for the samples with
the thickness of 6 mm (18g), a decrease of Desr
was observed which finally increased to the
microwave power of 900 W. Thus, the drying rate
can be increased, and the drying time can be
shortened by using higher microwave power
settings, which increase the Degr values (Sadi and
Meziane, 2015). The tresults are also consistent
with Demiray et al. (2017). Where the researchers
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reported that this increase may be due to higher
heating energy, which would increase the activity
of the water molecules leading to higher moisture
diffusivity when the samples were dried at higher
microwave power settings (Chua et al., 2002). The
Desr values of the red beet powder ranged between
1.095E-8 and 3.438E-6 m?s-! which is in the same
range as (10E—12 to 10E—6 m2 s!') most foods
(Erbay and Icier, 2009). The De values of the
microwave dried apple pomace (150 — 600 W),
okra (180 — 900 W), spinach (180 — 900 W), and
onion slices (328, 447, and 557 W) ranged
between 1.05E-8 - 3.69E-8 m2 s (Wang et al,,
2007a), 2.05E-9 — 11.91E-9 m2. s (Dadali et al.,
2007a), 7.6E-11 — 52.4E-11 m?2 s (Dadali et al.,
2007b), and 2.59E-7 - 5.08E-7 m?.s! (Demiray et
al., 2017). The Des values generally increased

depending on the increasing microwave power
settings and sample thickness. But, Sifer et al.
(2017) reported that smaller slice thicknesses
provided higher Deg values during microwave
dehydration. The differences between these two
studies are mainly the differences in the food
structure. For the samples in the form of puree,
the water to be dehydrated is free for movement
and in the mechanism of microwave drying more
energy is absorbed due to the existence of more
water in the increased sample thicknesses. On the
other hand, the structure of the onion is compact,
and the onion skins behave as a protective layer
for moisture removal and for this reason a
decrease in thickness of the slices increase the Degr
value.

Table 2. The estimated effective moisture diffusivity (Des), pre-exponential factor (Do), and activation
energy (E,) values.

Sample Microwave
Amount Power Desr R2 Do Ea R2

©® W) (m2s1) (m2s7) (W.g?)
180 1.095E-08 0.991
360 1.461E-08 0.980

9 540 2.191E-08 0.949 9.40E-08 77.35 0.942
720 4.382E-08 0.984
900 4.747E-08 0.975
180 1.947E-08 0.983
360 2.596E-08 0.780

12 540 4.544E-08 0.977 2.20E-07 65.44 0.977
720 3.246E-08 0.977
900 9.737E-08 0.988
180 3.043E-08 0.977
360 3.438E-06 0.980

15 540 1.217E-07 0.981 2.36E-07 24.46 0.999
720 1.420E-07 0.982
900 1.521E-07 0.971
180 4.382E-08 0.972
360 2.921E-08 0.976

18 540 8.763E-08 0.971 1.78E-07 14.35 0.895
720 5.842E-08 0.990
900 1.607E-07 0.972
180 1.988E-08 0.976
360 1.988E-07 0.975

21 540 2.187E-07 0.976 6.61E-07 28.50 0.935
720 2.783E-07 0.976
900 2.584E-07 0.985
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The activation energy is related to the temperature
dependence of any rate operation, however, in
microwave heating systems it is not possible to
measure exact temperature values (Demiray et al.,
2017). For this reason, the modified form of the
Arrhenius  equation (Eq. 5) was used for
calculation of activation energy values which were
changing between 14.35 - 77.35 W.g! and
generally decreased depending on the increase in
the amount of the sample. Siifer et al. (2017)
reported that the activation energy values of
onion slices in two different thicknesses (3 and 7
mm) range between 225 — 6.08 W.g! for
microwave drying. The activation energy of
spinach, onion, olive pomace, and corn husk were
found to be 9.62 W. gt (Dadali et al., 2007b), 7.90
W. g1 (Demiray et al., 2017), 20.98 W. g'! (Sadi
and Meziane, 2015), and 27.149 W. ¢! (Akdogan
et al., 2017).

In processes where energy is involved, the
temperature dependence of the reaction rates (k)
is expressed in terms of the Arrhenius equation.
In this study, the modified form of the Arrhenius
equation (Eq. 6) to relate to the dependence of k
on m/P (gW1) was used to calculate the
activation energy (E,) and it decreased with the
increasing amount of the sample. According to
Table 3., The activation energy values ranged
between 26.13 and 222.60 W.gl. When the
amount of the sample was kept constant while the
microwave power used for the drying operation
was changed the ko values changed between
4.45E-05 and 1.578E-04 min'. Where the ko
generally increased according to a
decreasing amount of sample.

values

Table 3. The drying rate constant values (k), the pre-exponential constant (ko), and activation energy
(E,) values.

Sample Microwave k R ko Ea R2
Amount (g) Power (W) (min) (min!) (W.gh

180 2.540E-06 0.999
360 8.861E-07 0.994

9 540 1.627E-06 0.998 1.578E-04 222.60 0.832
720 8.612E-05 0.996
900 2.751E-05 0.999
180 8.188E-06 0.999
360 7.132E-07 0.999

12 540 1.316E-05 0.998 1.407E-04 166.00 0.869
720 6.081E-05 0.996
900 1.817E-05 0.998
180 2.104E-06 0.992
360 6.706E-05 0.997

15 540 1.339E-05 0.997 9.383E-05 47.10 0.836
720 2.509E-05 0.997
900 1.000E-04 0.998
180 2.302E-06 0.996
360 1.022E-05 0.996

18 540 3.636E-05 0.997 4.450E-05 29.58 0.999
720 2.111E-05 0.990
900 1.100E-03 0.991
180 3.303E-06 0.989
360 4.011E-06 0.996

21 540 2.060E-05 0.998 6.773E-05 26.13 0.985
720 3.046E-06 0.999
900 4.253E-05 0.998




Microwave dried red beet puree powder

The results of the energy efficiency of
microwave drying

Since drying is a highly energy-intensive process
(due to the latent heat of evaporation required), it
is important that the drying should be energy
efficient (Varith et al., 2007). For this reason,
energy efficiency and product quality have been
identified as the key factors of research in drying
studies. The energy consumption of the
microwave oven at five different microwave
power settings (expressed per unit amount of
samples) ranged between 0.0094 and 0.0125
kWh.g''. The energy consumption increased
according to the increasing microwave power
settings and amount of sample due to longer

drying times at the higher amount of sample and
high energy consumption at high microwave
power settings. Similar results were obtained by
Alibas-Ozkan et al. (2007). The researchers
reported that the energy consumption of the
microwave oven during the drying of spinach
leaves at eight different microwave power settings
(90 - 1000W) ranged between 0.16 and 0.26 kWh
and the energy consumption at low microwave
power levels yielded longer drying periods.

The MER and SEC values of the different
amounts of red beet puree under various
conditions of the microwave drying process are
presented in Fig. 3.
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Fig. 3. MER (a), and SEC (b) values (a - e; shows significant difference between the microwave power
settings and A - E shows significant difference between the sample amount)
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According to Fig 3, when the amount of sample
is kept constant, the MER values of the samples
generally increased depending on the increasing
microwave power settings (P<0.05). It may be
due to the quick absorption of energy of the water
molecules at higher microwave power settings
which caused the rapid evaporation of water. In
this way, the total drying time decreased, and the
MER values increased. At the same microwave
power setting, the MER value generally increased
depending on the increasing amount of sample
(P<0.05). It may be due to a higher amount of
evaporated water at the higher sample amounts.
The thermal efficiency of a dryer is commonly
defined in terms of its specific energy
consumption (SEC) which indicates the quantity
of heat required to evaporate a unit mass of water.
The analysis of specific energy consumption
during the applied microwave energy on the
heating and drying processes has been
investigated in many studies such as gatlic cloves
(Sharma and Prasad, 2000), peeled longan (Varith
et al,, 2007), and olive pomace (Sadi and Meziane,
2015). An increase in the amount of sample
generally resulted in a decrease in the SEC values
except for the 15g sample amount (p<0.05).
When the amount of sample increased, the
amount of water to be removed increased and as
a result, the SEC value decreased. In addition,
generally the lower moisture contents of a higher
amount of dried samples which indicated the
higher amount of evaporated water may also be
the reason for the lower SEC values. In this study,
the SEC values ranged between 37.98 and 78.43
M].kg'water. These values are in a comparable
range with the values obtained during the drying
of olive pomace (25.32 - 52.56 MJ kg 'water) (Sadi
and Meziane, 2015). Sharma and Prasad, (2000),
studied the microwave-convective drying (10 -
40W microwave power, 40 - 70°C drying air
temperature and 1 and 2 m. s'! air velocity) of
garlic cloves and reported that the microwave
drying reduced the energy consumption due to
the volumetric heating effect which causes a lower
drying time. Baker and McKenzie, (2005),
reported that the highly efficient dryers are
characterized by lower SEC values. In this study,
the lower SEC values were obtained at a 180 and
360W microwave power setting compatred to

other microwave power settings due to lower
energy consumption, but in any case, when these
values are to be used in efficiency evaluations the
results should be considered together with drying
data.

The results of the physical analyses

The moisture content and water activity values of
the powders ranged between 2.48 and 7.38%
(wb), and 0.172 and 0.447, respectively (Table 4).
Results showed that the moisture content and
water activity values of the red beet powders
generally decreased with increasing microwave
power settings and increased with an increasing
amount of sample (P<0.05). The high microwave
power increases the driving force of mass transfer
and accelerates the rate of water vapor diffusion
and may result in a lower moisture content and
water activity of the red beet powders. The values
of water activity under 0.6 is generally considered
as microbiologically stable (Quek et al., 2007) and
at 0.20 and 0.40 ensure the stability of the product
against browning and hydrolytic reactions, lipid
oxidation, auto-oxidation, and enzymatic activity
(Marques et al, 2007). The measured water
activity values of red beet powders are within
acceptable limits for the safe storage of the
products. The lowest moisture content values and
the lowest water activity values were obtained
from the samples which were dried at 900W. The
color values of the fresh red beet and microwave
dried red beet powders are given in Table 4.
According to the results, significant differences
were observed between the red beet puree and the
red beet powders (P<0.05). Results showed that
the increase of microwave power settings caused
a generally significant increase in the L*, a*, AE,
Chroma, and BI values of the red beet powders
(P<0.05). At the higher microwave power
settings, the degradation of the pigments or
browning reactions are higher, and these may be
related to the pigment destruction and may cause
higher AE and BI values.

CONCLUSION

In this study, red beet powders were
obtained using a microwave drying technique.
The obtained powders will provide different
application areas in addition to possible use of red
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beets outside of the production season and easy
storage and transportation properties. Generally,
the moisture content of the powders decreased
with the increase of microwave power (2.60% at
900W and 5.40% at 180W on the average). On the
evaluation of the seven thin layer drying models
by comparing the R% ¥2, and RMSE, the Page
model gave an excellent fitting to the drying data
of the red beet puree. The drying time of the
sample which has the highest amount of mass (21
gram) significantly decreases from the 2100s
(180W) to 600s (900W) with an increase in the
microwave power (P<0.05). The drying rate
generally increased with the increase in
microwave output power and the average drying

rate values significantly increased from 2.08 kg
water/kg dry matter.m2h (180W) to 14.50 kg

water/kg  dry  matter.m2h (900W) with  an
increase in the microwave power
setting (P<<0.05). The ko values increased and

Dy values decreased generally according to the
decreasing amount of the sample. The calculated
MER values increased with the amount of sample
and microwave power setting and the highest
values ranged between 0.017 to 0.094 kg water.h-
L Our results showed that increasing
the microwave power setting caused a significant
increase in the L* a* AE, Chroma, and BI values
of the red beet powders (P<0.05).

Table 4. The moisture content, water activity, and color values of red beet puree and the powders

Sample Microwave Moisture N Color Values
Power (W) content Water activity i

(wb,%) L* a* b* AE Chroma BI

Fresh  Puree - 80.01£0.01 0.999£0.00 14.89%0.30 16.43+0.14 3.94%0.17 - 14.96+0.14 -
180 7.3810.02e%  0.447+0.005¢¢  29.96£0.05~  16.63£0.05~  2.10£0.13+  15.1810.25>  16.76£0.322v  44.0510.45%
360 4.95+0.05e  0.265%£0.010¢  30.74£0.10b%  17.63%0. 53bv  2.02+0.45>  16.01£0.18>  17.74£0.40b%  44.64%0.12
9 540 3.33+0.02  0.230£0.006>  35.94£0.194  18.53+0.12ev  4.14£0.05ev  21.16+0.21e=  19.081£0.50>v  47.07+0.200
720 4.84%0.099  0.292£0.0064  34.17x0.14ex  19.53%0.10d  3.58%0.05>x  19.54%0.45  19.9520.23¢%  49.24£0.12dx
900 2.5610.01  0.203+0.013x  40.12£0.05%  21.63+0.18ew  5.07+0.264  25.60£0.31dy  21.24+0.24ev  48.12£0.22¢
180 5.39%0. 444 0.356%0. 035> 32.79%0. 27 16.63%0. 632 3.56%0. 24 17.90£0.13>v  17.00£0.25>  45.59%0.21w
360 3.73%10. 17ev  0.268%0. 106*  32.57%0. 23*  17.63+0. 13b¥  1.81£0. 20>v  17.84£0.20%  17.72+0.19>v  41.58%0.28+
12 540 3.99£0. 36y 0.33810. 037bx  35.47%0. 42>x  18.79£0. 10ev  6.09£0. 154 20.81£0.16>  19.60+0.45¢w  54.40%0.27<
5 720 2.96+0. 13b¢  0.312£0.061P  37.62+0. 16y 19.68%0. 094w 2.82+0. 11bv  22.98+0.24¢  19.8310.19ev  42.57+0.13bt
—g 900 2.59£0. 192 0.250£0. 010=  35.09%0. 09>  20.63+0. 17¢v  3.12+0. 12« 20.64£0.22br  20.86£0.35d  48.20£0.244
?, /\ 180 5.36%0. 08>  0.350%0. 022¢  26.53%0. 072 16.63%1. 132w 2.43%0. 05~  11.7320.15¢  16.81£0.242v  50.821+0.22b=
_::4; \;9 360 2.96x0. 10 0.343£0. 081t 27.65%0. 12>+ 17.6310. 20>  2.31£0. 07> 12.9210.24>  17.78+0.32bv  50.51+0.27by
j‘: % 15 540 3.03+0.06®  0.340£0. 082 29.02%+0. 13<t  18.93%0. 16ev  5.48%0. 254y 14.3720.23¢«  19.42£0.24ev  63.741+0.28~
é) E‘ 720 2.97£0. 34 0.253+0. 092P  31.90£0. 074 19.6310. 164w 1.05£0.06  17.54£0.32dc  19.65£0.29ev  43.46%0.37
Sw: ? 900 2.74%0. 062 0.188%0. 090« 33.76%0. 32<t  20.73%0. 25¢v  5.46+0. 15dv  19.39+0.27<¢  21.34+0.364  58.37£0.25
§ 180 5.37£0. 214 0.34810. 061> 33.86+0. 18+  11.43£0. 24 3.12£0. 12> 19.63£0.29»  11.8520.40  32.89£0.38b
= 360 3.90+0. 08t 0.345%0. 090> 33.54£0.06>  16.60£0. 12« 1.15%0. 05« 18.85£0.24  16.64£0.27d  36.4110.34
18 540 3.22£0. 12bv  0.340%0. 094bx  34.63%0. 06 14.67£0. 19> 1.20£0. 23+« 20.0010.28>  14.7210.32b¢  32.04£0.12x
720 3.01£0. 13> 0.327%0. 101t 35.3140. 134 14.69£0. 16> 5.20+0. 21 20.53%0.28<  15.58+0.30¢  44.4410.35
900 2.48%0. 122 0.187+0. 032« 39.50%0. 46¢v  18.23+0. 134 8.47%0. 164y  25.08+0.34dy  20.10£0.47<t  55.89%0.43¢v
180 5.20£0. 13« 0.387%0. 036t 29.96£0.06*  16.6310. 162 2.94£0. 34~ 15.10£0.24=  16.80£0.35»  47.31+0.27%
360 3.06£0. 09>t 0.268%0. 021bt  30.7910. 24bv  17.63£0. 03w 4.12+0. 37> 15.4010.26*  18.11£0.36bv  52.61£0.424
21 540 2.62£0. 03« 0.25810. 095w 34.421+0. 264 18.63+0. 22¢v  4.50£0. 18> 19.66+0.26¢v  19.17£0.24ev  50.33+0.30bx
720 2.7310. 36 0.266%0. 052> 32.97+0. 13w 19.50%0. 23dv  3.80+0. 09>  18.36£0.35>%  19.99+0.26¢  51.73£0.28<
900 2.63£0.06*  0.172£0. 020« 37.01%£0. 18« 20.89£0. 28w 7.36+0. 33¢  22.77£0.304v  21.90£0.34¢v  59.86£0.40¢

Different letters (a—e) in the same column indicate significant difference between the microwave powers P < 0.05.

Different letters (t-z) in the same column indicate significant difference between the amounts of samples at P < 0.05.
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ABSTRACT

Aflatoxins are carcinogenic toxic metabolites for human foods and animal feeds in terms of pharmaceutical
produced by Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. This study was catried out to determine the aflatoxin
changes in Sebinkarahisar walnut under different seasonal changes between the years by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) method. The presence of aflatoxin was found in all of the samples within
measurable limits. But in none of the total 20 different walnut samples examined, aflatoxin was not observed
above the limits determined by the Turkish Food Codex Contaminants Regulation. Fach treatment included
3 wells were carried out triplicates to determination of AFT and AFB1 and correlation analysis showed a
significant relationship between AFB1 and AFT for 2 different years. In addition, although there was an
increase in aflatoxin content due to seasonal changes between the years, there was no statistically significant
difference and it was supported by correlation analysis.

Keywords: Aflatoxin, Aspergillus flavus, seasonal changes, walnut, ELISA

SEBINKARAHISAR CEViZ CESIDINDE AFLATOKSIN ICERIGININ ELISA
YONTEMIYLE BELIRLENMESI

oz

Aflatoksinler, 6zellikle Aspergilius flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan Uretilen farmasotik olarak
insan yiyecekleri ve hayvan yemleri icin kanserojen toksik metabolitlerdir. Bu ¢alisma, yillar arasindaki
mevsimsel degisimlere bagli olarak Sebinkarahisar’da yetisen ceviz ¢esidindeki aflatoksin miktarindaki
degisimi enzim bagli immunosorbent testi (ELISA) yontemi ile belirlemek amaciyla yapilmigtir. Tdm
orneklerde aflatoksin varhigs Sl¢tilebilir limitler dahilinde bulunmustur. Ancak incelenen toplam 20
farkli ceviz numunesinin hicbirinde, aflatoksin, Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi tarafindan
belirlenen sinirlarin Gstiinde gézlenmemistir. Her bir deneme 6rnek bagina 3 kuyucuk icerecek sekilde
3 tekrarl yapilmistir ve korelasyon analizi 2 farkli yil boyunca AFB1 ve AFT arasinda anlamlt bir iligki
oldugunu gostermistir. Ek olarak, her ne kadar yillar arasindaki mevsimsel degisimlere baglt olarak
aflatoksin iceriginde artislar goriilse de istatistiksel anlamda bir fark olusmamistir ve bu durum
korelasyon analizi ile desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Aspergillus flavus, mevsimsel degisiklikler, ceviz, ELISA
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INTRODUCTION

Mycotoxins, mostly produced by _Aspergilius
species, are considered to be very important
natural toxins because moulds can be found
almost everywhere and can develop their toxins in
many foodstuffs and animal feeds from the field
until consumed (Pohland, 1993; Shukla, 2016).
These microorganisms generate various types of
toxic metabolites and the major ones known as
aflatoxin B1 (AFB1), aflatoxin B2 (AFB2),
aflatoxin G1 (AFG1) and aflatoxin (AFG2)
(Chun et al,, 2007; Shukla, 2016). These four
aflatoxin groups were classified as group 1
carcinogens by the international agency for
research on cancer (IARC, 1993). Among these
metabolites, AFB1 is considered to be the most
hazardous group and is often detected in
combination with total aflatoxin (AFT) (Moss,
1998). These natural metabolites have
carcinogenic, mutagenic, teratogenic  and
immuno-suppressive effects on certain dozes and
can be found in walnut, nut, peanut, spices,
cereals, dried fruit varieties and foodstuff made
from these products and other many
commodities associated with human nutrition and
animal feed (Leszczynska et al., 2001; Park et al.,
2004; Castells et al., 2008; Erkmen and Bozoglu,
2008a). According to the 2013 FAO data, Turkey
ranks fourth in walnut production. (Anonymous,
2013a; Anonymous, 2015b). In this production,
Sebinkarahisar has an important place due to its
climate characteristics. Variety of Sebinkarahisar
walnut, named after the region and registered in
1993, is preferred by many producers and
consumers in our country due to the late foliage
tolerance to late spring frosts, enough fruit in the
side branches, at least 2-4 fruit in the bunch, thin
crust, easy and complete removal of the inner,
light coloured, low inner shrinkage and high total
fatty acids ratio (Karadeniz and Sisman, 2015).
Due to their high biological content, the
Sebinkarahisar variety is preferred
primarily as dry food as well as being used in many
areas of the food industry, especially by baklava
producers in Gaziantep.

walnut

In recent years, enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) are frequently preferred by
researchers to determine toxic metabolites

formed in foods due to high temperature,
humidity and other storage conditions. Climate
change influences the growth of the fungi
producing the mycotoxins in commodities (IPPC,
2007). Several studies have been reported on
mycotoxigenic fungal infection and
contamination with mycotoxins in foods due to
climate changes (Paterson and Lima, 2011; Magan
et al,, 2011; Wu et al,, 2011) Again in 2003 and
2004, it was reported that a high percentage of 4.
flavus occurred due to climatic changes in maize
used as animal feed in Italy (EU ETS, 2003).

ELISA method have advantages over other
methods of aflatoxin detection due to its
properties such as low cost, simplicity, the use of
safe reagents, determination of contaminant in a
large number of samples in a shorter time, and
high precision results (Chun et al., 2007; Reza et
al., 2012). In Turkey, the upper limit of aflatoxin
acceptable for walnut according to the Turkish
Food Codex is 8 ng/kg for AFB1 and 15 pg/kg
for AFT (TGK, 2011). However, this ratio is
considered as 5 ng /kg for AFB1 and 10 pg/kg
for AFT according to European Union criteria
(EC, 2000).

Nuts and their products have an important role in
our daily diet as well as part of the ingredient. So
it is important to control their level of aflatoxin
occurrence in food. As a result of increasing food
safety demand, it is essential to determine the
aflatoxin contents of walnut species produced in
Sebinkarahisar according to the seasonal changes.
This report was designed to detect the AFT and
AFB1 ratios of walnut variety produced in the
seasonal changes of Sebinkarahisar in 2016 and
2017.

MATERIALS AND METHODS

Samples Collection

The walnut samples of the years 2016 and 2017
were collected from producers from different
points of Sebinkarahisar in September-October
which is the walnut harvest time for
Sebinkarahisar (Table 1). Samples, taken from
different points, were placed in plastic containers
and the point of receipt was labelled. Samples
were transferred to the laboratory and stored in
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laboratory conditions (room temperature) as
shelled until analysis. Samples were analyzed one
month later.

Table 1. Location of walnut variety collected from different points of Sebinkarahisar, Giresun

Variety Name

Locality Information

Sebin T1
Sebin K1
Sebin K2
Sebin K3
Sebin Y1
Sebin Y2
Sebin Y3
Sebin E1
Sebin B1
Sebin A1l
Sebin O1
Sebin C1
Sebin K4
Sebin A2
Sebin T1
Sebin G1
Sebin T2
Sebin K5

Tamzara District 20.x.2016-217, N 40 19°35.24” E 038 26°26.45”,1254 m
Kirkg6z District 21.x.2016-217, N 40 17°14.26” E 38 27°09.26”, 1093 m
Kirkg6z District 21.x.2016-217, N 40 17°14.37” E 38 27°10.35”, 1092 m
Kirkg6z District 21.x.2016-217, N 40 17°15.10” E 38 27°07.11”, 1095 m
Yiltari¢ Village 21.x.2016-217, N 40 18°28.31” E 38 29°40.31”, 1218 m
Yedikardes Village 12.x.2016-217, N 40 16’47.57” E 38 15°22.71”, 1169 m
Yedikardes Village 12.x.2016-217, N 40 16’47.05” E 38 15°22.95”, 1166 m
Yedikardes Village 12.x.2016-217, N 40 20°28.32” E 38 19°54.63”, 1565 m
Birogul District 10.x.2016-217, N 40 17° 11.40” E 38 27°47.74”, 1028 m
Avutmus District 11.x.2016-217, N 40 18°44.35” E 38 25’17.05”, 1034 m
Ovactk Village 11.x.2016-217, N 40 19” 20.04” E 38 21°55.78”, 1671 m
Ovacik Village 10.x.2016-217, N 40 18” 29.02” E 38 20’ 04.74”, 1404 m
Kitkiit District 16.x.2016-217, N 40 18* 14.28” E 38 27° 01.87”, 1105 m
Kitkiit District 24.x.2016-217, N 40 21 57.42” E 38 35’ 25.42”, 1603m

Toplukonak Village 20.x.2016-2017, N 40 21° 48.44” E 38 35’ 02.44”, 1606 m

Girpmar Village 23.x.2016-2017, N 40 22°30.54” E 38 33°02.48”, 1693 m
Turpgu Village 24.x.2016-2017, N 40 19° 43.59” E 38 34’ 51.74”, 1360 m
Kavaklar District 24.x.2016-2017, N 40 17°27.27” E 38 27°24.12”, 1215 m

Sebin K6
Sebin C2

Konak Village 14.x.2016-2017, N 40 21°30.13” E 38 32’13.39”, 1447 m
Konak Village 14.x.2016-2017, N 40 20°21.36” E 38 30°39.39”, 1141 m

x = October, N = North, E = East, m = meter

Extraction Procedure

5 grams of each walnut sample taken from
different points were individually weighed and
taken to separate filter bags both for AFT and
aflatoxin B1. 25 mL of 80:20 methanol:water (v:v)
mixture was added via macropipette onto the each
sample. All samples were then disintegrated with
the fully automatic CLS-400D Stomacher mixer
for 5 min. The liquid fraction was filtered through
whatman cellulose filter paper. 1 mL aliquot of
the extract was taken with the help of the
micropipette and diluted 9 mL of 80:20
methanol:water (viv) mixture and stored at +4 °C
until further analysis. In the latter case, the ratio
of sample to extraction solvent is 1:50 (w/v). For
the determination of both AFT and AFB1 three

different extract was prepared and each

experiment was repeated as triplicates

Reagents and Tests

Total Aflatoxin

The AFT test kit contains the following
components: 96 wells (12 x 8 well strips) in a
microwell holder coated with mouse anti-
aflatoxin monoclonal antibodies; 96 non-coated
wells in a microwell holder for the mixing wells.
Standard solutions of AFT are at the following
concentrations: 0.0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4
ng/mlL in 50:50 methanol:water (viv) mixture. In
addition to the standards a 12 ml HRP conjugate
of peroxidase in a buffer; 2 x 12 mL proprietary
sample  diluent; a unit of  stabilized
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tetramethylbenzidine substrate reagent solution;
an acidic reagent for termination process; a
phosphate buffered saline for washing process
(PBS 0.1 mol/dm? , pH 7.4, 0.05%, Tween 20).

Aflatoxin B1

A set of AFB1 kit consists of 96 wells (12 x 8 well
strips) in a microwell holder coated with
antibodies to aflatoxin; 1 set of 12 x 8 non-coated
mixing wells consisting of 96 pieces. Standard
solutions of AIFB1 are at the following
concentrations: 0.0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4
ng/mL in 50:50 methanol:water (viv) mixture. In
addition to the standards a 12 ml HRP conjugate
of peroxidase in a buffer; 2 x 12 mL proprietary
sample  diluent; a unit of  stabilized
tetramethylbenzidine substrate reagent solution;
an acidic reagent for termination process; a buffer
for washing (PBS 0.1 mol/dm3 , pH 7.4 0.05%,
Tween 20). ELISA method was used in this study.
AFT and AFB1 values were determined by Helica
test kits (Helica Biosystems Inc. USA).

Apparatus and Equipment

Samples of walnut were weighed with DENVER
SI-234 analytical balance (Germany). The samples
were homogenously smashed in methanol with a
fully automated CLS-400D Stomacher mixer
(USA). Multi-purpose sterile Pasteur pipettes and
micropipettes with various volumes were also
used for the insertion of standards and extracts
into the wells (Germany). The plates were washed
using a special washing machine Biotech Elx50
(Biotek Instruments INC, USA). Finally,
absorbances of the examined and standard
solutions were measured by Biotech ELx808
reading apparatus for ELISA tests (Biotek
Instruments INC, USA).

Experiment

First of all, mixing wells were prepared according
to the standard and sample number from the
mixing wells in the kit. 200 pL of dilution solution
were added to each of these mixing wells
prepared. Then 100 pL of the standards and
prepared extracts in the kit are added separately to
each well. The mixture in the well is thoroughly
homogenized by means of micropipette. 100 pL
of this diluted mixture was transferred to the

antibody-coated well and allowed to incubate for
30 min at room temperature in the darkness. The
wells were washed 3 times with the fully automatic
Biotech EIx50 strip washer with PBS. Washed
wells were inverted in case of a drop of water. 100
uL of HRP conjugate was added to each well and
allowed to incubate again in the dark for 30 min.

After the conjugate application, the above-
mentioned washing was repeated and 100 puL of
substrate was added and allowed to incubate for
10 min. After the incubation period, color
changes in the wells were evaluated according to
standards. Finally, 100 uL of stop solution was
added to each well and readings were performed
with Biotech ELx808 reading apparatus for
ELISA tests within 15 min at the latest. This
procedure was performed three times for both
AFT and AFB1, separately. The content of
aflatoxins was evaluated using the previously
prepared standard curve.

Collection of Climate Data

All climate data of Sebinkarahisar in 2016 and
2017 were recorded in T.C. the General
Directorate of Meteorology of the Ministry of
Agriculture and Forestry was obtained from
Giresun Meteorology Station Directorate.

Statistical Analysis

Each treatment included 3 wells were carried out
triplicates to determination of AFT and AFB1. All
data were conducted with SPSS Statistics program
(SPSS 21.0) by using analysis of variance
(ANOVA) with Pearson’s correlation. Pearson
correlation was preferred because all of the data
did not conform to normal distribution.
Cortrelations analyses were carried according to
Spearman method (Spearman, 1904).

RESULTS

Determination of Aflatoxin Content

In the ELISA method, it is easier to process than
the other methods because there is no need for
the processes such as isolation and purification of
the component to be tested. In addition, the
preparation process consists of the only
extraction. In the present report, AFT and AFB1
contents of walnut samples grown in
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Sebinkarahisar in  2016-2017  years were
determined. The effects of annual climatic
changes on the aflatoxin content in walnut
growing in the Sebinkarahisar region were
investigated. The mean temperature, humidity
and precipitation rates were analyzed for the
changes in aflatoxin content over the years.
Humidity of the most important parameters
affecting aflatoxin content in foods was calculated
to be higher in 2016 (Table 2). Therefore, AFT
and AFB1 ratios were higher in all samples
examined in 2016. The highest AFT ratio was
determined in the Kirkgéz III sample which is
accepted as the origin of Sebinkarahisar walnut
variety with 0.845 + 0.02 pg/kg. Surprisingly, the
highest total aflatoxin ratio was obtained in the
sample taken from the same location in 2017

samples with 0.828 £ 0.02 ug/kg. However, these
calculated rates are not above the standards
determined by the Turkish food codex. It is
estimated that a decrease of 6.15% in humidity in
2017 resulted in a 2.01% dectrease in the total
aflatoxin ratio compared to 2016. Similar to AFT,
the highest AFB1 ratios were obtained from 2016
data. Walnut samples taken from the Ciftlik
region gave the highest AFB1 ratio with 0.630 *
0.01 (Table 2). Although it was determined that all
values obtained from the samples of 2016
increased significantly compared to the values
obtained from the samples of 2017, it was
determined that these values were acceptable
according to the regulations of the Turkish Food
Codex.

Table 2. Total aflatoxin (B1, B2, G1 and G2) and aflatoxin B1 contents of Sebinkarahisar walnut
variety collecting different years

2016 2017
Product AFT AFB1 AFT AFBI1
(ug/kg) (ug/kg) (ug/kg) (ug/kg)
Tamzara 0.464 £ 0.01 0.394 £ 0.01 0.422 £ 0.01 0.387 £ 0.01
Kirkgoz-1 0.477 £ 0.01 0.396 = 0.01 0.459 £ 0.01 0.382 + 0.01
Kirkg6z-11 0.461 £ 0.01 0.401 £ 0.01 0.438 £ 0.01 0.373 £ 0.01
Kirkg6z-111 0.845 + 0.02 0.628 = 0.02 0.828 £ 0.02 0.415 £ 0.01
Yiltarig 0.427 £ 0.01 0.383 + 0.01 0.410 £ 0.01 0.372 £ 0.01
Yedikardes-1 0.466 £ 0.01 0.377 £ 0.01 0.439 £ 0.01 0.356 £ 0.01
Yedikardes-11 0.561 = 0.01 0.436 = 0.01 0.515 £ 0.01 0.418 £ 0.01
Evcili 0.415 £ 0.01 0.406 £ 0.01 0.407 £ 0.01 0.392 £ 0.01
Birogul 0.488 = 0.01 0.458 + 0.01 0.464 £ 0.01 0.433 + 0.01
Avutmus 0.592 £ 0.02 0.511 £ 0.01 0.583 £ 0.01 0.499 £ 0.01
Ovacik 0.502 = 0.01 0.424 £ 0.01 0.489 £ 0.01 0.400 = 0.01
Cakir 0.575 £ 0.01 0.457 £ 0.01 0.556 £ 0.01 0.434 £ 0.01
Kitkit 0.481 £ 0.01 0.411 £ 0.01 0.434 £ 0.01 0.398 £ 0.01
Altingevre 0.500 = 0.01 0.466 = 0.01 0.429 £ 0.01 0.440 = 0.01
Toplukonak 0.530 £ 0.01 0.416 £ 0.01 0.488 £ 0.01 0.373 £ 0.01
Girpinar 0.538 = 0.01 0.438 =+ 0.01 0.512 £ 0.01 0.394 + 0.01
Turpgu 0.575 £ 0.01 0.407 £ 0.01 0.519 £ 0.01 0.399 £ 0.01
Kavaklar 0.564 + 0.01 0.424 £ 0.01 0.474 £ 0.01 0.374 £ 0.01
Konak 0.447 £ 0.01 0.403 £ 0.01 0.445 £ 0.01 0.401 £ 0.01
Ciftlik 0.672 = 0.02 0.630 = 0.02 0.640 £ 0.01 0.308 = 0.01
AFT: Total Aflatoxin, AFB1: Aflatoxin B1
Climatic Conditions climatic characteristics in healthy product

In recent years, climatic characteristics have
started to change in Turkey as in all over the
wortld. Therefore, determining the effects of

production or storage is important in terms of
reliable food. In the present study, climatic data
for the sampling months such as temperature,
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humidity, and precipitation were analyzed
according to months and years. It has been
determined that the humidity rate of 2016 is
6.15% wider than in 2017. During the year 2016,
the highest humidity was recorded in month of
January with 72.5%. These rates were determined
as 56% and 53.3%, respectively in September and
October which is the walnut harvest and drying
time. Also, the lowest humidity content was
obtained from April with 45.4% (Figure 1). The
highest average precipitation rate was found as
106.10 kg/m? in May 2016 as in the humidity rate.
This rate was 5.09% higher than in May 2017.
When the total average precipitation rate was
examined throughout the year, it is determined

that 2017 has received 4.23% more precipitation
than in 2016 (Figure 2). When the temperature
changes were compared, it was calculated that
2017 was 6.7% warmer than in 2016. During the
year 2017, the highest temperature of 22.4 °C was
recorded in the month of August with the lowest
temperature (3.0 °C) recorded in February and the
average for was determined to be 10.4 °C. In July,
August and September, which is the walnut
growing, harvesting and drying seasons, the
average temperature is determined as 21.37 °C.
2016 was a colder year with 18.77 °C. The average
annual temperature in this year is 9.7 °C (Figure

3).
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Figure 1. Mean values of monthly humidity distributions for different years
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Figure 2. Mean values of monthly precipitation for different years
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Figure 3. Mean values of monthly average temperature distributions for different years

The Relationship between Climate Data and
Aflatoxin

The results of the statistical analysis revealed a
cortelation between AFT and AFB1 in both 2016
and 2017. In 2016, a strong correlation was found
between AFT and AFB1 with r = 0.920. In 2017,
this ratio was calculated as r = 0.543 due to the
decrease in the average humidity content on an
annual basis (Table 3, P < 0.01). In contrast,
statistical analyzes showed that the seasonal
changes (humidity, temperature, and

precipitation) in 2016 and 2017 were not effective
on AFT and AFB1 (Table 4). In 2017, the annual
average precipitation and temperature values
increased by 4.48% and 7.2%, respectively,
compared to the previous year and the humidity
rate decreased by 6.33% compared to 2016 year.
This situation did not cause increase in AFT and
AFB1 ratios in Sebinkarahisar which has
continental seasonal changes.

Table 3. Spearman correlation coefficient between climatic factors and AFT and AFB1 of
Sebinkarahisar walnut in 2016

Humidity Temperature Precipitation AFT AFB1
Humidity 1.000 - 0.648*
Temperature 1.000 - 0.608*
Precipitation - 0.648* - 0.608* 1.000
AFT 1.000 0.920%*
AFB1 0.920%* 1.000

** Correlation is significant at the 0.01 level (2- tailed), * Correlation is significant at the 0.05 level (2- tailed), AFT:

Total Aflatoxin, AFB1: Aflatoxin B1.

Table 4. Spearman correlation coefficient between climatic factors and AFT and AFB1 of
Sebinkarahisar walnut in 2017

Humidity Temperature Precipitation AFT AFB1
Humidity 1.000 0.734%* - 0.748%*
Temperature 0.734** 1.000
Precipitation - 0.748%* 1.000
AFT 1.000 0.543%*
AFB1 0.543* 1.000

** Correlation is significant at the 0.01 level (2- tailed), * Correlation is significant at the 0.05 level (2- tailed), AFT:

Total Aflatoxin, AFB1: Aflatoxin B1
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DISCUSSION

The world population tends to rise rapidly. This
increase in the need for reliable clean food is
increasing day by day. Turkey has a rich variety in
terms of nutrient diversity. Reliable food
consumption in this variety is important in our
country as well as the whole world. Turkey is a
pioneer in the production of tea, hazelnuts,
peanuts, walnuts, dried fruits, spices and corn
products. The fact that the aflatoxin content of
these products are, at the determined standards, is
important for health and for the country's
economies. In this variety, Sebinkarahisar walnut
variety holds an important place. Although there
are many studies in the literature about the
determination of aflatoxin content of dried
egeplant and green bell pepper (Cagind: and
Giirhayta, 2016), flour (Ozturan et al., 2007), dark
red ground pepper, hazelnut and roasted
chickpeas (Giirses, 20006) in Turkey, there is no
study to determine the aflatoxin contents of
walnut variety growing in Sebinkarahisar by
evaluating the seasonal changes. Besides, aflatoxin
contents in foods produced under different
conditions have tried to be determined by many
researchers in the world. A detailed literature
survey has revealed the importance of founding
these toxic harmful metabolites in foods. (Leong
etal,, 2010; El tawila et al., 2012; Adaya-Gonzalez
et al, 2015). Set and Erkmen (2010) have
reported that AFT and AFB1 content of
packaged and unpackaged ground red paper and
pistachio nut samples was determined on the
allowed legal limits. Giirses (2006) was studied on
different groups of commodities as hazelnut,
walnut, peanut, almond and roasted chickpea
collected from retailers, markets, and dried fruit
retail shops in Erzurum. The researcher found
that in 27.66% of 94 analysed samples had an
AFB1 ratio above the allowed legal limits. In a
similar report, 28 of 126 different food products
sold in Qatar markets were found to have AFB1
ratios ranging from 0.14 to 81.64 pg/kg
(Abdulkadar et al., 2004). These researchers have
found that the highest ratio of aflatoxin was in
pistachio samples with 81.64 pg/kg. In a study
conducted by Luttfullah and Hussain (2011) on
the products offered for sale in Pakistan, 40% and

70% aflatoxin was found in shelled walnuts and

unshelled walnuts, respectively.

CONCLUSION

Aflatoxin contamination in foodstuffs is an
undesirable situation in all processes (from raw
material to field development, harvesting, storage,
transportation, product processing and product
production) from the field to table. As well as all
over the wotld, this situation should be followed
up in all processes of the products produced up
to consumption in Turkey, and good agricultural
practices should be achieved. None of the 20
different walnut samples examined within the
scope of the study was found to have AFT and
AFB1 ratios above the allowed legal levels under

Sebinkarahisar seasonal changes.
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The purpose of this study was to evaluate the survival of acid adapted and non-adapted stationary phase Escherichia
coli O157:H7, Salmonella Typhimurium and Listeria monocytogenes in pomegranate juice at refrigeration and room
temperatutes. Inoculated juice samples wete stored at 4 and 24 £ 2°C. Population of pathogens were enumerated
for up to 28 days. Reduction rates, time required for one log reduction, of tested microorganisms were calculated.
Enrichment was negative for E. co/i O157:H7 after a week at all tested conditions. At refrigeration temperature,
acid adapted S. Typhimurium and L. monocytogenes survived one week longer than non-adapted cells. At room
temperatute, . Typhimutium population decreased up to 7 log CFU/ml in 28 days; L. monocytogenes survived less
than 12 h. Rates of reduction (days) ranged between 0.06 and 4.29 for all tested pathogens (P<0.05). Tested
pathogens can survive in contaminated pomegranate juice until consumption to cause foodborne illness.
Keywords: Acid adaptation, survival, pomegranate juice, Escherichia coli, Salmonella, Listeria

ASIDE ADAPTE VE ADAPTE OLMAYAN DURAGAN FAZ ESCHERICHIA COLI
0157:H7, SALMONELLA TYPHIMURIUM VE LISTERIA MONOCYTOGENESIN
NAR SUYUNDAKI CANLI KALMA SURELERININ BELIRLENMESI

oz

Bu calismanin amaci, aside adapte olan ve adapte olmayan duragan faz Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium ve Listeria monocytogenes'in buzdolabt ve oda sicakliklarinda canlt kalma strelerini
degerlendirmektir. Inokiile edilmis meyve suyu oérnekleri 4 ve 24 + 2 ° C'de muhafaza edilmistir.
Patojenlerin popilasyonlar: 28'inci giine kadar sayilmistir. Poptlasyon indirgeme oranlari, bir log
indirgeme icin gereken siire, test edilen mikroorganizmalar icin hesaplanmigtir. Bir hafta sonunda E. co/i
O157:H7 icin zenginlestirme butin test edilen kosullarda negatif olarak belirlenmistir. Buzdolabi
sicakliginda, asitle adapte S. Typhimurium ve L. monocytogenes, adapte olmayan hiicrelere gére 1 hafta daha
uzun stre hayatta kalmistir. Oda sicakliginda, 5. Typhimurium popilasyonu 28 ginde 7 log CFU/ml
dusmistir ama L. monocytogenes sadece 12 saat canli kalabilmistir. Poptilasyon azalma oran araliklari (giin)
bitiin test edilen patojenler icin 0.06-4.29 araligindadir (P<0.05). Test edilen patojenler kontamine olmus
nar suyunda gida kaynakli hastaliga neden olacak kadar uzun siire hayatta kalabilir.

Anahtar kelimeler: Asit adaptasyonu, canli kalma, nar suyu, Escherichia coli, Salmonella, Listeria
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INTRODUCTION

Fruit juices are important global commodities
with consumer profiles from all age groups.
Microorganisms including yeasts, molds and acid
tolerant bacteria species can cause spoilage of
fruit juices. Fruit juices may harbor foodborne
pathogens. Outbreaks of Cryprosporidium pavrum,
shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and
Salmonella spp. associated with the consumption
of unpasteurized fruit juices occurred in the
United States (U.S.) between 1995 and 2012
(Centers for Disease Control and Prevention;
CDC, 2014; Danyluk et al., 2012; Vojdani et al.,
2008). No outbreak of Listeria species was
implicated for fruit juice related outbreaks;
however, Listeria monocytogenes is considered as a
risk of contamination in fruit juice production due
to its ubiquitous nature (FDA, 2004; Vojdani et
al., 2008). Pathogens are commonly eliminated by
thermal pasteurization in fruit juices to comply
with regulations. However, freshly squeezed
juices remain as a potential source of foodborne
diseases due to no inactivation process ptior to
consumption.

Pomegranate  (Punica  granatum  1.)  juice
consumption have increased during last decades
due to increasing popularity of health promoting
potential of fruit and its juice (Turkyilmaz et al.,
2013). The several health benefits of pomegranate
have been claimed on various health problems
including  high  cholesterol, inflammation,
cardiovascular diseases and different type of
cancer (Zarfeshany et al, 2014). High
anthocyanins content of pomegranate juice
provides its characteristic red color that invites
consumers’ notice as first glimpse on market
shelves (Nachay, 2009; Vegara et al, 2013).
During thermal pasteurization and storage of
juice, bright color of juice turns to a brownish
color that is reducing sensory and nutritive
properties of juice due to degradation of unstable
anthocyanins molecules (Vegara et al., 2013).
Brightness and fruity properties of fresh squeezed
pomegranate juice attracts the interest of
consumers. However, consumption of fresh
squeezed juice increases concerns about
foodborne  pathogens due to risk of
contamination.

Pathogens can survive for extended periods of
time to cause gastrointestinal diseases in fruit
juices (Piotrowski, 2003; Parish and Higgins,
1989; Oyatzabal et al., 20006). Survival of bacterial
foodborne pathogen in fruit juice and juice
concentrates have been studied at different
storage temperatures. Duration of survival varies
depending on type and composition of juice,
storage temperature, and strains of pathogenic
bacterial ~ species  (Alvarez-Ordéfiez, 2013,
Opyarzabal et al., 2006; Parish and Higgins, 1989;
Piotrowski, 2003). Some foodborne pathogens,
including STEC, Salmonella  spp., and L.
monocytogenes have acid adaptation mechanisms
that increase their survival and thermal tolerance
capability in acidic conditions. Acid adaptation
increases time and temperature to inactivate
pathogens during pasteurization (Mazzotta, 2001;
Ryu and Beuchat, 1998; Sharma et al., 2005;
Topalcengiz and Danyluk, 2017).

Several numbers of studies have been published
about the survival of pathogens in fruit juices
including grape, orange, apple juice and apple
cider. Pathogens can survive long enough to cause
outbreaks in apple and orange juices. The
objective of this study is to determine the survival
of E. wli O157:H7, §. Typhimurium, and L.
monocytogenes that are considered a potential cause
of outbreak in pomegranate juice. Results
reported in here provides information about the
risk of outbreak associated with pomegranate
juice in case of inadequate pasteurization and the
consumption of unpasteurized juice.

MATERIALS AND METHODS

Juice

One brand of 100% pasteurized pomegranate
juice with a single lot number was bought from a
local market. The pH and soluble solid content
(°Brix) of pomegranate juice was measured with a
pH meter (HACH, HQ30d Portable Multi Meter,
CO, USA) and refractometer (Index Instrument,
PTR 2a, USA). Fruit juice was stored at -20 °C
until use.

Bacterial strains and growing conditions

One strain of E. coli O157:H7 (ZT:10; food
isolate), . Typhimurium (ATCC 14028; orange
juice outbreaks of 1999) and L. monocytogenes
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serotype 4b strains (ATCC 19115) were used.
Frozen (-80 °C) E. w/ O157:H7 and .
Typhimurium strains were streaked onto tryptic
soy agar (TSA; Biolife; Milan, Italy) plates to
obtain working cultures. Frozen L. monocytogenes
was converted to working culture by plating on
TSA supplemented with 0.6% yeast extract
(TSAY; Biolife; Milan, Italy). All plates were
incubated at 37 £ 2 °C for 24 £ 2 h. A colony of
active strains were inoculated in 10 ml of tryptic
soy broth without glucose (TSBNG; Neogen;
Lanchashire, UK) and in TSB containing 1%
glucose (Merck KGaA, Darmstadt, Germany:
TSBG: 10 g/L) to grow non-adapted and acid-
adapted cells, respectively. All media used for L.
monocytogenes was supplemented with 0.6% yeast
extract (Biolife; Milan, Italy) as described in
Bacteriological Analytical Method by Food and
Drug Administration (Hitchins et al, 2017).
Fermentation of glucose in TSBG decreased the
pH of media causing the development of acid
adaptation (P<0.05) (Table 1) (Buchanan and
Edelson, 1996). After incubation at 37 £ 2 °C for
18 £ 2 h, 100 pl of grown cultures were
transferred to another sets of TSBNG and TSBG
tubes. All tubes were incubated al 37 + 2 °C for
18 = 2 h. After incubation, cells were washed
three times by centrifugation at 3030 X g for 10
min (Thermo Scientific, Labofuge 200 Benchtop
Centrifuge, Germany) followed by the
replacement of supernatant with 10 ml of 1%
peptone water (Biolife; Milan, Italy). To prepare
inoculum, washed pellets were resuspended in 5
ml pomegranate juice to obtain an initial
concentration between 108 — 101 CFU/ml.

Table 1. pH values of tryptic soy broth with no
glucose (TSB-NG) and tryptic soy broth
containing 1% glucose (TSBG) before harvesting
grown strains (n=3).

Strain or serotype  Media pH

E. coli O157:H7 TSB-NG 702+ 0.01a
(£T10) TSBG 4.82 £ 0.03b
S. Typhimurium TSB-NG 713 + 0.02a
(ATCC 14028) TSBG 4.95 +0.04b
L. monocytogenes *TSB-NG 6.63 + 0.02a
(ATCC 19115) *TSBG 4.38 £ 0.03b

The same letter within each pathogen are not
significantly different (P>0.05).
*Supplemented with 0.6% yeast extract.

Inoculation of pomegranate and
enumeration

Fruit juice (10 ml) was dispensed in sterile 15 ml
centrifuge tubes (LABSOLUTE®, Getrmany),
aseptically. A separate set of tubes was prepared
for each sampling time to minimize the chance of
contamination. Tubes were acclimated to storage
temperatures (4 and 24 + 2 °C) 12 hours before
inoculation. Inocula (0.1 ml) was added to 10 ml
juice and vortexed to achieve a final concertation
of 106 CFU/ml. The tubes were tightly capped
and stored at 4 and 24 £ 2 °C for 28 days.
Population of pathogens from each adaptation
and temperature combinations was enumerated at
0,2,4,8,12, and 24 h and on days 2, 3, 5, 7, 14,
21, and 28. Inoculated fruit juice samples stored
at refrigeration and room temperatures were
sampled and diluted if necessary for spread
plating on TSA for E. /i O157:H7 and S§.
Typhimurium and on TSAY for L. monocytogenes in
duplicate. All plates were incubated at 37 £ 2 °C
for 24 £ 2 h for E. w/i O157:H7 and S.
Typhimurium and at 37 * 2 °C for 48 * 2 h for
L. monocytogenes. 1f populations were expected to
be below 1.0 log CFU/ml (10 CFU/ml), one ml
of undiluted sample was spread plated onto four
plates as 250 ul per plate to lower limit of
detection. Three repetitions were performed for
each temperature and adaptation condition (n=3).
Background microbiota of pomegranate juice
samples were tested by spreading uninoculated
juice samples on TSA.

juices

Enrichment

When no plate counting ranges were predicted,
each replicate of juice samples was enriched. 5 ml
of TSB for E. co/i O157:H7, lactose broth (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) for Salmonella, and
TSB supplemented with 0.6% yeast extract
(ISBY) for L. monocytogenes was added on
remaining juice samples in centrifuge tubes. After
incubation at 37 £ 1 °C for 24 = 1 h, one loopful
(10 ul) of enriched samples was streaked onto
sorbitol MacConkey agar (SMAC: Biolife; Milan,
Italy) for E. e/l O157:H7, xylose lysine
desoxycholate agar (XLD; Biolife; Milan, Italy)
for S. Typhimurium, and Listeria oxford agar
(LOX; Liofilchem, Abruizzi, Italy) for L.

monocytogenes.  When  typical colonies were
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observed, the population of pathogen in each
replicate was recorded as 0.3 log CFU/ml (limit
of detection).

Statistical analysis

Log transformed population of tested pathogens
were plotted against time. Time required for one
log CFU/ml reduction (rates of reduction) were
calculated by drawing linear trendlines in survival
plots from day zero to first time point that cell
population decreased more than 5-log for all
microorganisms. Populations of cells for each
condition were compared for each time point
statistically by Analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s HSD test. The statistical difference
among decline rates were calculated with Analysis
of Covariance (ANCOVA). All data was
processed using Microsoft Excel, 2013 and JMP
11 software (SAS® Institute Inc., Cary, NC, USA,
2013). The alpha value was set at 0.05.

RESULTS

No background microbiota was detected in
pomegranate juice used in this study. The pH and
soluble solid content (corrected °Brix) of
pomegranate juice was 3.23 * 0.02 and 16.1,
respectively. Strains grown in TSB without
glucose yielded a final pH close to neutral ranging
from 6.63 and 7.13 (Table 1). The presence of 1%
glucose decreased the pH of growth medium to
mild acidic conditions (4.38 — 4.95) where acid
adaptation occurs. The growth L. monocytogenes in
TSBY reduced pH values 0.4 lower compare to E.
¢oli O157:H7 and . Typhimurium possible due to
the addition of yeast extract to support the
growth.

Survival of E. coli O157:H7

The population of non-adapted and acid adapted
E. c0li O157:H7 decreased around 1.4 and 2.6 log
CFU/ml after one day of storage at 4°C (P<0.05)
(Fig 1A). The populations of acid adapted cell
were up to 1.5 log CFU/ml lower than non-
adapted cells starting from Day 1 (P>0.05). A
gradual decline over 6 log CFU/ml was observed
until Day 7 at 4°C. No positive enrichment was
detected after Day 5 except for non-adapted cells
sampled at Day 21 (Fig 1A). At 24°C, similar
survival trends were observed for both non-

adapted and acid adapted cells (Fig 1B).
Population of acid adapted E. cw/i O157:H7 was
up to 1.0 log CFU/ml higher than non-adapted
cells at all sampling times until Day 7. Both non-
adapted and acid adapted cell populations
depleted at Day 7 at 24°C with the exception of
non-adapted cells at Day 14. No significant
difference was calculated between non-adapted
and acid adapted cells stored at 4 and 24°C after
Day 7 (P>0.05). Population of non-adapted and
acid adapted E. ¢/ O157:H7 was higher in
samples stored at 4°C at Day 1, 2 and 3 (P<0.05).

Survival of S. Typhimurium

No increase in §. Typhimurium populations
occurred at all tested conditions and storage
temperatures after incubation of inoculated juice
samples. Limited decline (up to 1.0 log CFU/ml)
was observed in both non-adapted and acid
adapted 5. Typhimurium  population in
pomegranate juice samples after 24 h storage at
4°C (Fig 2A). The population of acid adapted .
Typhimurium was higher than non-adapted cells
at sampling Day 2, 3,5, 7, and 14 at 4°C (P<0.05).
Acid adaptation increased survival of .
Typhimurium at 4°C. No positive entichment was
detected starting from Day 14 for non-adapted
cells and Day 21 for acid adapted cell. At 24°C,
both non-adapted and acid adapted cells showed
similar survival trends (Fig 2B). However,
population of non-adapted cells fluctuated after
Day 7 compare to acid adapted cells with a
gradual decrease until Day 21 (P<0.05). The
population of non-adapted . Typhimurium was
lower than acid adapted cells from 12 h to 21 days
of storage at 24°C until Day 14 (P<0.05). Non-
adapted and acid adapted S. Typhimurium stored
at 24°C survived two week and one week longer
than cells kept at 4°C, respectively.

Survival of L. monocytogenes

Storage temperature affected the survival of both
non-adapted and acid adapted L. monocytogenes in
pomegranate juice, dramatically. The population
of non-adapted and acid adapted L. monocytogenes
decreased around 2.0 log CFU/ml at 4°C after 24
h storage, but no positive samples were detected
at 24°C in samples enumerated at 12 h (Fig 3A).
At 4°C, similar but statistically significant sutvival
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trends were observed for both non-adapted and
acid adapted cells until Day 14 (P<0.05) (Fig 3B).
Acid adaptation extended the survival of cells
stored at 4°C for three weeks compare to two
weeks of non-adapted survival. A gradual decline
of acid adapted L. monocytogenes were observed for
samples held at 4°C. After storage at 24°C for 12

h, no survived cells were recovered for both non
and acid adapted samples. In two hours, L.
monocytogenes population decreased about 50%
compare to initial concentration. The population
of non-adapted and acid adapted L. monocytogenes
stored at 4°C was higher than cells kept at 24°C
starting from 2 hours (P<0.05).
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Reduction rates of tested strains

All reduction rates are shown with R2 of linear
regression equations in Table 2. R? wvalues
calculated for linear reduction equations were
between 0.79 and 0.99 for all tested pathogens at
all conditions. Rate of reductions, time required
for one log reduction for each pathogen
population, were higher for cells stored at 4°C for
all tested microorganisms (P<0.05) except for

non-adapted S. Typhimurium. The longest and
shortest rate of reduction for E. cw/i O157:H7
were 1.17 days for non-adapted cells stored at 4°C
and 0.36 days for acid adapted samples kept at
room temperature. S. Typhimurium had longer
decline rates than E. co/f O157:H7 at all conditions
and L. monocytogenes for samples stored at 24°C
(P<0.05). Calculated reduction rates of .
Typhimurium were 3.43 days for samples stored
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at 4°C and 091 days for cells held at 24°C
(P<0.05). Reduction rates of L. monocytogenes were
the lowest among all tested pathogens with values
less than 2 h for both non-adapted and acid

adapted cells stored at 24 °C. L. monocytogenes had
the longest reduction rates for samples kept at
4°C with a value of 2.78 days for non-adapted
cells and 4.29 days for acid adapted cells (P<0.05).

Table 2. Rates of reduction for each pathogen and temperature obtained from linear decline equations
after initial 5-log reduction.

Days Reduction

Adaptation Temperature used in Equation R? rates for 1

Pathogen equation log (Day)
Non 4°C 5 y =-0.8587x + 6.1813  0.9569 1.172D
E. w0l O157-H7 24 °C 3 y=-1.9597x + 6.1442  0.9714 0.51<¢
Acid 4°C 5 y =-1.3131x + 6.622 0.9639 0.76bPE
24 °C 2 y =-2.7949x + 6.8821  0.8625 0.364D
Non 4°C 7 y =-0.7719x + 6.5037 0.989 1.30<P
§. Typhimutium 24 °C 14 y = -0.4459x + 6.1503  0.9051 2.24b4
’ Acid 4°C 21 y = -0.2917x + 6.5008 0.959 3.43
24 °C 5 y =-1.1015x + 6.2539  0.8512 0.914B
Non 4°C 14 y =-0.3599x + 5.138 0.8845 2.78b¢
L. monocytagenes 24 °C 0.33 y=-17.921x + 5.6075  0.8857 0.06°E
Acid 4°C 21 y =-0.2333x + 5.0553  0.8663 4.292A
24 °C 0.33 y =-15.072x + 57686  0.7846 0.07<

Reduction rates with the same letter within each pathogen are not significantly different (P>0.05).
Reduction rates with the same capitalized letter in within each temperature are not significantly different (P>0.05).

DISCUSSION

Due to high acidity of fruit juices, food borne
pathogens were not considered as a threat to
public health until first confirmed outbreak of E.
coli O157:H7 associated with unpasteurized apple
cider (Besser et al.,, 1993). The U.S. Food and
Drug Administration (FDA) requires mandatory
5-log reduction of pertinent microorganisms in
fruit juices under HACCP (Hazard Analysis
Critical Control Points) rule (FDA, 2001). No
outbreak related to the consumption of
pasteurized fruit juices have occurred after
mandatory HACCP in juice processing and
packaging plants, however, unpasteurized fruit
juices have been implicated as the source of
foodborne outbreaks. Fruit juices can be
contaminated by the use of dropped fruit, non-
potable water, and the presence of cattle and
wildlife in, or close to, the production or
processing environment (Harris et al., 2003).
Freshly squeezed juices can also be a cause of
outbreak due to contaminated utensils and fruit
itself or food handlers since pathogens can
survive in fruit juice long enough to cause a food
borne outbreak.

Various factors may influence the survival of
microorganisms in fruit juices including the types
of juices, strains of pathogens and storage
temperatures. In this study, E. o/ O157:H7
survived 5 (acid adapted cells) to 21 days (non-
adapted cells), but 5 log CFU/ml reduction of E.
coli O157:H7 took maximum 6 days in
pomegranate juice. Similar or contradictory
results have been reported about the survival of
E. ¢c0li O157:H7 in various type of fruit juices. The
population of E. co/i O157:H7 declined 4 to 5 log
CFU/ml in apple juice at 4 and 21°C after 7 days
(Uljas and Ingham,1998), 5 to 6 log CFU/ml at 4
and 10°C after 21 days in apple cider (Roering et
al., 1999), and up to 7 log CFU/ml after 36 days
of storage at 4°C and 25°C in apple cider,
respectively (Zhao et al., 1993). Also, no positive
E. coli O157:H7 were detected by Leyer et al.
(1995) in apple cider after 28 h storage at 6°C. S.
Typhimurium survived up to 14 and 21 days at 4
and 24°C in pomegranate juice with 6 to 7 log
CFU/ml reduction in population, respectively. In
apple juice, 5. Typhimurium population decreased
around 4 logs at 4 and 10°C after 21 days in apple
cider (Roering et al, 1999). In contrast, the
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population of §. Typhimurium dropped around 5
log CFU/ml in 10 days at 4°C and 1 day at 25°C
(Alvarez-Ordéfiez et al, 2013). Greater and
shorter survival of Salmonella in apple and orange
juice compare to pomegranate juice can be
explained different pH and organic acid content
and juice compositions.

Population of non-adapted and acid adapted L.
monocytogenes in pomegranate juice decreased over
6.5 log CFU/ml until Day 14 and 21 at 4°C,
respectively. Similar to results in this study,
Piotrowski (2003) found that L. monocytogenes
population decreased over 6.5 log CFU/ml in 12
days in white grape juice, in 14 days in apple cider,
in 54 days in orange juice and in 12 hours in red
grape juice at 4°C. Results in pomegranate juice
is also in contrast to Roering et al. (1999) that
reported 5 to 6 log CFU/ml reduction of L.
monocytogenes in two days in apple cider held at 4°C.
No positive sample was detected in any replicate
stored at 24°C after 12 h storage. Karabiyiklt et al.
(2014) observed that decline in the population of
L. monocytogenes was over 5 log CFU/ml after 3 h
storage at 37°C in sour orange juice. This rapid
decrease at room and body temperatures may be
explained the increased inactivation effect of
antimicrobial compounds in pomegranate and
sour orange juice at higher temperatures. In
general, L. monocytogenes in fruit juices is expected
survive longer at refrigeration temperatures
compare to room temperature similar to E. co/i
and Salmonella. However, the population of L.
monocytogenes decreased up to 2 logs in tomato juice
held at 5 and 30°C after 12 days of storage
(Diakogiannis et al., 2017). Limited effect of
temperature difference on the survival of L.
monocytogenes in tomato juice is probably due to the
higher pH of tomato juice above 4.0.

The addition of 1% glucose decreased the pH of
growth medium to mild acidic conditions where
strains could develop acid adaptation by
fermentation of glucose as previously described
(Buchanan and Edelson, 1996; Sharma et al.,
2005). Acid adaptation prolonged the survival of
S. Typhimurium and L. monocytogenes at 4°C.
Alvarez-Ordéiiez et al. (2013) reported that acid
adaptation decreased survival of . Typhimutrium

at 4 and 10°C, but increased at 25 and 37°C in
orange juice. Especially, acid adaptation increased
survival ability of L. monocytogenes in pomegranate
juice dramatically at 4°C (P<0.05). No
improvement in survival was observed at 24 °C
for all tested pathogens after acid adaptation.
Thermal response of pathogens increased in fruit
juices after acid adaptation and Salmonella spp.
were reported with the lowest heat resistance in
different type of juices at all tested conditions
(Mazzotta, 2001; Sharma et al., 2005; Topalcengiz
and Danyluk, 2017). In the same studies, shiga
toxin-producing E. co/i (STEC) was determined as
the most heat resistant at lower temperatures, but
L. monocytogenes at higher temperatures. Compare
to thermal inactivation studies, Salmonella survived
longer than E. co/i O157:H7 and L. monocytogenes in
pomegranate juice at room and refrigerator
temperatures.

The survival of pathogens in pomegranate juice
was affected by storage temperatures. Acid
adaptation decreased reduction rates for E. coli
0O157:H7; however, acid adapted Salmonellaand L.
monocytogenes had longer rates compare to non-
adapted cells at both tested temperatures. Except
for non-adapted Salmonella held at 4°C, all tested
non-adapted and acid adapted pathogens stored
at 4°C had longer rate of reductions. Especially,
reduction rates of L. monocytogenes stored at 4°C
wete up to 70 times longer than cells kept at 24°C.
Similar results from previous studies confirms
that pathogens survive longer in different fruit
juices at near refrigeration storage temperatures
(Piotrowski, 2003; Williams et al., 2005; Uljas and
Ingham,1998).  Antimicrobial  activity — of
pomegranate fruit has been studied by several
researchers. Extracts and compounds purified
from different part of pomegranate has
antibacterial, antifungal and antiviral activities
(Jayaprakasha et al, 2006). The enhanced
antimicrobial activity and acidity may be the
reason for shorter reduction rates of pathogens
stored at higher temperatures.

CONCLUSION

Pathogens associated with apple and orange juice
outbreaks may cause gastrointestinal diseases due
to the consumption of pomegranate juice if
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pasteurization is performed under required limits.
Pasteurization parameters for pomegranate juice
should be determined for better understanding of
antimicrobial ~ effect.  Freshly = squeezed
pomegranate  juice has a potential of
contamination since no inactivation process is
applied. E. co/i O157:H7, §. Typhimurium and L.
monocytogenes cannot proliferate in pomegranate
juice in refrigeration and room temperatures.
However, these pathogens can survive long
enough if contamination occurs. Pomegranate
fruits can be washed to reduce risk of
contamination before freshly squeezed juices are

prepared.
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oz

Kifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler tzerinde yaygin olarak bulunabilen
mikroorganizmalardir. Kiifler tarafindan tretilen toksik metabolitler nedeniyle, kiiflerin insan ve hayvan
sagligt tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Kifler gidalarin bozulmasina neden olarak ekonomik
kayiplara da sebep olmaktadir. Gidalarda gelisen kitflerin tanimlanmast direngli tiirler, mikotoksijenik tiirler
ve kuf gelisiminin inhibisyonu gibi konularda calismalar yapilmasinda gereklidir. Kiflerin tamimlanmast
koloni morfolojisi ve mikroskobik 6&zelliklerinin beliflenmesine dayanan geleneksel yontemler ile
gergeklestirilmektedir. Geleneksel yontemlerin zaman alict olmasi ve deneyimli personel gerektirmesi
nedeniyle, daha hizl ve glivenilir ydntemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Hizli yéntemlerin maliyeti yitksek olup,
aymi zamanda veri tabanlarmin yetersiz olmasi nedeniyle kapsamlt arastirmalar ile standartlastirilmast
gerekmektedir. Geleneksel ve hizli yontemlerin birlikte kullanilmast ¢alismalarin dogrulugunu arttirmaktadir.
Bu detleme calismasinda, kiiflerin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel yéntemler, molekiiler yéntemler,
matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS) ve fourier transform infrared spektroskopisi (FT-IR) yontemleri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Kif, tanimlama yontemleri, MALDI-TOF, FT-IR, molekdler tanimlama

METHODS FOR IDENTIFICATION OF MOLDS IN FOODS
ABSTRACT

Molds are ubiquitous microorganisms in nature found on air, soil, water and organic matter. Molds
can adversely affect the health of humans and animals by producing toxic metabolites. Molds also
cause spoilage of foods which results in economic loss. Identification of molds grown in foods is
crucial for the studies on inhibition of mold growth on foods, knowledge of resistant and
mycotoxigenic species. Conventional identification procedures are based on the recognition of the
colony morphology and microscobic observations. Since traditional identification procedures are
time consuming and require specified personnel, there is a need for more rapid and reliable
techniques to identify molds. Rapid methods are expensive and need to be standardized with
extensive studies due to insufficient databases. Combination of conventional and rapid methods
increases the accuracy of the studies. In this review, conventional, molecular, matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) and fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR) methods used to identify molds were investigated.

Keywords: Molds, identification methods, MALDI-TOF, FT-IR, molecular identification
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Gidalardaki kiflerin tanimlanmasi

GIRIS
Kifler, glukan ve kitin igeren htcre duvarina
sahip, 6karyotik, dogada yaygin olarak bulunan
6nemli bir mikroorganizma grubu olup; tarim, tip,
gida, ila¢ ve kozmetik endistrileri gibi bircok
alanda cesitli sorunlara yol agmaktadir (Lecellier
vd.,, 2014; Lima ve Santos, 2017). Ozellikle
karbonhidrat, protein, yag ve nem agisindan
zengin olan gidalar, kifler icin yasam alant
olusturmaktadir. Kiifler, mikrobiyel aktivite
sonucunda gidalarin bozulmasina, gida atiklarinin
olugmasina yol a¢tig1 ve ekonomik kayiplara sebep
oldugu icin gida endistrisi ve tiiketiciler icin
6nemli bir sorundur (Garnier vd., 2017).

Kdafler, tartim  ve  gida  endistrisinde
hammaddelerin ve islenmis gidalarin
bozulmasindan  sotumludur ve mikotoksin

tretebilmelerinden dolayr ciddi saglik riskleri
olusturabilmektedir ~ (Lecellier  vd., 2014).
Mikotoksin, kiifler tarafindan tretilen toksik
Ozellikteki ikincil bilesiklerdir (Heperkan, 2014).
Ingiltere'de 1960 yilinda 100000 hindinin
olimiine sebep olan “Turkey X disease” olarak
adlandirilan salgin sonrasinda, toksik
metabolitlerin iretebilmesinden dolayr kiiflerin
insan ve hayvan saghgi icin tehlike olusturdugu
bilincine vardmistir (Heperkan, 2014; Jiang vd.,
2016). Kifler tarafindan tretilen mikotoksinler,
gidanin kifld kistmlardan diger kisimlarina difiize
olabilmektedir. Kufler, bozulma etkeni ve kalite
kaybina sebep olmasimin yant sira kontrolld
kosullarda kullanildiklarinda; organik asit, protein,
antibiyotik ve pigment gibi ikincil metabolitleri
tretme yeteneklerinden dolayt tip ve gida
endistrilerindeki uygulamalarda kullamilmaktadir
(Wakai vd., 2017). Kiflerin tanumlanmast ile
yararll Ozelliklerinin kesfedilmesi de mimkiin
olabilmektedir.

Gida bozulmalar ile iligkili baslica fungal gruplar,
zerofilik, 1stya dayanikli, koruyucu maddelere
dayanikli, anaerobik ve psikrofilik kiiflerdir (Rico-
Munoz vd., 2018). Gida glvenligi agisindan en
onemli kifler Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve
Alternaria spp.’dir (Bhunia, 2018).

Gidalarda kuf gelisiminin inhibisyonu, direngli
turlerin  belitlenmesi, mikotoksin Ureten ve

bozulmaya neden olan titlerin tanimlanmast ve
kuflerin  Ozelliklerinin ~ arastirilmast  6nemlidir
(Houbraken ve Samson, 2017). Kiflerin
geleneksel olarak tanimlanmast, koloni morfolojisi
ve mikroskobik 6zelliklerinin - belitlenmesine
dayanmaktadir. Bu nedenle kiiflerin tanimlanmast
zaman alicadir ve deneyimli laboratuvarlarda bile
hatali sonuglara ulagilabilmektedir (Angeletti,
2017). Son yillarda, kiflerin tanumlanmast igin
kiltir bazli olmayan yontemlerin kullanidmast
yoniinde calismalar hiz kazanmustir. Molekuler
yontemler, kiflerin  tiir seviyesine kadar
tanimlanmasi icin uygun standartlara sahiptir. Bu
yontemler dogru sonuglar verebilmesine ragmen,
Ozel ekipman veya uzmanlik gerektirir ve maliyeti
yuksektir (Sanguinetti ve Posteraro, 2017; Wattal
vd., 2017). Rutin olarak kiiflerin tanimlamast icin
gereken stirenin azaltilmast gida sektérinin yant
sira klinik olarak hastaliklara ¢c6zim bulunabilmesi
acisindan da Snemlidir (Gautier vd., 2014). 2000-
20000 Dalton'luk kiitle arahgindaki ribozomal
proteinlerin  analizine dayanan Matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
yontemi; bakteri, kif ve mayalart geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda daha kisa bir siire
icinde dogru bir sekilde tanimlamak i¢in uygun bir
yontem olarak tanimlanmistir (Wattal vd., 2017).
Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spektroskopisi genellikle gida endistrisinde ve
bilimsel arastirmalar kapsaminda seker, asit vb.
gibi kimyasal icerigin belirlenmesi, gidalarin
bozulmast, bakteri ve fungi gibi
mikroorganizmlart sayilarinin belirlenmesinde ve
tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Kandpal ve
Cho, 2014)

Bu calismada, kiflerin geleneksel, molekiiler,
MALDI-TOF ve FT-IR gibi yontemler ile
tanimlanmasiyla  ilgili  yapilan  ¢alismalarin
arastirtlmast  amaclanmustir.  Bu  calisma
kapsaminda yontemler, kullamilan cihaz gibi
konular hakkinda bilgi verilerek, yapilan ¢alismalar
detlenmistir.
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Kiiflerin Klasik/Geleneksel Yéntemler ile
Tanimlanmasi

Funguslar, dinyadaki en genis organizma
gruplarindan  biri  olup, yapilan tahmini
degerlendirmelere gére 1.5-3 milyon tlrt oldugu
ifade  edilmektedir. Molekiler —yontemlerin
gelismesi ile bitlikte yaklasik 100000 tanimlanmig
tir bulunmaktadir. Gida ve icecek endustrisinde
50'sine siklikla rastlanmaktadir (Hawksworth,
2015). Fungal tiirlerin tanimlanmast icin en eski
yontem, basta Ureme yapilart olmak lzere
morfolojik  &zelliklerin  belirlenmesidir.  Fakat
treme yapist gelistirmemis fungal kiltiirler ya da
farkli tirlerin  Uyeleri arasindaki morfolojik
benzerlikler nedeniyle tanimlamada smnirlamalar
bulunmaktadir (Santos vd., 2010).

Gidalarda bulunan kiflerin tanimlanmast i¢in
“Fungi and Food Spoilage” (Pitt ve Hocking,
2009) ve “Food and Indoor Fungi” (Samson vd.,
2010) siklikla yararlanilan iki kitap olarak
bilinmektedir. Arastirilan tiir bu kaynaklarda
bulunamazsa, daha genis mikolojik literatirlere
basvurmak gerekmektedir (Hawksworth, 2015).
Hiflerin yapisi, septa ve spor varligi, spor sekli,
boyutu, capt vb. gibi mikroskobik 6zellikler ile
koloni gérintimi (diiz, balmumu, kadife, pamuk
vb.), koloni buyikligl, koloni capt, yiizeyin
durumu (basik, kiimelenmis, catlaklt vb.), yiizeyde
ve besiyerinin alunda gbrilen renk gibi
makroskobik 6zellikler de incelenmektedir (Pitt
ve Hocking, 2009).

Geleneksel — yontem  kullandarak  kiflerin
tanimlandig1 ¢alismalar incelendiginde bazilarinda
cins diizeyinde tanimlama yapimisken, bazt
calismalarda tir diizeyine kadar tanimlanmustir.
Kiflt peynir yiizeyindeki kiiflerin izole edildigi ve
morfolojik olarak tanimlandigi bir c¢alismada
Penicillinm — commune,  Penicillium  rogueforti -~ ve
Penicillinm  verrucosum  titlerinin  6zellikle baskin
oldugu bunun yani sira Geotrichum candidum,
Penicillinm expansum ve Penicillium chrysogennnun da
icinde bulundugu 24 farkll tirin tanimlandigt
rapor edilmistir (Hayaloglu ve Kirbag, 2007). Taze
bufalo siitli, yogurt, tereyagt ve peynirde bulunan
21 cins ve 59 tlre ait olan kiflerin makroskobik
ve  mikroskobik  Ozelliklerine  bakiarak
tanimlandigt calismada, tim sit Griinlerinden

izole edilen kifletin Aspergillus, Cladosporium,
Mucor ve Penicilliunsa ait oldugu rapor edilmistir
(Moubasher vd., 2018).

Calismalarda tiketime hazir gidalarin yani sira;
ekipman, hava ve ambalaj gibi gida ile temas eden
ortamlarda kif analizleri yapilmakta ve bu kifler
tanimlanabilmektedir. Peynir fabrikasinda hava,
plastik, salamura, sit ve ckipmanin 6rneklem
olarak kullanddigr ¢alismadan alinan izolatlar tir
dizeyinde tanimlanmis ve P. brevicompactum, Geo.
candidum, P. commune, P. palitans, P. solitum, P.
rogueforti tutlerinin baskin oldugu belitlenmistir
(Kure vd., 2004). Mikroskobik ve makroskobik
Ozelliklerin incelenerek kiflerin tanimlandig bazt
benzer galismalar Cizelge 1°de belirtilmistir.

Kiflerin klasik yontemle tanimlanmasi, ekim
yapilmasi, inkiibasyon stiresi ve mikroskobik
incelemeler nedeniyle zaman alict olup, sonuglar
gozlemlenen makromorfolojik ve
mikromorfolojik  karaktetlerin  yorumlanma
seklinden etkilenebilmektedir (Fischer vd., 2000).
Biyokimyasal ve molekiiler karakterlerin fungal
taksonomiye dahil edilmesi, bu gibi problemleri
¢ozmek icin yardimct olmast adina OSnemli
olmaktadir (Santos vd., 2010). Bir organizmanin
karakterizasyonu icin ne kadar fazla Ozellik
kullanilirsa, yakindan iligkili tiirler daha dogru
olarak ayirt edilebilmektedir (Fischer vd., 2006).
Kiltiirel yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda,
molekiiler tabanli yontemlerin kullanimi son
yillarda yayginlasmustir.

Kiiflerin Molekiiler
Tanimlanmasi

Mevcut fenotipik yoéntemler tim titrlerin dogru
bir sekilde ayirt edilebilmesi igin elverisli degildir
ve bu nedenle tanimlamada molekiiler ydntemlere
ihtiyac  duyulmaktadir  (Criseo  vd., 2015).
Fenotipik olarak ayirt edilemeyen kiif izolatlari,
ribozomal RNA (rRNA) veya diger protein
kodlayict  genlerin  DNA  dizi analizi ile
tanimlanabilmektedir  (Cassagne vd., 2011).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanilarak
yaptlan DNA tabanli yontem ile kiflerin hizh,
hassas ve spesifik olarak tespiti yapilabilmektedir
(Jedidi vd., 2018). Funguslara ait genom dizisinin
ilk olarak Nesurospora crassa i¢in Galagan vd. (2003)

Yontemler ile
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tarafindan belirlendigi, daha sonra _Aspergilius
nidulans,  Aspergillus  fumigatus  ve  _Aspergillus
oryza¢nin - genom  dizilerinin  belirlendigi ve
karsilastirildigt rapor edilmistir (Wakai vd., 2017).
Gudalarda bulunan kuflerin molekiler yontemler

RNAseq tekniginin kullanilabilmesi i¢in yeterli
miktarda ve saflikta kiitf RNA’sinin gidadan izole
edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda kiif RNA'st
degisime ugramamis olmali ve RNA izolasyonunu
tehlikeye atabilecek proteinlerden, enzimlerden ve

le tanimlanmasinda PZR teknigi ve RNA dizi  polisakkaritler gibi bilesiklerden —arindiridmis
analizi (RNAseq) teknikleri kullanilmaktadir. olmalidir (Bernaldez vd., 2017).
Cizelge 1. Kiflerin makroskobik ve mikroskobik tanimlanmasina dair ¢caligmalar
Gida Tanimlanan kif Referans
Hindistan cevizi A. flavus, A. niger, Rhizopus stolonifer, Penicilllium italicum ggigm ve Tafine,
Kakao A.rpegz//m tamarii, A. niger, A. flavus, A.  japonicus, Fapohunda vd., 2018
Fusarinm chlamydosporum, Syncephalastrum racemosum
Sucuk j'mpﬂlfmopszs chartarum, Cladosporium cladosporioides, P. Cavus vd., 2018
jensenii
Ananas,  Karpuz, A niger, Fusarinm avenacenm, P. digitatum, R. Mailafia vd., 2017

Portakal, Papaya stolonifer, Fusarium solani

A. ochracens, A. alliaceus, A. oryzae, A. niger, A. nidulans,

MlsIllrira ozgl sert g, flavus, A. glancus, A. flavipes, Penicillinm spp., Mucor El-Fadaly vd., 2015
pey spp., R. stolonifer
. . . . Ushasri ve Kumar,
Sogan Aspergillus spp., Fusarinm spp., Rbizopus spp. 2018
Kirmizt biber R. stolonifer, A. niger, Fusarium solanii, Alternaria alternata, Fatimoh
Geo. candidum, Mucor pusillus vd., 2017
Biberiye Aspergillus sp., Cladosporium sp., Penicillinm sp. Garcia vd., 2018

DNA bazl yéntemler tir diizeyinde tanimlama
saglayan hassas bir metot olup, aynt zamanda
taksonomik  ve  biyocesitlilik  hakkindaki
arastirmalara 6nemli katkilar saglamaktadir (Dulla
vd., 2016). Gidalarda  bulunan kaf
biyogesitliliginin belirlenmesinde ve taksonomik
calismalarda her bir izolat icin dizi analizlerinin
yapilmasindansa, oncelikli olarak ayni olanlarin
gruplandirilarak secilen izolatlardan dizi analizi
yapimast daha pratik ve ekonomiktir (Stivastava
vd., 2017). Bu amagcla, Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PZR) ve Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RFLP-PZR) gibi molekiler belirtecler yaygin
olarak kullanilmaktadir. RAPD-PZR ydnteminde
polimorfik DNA’nin secilmis bir primer ile
rastgele cogaltldiktan sonra, agaroz jelde
yurttilmesi ile elde edilen RAPD profillerinin
gorintilenmesi suretiyle tlrler gruplandirilir

(Surzenko vd., 2017). RFLP-PZR yénteminde ise,
tDNAnin ITS bolgeleri evrensel primer ile
cogaltilip uygun restriksiyon enzimi ile kesildikten
sonra jel elektroforezi ile bantlar
goruntilenmektedir. Aynt bant gériintiisiine sahip
izotlar gruplandiridmaktadir. Ruiz-Moyano vd
(2009) tarafindan yapilan calismada titstilenmis
toz biberdeki kiiflerin RELP-PZR yontemi ile tir
diizeyinde tanimlama icin kullanilabilecedi ifade
edilmis, ancak daha dogru tamimlama igin ITS
bolgelerinin dizi analizi yapilmistir. RFLP-PZR
yontemi ile ayirt edilemeyen P.  expansum,
Penicillinm ~ griseofulvum ~veya  Penicillinm  raistrickii
olabilecegi ifade edilen izolatlarin P. raistrickii
oldugu dizi analizi ile dogrulanmustir.

Calismalarda  genellikle fungal  patojenlerin
tespitinde duyarliligt arttirmak icin evrensel fungal
PZR primetleri gelistirilmektedir. DNA'nin PZR
amplifikasyonu  ve ardindan elde edilen
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amplikonlarin  dizilimi kufler icin molekiler
tanimlama adina en ¢ok gelisme vaad eden
yaklasim  olarak  gosterilmektedir. ~ Ozellikle
Internal Ara Bolgeler (Internal Transcribed
Spacer, ITS) bolgelerinin, kiflerin filogenetik
sinflandirlmast icin faydalt oldugu
belirtilmektedir (Raja vd., 2017). Funguslarin
tanimlanmasinda, belitli bir izolatin kimligini
belitleyen bir DNA sekansint esas alan ve stklikla
da niikleer ribozomal ITS'in evrensel fungal kisa
bir DNA sekansini (barkod) kullanan analizler
uygulanmaktadir (Drissner ve Freimoser, 2017).
Kiflerin molekiler olarak tanimlanmasinda
ribozomal (ITS1, ITS2 ve 26S rRNA geninin
D1/D2 bolgeleri) ve ribozomal olmayan (B-
tubulin ve EFla genleri) hedef bolgeler
cogaltilmaktadir (Panelli vd., 2012). I'TS bélgesine
dayanan tamimlama prosediitleri daha yaygin
olarak kullanilmakta olup; ribozomal genin ¢oklu

kopyalarinin  tiim  organizmalarda  bulunmast
secbebiyle PZR ile hassas bir sekilde
belitlenebilmesi, ITS  bolgesindeki — sekans

degiskenligi ve yuksek oranda korunmus olmasi
nedeniyle yakindan iligkili tiirlerin ayrimina izin
vermesi ¢alismalarda ITS bolgelerinin  tercih
edilme sebepleri olarak bildirilmektedir (Trabelsi
vd., 2019). Molekiler tanimlama veritabaninda
D1-D2 bélgesinden kapsamli olarak
yararlanilmaktadir. D1-D2 bélgeleri bazen ITS1
veya ITS2  sonuglarinin  dogrulanmasinda
kullanidmaktadir. Bazi calismalarda da 6zellikle
ITS bolgeleri tercih edilmektedir; Pinheiro vd.
(2011) tarafindan yapilan bir calismada benzer
ozelliklere sahip Aspergillus tirlerinin tanimlamast
genomun 25-285 bolgesinin D1-D2  bolgeleri
yerine ITS dizileri kullanilarak elde edilmistir.
Yaklagtk 2500 tir hakkinda referans dizileri
bulunmaktadir. Ticari olarak bulunan DNA
izolasyon kitleri ile miselyumdan ve spotlardan
DNA ekstrakte edilebilmektedir (Hawksworth,
2015). Genomun standart bir bdéliminden
barkod elde edilip, bu sekansin referans barkod
dizilerinden olugan kiitiiphane ile karsilastirilmast
sonucu tanimlama gerceklesmektedir (Dulla vd.,
2016). Molekiler yontemler genellikle niikleik
asitlerin sekanslarindaki farkliiklarin
saptanmasina  dayanmaktadir. PZR''n  temel
avantaji, mikroorganizmalarin kiltiire edilmeden
tanimlanabilmesidir. Genetik yontemler ile hizlt

bir sekilde ve spesifik olarak birbirine yakin tiirler
arasinda tanimlama yapilabildigi belirtilmistir
(Hertwig vd., 2018). Ozdes ITS sekanslarinin,
Aspergillusun bazt tutlerinde oldugu gibi iki veya
daha fazla farkli tiir tarafindan paylasilabilecegi
g6z ontinde bulundurulmalidir (Hawksworth,
2015). Bu nedenle farkli primerler kullanilarak
tanimlamalar dogrulanmaktadir. Kiflerin
tanimlanmasinda  kullanllan ~ DNA  dizi
analizlerinin baz1 dezavantajlart da bulunmaktadur.
Kuf kaltarlerinin lize edilmesi nispeten zot
oldugu icin DNA ekstraksiyon verimi az
olabilmekte, ayrica PZR amplifikasyonu, kif
kiltirlerinde PZR inhibitérlerinin  varhigindan
dolayt basarisiz olabilmektedir (Cassagne vd.,
2011). Molekiler tanimlamada fazla veri
tretilmesi ve bu verilerin depolanmast genellikle
sintrlayict bir durumdur, aym zamanda DNA
dizilimleri icin kitiphanelerinin hazirlanmast ve
kalite kontroli zaman alit ve masraflt
olabilmektedir (Drissner ve Freimoser, 2017).

Garnier vd. (2017) tarafindan yapilan arastirmada,
tereyagl, krema, peynir, yogurt 6rneklerinden ve
tretim ortamlarindan alnan toplam 175 izolatta
I'TS4, ITS5, Bt2a, Bt2b, EF1-728F, EF1-980R,
cmd5, cmd6 primerleri kullanilarak tanimlanan
kiflerden P. commune, Penicillinm bialowiezense'e en
cok rastlanirken, Penicillinm antarcticum, Penicillium
salamit, Cladosporinm phyllophilum st Grinlerinde ilk
defa  tanmmlanmustir.  Kurutulmus — balik
6rneginden izole edilen kiiflerin molekiiler olarak
tanimlandigt calismada, dizi analizi sonucunda
kurutulmus baliklarda Aspergillus flavus, A. nidulans,
A. oryzae, A. sydowii, A. rugnlosa, A. niger, A. foetidus,
Lichtheimia  ramosa  ve — Curvalaria  lunata'nin
bulundugu rapor edilmistir (Sivaraman vd., 2018).

Genellikle icecekler ile temas eden buz
kiiplerindeki kiiflerin incelendigi ¢alismada biitin
orneklerde  kif  tespit  edilmigtir.  Segilen
kolonilerin fenotipik ve genotipik
karakterizasyonu belitlenitken 9  kif izolat
molekiiler olarak tanimlanmigtir. TTS1/TTS4

primerleri kullanilarak tanimlanan kifler; Fusarium
spp., Fusarinm solani, Hansfordia spp. Paecilomyces
Spp., Paecilomyces lilacinus, Penicillinm glabrum, Phoma
leveilles, Purpureocillinm spp., Thanatephorus cucumeris
olarak rapor edilmistir (Francesca vd., 2018).
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Diger bir calismada, farkli molekiiler yoéntemler
uygulanmis ve 39 izolatin 16 farkli sustan olustugu
rapor edilmis, RAPD-PZR analizi ile elde edilen
profillerin,  Geo.  candidum'un  tir  iginde
ayrilmasinda ve farkli tiitlerin sus dizeyinde
karakterizasyonu i¢in  kullanilmasina uygun
oldugu bilditilmistir (Sacristan vd., 2013).

Cavdar ekmeklerinin bir ay boyunca plastik
ambalajda tutuldugu ve ekmek ylizeylerinden
farkli morfolojiye sahip kiflerin izole edildigi
calismada, RAPD-PZR yontemi ile M13 primeri
kullanilarak 50 fungal izolat elde edilmis ve
tanimlanmustir.  Tanmmlanan  kafler  _Aspergilius
chevalieri, A.  flavus/ oryzae, A. niger, Aspergillus
tubingensis, Penicillium citrinum, P. corylophilum olarak
rapor edilmistir. B-tubulin geninin ve ITS
bélgesinin dizilisi, Penicillimm  tirlerinin
tanimlanmast icin esit bir etkinlik gosterirken,
sadece [-tubulin geninin sckansi, benzer
ozellikteki Aspergillus titleri de dahil olmak tzere
¢ogu izolatin  tanimlanmasini  saglamugtir
(Surzenko vd., 2017).

Zhao vd. (2018)’in arastirmasinda, topraktan izole
edilen kiifin koloni gériiniisii, dokusu, rengi gibi
morfolojik 6zellikleri CYA (Czapek Yeast Agar)
ve MEA (Malt Extract Agar) besiyerinde,
ardindan spor yapilarini gézlemlemek icin de
mikroskop altinda incelenmistir. Sus, daha sonra
Aspergillus icin taksonomik kilavuzlar kullanilarak
tammlanmustir.  ITS, B-tubulin ve kalmodulin
genleri baz almarak molekiler olarak da
tanimlanmus ve susun Aspergillus tubingensis QF05
oldugu rapor edilmistir.

244 izolatin sekans analizinin yapildig1 calismada
ise, 19 izolatin ITS verileri elde edilemedigi icin
225 izolat i¢in fenotipik yontem ile sekans analizi
karsilastirilmistir. Fenotipik tanimlama ile sekans
bazli karsilastirmada, sekans analizinin, izolatlarin
%?52'sinde daha kesin sonuglar verdigi, izolatlatin
%38.60'nda, her iki yéntemin de sonuclarinin
uyumlu oldugu rapor edilmistir (Ciardo vd., 2007).
Diger bir calismada, Cabrales Ispanyol peynirinin
olgunlasmast sirasinda baskin  olan  kiifler
morfolojik ve genotipik olarak tanimlanmis,
calismada morfolojik olarak 12 izolat Penzcillinm
spp., 11 izolat Penicillinm rogueforti, 10 izolat Geo.

candidum, 1 adet  _Acremonium  charticola nin
tanimlandigt ve tanimlanamayan bir izolatin
oldugu rapor edilmistir. ITS bodlgelerinin
kullanildigt  molekiler — analizde,  Penicillinm
turlerinin 5 adeti P. commune, 4 adeti P. chrysogenum,
2 adeti P.rogueforti ve 1 adeti P. citreonigrum olarak
tantmlanmustir (Flérez vd., 2007). Cizelge 2’de
gidalardan izole edilen kiflerin molekiler
yontemler ile  tamimlanmasinda  kullanilan
primerler ve tanimlanan kifler 6zetlenmistir.

Kiiflerin  MALDI-TOF
Tanimlanmasi

Proteomik analiz, hiicresel proteinlerin kiiresel
degerlendirmesi olarak tanimlanmaktadir (Kim
vd., 2007). Son yillarda, kromatografik ve hatta
DNA'ya bagh metotlara alternatif olarak,
proteomik yaklasim kullanilarak mikrobiyel tiriin
tanimlanmasini  hedefleyen yontemlerden olan
MALDI-TOF MS yéntemi, her fungal taksonun
karakteristik bir spektrumunu dretmek igin
mikoloji alaninda uygulanmaktadir (Oliveira vd.,
2015; Panda vd., 2015). MALDI-TOF MS
1980'Tetde  gelistirilmis  olup, molekullerin
iyonlasmasiyla  organik  bilesiklerin = molekiil
kitlelerini belirlemek icin yapilmaktadir (Miguel
vd,, 2017). MALDI-TOF MS’de bitin veya
parcalanmis proteinler, kristalize matris varliginda
bir lazer ile iyonize edilerek elektrik alana tabi
tutulmaktadir (Kim vd., 2007). Bu yéntem 2000-
20000 Dalton kitle arahgindaki proteinlerin
Slgimiine dayanan tekrarlanabilir bir yontemdir
(Oliveira vd., 2015). MALDI-TOF MS, bakteri ve
kif-mayalart birkac dakika icinde dogru bir sekilde
tanimlayabilen bir yéntemdir (Wattal vd., 2017).
Tanimlama, protein dizisinin veritabanindaki
teorik peptitler ile karsilastirilmasina (hiicrelerin
peptit kiitle parmak izlerine, peptide mass
fingerprints) dayanmaktadir (Kim vd., 2007;
Lithje  vd., 2017). Funguslarin  kiitle
spektrometrik peptid/protein profilleri, 1000-
20000 m/z (kitle/yuk) bolgesindeki molektler
iyon pikleri verir; burada biyomarker iyonlarinin
olusturdugu set, 6rneklerin cins, tir veya sus
seviyesinde farklilasmasini  kolaylagtirmaktadir
(Chalupova vd., 2014). Referans spektrumlarla
eslesen ve mikroorganizmanin tanimlanmasint
saglayan her mikroorganizma igin tipik bir

Yontemi ile
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spektrtum (MS parmak izi) olusturulmaktadir
(Panda vd., 2015).

Cizelge 2. Kuflerin molekiiler olarak tanimlanmasina dair ¢aligmalar

Kullanilan

Gida Molekiiler yontem . Tanimlanan Kifler Referans
Primerler
RAPD-PCR M13
Cavdar bili  dis Aspergillus chevalieri, A. flavus, A. niger, A.  Surzenko
ekmegi B ‘nlli tnogent Azl g Be2b tubingensis, P. citrinum, P. corylophilum vd., 2017
analizi
Armada RAPD-PCR M13 Sacristan
peyniri I”FSl~5.8.S~1TSZ' . ITS4, TS5 Geo. candidum, Geo. candidus vd,, 2013
bélgesi dizi analizi
Tiiestlenmis ITS1-5.88-1TS2 Cladosporium — oxyspornm, — Cladosporium ~ Alia  vd.,
domuz ar e . ITS1, ITS2 .. :
bolgesi dizi analizi cladosporioides, Cladosporium berbarnm 2016
pastirmast
Fustik ITS. . bolgesi  dizi ITS1, ITS4 A f/a@t&, A tamari, A. niger, Macrgphomina ~ Jogee vd.,
analizi phaseolina, Penicillium spp. 2017
ITS1-5.8S-ITS2 C. cladosporioides, P. verrucosum, P. rogueforti,  Banjara
Parmesan bolgesi dizi analizi [TS1, TW13 P. camenberti vd., 2015
Sofralik B-Tubulin ve ITS ITS4/ITS5, P. crustosum, P. rogueforti, P.  panenm, P.  Bavaro
zeytin bolgeleri dizi analizi Bt2a/Bt2b expansum, P. polonicum, P. commune vd., 2017
- . B-Tubulin ve ITS1- Lozano-
Tu‘ssulenml§ 5.8S-ITS2 rRNA BtZa, Beb, C. cladosporioides, Cladosporium nredinicola Ojalvo
SOsis N . .. ITS1, ITS4
bélgeleri dizi analizi vd., 2015
Tutstlenmis PZR_RFLP,, oL ITS1, TTS4 A. flavus, A. ochracens, A. niger, Ruiz-
toz biber 58S-ITS bolgesi dizi ITS4, ITS5 Fusarinm oxysporum, P. raistrickii Moyano
analizi > 7o vd., 2009
Colletotrichum falcatum, Fusarium moniliforme,  Srivastava
Seker kamist  PZR-RFLP 1TS4, ITS5 Trichoderma viride vd., 2017
PZR-RFLP ITS1, ITS4, Aspergillus  aculeatus, Rhizgpus oryzae, Geo. TFulgence
Ananas ITS5 dino N set d., 2019
Dizi analizi TTS1, TTS4 candinm, INenrospora tetrasperma va.,
incir ??S}T};I;EPITSZ 1151, 1154 C. cladosporioides, Penicillinm corylophitum, A.  Villalobos
e ITS1, ITS4 alternata vd., 2017

bélgesi dizi analizi

MALDI-TOF MS metodolojisi nispeten az sayida
(106-107) mikrobiyel hiicre gerektirir (Oliveira vd.,
2015). Tanumlanacak rnegi cihaza yetlestirmeden
once proteinlerin elde edilmesi icin gerceklesen
ekstraksiyon prosediri ¢alismadan calismaya
degisiklik gdsterebilmektedir. Genel olarak kuaf
dremesi tamamlandiktan sonra  bulagmalar
onlemek icin etanol icerisinde bekletilerek kiifler
inaktive edilmekte ve ardindan proteinlerin elde
edilmesi icin asetonitril ve formik asit iceren
soliisyon uygulanmaktadir (Luethy ve Zelazny,
2018). Numune hazirlama proseduird, uygun bir
matris  bilesigi secimi, numune yerlestirme
teknikleri gibi islemlerde bu 6zelliklerin dikkate
alinarak  cesitli  yaklasimlarin  gelistirilmesi
mimkin olmaktadir (Chalupova vd., 2014).

Numune ekstraksiyon prosediiriine yeterli dikkat
gosterilerek ve referans kitiiphanedeki her bir
tird temsil eden kiitle spektrumlarinin sayist
arttirtlarak MALDI-TOF’un kuiflerin
tanimlamasinda  kullanimi  gelistirilebilmektedir
(Angeletti, 2017).

MALDI-TOF MS platformlart 2004'ten beri,

farklt  ticari firmalar tarafindan  piyasaya
strilmektedir. MALDI-TOF MS kullanilarak
kiflerin ~ tanimlanmasi, bakteri ve maya

tanimlamalarindan daha zor olup, kiif kolonileri
spor, miselyum gibi farkldagsmis yapilardan
olustugu icin tekrarlanabilir spektrumlarin elde
edilmesini engellemektedir (Cassagne vd., 2016).
Kiif izolatlarinda hif ve konidial yapilar bir arada
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bulunabildigi i¢in kiflerin MALDI-TOF MS
spektrumlart  yavas elde edilebilmektedir. Bu
yiizden bir fungal izolattan tiretilen MALDI-TOF
spektrumu, referans veri tabanindaki spektrum ile
her zaman tamamiyla eslesemeyebilmektedir
(Angeletti, 2017). Bakteri tanimlamast olduke¢a
iletlemis olmasina ragmen diger
mikroorganizmalarin  biyotiplendirilmesi  hala
gelisme asamasindadir  (Stibiger vd., 2016).
MALDI-TOF MS  klinik  laboratuvarlarda
patojenlerin  dogru, hizli  ve  ekonomik
tanimlanmast icin standart bir ara¢ haline
gelmistir. Bu yluzden metot siirekli olarak
iyilestirilmekte  ve suslarn  ayirt  edilmesi,
metabolitlerin veya antibiyotik direnci gibi
fonksiyonel karakteristiklerin belirlenmesi i¢in
strekli yeni uygulamalar gelistirilmektedir. Bunun
yant stra tarim, gida glivenligi ve kalite testleri veya
ekoloji alant gibi disiplinlerde de bu ydntemin
benimsenmesi i¢in arastirmalar yapilmaktadir
(Drissner ve Freimoser, 2017). Maliyet etkinligi,
kisa analiz stresi, diglik hata orani ve ayni
zamanda yakin iliskili tirler arasinda ayrim
yapabilme  Ozelligi MALDI-TOFu  rutin
analizlerde kullanilmaya uygun hale getirmektedir.
Teknigin dezavantaji, kiltlrlerin 6nceden izole
edilmis ve saflastirlnus olmast olup, gida vb.
matrikslerde direkt olarak uygulanamamasidir
(Hendrickx, 2017).

MALDI-TOF MS kullanilarak 88 maya ve 37 kif
izolattmin tanimlandigi bir c¢alismada, MALDI-
TOF MS ile klasik tanimlama arasindaki
korelasyon tim izolatlar (125) icin cins
seviyesinde %90.40 ve tiir seviyesinde %087.20
olarak bildirilmistir. MALDI-TOF MS ile kiiflerin
%10.81’nin cins seviyesinde, %56.70’sinin de cins
ve tiir seviyesinde tanimlandigt da rapor edilmistir.
Numune hazirlama  protokolinde  yapilan
degisiklik ile beliflenen ylzdelerin cins ve tir
bazindaki tanimlama yiizdesi %86.40 olarak
tyilestirilmistir. Numune hazirligindan baglayarak
tanimlamaya kadar gecen toplam slrenin 23
dakika olmasi arastirmacilar tarafindan diger
yontemlere  alternatif  bir  6zellik  olarak
belirtilmektedir (Panda vd., 2015).

Gudalarda siklikla  rastlanan  Aspergillus  spp.,
Penicilium spp., Mucor spp. ve Fusarium spp.’nin
arasinda oldugu ve standart bir ekstraksiyon

protokoliiniin uygulandigr ¢alismada, 136 tiire ait
618 fungal sustan 6477 spektrum elde edilmistir.
Veritabani kullanilarak capraz degerlendirilmis ve
%95 oraninda tirlerin dogru tanumlandigt rapor
edilmistir. Arastirmacilar MALDI-TOF
yonteminin  geleneksel yOntemlere alternatif
olacagini bildirmektedir (Quéro vd., 2018).

Yapilan bir ¢alismada, 262 izolatin tanimlanmast
icin 347 ture ait 708 susa karsiik gelen 2832
referans spektrumunu igeren referans spektrum
kiitiphanesi kullanilarak ulagilan MALDI-TOF
MS verileri, morfolojik olarak ve DNA bazlt
tanimlama ile karsilastirilmistir. Calismada _A.
Sfumigatus, A. flavus, A. niger ve Aspergillus terreus en
stk rastlanan 4 tir olarak bildirilmis ve DNA
sekansina dayali tanimlama, on izolattan sadece
biri tizerinde gerceklestirilmistit. MALDI-TOF
MS'nin  uygulanmasi, kuiflerin  tanimlanma
diizeyini tir seviyesinde %78.20'den %098.10'a
ctkarmis ve eksik tanimlama oranint %9.80'den
%1.20'ye dusmesini saglamistir. MALDI-TOF
MS ile 24 izolatin analizi i¢in gereken siirenin
yaklastk 95 dakika oldugu  bildirilmistir.
Mortfolojik  olarak  tanimlamada  gereken
Ozelliklerin ~ gorilemedigi  gen¢  kolonilerin
MALDI-TOF MS ile dogru bir seckilde
tanimlanabildigi rapor edilmistir (Gautier vd.,
2014). Geleneksel tanimlamanin MALDI-TOF
MS ile karsilastirildigr diger bir calismada 58 tiri
iceren 625 kuf izolatinin, 501'inin (% 80)
geleneksel olarak, 556'siun da (% 89) MALDI-
TOF MS ile dogru olarak tanimlandig
belirlenmistir. Aymi calismada, Aspergi/ius disindaki
tirlerin tanimlanmasinda, geleneksel yontemle
%30.6 oraninda dogru tanimlama saglanirken,
MALDI-TOF yontemi ile ise dogru tanimlama
oraninin %61.2 oldugu bildirilmistir (Ranque vd.,
2014).

MALDI-TOF MS ile 12003 izolatin tanimlandigt
calismada, bakteri suslart icin %97.70, mayalar icin
9%92.80 ve kiifler icin de %80 oraninda tanimlama
gerceklesmistir. Aspergillus fumigatus, A. flavus, A.
oryzae, A. terrens, Fusarium solanii’ye ait 20 izolattan

16’st  tanimlanabilmistir.  Veri  tabanlarinda
bulunmayan spektrumlar, kiltiirel kosullar,
protein  ekspresyonunun  degiskenligi, ¢

kalibrasyonun basarisizligi ve benzer proteinleri
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ifade eden yakin iligkili tlrlerin hatalara ya da
hatali tanimlamaya yol acabildigi aragtirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Wattal vd., 2017).

Kuflerin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS
yonteminin kullanimindaki sinirlamalarindan en
Onemlisi  ticari  olarak  temin  edilebilen
veritabanlarinin genis olmamasidir. Genisletilmis
MALDI-TOF MS vetitabanlarinin olustutrulmast,
emek ve mikolojik beceri gerektirmektedir. Bu
nedenle, kufler icin referans wveri tabanin,
veritabaninda temsil bulunmayan rutin numune

kiltirlerinden  turetilen  kaf  tirleri  ile
zenginlestirerek  strekli olarak  glincellemek
gerekmektedir.  Yetersiz MALDI-TOF MS

tanimlama sonuglarinin, referans veri tabant
olusturma prosediirleri ile izolatlarmn kiitle
spektrumunu elde etmek icin olan prosedurler
arasindaki farkliliklardan kaynaklandigi
bildirilmistir (Sanguinetti ve Posteraro, 2017).

Kiflerin FT-IR ile Tanimlanmasi

FT-IR, bir molekiildeki kimyasal bag tiirlerini
tanimlamak icin kullamilan eski bir teknik olup,
ginimizde  dijitallesmesiyle de  kullanim
acisindan kolaylik saglanmistir (Santos vd., 2010).
Endstri, arastirma ve tip bilimi gibi cogu alanda
FT-IR spektrometrelerin uygulamalart mevcuttur.
Cok miktarda veri kisa stirede yitksek hassasiyetle
analiz edilebilmektedir. FT-IR spektrometresi
polimerlerin  tanimlanmasinda, hammaddelerin
bilesiminin dogrulanmasinda, yiizey analizlerinde,
mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda,  adli
bolimlerde,  kalite  kontrol  taramasinda,
biyomedikal alaninda olmak tizere bir¢ok alanda
kullanddmakta olup, bu konuda ilerlemeler devam

etmektedir  (Vij, 2007). Gudalarda bulunan
mikroorganizmalarin tanimlanmast,
makromolekillerin ~ yapisal  analizi, organik
maddelerin  kalitatif ve kantitatif analizi,

maddelerin yapilarinin  aydinlatilmast ve saflik
kontroli gibi bircok alanda FT-IR spektroskopisi
kullanilmaktadir (Biytksirit ve Kuleagan, 2014).

Fenotipik ve genotipik yOntemlere dayalt
funguslarin  rutin  tanimlanmasi titiz  ¢alisma
gerektirmekte ve zaman alict olabilmektedir. FT-
IR spektroskopisi kiflerin  hizlt bir sekilde
tanimlanmasina olanak tantyan yaklastmlardandir

(Lecellier vd., 2014). FT-IR1n temeli, bir
numunedeki molekdiller tarafindan kizilétesi 151810
absorbe edilmesidir. KizilGtesi 1sinlari absorbe
edildiginde, molekil icindeki saptanabilir dipol
degisikliklerinin her biri, kimyasal yapilarina bagh
olarak belirli frekans bélgelerinde
gozlemlenebilmektedir (Obetle vd., 2015). Isin,
numunedeki 1sinlanan enerjinin miktarini kontrol
etmek icin bir oday1 gecer. Kiziltesi 1s1n1, spektral
kodlamanin gerceklestigi interferometreye girer;
sonugctaki interferogram sinyali interferometreden
ctkar. Son olarak, 151n son 6l¢im icin dedektdre
gecer ve Olcllen sinyal dijitallestirilirek, Fourier
doéntisimuniin gerceklestigi bilgisayara
gonderilmektedir. Boylelikle spesifik "parmak izi"

ifade etme  kapasitesi sayesinde FT-IR
spektroskopisinin  spektral veri kiitliphaneleri
kullanarak  bilinmeyen  mikrobiyel — suslarin
tanimlanmast  icin  kullanidmasina  olanak

tanimaktadir (Santos vd., 2010). Iceceklerden ve
tretimde kullanldan ekipmanlarda tanimlanan
kiflerin, FT-IR ile karakterizasyonunun yapildigt
calismada _Alternaria, Aspergillus, Mucor, Paecilomyces

ve Phomdya ait tirlerin  spektrumlart  elde
edilmistir (Shapaval vd., 2010).
Fransa ve Hollanda’da bulunun iki kaltir

koleksiyonundan temin edilen ve DNA dizilimi
kullandarak tanimlanan 131 sus icin FT-IR
spektroskopisi  kullanilan  bir ¢alismada, elde
edilen tanimlama seviyeleri cins bazinda %98.97
ve tir bazinda %98.77 olarak bildirilmigtir
(Lecellier vd., 2014). Arastirmacilarin  diger
calismalarinda  ise, yine aym iki kaltdr
koleksiyonundan temin edilen 486 kiif susunun
(43 cins ve 140 tur) 6nceden olusturulan spektral
veri tabant kullanilarak FT-IR  spektrumlari
belirlenmistir. ~ Elde edilen  spektrumlarin
%99.17'sinin cins ve %92.30'unun tiir seviyesinde
dogru  tanimlandigi  bildirilmigtir.  Calisma
sonucunda, kiflerin hizli ve dogru olarak
tanimlanmasinda ~ FT-IR  spektroskopisinin
alternatif bir ydontem olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Lecellier vd., 2015).

Gida udretim hatt  boyunca farkli kontrol
noktalarindan alinan numunelerden
mikroorganizmalarin izolasyonu ve
saflastirilmasinin ardindan besiyerinde
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mikroorganizmalarin  gelistirilmesi  ve ireme
gOsteren mikroorganizmalarin  mikroplakalarda
gelistirilmesinden sonra FT-IR spektroskopisi
aractligtyla veri kitiphanelerinden yararlanilarak
mikroorganizmalarin tanimlanmasinin mumkin
olabilecegi bildirilmistir. Gida tretim hattindan
Alternaria, — Aspergillus, — Mucor,  Paecilomyces,
Peyronellaea ve Phoma'ya ait 20 adet kiifiin referans
olarak secildigi calismada, secilen izolatlarin FT-
IR spektroskopisi ile %80-100 arahiginda dogruluk
ile tanimlanabildigi rapor edilmistir (Shapaval vd.,
2017).

Genellikle bitkilerin bozulmasina neden olan
Fusarium spp. ve Pythium spp.’ye ait toplam 20
tirin FT-IR  spektroskopisi ile incelendigi
calismada analiz edilen kiflerin her biti icin tutarh
spektrumlar  elde edilmistir.  1800-1000 cm!
arasinda degisen spektral alanda kiifler arasinda 1
saatte kolay ve giivenilir bir tanimlama saglandig
rapor  edilmistir. FT-IR  spektroskopisinin
uygulanabilir, dogru ve hassas bir yontem oldugu
bildirilmistir (Erukhimovitch vd., 2005).

FT-IR, mikroorganizmalar gibi kimyasal olarak
¢ok  kompleks yapilarin  kompozisyonunu

karakterize etmek icin kullanidabilmektedir.
Metabolit Uretiminde farklilk gOsteren bir
taksonun suglart  FT-IR  spektroskopisi  ile
guvenilir sekilde ayirt edilebilmektedir. Bu

yontemin Aspergilius ve Penicillinm tirlerini, tir ve
sus seviyesinde tekrarlanabilir bir sekilde ayirt
etmek icin uygun oldugu bildirilmektedir (Fischer
vd., 2000). Mikrobiyolojik FT-IR hizli, etkili,
reaktif icermez, tim mikroorganizmalar igin
gecerlidir  ve  az  miktarda  biyokiitle
gerektirmektedir (Santos vd., 2010).

Kiflerin ~ mikroskobik ~ ve  makroskobik
Ozelliklerini  iceren klasik  yoéntemlerle  tir
diizeyinde tanimlanmasi oldukca zordur. Bifazik
tanimlama olarak ifade edilen morfolojik,
kimyasal ve molekiler 6zelliklerin birlestirilmesi
ile elde edilen sonuglarin kesin ve givenilir oldugu
belirtilmistir (Decontardi vd., 2018). Kiiflerin
tanimlanmasinda kullanilan gelencksel yontemler,
molekiiler yéntemler, MALDI-TOF MS ve FT-IR
yontemlerinin cesitli avantaj ve dezavantajlart
bulunmaktadir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Kuflerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilastirilmast (Biytksirit ve Kuleagan,
2014; Cassagne vd., 2011; Lecellier vd., 2015; Jedidi vd., 2018)

Yontem Avantaj

Dezavantaj

Geleneksel yontem -Maliyeti diigtiktir

-Deneyimli personele ihtiyag duyulmaktadir.
-Zaman alicidir.
-Hassasiyeti distik olup,
tanimlanmasi zordur.

tir dizeyinde

Molekiiler yéntemler -Hizli, hassas ve tir dizeyinde -DNA veya RNA  ckstraksiyonlarinda
spesifik olarak tespiti  stkintilar yasanabilmektedit.
yapilabilmektedir. -Maliyeti yuksektir.

-Emek yogundur.

MALDI-TOF -Basit, hizlt ve dogru sonug alinir. -Genis araliktaki kiiflerin tanimlanmasi icin
-Makine yatirimi yapildiktan sonra  veritabani yetersiz kalmaktadir.
izolat basina maliyeti cok disiktur. -Kaltirler 6nceden  izole edilmis ve
-Hata orant dusiktur. saflastirtlmis olmali, gida vb. matrikslerde
-Yakin iligkili ttrler arasinda ayrim  direkt olarak uygulanamaz.
yapabilir. -Makine maliyeti yuksektir.

-Deneyimli personele gerek yoktur.
FT-IR -Hizli ve etkilidit. -Genis araliktaki kiiflerin tanimlanmast icin

-Reaktif kullanimina gerek yoktur.

veritabant yetersiz kalmaktadir.
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SONUC
Gudalardaki kiiflerden kaynaklanabilecek risklerin
azaltlmasi,  kaf  bulasma  kaynaklarinin

belirlenmesi ve mikotoksin dreten kiflerin
belirlenebilmesinin  yaninda, antibiyotik, renk
pigmentleri, organik asit vb. tiriinlerin tiretiminde
kullanilabilmesi i¢in kiflerin dogru bir sekilde
tanimlanmalart 6nem arz etmektedir. Kiiflerin
koloni morfolojisi ve mikroskobik 6zelliklerin
incelenmesine dayali  klasik  yontemler
tanimlamada tek  basina  yeterli  degildir.
Tanimlama islemi, uzman laboratuvarda ve
deneyimli kisiler tarafindan yapilmasi gereken
hassas ve emek gerektiren zaman alict bir siirectir.
Gudalarda bulunan kiflerin ¢cok genis bir ¢esitlilik
gOstermesi nedeniyle, kultirel yontemlerle tir
diizeyinde tamimlama  yapimast  deneyimli
personel ile bile ¢ogu zaman muimkin
olmamaktadir, bu nedenle giinimiizde kiiflerin
tanimlanmasinda molekiiler yontemlerin
kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. Geleneksel
mikolojik  tekniklere ek olarak yararlanilan
molekuler tabanli ve proteomik yéntemler son
zamanlarda gelistirilmeye devam etmektedir.
Bunlardan bazilari basit PZR tabanli yontemler,
gercek zamanlt PZR, MALDI-TOF ve FT-IR gibi
yontemlerdir. Klasik yontemlere ek olarak
gelistirilen bu yeni yontemler sayesinde bilimsel,
endustriyel ve halk sagligi acisindan da 6nemli
olacak gelismeler s6z konusudur. Yeni yontemler
ile birlikte daha hizli ve dogru sonuclar ortaya
konmaktadir. Buna ragmen optimizasyon siireci
tamamlanana kadar calismalarda geleneksel
yontem, yeni yontemler ile karsilastirlarak
ve/veya desteklenerek daha kesin sonuglara
ulagtlmaktadir.
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Bu arastirmada erik bazh karistk meyveli geleneksel marmelat Gretimi tizerine ¢alistimustir. %100 Erik, %75
erik-%25 kayist, %75 erik-%25 yabanmersini, %050 erik-%25 kayisi- %25 yabanmersini oranlarinda meyveler
kullanilarak marmelat iretimleri gerceklestirilmistir. Uretilen marmelat 6rneklerinde ve meyve pulplarinda
pH, suda ¢6zuniir kuru madde, titrasyon asitligi, su aktivitesi, kil, renk, invert seker, toplam fenolik madde,
toplam flavonoid madde, antioksidan aktivite, askorbik asit ve duyusal analizler yapilmis ve Ornekler
istatistiksel olarak degetlendirilmislerdir. En ytksek toplam fenolik madde (2.12 mg GAE/g-3.91 2.12 mg
GAE/g) ve antioksidan aktivite (%679.49-%73.04) degetleri %075 etik-%25 kayist pulp ve marmelatlatindan
elde edilmistir. Duyusal degerlendirmede en ¢ok begenilen marmelatin 4.46 puan ile erik pulpundan tretilen
ornek oldugu ve bunu azalan puan sirasimna gore erik-kayist-yabanmersini, erik-kayist, erik-yabanmersini
pulplarindan tretilen 6rneklerin takip ettigi belirlenmistir. Bu ¢alisma yeni formile edilmis tirtin gelisimine
gerek duyan erik endiistrisine farklt meyvelerle karistirilmuis erik bazli marmelatile erige yeni bir kullanim alant
saglanabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Erik, kayist, yaban mersini, marmelat, antioksidan aktivite

PRODUCTION OF TRADATIONAL MARMALADE WITH MIXED FRUIT
BASED PLUM (Prunus Domestica)

ABSTRACT

In this research, the production of traditional marmalade with mixed fruit based plum is studied. The
production of marmalade was performed using 100% Plum, 75% plum-25% apricot, 75% plum-25%
blueberry, 50% plum-25% apricot-25% blueberry. In the produced marmalade samples and fruit
pulps, pH, water soluble dry matter, titratable acidity, water activity, ash, color, invert sugar, total
phenolics, total flavonoids, antioxidant activity, ascorbic acid and sensory analyzes were made and
samples were evaluated statistically. The highest total phenolics (2.12 mg GAE/g-3.91 mg GAE/g)
and antioxidant activity (79.49%-73.04%) were obtained from 75% plum-25% apricot pulp and
marmalade. It was determined that the most popular marmalade in sensory evaluation was the sample
produced from plum pulp with a score of 4.46, followed by plum-apricot-blueberry, plum-apricot
and plum cranberry pulp. This study shows that a new usage area can be provided with plum-based
marmalade mixed with different fruits to the plum industry which needs new formulated product
development.

Keywords: plum, apricot, blueberry, marmelade, antioxidant activity.

*Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
D4 ucanfiliz@gmail.com, ©(+90) 348 814 3096/1812 =1(+90) 348 814 3098
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GIRIS
Exik 'Prunus domesticd, yesil, sat1, kirmizi ya da mor
renkli, eksi ya da tath cesit cesit meyve veren erik
agaclari gilgiller familyasinin Prunus cinsindendir.
Kafkasya ve Hazar Deniz'i ¢evresinden diinyaya
yayildigi sanilmaktadir (Anonym., 2005a). Bugtin
Turkiye'de yetisen erik ¢esitlerinin bir kismi1 yetli,
bir kismu da yabanct ¢esitlerdir (Anonym., 2005b).
Erikler Prunus cerasifera (Yesil erikler, Can erikler),
P. salicina (Japon erikleri) ve P. domestica (Avrupa
erikleri) olmak tizere ¢ tire ayrilmaktadir. Bu
tirler icinde Can erikleri sofralik ve anaclik olarak,
Japon erikleri sofralik ve teknolojik (regel, meyve
suyu, marmelat vb) olarak, Avrupa erikleri ise
kurutmaltk ve sofralik olarak tiiketilmeye
uygundur (Anonym., 2005c). Ulkemizde ti¢ farkli
dogal mavi yemis tird (Vaccinium myrtillus L.,
Vaccininm arctostaphylos L., 1 accininm uliginosum 1..)
bulunmaktadir. Ozellikle kisitli tarim alanina sahip
Karadeniz bolgesinin daghk alanlarda yasayan
kéyliler dogrudan dogadan meyve toplayip ya da
sahip olduklar kiiciik Giretim alanlarini bu amacla
kullanip sosyal ormanciliga da 6nemli bir katkida
bulunmaktadir  (Giiltekin, 2010). Ulkemizde
2000l  ydlarin  baglarinda  6zellikle Dogu
Karadeniz Bélgesinde boylu maviyemis olarak
adlandirilan  boylu maviyemis tiriinin bircok
cesidi (Brigitta, Bluecrop, Bluejay, Duke, Nelson,
Earliblue, Patriot ve Spartan) ile adaptasyon
denemeleri yapilmis ve basarih sonuclar elde
edilmistir  (Celik, 2006). Kaysinin — (Prunus
armeniaca 1) anavataninin Cin’e kadar uzandigi ve
Anadolu topraklarina girisinin iki bin yildan fazla
bir gecmisi oldugu bilinmektedir. Ulkemizde kayst
yetistiriciligi yaygin olarak yapilmakla birlikte
ckonomik olarak yetistiriciligi bazi bélgelerimize
kaymustir. Malatya bolgesi, Elazig-Erzincan-Sivas
bélgesi, Akdeniz bolgesi, Kars-Igdir bolgesi, Ege
bolgesi, I¢ Anadolu bolgesi ve Marmara bolgesi
farkli yogunluk ve c¢esit deseninde Uretim
yapmakta olup, tiim tlretimin yarisindan fazlasin
Malatya bolgesi karsilamaktadir (Muradoglu ve
ark., 2011).

Gelenceksel marmelat; meyve pulpu, piire, meyve
suyu ve sulu ekstraktlarinin veya bitkilerin kok,

yaprak, ¢icek gibi yenilebilen kisimlarinin
gerektiginde sekerler ve su ilave edilerek strtilme
kivamina  getirilmis  karisgimdir  (Anonymous,

2000). Turk Gida Kodeksi’'ne gére marmelat; su,
seker, meyve veya turuncgillerin bir veya birkag
cesidinden elde edilen pulpun Tirk Gida Kodeksi
Yoénetmeligi'nde izin verilen katki maddelerinin
kullanilmastyla uygun jel kivamina getirilmis
karisimdir. Bu calismanin amact, 6zellikle son
yillarda Uretimi artis gOsteren erik meyvesinin
tiketiminin yayginlastirilmasi hedeflenerek yalin
halde veya farkli meyveler ilavesiyle karigik
meyveli geleneksel marmelat tireterek elde edilen
bu marmelatlarin = bazt  kalite  6zelliklerini
incelemektir. Bu amacla hedefimiz, besleyici
degeri ve katma degeri yiksek marmelatin bazi
fiziksel ve kimyasal OGzellikleri ile duyusal ve
istatistiksel analizlerle elde edilen verilerden
literatiire yeni bir trin kazandirmaya calismak
olmustur.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calismada, ana materyal olarak Kilis ilindeki
semt pazarindan temin edilen Prunus domestica cinsi
erikler; Vaccinum sp. gesidi yabanmersini ve Prunus
armeniaca L. cesidi  kayisilar  kullanilmustir.
Meyveler temin isleminden hemen sonra zarar
gormeyecek sekilde Kilis 7 Aralik Universitesi
Gida Miuhendisligi laboratuvarina getirilmistir.
Laboratuvarimiza  getirilen  tim  meyveler
marmelat Uretimleri gerceklestirilinceye kadar
+4+1°C’de buzdolabt kogsullarinda muhafaza
edilmistir. Calismada marketten temin edilen ticari
firmalara ait toz seker (saf kristal sakkaroz), su,
sitrik asit ve ayrica triinlerin ambalajlanmasinda
ise 200 mL’lik contali twist-off kapakli cam
kavanozlar kullanilmistir.

Yontem

Marmelat Uretimi

Laboratuvara getirilen meyveler se¢me, aytklama,
yikama, sap ayirma ve cekirdek ¢ikarma ile tartim
islemlerinden  sonra  kabuklariyla  birlikte
blenderdan (Arzum, AR1041, Turkiye) gecirilerek
homojen hale getirilmistir. Marmelatlarin Gretimi
sirasinda blender, elektrikli 1sitici, actk kazant
temsilen  tencere ve  tahta  spatuladan
yararlanidmustir. Bu calismada, Turk Gida
Kodeksi; “Regel, Jole, Marmelat ve Tatlandirilmis
Kestane Piiresi Tebligi’nde belirtilen geleneksel
marmelat dretimi hedeflenerek asagida belirtilen
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recete uygulanmistir. Marmelat Recetesi: 1000 g
meyve pulpu, 1000 g seker, %251k sitrik asit
¢ozeltisi (Grtintin pH degeri 2.8-3.5 arasinda
olacak sekilde kontrolli olarak ilave edilmigtir) ve
300 ml su’dur. Marmelat tiretimi; a) %100 Erik, b)
%75 Erik ve %25 Kayisi, ¢) %75 Erik ve %25
Yabanmersini, d) %50 Erik, %25 Kayist ve %25
Yabanmersini olmak tzere 4 farkli formtlasyon
uygulanarak gerceklestirilmistir. Her bir marmelat
formiilasyonunda  belirtilen oranlara  uygun
miktarda hazirlanan pulp ya da pulp karigimlarina
recetede belirtilen miktarlarda seker ve su ilave
edilerek  6rneklere  actk  kazanda  pisirme
(atmosferik  basingta) teknigi  uygulanmistir.
Refraktometre ile kuru madde orant araliklarla
olgiilerek pisirme stiresi yaklasik 30 dakika olacak
sekilde tim  Orneklere  standart  olarak
uygulanmaya caligtlmustir.  Pisirme  isleminin
sonlarina dogru pH1 2.8-3.5 olacak sekilde

ayarlamak ve sakkarozun kismen inversiyonunu
saglamak amaciyla pismekte olan drin igerisine
%25 konsantrasyonda hazirlanan sitrik  asit
cozeltisi kontrollii olarak ilave edilmis ve birkac
dakikalik pisirme isleminden sonra istenilen suda
¢ozlnen kuru maddeye (=55 Briks) ulagildiginda
pisirme islemine son verilmistir (Sekil 1). Pisirme
islemi sonrasinda triinler 200 ml’lik metal kapakls
cam kavanozlara sicak olarak doldurulmus ve
kavanozlarin agizlart metal twist-off kapaklart ile

hermetikli olarak kapatdip kavanozlar ters
cevrilmis ve 10 dakika kadar bu sekilde
bekletildikten ~ sonra  kavanozlar  normal

pozisyonuna ¢evrilmistir. Kavanozlar kademeli
olarak yaklasik 30 °C’ ye kadar sogutulmus ve
analiz yapilincaya kadar oda sicakliginda karanlik
bir yerde muhafaza edilmistir. Calismada her
uygulama 2 tekerriirli olarak gergeklestirilmistir
(Kaya ve ark., 2016) (Sekil 2).

Sekil 1. Yalin ve Karisik Meyveli Erik Marmelat: Uretimi

709



F. Ucan Tiirkmen, B.N. Bingdl, E. Sahin, F. Ozkaraman, Z. Tekin

Hammadde Temini
l
Secme
l
Ayiklama
l
Yikama
l
Sap Ayirma
l
Cekirdek Cikarma
l

Blenderden {quil‘n\

Erik pulpu Erik pulpu Erik pulpu
\ Seker Tavesi /
l

Isil Islem <+—— Sitrik Asit
l
Sicak Dolum
l
Kapama ve Sogutma

l
Depolama

Sekil 2. Yalin ve Karisik Meyveli Erik Marmelatt Uretimi Akis Semast
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Uygulanan Analizler

Pomolojik analizler

Tesadiifi olarak alinan 10 adet erigin en ve boy
Olctimleri, Inox marka kumpas yardimt ile
yapilmis ve ortalama degerler “mm” olarak
belirtilmistir. Tesadiifi olarak alinan 10 adet erigin
agirlik Olctimleri, 0.01 grama duyarlt elektronik
terazi (ATX224, Shimadzu, Japan) ile yapilmis ve
ortalama sonuclar gram olarak belirtilmistir.
Tesadiifi olarak alinan 10 adet erigin cikartilan

cekirdekleri tartilmis ve ortalama sonuglar gram
olarak verilmistir.

Fizikokimyasal analizler

pH degerleri cam elektrotlu ISOLAB marka pH
metre kullanilarak  Slgiilmistir  (Cemeroglu,
2007). Titrasyon asitligi tayini Sanchez-Moreno
(2003) tarafindan verilen yonteme gore yapilmis
ve sonuglat, sitrik asit cinsinden g/100g olacak
sekilde hesaplanmistir. Suda ¢6zintr kuru madde
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miktar1 masa tipi el refraktometresi (Milwaukee
MAS871  Refractometer) ile +20°C’ de
belirlenmistir. Sonuglar % olarak ifade edilmistir
(Cemeroglu, 2007). Su aktivitesi Sl¢imi Slgim
cihazi  (Novasina-Labtouch-aW)  kullanilarak
yapilmustir. Kil miktart tayininde, AACC (1999)
tarafindan  bildirilen = metot  kullanilmistir.
Orneklerin viskozitesi Fungilab Expert (Model L,
Sant Feliu de Llobregat, Barcelona) marka
vizkozimetre kullanilarak 100 rpm’de L4 spindle
ile belitlenip cP olarak ifade edilmistir.

Diger analizler

Orneklerdeki toplam fenolik ve toplam flavanoid
icerikleri ile antioksidan ve askorbik asit tayinleri
Ugan Tiurkmen ve Mercimek Taker (2018)
tarafindan verilen yontemlere gbre yapilmustir. 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) icerigi, kirmizi renkli
bir kompleks olusturan, barbitiirik asit, p-toluidin
ve HMF arasindaki kolorimetrik reaksiyona dayalt
olarak Cemeroglu (2007) tarafindan tarif edilen
prosediir izlenerek tespit edilmistir. Invert seker
Mercimek Taket ve Ucgan Tirkmen (2010)
tarafindan verilen yontemle tayin edilmistir. Renk
(CIE L*, a*, b*) analizi, el tipi renk cihaz
(HunterLab miniscan EZ, ABD) ile belirlenmistir.

Buna ek olarak, Hue ve kroma degerleri asagidaki
formiuller baz alinarak kullanilmistir:

Hue = arctan (-b-;-)
o -
&~ T 67
13 kisilik panelist grubu tarafindan yapilan duyusal
degerlendirmede marmelatlar “renk”, “tat ve
lezzet”, “kivam”, “koku” ve “genel izlenim”
Ozellikleri bakimindan degerlendirilmistir (Watts
ve ark., 1989; Altug, 1993). Ornekler arasindaki
onemli farkliiklari saptamak amactyla Windows
SPSS 23.0 yazilimi (SPSS Inc., Chicago, 1L, ABD)
kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ve Duncan
coklu karsilagtirma testi aracihifiyla istatistiksel
analizler yapilmustir. Her bir analiz G¢ tekerrtrli
yaptlmistr.

SONUC ve TARTISMA

Erik (%6100), Erik (%75)-Kayis:1 (%25), Erik
(%75)-Yabanmersini (%25), Erik (%50)-
Kayist (%25)-Yabanmersini (%625)
Pulplarin Ozellikleri

Cizelge 1’de gorildigi gibi marmelata islenecek
eriklerin ortalama en, boy, agitlik ve ¢ekirdek
agithgr degerleri sirast ile 5.25mm, 4.60mm,
106.8¢g ve 15.3g olarak bulunmustur.

Cizelge 1. Erigin Pomolojik Ozellikleri
Table 1. Pomological Characteristics of Plum

Eni Boyu Agithgy Cekirdek Agirlig
Widpt Lenght Weight Weight of Core
Erik
Plum 5.25mm 4.60mm 106.8g 15.3g
Cizelge 2’de goruldigi gibi meyve pulp (Cemeroglu ve ark., 2003). SCKM degetleri yalin

kangimlarinin pH, SCKM, titrasyon asitligi ve su
aktivitesi degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak o6nemli bulunmustur (P<0.05). Erik
pulpunun pH degerleri 4.32 iken; diger meyve
pulplart ile hazirlanan Srneklerin pH degerleri
3.99-4.41 arasinda degisiklik gostermistir. pH
derecesi 3.5 derecenin altina distiikce jelin kivamit
artmakta, jelde de bir katilasma gorilmektedir.
pH’nin jel kivamina etkisi, pektin agint olusturan
liflerin belli pH sinirlarinda esneklik kazanmast
seklinde aciklanmaktadir. Buna gére pH belitli
sinirlar  arasindayken pektin lifleri maksimum
esneklik kazanmakta ve iyi bir jel olusturmaktadir

erik pulpunda %38.8 iken digerlerinde %33.6-38.3
arasinda bulunmustur (Cizelge 2). Titrasyon
asitligi  degetleri yalin erik pulpunda 8.87
g/100mL iken karigimlarda 7.54-9.00 g/100mL
arasinda degismistir (Cizelge 2). Pulp 6rneklerinin
viskozite degerleri 4827.50-4851.50 cP araliginda
tespit edilmistir (Cizelge 2) (P>0.05). Su aktivitesi
(aw) yalin erik pulpunda 0.928 iken digerlerinde
0.938-0.944 arasinda bulunmustur (Cizelge 2).
Atict (2013), calismasinda taze erik 6rneklerinin
ortalama su aktivitesi degetlerini 0.919, katkilt
pulp ve katkisiz pulp Orneklerinin ortalama su
aktivite degerlerini ise sirastyla 0.907 ve 0.953
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olarak belirlenmistir. Ayrica arastirmact, katkilt
pulp Orneklerinin, kontrol pulp 6rneklerine ve
hammaddeye gére su aktivitesi degerlerinin daha
distik bulunmasinin sebebinin sekerin yapisinda
bulunan serbest suyu baglamasindan
kaynaklanabilecegini bildirmistir. Erik pulpunun
kil degeri %0.91 iken, diger meyve pulplar ile
hazirlanan 6rneklerin kil degerleri %0.74-1.105

arasinda degisiklik gstermistir (Cizelge 2). Meyve
pulp karisimlarinin kil icerikleri arasindaki fark
istatistiksel ~ olarak  6nemsiz  bulunmustur
(P>0.05). Genel anlamda suda c¢ozinir kuru
madde degeri ylksek olan pulplarin kil degerleri
yitksek bulunurken, digiik degere sahip olan
pulplarin kil degerleri de diigiik bulunmustut.

Cizelge 2. Marmelat Uretiminde Kullanilan Pulplarin Fizikokimyasal Ozellikleri
Table 2. Physicochemical properties of pulps used in production of marmalade

Suda Cozunur

) Kuru Madde Tl:f? }l?n Viskozite

Ornekler pH (“Briks) o 155511%1@ Su Aktivitesi (ay) Kl (%) (cP)

S gmp/e 5 PH Total Io/ﬂ!{/e solids Titratable acidity Water activity (a,) Ash (%) Viscosity

(155) (2/100 mL.) ()

(“Brix)

Brik (76100) 4.3240.00> 38.8+0.35*  8.87£0.39* 0.928+0.928¢ 0.91+0.05®>  4827.00%5.0

Plum (%100)

Erik(%75)-

Kay1s1(%25) 4.41+0.01» 36.7£0.30>  9.00£0.03*  0.940£0.941* 0.86+0.20®>  4839.00%0.002

Plum(%100)

Apricot (%:25)

Erik(%75)-

Yabanmersini(%25)  3.99+0.014  33.6+0.36¢  7.5410.03> 0.944£0.944*  0.74£0.00>  4851.50%16.5

Plum(%e75)-

Blueberry(%25)

Erik (%50)-

Kayist (%25)-

Yabanmersini (%25) 4.21+£0.00¢  38.3+0.00¢  7.63+0.03> 0.938+£0.938> 1.105+0.14*  4849.50%9.5

Plum(%50)-

Apricot (%25)

Blueberry(%25)

*Sutunlarda farkh kiigiik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
Differences between the excamples shown in columns with different lowercase letters are important at 0.05 level.

Meyve pulp kansimlariin L', a*, b* ve invert
scker degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemli bulunmustur (P <0.05) (Cizelge 3). Renk
Oleimi esnasinda “L*¥”, “a*” ve “b*” degerleri
elde edilmis olup, “L” degeri parlakliktan
koyuluga, “+ a*”’ kirmiziliga, “- a*” yesillige, “+
b*’ sariliga ve “- b*’ ise mavilige gidisi
gostermektedir (Gould, 1977). En dusiik L degeri
(0.42) yalin erik pulpunda, en yiiksek L.* degeri
(2.03) ise erik-kayist pulp karisiminda tespit
edilmistir. Erik pulpuna kayst katildiginda, 1.°

degerinde artis gézlenmis, kayist miktari arttikca
L degeri artmustir. Antosiyanin iceren meyve ve
sebze Urlnlerinin  rengi, cesitli etkenlerle
antosiyaninlerin parcalanmasi sonucu
degismektedir. Bu hususta sicaklik, askorbik asit,
sekerler ve parcalanma urtnleri, hatta enzimler,
oksijen, 1s1tk gibi bircok faktér rol oynamaktadir
(Cemeroglu,  2004).  Meyve  pulplarinin
a* (+kirmizt,-yesil) degetleri 2.82-10.81 arasinda
degisim gostermistir (Cizelge 3). En yiiksek a*
degeri erik-kayist pulpunda tespit edilmistir. Ayni
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zamanda pulp karisiminda kayisi-erik pulpu orant
azalip, yabanmersini veya erik pulpu orant
artttkea, a* degerinde de azalma gériilmiistiir. Bu
sonug tizerinde meyve et renklerine ilaveten, pulp
islemleri sirasinda yabanmersini ve erigin okside
olarak renklerinin koyulasmasimnin da etkisinin
oldugu  dusinilmektedir. Meyve  pulp
karigimlarinda en yuksek b* (+sart,-mavi) degeri

erik-kayist pulp karngiminda 3.50 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 3). En yiksek Hue ve Kroma
degerleri %25 kayist katkili marmelattan elde
edilmistir. Invert seker degeri yalin erik pulpunda
58.672 umol/mL iken diger pulp karisimlarinda
64.358-65.339 umol/mL arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Marmelat Uretiminde Kullanilan Pulplarin Renk ve Invert Seker Degerleri
Table 3. Color and invert sugar values of pulps used in production of marmalade

Ornekler L* a*
Samples L* a*

b* Hue
b* Hue

Invert Seker
(umol/mL)
Invert sugar
(umolf mL)

Kroma
Chroma

Erik (%100)
Plum (7%100)

Erik(%075)-
Kay1s1(%25)
Plum(%100)
Apricot (%25)

0.42£0.0024  2.8240.124

2.03£0.122  10.81£0.032

Erik(%075)-
Yabanmersini(%25)
Plum(%e75)-
Blueberry(%25)

1.12£0.00¢  7.06%0.03¢

Erik (%50)-

Kayist (%25)-
Yabanmersini (%25)
Plum(%50)-

Apricot (%25)
Blueberry(%25)

1.60£0.23>  9.60%1.24>

0.7210.044

3.50£0.212

1.94%0.02¢

2.76£0.39b

14.44+0.10¢  2.91+0.124  58.6721+1.740P

17.94£0.96* 11.36£0.09*  65.339£0.7042

15.3240.04b  7.33+0.04c  65.123+2.016*

16.05+0.15>  10.00£1.30>  64.358+1.7832

*Sutunlarda farkli kiigiik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farklhiliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
Differences between the excamples shown in colummns with different lowercase letters are important at 0.05 level.

Toplam fenolik madde miktari degeri yalin erik
pulpunda 2.10 mg GAE/g iken diger pulplarda
1.71-212 mg GAE/g arasinda degisiklik
gostermistir (P<0.05) (Cizelge 4). Kaya ve ark.
(2016), calismasinda kayist pulpunun toplam
fenolik madde miktarini ortalama 111.56 mg
GAE/kg olarak belitlemislerdir. Erik pulpunun
toplam flavonoid madde miktar degeri 0.010 mg
RE/kg iken, diger pulplarda 0.007-0.009 mg
RE/kg arasinda degismistir (Cizelge 4). Meyve
pulp kangimlarimin  toplam  flavonoid madde
miktart degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemsiz bulunmustur (P>0.05). Pulp 6rneklerinin
antioksidan  aktivite degetleri  %58.98-79.49

arasinda  degisiklik  gOstermistir  (P<0.05).
Antioksidan aktivite degeri en yliksek marmelatin
erik-kayist marmelati oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4). En dustik degetler erik-kayisi-
yabanmersini karigimlarinda goérilmistir. Atict
(2013), calismasinda erik Orneklerinin ortalama
antioksidan aktivite degetlerini %606.77, katkilt
pulp  Orneklerinin = %65.03, kontrol  pulp
orneklerinin  ise  %065.38 olarak belitlemistir
(CGizelge 4). Yalin erik pulpunun askorbik asit
degeri 49.04 mg/L iken, diger pulplarin askorbik
asit degerleri  49.55-50.90 mg/L.  arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 4) (P >0.05).
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Cizelge 4. Marmelat Uretiminde Kullanilan Pulplarin Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoid
Madde, Antioksidan Aktivite ve Askorbik Asit Degerleri
Table 4. Total phenolic matter, total flavonoid matter, antioxidant activity and ascorbic acid values of pulps nsed in
production of marmalade

Toplam Fenolik
(mg GAE/g)
Total phenolics
(mg GAE/g)

Ornekler
Samples

Toplam
Flavonoid
(mg RE/kg)
Total flavonoids (mg
RE/ kg

Askorbik Asit
(mg/L)
Ascorbic acid
(mg/1)

Antioksidan

Aktivite (%0)

Antioxidant
activity (%)

Erik (%100) 10108
Pl (%100) 2.10£0.10
Erik(%075)-
Kay1s1(%25)
Plum(%100)
Apricot (%025)

2.12%0.022

Erik(%75)-
Yabanmersini(%25)
Plum(%e75)-
Blueberry(%25)

1.7410.04>

Erik (%50)-

Kayist (%025)-
Yabanmersini (%25)
Plum(%50)-

Apricot (%25)
Blueberry(%o25)

1.71+0.02>

0.010%0.002

0.009£0.002

0.009£0.002

0.007£0.00>

72.14£1.66P 49.04£0.96°

79.4914.852 49.5510.11%b

64.53£2.22¢ 50.90£1.312

58.9815.46¢ 49.81£0.58»

*Sutunlarda farkh kiigiik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farklhiliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
Differences between the examples shown in columns with different lowercase letters are important at 0.05 level.

Erik (%100), Erik (%75)-Kayis1 (%25), Erik
(%75)-Yabanmersini (%25), Erik (%50)-
Kayist (%25)-Yabanmersini (%425)
Marmelatlarinin Ozellikleri

Marmelat kartsimlarinin pH, SCKM, titrasyon
asitligi, su aktivitesi ve kiil degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Tum marmelat 6rneklerinin pH degerleri 3.60-
3.87 arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 5).
Recel, Jole, Marmelat Tatlandirilmis Kestane
Piresi Tebligi'nde gerekli pH derecesinin 2.8-3.5
olmast belirtilmistir. SCKM degeri yalin erik
marmelatinda %063.6, kayist katkili marmelatta
%02.8, yabanmersini katkili marmelatta %62.8
iken  kayisi-yabanmersini  katkili marmelatta
%063.1dir (Cizelge 5). Regel, Jole, Marmelat ve
Tatlandirlmis  Kestane  Plresi  Tebligi’nde
geleneksel marmelatta refraktometre ile tayin
edilen ¢6ztnebilir kuru madde igeriginin %55’den
daha az olmamast gerektigi belirtilmistir. Elde
edilen sonuglara gbre marmelat 6rneklerinin suda

¢6zinir kuru madde oranlarnin teblige uygun
oldugu gorilmiistir. Marmelat OSrneklerinde
titrasyon asitligi miktarlar1 11.60-17.41 g/100mL
arasinda degisiklik gdstermistir (Cizelge 5). Su
aktivitesi (ay) yalin erik marmelatinda 0.854 iken,
digerlerinde 0.858-0.862 arasinda bulunmustur
(Gizelge 5) (P <0.05). Marmelat 6rneklerinin
viskozite degerleri 3874.50-4832.00 cP araliginda
tespit edilmistir (Cizelge 5). En dusik kal
iceriginin ~ (%0.15)  yabanmersini = katkilt
marmelatta, en ylksek kil iceriginin ise (%1.55)
yalin erik marmelat Orneklerinde  oldugu
belirlenmistir (Cizelge 5) (P <0.05). Regel, Jole,

Marmelat ve Tatlandirilmis Kestane Puresi
Tebligime goére kil miktarinin  geleneksel
marmelatta en ¢ok 20mg/kg  olabilecegi
belirtilmistir.

Marmelat karisimlarinin L*) a*, b* ve invert seker
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmugstur (P<0.05) (Cizelge 6). Marmelat
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tiretiminde L." degeri en disiik (1.02) kayist katkalt
marmelatta tespit edilitken, en ytksek (2.22) L*
degeri kayisi-yabanmersini  katkili marmelatta
tespit edilmistir. a” degerleri 1.16-2.02 arasinda
degisiklik gostermistir. En yitksek b* degeri (2.28)
erik—kayisi-yabanmersini marmelat karigiminda
tespit edilirken, en disiik b* degeri (1.50) ise erik-
kayist marmelat karisimlarinda gdzlemlenmistir.
En yiksek Hue degerleri yalin erik pulpu
marmelatinda, en ylksek kroma degerleri ise erik
kay1s1 yaban mersini marmelat 6rneklerinden elde
edilmistir (Cizelge 6). HMF degerleri 82.08-93.96
mg/L arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 6).
En yiksek HMF (93.96mg/L) yabanmersini
katkili erik bazli geleneksel ~marmelatlarda
gorulurken, en dusuk HMF (82.08mg/L) miktatt
kayisi-yabanmersini katkilt erik bazli geleneksel
marmelatlarda  tespit edilmistir. Regel, Jole,

Marmelat ve Tatlandirilmis Kestane Puresi
Tebligi’nde hidroksimetilfurfural (HMF)
sinirlandirmasina rastlanmamaktadir. Ancak bazi
recel standartlarinda 1.sinif recellerde bulunmast
gereken en yuksek HMF degeri 50 mg/kg olarak
belirtilitken, ikinci sinif regeller icin en yiiksek
HMF degeri 100 mg/kg olarak belirtilmistir.
Sonu¢ olarak bu teblige gbre yaptigimiz
calismalardaki marmelat orneklerinin 2. sinif
kalitesinde oldugu belirlenmistir. Invert seker
degetleri  68.75-75.55  pmol/ml.  arasinda
degisiklik g6stermistir. En yiksek degere (75.556
meol/ ml) sahip olan drnegin erik-yabanmersini
marmelati karisimina ait oldugu tespit edilmistir
(Gizelge 6). Yurdagil (2007), calismasinda erik
marmelati Orneklerinde ortalama invert seker
degerlerinin  %19.56-21.89 arasinda oldugunu
tespit etmigtir.

Cizelge 5. Marmelat Orneklerinin Fizikokimyasal Ozellikleri
Table 5. Physicochemical properties of marmelade samples

Suda
Cozunur )
- Titrasyon
Kl Yy
Ornckler Kuru Asitligi  Su Aktivitesi Viskorite
Samples Madde
H (Briksy ~ (&/100ml) (@) Kiil (%) (P)
p Titratable Water activity o Viscosity
pH Total soluble i ) Ash (%) (D)
solds (155) /% OZZ L (@ ‘
(*Brix) &
Erik (%100) 011 00 e OO0 . 11 00
Pl (%100) 38440110 63.6£0.050 17.41£1.100  0.854+0.00c  1.55+0.10: 4829.0+11.00
Erik(%75)-
Kays1(%25) o ) e e J. 00 an e
Plon(?100) 38740060 62.810.25¢  11.60£0.32¢  0.862£0.000  0.29+0.06>  3874.5+33.5
Apricot (%25)
Exik(%75)-
1110
Yabanmersini(%o25) 3 (g4 000 62,820,150 121740905  0.86240.000  0.1540.02¢ 483254650
Plum(%o75)-
Blueberry(%e25)
Erik (%50)-
Kayist (%025)-
Yabanmersini (%25) 3.60£0.00> 63.1£0.100  1326+0.76>  0.858+0.858> 0.17+0.07> 4449.0+78.00b
Plum(%50)-
Apricot (%025)
Blueberry(%25)

*Sttunlarda farklt kiiciik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
Differences between the excamples shown in colummns with different lowercase letters are important at 0.05 level.
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Cizelge 6. Marmelat Orneklerinin Renk, HMF ve Invert Seker Degerleri
Table 6. Color, HMFE and invert sugar values of marmelade samples

L*
Ornekler a* b*
r* .

Samples a b*

Invert Seker
Invert sugar

(umolf mL.)

Hue
Hue

Kroma
Chroma

HMEF (mg/L)
HMF (mg/1)

Exik (7100)

+ b
Pl #4100) 1.78+0.08

1.16£0.06¢

Erik(%075)-
Kay1s1(%25)
Plum(%100)
Apricot (%625)

1.02+0.29¢  1.48%0.00>

Erik(%75)-
Yabanmersini(%025)
Plum(%75)-
Blueberry(%o25)

2.13£0.00¢  1.36£0.13P

Erik (%50)-

Kayist (%25)-
Yabanmersini (%025)
Plum(%50)-

Apricot (%25)
Blueberry(%o25)

2.22+0.16¢  2.02£0.08#

1.62%0.01b

1.56£0.29>

1.78£0.08>

2.28%0.052

54.30+1.352  2.00£0.05>  87.26%£8.700  (8.75+4.797b

45.96%£5.57b  2.16+0.21> 83.97£16.13*  69.50£0.801P

52.76£1.492  2.24%0.14> 93.96£11.18  75.55£0.498»

48.53%+1.81s>  3.05+0.01* 82.08%10.15* 73.96%2.714ab

*Sttunlarda farkl kiigiik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
Differences between the excamples shown in columns with different lowercase letters are important at 0.05 level.

Marmelat 6rneklerinin toplam fenolik ve toplam
flavonoid madde miktarlati ile antioksidan aktivite
ve viskozite degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Marmelat
Orneklerinin  toplam  fenolik madde miktart
degetlerinin = 3.26-3.91 mg GAE/g arasinda
oldugu belirlenmistir (Cizelge 7). Yalin erik
marmelat degeti 3.36 mgGAE/g olarak tespit
edilmigtir. Yalin erik, erik-kayis1 ve erik-
yabanmersini marmelatlarinin toplam flavonoid
madde miktar1 degetleri 0.011 mgRE/kg iken
erik-kayist-yabanmersini marmelat karisimlarinin
degeri 0.010 mgRE/kg olarak tespit edilmistir
(Gizelge 7). Marmelat 6rneklerinin antioksidan
aktivite  degetlerinin = %58.73-73.04  arasinda
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 7). Yalin erik
marmelat degeri %066.54 iken en yiksek
antioksidan degeri 73.04 ile erik-kayist karisimi, en
disiik antioksidan degeri ise %58.73 ile erik-
kay1si-yabanmersini karisimlarinda tespit
edilmistir. Yalin erik marmelatin askorbik degeri
49.62 mg/L iken diger marmelat karigimlarinin
degetleri 50.64-51.92 mg/1. arasinda degisiklik
gostermislerdir (P>0.05) (Cizelge 7). Marmelat
karisimlarinin duyusal analiz sonuclart arasindaki
fark istatistiksel olarak Onemli bulunmustur
(P<0.05). (Cizelge 8). Duyusal degerlendirmede

orneklerin  kazanmis oldugu puanlar dikkate
alindiginda en ¢ok begenilen marmelatin 4.46
puan ile erik pulpundan tretilen 6rnek oldugu ve
bunu azalan puan swrasmna gbre erik-kayisi-
yabanmersini, erik-kayisy, erik yabanmersini
pulplarindan  dretilen OSrneklerin  takip ettigi
belitlenmistir.

ONERILER

Arastirmadan elde edilen bulgular, tlkemizde
sadece sofralik olarak tiketilen erik meyvesinin
driine islenip, alternatif tiiketime katk: saglayarak
endiistriyel anlamda deger kazandirlabilecegi
durumunu ortaya ¢ikartmustir. Isil islem ve diger
bircok proses, gidalarin  kalite parametreleri
tzerine etkili faktorlerdendir. Gidalarin sahip
olduklart bazi besin 6geleri bu gibi proseslerden
fazlaca etkilenmekte ve bu da gidalarin besin
degerlerinin  azalmasina neden  olmaktadur.
Gunumizde daha cok geleneksel olarak retilen
marmelatlarin isleme sartlarinin (1sd islem derecesi
ve siresi) iyilestirilmesi, bdylece biyoaktif
bilesenler ve diger besin Ogelerinin marmelat
tretimi esnasinda mimkiin oldugunca az zarar
gbrmesinin veya optimum diizeyde korunmasinin
saglanmasi ile mimkin olabilir.
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Cizelge 7. Marmelat Orneklerinin Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoid Madde, Antioksidan

Aktivite ve Askorbik Asit Degerleri

Table 7. Total phenolics, total flavonoids, antioxidant activity and ascorbic acid values of marmelade samples

Toplam Fenolik
Ornekler (mg GAE/g)
Samples Total phenolics
(mg GAE/g)

Toplam Flavonoid
(mg RE/kg)
Total flavonoids
(mg RE/kg)

Antioksidan

Aktivite (%)

Antioxidant activity

(%)

Askorbik Asit

(mg/L)

Ascorbic acid (mg/1.)

Erik (%100)
Plum (%100) 3.36+0.14b
Erik(%075)-

Kay1s1(%25) 3.91£0.172
Plum(%100)

Apricot (%25)

Erik(%75)-

Yabanmersini(%25) 3.76%0.142
Plum(%75)-

Blueberry(%25)

Erik (%050)-

Kayst (%25)-

Yabanmersini (%25) 3.26x0.212
Plum(%50)-

Apricot (%625)

Blueberry(%25)

0.011£0.002

0.011%0.002

0.011£0.002

0.010%0.002

66.54£2.06"

73.04%+1.912

69.6910.88%

58.731+4.52¢

49.6210.51b

50.64+1.49

51.79%0.892

51.9241.022

*Sttunlarda farkl kiigiik harfler ile gdsterilen 6rnekler arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Differences between the excamples shown in columns with different lowercase letters are important at 0.05 level.

Cizelge 8. Erik Bazli Geleneksel Marmelat Orneklerinin Duyusal Analiz Degetleri
Table 8. Sensory analysis values of tradational marmalade based plum

Duyusal Ozellikler
N Sensory properties
(Y)dr;e}ier Renk Kivam Koku Tat ve Lezzet Genel Izlenim
Sanp Color Consistency Smell Taste and flavor  General impression
Erik (%100) +0) Q54 +0 (6a +1 29b +0 77 +0.52a
Plum (%100) 4.31£0.85*  4.54%0.66*  3.31£1.32 4.38%0.77 4.46%0.52
Erik(%75)-Kayis1(%025) X X . .
Plum(%100) 4.46x0.8 4.46£0.06*  3.19%1.22b 4.12£0.92 4.08%0.86
Apricot (%25)
Erik(%75)-
Yabanmersini(%025) 4.23+0.83*  4.62%£0.51>  3.31£1.25b 3.81£1.18% 4.0811.06%
Plum(%75)-
Blueberry(%25)
Erik (%50)-Kay1st (%025)-
Yabanmersini (%25)
Plum(%50)- 4.5410.88  4.69%£0.48  3.31£1.11° 4.15%1.14 4.27£1.13
Apricot (%025)
Blueberry(%25)

*Sttunlarda farkls kiiciik harfler ile gosterilen 6rnekler arasindaki farkliliklar 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Differences between the examples shown in columns with different lowercase letters are important at 0.05 level.
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oz

Bu calismanin amact daha 6nce peynir 6rneklerinden izole edilen yiksek-seviyede aminoglikozid direngli (YSAD)
54 enterokok izolatinda viriilens faktdrlerin fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak arastirlmasidir. YSAD
enterokok izolatlarinda a-hemolitik (48.15 %), y-hemolitik (46.30 %), ve B-hemolitik (5.55 %) aktivite fenotipik
olarak belirlendi. Jelatinaz aktivitesi yalniz E. faecalis RG22.4, RG26.1 ve RG26.2 suslarinda tespit edildi. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile E. faecinm RS32.2 hari¢ YSAD enterokok izolatlarinda en az bir viriilens genin varligi
belitlendi. YSAD enterokok izolatlarinda en sik goriilen genlerin af (%o 88.89), efads (Yo 85.19), acm (%0 77.78),
gelE (%0 59.2), epd (%0 51.85) ve espy (%o 50) oldugu tespit edildi. Fenotipik ve genotipik testler sonucu, 30 YSAD
enterokok izolatinda sessiz ge/Ef geni bulundu. Peynirden izole edilen YSAD enterokok suslarinda yiiksek siklikla
virtilens fakt6r genlerinin tespit edilmesi titketici saghgt icin endise uyandiricidir.

Anahtar kelimeler: Enferococcus, peynir, yiksek seviyede aminoglikozid direnci, virilens faktér, polimeraz zincir
reaksiyonu

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS USING PHENOTYPIC
AND GENOTYPIC METHODS IN HIGH-LEVEL AMINOGLYCOSIDE
RESISTANT ENTEROCOCCI ISOLATED FROM CHEESE

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the virulence factors using phenotypic and genotypic methods in
54 high-level aminoglycoside resistant (HLAR) enterococci previously isolated from cheese samples. The
a-hemolytic (48.15 %), y-hemolytic (46.30 %), and B-hemolytic (5.55 %) activities phenotypically were
determined in HLAR enterococci. Gelatinase activity was detected in only E. faecalis RG22.4, RG26.1, and
RG26.2 strains. At least one virulence factor gene was determined using polymerase chain reaction (PCR)
in HLAR isolates except E. faecinm RS32.2. The most frequently virulence genes were detected as ¢f (88.89
%), efads (85.19 %), acm (77.78 %), gelE (59.2 %), ¢pd (51.85 %), and espi (50 %) in HLAR enterococci
isolates. As a result of phenotypic and genotypic tests, silent ge/El genes were found in 30 HLAR
enterococci isolates. Detection of high frequency of virulence factor genes in HLAR enterococci strains
isolated from cheese is worrying for consumer health.

Keywords: Ewnterococcns, cheese, high-level aminoglycoside resistance, virulence factor, polymerase chain
reaction
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GIRIS
Enterokoklar, insan ve hayvan bagirsak florasinda
dogal olarak bulunan ve ayni zamanda ¢ig gida
maddelerinden ve cesitli geleneksel fermente
gidalardan  siklikla izole edilen laktik asit
bakterileridir  (Foulquié Moreno vd., 2000;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017; Hanchi vd.,
2018). Akdeniz iilkelerinde geleneksel peynirlerin
mikrobiyotasinin  belirlenmesi tizerine yapilan
calismalarda, enterokoklarin inek siitiine nazaran
yaygin olarak keci ve koyun sitinden uretilen
peynirlerin  olgunlagsma siirecinde proteolitik,
lipolitik ve sitrat ytkim mekanizmalart ile tipik tat
ve aromanin olusumunda énemli rol oynadiklarin
gostermistir (Foulquié Moreno vd., 2006). Ayrica,
bazt enterokok suslari Listeria monocytogenes gibi
gidalarda  bulunan patojenlere karst  giicla
antibakteriyel etkiye sahip olmalarindan dolay1
farkli gida driinlerinin muhafazasinda koruyucu
olarak kullandlmakta ve aym zamanda probiyotik
olarak da kabul edilmekteditler (Hanchi vd,,
2018).

Probiyotik ve teknolojik o6zelliklerine ragmen,
bazt enterokok tirii tiyelerinin antibiyotik direng
ve viriillens faktorler gibi tiketici sagligt icin risk
teskil eden  Ozelliklere  sahip  olduklar
belirlenmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Inoglu ve
Tuncer, 2013; Demirgil ve Tuncer, 2017;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2019). Enterokoklar
endokarditis, bakteriyemi, idrar yolu, merkezi sinir
sistemi, karin ici, pelvik ve yumugsak doku
enfeksiyonlarina neden olabilen nozokomiyal
patojenler olarak da tanimlanmaktaditlar (Reyes
vd., 2017). Ozellikle E. faecalis ve E. faecium
kaynakli enfeksiyonlar, Dinya genelinde en stk
kargilasilan  klinik enfeksiyonlar arasinda yer
almaktadir. E. durans, E. gallinarum, E. casseliflavus
ve E. raffinosus kaynakli enfeksiyonlarin ise
gorilme  sikliginin  daha  disik  oldugu
belirtiimektedir (Ogier ve Serror, 2008). Son
yillarda gida kaynakli enterokoklarin yaygin
aktarlabilir antibiyotik direng ve viriillens fakt6r
geni icermeleri tiketici saghgt acisindan endise
uyandirmaktadir  (Inoglu  ve Tuncer, 2013;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017; Demirgtl ve
Tuncer, 2017; Chajecka-Wierzchowska vd.,
2019). Gentamisin ve streptomisin yasami tehdit
eden enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan

aminoglikozid  grubu antibiyotiklerdir. ~ Son
yillarda yapilan calismalar Diinya genelinde gida
ve kilinik  6rneklerden  yiksek  seviyede
aminoglikozid  diren¢li (YSAD) enterokok
suslarinin izole edildigini gdstermistir (Choi ve
Woo, 2013; Niu vd., 2016; Ozdemir, 2018; Sparo
vd., 2018). Gram porzitif bakterilerde en sik
karsilasilan ylksek seviyede aminoglikozid direng
mekanizmast antibiyotigin aminoglikozid
modifiye edici enzim ile modifikasyonudur
(Bismuth ve Courvalin, 2010; Niu vd., 2016;
Sparo vd., 2018). Enterokoklarda tanimlanmis
baslica viriilens faktorler agregasyon maddesi,
kollojen baglayan protein, endokarditis spesifik
antijeni, enterokokal yiizey proteini, sitolizin,
jelatinaz, hiyalironidaz ve seks feromonlaridir
(Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).

Bu calismada, geleneksel peynir 6rneklerinden
izole edilen YSAD 25 E. faecalis, 15 E. faecinm, 12
E. duransve 2 E. gallinarum olmak tizere toplam 54
Enterococcus susunda virtlens faktorlerin fenotipik
ve genotipik yontemler ile arastirilmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda izolatlarda jelatinaz
aktivitesi ve hemolitik aktivite fenotipik, viriilens
faktorleri determine eden gelE, efaAfm, efaAf,
espfn, espfs, cdp, cob, cof, cad, ace, acm, agg, cyiM, ¢y/B,
¢ylA ve byl genlerinin varligi ise genotipik olarak
arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Enterokok izolatlar1 ve besiyerleri

Calisma kapsaminda Ozdemir (2018) tarafindan
500 pg/ml  gentamisin veya 2000 pg/mL
streptomisin iceren de Man Rogosa Sharpe (MRS,
LAB M Ltd, Lancashire, UK) agar ve
Enterococcosel  agar  (Becton  Dickinson,
Almanya) besiyeri ortamlart kullanilarak peynir
orneklerinden izole edilmis ve cinse ve tire 6zgi
primer ciftleri kullanilarak molekiler dizeyde
tanist yapilmus 18 E. faecalis, 15 E. faecium, 12 E.
durans ve 2 E. gallinarum izolatinin yant stra cins
diizeyinde tanist yapimis ancak tire Ozgi
primetler ile tanist yapilamamus 7 Enterococcus spp.
izolatt olmak tizere toplam 54 YSAD Ewnterococcus
izolati kullandmustir. Enterokok kdilttrleri, MRS
broth besiyerine % 15 (v/v) steril gliserol ilave
edilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin MRS broth
besiyetlerinde 37 °C’de 18 saat gelistirilen YSAD
enterokok kultutlerinden 0.5 ml alinmis ve
Eppendotf tiplerinde 13000 rpm’de 5 dakika
santriftj (Sigma 2-16P, Rotor no: 12148,
Almanya) edilmigtir. Daha sonra hiicre ¢okeltisi
0.5 mL liziz tamponu ile ¢6ziilmiis ve 37 °C’de 30
dakika su banyosunda (Nuve NB9, Tirkiye)
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben
tuplere 30 pL sodyum dodesil sulfat (% 10, w/v)
¢ozeltisi ilave edilmis ve su banyosunda (Daihan
WB-22, Kore) 80 °C’de 10 dakika tutulmustur.
Hicre lizatt tzerine 0.7 ml. fenol-kloroform
karisimi ilave edilmis ve 13000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir Eppendorf
tipiine alinmug, 0.7 mL 2-propanol ilave edilmis
ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pelet 50 pL Tris-EDTA tampon (pH 8.0) ile
¢ozilmistir (Cancilla vd., 1992). Genomik DNA
Ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Orneklerin agaroz jel elektroforezi %
0.7 (w/v) agaroz orant ile hazirlanan jellerde 85
voltta 1.5 saat stiteyle yaptlmustir. Jeller 0.2 pg/mL
etidyum bromid (Amresco Inc., Solon, OH,
ABD) iceren c¢Ozeltide boyanmis ve UV
transilluminator (Vilber Lourmat, ECX-F20.M,
Fransa) Uzerinde incelenmistir. Jel fotograflarinin
¢ekiminde Nikon D5100 dijital fotograf makinesi
(Nikon Corp., Japonya) kullanilmustur.

Enterococcus spp. izolatlarinin tiir diizeyinde
tanisi

Ozdemir (2018) tarafindan tiire 6zgli primer
ciftleri ile tanist yapilamamis 7 Eunterococcns spp.
(RS21.3, RS25.3, RS29.1, RG22.4, RG26.1,
RG26.2 ve RG26.3) izolatinin tiir diizeyinde tanist
bu calisma kapsaminda 16S rDNA dizi analizi
yontemi ile yapilmustir. 16S tRNA gen bélgesinin
polimeraz  zincir  reaksiyonu  (PZR) ile
cogaltlmasinda Edwards vd. (1989) tarafindan
6nerilen pA (ileri) 5-AGA GTT TGA TCCTGG
CTC AG-3've pE' (geri) 5-CCG TCA ATT CCT
TTG AGT TT-3' primer cifti kullanilmisgtir. PZR
islemi 50 pL PZR karisimt kullaniarak (25 pL
PCR master mix (2X) (Thermo Scientific
#KO0172, ABD), 20 uL ntkleaz icermeyen su, 3
L kalip DNA ve ’er pL ileri ve geri primer)
TurboCycler 2 gradient termal déngti cihazinda

(Blue-Ray Biotech Ltd., Tayvan)
gerceklestirilmistir. PZR isleminde 94 °C’de 2
dakika baslangic denatiirasyonu (1 dongi), 94
°C’de 30 saniye / 55 °C’de 60 saniye / 72 °C’de 90
saniye ¢ogaltma (30 déngii) ve 72 °C’de 10 dakika
son uzama (1 doéngl) asamalarindan olusan
protokol kullanilmigtir. PZR  fragmentlerinin
elektroforezi % 1 (w/v) agaroz oramt ile
hazirlanan jellerde yapilmis, etidyum bromid
iceren ¢ozeltide boyanmis ve UV 1sik tzerinde
fotograflanmustir. Amplikon buyiklukleri
O’GeneRulet™  100-b¢  Plus DNA marker
(Thermo #SM1153) kullanilarak hesaplanmistir.
PZR driunlerinin DNA dizi analizi Oligomer
Biyoteknoloji A.S. (ODTU, Teknokent, Ankara,
Tirkiye)inde yaptrilmistir. Sekans isleminde
Applied Biosystems® AB 3730XL (Thermo)
otomatik gen sekans cihazi kullanilmistir. 16S
rDNA dizi benzerligi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) BLAST
algoritmasi kulllanilarak tespit edilmistir.

Jelatinaz aktivitesi

Jelatinaz aktivitesi % 3 (w/v) jelatin (Merck,
Darmstadt, Almanya) ilave edilmis Todd-Hewitt
agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italya)
besiyeri ortaminda test edilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyonu takiben Petri kutulart +4 °C’de 5 saat
buzdolabinda tutulmustur. Sire sonunda koloni
etrafinda  bulamk zon olusumu jelatinaz
aktivitesinin pozitif oldugunun géstergesi olarak
degerlendirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001).
Denemelerde jelatinaz pozitif Enferococcus faecalis
NYE7 susu kontrol olarak kullandmistir (Inoglu
ve Tuncer, 2013).

Hemolitik aktivite

Enterokok izolatlarinin hemolitik aktivitesi % 5
(v/v) koyun kani iceren Columbia agar
(Liofilchem) besiyeri ortaminda test edilmistir. 37
°Cde 48 saat inkiibasyon sonunda gelisen
kolonilerin etrafinda berrak zon olusumu -,
bulantk yesilimsi zon olusumu o- ve zon
olusmamast ise y-hemolitik reaksiyon olarak
degerlendirilmistir  (Catiolato  vd.,  2008).
Denemelerde B-hemolitik Staphylococcus  anresus
ATCC 29213 susu kontrol olarak kullanilmistir.
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Viriilens genlerin tespiti

YSAD enterokok izolatlarinda adhezin kollojen
(ace), agregasyon maddesi (agg), hilicre duvari
adhezinleti (efaAs, e¢faAp,), hiyaluronidaz (hyl),
jelatinaz (ge/E), kollojen baglayan protein (ace,
acm), seks teromonlart (cf, cob, ¢pd, cab), sitolizin
(¢9IM, ¢y/B, ¢ylA) ve ekstraseliler ylizey proteini
(espg, esprn) kodlayan virtilens faktér genlerinin
vatligr  Cizelge 1’de verilen primer ciftleri
kullanilarak PZR ile arastirilmustir. aom, age, gelE,
efaAp, efaAs, cdp, espr, espr, cob, cof, cad, ace, cyiM, ¢y/B
ve ¢yl4 genlerinin varlig 95 °Cde 5 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu (1 déngt), 95 °C’de 30
saniye / 54 °C (aem geni icin 52 °C, agg geni igin
56 °C)’de 30 saniye / 72 °C’de 60 saniye ¢ogaltma
(35 déngt) ve 72 °C’de 10 dakika son uzama (1

uygulanarak TurboCycler 2 gradient termal dongl
cihazt ile aragtirlmistir. Hiyaluronidaz geninin
(byh) PZR ile varliginin tespitinde ise 95 °C’de 2
dakika baslangic denatirasyonu (1 dongi), 95
°C’de 30 saniye / 56 °C’de 90 saniye / 72 °C’de 90
saniye ¢ogaltma (35 déngti) ve 72 °C’de 10 dakika
son uzama (1 déngl) asamalarindan olusan
protokol uygulanmistir. PZR  fragmentlerinin
agaroz jel elektroforezi % 1 (w/v) agaroz orani ile
hazirlanan jellerde yapilmistir. Jeller etidyum
bromid iceren ¢6zeltide boyanmis, UV stk
tizerinde fotograflanmustir. Fragment
buytklikleri O’GenelRuler™ 100 b¢ Plus DNA
marker (Thermo) kullanilarak hesaplanmistir.
Denemede E. faecalis ATCC 29212 susu (aggt,
cpd*, cop®, coft, cad®, efaAfst, gelE*, opIM*, ylAY,

dongi)  asamalarindan  olugan  protokol  espfst) pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
Cizelge 1. Virilens genlerin tespitinde kullanilan PZR primerleri ve triin biiytiklikleri
‘Table 1. PCR primers for detection of virulence genes and product sizes
P Jy P B
Gen Primer sekanslar1 (5'- 3' Urtn bayuklag (b Kaynak
yukligu (bg y
Gene Primer sequences (5'- 3' Product size (b Reference
q e (0P
gelE ACC CCG TAT CAT TGG TTT .
ACG CAT TGC TTT TCC ATC 419 Reviriego vd., 2005
A, AAC AGA TCC GCA TGA ATA .
CAT TTC ATC ATC TGA TAG TA 735 Reviriego vd., 2005
¢ad;  GAC AGA CCCTCA CGA ATA .
AGT TCA TCA TGC TGT AGT A 705 Reviriego vd., 2005
espyn TTG CTA ATG CAA GTC ACG TCC .
GCA TCA ACA CTT GCA TTA CCG AA 955 Reviriego vd., 2005
esps TTG CTA ATG CTA GTC CAC GAC C .
GCG TCA ACA CTT GCA TTG CCG AA 933 Reviriego vd., 2005
pd TGG TGG GTT ATT TTT CAA TTC -
TAC GGC TCT GGC TTA CTA 782 Reviriego vd., 2005
cob AAC ATT CAG CAA ACA AAG C .
GCG TCA TAA AGA GTGGTC AT 1405 Reviriego vd., 2005
of GGG AAT TGA GTA GTG AAG AAG .
AGC CGC TAA AAT CGG TAA AAT 543 Revitiego vd., 2005
cad TGC TTT GTC ATT GAC AAT CCG -
ACT TTT TCC CAA CCC CTC AA 1299 Reviriego vd., 2005
ace AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC
TCT ATC ACA TTC GGT TGC G 350 Ben Belgacem vd., 2010
aom GGC CAG AAA CGT AAC CGA TA
CGCTGG GGA AAT CTT GTA AA 353 Camargo vd., 2006
agg AAG AAA AAG AAG TAG ACC AAC
AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA 1553 Eaton ve Gasson, 2001
oM CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT .
TGA GTT GGT CTG ATT ACA TTT 742 Revitiego vd., 2005
o/B ATT CCT ACC TAT GTT CTG TTA -
AAT AAA CTC TTC TTT TCC AAC 843 Reviriego vd., 2005
olA TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT .
TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA 517 Revitiego vd., 2005
byl ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 Vankerckhoven vd., 2004

GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA
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BULGULAR VE TARTISMA

Yedi YSAD Ewnterococens spp. izolattnin  tir
diizeyinde tanist 16S rDNA dizi analizi yontemi
ile yapilmistir. pA ve pE' primer cifti kullanilarak
yapilan PZR denemesi sonucu izolatlarin yaklasik
900 be¢ buyikliginde amplikonlar verdigi
belirlenmistir (Sekil 1). 16S rRNA gen bélgesi

-
=2
i
-
L
-

~900 bg

v

dizilerinin BLAST programinda analiz edilmesi
sonucu 7 izolatin tamaminin E. faecalis tirh yesi
oldugu belirlenmistir. 16S rDNA dizi analizinden
elde edilen sonu¢ dogrultusunda calisma
kapsaminda 25 E. faecalis, 15 E. faecium, 12 E.
durans ve 2 E. gallinarum olmak tzere toplam 54
YSAD enterokok izolatt kullanilmistir.

3000 bg

!
4

Sekil 1. YSAD Enterococeus spp. 1zolatlarda 16S tfRNA Geninin PZR Amplifikasyonu
1: RS21.3; 2: RS25.3; 3: RS29.1; M: O’GeneRuler™ 100-b¢ DNA marker (Thermo); 4: RG22.4; 5:
RG26.1; 6: RG26.2; 7: RG26.3; 8: negatif kontrol (su)
Figure 1. PCR Amplification of 1685 rRINA Gene in HLLAR Enterococcus spp. 1solates
1: R821.3; 2: R§25.3; 3: R§29.1; M: O’GeneRuler™ 100-bp DINA marker (Thermo); 4: RG22.4; 5: RG26.1;
6: RG26.2; 7: RG26.3; 8: negative control (water)

YSAD  enterokok  izolatlarmun  virilens
faktorlerinin  fenotipik olarak belitlenmesinde
jelatinaz ve hemolitik aktivite testleri yapilmustir.
54 YSAD enterokok izolatt arasindan yalmz E.
Sfaecalis RG22.4, RG26.1 ve RG26.2 suslarinin
jelatinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir
(Gizelge 2). Jelatinaz enterokok suslart tarafindan
tretilen ve jelatin, kollajen, kazein, hemoglobin,
insilin ve bazt bioaktif peptitleri hidrolize
edebilen hiicre dist metalloendopeptidazdir (Su
vd, 1991). Enterokok suslarinda jelatinaz
tretiminin genelikle nozokomiyal, fekal ve klinik
izolatlarda daha stk rastlanilan bir viriilens faktor
oldugu  belitlenmistir ~ (Singh ~ vd.,  2009;
Consentino vd., 2010). Ancak, jelatinaz tretim
Ozelligine sahip gida kaynakli enterokok suslarinin
varliginin bildirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir
(Eaton ve Gasson, 2001; Franz vd., 2001; Trivedi

vd., 2011; Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve
Ozden Tuncer, 2015; Avet ve Ozden Tuncer,
2017, Domingos-Lopes vd., 2017; Santos vd.,
2017).

Hemolitik aktivite testi sonucu, 54 YSAD
enterokok izolatinin % 48.15%inin (26/54) o-
hemolitik, % 46.30’unun (25/54) y-hemolitik ve
% 5.55inin (3/54) ise B-hemolitik aktivite
gOsterdigi tespit edilmistir. E. durans RG22.2, E.
gallinarum RG406.2 ve E. faecium RST4.1 suslarinin
B-hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 2). Bakteriyel bir toksin olan
hemolizin/sitolizin ~ enterokoklar  tarafindan
salgilanan viriilens faktorlerden birisidir. Plazi ya
da kromozomal DNA izerinde kodlu olabilen
hemolitik  aktivite, enfeksiyon  siddetinin
artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. 3-hemolitik
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aktivite daha ¢ok E. faecium ve E. faecalis turlerinin
klinik izolatlarinda gorilmektedir. Gidalardan (-
hemolitik aktiviteye sahip enterokoklarin izole
edilmesi istenilen bir durum degildir (Semedo vd.,
2003). B-hemolitik aktivite gOsteren enterokok
suslarinin fermente gida tretiminde starter kiltiir
olarak kullanilmalar1 6nerilmemektedir (Fifadara
vd., 2003; Gomes vd., 2008). Farkli arastiricilar

tarafindan yapilan calismalarda da gida kaynakli
enterokoklar arasinda [-hemolitik aktivitenin
gorilmedigi ya da a- veya y- hemolitik aktiviteye
nazaran daha disik siklikla  gbzlendigi
bildirilmistir (Haton ve Gasson, 2001; Inoglu ve
Tuncer, 2013; Yiceer ve Ozden Tuncer, 2015;
Avct ve Ozden Tuncer, 2017; Domingos-Lopes
vd., 2017; Gok Charyyev vd., 2019).

Cizelge 2. YSAD enterok suslarinin aminoglikozid direng paternleri, jelatinaz aktiviteleri, hemolitik
aktiviteleri ve viriilens faktér genleri
Table 2. Aminoglycoside resistance patterns, gelatinase activities, hemolytic activities and virnlence factor genes of
HIAR enterococei strains

B . Aminoglikozid  Jelatinaz aktivitesi/ Virilens faktor genleri
akteriler . iy .

direnc! Hemolitik aktivite
Bacteria Amingglycoside Gelatinase activity/ Virnlence factor genes

resistance’ Hemolytic activity

E. faecinm RS12.1 CN, S -/a gelE, efaAy,, efaAy, cof, acm, espy
E. faecalis RS21.1 CN, S -/a gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS21.2 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS21.3 CN, S -/v gelE, efaAyg, cpd, ccf, acm, esps
E. faecalis RS21.4 CN, S -/a gelE, efaAy, cpd, ccf, ace, acm, espys
E. durans RG22.1 CN, S -/a gelE, efaAy, cof, acm, esps
E. durans RG22.2 CN, S -/B gelE, efaAys, cpd, ccf, acm, esps
E. faecinm RG22.3 CN, S -/a gelE, efaAy,, efaAs, cof
E. faecalis RG22.4 CN, S +/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm
E. faecalis RS25.1 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS25.2 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS25.3 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, espy;
E. faecalis RS25.4 CN, S -/a efaAy, opd, off, ace, espy;
E. faecalis RS25.5 CN, S -/a efaAy, opd, cdf, ace, acm, espy;
E. faecalis RG26.1 CN, S +/vy gelE, efaAy, cof, acm
E. faecalis RG26.2 CN, S +/a gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RG26.3 CN, S -/v efaAys, acm, esps
E. faecalis RS27.1 CN, S -/a efaAy, cpd, ccf, ace, acm, espy, ¢ylA, cylB
E. faecalis RS27.2 CN, S -/v efaAg, opd, cdf, ace, espy, eylA, ¢yIB, agg
E. faecalis RS27.3 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cf, ace, espy, agg
E. faecalis RS27.4 CN, S -/v efaAys, opd, cob, cof, ace, acm, espy, cylA, agg
E. faecalis RS27.5 CN, S -/v efaAys, cpd, cob, ace, espys, cylA, agg
E. faecalis RS27.6 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cob, cof, ace, espy, cylA, agg
E. faecalis RS29.1 CN, S -/y efaAy, cpd, cob, cof, ace, acm, espy
E. faecinm RS32.1 CN, S -/a efaAp, cefs acm
E. faecinm RS32.2 S -/a -
E. faecalis RS32.3 S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. durans RS32.4 CN, S -/y gelE, cof
E. faecalis RS32.5 S -/v gelE, efaAy, cpd, cob, cof, ace, espy
E. faecalis RS32.6 S -/ gelE, efaAs, cpd, cef, ace, espys
E. faecinm RS306.1 CN, S -/ gelE, efaAy, ccf, acm
E. faecinm RS36.2 S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm
E. durans RS36.3 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm
E. faecalis RS36.4 CN, S -/ gelE, efaAy, cpd, cof, espp

ICN: Gentamisin, S: streptomisin.
"CN: Gentamicin, S: streptomycin.



Peynirden izole edilen yliksek seviyede aminoglikozid direncli enterokoklar

Cizelge 2. devam
Table 2. continue

B . Aminoglikozid ~ Jelatinaz aktivitesi/ Virtlens fakt6r genleri
akteriler . o .
direng! Hemolitik aktivite
Bacteria Aminoglycoside Gelatinase activity/ Virnlence factor genes
resistance’ Hemolytic activity
E. faecinm RG36.1 CN, S -/ gelB, efaAy,, efaAg, cpd, ccf, acm
E. durans RS42.1 CN, S -/ gellE, efaAy, cof, acm
E. durans RS42.2 CN, S -/ gellE, efaAy, cof, acm
E. durans RS42.3 CN, S -/ gellE, efaAy, cof, acm
E. durans RS46.1 CN, S -/ acm
E. durans RS46.2 CN, S -/ efaAz, ccf, acm
E. durans RS46.3 CN, S -/ efaAz, ccf, acm
E. gallinarnm RG46.1 CN, S -/ acm, byl
E. gallinarnm RG46.2 CN, S -/B ecfy acm, byl
E. durans RS50.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm
E. faecinm RG52.1 CN, S -/y efaAs,, efaAs, cof, acm
E. faecinm RG52.2 CN, S -/ efaAs, efaAs, cof, acm
E. faecinm RG53.1 CN, S -/ efaAs,, efaAs, cof, acm, byl
E. faecium RG53.2 CN, S -/ efaAs, efaAs, acm, esps, espr
E. faecalis RS62.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm, espy;
E. faecium RGT73.1 CN, S -/y efaA, efaAs, cof, acm
E. faecinm RS74.1 CN, S -/B efaAs, efaAs, ccf, acm
E. faecinm RS74.2 CN, S -/ gelE, efaAs, efaAs, cpd, cof, acm
E. durans RS85.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm
E. faecinm RS88.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm

ICN: Gentamisin, S: streptomisin.
'CN: Gentamicin, S streptomycin.

YSAD enterokok izolatlarinda viriilens faktor
genlerinin genotipik olarak tespiti, ge/E, efaAs,
efaAs, espin, espr, cdp, cob, cdf, cad, ace, acm, agg, cylM,
/B, ¢lA ve hyl genlerine Ozgli primer ciftleri
kullanilarak PZR ile yapilmstir. PZR denemeleri
sonucu 54 YSAD enterokok izolattnin %
61.10inin  (33/54) glE geni icerdigi tespit
edilmistir. Franz vd. (2001), peynirden izole edilen
enterokok suslarinda yitksek jelatinaz tretim
Ozelliginin bulunmasint peynirin proteince zengin
bit kaynak olmasindan ileri gelebilecegini
belirtmistit.  Enterokoklarin  trettikleri  bu
proteinaz sayesinde gelismeleri icin gerekli olan
amino asit kaynagini sagladiklarini bildirmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen bulgular bu
dustinceyi  destekler niteliktedir. E. faecalis
izolatlarinda ge/E geni bulunma sikhigr % 68.00
(17/25), E. faecium izolatlarinda % 46.67 (7/15) ve
E. durans izolatlarinda % 75 (9/12) oldugu
saptanmistr. E. gallinarum izolatlarinda ge/EE geni
varligt tespit edilmemistir (Cizelge 2). Gegmis
yillarda yapilan calismalarda da gida kaynaklt
enterokok suslarinda sikhikla ge/EE geni varligi

bildirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato
vd., 2008; Ozmen Togay vd., 2010; Inoglu ve
Tuncer, 2013). Diger taraftan, Yousif vd. (2005),
gelenceksel bir Afrika fermente gida maddesi olan
Hussuwa’dan izole edilen 22 E. faecium suslarinin
higbirinin ge/EE geni icermedigini rapor etmislerdir.
Siut ve driinleri orijinli enterokok suslarinin
kullaildigi bir baska calismada da E. faecinm
suslarindan  hicbirinde  ge/E geni  tespit
edilmemistit (De Perio, 2006). Trivedi vd. (2011),
stit, et ve meyve-sebze Urtinleri gibi farkli gida
maddelerinden izole ettikleti 250 enterokok susu
iceresinden bir E. faecium ve bir E. faecalis susu
haric  hicbirinin =~ g/E  geni  icermedigini
bildirmislerdir. Enterokok suslarinin jelatinaz
aktiviteleri ve ge/E geni varligt birlikte incelendigi
zaman yalniz E. faecalis RG22.4, RG26.1 ve
RG26.2 suglarinda ge/E geni varhginin yani sira
jelatinaz  aktivitesinin de gbrildigi  tespit
edilmistir. PZR denemeleri sonucu ge/E geni
icerdigi tespit edilen 30 enterokok susunda ise
fenotipik olarak ge/EE geninin ifade edilmedigi
(sessiz) tespit edilmistir. Benzer olarak farkli
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aragtirictlar  tarafindan yapilan calismalarda da
enterokok suslarinda sessiz ge/E geni varligt rapor
edilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato vd.,
2008; Ben Belgacem vd., 2010; Trivedi vd., 2011;
Gok Charyyev vd., 2019).

¢faAds, ve efaAs genlerinin varliginin aragtirildigy
PZR denemeleri sonucu izolatlarin % 88.88’inin
(48/54) efaAsve % 20.37’sinin (11/54) ise efaAy,
geni (Sekil 2) icerdigi tespit edilmistir. Farklt
aragtiricilar tarafindan yapilan calismalarda da gida
kaynakli enterokok suslarinda ¢fA4; ve efad;
genlerinin varli@ gosterilmistir (Reviriego vd.,
2005; Inoglu ve Tuncer, 2013; Abouelnaga vd.,
2016). YSAD E. faecalis izolatlarinin tamaminin
efaA; geni icerdigi saptanmustir. Elde edilen bu
bulguya benzer olarak Eaton ve Gasson (2001),
starter F. faecalis suslarinin tamaminin ve gida
izolatt E. faecalis suslarinin ise % 89’unun efaAs
geni icerdigini tespit etmiglerdir. Cariolato vd.
(2008), E. faecalis suslarinin tamaminin ¢faA; geni
icerdigini bildirmislerdir. Farklt gida
orneklerinden (et Urind, peynir, siit ve sebze)
izole edilen E. faecalis suglarinin yer aldigt baska bir
calismada 80 E. faecalis susundan % 98.7°sinin
¢faAd; geni icerdigi beliflenmistir (Gomes vd.,
2008). Barbosa vd. (2010), 76 E. faecalis susunun
tamaminin e¢fzA; geni icerdigini rapor etmislerdir.
Diger taraftan Trivedi vd. (2011), siit ve siit
triinlerinden izole ettikleti E. faecalis suslarinda
daha disik siklikla (% 41.1) efads  geni
bulundugunu rapor etmislerdir. E. faecinm
izolatlarinin % 73.33’unde (11/15) ¢faAs geni
varhigr tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara
benzer olarak Faton ve Gasson (2001), 11 E.
Saecinm susundan Yunun efzd;, geni icerdigini
bildirmistir. Yousif vd. (2005), Hussuwa’dan izole
edilen 22 E. faecinm susunun % 90.9’unun e¢faA,
geni icerdigini rapor etmislerdir. Cariolato vd.
(2008), siit ve siit Uriinlerinden izole edilen 25 E.
Jfaecium susunun tamaminin efz4s, geni igerdigini
tespit etmislerdir. Turkiye’de yapilan iki farkls
calismada ise fermente sosis, peynir ve zeytin
orneklerinden izole edilen 16 E. faecinm susundan
% 67sinin (Ozmen Togay vd., 2010) ve Tulum
peynirinden izole edilen bakteriyosin tireticisi 3 E.
Jfaecium susunun tamaminin efaAd;, geni icerdigi
(Ozden Tuncer vd., 2013) rapor edilmistir. Diger
taraftan Ben Belgacem vd. (2010), starter kilttr

kullanilmadan tretilen geleneksel Tunus fermente
et urtiniinden izole ettikleri E. faecium suslarinin
yalniz % 20.8’inin efads geni icerdigini rapor
etmislerdir. Calisma kapsaminda kullanilan 12 E.
durans susu igerisinden hicbirinin efzds geni
icermedigi tespit edilirken, 10unun (RG22.1,
RG22.2,RS36.3,RS42.1, RS42.2, RS42.3, RS46.2,
RS46.3, RS50.1 ve RS85.1) ¢fads geni igerdigi
saptanmustir  (Cizelge 2). Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan calismalarda da gida orijinli E.
durans suslarinda ¢faAy geni varligi rapor edilmigtir
(De Perio vd., 2006; Dworkin vd., 2006). PZR ile
¢faAs, ve efaAs genlerinin varliginin arastirildig
enterokok izolatlari igerisinden 10 E. faecinm
(RS12.1, RG22.3, RG36.1, RG52.1, RG52.2,
RG53.1, RG53.2, RG73.1, RS74.1 ve RS74.2)
susunun her iki geni de icerdigi belitlenmistir
(Cizelge 2). E. faecium suslari igerisinde hem efa4y,
hem de ¢faAs geni bulundurma orani % 66.6
olarak tespit edilmistir. E. faecalis suslari arasinda
her iki geni de igeren bir susa rastlanilmamustir.
Adhezin benzeri E. faecalis ve E. faecium
endokarditis  antijenleri potansiyel virtilens
faktorler olarak nitelendirilmektedir. ¢f4; geninin
patojenite tzerine etkisi hayvan modellerinde
tespit edilmis ancak ¢fzA4; geninin patojenite
Uzerindeki  roli  henlz  belitlenememistir
(Dworkin vd., 2006; Catiolato vd., 2008; Ben
Belgacem vd., 2010). Bu nedenle calisma
kapsamunda efzd; geni icerdigi tespit edilen
YSAD enterokok izolatlarinin tiiketici sagligt
agistndan  risk  teskil  etme  potansiyeli
bulunmaktadir.

YSAD enterokok izolatlarinda seks feromon (¢cap,
cob, cof ve cad) genlerinin varliginin arastirildig
PZR c¢alismalari sonucu izolatlarin % 88.89’unda
(48/54) ¢, % 51.85inde (28/54) cdp ve %
9.26’sinda (5/54) b geni varhg saptanmustir.
Izolatlarin  hicbirinde cad geni varhigt tespit
edilmemistir. cf geni bulunma sikhigt E. faecalis igin
% 94.44 (23/25), E. durans i¢in % 91.66 (11/12),
E. faecium icin % 86.6 (13/15) ve E. gallinarum icin
ise % 50 (1/2) oldugu tespit edilmistir. E. faecalis
izolatlarinin % 92’sinde (23/25), E. faecium
izolatlarinin % 20’sinde (3/15) ve E. durans
izolatlarinin % 16.67’sinde (2/12) ¢dp geni varligt
belirlenmistir. E. gallinarum suslarinda ise ¢dp geni
tespit edilmemistir. Enterokok izolatlarinda cob
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geni bulunma sikligt % 9.2 olarak saptanmustir. cob
geni varligi sadece E. faecalis RS27.4, RS27.5,
RS27.6 ve RS32.5 suslarinda tespit edilmistir. Seks
feromonlari, enterokok suslart arasinda plazmid
DNA’nin  konjugatif transferini kolaylastiran
kiictik hidrofobik peptitlerdir. Seks feromonlart
viriilens faktér olarak degerlendirilmemelerine

ragmen, enterokok suslarinda seks feromonlarinin
tretimi viriilens determinantlarin ve antibiyotik
direncin  feromon yanit veren konjugatif
plazmidler araciligi ile diger enterokok suslarina
yayllmasimi tesvik etmektedir (Eaton ve Gasson,
2001; Klare vd., 2003; Inoglu ve Tuncer, 2013;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).

&l v-4 M6 7 6§79 10

3000 bg

efaAfm 735bg
500 bg

100 bg

111213 14 15 M 16 17 18 19 20

3000 bg

efaAfm 735 bg
500 bg

efaAfm 735bg

Sekil 2. Bazt YSAD Ewnterococens Suslarinda efaAy, Geninin PZR Amplifikasyonu
1: E. durans RS40.1; 2: E. durans RS46.2; 3: E. durans RS46.3; 4: E. gallinarum RG46.1; 5: E. gallinarnm
RG46.2; M: O’GeneRuler™ 100-b¢ DNA marker (Thermo); 6: E. durans RS50.1; 7: E. faecinm RG52.1;
8: E. faecinm RG52.2; 9: E. faecium RG53.1; 10: E. faecinm RG53.2; 11: E. faecalis RS62.1; 12: E. faecinm
RG73.1; 13: E. faecium RST4.1; 14: E. faecinm RS74.2; 15: E. durans RS85.1; 16: E. faecium RS88.1; 17: E.
Sfaecalis ATCC 29212 (negatif kontrol); 18: E. faecalis ATCC 51299 (negatif kontrol); 19: E. faecinm ATCC
51599 (pozitif kontrol); 20: negatif kontrol (su)
Figure 2. PCR _Amplification of efaAs, Gene in Some HLAR Enterococcus Strains
1: E. durans R§46.1; 2: E. durans R§46.2; 3: E. durans R§46.3; 4: E. gallinarnm RG46.1; 5: E. gallinarum
RG46.2; M: O’GeneRuler™ 100-bp DINA marker (Lhermo); 6: E. durans R§50.1; 7: E. faecium RG52.1; 8: E.
Saecium RG52.2; 9: E. faecium RG53.1; 10: E. faecinm RG53.2; 11: E. faecalis RS62.1; 12: E. faecinm RG73.1;
13: E. faecium RS74.1; 14: E. faecinm RS74.2; 15: E. durans R§85.1; 16: E. faecinm RS88.1; 17: E. faecalis
ATCC 29212 (negative control); 18: E. faecalis ATCC 51299 (negative control); 19: E. faecium ATCC 51599
(positive control); 20: negative control (water)
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esprn ve espi genlerinin varliginin arastirildigt PZR
denemeleri sonucu 54 YSAD enterokok susundan
27’sinin (%o 50) espy geni icerdigi tespit edilmistir.
esprn geni varligl ise sadece E. faeciumn RG53.2
susunda belirlenmistir. E. faecium RG53.2 susunun
ayn1 zamanda her iki esp genini de igeren tek sug
oldugu saptanmustir. E. gallinarum  suslarinin
hicbirinde (0/2) esp geni varligi tespit edilmemistir
(Cizelge 2). esps geninin E. faecalis suslarinda, E.
Jfaecium ve E. durans suslarina nazaran daha yaygin
oldugu tespit edilmistir. egps geni bulunma
sikliginin E. faecalis suslarinda % 94.44 (23/25), E.
durans ve E. faecinm suslarinda ise sirastyla % 16.67
(2/12) ve % 13.33 (2/15) oldugu saptanmustir.
Gegmis yillarda gida kaynakli enterokok suslarinin
kullanddigi calismalarda elde edilen bulgularin
aksine YSAD enterokok suslarinda esp geni
bulunma sikhigr yiiksek bulunmustur. Eaton ve
Gasson (2001), gida kokenli E. faecium suslarinin
hicbirinin, E faecalis suglarinin ise % 33’tnin esp
geni icerdigini bildirmislerdir. Franz vd. (2001), 48
E. faecium susundan sadece 1’inin (% 2.1) esp geni
icerdigini rapor etmislerdir. Tturkiye’de yapilan bir
calismada tulum peynirinden izole edilen E. faecalis
suslarinin % 57’sinde ve E. faecium suslarinin ise %o
4.8’inde esp geni varligt tespit edilmistir (Inoglu ve
Tuncer, 2013). Enterokok suslarinda ekstraseltler
ylzey proteini Uretimi hiicre hidrofobisitesini,
abiyotik  ylzeylere tutunmayr ve biofilm
olusumunu arttrmaktadir.  Yapilan ¢alismalar
ylzey proteini varlig ile antibiyotik direnci
arasinda  korelasyon oldugunu  gdstermistir
(Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).
Ekstraseliller yiizey proteini treten enterokok
suslarinin gidalarda starter kilttr olarak kullanimi
istenilmemektedir (Franz vd., 2001). Bu nedenle
esp geni igerdigi tespit edilen 23 E. faecalis ve bir I.
Jfaecium susunun  tiketici sagligi acisindan risk
olusturma potansiyeli bulunmaktadir.

PZR denemeleri sonucu 54 YSAD enterokok
susu arasindan 5 (% 9.26) E. faecalis susunun agg
genini icerdigi tespit edilmistir. E. faecium, E.
durans ve E. gallinarum suslarinin hicbirinde agg

geni varligi belirlenmemistir (Cizelge 2). Eaton ve
Gasson (2001), Pérez-Pulido vd. (2006) ve Ben

Belgacem vd.  (2010) tarafinda  yapilan
calismalarda da gida kaynakll E. faecium ve E.
durans  suslarinda  agg  geni varligt  tespit

edilmemistir Diger taraftan, gida kaynakl E.
faecium suglarinda agg geni varhigiun bildirildigi
calismalar da bulunmaktadir (Semedo vd., 2003;
Inoglu ve Tuncer, 2013). Calisma kapsaminda agg
geni icerdigi tespit edilen FE. faecalis RS27.2,
RS27.3, RS27.4, RS27.5 ve RS27.6 suslarinin
tamaminin aynt zamanda seks feromon geni de
icerdigi tespit edilmistir (Cizelge 2). Eaton ve
Gasson (2001) da agg geni iceren suslarin mutlaka
seks feromon determinantlarini da igerdigini
bildirmistir.

ace ve acm genlerinin arastirildigt PZR denemeleri
sonucu 25 E. faecalis susundan 20’sinin ace geni
icerdigi, E. faecium, E. durans ve E. gallinarum
suslarinin ise hicbirinin ace geni icermedigi tespit
edilmistir (Cizelge 2). E. faecalis suslarinin %
64untn (16/25), E. faecium suslarmnin %
86.67’sinin  (13/15), E. durans suslarinin %
91.67’sinin (11/12) ve E. gallinarum suslatinin
tamaminin (2/2) aew geni igerdigi tespit edilmistir.
Enterokok suslarinda ace geni bulunma sikligt %
37.04 (20/54) ve acm geni bulunma sikligi ise %
77.78 (42/54) olarak hesaplanmistir. Gegmis
yillarda yapilan calismalarda da gida kokenli
enterokok suslarinda adhezin kollojen determine
eden genlerin varligs gdsterilmistir (Péréz-Pulido
vd., 2006; Gomez vd., 2008; Trivedi vd., 2011).
Diger taraftan Ben Belgacem vd. (2010) ve Inoglu
ve Tuncer (2013) gida kaynakli enterokok
suslarinda ace geni varligini tespit etmediklerini
rapor etmislerdir.

Sitolizin (¢y/M, ¢y/B ve ¢ylA) genlerinin arastirldigy
PZR denemeleri sonucu E. faecalis RS27.1 ve
RS27.2 suslarinda ¢/B ve E. faecalis RS27.1,
RS27.2, RS27.4, RS27.5 ve RS27.6 suslarinda ise
¢ylA geni varligt tespit edilirken, hicbir susta ¢y/M
geni varhigl tespit edilmemistir (Cizelge 2).
Enterokok suslarinda ¢y/B geni bulunma sikligt %
3.7, ¢lA geni bulunma sikligt ise % 9.2 olarak
saptanmistir. Gegmis yillarda yapilan calismalarda
gida kaynaklt E. faecium ve E. faecalis suslarinda
oyIM, ¢y/B ve ¢ylA geni varligi bildirilmistir (Pérez-
Pulido vd., 2006; Ben Belgacem vd., 2010; Trivedi
vd., 2011). Diger taraftan, Eaton ve Gasson
(2001) g1da koékenli E. faecium suslarinin hicbirinin
sitolizin geni icermedigini ancak, bazi E. faecalis
suslarinin  ise her U¢ geni de icerdigini
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bildirmislerdir. Yousif vd. (2005) Hussuwa’dan
izole edilen 22 E. faecinm susundan higbirinin
sitolizin geni icermedigini rapor etmislerdir.
Benzer olarak Turkiye’de Tulum peynirinden
izole edilen E. faecium ve E. faecalis suslarindan
hicbirinin sitolizin geni icermedigi bildirilmistir
(Inoglu ve Tuncer, 2013).

Hiyaluronidaz (hy)) geni vatliginin arastirildigt
PZR denemeleri sonucu E. gallinarnm RG46.1,
RG46.2 ve E. faecium RG53.1 suslarinda hy/ geni
varligt tespit edilmistir. E. faecalis ve E. durans
suslarinin  hicbirinde ise /4y/ geni varhil
saptanmamistir (Cizelge 2). Enterokok suslarinda
hyl geni bulunma sikligt % 5.5 (3/54) olarak
hesaplanmustir. Tirkiye’de yapilan bir calismada
ise 116 klinik E. faecinm ve E. faecalis susunun %
12.9’unun Ay/ geni igerdigi bildirilmistir (Saba vd.,
2010).

SONUC

Bu ¢alismada, peynir 6rneklerinden izole edilmis
54 YSAD enterokok susunda virtilens faktor
varligr fenotipik ve genotipik yontemler ile
arastirtlmistir. PZR denemeleri sonucu E. faecinm
RS32.2 susu haric tim YSAD enterokok
izolatlarinda en az bir viriilens faktr geni varligt
tespit edilmistir. Peynir 6rneklerinden izole edilen
enterokok suslarinin yuksek seviyede
aminoglikozid direncinin yam sira ¢ok sayida
viriilens faktor geni icermeleri titketici saghig
acisindan endise uyandiricidir. Bu  sonuclar
fermente gida tretiminde starter kiltir olarak
kullanilacak  enterokok  suslarinin  se¢iminde
endustriyel Ozelliklerinin yant sira dikkatli bir
givenlik degerlendirmesi gerektirdigini de ortaya
koymustur.

TESEKKUR

Bu calismayr 5085-YL1-17 nolu proje ile maddi
olarak destekleyen Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi'ne
tesekkiir ederiz. Degnide Ephrem Adifon yiiksek
lisans egitimi strecinde maddi olarak Benin
Burslari Ulusal Mudurligi ve Ttrkiye Bilimsel ve
Teknolojik  Arastirma  Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmistit.
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oz

Bu calismada, geleneksel bir gida olan dartimin Gretiminin kayit alttna alinmasi, bilesim ve duyusal
Ozelliklerinin belitlenmesi, Griintin kalitesini kaybetmeden tiretilmesi ve zamanla kaybolmasinin énlenmesi
hedeflenmistir. Darti; ¢ig siit kremasindan pisirilerek yapilan, kendine 6zgii tat ve aromast olan geleneksel bir
gidadir. Uriin yaygin olarak kahvaltida tiiketilmekte; pilav, makarna ve yoresel bir {iriin olan keskekte sos
olarak kullanilmakta veya yemek ve hamur islerinde yag olarak ikame edilmektedir. Calisma kapsaminda
dartinin tretimi incelenmis, tuzlu ve tuzsuz olarak iretilen triinin kontrolli sartlarda geleneksel tiretimi
gerceklestirilmistir. Uriinlerde kiil, kuru madde, protein, yag, pH, titrasyon asitligi analizleri yapilmis ve
duyusal 6zellikleri degerlendirilmistir. Tuzlu olarak tretilen trinde kiil, kuru madde, protein, yag, pH ve
titrasyon asitligi degerleri sirastyla %02.66, %085.93, %08.61, %066.33, 4.34 ve %1.05 olarak bulunmustur. Uriinii
tanimayan tiiketicilere uygulanan duyusal analiz sonuglarina gore; dartt genel olarak gértinis, koku, kivam ve
yapt agtsindan orta diizeyde begenilirken; tat olarak en yitksek puani alarak tiketicinin begenisini kazanmustr.
Anahtar kelimeler: Geleneksel gida, dartt, kaymak kavurmast.

DETERMINATION OF PRODUCTION METHOD AND SOME
CHARACTERISTICS OF DARTI FROM TRADITIONAL FOODS

ABSTRACT

In this study, it is aimed to record the production of darti, which is a traditional food, to determine
the composition and sensory properties of it, to produce without losing the quality of the product
and to prevent its disappearance in time. Dartt with its own taste and flavor, is made by cooking raw
milk cream. The traditional food is widely consumed in the breakfast, served as a sauce on rice, pasta,
and a local product keskek or substituted fat for food and pastries. In the study, production of dartt
was investigated and traditional production of the salted and unsalted product was carried out under
controlled conditions. The ash, dry matter, protein, fat, pH, titration acidity of the products were
studied and their sensory properties were evaluated. The ash, dry matter, protein, fat, pH and titration
acidity values of the traditional food produced as salty were found to be as %2.66, %85.93, %8.61,
%066.33, 4.34 and %1.05, respectively. According to the sensory analysis results applied to consumers
who do not know the product; darti moderately evaluated in terms of appearance, smell, consistency
and structure; got the highest score regarding the taste and won the appreciation of consumers.
Keywords: Traditional foods, darti, roasted cream.
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GIRIS
Gastronomik mirasin bir parcast olan geleneksel
gidalar, gida pazarinda yer alan c¢ok fazla
cesitlilikteki ~ Urunlerin  arasinda  tiketiciler
tarafindan tercih edilen ve pazarda biyiiyen bir
alan1 temsil etmektedir. Tiketiciler geleneksel
gidalart saglikli, besleyici, giivenli, yiiksek kaliteli,
lezzetli, dogal, ¢evre dostu, benzersizlik gibi gida
tuketimi acisindan olumlu Ozellikletle
iliskilendirmekte ve bu durum triinlere pazarda
bir avantaj saglamaktadir (Trichopoulou vd,,
2007; Belc vd., 2016; Onutlubas ve Tasdan, 2017).
Gelencksel gidalarda geleneksel malzemelerin
kullandmasy; Uretim, sunum, tiketim ve/veya
saklama kogullarinin cografyaya 6zgli olmasi
pazardaki diger tranlerden
farklilagtirmakta ve Urline ayirt edici Ozellikler
kazandirmaktadir (Cumbhur, 2017).

uranua

Dartt Kocaeli, Sakarya, Izmir ve Antalya gibi
yorelerde Manav kultiriindeki insanlar tarafindan
aile eckonomisi igerisinde ¢ig inek
kremasindan pisirilerek yapilan, pisirmeden dolay1
kendine has tat ve aromast olan gelencksel bir siit
tirtintidiir. Uriin yaygin olarak kahvaltida ekmekle
tiketilirken; pilav, makarna ve yoresel bir yemek
olan keskekte sos olarak sunulmakta; hamur isleri,
yumurta ve yemeklerde yag olarak ikame
etmektedir (Cumbur, 2018). Dartinin
hammaddesinin siit yaginin olusturdugu kaymak
olmast ve Uretim agamasinda kaymakla beraber
olan siit bilesenlerinin kavrulmasi sebebiyle tiriin
kaymak kavurmast olarak da adlandirilmaktadir.
Ayrica triin farklt yorelerde tarti, siit katig gibi
isimlerle de anilmaktadur.

sutu

Tim dinyada oldugu gibi ilkemizde de
geleneksel gidalar degisen teknoloji ve tektiplesen
beslenme aliskanliklart nedeniyle yok olma riski
altindadir. Bu nedenle, kiiltiriimiiziin bir pargast
olan geleneksel gidalart incelemek ve belgelemek
o6nemlidir. Bu baglamda geleneksel gidalarla ilgili
bircok ¢alisma yapilmaktadir. Ancak dartiyla ilgili
tarama yapildiginda az sayidaki ¢alismada triin yer
almaktadir.

Turk Patent Enstitlisi'nin cografi isaret tescil
belgesi verdigi "Adapazart Dartili Kegkek" yoresel
yemeginde urinden yardimct eleman olarak
bahsedilitken (Anonymous, 2009); "Ak¢akoca

Melengiiccegi Tatlis1"nda trtinden tatlinin iginde
stt kaymaginin kizartilmast sonucunda elde edilen
ve tatliya asil lezzetini veren i¢ malzeme olarak
bahsedilmektedir (Anonymous, 2017). Kocaeli ve
Kandira yoresine ait gastronomik lezzetlerle ilgili
yapilan calismalarda da dartinin mutfakta hangi
yemeklerde kullanildigindan ve yapimindan temel
diizeyde bahsedilmektedir (Alyakut & Uziimcii,
2017; Uziimcii vd., 2017). Dartiyla ilgili iiriin
bazinda yapilan nitel ve gézleme dayalt calismada
ise geleneksel uriinden, uretiminden, mutfakta
kullanildig1 yiyeceklerden ve hangi kiltiire ait
oldugundan bahsedilmektedir (Cumhur, 2018).

Bu caligmada, dart1 tireticileri ile birlikte geleneksel
olarak tiretimi yapimus ve Uretim yontemi kayit
altina alinmistir. Geleneksel tUretimin kontrolla
sartlarda yapildigt 6rneklerde  bazi  fiziksel,
kimyasal ve duyusal analizler yapilarak gelencksel
Urine Ozgl karakterizasyon calismalarina yer
verilmistir.  Fiziksel ve kimyasal sonuglar,
geleneksel driinle aynt hammaddeden uretilen
kaymak ile karsilastirlmistir. Boylece geleneksel
bir gida olan dartinin kalitesini kaybetmeden
Uretiminin saglanmast, standart
kazandirilmas: adina kaynak olusturulmasi ve
tiketiciler tarafindan Grinin duyusal olarak
degerlendirilmesi saglanmustir.

urune

MATERYAL VE YONTEM
Dartinin ~ geleneksel  iiretim  geklinin
belirlenmesi

Calismada gelencksel olarak tretilen dartiyla ilgili
ureticilerden  bilgiler temin edilmis, tretim
asamalart gbzlemlenmis ve Uretim kayit altina
alinmistir.  Geleneksel dartinin Gretimi Manav
kiltirine 62zgl oldugu icin, ilgili arastirma
Ozellikle trlin tretiminin yaygin olarak yapildigt ve
Manav kultirinin hakim oldugu Sakarya'da
yapilmistir. Uriin iretiminde kullanilan ¢ig siit
kremast ve tuz miktari, Uretim sirasindaki sicaklik
(TFA 14.1503 Dijital Termometre) ve siire gibi
Uretim kosullart belirlenmistir. Ardindan Grin
tretimini bilen ve yapan iki kisi tarafindan Gg¢ ayrt
zamanda geleneksel gidanin Uretimi tuzlu ve
tuzsuz olarak kontrolli sartlarda
gerceklestirilmistir.  Darti  6rnekleri  analizleri
yapilana kadar buzdolab1 kogullarinda muhafaza
edilmis ve tim analizler 5 giin igerisinde
tamamlanmustir.



Darti’nin Uretimi ve bazi 6zellikleri

Cig siit kremasi ve kontrollii sartlarda tiretilen
dartida yapilan bilesim analizleri

Hammadde olarak kullanilan ¢ig stt kremast ve
kontrolli sartlarda iretilen tuzlu ve tuzsuz dartt
Orneklerinde kuru madde tayini TS 1018de
belirtilen gravimetrik yontemle (Anonymous,
2002), kil miktar1 AOAC 945.46’ya  gore
(Anonymous, 2000), yag orant TS 2446’ya uygun
olarak Gerber yontemiyle (Anonymous, 2015),
titrasyon asitligi TS 1018’e gére % laktik asit
cinsinden (Anonymous, 2002) ve toplam azot
miktar1 TS EN ISO 8968-3'e uygun olarak
(Anonymous, 2008) Kjeldahl  yontemiyle
belitlenmistir. Toplam azot miktar, 6.38
faktoriiyle carpilarak protein orant hesaplanmigtir.
Orneklerin pH degerleri igin 28 °C sicaklikta
Inolab WTW (Weilheim, Almanya) marka dijital
pH metre kullandous ve dogrudan dlgim
yapilmistir.

Duyusal analiz

Kontrolla sartlarda geleneksel Uretimi
gerceklestirilen tuzlu darti 6rneklerinde Grini
tantyan ve tanimayan tiketicilerle ayr1 olarak
duyusal analiz yapimistir. Duyusal analiz 6ncesi
panelist gruplart bilgilendirilmis, geleneksel Griin
ornekleri tiketicilere 1sitilarak 32-35 °C sicaklik
araliginda tuzsuz ekmek ve su ile birlikte
sunulmustur.

Geleneksel Grtint tanimayan tiiketicilerin kabul
edilebilirligini 6l¢mek icin tiiketici testi yapilmistur.
Uriinii tanimayan tiiketicilere ii¢ kissmdan olusan
bir anket formu uygulanmistir (Sekil 1). Ilk
kistmda cinsiyet, yas ve egitim gibi demografik
Ozelikleri belitflemeye yonelik tg ifadeden olusan
bir soru grubu ve ikinci kisimda gidada yenilik
korkusu (neofobi) diizeylerini 6l¢meyi amaclayan
bir anket uygulanmistir. Uriinii ilk kez tadacak
kisilerden gida neofobisi olanlarin geleneksel
uriine karst kabul etmeme veya sakinma egilimi
gosterebilecekleri ve bu durumun tiiketici testine
etki edebilecegi diistiniildigu i¢in Gidada Yenilik
Korkusu Olgegi uygulanmistir. Bu kapsamda
kullanilan Gidada Yenilik Korkusu Olgegi, Pliner

ve Hobden’in (1992) hazirlamis  oldugu
calismadan edinilmis ve geleneksel drind

tanimayan titketicilerin yeni gidalari deneme istegi
Ongorilmeye  caligilmistir. Gidada Yenilik

Korkusu Olgegi'nde gida ve gida tiiketimiyle ilgili
durumlar hakkinda bes neofilik ve bes neofobik
ifadeden olusan toplam on madde bulunmaktadir.
Olgek 7’li Likert tipi derecelendirmeye sahip olup;
“kesinlikle  katilmiyorum”, katilmiyorum”,
“kismen katdmiyorum”, “ne katiiyorum ne
katilmiyorum”, “kismen katilltyorum”,
“katiltyorum” ve “kesinlikle katiltyorum” seklinde
derecelendirilmistit. Son asamada ise tuketicilerin
geleneksel Urtind gorunis, kivam/yapt, koku, tat
ve genel begeni Ozellikleri yoniinden 1 ile 5
puanlik hedonik skalada (1: Hi¢ begenmedim, 2:
Orta derecede begenmedim, 3: Ne begendim ne
begenmedim, 4: Orta derecede begendim, 5: Cok
begendim) degerlendirmeleri ve dusiik puan
kriterlerini ifade etmeleri istenmistit. Geleneksel
olarak tretilen dartiyr tanimayan 93 kisi ¢calismanin
orneklemini olusturmaktadir.
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Dartinin iretimini bilip titketen kisilerin de, bu
calisma kapsaminda tretilen Urtnd gorinds,
kivam/yapi, koku, tat ve genel begeni 6zellikleri
acisindan degerlendirmeleri istenmistir.
Geleneksel olarak triind Ureten ve tantyan 10'u
kadin ve 44 erkek toplam 14 kisiye ulagtlmistir.

Istatistiksel analiz

Fiziksel, kimyasal ve duyusal analizler ile elde
edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 22.0
(IBM, 2013) istatistiksel paket programi
kullanilarak yapimustir. Tuzlu ve tuzsuz dartt
orneklerinin analiz sonuglarinin
karsilastirmalarinda  Mann-Whitney U testi
kullamlmistir. Duyusal analiz sonuglarinda gida
neofobisi olan ve gida neofobisi olmayan
tiketicilerin =~ duyusal  analizlerine  iliskin
karsilastirmalar t-testi ile yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Dartinin iiretim yéntemi

Geleneksel olarak dartt tiretiminde ¢ig siit kremast
ve tuz kullanilir. Cig inek sitinden toplanan siit
kremast dustik ateste siirekli karistirilarak 1sil
isleme maruz birakilir. Bu 1sil islem sirasinda,
krema oncelikle kaynama noktasina (100-101°C)
erisitr  ve kaynayarak koyulasir. Kaynama
asamasinda yaklagik 2.4 kg siit kremasina 6.5 g tuz
(1 tath kasigy) ilave edilir. Kaynama devam
ederken bir slire sonra yapidan yag ayrilmaya
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basladigt gézlenir, sonrasinda karisim icerisindeki
stt bilesenleri stit yagindan iyice ayriarak daha
koyu ve heterojen bir kivama déniisiir. Uriin 107-
111°C sicaklik araliginda pisirilmeye devam edilir.
Isil islem yag igerisindeki koyu kisim kavrularak
hafif saridan kahverengiye doénen renge ve
go6zenekli bir yapiya doniisene kadar devam eder.
2.4 kg kremadan yapilan darti i¢in 1s1l islem stresi
yaklastk 100-135 dakikadir. Isil islem sonrasinda
irin ocaktan direkt soguk bir zemine alinarak,

sicak yagin icerisindeki tortu kismin daha fazla
kavrulmast engellenir. Elde edilen driin (Sekil 2)
saklama kaplarmna alinarak oda  sicakligina
gelinceye kadar sogumaya birakilir. Geleneksel
triin sogudugunda tiriin kismen donmus olup; siit
yagl ustte, tortu kisim altta kalan heterojen bir
yaptya déndsiir. Uriin buzdolabt kosullarinda
saklanir. Geleneksel trtintin tiketilmesi icin tekrar
1sitilmasi gerekir, soguk titketilemez.

Adi Soyadi:
Cinsiyetiniz: Kadin ()
Yasiniz: ....ccceneeee
Egitim Durumunuz:
1. ilkokul-ortaokul mezunu
2. Lise mezunu
3. Universite mezunu

Erkek ()

koyunuz.

4. Lisansiistii (yiiksek lisans / doktora / uzmanhk)

1. GIDALARDA YENILiK KORKUSU OLCEGI
Liitfen gida neofobisi hakkinda asagida verilen ifadeleri okuyup bu ifadelerle ilgili cevap kagidinda
belirtilen tanimlamalardan uygun olanin (yalnizca bir segenegin) altindaki parantez arasina (X) isareti

Tarih:

Kesinlikle katilmiyorum
Katilmiyorum
Kismen katilmiyorum
Ne katiliyorum ne katilmiyorum
Kismen katiliyorum
Katiliyorum
Kesinlikle katiliyorum

1.Siirekli olarak yeni ve farkh gidalar1 denerim.

2.Yeni gidalara giivenmem.

3.i¢inde ne oldugunu bilmedigim giday: denemem.

4 Farkh kiiltiir ve bolgelerin gidalarini begenirim.

5.Farkh kiiltiir ve bolgelerin gidalan yemek i¢in fazla tuhaf
goriiniiyor.

6.Sosyal etkinliklerde yeni gidalar denerim.

7.Daha 6nce yemedigim gidalar1 yemekten korkarim.

8.Yedigim gidalar konusunda ¢ok segiciyimdir.

9.Yemek se¢gmem, neredeyse her seyi yerim.

10. Farkl kiiltiir ve bolgelerin yiyecek ve igeceklerini sunan
restoranlarda yeni tatlar denemeyi severim.

e el e e e e T T e N PN
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2. DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

Size verilen gelencksel bir irin olan dartiyr asagidaki

degerlendiriniz. S'ten diisiik puan verdiyseniz puan disiiriicti kriterinizi yazimz.

kriterlere gore

5

puan tizerinden

Degerlendirilen Ozellikler

Puan (1-5)

Goriiniis

Kivam ve Yapi

Koku

Tat

Genel Begeni

Puan degerleri

. Cok
ile ilgili o

begendim begendim

L1
acik

4. Orta derecede | 3. Ne begendim
ne begenmedim

2. Orta derecede 1. Hig
begenmedim

begenmedim

Yorumlar:

Sekil 1. Geleneksel gidanin degerlendirilmesinde kullanilan érnek form.
Figure 1. Sample form used in the evalnation of traditional food.
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Sekil 2. Heterojen yaplz‘lki geleneksel dartt Srnegi.

-
- -

Figure 2. Excample of a traditional darts in a heterogeneous structure.

Bilesim analizleri

Uriin iiretiminde kullanilan agirlikca %24.5 yag
iceren ¢ig inek sith kremasi; ortalama %2.79
protein, %29.91 kuru madde, %0.57 kiil igermekte
olup; titrasyon asitligi %0.60 ve pH'st 4.50'dir.
Smiddy vd. (2009) %25 yag iceren kremada %31.5
kurumadde, %2.5 protein ve %0.5 kil belirlemis
olup, bu konsantrasyonlarin artan yag icerigi ile
azaldigini belirtmislerdir.

Kontrolli = sartlarda ve t¢ farkli zamanda
geleneksel dretilen tuzsuz ve tuzlu dart
orneklerinde yapilan analiz sonuglart Cizelge 1'de
verilmistir. Yapilan calisma kapsaminda dartinin

kurumadde icerigi tuzsuz Orneklerde  %083.05-
%92.13, tuzlu Orneklerde  %84.13-%87.38
araliginda tespit edilmistir. Piyasada satisa sunulan
kaymak oOrneklerinde kuru madde miktarint
Oksiiz  vd. (2000)  %63.50-%74.00 olarak
belirlenmisken, Akalin vd. (2006) %67.80-%77.55
olarak belirlemistir. Kocaoglu (2009) ise farklt
mevsimlerde  toplanan  endistriyel ~ kaymak
orneklerinde kuru madde miktarinin %52.63-
%7211 arasinda degistigi belirtmistir. Uriiniin
kuru madde miktarinin piyasada satisa sunulan
kaymaklarin kuru madde miktarindan yiiksek
olmast, geleneksel iriine uygulanan 1sil islemden
kaynaklandigi distintilmektedir.

Cizelge 1. Tuzsuz ve tuzlu dart1 6rneklerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.!
Table 1. Chemical and physical properties of unsalted and salted darts samples.!

Ornek Kurumadde (%) Protein (%)  Yag (%) Kiil )~ Lirasyon
Sampl Dry Matt Protei Fat Ash Asidligi (%0) pH
anple ry Matter roen ¢ s Titration Acidity
Tuzsuz Geleneksel
Uretim . 87.33+4.56¢  8.96+0.43*  68.33+2.08* 1.94+0.05>  1.35+0.042 4.474+0.212
Unsalted Traditional
Production
Tuzlu Geleneksel
Uretim
L. 85.93+1.65*  8.61%£0.32*  66.33%3.512  2.66+£0.07*  1.05+0.36* 4.3440.192
Salted  Traditional
Production

1: Ortalama * standart sapma.

sb: Aynit stitunda farklt hatfletle gosterilen ortalama degerler birbirinden farklidir (P <0.05).

s Mean * standard deviation.

b The mean values shown in different letters in the same column are different (P <0.05).

Tuz eklenen ve eklenmeyen dartt 6rneklerinde kil
miktar1  degerleri karsilastirldiginda  farklilik
onemli diizeyde bulunmustur (P <0.05). Tuzsuz

dart1 6rneklerinde kil orani ortalama %1.94 iken;
tuzlu darti 6rneklerinde kil orani ortalama %2.66
ile daha ytksektir. Eklenen tuz miktarinin kil
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oranina etki ettigi distinilmektedir. Tuzlu dartt
orneklerinde protein oranlart %8.29 ve %8.92
arasinda degisirken, tuzsuz dartt Orneklerinde
protein  oranlarnin  %8.53-%9.39  arasinda
degistigi goriilmektedir. Piyasada satisa sunulan
kaymaklarin protein degerlerindeki farkliiklarin
kuru madde miktarina bagli oldugu bildirilmis
olup (Pamuk, 2017), daruda da protein
miktarindaki farkliliklarin benzer sekilde degisen
kuru  madde  miktariyla  iliskili  oldugu
dusuntlmektedit.

Tuzlu dartt 6rneklerinde yag oranlart %66 ve %70
arasinda degisirken, tuzsuz dart1 6rneklerinde yag
oranlarinin %63 ve %70 arasinda degistigi
gorilmektedir. Tirk Gida Kodeksi Krema ve
Kaymak Tebligi (Anonymous, 2003) kapsaminda
piyasada satiga sunulan kaymakta kiitlece en az
%060 oraninda siit yagt bulunmasi gerekmektedir.
Temelde siit kremasindan yapilan darti teblig
kapsaminda satisa sunulmasa da, yag icerigi bu alt
sinir degerinden yiksektir. Geleneksel olarak
tretilen darti piyasada satiga sunulan kaymaklarla
es deger yag oranina sahiptir. Bu durum heterojen
yaptya sahip olan kiitlece 100 g dart1 6rneginde,
63-70 g yag ve ortalama 13.4 g su emiilsiyonu
icerisinde yaklagtk 16.6-23.6 g yag ve su dist
bilesenlerin oldugunu gdstermektedir.

Dartt 6rneklerinin pH ve % laktik asit cinsinden
titrasyon asitligi degerlerinin strastyla  tuzsuz
orneklerde 4.31-4.71 ve %1.31-%1.38
araligindayken; tuzlu Orneklerde 4.19-4.56 ve
%0.80-%1.46 araliginda degisim gosterdigi tespit
edilmistir. Istatistiksel degerlendirme sonucunda,
tuz eklemenin Urinin pH degeri ve titrasyon
asitligi  bulgularina etkisinin 6nemsiz oldugu
belirlenmistir (P >0.05). Piyasada satisa sunulan
kaymaklarla ilgili yapilan ¢alismalarda Akalin vd.
(2006) o6rneklerinin pH degerlerinin  6.20-7.20
arasinda degistigini, Kocaoglu (2009) 6rneklerinin
pH degerlerinin 6.08-7.63 arasinda degistigini,
Dereli ve Sevik (2011) O6rneklerinin - pH
degetlerinin =~ 5.12-6.95  arasinda  degistigini
saptamustir.  Kaymak o6rneklerinde laktik asit
cinsinden titrasyon asitligi, Kocaoglu (2009)
tarafindan incelenen 6rneklerde %0.43—%0.27
arasinda degisirken; Oksiiz vd. (2000) tarafindan

incelenen Grneklerde  %0.17-%0.58 arasinda
degistigi belirlenmistir. Geleneksel iriin 1s1l islem
gormis krema olup pH degerinin  kaymak
Orneklerine gbre disik oldugu ve titrasyon
asitliginin de daha yiiksek oldugu gorilmektedir.
Uriinde  asitligin ~ yiiksek olmast {iretimde
kullanilan ve toplanan ¢ig siit kremasina siitin
saglmast, yagin toplanmast ve bekletme

kosullarinda bulasan cesitli mikroorganizmalarin

faaliyet gostermesinden  ve/veya  geleneksel
tretim tekniklerinden kaynaklanabilecegi
distnilmektedir. Buzdolabt kosullarinda

muhafaza edilen kaymak o6rneklerinde asitlik
derecesinin ti¢inct giinden itibaren arttig1, ancak
-5 ile 0°C arasindaki sicakliklarda asitligin sabit
kaldig belirtilmistir (Pamuk, 2017).

Duyusal degerlendirme

Duyusal degerlendirmenin ilk kisminda; tretilen
ve analizleri gerceklestirilen gelencksel dartinin,
trind tantyan tiiketiciler tarafindan kabul edilen
duyusal 6zelliklere sahip olup olmadiginin analiz
edilmesi ve tiiketicilerin genel begenisinin ortaya
konulmast  amaciyla  tuzlu  dretilen  darti
orneklerine duyusal analiz yapimistur.

Uriinii tantyan ve {iretimini yapan 14 tiiketicinin
geleneksel driinle ilgili duyusal analiz bulgulart ve
ortalama degerleri Cizelge 2'de yer almaktadir.
Uriinii tantyan tiiketiciler kokuya tam (5) puan
verirken, ikinci olarak tadina ortalama 4.93 ile en
yiksek puant vermislerdir. Uriini  tantyan
tiketicilerden bir tanesi kendi trettikleri dartt
tadinin daha az eksimsi oldugunu ifade etmistir.
Dartinin goriiniisii, Griiniin tantyan tiiketici grubu
tarafindan 4.57 ile en diisitk puan verilen 6zellik
olmustur. Dartiyt taniyan U¢ tiiketici Gretim
strasinda uygulanan 1sil islem kosullarindan dolayz,

drlin ~ renginin  biraz  daha  kahverengiye
donebilecegini  ve daginik yapt icerisindeki
tortunun  ¢ok daha  putirli  goriintide

olabilecegini ifade etmislerdir. Uriin genel olarak
heterojen yapida oldugu icin gériinis, kivam ve
yapistyla  ilgili  duyusal  degerlendirmede
zotlanilmaktadir.  Tuketiciler — genel  olarak
kendilerine sunulan darti 6rneklerinin gereken
Ozellikleri tasidigini ifade etmislerdir.
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Gizelge 2. Geleneksel tirtinii tantyan ve tanimayan (gida neofobisi olan ve olmayan) panelistlerin
duyusal analiz degetleri.!
Table 2. Sensory analysis values of panelists who know and do not know (with and without food neophobia) #be
traditional food.!

Uriinii Tanimayan Panelistler Tarafindan Verilen Puanlar
S Points Given by Panelists Who do not Know the Product
Urtint Tantyan — e
. Gida Neofobisi . Urtnt Tanimayan
Panelistler . Gida Neofobisi .
W Olmayan Panelistler . Panelistler
Oczellikler Tarafindan . Olan Panelistler .
. . Tarafindan Verilen . Tarafindan Verilen
Properties Verilen Puanlar Puanlar? Tarafindan Verilen Puanlar
Points Given by Luana Puanlar? uana
. Points Given by . g . Points Given by
Panelists Who S Points Given by Panelists . -
Know the Product Panelists withont Food with Food Neaphobia * Panelists Who do not
Neophobia * Know the Product
Goriinis 4.5740.51 3.23+1.06 3.61%1.02 3.40%1.05
Appearance
Kivam ve Yap1
Consistency — and 4.71£0.47 4.00£0.77 3.9240.96 3.97£0.85
Texture
oku 5.00+0.00 3.82+1.13 3.97 +1.27 3.89+1.19
Odor
Tat 4.93£0.27 4.251+1.06 3.97+1.15 4.12+1.10
Taste
Genel Begeni
Owerall 4.86%0.36 4.0210.96 3.87£0.98 3.96£0.97
Acceptability
!: Ortalama ¥ standart sapma.
2: Gida neofobisi olan ve olmayan panelistler arasindaki farkliliklar 6nemli degildir (P >0.05).
": Mean * standard deviation.
2: The differences between food negphobia and food non-neaphobic are not important (P >0.05).
Duyusal degetlendirmenin ikinci kisminda ise kabul  etmeme  veya  sakinma  egilimi

urind  tanimayan 93 tiketicinin - katiimiyla
geleneksel driniin duyusal analizi
gerceklestirilmistir (Cizelge 2). Geleneksel trind
tanimayan  ve  duyusal  analize  katilan
katilmeilardan  %48.4°4  kadinlardan, %51.6’s1
erkeklerden olusmaktadir. Katilimcilarin %54.8%i
20-29 yas araliginda, %22.6’s1 30-39 yas araliginda,
%14.0"4 40-49 yas araliginda ve %8.6’s1 50 yas ve
Uzeridir. Yine katilimcilarin %38.7'sinin Gniversite
mezunu oldugu, %37.6'sinin lise mezunu oldugu,
%19.4"intn lisansisti egitim aldigt ve %04.3"lintin
lkégretim mezunu oldugu tespit edilmistir.

Geleneksel olarak tretilen darti, tirtindi tanimayan
tiiketiciler tarafindan gida neofobisi olanlar ve
olmayanlar diye iki grup alunda
degerlendirilmistir. Tiketicilerden 41'inin  gida
neofobisi oldugu ve 52'sinin gida neofobisi
olmadigi saptanmustir. Uriinii ilk kez tadacak
kisilerden gida neofobisi olanlarin dartiya karst

gosterebilecekleri ve bu durumun tiketici testine
etki edebilecegi disunilmustir. Ancak goriinis,
kivam/yapi, koku, tat, genel begeni Gzelliklerini
kapsayan duyusal analizde gida neofobisi olan ve
olmayan tiketici grubu arasinda  istatistiksel
anlamh bir fark (P >0.05) bulunmamustir.
Geleneksel uriin tiketiciler tarafindan her ne
kadar ilk kez deneyimlenmis olsa da, yabanci
olmadiklar1 bir mutfagin urtind oldugu icin
tiketicilerin gida neofobisinin olup olmamasinin
duyusal analiz  sonuglarina  etki  etmedigi
dustnilmektedir. Onurlubas ve Tasdan (2017)
geleneksel Grtinlerin titketiminde aile biyiiklerinin
geleneksel  gida  tiiketim  aliskanliklarinin,
geleneksel gidalarin besleyici ve saglikli olmast
algistnin  ve merak etmenin etkili oldugunu
saptanmis olup; Turkiye genelinde geleneksel gida
tiketme olasihigint yaklastk %98.0 olarak tespit
etmistir.
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Duyusal analiz sonuglarina gére geleneksel dartt
Ornekleri genel Ozellikleri  agisindan  Griind
tanimayan titketicinin begenisini kazanmustir. Bu
panelist grubu tarafindan en az begenilen 6zellik
ortalama 3.40 puan ile gorunts olmus ve
geleneksel Urlinin  heterojen, yaglh ve farkls
goriintlsi oldugu ifade edilmigtir. Bir titketici, yag
icerisindeki heterojen gérintiiden dolayr tahine
benzetmis ve bunu tahinde oldugu gibi bir kusur
olarak algilladigini ifade etmistir. Dartinin kivam
olarak daginik ve yagl olmasi sebebiyle trin

ekmekle alinirtken veya ekmegin  lzerine
koyulurken cekinceler yarattigi da ayrt bir gériis
olarak ifade edilmistit. Geleneksel urinin

kendine has kokusu ortalama 3.89 ile gériiniisten
sonra en disik puam alan duyusal OSzellik
olmustur. Uriinii tanimayan tiiketicilerden bir
boliimii gidanin kokusunu agir bulduklarint ifade
etmislerdir.

Darti genel olarak goriinti ve koku agisindan
ortalama dlzeyde puan alsa da; Grliinii tanimayan
tiketiciler tarafindan tadi sevilmis ve tat acisindan
ortalama 4.12 ile en yliksek puant almistir. Eksimsi
diye nitelendirilen tat geleneksel tiriind tanimayan
tiuketicilerin ~ %17.2'si  tarafindan  icerisinde
kavrulan siit pargalari sebebiyle kizarmis peynire
veya kuymaga benzetilmistir. — Stt yagi, sit
trtinlerinin fiziksel 6zellikleri, besin degerleri, tat
ve aromalart tizerinde 6nemli rol oynamaktadir
(Metin, 2012). Geleneksel dartinin tat bakimindan
yiksek puan almast ve tercih nedeni olmasi siit
yagl yoniinden yogun bir driin olmasi, siit
yagindan ileri gelen duyusal O6zellikler ve yag
disinda az miktardaki siit kisminin kavrulmast ile
olugan aroma ile actklanabilmektedir.

SONUC

Geleneksel  Urinlerden biri  olan  dartinin
Uretiminin, baz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
ortaya koyuldugu bu calismayla, geleneksel
triniin kalitesini kaybetmeden tretilmesi, Giretime
standart kazandirilmast ve cografi isaretleme
yapilabilmesi icin bir kaynak teskil edecegi

dustnilmektedir. Darti  geleneksel bir Urtn
oldugu icin Urtind taniyan ve tanimayan
tiketicilerden ~ duyusal — niteliklere  iligkin

degerlendirme yapmalari istenmistir. Geleneksel
trtniin duyusal analiziyle ilgili olarak daha ayrintilt

calismalarin  yapilmasina;  Ozellikle  duyusal
degerlendirme kartlarinin olusturulmasina, triine
Ozgli karakteristiklerin ortaya konulmasina ve
urunde karsilasilabilecek kusurlar hakkinda daha
fazla calisilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
endistriyel Gretim i¢in Uretim ydnteminin
standardize edilmesi, gida giivenligi, raf émrii ve
ambalajlama caligmalarina yonelik arastirmalara
odaklanilmast gerekmektedir.
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oz

Bu calismada, tursu tretiminde kullanilabilecek starter killtitler gelistirmek amact ile, secilmis endojen (yerel)
Lactobacillus plantarum (MF513, ME377, ME213) ve L. plantarum ME513-Pediococcus ethanolidurans MEF179 karigim
suslart starter kiltiir olarak kullamilmus; fermantasyon siiresince ve 6 aylik depolama asamasinda tursularin
kimyasal, mikrobiyolojik, duyusal 6zellikleri degerlendirilmistir. Starter kiiltiirlerin fermantasyon sonuna kadar
stabilitelerini koruyup koruyamadiklari, saf kiltirlerin fermantasyonun baslangici ve bitimindeki hiicre protein
profilleri (SDS-PAGE) karsilastirilarak belitlenmistir. Karistk kiltar kullaniarak Gretilen tursularda en yiksek
asitlik degerine (% 0.87) fermantasyonun 20. giintinde ulasildigt belitlenmis ve pH degeri 3.26 olarak élctilmuistur.
Kontrol 6rneginde asitlik artist starter kullamilan tursu 6rneklerine kiyasla daha yavas gerceklesmistir. L. plantarum
suslarinin fermantasyon sonuna kadar stabilitelerini koruduklart ve ortamdaki baskin mikroorganizmalar olduklart
belitlenmistir. Depolama sonrast en yiiksek laktik asit (1.62 g/100 mL) ve en distk etil alkol (0.26 g/100 mL)
miktart MF513-MF179 suslarinin kullaniddigt tursu 6rneginde élgilmustiir.

Anahtar kelimeler:Tursu, Laktik asit bakterisi, Starter killttr, Lactobacillus plantarum, Pediococcus ethanolidurans

PICKLE PRODUCTION BY SELECTED INDIGENOUS LACTIC STARTER
CULTURES

ABSTRACT

In this study, in order to develop starter cultures suitable for pickle production, the selected indigenous
cultures of Lactobacillus plantarnm (MF513, MF377, MF213) and mixed cultures of L. plantarum MF513-
Pediococcus ethanolidurans MF179 were used as starter cultures. The chemical, microbiological and sensory
properties of pickles were monitored during fermentation and 6 months of storage. In order to determine
whether the starter cultures preserved their stability until the end of fermentation, the cell protein profiles
(SDS-PAGE) of pure cultures before fermentation were compared with that of after fermentation. The
highest acidity (0.87 %) was found to be reached in the pickles produced by the addition of mixed starter
cultures at the 20th day of fermentation and the pH value was measured as 3.26. The acidity increase was
slower in control samples as compared with the starter culture-added pickle samples. It was determined
that L. plantarnm strains preserved their stability until the end of fermentation and were predominant
microorganisms in the environment. After storage, the highest lactic acid (1.62 g/100 mL) and the lowest
ethanol (0.26 g/100 mL) content was obsetved in the pickle samples inoculated with MF513-MF179
strains.

Keywords:Pickle, lactic acid bacteria, starter culture, Lactobacillus plantarum, Pediococcus ethanolidurans
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Starter kultirler ile tursu Uretimi

GIRIS
Meyve ve sebzelerin laktik asit fermantasyonu ile
muhafaza edilmesi ¢ok eski yillardan bu yana
uygulanan, bir gida koruma yontemidir. Laktik asit
bakterileri (LAB) tarafindan gerceklestirilen laktik
asit fermantasyonu sonucu uretilen fermente gida
driinleri arasinda tursu 6nemli bir yere sahiptir
(Tokatlt vd., 2012). Tursu tretiminde kullanilan
hiyar, lahana, yesil biber gibi bitki koékenli
substratlarin  dogal mikroflorasinda, laktik asit
fermantasyonunu gerceklestiren LAB’nin yan1 sira
Pseudomonas, Erwinia ve Enterobacter tutlerine ait
bozulma yapan aerobik bakteriler, maya ve kiifler
gibi arzu edilmeyen mikroorganizmalar da yer
almaktadir.  LAB’nin  taze hammaddedeki
baglangic  sayilart  da  diger = mezofilik
mikroorganizmalara kiyasla dustktir (Breidt vd.,
2013). Fermente sebzelerde,
fermantasyonlarinda oldugu gibi hammaddedeki
istenmeyen endojen mikroflorayl pastorizasyon
yolu ile inhibe etmek mimkiin olmamaktadir.
Ancak, fermantasyonun baslangicinda  sayilar
olduk¢a diugtik olan LAB, vyuksek tuz
konsantrasyonu, yiksek asitlik ve disuk pH
(<4.5) ile karakterize edilen tursunun ekstrem
kogullarina  dayanabildiklerinden, ~ endojen
mikroflorayla rekabete girerek ortama hakim
olurlar. Bu zotlu ortam kosullarinda koliform
grubu bakteriler, Psexdomonas, Bacillus, Clostridium
ve LAB disindaki diger mikroorganizmalar inhibe
olurlar (Hutkins, 2006). Tursu iretiminde
LAB’nin ortama hakim olmast icin su aktivitest,
sicaklik, anaerobik ortam, tuz konsantrasyonu ve
asitlik gibi uygun gevresel kosullar ayarlanirken,
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimi
engellenmis olur (Erten vd., 2016). Endojen LAB
ve diger mikrobiyel flora gevresel faktdtlere bagh
olarak degistiginden, sebze fermantasyonlarinin
kontroli  zotrdur. Bu nedenle, kontrolsiz
kosullarda gerceklesen spontan fermantasyon son
urinin kalitesi, duyusal Ozellikleri, gtivenligi ve

sut

stabilitesinde ~ farkliklara yol acabilmektedir
(Gardner wvd., 2001). Bu baglamda, tursu

tretiminde kullanilacak uygun starter kultiirlerin
geleneksel tursulardan izole edilen endojen (yerel)
LAB arasindan secilmesi, bu endojen suslarin,
farkli kaynaklardan izole edilen endistriyel starter
kilturlere kiyasla, tursunun zotlu cevresel
kosullarina daha iyi adapte olabilmeleri ve

kolaylikla floraya hakim olabilmeleri nedeniyle
oldukca 6nemlidir. Bu sekilde, geleneksel
fermente  urinin  karakteristik  duyusal
Ozelliklerini  koruyarak, giivenli ve standatt
kalitede tursu Uretimi mumkin olmaktadir
(Tokatlt vd., 2017).

Ulkemizde Ankara-Cubuk bélgesi geleneksel
yontemlerle Uretilen tursulartyla Gnlidir. Tursu
Turk mutfaginin vazgecilmez urlnlerinden biri
olmakla birlikte, Uretimi halen kucuk o6lgekli
isletmeler ile sinirlt olup, spontan fermantasyona
dayalt olarak tretilmektedir. Buytk dretim
potansiyeline ragmen, standart kalitede driinler
elde etmek miimkiin olmamaktadir. Uriin
standardizasyonu icin, secilen starter kiltiitlerin
standart hammadde ve standart tretim teknigi ile
birlikte kullanilmas: gerekmektedir. Tursu tiretimi
icin uygun starter kiltirlerin secilmesi (Con ve
Karasu, 2009; Karasu vd., 2010) ve tursu
tretiminde kullanilmast (Cetin, 2011) tzerine az
sayida calisma bulunmaktadir. Bu calismanin
amaci, tursu uretiminde kullanilabilecek bir statter
kiltir gelistirmektir. Bu baglamda, daha 6nceki
calismalar ile Ankara Cubuk ilgesinden temin
edilen geleneksel tursularindan izole edilerek,
molekiiler tekniklerle tanimlanmis (Bagder Elmact
vd., 2015) endojen LAB arasindan teknolojik
(Tokatl: vd., 2017) ve fonksiyonel 6zelliklerine
(Tokath vd., 2015) gore secilmis 4 farkli bakteri
kaltiris starter olarak kullanilarak pilot 6lcekte
hiyar tursulari Giretilmis ve depolanmistir. Uretilen
tursular kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal
acidan incelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Starter Kiiltiirler

Calismada starter kiltiir olarak kullanilan endojen
Lactobacillus — plantarum  MF513  (erisim  no:
KJ855887), L. plantarum MF377 (erisim no:
KJ994374), L. plantarum MF213 (erisim no:
KJ994430) ve Pediococcus ethanolidurans MF179
(erisim no: KJ994445) suslart daha Onceki
calismada Ankara-Cubuk yoresinde dretilen
tursulardan  izole edilmis olup, molekiler
yontemlerle tanimlanmis (Bagder Elmaci vd.,
2015), teknolojik (Tokath vd., 2017) ve
fonksiyonel (Tokath vd., 2015) ozellikleri
belirlenmistir. ~ Ankara  Universitesi ~ Gida
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Miihendisligi Bolimt  Kiltir Koleksiyonunda
muhafaza edilen suslarin 16S rRNA gen dizi
analiz sonuclarina ait GenBank erisim numaralar
daha Onceki calismada belirtilmistir  (Bagder
Elmact vd., 2015).

Tursu Uretimi

Teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan
o6nemli bulunan LAB suslart (.. plantarum MF513,
L. plantarum MY377, L. plantarum MF213 ve P.
ethanolidurans  MF179) starter kiltir olarak
secilerek tursu denemelerinde kullanidmistir. Bu
amagla, Cubuk Bolgesinden temin edilen tursuluk
hiyarlar kullanilmistir. Fermantasyon denemeleri,
kapagi acilmadan Ornek almaya olanak saglayan,
6zel 6rnek alma dizenegine sahip 3 L hacimli cam
kavanozlarda gerceklestirilmistir. Hasad: izleyen
8-10 saat igerisinde laboratuvara getirilen hiyatlar,
oncelikle sebeke suyu ile ytkanarak toz, camur gibi
kitliliklerinden arindirdmis  ve klor ¢6zeltisi
icerisinde 15 dakika bekletildikten sonta, steril
kaynak suyu ile ytkanarak klor uzaklastirilmistir.
Bu sekilde hazirlanan 1.5 kg hiyar, 1.5 kg salamura
(% 8 tuz, % 0.4 asetik asit, % 0.4 CaCly, % 2
glikoz) ile birlikte 3 I.’lik fermantasyon kaplarina
doldurulmustut.

Fermantasyon denemelerinde; L. plantarum
MF513, L. plantarum ME3T7, L. plantarum MF213
ve L. plantarum MY513-P. ethanolidurans MF179’in
karigik kiltirid ile % 5 oraninda astlanmis ve
kontrol amaciyla bakteri agtlanmamis Ornekler
olmak tizere 5 farkli tursu 6rnegi, 28 °C’de sicaklik
kontrollii karanlk bir odada 3 tekerriitlii olarak
fermantasyona ugratilmistir. Starter kiiltiir isimleri
bu metinde tursu Orneginin  ismi olarak
kullantlmustir. 20 glinlik fermantasyon siiresince
ortaya ¢tkan  kimyasal ve mikrobiyolojik
degisiklikler izlenmistir. Fermantasyon bitiminde
kimyasal ve mikrobiyolojik analizlere ek olarak,
hiyar tursularinda duyusal analiz ve starter kiilttr
stabilite testleri yapilmustir.

Depolama

Tursu depolama denemeleri de fermantasyon
denemeleri ile aynt anda baslatdmis olup,
denemeler 1L hacimdeki hermetik kapakli cam
kavanozlarda ve benzer dolum oranmna gore
hazirlanmis  salamura ile gerceklestirilmistir.

Depolama stresince 2., 4. ve 6. aylarda alinan
orneklerde kimyasal ve mikrobiyolojik analizler
yapilmustir. Ayrica, depolama sonunda (6. ay)
tursu 6rneklerinde organik asit, seker dagilimlart
ve etil alkol miktarlart kromatografik (HPLC)
olarak belirlenmistir. Denemeler 3 tekerrirli
olarak yapimuistir.

Mikrobiyolojik Analizler

Salamura 6rneklerinde toplam mezofilik aerobik
bakteri sayimi (TMAB), Plate Count Agar (PCA)
besiyerinde yayma kiiltiirel sayim yontemine gore,
30 °C’de 48 saat inklbasyon ile; toplam LAB
sayimt, yayma kdaltirel sayim yontemi kullanidarak
De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) Agar besiyerinde
30 °C’de 72 saat inkiibasyon ile; toplam maya-kif
sayimi Yeast Extract Glucose Chloramphenicol
Agar (YGC) besiyerinde yayma kiltirel sayim
yontemine goére 30 °C’de 96 saat inkiibasyon ile;
toplam Enterobacteriaceae sayimi % 1 oraninda
glikoz ilave edilmis Violet Red Bile Agar (VRBA)
besiyerinde yayma kiiltiirel sayim yontemine gore
37 °Cde 18-24 saat inkiibasyon ile yapilmistir
(Giirgin ve Halkman, 1988). Inkiibasyonlarin
siresi sonunda canli hicre sayimu yapilarak,
sonugclar log kob/mL olarak belirtilmistir.

Kimyasal Analizler

Salamuralarin pH degeri, potansiyometrik olarak,
pH-metre (Mettler Toledo, S-20K, Isvicre) ile 20
°Cde Olculmigtir. Salamura  6rneklerinde
titrasyon asitligi 0.01 N NaOH (Merck, Germany)
cOzeltisiyle fenolftalein indikatorii (%o 0.1 g/mlL)
esliginde belitlenerck g laktik asit/100 mL olarak
ifade edilmistir. Tuz miktar ise, Mohr yéntemi
esas alinarak Orneklerin 0.1 N AgNO; ile
potasyum dikromat (% 5 g/mL) indikatora
esliginde titrasyonu ile belitlenmis ve sonuglar g
NaCl/100 ml. olarak verilmistir. Salamura
orneklerinde indirgen seker tayini DNS (3.5-
Dinitrosalisilik asit) kullanilarak, Miller yéntemine
gore yapimistir (Forouchi ve Gunn, 1983).

Depolama denemelerinin sonunda (6. ay) alinan
salamura Orneklerinde organik asit, seker
dagilimini ve alkol iceriklerini belitlemek amact ile;
salamura Ornekleri santrifiij edilmis ve membran
filtreden (Millipore Millex-HV ~ Hydrophilic
PVDF) gecirilerek sivi faz HPLC cihazt icin
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hazirlanmistir. Analiz icin Shimadzu HPLC, Japan
(SCL 10 AVP sistem kontrol Unitesi, RID 10A
dedektér, LC 10AD Vp pompa, CTO 10AS Vp
kolon firini, Class Vp software, DGU 14A
degazor, 1CSep KE-COREGEL 87H3 kolon,
ICSep COREGEL 87H guard kit) cihaz
kullanilmistir. Analiz icin saf su mobil faz olarak
kullanilarak 20 pL 6rnek enjeksiyonu yapilmustir.
Standart ¢Ozeltiler ise glikoz, fruktoz, etanol,
asetik asit ve laktik asit ile hazirlanmistir (Tomlins
vd., 1990).

Duyusal analiz

Fermantasyon sonunda hiyar tursularinda, 18-20
panelist tarafindan goriinis, renk, koku, lezzet,
sertlik ve genel begeni parametreleri esas alinarak
ve 1-5 araliginda puanlama kullanilarak duyusal
degerlendirmeleri  yapilmustir  (Shinagawa vd.,
1997).

Starter kiiltiir stabilite testi

L. plantarum MF513, L. plantarum MF377, L.
plantarum ME213 ve P. ethanolidurans MEF179
starter kaltrleri kullanilarak gerceklestirilen 3
tekerriirld fermantasyon denemeleri sonucunda,
fermantasyonun bitiminden sonra salamura
orneklerinden yayma plak yontemine gére MRS
kati besiyerine ekim yapilmistir. Katt besiyeri
tzerinde olusan kolonilerden rastgele 20 adet saf
kiltir secilerek, bu bakterilerin salamuraya ilave
edilen starter kiltir olup olmadiklari, hicre
protein profilleri (SDS PAGE elektroforez)
incelenerek belirlenmistir. LAB’nin molekiler
diizeyde belitlenmesi icin, Laemmli (1970)
tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek ve
Sodium Dodecyl Sulfate PolyActylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) teknigi kullanilarak
toplam hiicre protein profilleri ortaya konmustur.
LAB’nin hiicre proteinleri, farkli yontemlerin
kombine edilmesiyle izole edilmistir (Angelis vd.,
2001; Swida ve Binek, 2005; Kim ve Adachi,
2007). Elde edilen proteinler, poliakrilamid jelde
yurttilerek  olusan  protein  bantlart  jel
gorintileme sisteminde (Gel Logic 200 Imaging
System Kodak, USA) gorintilenerek ilgili starter
kiltiirlere ait olup olmadiklart ortaya konmustur.

Istatistiksel degerlendirme
Tekerrlirlii olarak elde edilen analiz sonuglarinin
ortalamalari alinarak standart sapmalari ile birlikte

verilmigtir. Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi ve karsilastirilmast  Minitab
programinda (Minitab release 12.1, Minitab inc.,
1998) two sample T-test, one-way (ANOVA) ve

balanced (ANOVA) analizleri  kullaniarak
yapilmistr.
BULGULAR ve TARTISMA

Kimyasal ve Mikrobiyolojik Degisimler

Toplam titrasyon asitligi ve pH degeri
fermantasyonun seyrinin izlenmesi acisindan
6nemli rol oynamaktaditlar. Ozellikle

homofermantatif LAB tarafindan gerceklestirilen
asit Uretimi, salamuranin laktik asit cinsinden
toplam asitligini arttirmakta ve tursuda koruyucu
gorevi  ustlenmesini saglamaktadur. pH
degerindeki azalma, asitlik olusumunun ortaya
ctkardigi bir sonug olarak kendini géstermektedir
(Daeschel ve Fleming, 1984).

Fermantasyon stiresince kimyasal degisiklikler
incelenecek olursa (Cizelge 1), fermantasyonlarin
baslangicinda salamura pH degerleri 3.91-4.11
arahiginda  Slcllmistir. Fermantasyonlarin
baslangicinda  salamuranin  pH  degerlerindeki
dists, starter kiltir kullanidmayan kontrol
orneginde daha yavas bir hizla gerceklesirken,
daha sonra mikrobiyel aktivitedeki artisa baglt
olarak hiz kazanmustir. Starter kiltiir kullanilan
tim Ornekler fermantasyonun 7. guniinden
itibaren sabit pH degerlerine ulagsmis, daha
sonraki giinlerde pH’da ¢ok 6nemli bir degisim
gbzlenmemistir. Kontrol drnegindeki pH dustsi
diger 6rneklere kiyasla daha yavas seyretmistir. 20
gunlik fermantasyon siresince en disik pH
degeri (pH 3.20) kansik starter kiltirin
kullamldigs ~ MF513-MF179  nolu  6rnekte
Olcilmistir. Kontrol ve MF213 nolu tursu
orneklerinde ise fermantasyon en yiksek pH
degerlerinde tamamlanmustir (P >0.05).

Tursu Uretiminde salamuralatin baslangic pH'sy,
salamuradan karbondioksit (CO») gegirilerek veya
asetik asit eklenerek daha da azaltlabilir.
Salamuranin diisik baslangic pH degerine sahip
olmasi, fermantasyon sirasinda olusan fazla
COg'nin salinmasina, LAB'nin secilimine ve dusiik
pH degerlerine duyarlt enterobakterilerin inhibe
edilmesine yardimct  olmaktadir. Laktik asit
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fermantasyonlarinda toplam asitlikte meydana
gelen artisa  paralel olarak  ortam pH
degerlerindeki ~ azalma  derecesi,  sistemin
tamponlama kapasitesi ve fermantasyondaki
mikroorganizmalar tarafindan yiritilen diger
biyokimyasal  aktivitelerden 6nemli Slgtde
etkilenmektedir. Tursu fermantasyonlart1 pH
4.5’ten daha yitksek bir degerde tamamlanirsa,
drinlerin -~ mikrobiyolojik  agidan  stabilitesi
bozulmaktadir. Diger taraftan, Ozellikle hiyar
tursularinda Pichia ve Issatchenkia cinsi mayalarin,
birincil fermantasyon strasinda tiretilen laktik asidi
katabolize ederek pH'da bir artisa neden oldugu
da bilinmektedir (Peréz-Diaz vd., 2013). Kamdee

vd. (2014), hardal bitkisinin dogal ve starter kiiltiir
(Weissella  spp. ve L. fermentum) kullanarak
gerceklestirdikleri  laktik  asit  fermantasyonu
sonucunda, starter kullanilan &rneklerde pH
degerini 3.22-3.24 olarak, dogal fermantasyon ile
tretilen drinlerde ise 3.33-4.44 olarak daha
yiksek degerlerde bulmuglardir. Con ve Karasu
(2009), antagonistik starter kultiirler ile Uretimi
gerceklestirilen tursularda pH degerlerini 3.50-
3.94 araliginda Ol¢mislerdir. Fermente salatalik
gibi benzer sebzeler hakkinda literattirde bildirilen
pH degetleri 3.1-3.5 araliginda olup, sonuglar ile
uyum icerisindedir (Montet vd., 2014).

Cizelge 1. Fermantasyon surisince salamura 6rneklerinin pH, asitlik, tuz ve indirgen seker miktarlari
Table 1. The pH, acidity, salt and reducing sugar in brine samples during fermentation

Tursu 6rnekleri

Giinler  kontrol MF513 MF377 MF213 MF513-MF179
< 1 0.23 £0.00%f 0.29 £0.004¢ 0.24 £0.01Pe 0.27 £0.01¢ 0.28 £0.01Bf
< 4 0.48 £0.00¢ 0.63 £0.0244 0.50 +0.01¢d 0.60 £0.02B4 0.61 £0.01ABe
é 7 0.55 £0.01¢d 0.67 £0.01A« 0.61 £0.03B¢ 0.62 £0.01Bcd 0.67 £0.00Ad
iz 11 0.61 £0.03B¢ 0.71 £0.04Abc 0.70 £0.03Ab 0.64 £0.01B¢ 0.74 £0.02A«d
g 14 0.64 £0.048bc 0.73 £0.04Aab 0.76 £0.0242 0.65 £0.01Bb¢ 0.76 1£0.02Abe
2, 17 0.66 £0.03¢=» 0.74 £0.04B2> 0.78 £0.00ABa 0.68 £0.04¢b 0.81 £0.044>
& 20 0.69 £0.01¢ 0.77 £0.0582 0.78 £0.00B 0.73 £0.04BCa 0.87 £0.0842

1 4.30 £0.0042 3.91 £0.02P2 4.11 £0.048- 4.01 £0.02¢» 3.94 £0.02P2
4 3.63 £0.014b 3.45 £0.03Bb 3.59 £0.02Ab 3.49 +0.048b 3.47 £0.01Bb
7 3.53 £0.03A¢ 3.37 £0.04B¢ 3.44 £0.048¢ 3.42 £0.03B¢ 3.39 £0.01Bbe
% 11 3.48 £0.03A« 3.33 £0.03¢¢ 3.37 +£0.04BCd 3.43 £0.0248¢ 3.32 £0.01¢¢
14 3.46 £0.04A« 3.33 £0.03¢¢ 3.35 £0.03B¢d 3.41 £0.02AB¢ 3.30 £0.01¢¢
17 3.44 £0.03Ad 3.33 £0.02B¢ 3.34 £0.03Bd 3.41 £0.0248¢ 3.26 £0.06B¢
20 3.44 £0.03Ad 3.34 £0.02B¢¢ 3.34 £0.03¢d 3.43 £0.03AB¢ 3.26 £0.06%¢
a\ 1 25.89 +0.27Aa 24.05 +0.24¢ 25.73 £0.73A2  24.26 +£0.43BC 25.31 £0.394Ba
Y 4 19.41 £1.048> 21.72 +0.63ABab 23.48 £1.70A2  21.12 £0.13ABb 21.12 £0.08ABb
E 7 14.14 £1.48A¢ 18.39 £2.03Abe 18.00 £2.104b  18.59 £1.97Ab 15.09 £0.82A¢
& 11 4.96 £0.258Cd  1(6.54 £2.25A¢ 3.10 £1.85C¢ 8.06 £1.058¢ 3.63 £0.45¢d
5 14 1.85 £0.22B¢ 15.17 £3.404d 1.87 +£1.08B¢ 2.04 £0.73Bd 1.39 +0.358¢
._%D 17 0.99 £0.38B¢ 11.39 £1.46Ade 0.94 £0.258¢ 1.11 £0.3484 1.07 +0.228¢
= 20 0.79 £0.148B¢ 8.89 £0.114¢ 0.71 £0.16B¢ 0.89 +0.178d 0.92 £0.15B¢
1 4.42 £0.074A 4.31 £0.184 4.43 +£0.157 4.37 £0.124 4.25 10.08A
4 4.25 £0.04Ab 4.25 £0.0942 4.30 £0.102 4.30 £0.06A 4.23 10.04A
N 7 4.25 £0.024b¢ 4.24 £0.0544 4.25 £0.0442 4.25 £0.0444 4.25 £0.06A2
I 11 4.25 £0.00A¢ 4.23 £0.0744 4.25 £0.0042 4.25 £0.0042 4.25 £0.0442
X 14 4.24 £0.04A¢ 4.24 £0.03Aa 4.23 £0.067 4.24 10.03A 4.23 £0.0842
17 4.25 +0.014¢ 4.25 +0.004 4.25 £0.0142 4.21 £0.0742 4.25 £0.0042
20 4.25 +0.02A¢ 4.24 +0.02A 4.24 £0.004A2 4.25 £0.0042 4.25 £0.004A2

*ABC: Istatistiksel olarak ayni satirdaki veriler arasindaki benzerlik (P <0.05)

*kabc: Istatistiksel olarak ayni siitundaki veriler arasindaki benzerlik (P <0.05)
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Fermantasyon stiresince salamura 6rneklerinin
toplam titrasyon asitliklerinde meydana gelen
degisimler Cizelge 1’de verilmistir.
Fermantasyonun 1. glinlinde rneklerin titrasyon
asitlikleri, salamuraya ilave edilen asetik asit
kaynakli  olarak %  0.23-0.29  arasinda
bulunmustur. Starter kiltir kullanilmayan kontrol
Orneginde asitlik gelisiminin pH degisiminde
oldugu  gibi  daha  yavas  gerceklestigi
gorilmektedir. Starter kiltir kullanidan tursu
Ornekleri fermantasyonun ilk giinlerinde (1-7.
gin) kontrol Ornegine kiyasla daha hizli asit
olusturmuslardir. Ancak MF377 nolu tursu
orneginde fermantasyonun 4. glintine kadar asitlik
artistnin - kontrol  6rnedi ile  benzer oldugu
gorilmektedir. Fermantasyon sirasinda en yitksek
titrasyon asitligi (% 0.87) degerine karistk kiltir
kullantlan ~ MF513-MF179  nolu  6rnekte
fermantasyonun ~ 20.  giniinde  ulasddig
belitlenmistir (P <0.05). Asit olusumu agisindan
fermantasyon  sonunda  karstk  kiltirin
kullanddigi tursularda en yitksek asitlik ve en
dustik pH degerine ulasildigt gézlenmistir. Bu
duram, L. plantarum MF513 ve P. ethanolidurans
MF179  suslarinin = fermantasyon ortaminda
sinbiyotik ¢aligmalarinin bir sonucu olarak daha
verimli asit olusumuna sebep olmast ile
iliskilendirilmistir. Tekli starter kiltir kullanilarak
uretilen salamura Orneklerinin gerek pH gerekse
toplam asitlik sonuglart incelendiginde, sadece
MF513 nolu tursu salamuralarinin fermantasyon
bitiminde yiiksek asitlik degerlerine ulastigt
gorilmektedir. Genel olarak tursu
termantasyonlarinda L. plantarnm titlerinin iyi bir
asit tiretici sus oldugu bilinmektedir (Nilchian vd.,
2016). Bu durum, ayrica daha once yapmis
oldugumuz LAB’nin teknolojik &zelliklerinin
belitlenmesi ile ilgili ¢alismada s6z konusu L.
plantarnm MF513 susunun iyi bir asit Ureticisi
oldugu sonucu ile de uyum icerisindedir (Tokatlt
vd,, 2017). Tum O6rneklerde fermantasyon
sonunda ulasilan en ylksek titrasyon asitligi
degerlerinin yapilan diger calismalara kiyasla biraz
dustik dizeylerde kaldigt belirlenmistir. Yapilan
bazi ¢alismalarda ise benzer asitlik degerleri elde
edilmistir. Nilchian vd. (2016), hiyar tursusu ile
yaptiklart ¢alismada, starter kiltir olarak L.
plantarum, 1. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus

suslarini kullanarak gerceklestirdikleri
fermantasyonlarda son urlin asitlik degerini %
0.45-0.63 arahiginda bulmuglar ve kontrol
Ornegine  kiyasla daha yiksek oldugunu
belirtmislerdir. Akpinar-Bayizit vd. (2007), starter
kiltir olarak L. plantarum, Len. mesenteroides, 1.
brevis ve P. cereviseae suslarint kullanarak trettikleri
havug tursularinda toplam asitlik degerini % 0.89-
0.92 olarak, starter kiltiir kullanilmadan uretilen
kontrol tursu 6rneklerinde ise % 0.77-0.83 olarak
bulmuslardir.

Salamuralarda bulunan indirgen seker miktari da,
mikrobiyel populasyonun hizla ¢ogalmasina
paralel sckilde fermantasyonun 1. gintnden
itibaren hizla azalmistir (Cizelge 1). 1. gln
salamura Orneklerinde belitlenen indirgen seker
miktarlarindaki  farkliligin  ise ayni olgunluk
derecesindeki hammaddenin kavanozlara esit
olarak  dagimamasindan ve her kavanoz
icerisindeki ilk 1 glin icerisinde farkli yogunlukta
bir mikrobiyel gelisme ortaya ¢tkmasindan
kaynaklandigt  dastinilmektedir (P <0.05).
Fermantasyonun ilk gininde indirgen seker
miktar1 24.05-25.89 g/L araliginda saptanmustit.
Dogal fermantasyon yolu ile iretilen kontrol
Orneginin 7. gine kadar indirgen seker
miktarindaki azalma ¢ok hizli gerceklesmis olup,
bu durum asit dretim sonuglart ile uyumsuzluk
sergilemistir. Fermantasyonun ilk asamasinda
kontrol Orneginin  dogal florasinda bulunan
mikroorganizmalar tarafindan kullanilan
sekerlerin bir kisminin organik asitler disinda
baska urlnlere doéniisimiine isaret etmektedir.
Diger taraftan, L. plantarum ve P. ethanolidurans
suslart kullanilarak fermente edilen Ornekte ise
asitlik miktarlarindaki artisa paralel olarak indirgen
seker miktarinin da hizla azaldigr goriilmektedir.
Fermantasyonun 11. glntne kadar kontrol,
MF513-MF179, MF377, MEF213 nolu 6rneklerde
hizli bir sekilde azalan indirgen seker miktari, bu
giinden sonra mikroorganizmalar tarafindan daha
yavas bir hizla tlketilmistir. Fermantasyon
sonunda kontrol, MF377, MF213 ve MF513-
MF179 nolu 6rneklerde disiik miktarda ve benzer
(0.71-0.92  ¢/1) indirgen seker  kaldig
gorilmektedir (P >0.05). Fermantasyon sonunda
salamuralarda cok disik seviyede indirgen seker

747



748

M. Tokatli, S. Bagder EImaci, N. Aslankoz, F. Ozcelik

belitlenmesi, bu 6rneklerde fermantasyonun 17
ginde tamamlandigini gOstermektedir.
Fermantasyon sonunda en yitksek indirgen seker
icerigi MF513 nolu tursu orneginde (8.89 g/L)
belitlenmistir  (Cizelge 1). Starter kilttrler,
fermente olabilir sekerleri, metabolik yola bagh
olarak lezzet bilesenlerinin yant sira laktik aside,
organik asitlere, CO2 ve alkole
déniistiirmektedirler (Ozer ve Yildirim, 2018). L.
plantarnm  suslart  genellikle kalan  sekerlerle
fermantasyonun son asamasinda neredeyse
sadece laktik asit uretitler ve ¢cok dusiik pH'lart
tolere etme yeteneklerine sahiptirler (Breidt vd,
2013). Ancak, MF513 nolu tursu O&rneginde
fermantasyonda yiksek asitlik verisine ragmen
yuksek miktarda sekerin ortamda kalmis olmast
tam olarak actklanamamakla bitlikte, MF513 nolu
tursuda enzimatik aktivite nedeniyle,
fermantasyonun  sonlarina  dogru  sekerlerin
sebzelerden salamura ortamina difiizyonu ile
iligkili olabilecegi diisinilmektedir (Gardner vd.,
2001).

Denge noktasinda % 4 NaCl icerecek sekilde
hazitlanan salamuralarda tuz konsantrasyonu,
fermantasyonun ilk giiniinde alinan érneklerde %
4.43-4.25 olarak bulunmustur (Cizelge 1). Kontrol
ve MF513 nolu tursu Orneklerinde 1. giinden
sonta, MF377 ve MF213 nolu 6rneklerde ise 4.
giinden itibaren tuz icerifi dengeye ulasmuistir.
Sonug olarak, tim Orneklerin fermantasyon
stresince ulastiklar1 tuz denge noktast birbirine
benzer (P >0.05) olarak bulunmus ve
fermantasyon % 4.25 tuz konsantrasyonunda
tamamlanmustir.

Starter kultiirler ile uretimleri gerceklestirilen

tursu  Orneklerinin  fermantasyon  sliresince
mikrobiyolojik ~ 6zelliklerinde meydana gelen
degisimler ~ Sekil  1°de  wverilmis  olup,

incelendiginde; starter kiltir kullanilan MF513,
MF377, MF213, MF513-MF179 nolu 6rneklerde,
fermantasyonun ilk giiniinde yiiksek oranda LAB
ve toplam mezofil bakteri tespit edilmis, en
yuksek LAB sayisi, sirastyla MF513, MF513-
MF179, MF213, MF377 nolu 6rneklerde 8.48;
8.09; 8.06; 7.51 log kob/mL olarak bulunmustur.
Kontrol 6rneginde ise, toplam LAB sayis1 4.01 log
kob/ml. olarak bulunmustur. Benzer sekilde
toplam mezofil bakteri sayisi da, sirastyla MF513,

MF513-MF179, MF213, MF377 nolu 6rneklerde
yiksek degerlerde bulunmusgtur. Toplam mezofil
bakteri sayist ve toplam LAB sayis;, MF513 nolu
ornek hari¢ tim Orneklerde 4. giinde en yiksek
degerine ulagmig, daha sonraki ginlerde giderek
azalmistir. Kamdee vd. (2014), starter kilttr
kullanarak gerceklestirdikleri fermantasyonlarda
baslangic LAB yukint 6.11-6.16 log kob/mlL,
kontrol orneginde ise 5.58 log kob/ml. olarak
bulmuslardir. Fermantasyonun 4. giniinden
itibaren salamuralarda maya gelismesi tespit
edilmeye baslanmis ve sonraki fermantasyon
stresince ¢ok Onemli degisimler olmadan
fermantasyonu tamamlamuslardir. Nilchian vd.
(2016), starter kiltiir kullanarak trettikleri hiyar
tursularinda fermantasyonun 6. giininde toplam
LAB, mezofil bakteri ve maya miktarlarint sirast
ile 7.46, 6.38 ve 06.65 log kob/mL olarak
bildirmislerdir. Fermente iiriinlerde pH degerinin
4.5 in altna dismesi bir¢ok bozulma yapan
bakteriler ve enterobakteriler ic¢in gelismeyi
stntrlayier faktér oldugu bilinmektedir (Ozer ve
Yildirim, 2018). Fermantasyonun 1. gini tim
orneklerde rastlanan enterobakteriler ise 4.
giinden itibaren sayilamamugtir. Bu durum asitlik
gelisimine paralel olarak enterobakterilerin daha
fazla gelisemedikleri seklinde yorumlanmugtir.
Kamda vd. (2015) yaptiklart calismada, starter
olarak LAB karsik kiltirleri (L. plantarum UFLA
CH3, P. addilactic UFLA BFFCX 27.1)
kullanilarak tretilen fermente tursularda yiksek
miktarda organik asit ve esterlerin iiretimi sonucu
enterobakter gelisiminin inhibe edildigi sonucuna
ulagmuglardir.

Duyusal Degerlendirme

Cizelge 2 incelendiginde kontrol ve starter
kiltirlerin  kullanddigt tim tursu Orneklerinin
gorints ve koku puanlart benzer bulunmustur (P
>0.05). Kontrol gurubuna ait renk puanlamasi ise
starter kullanidan 6rneklerden daha distk olarak
degerlendirilmistir (P <0.05). MF213 nolu tursu
Orneginin ise lezzet, sertlik ve genel begeni olarak
almis oldugu puanlarin diger tursu 6rneklerine
gore daha distik kaldigr gorillmektedir. Bu durum
MF213 nolu tursu Orneginde fermantasyon
sonuna dogru maya sayisinda gozlenen artis ile
iliskilendirilmis ve artan maya popiilasyonunun
driiniin lezzet, sertlik ve genel begeni puanlarina
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olumsuz yansidigr sonucunu géstermektedir.
Cogu  tursu  fermantasyonlarinda  maya
aktivitesindeki artis, pektolitik enzimler ve ugucu
bilesiklerin  miktarinda artisa  sebep olarak
urinlerin fiziksel ve duyusal kalitesini olumsuz
etkilemektedir (Holzapfel, 2014). Diger taraftan
da bazi caligmalarda bir miktar maya aktivitesinin
trtintin  kalitesine olumlu etkisinin bulundugu

degerlendirilecek olursa; starter kilttr kullanilarak
tretilen tursularin begenilme orani, starter killtir
kullanmlmadan dogal fermantasyon ile iiretilen
kontrol Orneklerine kiyasla belirgin bir farkliik
ortaya koymamistir. Xia vd. (2017), L. brevis
AR123 susunu starter kiltir olarak kullandiklar
calismada spontan fermantasyon ile elde edilen
triinlere kiyasla duyusal acidan daha iyi trtin elde

belirtilmektedir  (Wu vd., 2014). Duyusal  ettiklerini bildirmislerdir.
degerlendirme sonuglar genel olarak
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Sekil 1. Fermantasyon siiresince salamuradaki mikrobiyolojik sayim sonuglari (log kob/mL) a)
Toplam mezofilik aerobik bakteri b) Toplam LAB c¢) Toplam maya-kif d) Toplam Enferobacteriaceae
Figure 1. Results of microbiological counting in brine during fermentation (log ¢fu/ mL) a) Total mesophilic aerobic
bacteria b) Total LAB ¢) Total yeast-mold d) Total Enterobacteriaceae

Cizelge 2. Fermantasyon sonrasi tursularin duyusal degerlendirme sonuglari
Table 2. Results of sensory evaluation of pickles after fermentation

Gorints Renk Koku Lezzet Sertlik Genel Begeni
kontrol 4.00 £0.20=  3.8010.08* 3.7440.212 3.70+0.31» 4.371+0.47® 3.711+0.29%
MF513 4.00 £0.29=  3.78+0.36% 3.53 +0.64 3.5610.68% 4.351+0.182 3.61+0.72%
MF377 4114035 4.13+0.17° 4.11£0.29 3.931+0.262 4.3310.32 3.9740.292
MF213 3.96 £0.100  3.8110.20% 3.74£0.100 3.30£0.03> 4.07£0.06> 3.4210.08>
MF513-MF179  4.02 £0.50*  3.83+0.25% 3.80+0.37 3.781+0.432 4.1320.222> 3.6010.47

*abc: Istatistiksel olarak ayni siitundaki veriler arasindaki benzerlik (P <0.05)
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Starter Kiltiirlerin Stabiliteleri

Tursu 6rneklerine ilave edilen starter kiltlrlere ait
hiicre protein profilleri (Sekil 2), MF513, MF377
ve MF213 suslart kullanilarak hazirlanan tursu
fermantasyonlarinin ~ bitiminde  izole edilen
hiicrelerin protein profilleri (Sekil 3) ile uyum
icerisindedir. Yapilan calismada L. plantarum
suslarina ait protein bantlarinin daha az sayida ve
silik oldugu gorilmektedir. L. plantarum suslarinin
pH 3.1 ile 3.5 arasinda degisen yiiksek asit
toleranst, bu bakterileri tursu Uretimi icin starter
kiltiir olarak uygun tiirler haline getirmektedir (Di
Cagno vd., 2013). Bu nedenle, L. plantarum
genellikle ¢cogu sebze fermantasyonunun sonunda
baskin konumdadir (Mikimattila vd., 2011).
Ancak, MF513-MF179 nolu tursu 6rneklerinden
fermantasyon sonunda, MF179 numarali starter
kiltiire ait bakteri protein profiline sahip sadece 3
bakteri izole edilitken, diger 17 izolatin MF513
numarals kiiltire ait protein profiline sahip oldugu
belitlenmistir. Bu durum, P. ethanolidurans MF179
susunun fermantasyon sonuna kadar stabilitesini
¢ok iyl koruyamadigi sonucunu géstermektedir.

ME377

MF513

Tokatll vd. (2017) tarafindan bu suslara ait
teknolojik 6zelliklerin incelendigi calismada P.
ethanolidurans MEF179 susunun yiiksek asitlik ve tuz
sartlarinda MF513 numarali susa gére daha zayif
bir gelisme gbstermesi buldugumuz sonucu
destekler niteliktedir. Kamdee vd. (2014) bitkisel
fermente trtinlerin Gretiminde Wezssella spp. ve L.
Sfermentum  suslarint starter  kdltir  olarak
kullandiklar1 calismada, triinlerin fermantasyon
stiresince starter kiltlir florasindaki degisimini
rep-PCR  teknigi ile izlemislerdir. Yaptiklar
calismada farkli inokulasyon oranlarinda starter
kiltir kullanarak dretimini  gerceklestirdikleri
triinlerde fermantasyonun baslangic asamalarinda
Weissella  spp. tiriinin predominant floray:
olusturdugunu, ancak daha sonra hizh bir sekilde
3. glinden itibaren floranin L. fermentum ve L.
Pplantarum  lehine  degistigini  belirlemislerdir.
Benzer sekilde, diger bazt caligmalarda da
fermantasyon sonunda rinlerde dominant
florayr L. plantarum  suglarinin - olusturdugu
belirtilmektedir (Nguyen vd., 2013).

MF213

MF179

Sekil 2. Starter kiltiir olarak kullanilan suglara ait hiicre protein profilleri (SDS-PAGE)
Figure 2. Whole cell protein profiles of LLAB strains used as starter culture (SDS-PAGE)



Starter kultirler ile tursu Uretimi

MF213

MF513-MF179

Sekil 3. Starter kiltirler ile tretilen tursu 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerine ait hiicre
protein profilleri (SDS-PAGE)
Figure 3. Whole cell protein profiles of lactic acid bacteria isolated from pickle samples produced by starter cultures
(§DS-PAGE)

Depolama

Depolama amacti ile tiretimi gergeklestirilen tursu
gruplarindan elde edilen veriler ile fermantasyon
denemesinde iUretilen tursulardan elde edilen
veriler arasinda bir iliski veya bagintt kurulmasi
amaglanmamis olup, tamamen ayri bir deneme
olarak diistiniilmistiir. Iki deneme arasindaki
benzerlik, yalnizca aynt bilesimdeki salamuralarin
ve arastirma materyali olarak ayni Ozellikteki
hiyarlarin kullanilmast olarak kalmistir. Depolama
denemesi sirasinda elde edilen degerler, farkli
salamuralardan ve farkli depolama siireleri sonucu
elde edilen kimyasal analizlerin ortalama deneysel
sonuglart, Sekil 4’ te verilmistir.

Gergeklestirilen depolama denemelerine ait pH
sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4a) 2 aylk
depolamaya alinan Orneklerde en yitksek pH
degeri kontrol 6rneginde 3.51, en disiik deger ise
MF513-MF179  nolu 6rnekte  3.30 olarak
saptanmistir. MEF513, MF377 ve MF213 nolu
6rnek salamuralarinin pH degetleri ise birbirine
benzer bulunmustur (pH 3.41). 4 aylik ve 6 aylik
depolama 6rneklerinde benzer sekilde en dusiik
pH degeri MF513-MF179 nolu 6rnekte, sirastyla
3.27 ve 3.21 olarak belirlenmistir.

Depolanan 6rneklerde titrasyon asitligi degerleri
(Sekil 4b) incelendiginde, 2 aylik depolamaya
alinan Orneklerde en yiksek titrasyon asitligi
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degeri MF513-MF179 nolu kanstk kiltir ile
fermente edilen 6rnekte % 1.28 olarak, en dusik
deger ise MF377 nolu 6rnekte % 1.01 olarak
saptanmustir.  MF513, MF213  ve kontrol
orneklerinde ortalama titrasyon asitligi degeri 1.05
olarak bulunmustur. Bu c¢alismada ulagilan
titrasyon asitligine ait sonuglar ile Etchells ve ark.
(1975 1n 3 ay depolama sonucu belirttigi
ortalama % 0.60-1.46 degerleri arasinda benzerlik
bulunmaktadir. 4 ayhk depolamaya alinan
orneklerde en yiksek titrasyon asitligi degeri
MF513-MF179 nolu karigik kiltir ile dretilen

tursularda % 1.34; en disik titrasyon asitligi ise
MF377 nolu 6rnekte % 1.02 olarak bulunmustut.
6 aylik depolamaya alinan 6rneklerde en yiiksek
titrasyon asitligi degeri MF513-MF179 nolu
ornekte % 1.46; en disik deger ise MF513 nolu
ornekte % 1.10 olarak belirlenmistir. 2, 4 ve 6 aylik
depolama Orneklerine ait salamuralarin  timi
incelendiginde, en ytksek titrasyon asitligi degeri,
ortalama % 1.26 ile 6 aylik tursularda, en disik
deger ise ortalama % 1.09 ile 2 aylik tursu
Orneklerinde ortaya ¢tkmistir.
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Sekil 4. Depolama siiresince salamura 6rneklerinde a) pH, b) titrasyon asitligi ve c) indirgen seker
degisimleri
Figure 4. Changes in brine samples during storage a) pH, b) titratable acidity and c) reducing sugar

2 ayhk depolanan 6rneklere ait indirgen seker
miktarlarinin ise ME377 ve MF513 nolu 6rnekte
en vyiksek degerde (15.16 ve 13.82 g/L)
bulundugu, ancak diger 6rneklerde de kalan seker
miktarinin da oldukea yiiksek degerlerde oldugu
gorilmektedir. 4 ve 6 aylik depolanan 6rneklerde
ise daha disiik miktarlarda indirgen seker
belirlenmistir (Sekil 4c). Fermantasyon sonunda
kalan seker diizeyinin bu denli yiksek olmasi,
muhtemelen seker disginda diger indirgen
maddelerden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Depolama denemesi sirasinda farkli
salamuralardan elde edilen mikrobiyel sayimlarin
ortalama sonuclari, Sekil 5te verilmistir. LLAB
sayist 2 aylik 6rneklerde en fazla 6.05 log kob/mL
ile MF213 nolu 6rnekte, en az 3.27 log kob/mL
ile MF513-MF179 nolu 6rnekte bulunmustur.
Toplam mezofil bakteri sayis1 2 aylik 6rneklerde
toplam LAB sayisinda oldugu gibi en yiksek
MF213 nolu 6rnekte, en disik ise MF513-MF179
nolu &rnekte tespit edilmistir. Orneklerdeki
toplam maya sayist ise log 3.17-4.91 kob/mL
araliginda bulunmus olup en yliksek maya icerigi
MF377 nolu Ornekte saptanmistir.
Arastirmamizda elde edilen bu sonuglara gore,
LAB populasyonunun depolama stresince,

sayilart azalsa da, aktif kaldigi s6ylenebilir. Karisik
starter kiltiirler kullantarak tiretilen ve depolanan
MF513-MF179 kodlu &rneklerin maya, LAB ve
toplam mezofil mikrobiyel yukinin diger
Orneklere kiyasla daha digik olmasi, bu tursu
Orneginin daha yiiksek asitlik ve diisik pH degeri
ile de iliskilendirilmistir.

Depolama sonrasi tursu Orneklerinin geker,
organik asit kompozisyonu ve etil alkol
oranlari

Fermantasyon sirasinda ve depolama asamasinda
secker ve organik asit kompozisyonlarinin ve
bunlatin miktarlarinin belitlenmesi,
fermantasyonda  etkin  bakteri  grubunun
belirlenebilmesi agisindan bir yorum yapabilmeye
olanak saglayabilir. Orneklerin depolama sonunda
HPLC ile seker ve organik asit kompozisyonlart
belirlenmis, bunlara ilaveten etil alkol miktar1 da
saptanmis; sonuglar, 3 paralelin ortalamasi olarak,
Cizelge 3’te verilmistir. Starter kiltiir kullanilan
tursu Ornekleri ile kontrol grubuna ait Srnekte 6.
ay depolama sonunda asetik asit miktarlari benzer
bulunmus ve ortalama 0.26 g/100 mL olarak
belitlenmistir (P >0.05).  Fermantasyon
denemelerinde elde edilen toplam asitlik
sonuglarinda oldugu gibi depolama sonrast en
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yiksek laktik asit miktann MF513-MF179
suslarinin kullanildigs tursu 6rneginde belirlenmis
ve kontrol grubu tursu 6rneginde benzer sekilde
daha yiiksek laktik asit miktart Olctlmistir (P
>0.05). En dustk laktik asit miktar1 ise MF213
nolu tursu Orneginde belitlenmis olup, 1.09 g
laktik asit/100 mL olarak olctilmistir. Tursu
orneklerinin 6 ay depolama sonrast kalan
sekerlerin kompozisyonu incelenecek olursa, tim
orneklerin fruktoz miktart glikoza kiyasla daha
disiik belirlenmistir. Ozellikle 6. ay depolama
sonunda laktik asit miktar1 daha ytiksek 6lciilen
MF513-MF179 nolu 6rnekte kalan fruktoz
miktarinin daha diistik oldugu goriilmektedir. Bu
durumun, karsitk kiltir fermantasyonunda yer
alan L. plantarum ve P. ethanolidurans suslarinin
farklt seker fermantasyon profiline sahip olmasi

ile iligkili oldugu diustntlmektedir. Tum tursu
orneklerinde depolama sonrast kalan glikoz
miktarlart ise benzer olarak bulunmugtur (P
>(0.05). Fermantasyon sonrast olusan ve ortamda
kalan etil alkol miktarlari incelenecek olursa, en
yiksek alkol MF213 nolu 6rnekte 0.48 ¢/100 mL
olarak Olcilmis olup, kontrol ve MF513 nolu
orneklerde  de  benzer alkol  miktarlart
belitlenmistir. Yuksek alkol miktatlart
fermantasyonda kullanilan sekerlerin asit olusumu
ile  birlikte alkol iretimine harcandiginin
gostergesi olmaktadir. Fermantasyon ortaminda
bulunan maya hicreleri alkol iiretiminde temel
sorumlu florayt olusturmaktadir. Depolama
sonrast MF213 nolu tursu Orneginde Olciilen
digiik laktik asit miktar1 ve maya yikid bu
sonuclart destekler niteliktedir.
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Sekil 5. Depolama stiresince salamuradaki mikrobiyolojik sayim sonuglart (log kob/mlL) a) Toplam
mezofilik aerobik bakteri b) Toplam LAB ¢) Toplam maya-kiif
Figure 5. Results of microbiological counting in brine during storage (log ¢fu/ mL) a) Total mesophilic aerobic bacteria
b) Total 1 AB ¢) Total yeast-mold
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Cizelge 3. 6 ay siire ile depolanan tursu 6rneklerine ait seker, organik asit dagilimi ve etil alkol miktarlart
(g/100 mL)
Table 3. Sugar, organic acid distribution and ethyl alcohol content (g/ 100 mL) of pickle samples stored for 6 months

Fruktoz Glikoz Etanol Asetik asit Laktik asit
Kontrol 0.1010.122> 0.4410.262 0.3710.14 0.261+0.01» 1.49+£0.43#bc
MF513 0.2140.052 0.60+0.16* 0.38+0.10% 0.25%0.007 1.29£0.11°
MFE377 0.20+0.152 0.74+0.102 0.2740.02> 0.25%0.007 1.34£0.23b¢
MF213 0.1610.04 0.55+0.16* 0.48+0.112 0.2610.022 1.09£0.04¢
MF513-MF179 0.0210.01> 0.7410.082 0.2610.02> 0.2610.002 1.62£0.02#

*abc: Tstatistiksel olarak ayni siitundaki veriler arasindaki benzerlik (P <0.05)

SONUC
Starter kaltir kullanilarak dretilen tursularda
duyusal  olarak  belirgin = bir  dstiinlik

belirlenememesine karsin, laktik asit
fermantasyonunu  kisa  strede  tamamlamig
olmalart  nedeniyle,  starter  kullaniminin

fermantasyonun seyrine 6nemli bir katkida
bulundugu anlasimaktadir. Tursu dretiminde
starter  kullamimi,  fermantasyonun  giivenle
tamamlanmasina ve standart Ozelliklere sahip
irin olusumuna verdigi katki nedeniyle,
treticilere tavsiye edilebilir. Yapilan bu ¢alisma ile
tanimlanmis  ve karakterize edilmis starter
kiltirler tarafindan tursu fermantasyonlarinin
daha kontrollii ve giivenilir bir sekilde yiiriitilmesi
saglanarak, endustriyel tursu dretimleri icin
kaynak olusturmast hedeflenmistir. Ozellikle
karistk  starter  kiltirlerin - fermantasyonlarda
kullantmi her bir kuiltirin sahip oldugu farkli
teknolojik 6zelliklerin bir arada kullanimina firsat
verecektir.  Spontan fermantasyonlardaki en
biyik sorun olan standardizasyon ve Urin
glivenligi bu sekilde daha iyi saglanabilecektir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma, Turkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu (TUBITAK) (Proje No.
1080491) tarafindan desteklenen projenin bir
bélimuddr.

KAYNAKLAR

Akpinar-Bayizit, A., Ozcan-Yilsay, T., Yilmaz, L.
(2007). Study on the use of yoghurt, whey, lactic
acid and  starter culture on  carrot
fermentation. Pol. |. Food. Nutr. Seci., 57(2): 147-
150.

Angelis, M., Corsetti, A., Tosti, N., Rossi, J.,
Cotbo, =~ MR,  Gorbetti, M. (2001).
Characterization of non-starter lactic acid bacteria
from Italian ewe cheeses based on phenotypic,
genotypic, and cell wall protein analyses. App/.
Environ. Microbiol., 67(5): 2011-2020.

Bagder Elmaci, S., Tokatli, M., Dursun, D,
Ozgelik, F., Sanlibaba, P. (2015). Phenotypic and
genotypic identification of lactic acid bacteria
isolated from traditional pickles of the Cubuk
region in Turkey. Folia Microbiol, 60: 241-251.

Breidt, F., McFeeters, R. F., Perez-Diaz, 1., Lee,
C. (2013). Fermented vegetables. In Food Microbiology:
Fundamentals and Frontiers. Doyle, M.P., Buchanan,
R.L. (Ed.), ASM Press, Washington D.C., pp. 841-
855.

Cetin, B. (2011). Production of probiotic mixed
pickles (Tursu) and microbiological properties.
Afr. ]. Biotechnol., 10(66): 14926-14931.

Con, A.H., Karasu, N. (2009). Determination of
antogonostic starter cultures for pickle and olive
fermentation processes. Czech. . Food. Sci., 27(3):
185-193.

Daeschel, M.A., Fleming, H.P. (1984). Selection
of lactic acid bacteria for use in vegetable
fermentations. Food Microbiol., 1: 303-313.

Di Cagno, R., Coda, R., De Angelis, M., Gobbetti,
M. (2013). Exploitation of vegetables and fruits
through  lactic  acid  fermentation. Food
Microbiol., 33(1): 1-10.

Erten, H., Boyaci-Gindiz, C.P., Agirman, B.,
Cabaroglu, T. (2016). Fermentation, Pickling, and
Turkish Table Olives. In: Handbook of 1 egetable

755



756

M. Tokatli, S. Bagder EImaci, N. Aslankoz, F. Ozcelik

Preservation and Processing, Hui, Y.H., Evranuz,
E.O., Bingél, G., Erten, H., Jaramillo-Flores,
M.E. CRC Press, Taylor&Francis Group, Boca
Raton, pp. 209-230.

Etchells, J.L., Fleming, H.P., Bell, T.A. (1975).
Factor influencing the growth of lactic acid bacteria during
brine fermentation of cucumbers; Lactic Acid Bacteria in
Beverages and Food.  Carr, ].G., Cutting, C.V.,
Whiting G.C. (Ed), Academic Press, New York,
pp. 281-305.

Forouchi, E., Gunn, D.J. (1983). Some effects of
metal ions on the estimation of reducing sugars in
biological media. Biotechnol. Bioeng., 25: 1905-1911.

Gardner, N.J., Savard, T., Obermeier, P,
Caldwell, 