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ABSTRACT

In the study use of vacuum-oven dried cultivated purslane in ready-to-eat yogurt production was observed.
Yogurt samples were fortified with dried purslane in different ratios 0%, 0.5% and 1.0% for PC (control),
PURT and PUR2, respectively and kept at 4+1°C for 21 days. Total dry matter (%) and ash (%) increased
in accordance with the amount of purslane used and no pronounced change was observed in fat (%) content
and pH. Titratable acidity (LA %) and pH values ranged between 1.32-1.52 and 4.37-4.08 during storage
petiod, respectively. Lightness (AL*) and greenness (#*) decreased and yellowness (#*) increased in yogurt
samples depending on the purslane amount. Significant color difference (AE*>3) was observed in fortified
yogurt samples (P <0.05). Syneresis decreased and texture parameters slightly decreased with purslane use
except cohesiveness and gel became softer. Purslane flavor, sour taste and improved texture were expressed
in fortified yogurts. PUR1 was found more acceptable sensorially than other samples.

Keywords: Purslane, Portulaca oleracea 1., yogurt, fortification, ready-to-eat.

KURUTULMUS SEMIZOTU (PORTULACA OLERACEA L.) iLE
ZENGINLESTIRILMIS TUKETIME HAZIR YOGURDUN FiZIKOKIMYASAL
VE TEKSTUREL OZELLIKLERI

oz

Arastirmada vakumlu etiv ortamunda kurutulmus semizotunun titketime hazir yogurt Gretiminde
kullanim1 arastinlmistir. Kurutulmus semizotu PC (kontrol), PUR1 ve PUR2 6rneklerinde sirasiyla
%0, %0.5 ve %1.0 oranlarinda kullandmis ve &rnekler 21 giin buzdolabinda depolanmistir.
Orneklerde kullanilan semizotu miktarina bagli olarak toplam kuru madde (%) ve kil (%) degetlerinde
artts gbzlenirken, yag (%) icerigi ve pH acisindan belirgin bir degisim gézlenmemistir. Depolama
stiresince 6rneklerin titrasyon asitligi degerleri (% L.A) ve pH sirastyla 1.32-1.52 ile 4.37-4.08 arasinda
degismistir. Semizotu miktarina baglt olarak yogurt érneklerinde patlaklik (ALX) ve yesillik (%)
degerleri azalmus, sarilik (4*) degeri artmustir. Semizotu ilaveli érneklerde kontrolle kiyaslandiginda
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o6nemli renk farki (AE*> 3) gézlenmistir (P <0.05). Semizotu ile zenginlestirilmis 6rneklerde sinerez
azalmus, i¢ yapiskanlik degeri disindaki tekstiir parametrelerinde bir miktar azalma ile birlikte daha
yumugak bir jel yapist meydana gelmistir. Semizotu aromasi, eksi tat ve iyilesmis tekstiir
zenginlestirilmis yogurtlarda ifade edilen duyusal sonuglardir. Panelistler tarafindan PUR1 duyusal

olarak daha kabul edilebilir bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Semizotu, Portulaca oleracea L., yoZurt, zenginlestirme, tiiketime hazir.

INTRODUCTION

Yogurt is a popular fermented milk product
beneficial for human diet (Lucey et al., 1999;
Dello-Staffolo et al., 2004). In the production
milk is fermented by starter cultures of Streptococcus
salivarius  subsp  thermophilus  and  Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus (Tamime and Robinson,
2007; Damin et al., 2009). Due to presence of
these living microorganisms yogurt is accepted as
a healthy food with functional properties
(Tamime & Robinson, 2007; Chouchouli et al.,
2013; Mani-Lépez et al., 2014; Chen et al., 2017,
Huang et al, 2020). Among the other dairy
products yogurt is more functional with its
composition and also its applicability to various
alternative meals. Consumer’s tendency to
consume healthy food varieties made yogurt a
good choice (Martin-Diana et al., 2003; Fagan et
al., 2000; Isleten and Karagul-Yuceer, 20006; Sigdel
et al.,, 2018). In the markets there exist yogurts
with varying in fat composition (non-fat, low-fat,
whole fat etc.), probiotic options, physically
different alternatives as drinkable, concentrated,
set and stirred types, frozen, dried yogurts and
value added forms as flavored, fruity yogurts and
also yogurts enriched with bioactive components
(Dello-Staffolo et al., 2004; Isleten and Karagul-
Yuceer, 2006; Tamime and Robinson, 2007
Loveday et al., 2013; Mani-Lépez et al., 2014).

Purslane (Portulaca oleracea 1..) is a native plant of
India and Middle East that is cultivated in tropical
and sub-tropical regions of the world (Yan et al.,
2012; Zhou et al., 2015; Wainstein et al., 2016). It
is known as one of the 8 most common plants
grown in the world (Oliveira et. al., 2009; Yan et
al., 2012; Alam, et al., 2014; Wainstein et al., 2010).
Purslane is actually a wild plant but it is also
cultivated intentionally. As one of the medicinal
aromatic plant, purslane has many therapeutic and
health promoting properties such as antiseptic,
anti-inflammatory, analgesic, antibacterial,
antidiabetic and antioxidant effect (Yan et al,

2012; Zhou et al., 2015; Wainstein et al., 2010).
According to Chinese medicine purslane is
responsible for long-life (Yan et al, 2012;
Wainstein et al., 2016) and it is also regarded as
"Global Panacea" by Wotld Health Otganization
(WHO) (Alam et al., 2014; Zhou et al., 2015;
Mastud et al., 2018) since containing many health
promoting components such as minerals, vitamin
C, vitamin E, carotenoids, essential amino acids,
omega-3-fatty acid and phenolic compounds
(Oliveira et al., 2009; Yan et al., 2012; Zhou et al.,
2015; Wainstein et al., 2016). Since purslane is a
common plant, it has different uses throughout
the world. The plant is used raw, mostly in salads,
as a vegetable dish by cooking, or by boiling in the
form of tea or soup after drying in Mediterranean
and tropical Asian countries (Oliveira et.al., 2009;
Demirhan and Ozbek, 2010; Youssef and
Mokhtar 2014; Zhou et al., 2015) and besides that
the seeds of the plant are turned into flour by
Americans and the locals of Australia to be used
in bread and porridge (Zhou et al.,, 2015). In
Turkey purslane is consumed in salads, as a
vegetable dish an even more commonly by
combining with yogurt in chopped raw form.

Drying is a process of removal of water to some
extent present in the material. In that way
deterioration reactions related to microbial
spoilage and chemical reactions are minimized in
biomaterial (Krokida et al., 2004; Orikasa et al.,
2014). Drying is used for centuries in preserving
quality of foods for longer periods of time than
their fresh state, besides that transportation and
storage costs are reduced (Doymaz, 2013). Fruits
and vegetables can easily lose their freshness due
to high moisture content (more than 80%) even
in refrigerator. Quality of these agricultural
products can be preserved successfully by drying
(Sagar and Kumar, 2010; Orikasa et al., 2014;
Yousef and Mokhtar, 2014; Khaled et al., 2020).
Solar, hot air, spray, microwave, freeze drying and
osmotic dehydration are the drying techniques
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used in food technology. (Khaled et al., 2020).
Sun and solar drying techniques are traditional
techniques applied for years in drying of fruits and
vegetables with some limitations such as longer
drying times, contamination and also degradation
reactions in color and bioactive components.
Convective or hot-air drying systems are
conventionally applied ones, especially for
vegetable products, with low technological
complexity and low-cost advantage (Sagar and
Kumar, 2010; Karaman et al., 2014; Orikasa et al.,
2014; Yousef and Mokhtar, 2014; Figiel and
Michalska, 2017; Li et al., 2019). But some adverse
effects on physical properties such as texture and
color of fruits and vegetables and also nutritional
and sensorial defects depending on the intensity
of the temperature are also reported (Sagar and
Kumar, 2010; Orikasa et al., 2014; Yousef and
Mokhtar, 2014; Figiel and Michalska, 2017; Li et
al., 2019). Vacuum drying techniques are
alternative ones that use lower temperatures in
drying. Drying occurs at sub-atmospheric
pressures that; water boils at lower temperatures
and also absence of oxygen preserves dried
product characteristics and heat sensitive
compounds in short drying times (Sagar and
Kumar, 2010; Karaman et al., 2014; Orikasa et al.,
2014; Khaled et al., 2020).

In Turkish cuisine yogurt is consumed as plain
directly and/or mixed with some vegetables,
spices and herbs. These consumption practices
are considered as habits and sometimes also the
ways of increasing palatability and organoleptic
properties of yogurt. Consumer recently demand
nutrient dense, low energy, practical food
solutions rather than unhealthy nutrient-poor
snacks, desserts and cookies (Fernandez and
Marette, 2017). Fruits, vegetables, fibers, spices
and herbs can be added to yogurt either during
consumption or during processing (Isleten and
Karagul-Yuceer, 20006; Tarakei et al., 2011; Sigdel
et al., 2018; Mousavi et al., 2019; Wang et al,,
2019). Consumption of yogurt with purslane is a
good example of yogurt use in Turkish cuisine.
Purslane is as an excellent source of many
bioactive components and can be stored as frozen
or dried state for several years (Demirhan and
Ozbek, 2010). Drying characteristics of purslane

and use of different drying methods and their
effects on purslane were investigated by the
researchers (Demirhan and Ozbek, 2010;
Karaaslan et al., 2013; Yousef and Mokhtar,
2014). To the best of our knowledge there are
limited studies related to combination of purslane
with yogurt. In these studies, researchers focused
on different applications such as: use of different
herbs in concentrated yogurt in fresh state
(Tarakei et al,, 2011), use of purslane juice in
yogurt (Wu et al., 2011) and a clinical trial in which
the effect of inclusion of purslane seed into yogurt
during consumption is examined (Zakizadeh et
al., 2015). In the present study use of vacuum-
oven drying technique in dried purslane
production, use of dried purslane in ready-to-eat
yogurt production and the changes in quality
attributes of yogurt were investigated.

MATERIAL AND METHODS

Material

Cow’s milk, skim milk powder (Izi sut, Konya,
Turkey) and DVS - lyophilized yogurt starter
culture (CH-1, Chr. Hansen, Hoersholm,
Denmark) used in yogurt production were
supplied by Dairy Plant of Ankara University
Faculty of Agriculture, Ankara, Turkey. Chemical
attributes of raw cow’s milk used in the study were
given in Table 1. Fresh purslane was purchased
from local matkets (Ankara, Turkey) at once and
stored approximately at 4°C for a possibly short
period until drying.

Table 1. General characteristics of raw milk
X + 5. (n=2)

Component Raw milk
Total solid (%0) 11.69 £ 0.021
Fat (%) 3.35 £ 0.070
Ash (%) 0.70 £ 0.021
pH 6.77 £ 0.134
Titratable acidity (°SH) 6.88 £ 0.339

Methods

Drying of Purslane

Freshly obtained purslane were subjected to some
stages until drying process. The plants were
initially separated from foreign materials, rinsed
with tap water and made ready for use. The excess
water is drained as good as possible to prevent
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rapid deterioration of purslane. After that the
leaves and the stems of purslane were separated
from the whole plant and dried separately. Drying
process was carried out in vacuum oven chamber
(BINDER VD 53, Tuttlingen, Germany) under
20 kPa vacuum and at 60°C until final moisture
content reached about 5%. Drying process was
traced by measuring the moisture content
gradually (OHAUS MB 45; Parsippany, NJ, USA).
The dried leaves and stems were ground into fine
powder before use.

Yogurt processing

Raw cow’s milk was initially heated to 46-47°C for
separation and standardization of fat to 1.5% and
fortified with skim milk powder to 14% dry
matter. The experimental design of the study was
established according to the preliminary studies
done by our team members (Sert and Evkaya,
2017) and the treatments of the study were given
in Table 2 as PC (control), PUR1 and PUR2. In
the production, the bulk milk was divided into 3
equal parts and inclusion of dried purslane was
done at 55-60°C. All mixes were homogenized by
Ultra-Turrax blender (IKA RW 20, Staufen,
Germany) for complete dispersion of dried
purslane for 5 minutes. Mixes were heated at 90°C
for 10 minutes and cooled to 45°C for inoculation
of yogurt culture consisting of Steptococcus
thermophilus and  Lactobacillus -~ delbrueckii ~ subsp.
bulgaricus (CH-1, Chr. Hansen, Hersholm,
Denmark). The inoculation level for each 3L of
batch was 0.4 g. Following the inoculation, the
bulk mixtures were poured into sterile containers
of nearly 100 mL for set-type yogurt production.
The incubation was carried out at 43°C until
achieving pH of 4.60 - 4.70. Following the
fermentation samples were cooled and kept at
4£1°C and analyzed in their chemical, physical
and sensorial attributes during storage period (1,
7, 14 and 21 days). The study was performed in
duplicate.

Table 2. Experimental design of the study
Purslane plant part and ratio (%)
Purslane leaves  Purslane stems

Sample code

PC (control) None None
PURI1 0.25 0.25
PUR2 0.50 0.50

Composition and physicochemical properties
of yogurt samples

Yogurt samples were analyzed in their total dry
matter (%), fat (%), ash (%) content with methods
(AOAC, 1997), Gerber method (Renner, 1993)
and Bradley et al. (1993), respectively on the 1st
and 215t days of storage.

pH and Titratable acidity

The pH value was measured by immersing
electrode of pH-meter (Mettler Toledo Seven2Go
S2; Schwerzenbach, Switzerland). Titratable
acidity of the yogurts was determined by titrating
with 0.1N NaOH coupled with phenolphthalein
as indicator and expressed as lactic acid (%)
(Bradley et al., 1993).

Color analysis

The CIELAB parameters of yogurt samples were
measured by Chroma meter (Konica Minolta CR
410, Sensing Inc., Osaka, Japan) during storage
period. After calibrating the instrument by
standard white plate, color parameters L*, #* and
b* were measured. Among these parameters L*
indicates the lightness of a material changing from
0-100 (black - white). The parameters a* and &*
can have (+) or (-) values and denote redness (+)
or greenness (-) and yellowness (+) or blueness (-
) of a material, respectively. By using the
measured color parameters ¥, a* and 4%, color
indices such as total color difference (AE),
Chroma (C*) and Hue angle (4*) were calculated
by the given equations (Pathare et al., 2013).

AE = \/(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2  Eqn (1)
C* =./(a*)? + (b*)? Eqn (2)
b = tan™'(2) Eqn (3)

Syneresis

Syneresis was evaluated according to Robitaille et
al. (2009) by a centrifugation (Sigma 3—18K,
Osterode am Harz, Germany) of 25 g of yogurt at
2200 rpm for 10 min at 4°C. Serum (supernatant)
separated after centrifugation was weighed and
calculated as syneresis (%) by Equation 4.

Syneresis (%) = (weight of supernatant +

weight of yogurt) x 100 Eqn (4)



Ready-to-eat yogurt fortified with dried purslane

Texture analysis

Textural properties of yogurt samples were
determined by texture analyzer (TA. XT Plus,
Stable Micro Systems, Surrey, UK). Yogurt
samples were analyzed by back extrusion method
in their original containers with 35-mm back
extrusion cone and a 5- kg load cell. Test speed of
the probe and probe penetration distance were
adjusted to the values 1,5 mm/s and 20 mm,
respectively. Firmness, consistency, cohesiveness
and index of viscosity were the textural
parameters measured in the 1st; 7th) 14t and 21st
days of storage. Samples were kept in the
refrigerator just 5 minutes before the analysis. For
each yogurt sample measurements were done for
4 times at a time in four different cups.

Sensory analysis

Sensory evaluation of yogurt samples was carried
out by 7 panelists experienced in dairy products in
the Dairy Technology Department (Ankara
University Agriculture Faculty, Ankara, Turkey).
Sample yogurts were coded with 3-digit numbers
and served to the panelists in their original
containers together with water. Aroma/flavor,
odor, appearance, texture and  general
acceptability attributes of yogurt samples were
evaluated by grading test method for overall
quality assessment in terms of given attributes.
The grading scale used in sensory evaluation and
verbal explanations of the grades were given in
Table 3 (Altug-Onogur and Elmaci, 2015).

Table 3. Grading scale used in sensory evaluation
of yogurt samples

Grading Scale Score
Extremely good 10
Perfect
Very good
Good
Quite good
Fair
Slight fair
Moderate
Very poor
Extremely poor
Unconsumable

O
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Statistical analysis

Statistical evaluation of the results was done by
Minitab statistical package (version 16.0, Minitab
Inc.; State College, PA, USA). In order to evaluate
the effect of using different concentrations of
putslane in yogurt characteristics Tukey's
multiple-compatrison test was applied. The level
of significance of differences between treatments
was determined at P <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Yogurt composition

The compositional properties of yogurt samples
were given in Table 4. Incorporation of dried
purslane significantly affected total dry matter (%0)
and ash (%) content of the samples (P <0.05)
Higher values were observed in these properties
in yogurt samples with purslane (PUR1 and
PUR?2) than control (PC), in accordance with the
level of purslane used in production. Storage
period had no significant effect on these
parameters (P >0.05). In terms of fat (%) content
neither use of purslane nor storage period had no
significant  effect  depending on  using
standardized raw milk in production (P >0.05).

pH and Titratable Acidity

The addition of dried purslane did not cause a
significant effect in pH of sample yogurts (P >
0.05).  Although being non-significant yogurt
samples with dried purslane (PUR1 and PUR2)
had higher pH values than control (PC). Similar
results were stated by Hashim et al. (2009), but
contrarily Espirito — Santo et al. (2013) and Sigdel
et al. (2018) reported decrease in pH with
presence of fruits in the system than control
yogurts. However, pH decreased during storage
period in yogurt samples (Table 5). This decrease
and difference were significantly different in the
Ist day than the remaining storage period (P
<0.05). The tendency of pH decreases and
increase in titratable acidity in yogurt during
storage is known as post-acidification reaction of
lactic acid bacteria responsible for yogurt
fermentation in that the acidity of yogurt samples
continued to increase (Espirito — Santo et al,
2013; Mani-Loépez et al., 2014; Rudra et al., 2017).
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Table 4. Basic chemical composition of yogurt samples

Treatment ! Dry matter (%) Fat (%) Ash (%)
PC (control) 14.16 £0.27% 1.37 £ 0.06 1.11 £0.018
PURI1 14.64 £ 0.1248 1.41 £0.03 1.27 £ 0.04A
PUR2 1540 £ 0.13A 1.45 £ 0.04 1.35£0.01A

Values given in the table are the means = SE of 15t day and 21t day of the storage in duplicate; values in the same
column with different letters in superscript differ significantly (P <0.05).

Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt with 1.0%
purslane.

Table 5. pH and Titratable acidity (L.A%) values of yogurt samples in the storage days

Storage time (Day) pH Titratable acidity (LA %)
1 4.37 = 0.047 1.32 £0.038
7 4.16 = 0.028 1.50 £ 0.044
14 4.14 = 0.068 1.49 £ 0.024
21 4.08 = 0.038 1.52 £ 0.034

Values given in the table are the means * SE on the days of storage in duplicate; values in the same column with
different letters in superscript differ significantly (P <0.05).
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt with 1.0%

purslane.

Titratable acidity values of the yogurt samples
were significantly affected individually by
purslane addition and storage period (P <0.05).
Similar to pH, acidity increased that titratable
acidity gradually increased during storage and
significant difference was observed in the 1st day
when compared with days 7, 14 and 21 (P <0.05).
Besides that, PUR2 had higher titratable acidity

values than PC and PUR1 during storage period
(Figure 1). Addition of fruits caused a rising trend
in titratable acidity of yogurts due to low pH of
fruits naturally (Sigdel et al., 2018). In sample
yogurt PUR2 the progress of acidity was slightly
more than others this might be the reason of
acidic nature of purslane and use of higher
amounts when compared with PUR1.
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Figure 1. Titratable acidity values (L.A %) of yogurt samples during storage period in duplicate
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt
with 1.0% purslane.
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Color characteristics

Color is the first parameter determining consumer
preference of a food product. Food products are
evaluated in terms of color by measuring L*, a*,
b* parameters. The color indices of total color
difference (AE*), Chroma (C* and Hue angle
(b®) are calculated by measured color parameters.
CIELAB color characteristics of yogurt samples
were presented in Table 6. Incorporation of

purslane created significant difference in all color
characteristics of yogurt samples (P <0.05) except
b* for PC and PURZ2. In terms of storage period
L* a*, AE, h* values were significantly different
in the 1stday and Chroma (C¥) was significantly
different in the 1stand 7% day of storage than the
other days (P <0.05) (data not shown). Storage
period did not cause a significant difference
statistically in 4* values of the samples (P >0.05).

Table 6. Color characteristics of yogurt samples

Treatment! L* a* b* AE* Chroma (C¥% Hue angle (6%
PC 70.78 £ 0.04~  -2.39 £ 0.014 8.66 £ 0.10A - 8.99 £0.07A -74.54 £0.132
PURI1 60.54 £0.238  -2.08 £ 0.078 8.11£0.148  10.27 £ 0.264 8.31+0.118 -75.53 £ 0.338
PUR2 56.06 + 0.13¢  -1.92 £ 0.06¢ 848 £0.12A  14.74 £ 0.16B 8.70 £ 0.07¢ -77.29 £0.29¢

Values given in the table are the means = SE during storage period in duplicate; values in the same column with

different letters in superscript differ significantly (P <0.05).

L* value indicates whiteness of the material in
light-dark axis (ranging between 100-0 values)
(Maskan, 2001). Casein micelles, milk fat globules
were effective in whiteness of fluid milk, take
place in scattering the light in visible spectrum and
fermentation causes decrease in translucency of
milk (Garcia-Pérez et al., 2005). PC yogurt was
whiter than PUR1 and PUR2 with higher L*
values. As concentration of purslane increased in
yogurt sample yogurt became darker. The
darkening effect of purslane might be due to
absorption of water by fiber present in purslane.
Similar results were reported by the researchers as
free water present in food surface causes higher
L* values (whiter product) (Garcia-Pérez et al.,
2005). Negative a* values and positive &* values in
color scale of CIE system means greenish and
yellowish colors perceived by human eye.
Parameter 4%, followed an increasing trend (less
greenish  color) in increasing  purslane
concentration but although no regular increase
was observed in all samples (PC, PUR1 and
PUR2), b* for PUR2 was higher so more
yellowish than PUR1 (Table7). Similarly, in
orange fiber enriched yogurts L* values decreased
and #* and b* values increased (Garcia-Pérez et
al., 2005). Tarakei et al. (2011), stated at 8.0%
inclusion levels, purslane use in labneh
(concentrated yogurt) caused decrease in L*
(87.55£1.24) and increase in a* (-5.04 £0.30,
greenness) and decrease in 4% (10.37£1.89,
yellowness) when compared with control in the 1st

day of storage. Herbs used in labneh affected
color characteristics differently. Vital et al. (2015),
declared decrease in whiteness in supplemented
yogurt but as stated by Tarakci etal. (2011), a*and
b* changed according to color of additive used.

AE is an index, indicating the color difference of
a material from control. Its magnitude determines
the degree of difference (AE>3; very distinct,
1.5<A4E<3; distinct and when AE>1.5; small
difference exists) (Pathare et al., 2013). According
to Table 6, when PC was considered as control,
AE values for PUR1T and PUR2 were higher than
3; so, all purslane fortified yogurt samples were
very distinctly different than PC (P <0.05).

Chroma (C*) is the measure of colorfulness
(saturation index) and measured by compating the
degree of hue with grey color under same
lightness (Eqn 2). Higher chroma values are
perceived by human eye more intensively (Pathare
etal.,,2013). Sanz et al. (2008), stated that fiber use
increased C* values in yogurt samples and yogurt
became more colorful with fiber addition.
However, in our samples purslane addition did
not cause similar effect both in C* and /*, &*
regular increasing trend with increasing purslane
concentration was not observed. Highest chroma
values were obtained for PC with significant
difference (P <0.05) (Table 6).
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Hue angle (#*) is used to indicate the difference of
a color with a reference of grey color under same
lightness. Usually used to define color parameters
in fruits, green vegetables and meats. Higher hue
angle means lesser yellow character (Angles: 0°:
red hue, 360° red hue, 90° yellow hue, 180°:
green hue and 270° blue hue) (Pathare et al.,
2013). In the samples since /* depends on #* and
b (Eqn 3), with a* (-) and b* (+) values, /* lies
between 90°- 180° that is in between yellow-gteen
hue and higher purslane concentrations resulted
in greater hue angle measurements.

Syneresis

Syneresis is the expulsion of whey from yogurt gel
network regarded as an undesirable physical
defect (Lee and Lucey, 2010; Mani-Loépez et al.,
2014). This is an either spontaneous or
mechanical disruption of the gel that determines
the quality and stability of yogurt (Mani-Lopez et
al,, 2014). In low fat yogurts syneresis and texture
defects could possibly occur and in general also
increase in total solid content reduce syneresis
(Vital et al., 2015). But this reaction depends on
the nature of the additive used; syneresis in yogurt
can either increase or decrease (Lee and Lucey,
2010; Mani-Loépez et al., 2014; Rudra et al., 2017).
In the samples syneresis was not significantly
affected by incorporation of purslane and storage

period (P >0.05). Increasing the concentration of
purslane caused decrease in syneresis (Figure 2).
Aberoumand (2009), reported crude fiber content
of purslane leaves and stems as 8%. PUR1 and
PUR2 are both enriched with purslane fiber exist
in leaves and stems (Table 2). Lower syneresis was
observed for PUR2 having higher fiber content
than PUR1 and PC. Similarly, (Hashim et al.,
2009) stated higher fiber content causes a
decrease in syneresis. Use of dried fruits controls
syneresis in yogurts by absorbing free water
(Sigdel et al., 2018). At 0.6% and 0.8% orange
fiber levels, an increase was observed in syneresis
but whey released from the gel was absorbed by
the fiber at 1.0% orange fiber concentrations
(Garcfa-Pérez et al,, 2005). A datrkening effect
(decrease in [¥) also observed in the samples due
to absorption of water by increased purslane
amounts. Syneresis in yogurt increases with
storage time is a known phenomenon and use of
pectin in yogurt prevents separation of the whey
by interacting with casein through calcium ions
(Ramirez-Santiago et al., 2010). Increase in acidity
is also responsible for increase of syneresis in
yogurts. Although acidity increased from day 1 to
day 21, synetresis tended to decrease in our
samples. Water holding capacity of yogurt gel was
enhanced during storage petriod and this time in
fiber - entiched yogutt.
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Figure 2. Syneresis (%) values of yogurt samples during storage period in duplicate
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt
with 1.0% purslane.
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Texture characteristics

Yogurt quality is assessed by its textural
characteristics and results were presented in Table
7. Incorporation of purslane and storage period
did not create significant effect on firmness (N),
consistency (N.s), cohesiveness (N), index of
viscosity (N.s) parameters of yogurt (P >0.05).
The addition of dried purslane in amounts (PUR1
and PUR2 were 0.5% and 1.0%, respectively)
resulted in decrease in firmness, consistency and
index of viscosity and a slight increase in

cohesiveness values when compared with PC.
These results indicated that, the concentrations of
purslane used in yogurt samples were not at a level
that make a difference in texture. The
concentration of dietary fiber used in yogurt was
effective on texture characteristics. Use of 1.5%
dietary fiber was ineffective on yogurt texture and
at 3.0% dietary fiber dosages, significant
difference was observed in texture (Hashim et al.,
2009).

Table 7. Texture characteristics of yogurt samples

Treatment Firmness (N)  Consistency (N.s)  Cohesiveness (N)  Index of viscosity (N.s)
PC (Control) 2.86 £ 0.15 30.71 £ 1.36 0.97 £ 0.01 1.79 £ 0.05
PUR1 2.76 £ 0.07 28.82 £ 0.80 0.98 £ 0.01 1.77 £ 0.09
PUR2 2.78 £0.17 2724 +1.59 0.98 £ 0.02 1.76 £ 0.07

Values given in the table are the means £ SE during storage period in duplicate;
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt with 1.0%

purslane.

Firmness is the first determining quality
parameter of yogurt in sensory evaluation. Water
holding capacity of milk proteins increase during
storage leads to increase in firmness (Seckin and
Baladura, 2012). Cold storage also strengthens
textural characteristics of set-type yogurts (Wang
etal.,, 2019). Yogurt texture changes with presence
of fiber and its dose is the determinative (Seckin
and Baladura, 2012; Wang et al., 2019). Firmness
values of both yogurt samples increased during
storage but highest values were observed in
control yogurt (PC) due to rearrangement of
proteins (Figure 3). Firmness values of PUR1 and

Firmness (N)
-

PUR2 increased compatible with higher fiber
dose similar to results of tesearchers (Seckin and
Baladura, 2012; Wang et al., 2019). Similar to our
results lower firmness results were determined in
supplemented yogurts than control. This situation
was explained as the reason of higher water in gel
structure causes lower firmness values and softer
gel structure in Pleurotus ostreatus aqueous extract
(POE) supplemented yogurts (Vital et al., 2015).
As stated by Vital et al. (2015), this is also
associated with lower syneresis at higher fiber

doses (Figure 2).

1 7

14

Storage period (Day)

OPC ®PUR1 BPUR2

Figure 3. Firmness (N) of yogurt samples in storage days in duplicate
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt
with 1.0% purslane.
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Yogurt milk protein content and use of some
ingredients affect curd structure and stability
(Guven et al.,, 2005). As stated by Vital et al.
(2015), the optimal dose that effects water binding
and viscosity formation capability of soluble
components and presence of insoluble ones in
protein gel structure determines consistency. In
their study neither control nor the sample with
highest apple pomace (1.0%) dose got the highest
consistency values. Sample with (0.5%) apple
pomace got the highest and regarded as the
optimal dose for water retention and viscosity
building (Vital et al., 2015). In our samples,
highest consistency values were observed in PC
and lower in PUR1 and PUR2 with decreasing
otder, respectively (Table 7). Similar to firmness
consistency increased during storage period due
to rearrangement of proteins (P >0.05).

Cohesiveness is the force required for removal of
yogurt stuck on the spoon or mouth during
consumption (Wang et al., 2019). Purslane
addition (PUR1 and PUR2) caused slight increase

in cohesiveness values than PC. Although a slight
difference was found, it can be concluded that
incorporation of purslane made yogurt more
cohesive than plain yogurt.

Despite no distinct difference was observed
between the samples; PC got higher values than
others in terms of index of viscosity. Inclusion of
dried purslane to the yogurt resulted in less
viscous structure in increasing doses (Table 7).

Sensory evaluation

Statistically aroma/flavor, texture and general
acceptability characteristics were significantly
affected by use of dried purslane in yogurts (P
<0.05) and presented in Figure 4. On the
contrary, odor and appearance were not affected
significantly (P >0.05) but PUR1 got the highest
scores in terms of odor and appearance during
storage period (data not shown). Storage time did
not create a significant difference in the sensory
parameters (P >0.05).
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General
acceptability

Texture

Figure 4. Sensory scores of yogurt samples during storage petriod (P <0.05)
Treatment codes represent; PC, Yogurt (control); PUR1=Yogurt with 0.5% purslane; PUR2=Yogurt
with 1.0% purslane.
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Aroma/flavor and texture characteristics were
mostly affected sensory parameters related to
dried purslane use. The most obvious
consequences of the addition of dried purslane
were declared by the panelists as the formation of
a purslane flavor, sour taste and improved texture
in the samples compared with control. The
sourness defined was more distinct in PUR2 than
PURI1 due to purslane amount used and increased
with storage time. So, it can be concluded that this
sour sensation was related to purslane nature itself
and not created a negative effect in pH of yogurt
samples. All samples were ranked with scores
higher than grade 7 (Table 3) so regarded as
“good” at least in terms of aroma, texture and
general acceptability properties. PUR1, got higher
scores in terms of all sensory attributes (Figure 4)
than PC and PUR2 except texture. Although,
scores were very close, texture of PUR2 was
ranked with higher scores than PUR1. A firmer
gel structure was noted by panelists with
increasing purslane amount. However, PC was
found firmer than PUR1 and PUR2 according to
instrumental texture results (Table 7). General
acceptability of the samples followed a decreasing
order as PUR1, PUR2 and PC (control) during
storage period (P <0.05). Similatly, highest overall
acceptability was detected in purslane added
labneh samples among various alternative herbs

(Tarakci et al., 2011).

CONCLUSION

In this study the use of purslane in dried state
during yogurt processing was investigated and
general composition, physicochemical, textural
and sensory characteristics of yogurt samples
were analyzed. Incorporation of dried purslane
during processing did not cause a definite
negative effect on properties of yogurt samples.
Fat (%) content was not affected by purslane use
but total dry matter (%) and ash (%) content
increased in the samples in accordance with the
purslane According  to  color
characteristics, purslane addition resulted in
decrease in lightness (AL*) and greenness (4*) and
increase in yellowness (4*) of yogurt samples
depending on the purslane dose. Yogurt samples
became very different than control in terms of
color (AE*) with purslane addition. Syneresis

amount.

decreased with use of purslane and with its
increasing amounts compared to control.
Although  instrumental texture parameters
decreased slightly with purslane use and its
increasing amounts except cohesiveness, this
change in texture was not declared by the
panelists during sensorial evaluation. Purslane use
at a ratio of (0.5%) was found more successful
according to sensorial and overall evaluation.
According to the results the addition of purslane
in dried form suited well with yogurt and its use
during yogurt processing was found acceptable
and time-saving rather than preparing “yogurt
with purslane” with fresh purslane at the time of
consumption. Use of purslane in dried state was
found promising for developing a new fermented
dairy alternative for consumers requiring ready-
to-eat, rapid, healthy food solutions. Besides that
the results of the study presented the opportunity
of using purslane in a value-added form for
industrial applications. It is thought to be
beneficial to investigate the effects of drying and
technological applications used in yogurt
processing on health promoting components of
purslane.
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Bu calismada; ekmegin besinsel 6zelliklerini gelistirmek icin ekmek tGretiminde kullanilan bugday unu, farkl
metotlatla (geleneksel ve ultrason uygulamal) aciligt giderilmis lipenden elde edilen un (%10) ve tip4 direncli
nisasta (DN-%10) ile yer degistitilmistir. Ekmegin kalite 6zelliklerini gelistirmek amaciyla vital gluten ve/veya
sodyum stearol-2-laktilat (SSL) ilavesi yapilarak, katki maddeletinin ekmek kalitesi tlzerine etkileri
belirlenmistir. Ekmek formilasyonuna lipen unu+DN ilave edilmesiyle azalan hacim ve spesifik hacim
degetleri, katki maddelerinin kullanim ile yitkselmistir. Ultrason uygulamastyla aciligi giderilmis lipen unu
kullanimy; geleneksel yontemle aciligt giderilmis liipen unu iceren ekmeklere gére daha yliksek hacim ve
spesifik hacim ile daha dustk sikilik ve sertlik degetleri saglamustir. Vital gluten+SSL kombinasyonu ile
tretilen ekmeklerin sertlik, elastikiyet, koheziflik ve esneklik degetleri istatistiki actdan bugday unu ekmegine
benzer bulunmustur (P >0.05). Ekmek 6rneklerinin genel begeni puanlant %10 lipen unu+%10 DN
kullanumi ile azalmus, vital gluten ve vital guten+SSL ilavesi genel begeni puanlarinin bugday unu ekmegine
yakin olmastnt saglamustir.

Anahtar kelimeler: Vital gluten, sodyum stearol-2-laktilat (SSL), lipen, direngli nisasta, ekmek

EFFECT OF VITAL GLUTEN AND EMULGATOR ON QUALITY PROPERTIES
OF BREAD CONTAINING LUPIN FLOUR DEBITTERED BY DIFFERENT
METHODS AND RESISTANT STARCH

ABSTRACT

In this study, wheat flour used in bread was replaced by flour (10%) obtained from lupin debittered
by different methods (traditional and ultrasound application) and resistant starch type4 (RS-10%) to
improve nutritional properties of bread. The effects of vital gluten and/or sodium stearoyl-2-lactylate
(SSL) on quality characteristics of bread were investigated. While volume and specific volume
decreased with addition of lupin flour+RS to bread formulation, it increased with additives. Use of
lupin flour debittered by ultrasound provided higher volume and specific volume, lower firmness and
hardness compared to breads containing lupin flour debittered by traditional method. Hardness,
springiness, cohesiveness and resilience of breads produced with vital gluten+SSL were found
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statistically similar to wheat flour bread (P >0.05). Overall acceptability scores of breads decreased
with use of 10% lupin flour+10% RS, addition of vital gluten or vital gluten+SSL provided overall

acceptability scores close to wheat flour bread.

Keywords: Vital gluten, Sodium stearoyl-2-lactylate (SSL), lupin, resistant starch, bread

GIRIS
Antik bir baklagil tanesi olarak bilinen lipen
(Lupinus albus L.), Akdeniz cevresinde, Balkanlar,
Asya, Avrupa ve Giney  Amerika’da
yetistirilmektedir. Proteince zengin (%33-47) bir
bilesime sahip olan liipen ayni zamanda; diyet lifi,
yag, a-tokoferol, tiamin, riboflavin, C vitamini ve
cesitli mineraller icermektedir (Dervas vd., 1999;
Mohammed vd., 2017). Bununla birlikte, lipen
yiksek oranda antioksidan aktiviteye ve fenolik
madde icerigine sahiptir (Oomah vd., 2000).

Lipenin insan sagh@r Uzerine etkilerinin
arastirildign  calismalarda;  disik  yogunluklu
lipoprotein  seviyesi, plazma kolesteroli ve

trigliseritler ile kan basincinda azalma sagladigi,
kardiyovaskiiler —hastalik riskini  distirdigi
bildirilmistir (Sirtori vd., 2004; Lee vd., 2009;
Belski vd., 2011). Lipen igerigi yiksek olan
gidalar, glisemik indeksinin disik olmast
sebebiyle diyabet ve obezitenin kontroliinde
kullanilabilmektedir (Johnson vd., 2003).

Direngli nisasta (DN), st gastrointestinal
sistemde 120 dakika boyunca hidrolize direng
gbsteren  nigastadir. DN,  postprandiyal

hiperglisemiyi etkilememektedir. Kalin bagirsakta
mikroorganizmalar tarafindan fermente edilen
DN, kisa zincirli yag asitlerine (bitirat, propiyonat
ve asetat gibi) ve cesitli gazlara (CO2, CH4 ve Hy)
donustirilmektedir (Englyst vd., 1992). Kalin
bagirsaktaki  kisa  zincitli  yag  asitleri;
kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuar bagirsak
hastaligt ile bazt kanser tirlerinin riskinin
azaltilmasinda ve kolon saghgt tizerinde olumlu
ctkiler gosterebilmektedir (Wong vd., 2006).
Sindirilmeden kalin bagirsaga ulasan DN, AACC
(2000) tarafindan verilen diyet lifi tanimina
uymakta ve  bir lif  bileseni  olarak
sintflandiridmaktadir. DN’nin insan sagligi Gizerine
ctkilerinin  aragtinlldigt ~ calismalarda;  kolon
kanserini 6nleyebildigi (Asp ve Bjorck, 1992),
prebiyotik etkilerinin bulundugu (Brown vd.,
1990), tip 2 diyabet riskini disirdigi (Meyer vd.,
2000), safra tast olusumunu azaltabildigi (Birkett
vd., 2000), postprandiyal lipit oksidasyonunu

artirarak  uzun donemde  yag  birikimini
onleyebildigi (Higgins vd., 2004), kalsiyum ve
demir emilimini artirabildigi (Morais vd., 1996)
bildirilmektedir.

Bugday ununda bulunan gluten proteininin
milkemmel visko-elastik Ozellikleri; ortamdaki
havanin ve maya faaliyeti sonucu olusan
karbondioksitin  hamur icinde tutulmasina,
béylece kabaran, hacimli ve goézenekli yapida
ekmek olusumuna imkan vermektedir (Pomeranz,
1987; Dizlek vd., 2013). Bugday ununun lipen
unu ve DN ile ikamesi; gluten oraninda
seyrelmeye, hamurun visko-elastik Szelliklerinde
ve pisme performansinda azalmaya sebep olarak,
ekmegin teknolojik kalitesinin diismesine neden
olabilmektedir (Dervas vd., 1999; Sanchez vd.,
2014). Vital gluten, genellikle tahil ve baklagil
unlar ilavesiyle bozulan teknolojik 6zelliklerin
bugday ununa geri kazandirilmasini saglamakta;
hamur mukavemetini, yogurma toleransini ve elle
isleme Ozelliklerini  gelistirmektedir (Day vd.,
2006).

Bir emtlgatér olan sodyum stearol-2-laktilat
(SSL); hamur yogurma esnasinda gluten ile

etkilesime  girerek  hamur  mukavemetinin
artmasini,  bayatlamanin  gecikmesini  ve
yapiskanligin - azalmasint  saglamaktadir  (van

Steertegem vd., 2013). Gomes-Ruffi vd. (2012),
ekmek yapiminda SSL kullanimi ile ekmek icinin
yumusadigini, gézenek yapisinin - iyilestigini,
ekmek hacminin artugini ve daha uzun raf
omrine  sahip  ckmek  elde  ettiklerini
raporlamiglardir.

Bu c¢alismada; bugday unu, farkli metotlarla
(geleneksel ve wultrason uygulamali) acilig
giderilmis lipen unu (%10) ve DN (%10) ile
ikame edilerek ekmek tiretimi gerceklestirilmistir.
Lipen unu ve DN ilavesiyle bozulan eckmek
kalitesinin iyilestirilmesi i¢in ¢esitli katki maddeleri
(vital gluten, SSL ya da vital gluten+SSL)
kullanilarak kalite Uzerine etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir.



Lipen unu ve direngli nisasta igceren ekmekler

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bugday unu (%0.62 kil ve %11.34 protein;
Hekimoglu, Konya, Tirkiye), yas maya (Pakmaya,
Kocaeli, Turkiye), tuz ve DN (tip4) Konya
(Turkiye) piyasasindan tedarik edilmistir. Vital
gluten ve SSL. Vatan Enzim A.S’den (Istanbul,
Tirkiye) alnmustir,

Bu calismada kullanilan lipen unlar (geleneksel
yontemle  aciigr  giderilmis  lipen
(GALU)/ultrason uygulamastyla aciligi giderilmis
lipen unu (UALU)), 1190071 no’lu proje ile
TUBITAK tarafindan desteklenen daha 6nceki
calismamizda elde edilmistir. Bu amagla, ac1 lipen
tohumlar1 geleneksel yontem (144 saat) ve
ultrason uygulamali yoéntem (25 °C - her 4 saatte
bir 25 dk ultrasonikasyon - toplam 60 saat) olmak
tzere iki farkli metot kullanilarak acilik giderme
islemine tabi tutulmustur. Her iki acilik giderme
yonteminde de liipen tohumlarina 1:3 (lipen:su,
w/v) oraninda saf su eklenmis ve 75 dk siire ile 1sil
islem uygulanmustir. Ardindan 6rneklere 1:10
(lipen:su, w/v) oraninda saf su eklenmis;
gelencksel yontemde her 4 saatte bir su
degistirilerek, 144 saat boyunca 6rnekler 1slatma
islemine tabi tutulmus, ultrason uygulamali
yontemde ise 60 saat boyunca her 4 saatte bir
orneklerin 1slatma suyu (25 °C) degistirilmis ve 25
dk stre ile ultrason uygulanmugtir. Actlig
giderilmis lipen tohumlart (toplam alkaloit
miktart < 0.02 g/100 g) ogutilerek un haline
getirilmis, daha sonra kuru kavurma yontemi (160
°C - 30 dk) ile stabilize edilmistir (Yaver, 2021).

unu

Yoéntem

Ekmek Uretimi

Kontrol-1 %100 bugday unu ekmegi Giretimi icin;
100 g un esasina gore 3 g yas maya, 1.5 g tuz ve
su, mikser (Hobart N50, Offenburg, Almanya)
icerisinde katistrildiktan sonra dustik hizda 5 dk
ve yiksek hizda 2 dk stire ile homojen bir hamur
clde edilene kadar yogrulmustur. Elde edilen
hamurlar, 30 °C’de ve %80-90 nispi nemde kitle
fermentasyonuna (30+30 dk) birakilmug, 30 dk’da
bir katlanarak havalandinlmig, daha sonra
sekillendirilerek 60 dk  dinlendirilmistir.
Fermentasyon stiresi sonunda hamutlar, 230

°C’deki firinda (Fimak Rokon Classic FRN10 G,
Konya, Tirkiye) 9 dk stireyle pisirilmistir.

Kontrol-2 ekmek 6rneginin tretiminde; bugday
unu %10 lipen unu (GALU/UALU) + %10 DN
ile ikame edilmis, Kontrol-1 ekmeginin
tretiminde uygulanan prosediir aymt sekilde
uygulanmustir. Liipen unu ve DN kullanim orant,
onceki ¢alismamizda farkl lapen unu (%0, 10, 15
ve 20) ve DN (%0, 5 ve 10) ikame oranlar
arasinda teknolojik kalite acisindan en uUmitvar
bulunan 6rnegin %10 lipen unu + %10 DN
kullantlarak dretilen ekmek 6rnegi olmast ile
belitlenmis ve katki maddelerinin ilave edilmesi
lzerine  yaptlan  denemeler bu  ekmek
formilasyonu (Kontrol-2) lzetinde
gerceklestirilmistir (Yaver, 2021). Katki maddeleri
ilave edilmis ekmek denemeleri icin; Kontrol-2
ekmek formiilasyonuna (%10 lipen unu + %10
DN) seyrelen miktarda vital gluten, %0.5 SSL ve
aynt oranlarda vital gluten:SSL. kombinasyonu
ilave edilmis ve yukarida bahsedilen ekmek tiretim
prosediiriiniin aynist uygulanmistir.

Renk Olgiimii

Ekmek 6rneklerine ait renk degetleri (IL*, a* ve 4%
Minolta CR-400 (Konica Minolta, Inc., Osaka,
Japonya) cihazt kullantlarak Francis (1998)’e gbre
belirlenmistir. Renk degerleri, hem ekmek kabugu
hem de ekmek icinde bes farkli noktadan 6l¢im
yapilmast ile bulunmustur.

Agirlik, Hacim ve Spesifik Hacim

Agitlik ve hacim degerleri, ekmek 6rneklerinin
firtndan  c¢tkmasint  takiben 60 dk  sontra
Olctlmustir. Hacim 6l¢timi kolza tohumu ile yer
degistirme esasina gére, AACC 10-05 metoduna
uygun olarak yapdmustir (AACC, 1990). Ekmek
orneklerine ait hacim degerinin agithk degerine
oranlanmasi ile spesifik hacim degeri bulunmustur

(Elgtin vd., 2001).

Tekstiir Analizleri
Ekmek 6rneklerine ait 1. ve 3. giinlerde Sl¢tlen
stkilik, sertlik, clastikiyet, koherziflik,

cignenebilitlik ve esneklik degerleri tekstiir analiz
cihazi (Stable Microsystems T'A-XT.Plus, Surrey,
Birlesik Krallik) kullanilarak ve AACC 74-09
metoduna uygun olarak belilenmistir (AACC,
2000).
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Duyusal Analizler

Duyusal analizler 12 panelist tarafindan, ekmek
Orneklerinin tat, koku, gbriiniis, simetri, gbzenek
vapist  ve  genel  begeni  Ozelliklerinin
degerlendirilmesi ile gerceklestirilmistir.
Degetlendirme, 1-9 arasindaki skala (1: asir1 kotd,
5: orta, 9: agin iyi) kullanlarak yapilmistir (Hooda
ve Jood, 2005).

Istatistiksel Analiz
Istatistiki ~ analizlerde TARIST 401 (Ege
Universitesi, ~ Izmir,  Tiirkiye)  programi

kullanilarak sonuglara varyans analizi (ANOVA)
uygulanmis, ana  varyasyon  kaynaklarinin
ortalamalart arasindaki farklar Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile belitlenmistic (P <0.05).
Analiz  sonuglart  ortalamatstandart sapma
seklinde verilmistir (Duzglnes vd., 1987).

SONUC VE TARTISMA

Ekmek oOrneklerine ait kabuk L* 4% ve b*
degerleri Cizelge 1’de gdsterilmistir. Ekmeklerin
tretiminde kullanilan lipen wununun ¢esidi
(GALU ve UALU), 6rneklerin ortalama kabuk
L¥, a*ve b* degerleri tizerinde istatistiki acidan bir
farklilik olusturmamustir (P >0.05). Sonuclar katk:

cesidi  faktorii acisindan  degerlendirildiginde;
Kontrol-2 (%10 Lipen unu + %10 DN) 6rneginin
kabuk L* degerinin, Kontrol-1 (%100 bugday
unu) Ornegine gbre daha ylksek oldugu
bulunmustur. Kontrol-2 ekmegi formiilasyonuna
ilave edilen katki maddelerine (vital gluten, SSL ve
vital gluten+SSL) ait kabuk L* degerinin,
Kontrol-2 ekmegine istatistiki acidan benzer
oldugu belirlenmistir (P >0.05). En yiksek
ortalama kabuk a* degeri (10.61) Kontrol-1
orneginde bulunurken, en disitk ortalama kabuk
a* degeri Kontrol-2 (7.23) ekmegi ile “%10 lipen
unu + %10 DN + SSL” katkili ekmek Srneginde
(7.15) elde edilmistir. Ekmek formiilasyonuna
beyaz renkli DN ilavesinin, %10 lipen unu + %10
DN iceten cekmek 6rneklerinin @ Kontrol-1
ekmegine gore daha yitksek I.* ve daha dugstk a*
degerlerine sahip olmasinda etkili oldugu tahmin
edilmektedir. Ekmek 6rneklerinin ortalama kabuk
b* degeri tzerinde katki cesidinin 6nemli (P
>0.05) bir etkisinin bulunmadigi gérilmistur.
Benzer sonuclar Yidiz (2009) tarafindan da elde
edilmis, “%20 karabugday unu + vital gluten +
SSL” iceren ekmegin kabuk [.* ve /* degetlerinin
katkisiz ekmege yakin oldugu bildirilmistir.

Cizelge 1. Ekmek 6rneklerine ait kabuk renk degetleri!
Table 1. Crust color values of bread samples’!

Faktor/ a I o .
Factor

Liipen unu cesidi/

Lupin flonr type

GALU2 10 61.45+1.962 8.34+1.41a 32.01+0.492
UALU? 10 61.38+1.862 8.29+1.452 31.9410.342
Katkz gesidi/

Additives

Kontrol-14/ Control-1# 4 58.16x0.13b 10.61£0.062 31.78%0.102
Kontrol-25/ Control-25 4 62.4510.532 7.2310.254 32.41£0.392
VGS$ 4 61.31£0.18 8.70+0.10b 32.321+0.102
SS17 4 62.60£0.112 7.1510.004 31.66£0.392
VGH+SSL 4 62.541+0.252 7.8710.03¢ 31.69£0.232

ISonuglar iki tekerriiriin ortalamasidir. Farkli harfle isaretlenmis, aynt stitundaki ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir (P <0.05)./"Values are the average of duplicate samples. Means followed by the different letter within a

column are statistically different from each other (P <0.05).

2Geleneksel yontemle actht giderilmis lapen unu./?Laupin flour debittered by traditional method.
3Ultrason uygulamastyla aciigr giderilmis lipen unu./?Lupin flour debittered by uitrasound application.

49100 bugday unu./*100% wheat flour.

5%10 lipen unut%10 direncli nisasta./’10% lupin flonr+10% resistant starch.

%Vital gluten.
"Sodyum stearol-2-laktilat./”Sodium stearoyl-2-lactylate.
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Ekmek Orneklerine ait ic L*, a* ve b* degerleri
Cizelge 2’de verilmistir. GALU ve UALU
kullanilarak tretilen ekmeklerin ortalama ic L*, a*
ve b* degerlerinin Dbirbirine yakin oldugu,
aralarinda  anlamlt  bir  fark  olusmadigt
belitlenmistir (P >0.05). Katkisiz Kontrol-2
ornegi ile katki maddeleri ilave edilerek tretilen
ckmek Orneklerine ait ortalama i¢ L* degerleri
birbirine yakin (P >0.05) ve Kontrol-1 ekmeginin
ortalama i¢ L* degerine gére daha dusik
bulunmustur.  Katki  maddeletinin  ilavesi,
Kontrol-2 ekmeginin ortalama i¢ z* degerini
sayisal olarak azaltmis, ancak bu farkin istatistiki

acidan 6nemsiz (P >0.05) oldugu gorilmistir.
Kontrol-2 ekmeginde, Kontrol-1 ekmegine gore
daha ytiiksek ortalama i¢ 4* degeri elde edilmistir.
Kontrol-2 formiilasyonunda yer alan lipen
ununun  bilesiminde  bulunan  pigmentler,
muhtemelen bu artts tizerinde etkili olmustur.
Vital gluten ve vital gluten+SSL katkilan, katkisiz
Kontrol-2 ekmeginin ortalama i¢ b* degerini
azaltmistir. Kim vd. (2013); vital gluten katkisinin,
ekmek Orneklerine ait i¢ a* degerinin katkisiz
kontrol 6rnegine yakin olmasint sagladiginy, i¢ b*
degerini ise azalttigini ifade etmislerdir.

Cizelge 2. Ekmek 6rneklerine ait ekmek i¢i renk degerleri!
Table 2. Crumb color values of bread samples!

Faktor/ a I o -
Factor

Liipen unu cesidi/

Laupin flonr type

GALU2 10 70.45+1.262 -1.78£0.152 20.81£3.48a
UALU3 10 70.35+1.352 -1.77£0.21» 20.78+3.52a
Katkz gesidi/

Additives

Kontrol-14/ Control-1* 4 72.61£0.022 -1.55%0.052 14.67£0.11¢
Kontrol-25/ Control-2° 4 70.531£0.06> -1.61£0.062 23.21£0.10a
VGS 4 69.53+0.32b -1.85%0.032 21.6610.21>
SSLY 4 69.60+0.07> -1.93£0.02» 22.87£0.012b
VG+SSL 4 69.72+0.08> -1.9240.01» 21.58%0.10v

ISonuglar iki tekerriiriin ortalamasidir. Farkli harfle isaretlenmis, ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir (P <0.05)./"V alues are the average of duplicate samples. Means followed by the different letter within a

column are statistically different from each other (P <0.05).

2Geleneksel yontemle actligt giderilmis lupen wnu./?Lapin flour debittered by traditional method.
3Ultrason uygulamastyla actligt giderilmis lapen unu./ Lapin flour debittered by ultrasound application.

49100 bugday unu./*100% wheat flonr.

5%10 lipen unu+%10 direncli nisasta./*70% hpin flonr+10% resistant starch.

%Vital gluten.
"Sodyum stearol-2-laktilat./”Sodium stearoyl-2-lactylate.

Ekmek orneklerine ait agirlik, hacim ve spesifik
hacim sonuglart Cizelge 3’te verilmistir. Ekmek
6rneklerinin Uretiminde lipen unu ¢esidi olarak
UALU kullanimi, GALU kullanilarak dretilen
ckmeklere gbre daha distk agihk degerleri ile
daha yiksek hacim ve spesifik hacim degetleri
saglamustir. UALU 6rneklerinin elde edilmesinde
kullantlan ultrason uygulamasinin oksidasyona ve

bunun  sonucunda da  hidroperoksitlerin
olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Jiang vd.,
2014). UALU Orneklerinde bulunan

hidroperoksitler, UALU iceren eckmeklerde
hamur oksidasyonu ile serbest silfidril (-SH)
gruplarinin disdlfit (S-S) gruplarina déntisimiini
saglayarak gluten agini giiglendirmis ve ekmek
hacminin artmasint saglamus olabilir (Yang vd.,
2018; Li vd., 2019). Katk1 ¢esidi faktorii agisindan
yaptlan degerlendirmede; katkisiz  Kontrol-2
ckmeginin ortalama agirhk degeri 155.32 g olarak
bulunmus; vital gluten, SSL ve vital gluten+SSL
lavesi ile ekmek Orneklerinin ortalama agirhk
degerlerinin sirastyla 151.22 g, 153.31 g ve 148.62
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g’a distigh gértlmistir. %10 lipen unu + %10
DN  formilasyonuna ilave edilen katkt
maddelerinin G¢t de (vital gluten, SSL ve vital
gluten+SSL) hacim ve spesifik hacim degerlerinin
katkisiz Kontrol-2 ekmek 6rnegine gére artmasint
saglamis, istatistiki acidan en yitksek hacim ve
spesifik hacim degerleri ise Kontrol-1 6rneginde
bulunmustur (P <0.05). Sekil 1a’da gosterildigi
gibi, hem GALU hem de UALU ilave edilerek
tretilen ekmekler arasinda Kontrol-1 érnegine en
yakin hacim degeri vital gluten+SSL katkist ile
elde edilmistir. Vital glutenin; hamur elastikiyetini,
mukavemetini ve gaz tutma kapasitesini artiran

visko-elastik Gzellikleri ve lipen unu+DN ilavesi
ile seyrelen gluten miktarini tamamlayict olmasi,
hacim artist tizerinde etkili olmaktadir (Dizlek vd.,
2013; Ortolan ve Steel, 2017). SSL ise; gluten ve
nisasta arasindaki araytizde stv1 filmler olusturarak
gaz tutma kapasitesinin artmasint saglamakta, bu
da hacim ve spesifik hacim degetleri tizerinde
olumlu etki olusturmaktadir (Krog, 1981; Gomes-
Ruffi vd., 2012). Ozkaya ve Ozkaya (1992); %20
oraninda musir unu iceren ekmek formiilasyonuna
vital gluten+SSL katkist ilavesinin, ekmek
orneklerinin hacim ve spesifik hacim degertlerini
tyilestirdigini raporlamuglardir.

Cizelge 3. Ekmek 6rneklerine ait agirlik, hacim ve spesifik hacim degerleri!
Table 3. Weight, volume and specific volume values of bread samples’!

Faktor/ Agitlik (2)/ Hacim (ml)/ Spesifik hacim (ml/g)/
Factor Weight (s) Volume (ml) Specific volume (ml/ g)
Liipen unu cesidi/

Laupin flonr type

GALU2 10 152.2414.29a 517.391£82.61b 3.4120.64>
UALU? 10 149.60£3.12b 551.79£62.592 3.7020.492
Katks gesidi/

Additives

Kontrol-14/ Control-1* 4 146.10£0.67¢ 626.93+2.202 4.29£0.032
Kontrol-25/ Control-2° 4 155.3243.732 432.48£50.01¢ 2.79£0.394
VGS 4 151.2241.39¢ 543.19+25.41¢ 3.59£0.20bc
SSLY 4 153.31%+1.46° 505.25+12.834 3.2940.12¢
VG+SSL 4 148.62£2.08d 565.11£31.16> 3.81+0.26>

ISonuglar iki tekerriiriin ortalamasidir. Farklt harfle isaretlenmis, aynt sttundaki ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidir (P <0.05)./"V alues are the average of duplicate samples. Means followed by the different letter within a

colunn are statistically different from each other (P <0.05).

2Geleneksel yontemle actligt giderilmis lupen wnu./?Lapin flour debittered by traditional method.
3Ultrason uygulamastyla aclligt giderilmis lapen unu./’Lapin flour debittered by ultrasound application.

49100 bugday unu./*100% wheat flonr.

5%10 lipen unu+%10 direncli nisasta./*70% hpin flonr+10% resistant starch.

%Vital gluten.
"Sodyum stearol-2-laktilat./”Sodium stearoyl-2-lactylate.

Ekmek oOrneklerine ait 1. gln tekstiir analiz
sonuglart Cizelge 4’te verilmistir. Ortalama 1. giin
sikilik, sertlik ve ¢ignenebilirlik degerleri; GALU
kullantlarak tretilen ekmek 6rneklerinde sirasiyla
474 ¢, 712 g ve 401 g, UALU ile hazirlanan
orneklerde ise sirastyla 376 g, 626 g ve 371 g olarak
bulunmustur. Ekmek hacmindeki artisin stkilik,
sertlik ve ¢ignenebilitlik degetleri tizerinde olumlu
etki gosterdigi belirtilmektedir (Gudik, 2016).
UALU iceren ekmeklerin  GALU igeren
ekmeklere goére daha yiksek hacim degerlerine

sahip olmasinin tekstiirel 6zelliklere de yansidigt
distnilmektedir (Cizelge 3 ve 4). Lipen unu
cesidinin, ekmeklerin 1. giin elastikiyet, koheziflik
ve esneklik degerleri Gizerinde énemli (P >0.05)
bir etki olusturmadigi belirlenmistir. Kontrol-1
ornegi ile karstlastirldiginda, ekmek dretiminde
%10 lipen unu + %10 DN kullaniminin
(Kontrol-2) ortalama 1. giin sikilik, sertlik ve
cignenebilirlik  degerlerinin  artmasina neden
oldugu gorilmustir. Lipen unu ve DN ilavesi ile
gluten miktarinda meydana gelen seyrelmenin gaz
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tutma kapasitesinin azalmasina neden olmasi,
gbzenek yapist gelisimini olumsuz etkilemekte;
sikilik, sertlik ve cignenebilitlik degerlerinin artist
ile sonuclanabilmektedir (Coda vd., 2017; Liu vd.,
2017). Villarino vd. (2015); %20 oraninda lipen
unu kullaniminin, ekmek 6rneklerinin sertlik ve
cignenebilirlik degetlerini kontrol bugday unu
ckmegine gore artirdigini raporlamislardir. Sanz-
Penella vd. (2010) ise; %10 oraninda DN iceren
ckmeklerin, bugday unu ekmegine goére daha
yiksek sertlik ve ¢ignenebilirlik degerlerine sahip
oldugunu  ifade  etmislerdir. Kontrol-2
formiilasyonuna ilave edilen katki maddelerinin
tcti de Kontrol-2 ekmeginin ortalama 1. gln
sikilik degerini azaltmis, en etkili sonug vital
gluten+SSL kombinasyonunun kullanimi ile elde
edilmistir (Sekil 1b). Vital gluten+SSL katkist ayni

zamanda; ortalama 1. giin sertlik degerinin
Kontrol-1 ekmegine yakin olmasint saglams (P
>(.05), ortalama 1. glin ¢ignenebilirlik degerini ise
Kontrol-1’e gére dustirmistir (P <0.05). Curti
vd. (2014), vital gluten ilavesinin gluten ag
gelisimini iyilestirerek gaz tutma kapasitesini
artirmast ile ekmek ici tekstlrel Ozelliklerinin
gelisimini destekledigini raporlamiglardir. Ekmek
tretiminde SSL kullanilan calismalarda ise, SSL’in
daha yumusak bir ekmek ici sagladigt ve gézenek
yapist gelisimini iyilestirerek ekmek ici tekstiirii
tizerinde olumlu sonuglar verdigi belirtilmektedir
(Sluimer, 2005; Khaleel vd., 2018). Katki ¢esidi
faktorii acisindan; ekmek Orneklerinin 1. giin
elastikiyet, koheziflik ve esneklik degerleri
arasinda istatistiki acidan bir farklilik olusmadigi
gbzlenmistir (P >0.05).
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Sekil 1. Ekmek 6rneklerine ait hacim (a) ve 1. glin stkilik (b) degetleri
Figure 1. Volume (a) and 17 day firmness (b) values of bread samples
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Cizelge 4. Ekmek 6rneklerine ait 1. giin tekstiir analiz degerleri!
Table 4. The 1% day texture analysis values of bread samples’

Faktor/ Sikilik (g)/ Sertlik (g)/ Elastkiyet/  Koheziflik/  Cignenebilitlik(s)/  Esneklik/
Factor Firmness (g) Hardness (g) Springiness Cobesiveness Chewiness (g) Resilience
Liipen unu gegidi/

Lupin flour type

GALU2 10 474%197.41a  7124254.622  0.877£0.042  0.664+0.062 401+81.81a 0.304%0.052
UALU3 10 376%84.15>  626%155.89>  0.885+0.03+  0.681x0.04» 371+55.67> 0.32840.044
Katkr cesidi/

Additives

Kontrol 14/ 4 296%13.44¢ 530+£5.664 0.928+0.012  0.728+0.01» 35614.24¢ 0.356%0.002
Control-14

12;;;;;;25/ 4 655%£217.08+ 1021£185.26* 0.831£0.012  0.598£0.042 503153.74a 0.245%0.032
VG 4 389%51.62¢ 580%£26.16¢  0.880+0.002  0.680%0.012 347%10.05 0.330£0.022
SSL7 4 464%36.77° 67514596  0.872%0.00=  0.65820.002 388+26.71b 0.312£0.012
VG+SSL 4 354%53.03d 540%38.89¢  0.893%0.00=  0.697%0.01~ 336%19.944 0.336£0.022

ISonuclar iki tekerririin ortalamasidir. Farkli harfle isaretlenmis, aynt siitundaki ortalamalar istatistiki olarak
birbirinden farklidit (P <0.05)./"V alues are the average of duplicate samples. Means followed by the different letter within a

column are statistically different from each other (P <0.05).

2Geleneksel yontemle aciligt giderilmis lupen unu./2Laupin flour debittered by traditional method.
3Ultrason uygulamastyla actligt giderilmis lapen unu./’Lapin flour debittered by ultrasound application.

494100 bugday unu./*100% wheat flonr.

5%10 lupen unu+%10 direncli nisasta./*70% hpin flonr+10% resistant starch.

%Vital gluten.
"Sodyum stearol-2-laktilat./”Sodium stearoyl-2-lactylate.

Ekmek Orneklerine ait 3. gln tekstiir analiz
degerleri Cizelge 5te g6sterilmistir. Ekmek
uretiminde UALU kullanimi, GALU iceren
ekmeklere gére daha diisiik ortalama 3. gin stkilik
ve sertlik degerleri saglamistir. Ekmegin
bayatlamast, depolama boyunca ekmek icinde
kabuga su transferi ve nisastanin yeniden
kristallesmesi ile gerceklesmektedir (Martin vd.,
1991). Lipen cesidi olarak UALU
kullaniminin, bayatlama Uzerinde daha fazla
avantaj sagladigr gérilmektedir. Bunun yaninda,
GALU ve UALU ilave edilerek tretilen ekmek
orneklerinin  ortalama 3. gin  elastikiyet,
koheziflik, ¢ignenebilirlik ve esneklik degerleri
istatistiki acidan birbirine benzer bulunmugtur (P
>0.05). Katki ¢esidi faktorine gbre yapilan
karsilastirmada; en yiiksek ortalama 3. giin stkilik,
sertlik  ve cignenebilirlik  degerleri  katkisiz
Kontrol-2 ckmeginde belitlenmis, Kontrol-2
formiilasyonuna (%10 lipen unu + %10 DN)
ilave edilen butiin katki maddeleri, bu degerlerin
katkisiz Kontrol-2 ckmegine gére diismesine
neden olmustur. Katki maddeleri kendi aralarinda
karslastrildiginda, en disik ortalama 3. giin
sikilik ve sertlik degerleri vital gluten+SSL katkisi
ile elde edilmis, vital gluten ve vital gluten+SSL

unu

iceren ekmeklerin ortalama 3. glin ¢ignenebilirlik
degeri birbirine yakin bulunmustur (P >0.05).
Willhoft (1973), vital gluten ilavesi ile ekmek
hacminin artmast ve nisasta miktarinin seyrelmesi

sonucu ckmek i¢i tekstiiriinin  iyilestigini
bildirmis; SSL’in bayatlama tzerindeki etkilerinin
amilozla kompleks olusturabilmesi, hamur

kuvvetlendirici etki gOstermesi ve su tutma
kapasitesini artirmasindan kaynaklandigini ifade
etmistir. Boz (2008), vital gluten ilavesinin ekmek
Orneklerinin 1. ve 3. glin sertlik degerinin katkisiz
6rnege gore daha disik olmasini sagladiginm
raporlamistir. Khaleel vd. (2018) tarafindan, SSL
ilave edilerek tretilen ekmeklerin 0. ve 4. giin
sertlik ve cignenebilirlik degerlerinin  katkisiz
ckmek Orneklerine gore daha distk oldugu
bulunmustur. Katkili (vital gluten, SSL ve vital
gluten+SSL) ekmek ornekleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde, 3. gln elastikiyet, koheziflik
ve esneklik degerlerinde istatistiki acgidan bir
farklilik olusmadigt goritlmistir (P >0.05).

GALU (a) ve UALU (b) kullanidarak iretilen
ckmek Orneklerine ait duyusal analiz sonuglari
Sekil 2’de gosterilmistir. Hem GALU hem de
UALU ilave edilerek liretilen ekmeklerin tat, koku
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ve simetri puanlarnin birbirine yakin oldugu
belirlenmistir (P >0.05). Vital gluten, SSL ve vital
gluten+SSL iceren ekmeklerin gériinis  ve
gbzenek yapist puanlari, Kontrol-1 ekmegine
yakin bulunmustur. GALU ve UALU ihtiva eden
orneklerde vital gluten ve vital gluten+SSL

kullanimi, katkisiz Kontrol-2 6rneginin  genel
begeni puaninin Kontrol-1 ekmegine
yakinlagsmasint saglamistir. Kim vd. (2013), vital
gluten katkil ekmek 6rneginin genel begeni
puaninin katkisiz ekmek érneginden daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 5. Ekmek 6rneklerine ait 3. glin tekstiir analiz degerleri!
Table 5. The 37 day texcture analysis values of bread samples’

Faktor/ i Sikilik (g)/ Sertlik (g)/ Elastikiyet/ Koheziflik/ Cignenebilirlik(g)/  Esneklik/
Factor Firmness (g) Hardness (g) Springiness Cobesiveness Chewiness (g) Resilience
Liipen unu gesidi/

Laupin flonr type

GALU? 10 7481254.56* 9711+273.462 0.852+0.042 0.524£0.072 4221+69.892 0.203£0.04¢
UALU? 10 598+164.52> 9154226.09> 0.857+0.042 0.561£0.08¢ 427+32.59 0.225£0.03¢
Katks gesidi/

Additives

Kontrol-14/ 4 43515660 783+6.36¢ 0.924+0.00° 0.627+0.000  455+3.54> 0.264+0.00°
Control-1*

Kontrol-2¢/ 4 970420506+  1380%96.170  0.823%0.01 04431001 500%41.01 0.173+0.03
Control-2°

VGS 4 650£94.75¢ 851+£20.51¢ 0.841£0.002 0.54520.04>  390£21.59<d 0.220£0.022
SSLY 4 769+108.19» 910£50.91> 0.835%0.002 0.521£0.05®  395%13.96¢ 0.187%0.002
VG+SSL 4 541£129.404 791£26.164 0.846%0.002 0.574%0.05®>  383%25.184 0.22610.032

1Sonuclar iki tekerririin ortalamasidir. Farklt harfle isaretlenmis, ayni sttundaki ortalamalar istatistiki olarak
bitbirinden farklidit (P <0.05)./"V alues are the average of duplicate samples. Means followed by the different letter within a

column are statistically different from each other (P <0.05).

2Geleneksel yontemle aciligt giderilmis lupen wnu./?Laupin flour debittered by traditional method.
3Ultrason uygulamastyla actligt giderilmis lapen unu./’Lapin flour debittered by ultrasound application.

49100 bugday unu./*100% wheat flonr.

5%10 lipen unu+%10 direncli nisasta./’70% hpin flonr+10% resistant starch.

%Vital gluten.

"Sodyum stearol-2-laktilat./”Sodium stearoyl-2-lactylate.
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Sekil 2. GALU (a) ve UALU (b) iceren ekmek 6rneklerine ait duyusal analiz sonuclart
Figure 2. Sensory analysis results of bread samples containing GALU (a) and UALU (b)

SONUC

Bu calismada; vital gluten, SSL ve vital
gluten+SSL kullaniminin lipen unu ve DN igeren
ekmegin fiziksel, tekstiirel ve duyusal 6zellikleri
Uzerine etkilerinin arastirilmast amaclanmistir.
%10 lapen unu+%10 DN igeren ekmek
formilasyonuna (Kontrol-2) ilave edilen kakti
maddelerinin  (vital gluten, SSL  ve vital
gluten+SSL), Kontrol-2 ekmeginin kabuk I.* ve
b* degetleri ile i¢ I.* ve a* degetlerinde 6nemli (P

>0.05) bir degisiklise sebep  olmadig
gbrilmuigtir. Lipen unu ¢esidi olarak UALU ve
katki  ¢esidi  olarak  vital  gluten+SSL

kombinasyonunun kullanimi, ekmek 6rneklerinin
hacim, spesifik hacim, stkibk ve sertlik
degerlerinde daha olumlu sonu¢ vermistir. Hem
GALU hem de UALU ile hazitlanan ekmek
orneklerinde, vital gluten ve vital gluten+SSL
katkilarinin =~ %100  bugday unu ckmegine
(Kontrol-1) yakin tat, koku, goriinis, simetri
gozenek yapisi ve genel begeni puanlari sagladig
belirlenmistir.

TESEKKUR
Bu calisma, Elif Yaver tarafindan hazirlanan

doktora tezinin bir kismindan Uretilmistir.
Calismada  kullamlan lipen unlamnin  elde
edilmesinde uygulanan acihk giderme ve

stabilizasyon  prosesleri, 1190071  no’lu
TUBITAK projesi kapsaminda desteklenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, ctkar catismast olmadigint beyan edetler.

YAZAR KATKILARI

NB, danisman olarak; arastirmanin planlanmasi,
metodolojisi, ~ makalenin  incelenmesi  ve
dizenlenmesinde  katki  saglamistir.  EY;
laboratuvar caligmalarinin  ylritilmesini  ve

makalenin yazimim gerceklestirmistir. Yazarlar
makalenin son halini okumus ve onaylamiglardir.

KAYNAKLAR

AACC (1990). Approved Methods of the American
Association of Cereal Chemists, (8 ed.). St. Paul, MN,
USA: AACC.

AACC (2000). Approved Methods of the American
Association of Cereal Chemists, (10t ed.). St. Paul,
MN, USA: AACC.

Asp, N.G., Bjorck, I. (1992). Resistant starch.
Trends  Food Sci Technol, 3, 111-114, doi:
10.1016/0924-2244(92)90153-N.

Belski, R., Mori, T.A., Puddey, LB., Sipsas, S.,
Woodman, R.J., Ackland, T'R., Beilin, I..J., Dove,
N.B,, Jayasena, V., Hodgson, .M. (2011). Effects



Lipen unu ve direngli nisasta igceren ekmekler

of lupin-enriched foods on body composition and
cardiovascular disease risk factors: A 12 month
randomized controlled weight loss trial. Inz | Obes,
35, 810-819, doi: 10.1038/ij0.2010.213.

Birkett, A.M., Mathers, J.C., Jones, G.P., Walker,
K.Z., Roth, M.J., Muir, J.G. (2000). Changes to
the quality and processing of starchy foods in a
Western diet can increase polysaccharides
escaping digestion and improve iz witro
fermentation variables. Br | Nutr, 84, 63-72, doi:
10.1017/S0007114500001240.

Boz, H. (2008). Farkli dogal bitkisel katkilarin
organik ekmek dretiminde kullanilmast ve kalite
lzerine etkileri. Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitist Yiksek Lisans Tezi, Erzurum, Turkiye,
93 s.

Brown, LL., McNaught, KJ., Ganly, RN,
Conway, P.L., Evans, A.]., Topping, D.L., Wang,
X. (1996). Probiotic compositions. Intl. Patent
WO 96/ 08261/ Al. Issued Mar 21, 1996.

Coda, R., Varis, J., Verni, M., Rizzello, C.G,,
Katina, K. (2017). Improvement of the protein
quality of wheat bread through faba bean
sourdough addition. LWT - Food Sci Technol, 82,
296-302, doi: 10.1016/.Iwt.2017.04.062.

Curti, E., Carini, E., Tribuzio, G., Vittadini, E.
(2014). Bread staling: Effect of gluten on physico-
chemical properties and molecular mobility. LIWT
- Food Scd  Technol, 59, 418-425, doi:
10.1016/j.1wt.2014.04.057.

Day, L., Augustin, M.A., Batey, LL., Wrigley,
C.W. (2006). Wheat-gluten uses and industry
needs. Trends Food S Technol, 17, 82-90, doi:
10.1016/j.tifs.2005.10.003.

Dervas, G., Doxastakis, G., Hadjisavva-
Zinoviadi, S., Triantafillakos, N. (1999). Lupine
flour addition to wheat flour doughs and effect on
rheological properties. Food Chem, 66, 67-73, doi:
10.1016/S0308-8146(98)00234-9.

Dizlek, H., Cimer, H., Altan, A. (2013). Vital
bugday gluteninin ve L-askorbik asidin bugday
kepekli ekmeklerin bazi nitelikleri Gizerine etkileri.
Guda, 38(2), 87-94.

Diizgiines, O., Kesici, T., Kavuncu, O., Glirbiiz,
F. (1987). Arastzrma ve Deneme Metodlar: (Istatistiksel

Metodlan-IT), Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi

Yayinlari, Yayin No: 1021, Ankara.

Elgtn, A., Turker, S., Bilgicli, N. (2001). Tab:/ ve
Uriinlerinde Analitik Kalite Kontrolii, Konya Ticaret

Borsast Yayinlari, Yayin No: 2, Konya.

Englyst, HN., Kingman, S.M., Cummings, J.H.
of
nutritionally important starch fractions. Eur | Clin

(1992). Classification and measurement

Nutr, 46, 33-50.

Francis, F.J. (1998). Colour analysis, in: Food
Analysis, S.S. Nielsen (Ed.), An Aspen Publishers,

Maryland, Gaithersnurg, USA, pp. 599-612.

Gomes-Ruffi, C.R., Cunha, R.H., Almeida, E.L.,
Chang, Y.K., Steel, C.J. (2012). Effect of the
emulsifier sodium stearoyl lactylate and of the
enzyme maltogenic amylase on the quality of pan

bread during storage. LWI-Food Sci Technol, 49,

96-101, doi: 10.1016/j.lwt.2012.04.014.

Giduk, H. (2016). Misith ekmeklerde musir unu
seviyesi ve katki kullaniminin kalite Gizerine etkisi.
Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Gida
Mithendisligi Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi,

Erzurum, 104 s.

Higgins, J.A., Dana, H.R., Donahoo, W.T.,
Brown, L.L., Bell, M.L., Bessesen, D.H. (2004).

Resistant starch consumption promotes lipid
oxidation. Nutr Metab, 1, 1-8, doi: 10.1186/1743-

7075-1-8.

Hooda, S., Jood, S. (2005). Organoleptic and
biscuits

treated
fenugreek flour. Food Chem, 90(3), 427-435, doi:

of wheat
untreated and

nutritional  evaluation

supplemented  with

10.1016/j.foodchem.2004.05.006.

Jiang, X., Chang, M., Wang, X, Jin, Q., Wang, X.
(2014). Effect of ultrasound treatment on oil
using
phospholipase C. | Clean Prod, 69, 237-242, doi:

recovery from  soybean

gum by

10.1016/j.jclepro.2014.01.060.

Johnson, S.K., Mcquillan, P.L., Sin, ].H., Ball, M.]J.
(2003). Sensory acceptability of white bread with
added Australian sweet lupin (Lapinus angustifolins)
kernel fibre and its glycaemic and insulinaemic
responses when eaten as a breakfast. | S« Food

Agric, 83, 1366-1372, doi: 10.1002/jsfa.1552.

253



254

E. Yaver, N. Bilgicli

Khaleel, M.L., Sharoba, A.M., El-Desouky, A.L,
Mohamed, M.H. (2018). Use of some emulsifiers
to improve the quality of pan bread product.
Tikrit Journal for Agricultural Sciences, 18, 150-161.

Kim, Y.-]., Lee, J.-H., Choi, M.-]., Choi, D.-R,,
Lee, S.-K. (2013). Effects of vital wheat gluten on
quality characteristics of white pan bread
containing resistant starch. | Korean Soc Food Sci
Nutr, 42(1), 76-82, doi:
10.3746/ikfn.2013.42.1.076.

Krog, N. (1981). Theoretical aspects of
surfactants in relation to their use in breadmaking.
Cereal Chem, 58, 158-164.

Lee, Y.P., Mori, T.A., Puddey, LB., Sipsas, S.,
Ackland, T.R., Beilin, L..J., Hodgson, J.M. (2009).
Effects of lupin kernel flour-enriched bread on
blood pressure: A controlled intervention study.
Am ] Chn  Nutr, 89, 766-772, doi:
10.3945/ajcn.2008.26708.

Li, H., Wang, J., Pan, L., Lu, Q. (2019). Effect of
amino and thiol groups of wheat gluten on the
quality characteristics of Chinese noodles. | Food
Sci - Technol, 56(0), 2825-2835, doi:
10.1007/s13197-019-03688-8.

Liu, W., Brennan, M., Serventi, L., Brennan, C.
(2017). Buckwheat flour inclusion in Chinese
steamed bread: Potential reduction in glycemic
response and effects on dough quality. Eur Food
Res Technol, 243, 727-734, doi:
10.1007/s00217-016-2786-x.

Martin, M.L., Zeleznak, K.J., Hoseney, R.C.
(1991). A mechanism of bread firming, I. Role of
starch swelling. Cereal Chem, 68, 498-503.

Meyer, K.A., Kushi, L.H., Jacobs, D.R., Slavin, J.,
Sellers, T.A., Folsom, A.R. (2000). Carbohydrates,
dietary fiber, and incident type 2 diabetes in older
women. Am | Clin Nutr, 71, 921-930, doi:
10.1093/ajen/71.4.921.

Mohammed, M.A., Mohamed, E.A., Yagoub,
A.E.A., Mohamed, A.R., Babiker, E.E. (2017).
Effect of processing methods on alkaloids,
phytate, phenolics, antioxidants activity and
minerals of newly developed lupin (Lupinus albus
L.) cultivar. | Food Process Presers, 41, 1-9, dot:
10.1111/jfpp.12960.

Morais, M.B., Feste, A., Miller, R.G., Lifichitz,
C.H. (1996). Effect of resistant starch and
digestible starch on intestinal absorption of
calcium, iron and zinc in infant pigs. Pediatr Res,
39, 872-876, doi: 10.1203,/00006450-199605000-
00022.

Oomah, B.D., Tiger, N, Olson, M,
Balasubramanian, P. (2006). Phenolics and
antioxidative activities in narrow-leafed lupins
(Lapinus angustifolius 1..). Plant Foods Hum Nutr, 61,
91-97, doi: 10.1007/s11130-006-0021-9.

Ortolan, F., Steel, C.J. (2017). Protein
characteristics that affect the quality of vital wheat
gluten to be used in baking: A review. Compr Rev
Food Sci Food Saf, 16, 369-381, doi: 10.1111/1541-
4337.12259.

Ozkaya, B., Ozkaya, H. (1992). Misir katkili
unlarin teknolojik 6zelliklerine vital gluten ve
SS’in - (Na-Stearoyl-2-Lactilate) etkileri. Guda,
17(6), 419-426.

Pomeranz, Y. (1987). Modern Cereal Science and
Technology. VCH Publishers, Washington.

Sanchez, D.B.O., Puppo, M.C., Anon, M.C.,
Ribotta, P.D., Leon, A.E., Tadini, C.C. (2014).
Effect of maize resistant starch and
transglutaminase: A study of fundamental and
empitical rheology properties of pan bread dough.
Food  Bigproc  Tech, 7, 2865-2876, doi:
10.1007/s11947-013-1246-x.

Sanz-Penella, J.M., Wronkowska, M., Soral-
Smietana, M., Collar, C., Haros, M. (2010). Impact
of the addition of resistant starch from modified
pea starch on dough and bread performance. Eur
Food  Res  Technol, 231, 499-508, doi:
10.1007/s00217-010-1294-7.

Sirtori, C.R., Lovati, M.R., Manzoni, C.,
Castiglioni, S., Duranti, M., Magni, C., Morandi,
S., D’agostina, A., Arnoldi, A. (2004). Proteins of
white lupin seed, a naturally isoflavone-poor
legume, reduce cholesterolemia in rats and
increase LDL receptor activity in HepG2 cells. |
Nutr, 134, 18-23, doi: 10.1093/jn/134.1.18.

Sluimer, P. (2005). Principles of breadmaking:
Functionality of raw materials and process steps,



Lipen unu ve direngli nisasta igceren ekmekler

St. Paul: The Ametican Association of Cereal
Chemists, Inc.

van Steertegem, B., Pareyt, B., Brijs, K., Delcour,
J.A. (2013). Impact of mixing time and sodium
stearoyl lactylate on gluten polymerization during
baking of wheat flour dough. Food Chem, 141,
4179-4185, doi:
10.1016/j.foodchem.2013.07.017.

Villarino, C.B.J., Jayasena, V., Coorey, R,
Chakrabarti-Bell, S., Foley, R., Fanning, K.,
Johnson, S.K. (2015). The effects of lupin
(Lupinus angustifolius) additon to wheat bread on
its nutritional, phytochemical and bioactive
composition and protein quality. Food Res Int, 70,
58-65, doi: 10.1016/j.foodres.2014.11.046.

Willhoft, E.M.A. (1973). Mechanism and theory
of staling of bread and baked goods and
associated changes in textural properties. | Texture
Stud, 4, 292-322, doi:  10.1111/j.1745-
4603.1973.tb00844 x.

Wong, J.M., de Souza, R., Kendall, C.W., Emam,
A., Jenkins, D.J. (2006). Colonic health:

Fermentation and short chain fatty acids. | Clin
Gastroenterol, 40, 235-243.

Yang, F., Liu, X., Ren, X.E., Huang, Y., Huang,
C., Zhang, K. (2018). Switling cavitation
improves the emulsifying properties of
commercial soy protein isolate. Ultrason Sonochens,
42,471-481, doi: 10.1016/j.ultsonch.2017.12.014.

Yaver, E. (2021). Raf 6mrl uzun lipen unu
Uretimi  ve  besinsel-fonksiyonel — 6zellikleri
gelistirilmis makarna ve ekmek Uretiminde
kullanimi. Necmettin Erbakan Universitesi Fen
Bilimleri Enstitisii Gida Mihendisligi Anabilim
Dali Yayimlanmamis Doktora Tezi, Konya,
Turkiye, 314 s.

Yildiz, G. (2009). Karabugday (Fagopyrum
esculentun - Moench) ununun geleneksel Tiirk
ekmeklerinde  kullanidlma  imkanlart  {zerine
arastirmalar. Selcuk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisit Gida Miuhendisligi Anabilim Dal
Yiksek Lisans Tezi, Konya, Turkiye, 124 s.

255



256

wolojis7
Q;\e,‘* S o

®

GIDA Derleme/ Review

THE JOURNAL OF FOOD GIDA (2021) ‘_‘6(2) 256-268
E-ISSN 1309-6273, ISSN 1300-3070 doi: 10.15237/gida.GD20134

COGUNLUK ALGILAMA MEKANIZMASININ INHiBISYONUNDA BITKISEL
MATERYALLERIN KULLANIMI

Gilten Tiryaki Gindiiz*, Ay¢ca Korkmaz Vurmaz
Ege Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Gida Mithendisligi Bélimi, Izmi, Turkiye

Gelis / Received: 27.11.2020; Kabul / Accepted: 01.01.2021; Online baskt / Published online: 18.01.2021

Gindtz, G.T., Vurmaz, A.K. (2021). Cogunluk algilama mekanizmasinin inhibisyonunda bitkisel
materyallerin kullanimi. GID.A (2021) 46(2) 256-268 doi: 10.15237 /gida.GD20134

Giindiizy, G.'T, Vurmaz, A.K. (2021). Use of plant-derived materials for the inbibition of qournm sensing mechanisms.
GIDA (2021) 46(2) 256-268doi: 10.15237 / gida. GD20134

oz

Mikrootganizmalarin hiicre yogunluguna bagl gen diizenleme sistemi cogunluk algilama (Quorum Sensing)
olarak adlandimlan mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. Cogunluk algilama mekanizmast (QS)
ekzopolisakkarit Giretimi, biyofilm olusumu ve viriilans faktérii gibi popiilasyon fizyolojisini diizenleyen
fenotipleri kontrol eden mekanizmadir. Son yillarda gidalarin bozulmast ve gida glivenligi alanlarinda QS
mekanizmasinin roli Gzerine arastirmalar artmustir. Cogunluk algilama mekanizmasinin inaktivasyonu
stratejisine, cogunluk algilama mekanizmasinin inhibisyonu (Quorum Quenching-QQ)) adi verilmektedir.
Yapilan calismalar, QQ mekanizmasinin mikrobiyel gelisimin inhibisyonunda 6nemli bir rol oynadigini ve
kimyasal koruyucu yerine gida giivenligini artirmak icin alternatif bir strateji olabilecegini géstermistir.
Bitkisel materyaller, mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edici dogal antimikrobiyel bilesikler icerdikleti icin
potansiyel QS inhibitérii kaynaklanidir. Bu detlemede, bitkisel materyaller kullanilarak ¢cogunluk algilama
mekanizmasinin inhibisyonu (QQ) stratejilerine odaklanidmustir.

Anahtar kelimeler: Cogunluk algilama mekanizmasi, ¢ogunluk algilama mekanizmasinin inhibisyonu,
bitkisel materyal, antimikrobiyel.

USE OF PLANT-DERIVED MATERIALS FOR THE INHIBITION OF QOURUM
SENSING MECHANISMS

ABSTRACT

The gene regulation system of microorganisms through a cell density-dependent is controlled by a
mechanism called Quorum Sensing. Quorum Sensing (QS) mechanism is a population physiology to
control many characteristics regulated phenotypes like exopolysaccharide production, biofilm
formation and virulence factor. In recent years, there is an increasing number of researches on the
involvement of QS mechanism in the spoilage of food products and food safety. The strategy of
inactivation of the QS is called Quorum Quenching (QQ). Studies have shown that QQ mechanism
which plays a significant role in the inhibition of microbial growth might provide an alternative
strategy to chemical preservatives for improving food safety. Plant-derived materials are promising
potential sources of QS inhibitor as they can contain natural antimicrobial substances that inhibit the
growth of microorganisms. In this review, the inhibition strategies of quorum sensing mechanism
(QQ) by using plant-derived materials are focussed on.

Keywords: Quorum Sensing, Quorum Quenching, plant-drived material, antimicrobial.
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QS inhibisyonunda bitkisel kaynakh materyaller

GIRIS
Iletisim yeteneginin ¢ok hiicreli organizmalara
Ozgl bir 6zellik oldugu distiniilmesine ragmen
son  yillarda  yapdan  arastrmalar  ile
mikroorganizmalarin  popilasyon yogunluguna
dayalt bir iletisim mekanizmasina sahip oldugu
belirlenmistir (Stephens ve Bentley, 2020). Bu
iletisim mekanizmast sayesinde,
mikroorganizmalar cevresinde bulunan
mikrobiyel popiilasyon hakkinda bilgi edinmekte
ve bu bilgileri gen ekspresyonunu diizenlemek
icin kullanmaktadir (Abisado vd., 2018; Quecan
vd., 2019). Yapilan caligmalar ile bu
mekanizmanin, genlerin  ifadesine  dayanan
hiicreler arasi iletisim sistemleri araciligiyla gesitli
hiicre  fenotiplerinin  dizenlenmesinde  rol
oynadigt belitlenmistir  (Whiteley vd., 2017).
Mikrobiyel poptlasyon yogunluguna duyatlt gen
dizenleme sistemini tanimlamak icin “quorum
sensing” terimi kullanilmaktadir. Hicreler arast
iletisim mekanizmast, salt ¢ogunluk anlamina
gelen “quorum” ve algilama anlamina gelen
“sensing” kelimelerden olusan “quorum sensing”
mekanizmasi olarak adlandirilmaktadir
(Tommonaro vd., 2019).

QS mekanizmasinda mikroorganizmalar belitli
hiicresel fonksiyonlart harekete gegiren oto uyarict
(autoinducer-Al) olarak adlandirilan hiicreler arast
iletisimde sinyal molekilleri olarak kullanilan
molekiiller uretmektedir (Erhabor vd., 2019).
Uretilen sinyal molekiilleri belirli
mikroorganizmalara 6zgli hiicresel fonksiyonlart
harekete geciren molekillerdir (Almasoud vd.,
2016). Yapilan calismalarda hicresel fonksiyonlart
harekete gegiren sinyal molekila
konsantrasyonunun, sicaklik, pH, gelisme ortamu,
inokulum miktari ve mikrobiyel gelisim evresine
baglt olarak degistigi belirlenmistir (Skandamis ve
Nychas, 2012). QS mekanizmasinda rol oynayan
sinyal molektlleri mikroorganizmalara 6zgl
farkhiliklar gostermektedir. Genel olarak sinyal
molekili  ve alglama  sekline gbére QS
mekanizmast molekilleri AI-1, AI-2 ve AIP
olarak  tG¢  kategoride  toplanabilmektedir.
Bakteriler temel olarak farkli yollarla QS sinyal
iletimine araciik eden AI-1 ve AI-2 sinyal
molekilleri iretebilmektedir (Liu vd., 2018a).

Gram negatif bakteriler tarafindan tiirler arast
iletisim icin kullanilan sinyal molekdlleri N-acil
homoserin laktondur. Kii¢ik bir molekil olan N-
acil homoserin lakton (AHL) sinyal molekiilleri,
hidrofilik bir homoserin lakton halkast ve
hidrofobik bir acil yan zincirden olugmaktadir
(O’Connor vd., 2015). LuxI/LuxR sisteminde
AHL sentaz (LuxI) ve AHL reseptori (LuxR
transkripsiyon regiilatori) ile sentezlenen sinyal
molekili olarak N-acil homoserin laktonlar
(AHL) kullanilmaktadir. AHL sinyal molekiilleri
LuxI tarafindan sentezlenmekte olup, oldukca
kiictik bir molekiil oldugu icin olusan derisim
gradyant farkindan dolayt hiicre disina serbestce
difiize olabilmektedir (Passos da Silva vd., 2017).
LuxS tarafindan kodlanmis olan Oto uyarict 2
(AI-2) sinyal molekiilii, S-adenosilmetiyoninden
(SAM) AI-2 sentaz enzimi tarafindan katalize
edilen kararsiz sinyal molekild o6nctist 4,5-
dihidroksi-2,3-pentanedion  (DPD)  olusumu
streciyle sentezlenmektedir (Gori vd., 2011). Al-
2 sinyal molekilintn hem Gram negatif hem de
Gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan,
turler arast iletisimin aksine farkli bakteri
tirlerinin birbirleriyle iletisim kurabilecegi olast
bir yolu temsil ettigi 6ne siiriilmektedir. Yapilan
calismalar, bu sinyal molekilinin c¢ok sayida
bakteri tirii tarafindan sentezlenmesinde aynt
genin  sorumlu  oldugunu  gdstermektedir
(Galloway vd., 2011).

Gram  pozitif — bakteriler tarafindan QS
mekanizmasinin  kontrolt icin icin kullanilan
sinyal ~ molekilleri  oligopeptitlerdir. QS
mekanizmast  modifiye  sinyal = molekulleri
oligopeptitlerden (AIP) ve histidin kinazdan (HK)
olusmaktadir (Singh wvd., 2018). AIP, hicre
membranindan serbestce dagilamayan modifiye
bir oligopeptittir. AIP aracili QS igin
sinyalizasyon islemi, histidin kinaz tarafindan
iletilmektedir (Gopu vd., 2018). Uretilen sinyal
molekalleri acil homoserin lakton gibi serbestce
hiicre membranindan gecemeyecek biiytklukte
olmasindan dolay: sinyal molekulleri hiicre disina
farkll tagtma mekanizmalart ile taginmaktadir.
Sinyal molekili miktart esik degere ulastigt
zaman, hiicre yiizeyindeki alict bélgeler ile sinyal
molekild  etkilesimi sonucunda fosforilasyon
meydana gelmektedir. Bircok patojen bakteri
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toksin uretirken QS mekanizmasini
kullanmaktadir. Bakteri popiilasyonu ancak yeterli
konsantrasyona ulaginca patojen mikroorganizma
konaga saldirmakta ve enfeksiyon sireci
baslatimaktadir (Papenfort ve Bassler, 2016).
Mikrobiyel popiilasyonun esik degere ulasmasi
durumunda QS  mekanizmast  ile  ilgili
davransglarin sergilenmesi mimkiin olmaktadir
(Rutherfor ve Bassler, 2012). QS mekanizmasi
aractigtyla salt cogunluk miktarint algilayarak
belirli gen ekspresyonlarini  gerceklestirmeleri
mikroorganizmalara o6nemli avantajlar
saglamaktadir. QS  mekanizmas:  patojenite,
biyofilm olusumu ve biyoliminesans gibi bir¢ok
fizyolojik  6zelligi  kontrol — etmekte  ve
poptlasyonun fizyolojisinde bircok diizenlemenin
yapilabilmesini saglamaktadir (Yuan vd., 2018).

Diizenleyici sistem olarak ¢ogunluk algilama
mekanizmasi (Quorum Sensing) yaklagimi

Mikrobiyel gida bozulmalari, gida endistrisi icin
O6nemli ekonomik kayiplara neden olmakta ve
Ozellikle aymi anda toksik metabolitler de
uretildiginde  bir  halk  sagligi  sorunu
olusturabilmektedir. Gida sektoriinde, bozulmaya
ve/veya gida kaynakli hastaliklara neden olan

mikroorganizmalar ile ilgili sorunlar ile siklikla
karsilasilmaktadir.  Bu  nedenle,  gidalarda
mikrobiyel gelisimi 6nlemek icin farklt yéntemler
kullanlmaktadir. Uygulanan yéntemler arasinda
en cok tercih edilenler; distk sicaklik, distk su
aktivitesi, 1s1l islem, modifiye atmosfer, radyasyon
uygulamalart  ve  antimikrobiyel = madde
kullantmidir  (Khan vd., 2019). Son yillarda,
gidalarin bozulmasini énlemek veya geciktirmek
icin mevcut uygulamalara alternatif olabilecek
potansiyel araclardan biri oldugu dustntlen
hiicre-hiicre iletisim mekanizmasinin kontroll
arastirlmaktadir. QS, gidalann bozulmasinda ve
gida glivenligi alanlarinda anahtar dizenleyici
sistem olarak kabul edilmektedir. Mikrobiyel
kaynakli gida bozulmalart en yaygin bozulma tipi
olarak karstmiza citkmaktadir (Galie vd., 2018).
Gidalarda bulunan proteinlerin, pektinlerin vb.
parcalanmast ile gidalarin bozulmasina neden olan
bircok mikrobiyel hticre dist enzim Gretimi QS
mekanizmast tarafindan dizenlenmektedir (Liu
vd.,, 2007). QS mekanizmast tarafindan
dizenlenen proteolitik, lipolitik ve pektinolitik
enzim aktivitesine baglt olarak gerceklesen gida
bozulmalatt Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Farkli gidalarda QS mekanizmastyla kontrol edilen bozulmalar ile ilgili davranislar

QS mekanizmasina

Gida Mikroorganizma bas Kaynaklar
agli davranig

Et Hafnia alyei Proteolitik bozulma Bruhn vd., 2004
Balik Aeromonas salmonicida Proteolitik bozulma Liu vd., 2018b
Balik Pseudomonas fluorescens Proteolitik bozulma Li vd., 2018
Karides Shewanella baltica Proteolitik bozulma Zhu vd., 2018

Acinetobacter spp.
Stt Psendomonas azotoformans Proteolitik bozulma Yuan vd., 2020

Serrita liguefaciens

Mas fasulyesi filizi E. carotovora

Lipolitik bozulma

Pektinolitik bozulma Rasch vd., 2005

QS mekanizmasi, mikroorganizmalarin gen
ekspresyonlarint  sinyal molekiilleri araciligiyla
poptilasyon yogunluguna gére dizenleyen bir
iletisim mekanizmasidir (Jung vd., 2016). Yapilan
calismalarda, farklt gida triinlerinde farkli sinyal
molektlleri  tespit  edilmis  olup,  farkli
mikroorganizma tirlerinin QS mekanizmast ile
ilgili davranuslar Cizelge 2°de 6zetlenmistir.

Mikroorganizmalar kimyasal madde, ultraviyole
ik, pH, sicaklik, enzim ve antibiyotikler gibi
olumsuz kosullardan korunmak icin biyofilm
olusturmaktadir. Biyofilm olusumundaki en
onemli etkenlerden birinin QS mekanizmast
oldugu bilinmektedir (Khan vd., 2019). P.
aeruginosa, L. monocytogenes, B. subtilis gibi pek ¢ok
mikroorganizmada QS mekanizmasinin biyofilm
olusumunu regiile ettigi belirtilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Farkli mikroorganizmalarin QS mekanizmast ile ilgili davraniglan

Mikrootganizma Sinyal molektli QS mekanizmasi ile ilgili davranglar ~ Kaynaklar

Psendomonas aernginosa  AHL Biyofilm Luciardi vd., 2019
Aeromonas sobria AHL Virulans Livd., 2016

P. fluorescens AHL Biyofilm, Virulans Livd., 2018

Listeria monocytogenes ~ Al-2 Biyofilm Melian vd., 2019
Bacillus subtilis AI-2 Biyofilm Duanis-Assaf vd., 2016
Staphylococens anrens AIP Virulans Peng vd., 2019

QS mekanizmasinin  farklt kullantm  alanlar
hakkinda pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Belirli
QS sinyal molekillerini algilayan biyosensotler,

gida  Orneginde bulunan ¢esitli  patojenlerin
belirlenmesine olanak saglamaktadir.
Biyosensérlerin kullaniminin geleneksel

yontemlere gbre bircok avantaji bulunmaktadir.
QS sinyal molekillerini algilayan biyosensotlerin,
bu sinyalleri Greten bakteri titlerinin ucuz, hizli ve
givenilir tespiti icin kullaniabilecek 6nemli bir
aractir (Miller ve Gilmore, 2020).

Bazi laktik asit bakterileti tarafindan Gretilen QS
sinyal molekilleri olan oligopeptitlerin (AIP), gida
endistrisinde  koruyucu  olarak  kullanilma
potansiyeli olan antimikrobiyel 6zelliklere sahip
oldugu belirtilmektedir (Kalia, 2018). QS
mekanizmasinin fermente gida tretiminde gorev
alan mikroorganizmalar arast iletisimde rol
oynadigt ileri striilmektedir. Gida endistrisinde
cesitli fermente gidalarin Uretiminde yer alan
mikroorganizmalar arast QS mekanizmasinin
belirlenmesi ile tretilen farkli fermente gidalarin
kalitesinin arttirlabilecegi dustintilmektedir (Park
vd., 2016; Johansen ve Jespersen, 2017).

Cogunluk algilama mekanizmasinin
inhibisyonu (Quorum Quenching)

Cogunluk algilama mekanizmasinin bloke edilerek
inaktivasyonu  stratejisine “cogunluk algilama
mekanizmasinin inhibisyonu (Quorum
Quenching, QQ)” adi verilmektedir. Cogunluk
algilama mekanizmasinin inhibisyonu
mikroorganizmalar arasi iletisimi keserek, ilgili gen
ekspresyonlarinin engellenmesidir. Qs
inhibisyonu ile, mikroorganizmalar temel yasam
faaliyetlerine  saldirarak  Sldirmeye  ¢alismak
yerine, stres kosullart olusturmadan ve biyofilm
formlarina déntismelerine izin vermeden hiicreler
arast iletigimleri kesilerek mikroorganizmalarin

virulanst engellenebilmektedir (Dong vd., 2007).
Bu nedenle cogunluk algilama mekanizmasinin
inhibisyonu umut verici bir mikrobiyel kontrol
stratejisi olarak kabul edilmektedir (Zhang vd.,
2019).

QS mekanizmasinin bloke edilmesi ile bakterilerin
iletisimi kesilebilmekte ve biyofilm olusturmalati
engellenerek savunmastz kalmalar
saglanabilmektedir (Christiaen vd., 2014). QS
mekanizmasint engelleyen maddelerin gidalarda
mikrobiyel gelisimi kontrol etmek amaciyla
kullantlabilme potansiyeli bulunmaktadir
(Machado vd., 2020). Geleneksel yontemlerden
farkli olarak, hiicreler arasi iletisimin engellenmesi
ile mikrorganizmalarin ¢ogalmasinin 6nleneceg,
bozulmalarin azaltilarak gidalarin raf omriinin
uzatilabilecegi ve gida kaynakli hastaliklarin
azaltilabilecegi distuniilmektedir (Ta ve Arnason,
2016; Borges vd., 2017; Machado vd., 2020). Gida
bozulmalarinin  ve gida kaynakli mikrobiyel
hastaliklarin ~ Ontine  gecilmesi agisindan  da
mikroorganizmalarin QS inhibisyon
mekanizmalarinin  anlasilmast  son  derece
o6nemlidir. QS inhibisyon mekanizmalart ile ilgili
yaklasimlar;  sinyal — molekdlt  sentezinin
inhibisyonu, sinyal molekiliiniin inhibisyonu ve
sinyal molekiild almmmn ve transdiksiyonun
onlenmesi seklinde temel olarak Gi¢c mekanizma ile
aciklanmaktadir (Chbib, 2020).

Genel olarak c¢ogunluk algilama mekanizmasi
inhibisyonu aktivitesine sahip maddeler dogal ve
sentetik  inhibitérler olarak iki  kategoriye
ayrilabilmektedir. QS mekanizmasinin  bloke
edilmesi igin kullanllan molekillerin  kimyasal
sentezi ya da dogal Urlniin yapisina uygun
molekiiler modifikasyonu ile sinyal molekullerinin
bazt  yapisal  analoglart  sentetik  olarak
tasatlanabilmektedir (Majik vd., 2020). Dogal
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sinyal molekillerinin kimyasal yapisina dayali
olarak sentezlenen rekabetci sinyal molekili
inhibitérleri ¢ogunluk algilama mekanizmasinin
inhibisyonu ic¢in kullanilabilmektedir.  Sentetik
sinyal molekilleri, bakteriyel enfeksiyon ve
biyofilm olusumunu kontrol etmek amaciyla
uygulanabilmektedir (Zhang vd., 2019).

Tibbi ve aromatik bir bitki olan tar¢inin iceriginde
O6nemli miktarda sinnamaldehit bulunmaktadir.
Tarcinin  baglica  biyoaktif  bilesigi  olan
sinnamaldehit antioksidan, antikanserojen ve
antibakteriyel etkilere sahip dogal bir bilesiktir
(Chenia, 2015). Brackman vd. (2008) tarafindan
vapilan calismada sinnamaldehidin, QS yamt
dizenleyicisi ~ LuxR'nin  DNA  baglanma
kabiliyetini azaltarak QS ile dlzenlenen viriilans
faktorind inhibe ettigi belirlenmistir.
Sinnamaldehit analoglarinin yapi-aktivite iligkisi
hakkinda gerceklestirilen calismada da farklt
sinnamaldehit analoglarnin etkinligi belitlenmis
olup, en aktif sinnamaldehit analoglarinin diistik
sitotoksisite ~sergilemesinin yant sira  [brio
spp.’nin biyofilm olusumunu, pigment Uretimini
ve proteaz Uretimini de etkiledigi tespit edilmigtir
(Brackman vd., 2011).

Laktonaz, agilaz, oksidoreditktaz gibi QS inhibe
edici  enzimler ve bu enzimlere sahip
mikroorganizmalar sinyal molekilind hedef
transkripsiyonel regiilatdre baglanamaz hale
getirerek  sinyal  molekilinin  etkinligini
azaltmakta ve béylelikle ilgili gen ekspresyonunu
bloke edebilmektedir (Chen vd., 2013). Acilaz
enzimi AHL sinyal molekillerinin tam ve geri
déntisimsiiz bozunmasim saglayan enzimlerdir.
Laktonaz ve paraoksonaz enzimleri AHL lakton
sinyallerinde bulunan homoserin lakton halkasint
hidrolize etmektedir. 4- Nitro piridin- N- oksit, p-
benzokinon, indol, 3-nitrobenzen, 6-Gingerol ve
Amorfrutin B gibi sentetik QS inhibitotlerin
kullantmi  ile QS inhibisyonun saglandigi
belirtilmistir (Kiran vd., 2017). Delisea pulchra
deniz yosunu tarafindan dretilen halojenlenmis
furanonlar, sinyal —molekilintn alnmasin
onleyerek QS inhibisyonunu  saglamaktadir.
Halojenlenmis furanonlarin, sinyal molekild ile
varsayllan baglanma noktast arasindaki etkilesimi
engelledigi tespit edilmistir (Zhang vd., 2019).

Ancak, QS inhibisyonunda kullanimi arastirilan
halojenlenmis furanonlarin; tp, tanm ve gida
endustrisinde kullanilmak icin kararsiz ve toksik
oldugu belitlenmistir (Skandamis ve Nychas,
2012). QS sinyal mekanizmasinin
engellenmesinde kullanilabilecek kimyasal
maddelerin toksik yan etkileri olmayan, ytksek
derecede 6zgillik sergileyen ve kimyasal olarak
stabil ~ molekiller  olmast  gerekmektedir
(Rasmussen ve Givskov, 2006). Bu nedenle,
sentetik inhibitGtlere alternatif olabilecek bitkisel
kaynakli materyallerin QS inhibitérii  olarak
kullanimt arastirilmaktadir.

Bitkisel materyeller ile ¢ogunluk algilama
mekanizmasinin inhibisyonu

Bitkisel materyaller antimikrobiyel aktiviteden
sorumlu olan fenolik asitler, saponinler, flavonlar,
kumarin tirevleri, terpenoidler ve alkaloidler gibi
fitokimyasallar icermektedir. Bu nedenle bitkisel
materyallerin QS inhibisyon ajanlart icin iyi bir
kaynak oldugu belirtilmektedir (Majik vd., 2020).
QS inhibisyonu icin kimyasal inhibitétler yerine
bitkisel materyallerin kullanimu ile ilgili bir¢ok
calisma bulunmaktadir (Var ve Celik, 2019).
Kimyasal inhibitérlere alternatif — olabilecek
bitkisel ekstraktlar QS inhibisyonunu; sinyal
molekillerinin sentezlenmesini azaltarak, reseptér
proteinlerinin  aktivitesini  azaltarak, sinyal
molekiillerini inhibe ederek, sinyal molekiillerini
reseptér proteinlerinden aywrarak ve sinyal
molekiillerinin yerine gecerek
gerceklestirmektedir (Truchado vd., 2015). QS
inhibisyonu i¢in bitkisel kaynaklarin kullanimi
hakkinda yapilan ¢aligmalar  Cizelge 3’te
Ozetlenmistir.

Yapilan bir¢cok arastirmada, gida ektraktlarinin

antimikrobiyel ve anti-QS aktivitesi
degerlendirilmis  olup, aym zamanda bu
aktiviteden sorumlu biyoaktif bilesikler de tespit
edilmistit. Gidanin  igeriginde bulunan

fitokimyasallarin hem kimyasal yapilarinin sinyal
molekiillerine benzetliklerinden hem de sinyal
reseptotlerini bozma yeteneklerinden dolayr QS
inhibitérti olarak gbrev aldiklant belirlenmistir.
Truchado vd. (2012) tarafindan yapilan bir
calismada nar ekstrakt ile AHL sinyal molekili
uretimindeki azalmanin kismen AHL sinyal
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molekillerin degradasyonu ve
transformasyonundan kaynaklandigs belirtilmistir.
Sinnamaldehit, ellagik asit ve resveratrol gibi

yaptlan bir ¢alismada P. aeruginosa PAO1'e karst
resveratroliin etkili bir QS inhibitérii olabilecegi
ortaya konulmustur. qRT-PCR analizi ile P.

K. pnenmonia
Serratia marcescens

Salmonella spp.

bircok farkli fitokimyasal bilesigin = Yersinia aeruginosa  PAO1  biyofilmlerinde ilgili gen
enterocolitica ve E. carotovora gibi bakterilerin AHL ekspresyonunun resveratrol tarafindan
sistemini inhibe etme potansiyeline sahip oldugu engellendigi belirlenmistir.
tespit edilmistir. Zhou vd. (2018) tarafindan
Cizelge 3. QS mekanizmasinin inhibisyonunda bitkisel materyallerin kullanimi
Bitkisel materyal Test . .
(Ekstrakt/ ﬁt?kimyasal) mikroorganizmalari Btki mekanizmast Kaynaklar
Mango yaprag  Chromobacterium Qs inhibisyonuna  baglh olarak Husain  vd,
(Mangifera indica)  violaceum ekzopolisakkatit, proteaz ve kitinaz tiretim 2017
ekstraktt Aeromonas hydrophila aktivitesinin azalmast,
P. aernginosa AHL sinyal molekiliine baglt pigment
dretiminin azalmast, biyofilm olusumunun
engellenmesi
Defne yaprag (Laurus S. aureus Gida kaynaklt patojen Molina  vd.,
nobilis) ekstrakt P. aeruginosa  mikroorganizmalara karst antimikrobiyel 2020
Escherichia coli aktivite
Salmonella enterica
C. violacenm Anti-QS aktivite, biyofilm olusumunun
P. aeruginosa inhibisyonu
Yabani mantar 8. aureus Mikrobiyel gelisimin inhibisyonu Tabbouche
(Amanita rubescens, E. coli vd., 2017
Russula delica, P. aeruginosa
Lactarins sp.) L. monocytogenes
ekstraktlar Enterococcus faecalis
Klebsiella pneumoniae
Protens mirabilis
Candida albicans
C. violacenm Amanita rubescens ve Lactarius sp. mantar
ekstraktlariin - (625 pg/ml) QS
inhibisyonu
Yesil ¢ay polifenolleri Viibrio harveyi Sogukta depolanan baliklarda bozulma Zhu vd., 2015
C. violacenm etmeni olan Shewanella baltica tarafindan
tretilen  AI-2  sinyal  molekilinin
degredasyonu, biyofilm ve
ekzopolisakkarit iretiminin inhibisyonu
Misir  anason  (Carum ~S. aurens Esansiyel yag ve metanol ekstraktr ile test  Snoussi  vd.,
copticunz) tohumu  E. coli mikroorganizmalarina  karst mikrobiyel 2018
esansiyel yag1 ve B. cerens inhibisyon
ekstrakti L. monocytogenes
E. faecalis
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Kestane (Castanea sativa
Mill.) cigegi ekstraktlari

Mandalina (Citrus
reticnlate) esansiyel yagt

Psendomonas spp.
Vibrio spp.
Candida spp.

Saccharomyces cerevisiae

C. violacenm

S. anreus

E. coli

B. subtilis

E. faecalis

K. pnenmonia
Salmonella spp.
Candida spp.

C. violaceum
P. aeruginosa

P. aeruginosa

C. copticum esansiyel yagi (0.23 mg/ml) ile
viyolasin ~ pigmenti  dretiminin =~ %50

inhibisyonu

Test mikroorganizmalarina karst gicli
antimikrobiyel aktivite

C. sativa metanol ekstraktt ile viyolasin
dretimi, kayma hareketi ve biyofilm
olusumunun inhibisyonu

Biyofilm olusumunun inhibisyonu, AHL
sinyal molektlinin Gretimini ve elastaz
enzim aktivitesinin azalmast

Eksi vd., 2020

Luciardi  vd.,
2016

Tarhun (Artemisia  Psendomonas spp. Tarthun esansiyel yagt ile QS sinyal Sobieszczaniska
dracunculus 1..) esansiyel molekild  sentezinin  ve  proteolitk  vd., 2020
yagt aktivitenin azalmast
Trans-sinnamaldehit P. aeruginosa QS dizenleyici ve virtlans genlerin  Ahmed  vd,
Salisilik asit ekspresyonunun inhibisyonu 2019
Sinnamaldehit P. fluorescens P. fluorescens tarafindan tretilen AHL sinyal  Li vd., 2018
molekild  dretiminde  bir  degisiklik
olmazken, sinnamaldehit ile balik fileto
orneklerinde  proteolitk  bozulmanin
inhibisyonu
Kumarin S. marcescens QS mekanizmast  ile  igili gen Gutiérrez-
C. violaceum ekspresyonunun  azalmasi,  biyofilm Barranquero
Agrobacterinm olusumu, fenazin dretimi ve kayma vd., 2015
tumefaciens hareketinin inhibisyonu
Alilizotiyosiyanat, benzilizotiyosiyanat, 2- terap6tik  antimikrobiyel olarak ferulik asit,

feniletilizotiyosiyanat, gallik asit, ferulik asit,
phlorizin, )

QQ mekanizmasinin
alilizotiyosiyanat,
benzilizotiyosiyanat ve 2-feniletilizotiyosiyanatin
AHL sinyal molektli aktivitesi tzerinde etki
ederek QS inhibe edici etki gdsterdigi tespit
edilmistir (Borges vd., 2014). Ancak yapian in
sitotoksik analizler,

kafeik asit,
fitokimyasallarinin

edildigi  bir

vitro

aragtirmada,

antimikrobiyel ve

epikatesin

phlorizin  ve
kullamulabilecegini g&stermisgtir.

test

Luciardi vd. (2019)

konsantrasyonda  P.
olusturmasini  engelledigi

epikatesinin  potansiyel

olarak

tarafindan  yapilan  bir
calismada, greyfurt esansiyel yaginin 1 mg/mL
aeruginosa’in
tespit

Calismada greyfurt esansiyel yaginin ana bileseni
olan D-limonenin etkisi de aragtirilmis olup, D-

biyofilm
edilmistir.
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limonenin biyofilm olusumunun inhibisyonda
esansiyel yaglardan daha az etkili oldugu ve
esansiyel yagin icerisinde bulunan minér
bilesenlerin QS mekanizmasinin inhibisyonunda
sinerjistik etkisi olabilecegi belirtilmistir.

Cogunluk algilama mekanizmasi ile iliskili P.
flunorescens KM121 tiirti tarafindan gerceklestirilen
biyofilm olusumunun inhibisyonunda kekik
(Thymus  vnlgaris L..) esansiyel yagt ve baslica
biyoaktif bilesikleri olan karvakrol ve timolin
etkisinin arastinldigi bir calismada, test edilen
materyallerin  AHL sinyal molekilii dretimini
inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica, test
materyallerinin = P.  fluorescens susu  tarafindan
gerceklestirilen biyofilm olusumunu etkili bir
sekilde inhibe ettigi belirlenmistir (Myszka vd.,
2016). Kekik esansiyel yaginin ve kekik esansiyel
yagt ilave edilmis pektin filmlerin C. violaceun icin
QS inhibitér aktivitesinin  aragtirildigt  bir
calismada, kekik esansiyel yagt ilaveli pektin
filmlerin tim konsantrasyonlarda (15.7, 25.9 ve
36.1 mg/ml) C. violacenm tarafindan viyolasin
tretiminin inhibisyonu olarak ifade edilen 6nemli
bir QS inhibisyon  aktivitesi  g6sterdigi
belitlenmistir (Alvetes vd., 2014). Mohan vd.
(2019)  tarafindan  yapilan bir  ¢alismada
antimikrobiyel ve antioksidan etkilerini arttirmak
icin film matriksine ilave edilen partikll boyutu
azaltlmus karanfil (Syzygium aromaticum) ve targin
(Cinnamomum cassia) igeren yenilebilir ambalaj
filmletin P. aeruginosa tarafindan tretilen biyofilmi
etkili bir sekilde inhibe ettigi ve tavuk 6rneklerinin
raf 6mrind uzatmak icin 6nemli katki sagladigt
tespit edilmistir. Mikrobiyel gelisimin inhibisyonu
icin QQ mekanizmasinin, raf dmrii kisa olan gida
urinlerinde stirdurtlebilir koruma yéntemletinin
gelistirilmesinde faydali olabilecegi belirtilmistir.
Farkli esansiyel yaglar ve bilesenlerinin, QS
inhibisyon ve anti-biyofilm aktivitesine dayali
olarak uygulanmasinin gidalarin raf Smriind ve
giivenligini artirmak igin yeni bir strateji olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Bai ve Vittal,
2014; Zhang vd., 2018).

Tursudan izole edilmis olan Lactobacillus plantarnm
izolatinin, _Aeromonas sobria tarafindan virilans
faktorlerin - Gretimi  ve biyofilm olusturma
mekanizmasinin diizenlenmesi icin tretilen, AHL

sinyal molekiillerinde yaklagitk %100 bozunma
sagladigt belirlenmistir. Elde edilen sonuglar laktik
asit bakterilerinin gida glivenligini arttirmak icin
umut verici bir QS inhibitérii ve anti-biyofilm
ajant olarak kullamm potansiyeli olabilecegini
gostermistir (Lv vd., 2021).

SONUC
Gintmiizde 6nemli bir sorun haline gelen
antimikrobiyel maddelere direncli

mikroorganizmalar sebebiyle, QS inhibisyonu
arastirmalart  6nem kazanmaktadir. Gidalarda
bozulmayt 6nlemek veya geciktirmek icin
koruyucu olarak kullanilabilecek farkli inhibitérler
bulunmaktadir. Gidanin raf Omrind
Ongorebilmek icin tiim i¢ ve dis faktorleri dikkate
alarak bir gida matrisinde hiicreler arasi iletisim
modellerinin  arastirilmast  gerekmektedir. QS
mekanizmasinin inhibisyonu icin QS
mekanizmasint engelleyen maddelerin gidalarda
mikrobiyel gelismeyi kontrol etmek amaciyla
kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Bu sayede
hem gida bozulmalarinin hem de patojenlerin
neden oldugu gida kaynakli  mikrobiyel
hastaliklarin =~ kontrol ~ altna  alinabilecegi
dustnilmektedir. Gida glvenligini arttirmak ve
gidalarin  raf  Omrind uzatmak icin QS
inhibitétlerinin =~ gida  koruyucusu  olarak
kullantlabilme potansiyeli ile ilgili daha ¢ok
calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu makale ile ilgili olarak baska kisiler
ve/veya kurumlar arasinda ¢ikar catismast
olmadigint beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Tim vyazarlar makalenin yazilmasinda ve
yayinlanmasinda katk: saglamuglardir. Makalenin
hazitlanmasinda bagka kisi ve/veya kurumlarin
katkist yoktur.
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oz

Hidrokolloidler, jellesme, kalinlastirma, emilsiyon ve képiikleri stabilize etme gibi teknolojik ézelliklerinden
dolayr gida endistrisinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Son yillarda tiiketicilerin dogal katkilt gidalara olan
ilgisi aragtiricilann ticari hidrokolloidlerin yerine bitki tohum musilajlarina olan ilgilerini artirmustir. Bitki
tohum musilajlart teknolojik 6zelliklerinin yant sira diyet lifi olma 6zelliginden dolayt eklendikleri triine
fonksiyonel Ozellik kazandirmaktadir. Musilajlarin fonksiyonel &zellikleri yapilarindaki sekerden dolay
sicaklik gibi ektraksiyon kogullatindan etkilenmekte olup enzim uygulamast, ultrasonik ve mikrodalga destekli
yontemler de musilaj ekstraksiyonun da kullanilabilmektedir. Bu detlemede, musilajlarin farklt kaynaklardan
farkli yontemler ile elde edilmesi ve finncilik, stit ve et Urlinlerinde kullanimu ile ilgili yapilan calismalar
Ozetlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Musilaj, hidrokolloid, gam, eksktraksiyon

PLANT SEED MUCILAGES AND ITS USE IN FOODS

ABSTRACT

Hydrocolloids are widely used in the food industry due to their technological properties such as
gelling, thickening, emulsion and foam stabilization. In recent years, consumers’ interest in minimally
processed foods has increased researchers’ interest in plant seed mucilage rather than commercial
hydrocolloids. Plant seed musilages add functional properties to the product they are added to due
to their technological properties as well as being dietary fiber. Functional properties of mucilages are
affected by extraction conditions such as temperature due to the presence of sugar in their structure,
and enzyme treatment, ultrasonic and microwave assisted methods can also be used in musilage
extraction. In this review, studies on extraction mucilages from different sources and using them in
bakery, dairy and meat products are summarized.
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yapisal  ve

GIRIS

Hidrokolloidler yapilarindaki hidroksil

gruplarindan dolay1 suda ¢6ztinebilen biyopolimer
gruplaridir. Stabilize ve emtlsifiye etme, jellesme,

kalinlastirma ve retrogradasyonu Onleme gibi

islemlerde yer alarak gidalarin fonksiyonel ve

reolojik Ozelliklerinin iyilestirilmesinde
kullanilmaktaditlar. Bu yiizden gida prosesleri icin
O6nemli bir katki maddesi olup dondurma, salata
sosu ve joleli tathlar gibi gida urlnlerinde yer
almaktadirlar (BeMiller vd. 2011; Yuan Hung vd.
2019; Saha ve Bhattacharya, 2010).

Emdtlsifiyerler, emilsiyon bazli Griinlerin 6énemli
bir bilesenidir. Gida endistrisinde sukroz ve
sorbitan esterleri gibi sentetik emdlsifiye edici
ajanlar yaygin olarak kullamilmaktadir. Bununla
beraber sentetik emilsifiyetlerin bircok aletjik ve
otoimmiin hastaliklarin gérilme sikligint arttirdigt
belirtilmistir (McClements vd. 2017). Bu yiizden

spesifik ~ fonksiyonel — &zellikler  (yapisal,
fizikokimyasal) gOsterebilen yeni gida
hidrokolloid  kaynaklarinin  arastirilmast  son

zamanlarda artig gOstermistit. Bu amacla yeni
hidrokolloid kaynagi olarak misilajlar tizerinde
yapilan arastirmalar giinden giine
yogunlagmaktadir (Da Silva vd. 2019). Tohum
musilajlarinin kolloidal 6zelliklerinden dolay1 gida

ve diger endustrilerde emilsifiye edici ve
kalinlastirict  ajan  olarak  kullanilabilecegi
belirtilmigtir. Ayrica, teknolojik &zelliklerinin

yanisira tohumlarin  miusilajinéz  bilesenlerinin
diyet lifi fonksiyonlart dolayistyla da insan
sagligina fayda saglayacagt vurgulanmistir (Pereira

vd. 2019).

Tohum Musilajlarinin Ozellikleri

Bitki tohumlarindan elde edilen polisakkaritler,
tekstiirel Ozellikler kazandirma,
emilsiilfiye  etme ve kivam arttirma  gibi
kendilerine 6zgii teknolojik faydalart ve diyet

liflerinin dogal kayna@i olmalan gibi besinsel
yararlart ile gida sanayinde kullandan 6nemli

hidrokolloidlerden  biridir. ~ Bitki  tohumu
polisakkaritleri genel olarak galaktomannanlar gibi
nisasta olmayan endosperm bilesenleri, tohum
tabakasi miisilaj bilesenleri (keten, ¢iya, sart hardal,
pisilyum) ve endosperm hicre duvart bileseni
(soya fasulyesi hemiseliilozu) olmak tizere g

grupta siniflandirthrlar (Soukulas 2018). Miisilaj
polisakkaritleri, bitkilerde tohum hidrasyonunun
korunmasinda ve kurak kosullarda hayatta
kalmasinda gbrev alan bitki hidrokolloidleridir
(Yu vd. 2017).

Musilajlar genellikle gamlar ile karistirilmaktadir
ancak bu iki kavram birbirinden farklidir. Gamlar,
genellikle bitkilerin bir yaralanma ya da hicre
duvarinin zedelenmesi ile urettikleri bilesenler
olarak diguniilirken misilajlar metabolizmanin
olagan olarak tirettigi trlinlerdir. Gamlar patolojik
drinler olup suda ¢Ozinlirken misilajlar
fizyolojik trtnler olup suda ¢6ziinen sumiiksii
kitleler olusturur (Jani vd. 2009). Akasya, tarakant
ve guar gam gam ¢esitlerinden bazilandir.
Miisilajlar ise bitkinin yaprak (sinameki), tohum
zar1 (keten tohumu, psilyum), kok (hatmi), kabuk
(karaagac) ve orta lamel (aloe) gibi bircok farklt
kistmlarinda bulunur (Jani vd. 2009).

Gamlar ve musilajlar bazi benzer 6zelliklere de
sahiptir. Bitkisel hidrokolloid olmalart ve yar
saydam amorf Ozellik g6stermeleri  ortak
ozellikleri arasindadir. Bununla birlikte her ikisi de
bir  monosakkaritin ~ veya  monosakkarit
karisiminin - polimertleri olup birgogu tronik
asitlerle bag yapmus formdadir (Jani vd. 2009).
Galaktoz, galakturonik asit kalintilan icermesinin
yant sira ¢ogunluk olarak da arabinoz ve ksiloz
icermektedirler. Kimyasal yapilari incelendiginde
1,4 ve 1,3 baglartyla bagl arabinoksilan
polimerleri oldugu gorilmektedir
(Abdurrahmanoglu, 2017). Benzer bilesenlere
sahip olan gamlar ve musilajlar hidroliz sonucu
seker ve Uronik asit karisimt olustururlar (Jani vd
2009). Dtz zincitli polisakkaritler ayni molekiil
agitigindaki dalli bilesenler ile kiyaslandiginda
daha fazla yer kaplar ve viskoz yapi1 olustururlar.
Dallanmis bilesikler daha kolay jel olusturur ve
zincir uzunlugunca herhangi bir etkilesim
muimkiin olmadigindan daha kararli bir yap1
gosteritler (Glaue, 2018).

Ancak bir bitkinin ekstidast ya da ekstratinin gam
mt yoksa misilaj mu olarak adlandirilmast
gerektigine dair tatmin edici bir ¢6ziim olmamakla
birlikte s6zliik anlamu olarak da yetersizdir.
Tohum ekstraktinin  kabuk ya da yumusak
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saplardan akan maddelerin miisilaj olarak
adlandirilmasi yoniinde bir egilim olmakla birlikte,
bamya (Hibiscus esculentns), psyllium (Plantago
spp.; Plantaginaceae, Scrophulariales), keten
tohumu (Linum wusitatissimunz; Linaceae, Geraniales)
ve ruredzo (Dicerocaryum zanguebarium) musilajlara
ornek olarak gosterilmektedir (Mohammadifar

vd. 2006).

Bitki Tohumlarindan Miisilaj Ekstraktsiyonu
Bitki tohum musilajlann (BTM) yiiksek hidrofilik
yapilant nedeniyle bozulmamis tohum ve tohum
kabuklarinin suyla muamele edilmesi ile ekstrate
edilebilir.  Tohumun orjini ve genotipi,
ekstraksiyonda kullamilacak ¢6ziiciinin pH ve
sicakhigl, ekstraksiyon siiresi, tohum ve ¢6zlcl
orant gibi etkenlere baglt olarak ekstraksiyon
randimani %3 ile %35 arasinda degisebilmektedir.
Ancak bazi durumlarda tohumlarin suya 1slanmast
musilajin  yeteri kadar ¢6zlinmesini saglamaz.
Hafif calkalama islemi yapiskan olmayan dis
musilaj tabakasinin ektraksiyonunu arttirsa da
icteki yapiskan tabakanin ¢oziinmesi sadece
hedeflenen fiziksel, kimyasal ya da enzimatik
muamele yoluyla saglanabilir (Soukulis vd. 2018).

BTM ekstraksiyonunda klasik yontemin disinda
ultrases, mikrodalga gibi yontemlerin de
kullandldigr  bilinmektedir. Nazir vd. (2017),
feslegen tohumlarindan musilaj ekstraksiyonunun
optimizasyonunu  gerceklestirdikleri calismada
sicaklik ve eckstraksiyon siiresinin artmastyla
musilaj ekstraksiyonunun arttgr ancak 80 °C ve
Uzeri sicakliklarda polisakkarit degredasyonuyla
birlikte ekstraksiyon veriminin distigh ifade
edilmistir. Sabit sicaklik ve siure kosullarinda
su/tohum orani artisinin ise verimi artirdigy,
ekstraksiyon siiresi ile su/tohum orant artisinin da
ektraksiyon verimini artirdigt gézlemlenmistir.
Artan su/tohum orani ile suyun daha iyi itici gii¢
oldugu ve sicaklik artisimin ise suyun tohum
igerisine penetrasyonunun kolaylasmas: sonucu
verimi arttirdidt ifade edilmistir.

Klasik ekstraksiyon yontemine alternatif olarak
kullantlan mikrodalga yénteminde ise mikrodalga
giici ve ektraksiyon siiresinin artmasiyla musilaj
veriminin arttif1, islem sirasinda gergeklesen
sitcakhk  artistéin musilajin - ¢6ztiinmesini

kolaylastirarak  ektraksiyon verimini olumlu
etkiledigi belirtilmistir (Haddache vd. 2016; Lu-
Han vd. 2016). Ultrases yontemi ile
gerceklestirilen ektraksiyonlarda ultrases siddeti
ve ckstraksiyon siiresinin musilaj ekstraksiyon

verimini artirdi@ ancak wultrases ile olusan
kavitasyon kopiklerinin termomekanik
etkisinden  dolayt  polisakkaritlerin  yapisin
degistirdigi ~ gozlemlenmistir. ~ Ekstraksiyon

stresinin artmastyla bu degredasyonun daha
belirgin gorildigi ifade edilmistir (Fabre ve
Pereira, 2015).

Tohum musilajlaninin  ekstraksiyonunda ayrica
enzim destekli ekstraksiyon, presleme gibi
yardimer  iglemler ile ilgili ¢alismalar da
gerceklestirilmistir (Chiang vd. 2019; Gheribi vd.
2019; Da Silva vd. 2019).

Tohum Musilajlarinin Teknolojik Ozellikleri
ve Gida Uygulamalari

Miisilajlar, hidrofobik ya da hidrojen bag: yoluyla
polimer zincir yan gruplarinin molekdller arast
interaksiyonu sebebiyle kalinlagtirict ve yapt
olusturucu  olarak  kullanilitlar. Polimer
zincitlerinin ~ akis  yonline uyum  saglama
yetenekleri misilaj soliisyonlarina psddoplastik
ozellik kazandirir. Keten tohumu ve sart hardal
gibi bitkilerde bulunan iyonik yapidaki miisilajlar
iyonik siddet ve pH degisimlerine karst daha
duyarhidir.  Diger taraftan tere ve ¢iya
tohumundaki gibi ksantan gam iyonik O&zellik
gOstermeyen ticari gamlara benzemekte ve pH
degisimlerine  duyarliik  gOstermemektedir
(Soukoulis vd. 2018).

Hidrojen katyonlarinin artist, ayni yiikld yan zincir
gruplart arasindaki itme kuvvetini azaltarak
polimer zincitlerinin hidrojen baglanmas: ile
birlesme bélgelerinin olusumuna neden olur ve
béylece keten tohumu ve sart hardal gamlan ve
bunlarin pektik olmayan fraksiyonlari asit jel
olusturabilitler (Qian vd. 2012; Chen vd. 20006;
Wu vd. 2009). Disik konsantrasyonlarda
katyonlarin (K, Nat, Ca?") varlig, BTM sulu
sistemlerinde  jel dayanimum artirir.  Fakat
katyonlarin yiiksek konsantrasyonlarda olmast
polimer molekiilleri arasindaki elektrostatik itme
kuvvetlerinden dolay1 jel dayanimini azaltir (Chen
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vd. 2006). Iyonik jelletin mekanik &zellikleri

musilaj konsantrasyonuna ve tironik asit icerigine
bagli olarak degismektedir. Dugitk tGronik asit

igerigine sahip tohum miisilajlarinin katyonlarin
varliginda

viskozimetrik  tepkisi  olumsuz

etkilenmektedir (Soukoulis vd. 2018).

BTM’ lerin yaptyt modifiye etmelerindeki en
O6nemli parametrelerden biri de sekerdir. BTM
dispersiyonlarinda sekerin de yer almast reolojik
parametreler tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Sekerle bitlikte ¢6ziinen maddelerin  yeterli
miktarda mevcut oldugu durumlarda BTM’ lerin
yapt uyumunu degistirerek etki eder. Bazt
durumlarda  ise  bu  maddelerin  dusiik
konsantrasyonlarda olumsuz bir etki gosterdigi
belirtilmistir (Behrouzian vd. 2013; Capitani vd.
2016).

Protein  safsizliklarinin = varhgt BTM’  lerin
reolojik Ozelliklerini
etkilemektedit. Protein safsizliklarinin
uzaklastirilmast BTM’ lerin kalinlastirict ve jel

olusturma  kapasitelerini  6nemli  Slciide

gelistirmektedir. Safsizliklarin giderilmesi musilaj

¢6zunurligind arttrir, yan zincir gruplarinin
vapisal olarak engellenen molekiller arast
etkilesimini ortadan kaldiir ve daha yiksek

viskozimetrik etkilere ve mekanik deformasyonu

surdiren  duzenli  biyopolimer  aglarint
olugturulmasina yol acar (Razmkhah vd. 2016a;
Razmkhah vd. 2016b).

Polimerlerdeki hidrofobik ve hidrofilik yan zincir

gruplartin - varh@  yizey  aktif  6zellik
kazandirmaktadir. Bu yizden hidrokolloidler
gicli  yizey aktif maddeler olarak kabul

edilmezler (Tabasi vd. 2017).

Molekiil agirligi, protein orani, zincir esnekligi ve
uronik asit varhgr BTM araylzey aktivitesini
ctkileyen o6nemli parametrelerdir (Tabasi vd.
2017). Misilajlarin  dusiik  konsantrasyonlarda
stabilize etme etkisi ise amfilik karakteri ile

iliskilidir ve protein safsizliklarinin varligt yag-su

araylzeyinde  adsorpsiyonu  arttrir.  Baz
calismalar,  protein  parcalarinin  elimine
edilmesinin yizey geriliminde 6nemli diizeyde
artisa sebep olarak ylizey aktif olmayan gamlara

kiyasla daha duistik emilsifiye edici kapasiteye yol
actigini gostermistir (Soukoulis, 2017).

Bitki  tohumlarindan  ve  bitkinin  diger
bélimlerinden elde edilen musilajlar seker ve
tronik asit birimlerinden olusan kompleks
polisakkaritler olup endistride ise kalinlastiricy,
emilsiilfiye  edici, jellestirici, baglayict  gibi
amaclarla  kullanilmaktadir. Bununla  birlikte
eczacilik alaninda genis capta kullanilmakta olup
medikal kullantminin da oldugu bilinmektedir
(Hassan vd. 2015). Son zamanlarda BTM’lerin
ticari hidrokolloidlerle —sinerjistik  etkisinden
yararlanilarak aida endistrisindeki
uygulamalarinda artis meydana gelmistir (Staffolo
vd. 2017).

Tere musilaji kullamilarak dretilen yogurtta,
depolama boyunca fermentasyon stresinde, pH
degerinde ve proteoliz enzimleri tizerinde 6nemli
Olcide degisiklik olmadigt saptanmigtir. Yogurt
kalite parametreleri ile pozitif bir iligki gosteren
tere musilajt serum proteinlerinin ayrilmasin
azaltmis ve yogurt vizkozitesini arttirmigtir.
Bununla bitlikte depolama stiresine bagh olarak
ucucu bilesenlerde(asetaldehit ve diasetil) digis
gorilmustir (Hassan vd. 2015).

Feslegen tohumu musilaji karboksimetilseliiloz ve
guar gam gibi ticari hidrokolloidlere kiyasla
dondurma 6rneklerinde rekristalizasyonu azaltmig
ve  kristal  buytkligini Onemli  6lciide
ctkilememistir. Feslegen tohumu musilaji kristal
biyime hizint %30-40 arasinda azaltmus ve
partikiil buyiikligind arttirmistir (BahramParvar
vd. 2013). Feslegen tohum gamu disiik yag icerikli
dondurmalarda  istenilen reolojik  Szellikleri
kazandirmistir.  Bununla beraber erime hizt
diiserken yag ikamesi kullanilan 6rneklerde erime
suresi ve ilk damlama sirelerinde artis
gortlmistir (Javidi vd. 2016). BTM 6nemli
Olgiide araylzey aktivitesi gosterebilmekte olup
sttte yag-su ve hava-su araylizeylerini stabilize
etmektedir. Ayrica ¢iya ve feslegen musilajlarinin
serum  viskozitesini  arttirarak  dondurmada
stabilizasyonu sagladigt belirtilmistir (Yadav vd.
2016).

Arzu edilen tekstlrl olusturmalatt ve raf dSmrina
uzatmalart sebebiyle hidrokolloidlerin finncilik
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uriinlerinde kullanimlart da karsimiza ¢ikmaktadir
(Kohajdova vd. 2009). Glutensiz triinler gibi
yeniden formile edilen drtnlerde  yapiy
iyilestirmek ve bayatlamayt geciktirmek amaciyla
kullanilmaktadir (Smith vd. 2004). Musilajlarin
hidrojel olusturma yetenegi pisirme esnasinda
triin icerisinden kabuk kismina dogru su buhar
gecisini kontrol etmekte ve bu sayede son
driindeki agirllk ve hacim kaybi en aza
indirilmektedir (Fernandes vd. 2017). Keklerde
shortening ve yumurta yerine %25 ve %75
oraninda kullanilan ¢iya tohumu hidrojeli doymus
yag, kolesterol ve kalori aliminin énemli 6lciide
azalmasint saglamustir. Ayrica keklerin spesifik
hacmi, nem igerigi ve yapisal Ozelliklerinin
korunmasini  saglamasina  ragmen  musilaj
kullanimi organoleptik 6zellikleri 6nemli derecede
degistirerek titketici tercihini olumsuz yonde
etkileyeceginden  yag miktarinin  azaltldig
formilasyonlarda kismen kullanilabilmektedir
(Soukulis  vd. 2018). Ciya tohumu ile
zenginlestirilen pita ekmeginde, ekmek icinin
glisemik indeksi yiksek miktarda nisasta
jelatinizasyonundan dolayt artis gOstermis ve
kabuk kisminda dustk jelatinizasyon
derecesinden dolayt musilaj ilavesi glisemik
indeksin azalmasina sebep olmustur (Salgado-
Cruz vd. 2017). Son zamanlarda, gliitensiz
uriinlere yapt kazandirmak amactyla hamur ve
kabartma gelistirici olarak BTM kullanimi artis
gostermistir. Korus ve ark. (2015), yaptgt bir
calisgmada %1,2 ile 2,4 oranlarinda keten tohumu
misilajinin, pektin ve guar gam gibi ticari
hidrokolloidler ile benzer sekilde glutensiz
ekmegin duyusal kalitesini arttirmak ve hamurun
viskoelastik, fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerini
korumak icin kullanilabilecegi ifade edilmistir.
Guar gam ve pektinin yerine keten tohumu
miisilajinin kullanilmast ekmegin duyusal olarak
kalitesini arttirmus, tekstiir ve bayatlama tizerinde
ise sturlt etki géstermistir. Ayrica, keten tohumu
ilavesi nisasta retrogradasyonuna bagl olarak
ekmegin termo fiziksel yapisint degistirmemistir.
Glutensiz makarnaya ¢iya tohum miusilajt ilavesi
ile son UurGnin pisitme kalitesinde gelisme
gorilmemis makarnanin ¢6ztiinen ¢6ziinmeyen lif,
fenolik bilesikler ve protein iceriginin artmast ile
besinsel profilinde iyilesme  gerceklesmistir
(Menga, 2017). Ciya tohumu ilavesi ile tretilen

galetalarin kimyasal ve fiziksel bazi 6zelliklerinin
arastirildigt bir ¢alismada, ¢iya tohumu ilavesinin
toplam agirlik kaybina etkisi gbzlenmezken ¢iya
tohumunun orant artttkca agirlik  kaybinda
nispeten de olsa artts oldugu gbrilmustir
(Ozgoren, 2018). Ciya misilaji ile hazirlanan
ekmek ve cikolatali kekte, misilajlar farkli
oranlarda yag ikame edicisi olarak kullanidmis ve
%50 oraninda yag ikamesi olarak kullanilan
orneklerde  drinin  fiziksel ve  teknolojik
Ozelliklerinde bir degisiklik gbzlenmemistir. Bu
durum ciya misilajinin gida endistrisinde yag
ikamesi alternatifi olarak kullanilabilecegi seklinde
ifade edilmistir. Bununla birlikte kek tretiminde
%75 ve uzeri oranlarda kullanllan mdusilaj kek
hacmini azaltmistr  (Fernandes vd. 2017).
Puskdirtilerek kurutulmus probiyotik bakteriler
(L. acidophilus, L. plantarum and B. infantis) iceren
maltodekstrin/protein tozuna, keten ya da ¢iya
misilajlaninin - katilmasi  hiicrelerin ~ biyolojik
aktivitelerini dehidrasyon boyunca korumustur
(Soukulis vd. 2018). Psyllium misilajiun L.
plantarnm hiicresini immobilize etme potansiyeli,
patates nisastast ve inilinle kiyaslandiginda sert
gastrointestinal sivilara maruz kalma sonucu
ortaya ¢itkan hiicre zararni etkili bicimde
engelledigi gérilmustiir. Coziict ile yer degistirme
metodu  ile  olusturulan  ¢iya  misilajt
nanopartiktlleri yag enkapsiilasyonunda
kullanlmig olup nanopartikaller lipit
damlaciklarinin instabilitesini arttirmis ve mono
ve poli-doymamis yag asitlerinin  oksidatif
bozunmasina karst somut bir fiziksel batiyer
saglamistir  (Peredo vd. 2016). Ciya tohumu
yagiun  ¢lya musilaji  ile  enkapsilasyonu
sonucunda, depolama siiresince fiziksel ve termal
stabilite korunmustur. Hizlandirilmis kosullardaki
28 gtnlik depolama siiresince yagin oksidatif
stabilitesinin korunmast ¢iya musilajinin biyoaktif
yaglarin enkapstlasyonunda basariyla
kullamulabilecegini géstermistir (de Campo vd.
2017). BTM bircok yag/su ya da su/yag
emillsyonunda  stabilizasyon  saglamak, yap1
olusturmak ya da tekstir saglamak igin
kullamlmaktadir. Ciya misilajt strekli su fazinda
disperse olan miktarina baglt olarak yag/su
emilsiyonlanim stabilize edici etki gostermistir.
Yag damlaciklarinin boyutunda meydana gelen
artisa ragmen musilaj konsantrasyonunun artmasi,

273



U.S. Vardar, Y. Ozcan, D. Ozmen, O.S. Toker

damlaciklarin biraraya gelmesini ve yercekimsel
ayrilmay1 inhibe etmistir (Capitani vd. 2016). Ciya
miisilajinin - yag-su arayiizeyini stabilize etme
yeteneginin ¢iya misilajimin kompozisyonel ve
mikroyapisal ¢esitlilifine katk: saglayan, yag su ara
ylizeyinin ¢evresinde heterojenus viskoelastik
yapilarin olusumuyla iligkili oldugu
distinilmektedir (Avila-de la Rosa, 2015). Tek
basina ya da jelatin ile kanisim halinde feslegen
tohum misilajinin protein miyofibriler jelinin
pisirme kalitesi ve viskoelastik 6zelliklerini Gizerine
etkisi arastirilmistir. Musilaj ile jelatin arasindaki
sinerjistik etkinin pisirme randimanin, jel giiciini
ve yapt yogunlugunu arttirdifl saptanmustir.
Ayrica, su salimmim  azaltugl gorilmis olup
protein-jelatin-feslegen gami  interaksiyonuna
sebep olan kovalent baglanmanin budurumun
sebebi oldugu disiunilmektedir (Lee vd. 2017).
Yitksek miktarda nisasta (%8-30), gam (%11-44)
ve misilaj maddesi (%06-61) iceren sahlep ilavesi

ile iretilen sucuklarn sertlik degerinin arttigs
ancak diger tekstiirel parametreler tzerinde
herhangi bir etkinin séz konusu olmadig
belirtilmistir (Gok vd. 2018). Ciya tohumunun
jellesme Ozelliklerinin modifiye pektin tiitlerine
cok yakin oldugu gézlenmistir. Bu sonug, ticari
regeller veya soslarda pektin yerine ¢iya
tohumunun kullanidabilecegini géstermektedir.
Reolojik parametreler, sekersiz ¢iya tohumu ilaveli
marmelatin  kayma incelme 6zelligi tagidiging
gostermistir. Ciya tohumu ilavesinin viskoziteyi
artirdift  tespit edilmistir  (Ozbek vd. 2019).
Balangu tohum misilajlarindan yenilebilir film
Uretimi Gzerine yapilan bir calismada ise; balangu
misilajinin sergiledigi mekanik, su buhart ve
oksijen gecirgenligi 6zelliklerinin  ambalajlama
uygulamalan i¢in potansiyel bir aday oldugu
gosterilmistir (Sadeghi-Varkani vd. 2018). Farklt
tohum musilajlarinin kullanildigi Grtinler ve son
triinlerdeki degisimler Cizelge 1° de verilmistir.

Cizelge 1. Farkli tohum musilajlarinin son trtin 6zelliklerine etkisi

Kullanim

Uriin Musilaj Tipi Amact Sonug Kaynak
. Stabilizator Erime direncinde artma
Ciya tohum - N S
Dondurma musilaji Kopuk Tat, tekstlir ve genel kabul edilebilirlik  Campos vd. (2016)
olusturucu uzerine olumsuz etki
Portakal Ciya tohum Kaplama Yiksek I. ve distik a* degeri .
suyu mlylsilaﬁ maFt)eryali Uygun biyoerisilebilirlik §iizeyi Stefani vd. (2019)
Bol.o.gna Clya. . tohum Yag ikamesi  Benzer istah ve tokluk hissi Camara vd. (2020)
sosisi musilajt
Yiksek su ¢ozintrligi, termal direnc,
o . . seffaflik
Jenilebili Sﬁgﬂaﬁ tohum Sff;mmcu Plastiklestirici icerigine baglt olarak Dick vd. (2015)
kabul edilebilir gerilme kuvveti, esneklik
ve uzayabilirlik
Ciya tohum B . Spesifik hacim ve ekmek i¢i sertliginde Felisberto vd.
Pound kek musilatt Yag ikamesi  artma (2015)
) Ekmek i¢i L" degerinde azalma
L. rhamnosus  icin bagirsak-mide
Siitlii tatly Ayva  tohum Kaplama kosullarinda artan dayaniklilik Dokoohaki  vd.
musilajt materyali Sertlik,  ¢ignenebilirlik,  yapiskanlik  (2019)
degerlerinde artis
Iyi antioksidan ve antibakteriyel
Yenilebilir ~ Ayva  tohum Film kapasite .
film musilajt olusturucu Kabul edilebilit mekanik ve bariyer Jouki vd. (2013)
ozellikler
Keten tohumu . Aza} an .yap1§kanhk .
Yogurt musilatt Stabilizator Gelismis tekstiir, azalan su salinimi Basiri vd. (2018)
: Diisiik genel kabul edilebilirlik
Noodle Keten tohumu Fonksiyonel = Pisme kaybinda artma Zhu ve Ti (2019)

musilajt bilesik

Sertlik ve cekme direncinde azalma
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SONUC

Bitki  koékenli  hidrokolloidler — hayvansal
hidrokolloidlere alternatif olarak ortaya ¢tkmis ve
son zamanlarda bu konudaki arastirmalar
artmustir. Musilajlarin kalinlastirma, jel olusturma
ve emilsifiye etme gibi yapt lzerinde teknolojik
etkileri olup diyet lifi olmast acisindan da
fonksiyonel — 6zellik  gOstermektedir.  Musilaj
ckstraksiyon  kosullari, bahsedilen  &zellikler
tzerinde 6nemli bir faktérdir. Musilajlarin gida
uygulamalan ile ilgili calismalar hiz kazanmakta
olup mevcut ticati hidrokolloidler ile rekabet
edebilecek diizeyde olumlu etkiler
gosterebilmektedir.  Ancak yapidaki  protein
gruplari gibi bazt safsizliklar teknolojik 6zellikleri
olumsuz sekilde etkileyebilmektedir. Musilajlatin
ekstraksiyon sonrast saflagtintlmalart ile ilgili
calismalarin gerceklestirilmesinin  bu noktadaki
problemleri ¢6zecegi distinilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Tum yazatlar makalenin kaynak tarama, yazma,
dizenleme asamalarinda katkida bulunmuslardir.
Yazarlar makalenin son halini okumus ve
onaylamustir.
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ABSTRACT

In this study, objective was to determine the best drying and conditioning times for achieving the desired
quality for jelly candies of different weights. Drying time (also known as Stoving time) (12, 16, 20, 24 h) in
oven, conditioning time (WIP time) (0, 24, 48, 72 h), unit weight of the candies (2.5 g, 3 g, 6 g) were the
variable parameters investigated. TPA, moisture content, water activity, TSSC, TD-NMR Relaxometry
expetiments were performed. Optimum drying time was found as 20 h for 2.5 g and 24 h for both 3 g and
6 g. Pollowing drying, the best conditioning time with respect to unit weight was determined as 72 h for 2.5
gand 48 h for 3 g and 6 g candies. The results of the study suggested that, to achieve and keep the desired
quality parameters during shelf life, each unit weight candy should be processed separately.

Keywords: Gelatin based soft candy; texture; moisture; drying; conditioning; time domain NMR
relaxometry

JELATIN BAZLI YUMUSAK SEKERLERIN KURUTMA KOSULLARININ
OPTIMIZASYONU

oz

Bu calismada amag, farkl agirliklardaki jelatin bazli sekerlerde istenen kaliteyi elde etmek icin
optimum kurutma ve tavlama stirelerini belitflemektir. Firinda kuruma siiresi (Frrunlama siiresi) (12, 16,
20, 24 saat), tavlama stresi (WIP zamani) (0, 24, 48, 72 saat), sekerlerin birim agirhigt (2.5 g, 3 g, 6 @)
incelenen degisken parametrelerdir. Seketlerin karakterizasyonu i¢in Tekstiir Profil Analizi, nem
icerigi, su aktivitesi, toplam ¢6zinir katt icerik ve NMR Relaksometre deneyleri yapilmistir. En iyi
kuruma stiresi 2.5 g icin 20 saat, 3 g ve 6 g icin 24 saat olarak bulunmustur. Kurutmadan sonra, birim
agirliga gore en iyl tavlama stresi, 2.5 g icin 72 saat, 3 g ve 6 g sekerlemeler icin ise 48 saat olarak
belirlenmistir. NMR relaksasyon stireleri olarak tamimlanan Ty ve To fiziksel parametrelerle iligkili
bulunmustur. Calismanin sonuglari, raf émri boyunca istenen kalite parametrelerini elde etmek ve
korumak icin, farkli birim agirlikta olan sekerlemelerin ayri olarak islenmesi gerektigini énermistir.

Anahtar kelimeler: Jelatin bazli yumusak seker, tekstir, nem, kurutma, tavlama, zamansal alanl
NMR relaksometre
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INTRODUCTION

Jellies, pastilles and gums belong to the same
classification in confectionary products and have
a moisture content around 20%  (Lees and
Jackson 2012). Jelly candies are composed of
gelling agents such as gelatin, pectin, starch or
gum arabic. Sucrose and glucose syrup are used as
the main components and as the additional
ingredients; jelly candies also include food acids,

flavouring and colouring agents (Burey et al.
2009).

Textural properties of soft candies are affected
from the type of the gelling agent significantly
(Ergun et al. 2010a). To make jellies, sugar,
glucose syrup and gelling agent are dissolved in
water and then the mixture is boiled. After
boiling, concentrated mixture (slurry) is
deposited, dried, coated and packaged (Edwards
2000). Especially, jelly candies are deposited in
starch molds that helps the candy to lose its
moisture and creates a skin on the surface of
candy. Formation of the skin prevents
deformation of the candy when removed from
starch mold (Ergun et al., 2010; Edwards, 2000).
After depositing, the filled trays are taken to an
oven. Time that products are kept in the oven is
called as stoving time. After stoving cycle, samples
could be kept in Work In Progress (WIP) area
before packaging for the improvement in their
textural properties. This waiting time is also called
as conditioning time. Actually, drying parameters
(stoving time, temperature and Relative humidity)
can change depending on the selected gelling
agent (pectin, starch, gelatin etc.). Drying time on
the oven changes from 24 h to 72 h depending on
the type and size of the candy, type of the gelling
agent and the desired moisture content (Ergun et
al. 2010a). Stoving time and the temperature for
gelatin-based candies should be lower than the
starch based or pectin-based jelly candies to
prevent gelatin browning and let gelatin-based
candies obtain the desired textural properties
faster. Also, the rate of drying affects the texture
of the candy directly (Edwards 2000). Rate of
drying has also a direct effect on the skin
formation on the soft gels. When the skin forms
very fast, the surface of the candy becomes too
hard.

During drying in the oven, moisture migration,
occurs between starch - candy and air. Firstly,
moisture migration occurs from candy into the
starch bed. After that, moisture migrates from the
candy into the air. Finally, moisture migration
occurs from starch bed into the air depending on
the % RH of the air (Troutman et al. 2001).

Dehydration is a crucial parameter in texture
profile of the candy. The highest dehydration rate
of candy usually occurs at the beginning of the
drying in starch mold. As stated above, water
inside a candy is transferred to the outside and
consequently increases the solid content (Delgado
and Bafndén 2015). Mostly, jelly candies’ water
activity changes between 0.5 and 0.7 and the final
product should achieve at least 75% total soluble
solids to prevent mold growth (Ergun et al
2010a).

Time domain NMR Relaxometry is a valuable
tool to get information about the dehydration
behaviours of soft candies. Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) is a non-destructive
characterization technique and can be used to
determine food quality (Kirtil et al. 2017).
Troutman et al. (2011) used NMR relaxation
times to observe the effect of environmental
factors on drying and moisture migration. Since
foods are good examples to the chemically and
structurally  heterogeneous  systems,
contributions to the NMR signal is possible due
to the changes in molecular mobility (Kirtil et al.
2017). These changes in NMR signal could be
explained with two main variables: longitudinal
(T1) and transverse (T2) relaxation times (Kirtil et
al. 2017). These time constants are used to
characterize the mobility of protons and
variations of  conformations within the
biopolymer (Ozel et al. 2017a).

various

From the previous studies, it was known that T}
(spin-lattice relaxation time) highly relied on the
mobility of protons which came from the water
component of the gel matrices (Pocan et al.
2019a). In that regard, T; relaxation time could be
considered as a valuable tool to detect the
moisture distribution on food samples (Pocan et
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al. 2019a). Longitudinal relaxation time (T) was
utilized in many studies for the analysis of food
systems such as effect of microwave heating on
starch-water interactions (Ozel et al. 2017b),
impact of pectin methyl esterase and CaCl,
infusion on mangoes (Kirtil et al. 2014), effect of
D-Allulose (formerly known as D-Psicose)
addition on gelatin based soft candies (Pocan et
al. 20192) and moisture migration in soft-panned
confections during aging (Troutman et al. 2001).

T> (spin-lattice) relaxation time is also an
important parameter to deduce water content,
interaction of water with surrounding molecules
and physical properties of water (Kirtil et al.
2014). Both multi-exponential and mono-
exponential approaches could be utilized to
interpret the transverse (T2) relaxation times
(Pocan et al. 2019a). T relaxation time of food
products having a multi-compartmental nature
such as gluten free cakes (Yildiz et al. 2018),
thawed and frozen mangoes (Kirtil et al. 2014)
and gelatin based soft candies (Pocan et al. 2019a)
were analysed with the help of multi-exponential
approach while emulsion stabilization properties
of some gums like gum tragacanth (Pocan et al.
2019b) and characterization of capsaicin
emulsions (Akbas et al. 2016) were explored with
the help of T: relaxation times that were
expressed as mono-exponential.

In this study, the objective is to determine the best
stoving and conditioning times (WIP) for
achieving the desired quality for soft candies of
different weights. Moisture content, water
activity, total soluble solid content, hardness and
NMR Relaxometry experiments were performed
for samples stored at different stoving and
conditioning times.

MATERIALS AND METHODS

Materials

In soft candy production; sucrose (Kayseti Seker,
Kayseri, Turkey), glucose syrup (Cargill, Bursa,
Turkey) (DE: 42), gelatin (Halavet Gida, Istanbul,
Turkey) (Blooming index: 240), coloring and
flavoring agents (International Flavors &
Fragrances (IFF), Kocaeli, Turkey), citric acid
monohydrate (Yilmaz Kimya, Istanbul, Turkey)
were used as the ingredients.

Methods

Gelatin Based Soft Candy Production

Firstly, gelatin (240 bloom) solution was prepared
around 65 °© C in the gelatin preparation tank. In
weighing tank, gelatin solution, glucose syrup and
sucrose were mixed while heating to dissolve
sugar crystals. After, slurry (mixed solution) was
cooked at approximately 100 ¢ C, it was fed into
vacuum chamber to adjust the solid content,
remove air bubbles and eliminate the excess
water. Solid content was around 75 to 80 %.
Flavor, acid and coloring agent were added into
the slurry immediately prior to molding to
minimize time & temperature effect on volatile
flavor components and to avoid inversion of the
sucrose. Then, the slurry was molded into starch
trays. The filled trays were taken to an oven at
approximately 30 °C and 45 % RH to condition
and gain the desired texture. Time that products
were kept in oven is called stoving time. When the
desired total soluble solid content and texture was
attained, drying was completed. Following drying,
the trays were inverted to remove the jellies from
the molds and were brushed gently to eliminate
starch powder. Finally, the jellies were coated with
oil using a drum to avoid a sticky surface. After
coating, products were transferred to cases and
kept on conditioning area before packaging.
Conditioning room temperature was around 20
°C and <65 % RH. In jelly candy technology,
conditioning is termed as WIP (Work in Process). In
the following sections, WIP term is used instead
of conditioning. Production flow chart is also
given in Fig 1.

In this study, 3 different types of candies having
same formulations, raw materials, flavors and pH
values were used. The only difference between
samples was the unit weight and accordingly
surface area. Unit weight levels were 2.5 g, 3 g and
6 g. Surface area of the samples were increasing
while increasing unit weight.

Samples molded into starch molds and put into
oven for drying process. Effect of four levels of
stoving time (12, 16, 20, 24 h) were studied.
Moisture content, water activity, total soluble
solid content, texture analysis and NMR
experiments were performed. After stoving cycle
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was completed, samples were transferred to the
coating section. In this study, samples that were
hold 12 h and 16 h on oven were not coated with
oil, only 20 h and 24 h samples were coated.
Products that were hold 12 h and 16 h on oven
were not found to be proper even from the
beginning due to the textural properties of these

candies not being appropriate for the consumer
(too sticky and too soft). So, 12 and 16 h products
were not coated. In order to analyse the effect of
stoving time on the moisture content, total solid
content and water activity, non-coated samples
were used.

Gelatin
Tank Glucose
4 Y
/ Stock | Powder
Steam > Tank Sugar
Depositor o Drying :
Cf ;g;leé* —» Vacuum [ Rfrse:;t’ +4p| Stock —p l\];mmf& | Fumace i
2 Tank ouicmeg ~30 °C Starch !
Trays !
v 2
a" |
Flipping T &
over the — Do
molds Starch :": i
l T &
: ) Candy Cleanmng E . '
Packaging |€ WIP |, | Transfering | | 6o le fromthe 4—p ScTCCRDE
== Area to cases : ! & Drymg
Machme Starch N !
4 x = i
oo e mmn
Ot Steam

Figure 1. Flow chart of jelly candy production

Following the coating, samples were transferred
to the conditioning room for further drying.
Conditioning (WIP) time was another factor that
was studied. Coated samples that were held 20
and 24 hours in the oven were kept in the
conditioning room for 24 h, 48 h and 72 h. The
above-mentioned physical measurements were
also repeated for these samples. Effect of
conditioning time was only studied for the coated
samples of which 20 and 24 h stoving cycle was

completed due to the same reasons explained
above.

In routine production, stoving and conditioning
(WIP) time are same for all different unit weights.
Stoving time is 20 h and conditioning takes 72 h
or more than 72 h for all gelatin based soft candies
(for all different unit weight).
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Moisture Analysis — Vacuum Oven Method
Moisture content was determined by the vacuum
oven method. 20 g sea sand and glass pieces were
put on aluminium dish and dishes were put in
oven at 105 °C for 1 hour. Then, the dish was held
in a desiccator at room temperature to cool down.
One piece of sample was added to the dish and 1-
2 ml hot water was then added and mixed into sea
sand and glass pieces. This mixture was placed on
drying oven at 60 ° C for half an hour to evaporate
excess water. After that, dishes were put into
vacuum oven (DAIHAN, Germany) at 70 "and at
a pressure of > 950 mbar and kept for 18 hours.
After 18 hours, dishes were cooled in the
desiccator and weighed.

Total Soluble Solids Content

Total soluble solids (expressed as g of total
soluble solids contained in 100 g or °Brix) ate
measured using a refractometer (Atago Co. Ltd.
RX- 5000) with an accuracy of 0.01 °Brix. Firstly,
the device was adjusted to 30° C and calibrated
three times with water.

Texture Analysis

Penetration test measurements were made using
Stable Micro Systems (SMS) Texture Analyzer
Plus with a 5 kg load cell. The penetration test
used for this analysis was performed with a 3mm
cylindrical probe which penetrated to 80% of the
full depth of a standard unit, and then retracted.
Hardness and stickiness values were recorded.
Analysis was made at room temperature (25 °C)
with minimum 10 replicates.

Water Activity

Gelatin based soft candies’ water activity was
measured by water activity meter (Novasina, ms1
Set Aw). Small pieces of jellies were put in a
chamber and kept until equilibrium. Experiments
were conducted at 25 °C as triplicates.

Time Domain NMR Relaxometry (TD-
NMR) Experiments

NMR relaxometry experiments were performed
by using the parameters that were mentioned in
the study Pocan et al. (2019) with some
modifications. TD NMR  relaxometry
experiments were carried out using 0.5 T (20.34

MHz) system (Spin Track, Resonance Systems
GmbH, Kirchheim/Teck, Germany). For Ty
measurements, saturation-recovery sequence was
used with a 300 ms relaxation period (TR) and 400
ms observation time. For T, measurements, the
Carr—Purcell-Meiboom—-Gill (CPMG) sequence
was utilized with parameters of 40 us echo time,
500 echoes, and four scans. Tp and T:
measurements were performed for all samples.

The T and T data were analysed as indicated in
the study of Pocan et al. (2019). First, mono-
exponential fitting was conducted on the
relaxation curves using MATLAB. Discrete
component analysis was performed using XPFit
(Softonics Inc., Israel) to investigate the proton
pools and components in CPMG decay cutve as
mentioned in the study of Efe et al. (2019). For
the analysis of T> relaxation times, both mono-
exponential and bi-exponential approach were
utilized. For Ti relaxation times, only mono-
exponential approach was used.

Statistical Analysis

All measurements except texture measurements
were conducted with three replicates. Texture
measurements were carried out with at least 10
replicates. Data were analysed using Minitab 17
(Minitab Inc., Penn State, USA) at %5
significance level. One-way ANOVA  was
conducted for the analysis of stoving time on
non- coated samples. In order to determine the
difference between samples, Tukey’s comparison
tests were used at %95 confidence interval.

RESULTS AND DISCUSSION

Total Soluble Solid Content

In these experiments, refractometer was used to
investigate % total soluble solid content (TSSC)
content. °Brix value is a fast and adequate
parameter that is used to understand TSSC in
confectionery products (Lees and Jackson, 2012).
In gelatin-based candies, total soluble solid
content should be between % 75-82 to prevent
graining (Lees and Jackson, 2012).

As mentioned before, in this study gelatin-based
soft candies of different weights (2.5 g,3 gand 6
) were investigated for different stoving and WIP
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times. Asitis shown in Table 1., 2.5 g non-coated
samples that were kept for 24 h in the oven had
the highest value (P <0.05). As expected, for these
samples with 2.5 g unit weight, TSSC (%)
increased significantly as the stoving time

increased. On the contrary, for the other jelly
candies with 3 and 6 g unit weights, significant
deviations in TSSC (%) were not observed and
remained neatly constant as the stoving time
increased from 12 to 24 hours (P >0.05).

Table 1. Effect of stoving time on total solid content (%), moisture content (%) and water activity
(aw) of non-coated jelly candies

Total Solid Content

Water activity

Stoving Time (h) Type (g) o) Moisture Content (%) (a)
12h 2.5 78.60<£0.18 18.76:10.13 0.45510.03
16 h 2.5 78.83<10.02 18.373010.38 0.53+£0.01
20 h 2.5 79.49++0.00 17.72b<+0.15 0.53210.01
24 h 2.5 82.262£0.00 17.55¢+0.11 0.56210.01
12h 3 78.922£0.36 19.17220.05 0.41<+0.01
16 h 3 79.052£0.25 19.04210.06 0.40¢£0.01
20h 3 79.092£0.12 18.96210.02 0.48>£0.01
24h 3 79.452£0.15 18.64v+0.14 0.53210.01
12h 6 78.98210.01 19.79210.09 0.44<£0.02
16 h 6 79.102£0.01 19.49:10.11 0.49»£0.01
20h 6 78.852+0.00 19.34210.22 0.54210.01
24h 6 79.70:+0.31 18.46>+0.07 0.44<£0.01

*Different small letters indicate significant difference (P < 0.05) for the same unit weight with different stoving

In addition, if the unit weight was examined as the
only factor, it was deduced that, TSSC (%)
decreased significantly as the wunit weight
increased from 2.5 g to 3 g (P <0.05) as seen in
Table 2. However, detectable changes were not
observed as the unit weight increased to 6 g (P
>0.05). A similar drying study was performed by
Delgado et al. (2015) and they illustrated that
TSSC increased from 76.9 °Brix to 77.7 °Brix
when drying time increased from 12h to 20 h and

then remained constant. However, they utilized
porcine gelatin and starch together as the gelling
agent in production of gummy candies. The
differences observed in our study might have
stemmed from gelling agent that utilized since
bovine gelatin was the only gelling agent that used
in our study. It is highly probable that; drying
behaviour was affected from the type of the
gelling agent.

Table 2. Effect of unit weight on Total Solid Content & Moisture Content (%) and Water Activity (aw)
results for non-coated jelly candies

Water activity

Type (g) Total Solid Content (%o) Moisture Content (%0) (@)
2.5 79.79210.84 18.10£0.31 0.522£0.03
3 79.13b%0.18 19.07°+0.12 0.45¢+0.03
6 79.16>%0.31 19.27:+0.29 0.48>+0.02

*Different small letters indicate significant difference (P < 0.05) considering the unit weight as the only factor
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When the results were examined for the oil coated
samples, 2.5 g oil coated candy (Stoving time: 24
h, WIP: 72 h) had the highest total soluble solid
content (ISSC %) and 6 g oil coated candy
(Stoving time: 20 h, WIP time: 0 h) had the lowest

TSSC (%) as seen in Table 3. TSSC (%) increased
and moisture content reduced with drying. So, as
expected, increasing stoving and WIP time

increased TSSC (%0).

Table 3. Effect of WIP and stoving time on the physical and textural properties of oil coated jelly candies

Stovin WIP Type Total Solid Moisture Water activity .
time (hg) T(1}111)1e (yg})) Content (%)  Content (%) (aw) Y Hardness ™) Stickiness (N)
20 0 2.5 79.49410.01 18.742+0.08 0.53210.01 560.64><+10.59 -38.60a13.26
20 24 2.5 80.74<0.08 18.672+0.13 0.602£0.01 556.77>%£19.62 -38.30a+2.93
20 48 2.5 82.32b+0.03  18.662%0.13 0.57210.02 550.80<*+10.18 -37.14a1£1.94
20 72 2.5 82.34b+0.03  17.052%0.10 0.602+0.03 516.54<+15.78 -38.45211.88
24 0 2.5 82.26+0.01 18.572+0.06 0.56210.01 582.67%7.41 -37.18311.32
24 24 2.5 82.29b+0.02  18.542%0.13 0.62310.01 557.88>+17.63 -36.89a12.22
24 48 2.5 82.38>+0.03  18.532%0.08 0.423+0.25 563.56:>114.99 -39.65311.23
24 72 2.5 86.97a£0.04  18.502%0.16 0.58:+0.01 581.502+13.35 -44.45b12.58
20 0 3 78.68<x0.21 19.222+0.08 0.454+0.01 507.34b<%8.30 -29.563%2.90
20 24 3 81.54+0.11 19.352+0.05 0.594+0.01 510.58%c+10.38  -30.963%5.21
20 48 3 80.52¢<£0.15  19.552£0.06 0.602>+0.02 485.17<+17.11 -31.98212.17
20 72 3 81.27°+0.04  19.0322£0.07 0.63210.01 497.69b<+10.14  -32.972v%2.78
24 0 3 79.4241£0.06  19.312%20.21 0.53¢%0.01 512.03><+10.46  -33.042b%2.92
24 24 3 82.282£0.03  18.97v+0.05  0.59%0.01 529.49:b117.61  -33.393b%5.30
24 48 3 80.56ct£0.21  18.57b<+0.07  0.59%0.01 512.34:114.02  -33.132b%3.09
24 72 3 81.63b+0.05  18.38<*x0.09 0.60+0.01 528.552+18.35 -37.23b+2.95
20 0 6 78.60¢x0.03  19.852%0.04 0.51¢x0.01 44572442422 -29.43316.67
20 24 6 80.20b<+0.01  19.622+0.12 0.48t%0.01 458.994+20.52 -28.43a%5.11
20 48 6 81.50210.01 19.42a+0.14 0.5441+0.01 534.87>121.24  -33.80ab12.22
20 72 6 81.30a£0.28  18.75P%0.06 0.534+0.01 627.722+20.10 -38.74b13.27
24 0 6 79.304£0.08  19.38*%+0.11 0.50¢%0.02 458.594+20.79 -30.99at5.28
24 24 6 79.60¢4x£0.11  18.80>%0.05 0.56¢x0.01 498.06c118.52 -33.6812.74
24 48 6 80.70b+0.35  18.79>%+0.08 0.63210.01 538.06>118.63 -34.423b13 44
24 72 6 81.40a£0.10  18.69>%0.03 0.59+0.01 635.782124.01 -35.402b+8.18

*Different small letters indicate significant difference (P < 0.05) for the same unit weight with different stoving

and WIP times

TSSC (%) increased significantly when WIP time
increased from 0 h to 72 h at 20 h stoving time
for the 2.5 g samples as seen in Table 3 (P<0.05).
For these samples, sharp increase was monitored
when WIP time increased to 72 h at constant 24
h stoving time. However, for the 3-gram samples,
fluctuations wete observed. From 0 to 24 h, an
ascending trend was observed in TSSC (%) results
while descending behavior was observed when
the WIP time increased from 24 h to 72 h at
constant stoving time. This case was valid for
both stoving times (20 h and 24 h). For the 6 g

samples, similar case was observed with the 2.5 g
samples and TSSC (%) increased when the WIP
time increased to 72 h at 20 & 24 h stoving times.

Unit weight basis analysis showed more indicative
results on the effects of storage conditions of oil
coated candies. If the unit weight was considered
as the only factor, it was observed that as the unit
weight increased from 2.5 g to 3 g and 6 g, TSSC
(%) decreased significantly as seen in Table 4 (P
<0.05). Soft candies with 2.5 g unit weight was
found to have the highest TSSC (%).
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Table 4. Effect of unit weight on Total Solid Content & Moisture Content and Water Activity results
for oil coated jelly candies

Type Total Solid Moisture  Water activity L T2monoex
(}g)) Content (%) Content (%) (aw) ¥ Hardness (N)  Stickiness (N) Ti(ms) (ms) '
25 8235 +1.16 17.48°*£0.16 0.563+0.02  560.3321£9.36  -38.93b+2.34  47.582+0.32 0.712£0.03

3 80.74<0.08  19.052+0.24  0.572+0.03 509.89¢x7.07  -32.65:x1.24 44.83>+£0.57 0.72b+0.04
6 82.32+0.03 19.1621+0.26  0.542+0.03  524.73b%£9.53  33.11a£1.95 47.672£0.45 0.64<x0.04

*Different small letters indicate significant difference (P < 0.05) considering the unit weight as the only factor

Stoving time and WIP time that is necessary to
obtain jelly candies with stable network can be
different depending on different unit weights due
to the existence of different surface areas that
contacted with starch bed. Larger samples had
larger surface area in starch bed moulds. So, time
to reach equilibrium takes longer time as
compared to smaller samples.

Moisture Content

Generally, gelatin candies are rested in starch
moulds during 12 to 24 hours. Typical moisture
migration in starch-candy-air system occurs with
three ways. The first one is migration of moisture
from candy into starch bed; second one moisture
from candy into air and moisture migration from
starch bed into air (Sudharsan et al. 2004). If
moisture loss is rapid, hard skin and undesirable
textural properties could be observed (Ergun etal.
2010a). For this reason, drying condition (air flow,
air temperature and humidity and oven design)
should be specified depending on the product
type (type of gelation agent) and the product size
(Burey et al. 2009).

In this study, stoving time levels (12, 16, 20, 24
hour) were found effective on moisture content
MC) for non-coated samples having 2.5 g unit
weights and gradual decrease in MC was
monitored as the stoving time increased, as seen
in Table 1 (P <0.05). This was an expected result
since. TSSC (%) of these samples increased
significantly as it was mentioned in the previous
section. According to Delgado and Banon’s study
(2015), TSSC also increased when moistute
content decreased from 12 h to 24 h for gummy
products as in the case of our study (Delgado and
Bafién 2015). In the study of Delgado etal. (2015)
average unit weight of gummy candies was
reported as 2.13 g which is very similar to unit

weights that was used for this study (2.5 g).
Therefore, observing such an obvious decreasing
trend in MC was not surprising. However, when
the unit weights of gummy candies were changed,
scenario was different. For the non-coated
gummy candies with 3 and 6 g unit weights,
significant decrease in MC was only observed
while switching from 20 h to 24 h stoving time as
seen in Table 1 (P <0.05). As it was illustrated in
Table 2, if the unit weight was considered as the
only factor for these non-coated samples, it was
seen that gradual and significant increase was
observed in MC as the unit weight was increased
(P <0.05). Since moisture removal from the
relatively larger sample was difficult, necessary
drying time for these samples were relatively
longer.

After stoving, samples were coated with oil and
kept on the WIP area. As seen in Table 3,
increasing WIP time did not affect the MC of the
2.5 g samples (P >0.05) at each constant stoving
time (20 h & 24 h). Most probably, oil found on
the surface of these samples kept the moisture
inside the gel matrix and did not allow the
moisture outside to the gel resulting in constant
moisture content even WIP time was increased to
72 h. Therefore, it could be concluded that
increasing WIP time was not helpful for the jelly
candies having 2.5 g unit weight. Similar case was
also valid for the 3 g samples that were exposed
to 20 h stoving time. For these samples, increasing
WIP time did not also lead to significant decreases
in MC result (P >0.05). However, a different
scenario occurred for the 3 g samples which were
exposed to 24 h stoving time. For these samples,
it was eclucidated that, increasing WIP time to 72
h led significant and gradual dectrease in MC (P
<0.05). For 6 g samples that were exposed to 20
h stoving time, detectable decrease in MC was
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observed only when the samples were kept at 72
h conditioning room (P <0.05). On the other
hand, for 6 g samples that were exposed to 24 h
stoving time, noticeable decrease in MC was
observed when they were exposed to 24 h WIP
time while after 24 h, increasing WIP time did not
lead a detectable change and MC of these samples
remained constant (P >0.05) (Table 3). As it was
illustrated in Table 4, if the unit weight was
considered as the only factor for these oil coated
samples, it was seen that, significant increase in
MC was detected as the unit weight was increased
from 2.5 to 3 g (P <0.05). However, steadiness in
MC was detected when the unit weight was
increased to 6 g.

In summary, moisture content did not change
significantly until 20 h; but, it decreased slowly for
all non-coated samples from 20 to 24 h.
Moreover, for the coated samples, only 3 g and 6
g samples were mostly affected from being kept
in the WIP area whereas 2.5 g oil coated samples
were not affected from the WIP area, so it was
confirmed that they were able to lose the whole
free water inside and reached equilibrium totally
during stoving.

Water Activity

The amount and rate of moisture migration that
occurs between the components of a multi-
domain system such as jelly candies strongly
depend on the thermodynamic forces of the
system (water activity) and factors influencing the
diffusion rate (Troutman et al. 2001). Therefore,
water activity (aw) is an important thermodynamic
parameter to explain the moisture migration
behavior of the food systems during drying. It
could be defined as the ratio of partial pressure of
water vapor ratio to pressure of pure water at a
specified temperature (Mathlouthi 2001).

As seen in Table 1, for the non-coated 2.5 g
samples, the MC and a values validated that
further dehydration did not occur from 20 h
onwards. Similar case was also observed in
previous studies. Delgado et al. (2015) examined
the ay and MC of gummy candies having 2.13 g
unit weight and, in their study,, it was also
mentioned that, after 20 h, candies also did not

dehydrate further. Since the unit weight utilized in
their study was very similar to our study, this
outcome was not surprising. It is also worth to
mention that, for the non-coated samples owing
2.5 g unit weight, while water activity changed
around 0.45-0.53 from 12 h to 16 h on oven,
moisture content did not change significantly and
remained almost constant (P >0.05). Around 20
h, MC decreased distinguishably whereas at the
same time a, values did not change so much. This
behaviour was similar to Type II behaviour of
intermediate moisture products. In the study of
Ergun et al. (2010), it is stated that many type of
candies would have sorption isotherms which
follow either Type II or Type IlI. In this study,
this case was also valid and jelly candies that were
used in this study also followed a similar sorption
isotherm trend. On the other hand, for the 3 gand
6 g non-coated samples, noticeable decrease in
MC and a, were observed even after 20 h
validating the on-going dehydration. This case
might be explained with relatively bigger sample
size compared to 2.5 g samples. As it was
illustrated in Table 2, if the unit weight was
considered as the only factor for these non-coated
samples, it was observed that, unit weight was an
important factor itself that caused changes in ay
values significantly (P <0.05).

After coating, samples were kept in the
conditioning area. It was observed that ay of oil
coated jelly candies were relatively higher
compared to their non-coated counterparts
(Table 3). As seen in Table 3, for the 2.5 g oil-
coated samples, increasing WIP times did not lead
to any significant changes in the a,, values of the
samples (P >0.05). Therefore, it is important to
mention that these samples fully dehydrated after
the stoving step and storing them in the
conditioning room did not result in further
dehydration. As indicated in previous sections,
MC results for these samples were also consistent
with ay results and confirmed the end of
dehydration. On the contrary, for the 3 g and 6
coated samples, increasing WIP time for each
stoving time (20 h & 24 h) led to detectable
increments in a, values of these samples (P

<0.05).
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As it was illustrated in Table 4, if the unit weight
was considered as the only factor for these oil-
coated samples, it was observed that different unit
weight did not have a significant effect on water
activity while waiting in WIP area (P >0.05).

Hardness

Hardness is directly proportional to the maximum
force when analysing deformation in the first bite
(Delgado and Banén 2015). Hardness values of
oil-coated jelly candies are shown in Table 3. In
texture analyses, it was not logical to use 12 and
16 h stoving time data. Since, after stoving cycle,
samples’ surface was covered fully with starch and
it was very hard to analyse texture profile because
of the sticky surface (inadequate drying). As
explained in the previous section, samples were
taken after 20 h and 24 h separately from oven
and coated with oil; then kept in the WIP area.
According to the Table 3, 6 g samples that were
held 24 h in oven and 72 h in WIP area had the
highest hardness values. It was also observed that,
2.5 g coated samples’, texture profile was not
influenced from conditioning area although the
total solid content had increasing trend with time
(P >0.05). For the 3 g samples, hardness values
did not change at constant 20 h stoving time while
WIP time increased to 72h. Similarly, at 24 h
stoving time, significant increase was not detected
in hardness values while switching from 48 to 72
h WIP time (P <0.05). The effect of WIP time on
the hardness values of 6 g samples was more
apparent compared to its counterparts. Increasing
WIP time resulted in gradual and significant
increase in hardness values of 6 g samples (P
<0.05). This increment was also valid for the
TSSC of these sample as discussed previously.

If the unit weight was considered as the only
factor affecting hardness, it was found that
samples were significantly different from each
other (P <0.05) as shown in Table 4. Similatly,
this result was found to be parallel with total
soluble solid content. Minimum TSSC (%) and
minimum hardness values were found for the
both 3 g samples.

In previous studies it was demonstrated that
drying generally reduces moisture and increases

the solid content, and this causes increasing
hardness and change on other textural properties
(Vieira et al. 2008; Nur Farah Hani et al. 2014;
Delgado and Bafnén 2015). In our study, this
outcome was also validated. According to the
Pearson’s correlation results that were shown in
Table 5, hardness values was correlated with the
moisture content (R= -0.70; P<0.05) and total
soluble solid content (R=0.70; P<0.05).
According to the study of Delgado et al. (2015),
changes in textural properties of gummy candies
during drying could be explained with both
dehydration and gelation phenomena. In their
study, modest correlation coefficients were found
suggesting that drying were not only in the control
of dehydration phenomena but also in the control
of gelation phenomena. The lack of a correlation
between moisture and textural properties also
reinforces this argument in their study. On the
other hand, in our study, moisture and textural
properties (hardness& stickiness) was found to be
well-correlated (r>0.70; P <0.05) suggesting that
drying of jelly candies was dehydration controlled.

Stickiness

Stickiness is a very important parameter for the
jelly candies. Stickiness is the force necessary to
overcome the attractive forces between the
surface of the product and the surface of the
material (the probe) with which the product
comes in contact. In jelly products, stickiness,
hardness, poor crusting, poor chewiness are
considered to be important quality defects (Ergun
et al. 2010a).

As seen in Table 3, changing WIP times generally
did not lead to changes in the stickiness values of
the oil-coated samples. For the samples having 2.5
g unit weight that exposed to 24 h stoving time,
only detectable change was observed when the
WIP time was increased from 48 h to 72 h (P
<0.05) while there was no significant change for
the stickiness values of 3 g samples. For the 6 g
samples, similar stickiness values were found for
the WIP times O h, 24 h and 48 h. Although
significant decrease was observed in stickiness
values at 72 h WIP time compared to the samples
that expose 0 and 24 h WIP times, they were
found to be similar at 48 h and 72 h WIP times.
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On the other hand, increasing WIP times did not
result in any changes in the stickiness values at 24
h stoving time.

If the unit weight was considered as the only
factor affecting stickiness, the lowest stickiness
value was observed on the samples having 2.5 g
unit weight (P <0.05) while relatively higher and
similar stickiness values were found for the
samples having 3 g and 6 g unit weight. According
to Table 5, stickiness values were correlated with
moisture content (r=0.90; P<0.05) and TSSC
(%) (r=-0.89; P<0.05) like hardness value
(P<0.05). Stickiness and hardness values were also
found to be correlated (r: -0.770; P<0.05). This
result was not surprising since it was known from
the previous studies that moisture caused a sticky

feeling in products. Hani et al. (2014) studied the
dehydration of watermelon rind candies and in
their study, it was also observed that, as the drying
time increased, moisture content of the products
decreased leading to reduction in stickiness
values. Moisture-stickiness relation was also
indicated in the study of Ergun et al. (2010). In
their study, it was demonstrated that when the
moisture migration occurred from surrounding to
the confectionary product, due to the slow
diffusion of water molecules into candy, surface
layer with elevated moisture content arose first
leading to increased stickiness of the candy
(Ergun et al. 2010b).This phenomena was also
valid for our study since high correlation was
found between the moisture and stickiness values
(=0.90; P <0.05).

Table 5. Pearson’s correlation between moisture content, total soluble solids, water activity and textural

properties
TSSC Moisture Aw Hardness  Stickiness T1

Moisture R -0.890

p 0.000
AW R 0.211 -0.137

p 0.322 0.522
Hardness R 0.701 -0.701 0.201

p 0.000 0.000 0.346
Stickiness R -0.885 0.903 0220 -0.770

p 0.000 0.000 0.303 0.000
T R 0.401 -0.406 -0.125 0.250 -0.360

p 0.052 0.049 0.562 0.240 0.084
T> R 0.0145 -0.021 0.020 0.051 -0.064 -0.453

p 0.498 0.924 0.925 0.811 0.768 0.026

T1 (Spin-Lattice Relaxation) Times

T1 (Spin-Lattice Relaxation) time is also known as
the longitudinal relaxation time and it refers the
time which is necessary for spins to give back the
energy that they obtained from the radio
frequency pulse for turning their initial state (Ozel
etal. 2017b). From previous studies, it was known
that, T1 relaxation time strongly depended on
mobile protons of the free water (Ozel et al.

2017b). Therefore, it is worth to mention that, Ti
(spin-lattice relaxation time) is a great tool to
detect the moisture distribution of food samples
(Pocan et al. 2019a). In this study, T relaxation
times of oil coated gelatin based soft candies with
2.5 g, 3 gand 6 g unit weights which were exposed
to different stoving and WIP times were
determined and results are given in Table 6. T}
relaxation times were expressed by using a mono-
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exponential model. In order to examine the
correlations  between  textural  properties
(hardness, stickiness), NMR relaxometry data

were only discussed for the oil coated ones like
the previous experiments.

Table 6. Effect of WIP and stoving time on the relaxation times and relative areas (% RA) of oil coated

jelly candies

Stoving ’an Pe Type

time (h) (h) (g) T1(ms) szomcxp (ms) Tza (ms) TZb (ms) Rai (0/0) Raz (0/0)
20 0 25  47.42:>3+0.11 0.74b+0.01 0.292>£0.00 1.072b<+0.00 47.502+0.35 52.502+0.35
20 24 25  48.10%0.31 0.77®£0.01 0.292>£0.00 1.08>£0.01  46.502+0.35 53.502+0.35
20 48 25  47.57%10.16 0.71«4£0.02 0.272>£0.00 0.99«d£0.01 47.502+0.35 52.502+0.35
20 72 25 481621026  0.617£0.00 0.24>+0.00 0.88<+0.01  48.502+0.35 51.502+0.35
24 0 25  47.73%10.21 0.72¢4£0.00 0.272>£0.00 1.02b<+0.01 48.002+0.00 52.002+0.00
24 24 25  46.86°10.18 0.674£0.01 0.26>£0.00 0.964+0.01  48.502+0.35 51.502+0.00
24 48 25  47.18»+0.13  0.64¢7£0.00 0.29»+0.02 0.88<+0.00  47.50:£0.35 52.502£0.00
24 72 25  47.66%20.26  0.79220.00 0.30:£0.00 1.142£0.01 47.002£0.71 53.002+0.71
20 0 3 44.07«4+£0.48  0.832+0.02 0.26><*£0.00 0.96b<d+£0.01 48.50:%£0.35 51.50>%0.35
20 24 3 44.194+0.22  0.75*£0.02  0.312£0.00 1.16220.02  46.00>=0.00  54.002£0.00
20 48 3 43.809+0.10  0.76*>£0.01 0.23d+0.00 0.864£0.01 47.50>%0.35 52.502%0.35
20 72 3 44.776bd+0.22  0.74><*£0.01 0.26><£0.00 0.97°«d+0.03 47.50%0.35 52.50>%0.35
24 0 3 44.22<4+0.12 (0.72b«d+0.00 0.28>*£0.00  1.00>+0.01  48.00>%0.00 52.002>0.00
24 24 3 45.62%¢£0.29 0.67<d<+0.02 0.28°20.00 1.042*20.01 46.50»%0.35 53.502>%0.00
24 48 3 45.882v+0.22  0.664+0.01 0.24d+0.00 0.88<d£0.01 48.50:%£0.35 51.50>%0.35
24 72 3 46.27210.26  0.64<£0.01  0.27>20.00  0.99b<+0.00 47.50%%0.35 52.50*%0.35
20 0 6 47.852+0.26  0.66%0.01 0.24»£0.00 0.892£0.00  41.50:£0.35 58.502£0.35
20 24 6 48.162+0.75  0.58>%£0.04 0.222»£0.02 0.81220.07  42.002£0.00  58.002£0.71
20 48 6 48.392+0.35  0.62»+£0.03 0.232>£0.00 0.892+0.02  42.502£0.35 57.50>%0.35
20 72 6 477022036 0.66»%£0.00 0.24»£0.00 0.87220.00  41.002£0.35 59.002£0.71
24 0 6 47.572+0.17  0.75*£0.03  0.252£0.00  0.962£0.01  41.50:£0.00 58.502£0.35
24 24 6 47.192+0.14  0.58>%£0.03  0.19>£0.00  0.742£0.01  43.50:£0.35 56.502£0.35
24 48 6 47402043  0.67%0.02 0.252£0.02  0.932£0.02  42.00:£0.35 58.002£0.35
24 72 6 47.072+0.22  0.62»+0.02 0.23>£0.00 0.832+0.03  41.50:£0.35 58.502%0.35

*Different small letters indicate significant difference (P < 0.05) for the same unit weight with different stoving

and WIP times

Referring back to the T relaxation time data that
was illustrated in Table 6, for the 2.5, 3 and 6 g
samples that were exposed to 20-hour stoving
time, steadiness in Tp (spin-lattice) relaxation
times were observed as the WIP time increased.
Similar steadiness was also observed in moisture
content results for the same samples. This point
is important to mention since it is known that
NMR Relaxometry is a valuable tool to detect the
moisture distribution of food products and strong
correlations were found between Ty and moisture
contents of sponge cakes in previous studies
(Botosoa et al. 2015). In addition to this study,
TD-NMR Relaxometry was also utilized for the
analysis of gelatin based soft candies with

different formulations and similar Ti-moisture
content correlations were also found in this study
(Pocan et al. 2019a). Pocan et al. (2019) indicated
that as the moisture content of the samples with
different formulations increased, Ty relaxation
time also increased and they mentioned that Ty
(spin-lattice relaxation) time was directly related
with the mobility of water. In another study,
similar results were also found. Maltitol
containing gelatin based soft candies was found to
be the highest moisture content leading to longest
Tirelaxation times (Efe et al. 2019). Although our
study is related with drying conditions of soft
candies, similar moisture content-T4 trelaxation
time relation was also valid for this study.
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Regarding the effect of both stoving and WIP
time, Pearson correlation coefficients were found
as -0.96 and 0.72 for the samples having unit
weight 3 g and 6 gr respectively in our study (P
<0.05).

It is worth to mention that, although the effect of
moisture content was dominant in T relaxation
times, information related with the crystallinity
could be also obtained by T times. For instance,
when the data were examined in Table 3, it was
observed that for the 6 gram samples that were
exposed to constant 24-hour stoving time but not
kept in WIP area (0 hour WIP time) had
significantly higher moisture content compared to
the samples expose to 24-hour stoving and 72
hour WIP time (P <0.05). In terms of moistute
content, it was an expected result. Increasing
drying resulted in reduction in the moisture
content since it was known that small amount of
moisture was lost to starch and candy-air surface
was dominant factor during drying process
(Ziegler et al. 2003). However, it was revealed
that, Ty values of these samples did not change
significantly (P >0.05). According to the previous
studies, longer Ti (spin-lattice) relaxation time
resulted in more crystalline regions (Le Botlan et
al. 1998). Crystallinity studies were not performed
in this study but it was hypothesized that,
increased WIP time might have resulted in “hard
skin” formation on candies’ surface leading to
enhanced crystallinity.

T> (spin-spin) relaxation times

T> relaxation time is also known as the spin-spin
relaxation time and the changes in this relaxation
time could be attributed to the various proton
related alterations such as change in moisture
content, exchange of protons between
compartments in food systems (Pocan et al
2019a). Therefore, in this study, T2 values of oil
coated gelatin based soft candies with 2.5 g, 3 g
and 6 g unit weights which were exposed to
different stoving and WIP times were determined
and results were shown in Table 6.

T, relaxation data is generally used to get an
overall signal from the sample and it could be
expressed by utilizing either mono-exponentially

decaying model or higher order models like bi-
exponential or tri-exponential which makes it
possible to take insight information from the
compartmental analysis of the samples (Yildiz et
al. 2018). The results of our study revealed that
while mono-exponential model (R2=0.991) was
also suitable to explain relaxation data, bi-
exponential model (R2=0.999) was found to be
more ideal to give more detailed information
about the compartmental analysis of jelly candies
used in this study. This choice was also consistent
with the literature findings. For instance, time
domain NMR was utilized in many studies such
as to characterize gelatin based soft candies (Efe
et al. 2019; Pocan et al. 2019a) and starch-soy
protein based gummy candies (Ilhan et al. 2020)
and in all these studies, multi-exponential model
was used to interpret the relaxation data. Due to
the multi-domain structure of the confectionary
systems (Troutman et al. 2001), bi-exponential
model was also found to be more suitable for our
system. This model also gives information about
the proton density contribution of each peaks
(Yildiz et al. 2018). The tesults of both mono-
exponential and bi-exponential T relaxation
times and the relative areas (%) of each peaks
obtained as a result of bi-exponential models was
represented in Table 6. The representative
decaying curve for T» measutements and bi-
exponential fitting of this data (discrete
component analysis) could be also seen in Fig. 2a
and Fig. 2b respectively. In this section, T2
relaxation times will be examined as two subtitles:
Mono-exponential T relaxation times and T
relaxation spectra.

Mono-exponential T relaxation times

As it was illustrated in Table 6, for the 2.5 g
samples that were exposed to 20-hour stoving
time, gradual and significant decrease in mono-
exponential T> relaxation times was observed as
the WIP time increased in the range between 24-
72 hours (P <0.05). A similar case was also
observed for the 3 g samples that were kept for
20-hour stoving time. As the WIP time increased
in the range, T> values decreased similar to the
samples that had unit weight of 2.5 g (P <0.05).
T1 and T relaxation times showed an increasing
trend as the moisture content increased due to the
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enhancement of water mobility in the samples
(Cikrikei et al. 2018). However, in our case, a
different situation was observed. For the samples
T> values decreased although their moisture
content remained same. Therefore, decrease in T>
values was associated with a different effect other
than moisture. For the same samples, it was
demonstrated that total solid content increased as
the WIP time increased from 0 to 72 hours (P
<0.05). At this point, it was hypothesized that,

increasing total solid content might have
enhanced solid-solid interactions of gelatin based
soft candies leading to decrease in overall T
values. It was also important to notice that, if the
unit weight was considered as the only factor
affecting mono-exponential T values, all mono-
exponential T» wvalues were found to be
significantly different as seen in Table 4. (P
<0.05)
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Figure 2a. Representative CPMG curve for T relaxation time measurements
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Fig.2b Discrete component analysis mode of XPFit software for a representative T> data
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T2 Relaxation Spectra

Discrete component analysis also validated the
results of the mono-exponential fittings that
described above and importance of describing the
T> values bi-exponentially was revealed here. For
the same samples that were mentioned above, a
decreasing trend was observed in T2, values. This
was an important outcome since it was known
that, compartments with the lowest relaxation
times were associated with strong solid-solid
interactions (Ozel et al. 2017b; Pocan et al. 2019a;
Tlhan et al. 2020).

As seen from the Fig. 2b, for all jelly candies that
was used in this study, 2 different proton pools
with different relaxation times was observed. In a
previous study, component analysis of gelatin
based soft candies were also performed by
utilizing TD-NMR and again 2 distinct proton
pools related with different compartments were
detected (Efe et al. 2019). It is worth to mention
that, for these proton pools, the longest T
component observed in the jelly candies might
have come from the more mobile water
entrapped in the gel network (20 peak), while the
shortest component could be related with the
solid-solid interactions like sugar-sugar, sugar-
gelatin interactions (15t peak). (Efe et al. 2019).
Relative areas (RA) of these peaks were calculated
considering the magnitude of signal intensity, that
was associated with each proton pool and they
represented the contribution of these proton
pools to the whole signal (Pocan et al. 2019a)

Considering RA (%) of peaks for all samples as
seen in Table 6, changes in drying conditions
(stoving and WIP times) and unit weights did not
result in detectable changes in peak areas
(P>0.05). For all samples, 2 distinct peaks were
observed as seen in representative Fig. 2b. The
first peak (P1) and the second peak (P) indicated
solid-solid interactions and bulk water entrapped
in gelatin network, respectively as indicated
previously. The RAs of these two distinct peaks
were also found to be very similar showing that Py
and P contributions to overall proton population
was nearly same. It was worth to mention that,
especially such a high contribution of P; was the
indication of strong solid-solid interactions that

promoted well-developed gelatin network which
was a desirable condition for jelly candies. The
very small To, values also supported this
hypothesis. Even though these T2, values were
related with relatively free water that was
entrapped in gel network, they were found to be
very short (in the range of 0.74-1.14 ms)
compared to the findings of them previous
studies. In the study of Pocan et al. (2019), related
T> value was found to be in the range of 19-33 ms
indicating that higher amount of water remained
in the gel network most probably due to the
improper drying conditions. Their gelatin based
soft candies hardness values were also found to
be in the range of 3-6 N whereas hardness values
that was found in this study was in the range of
450-650 N. This huge difference could be
explained with the well-developed drying
condition that was utilized in this study resulting
in enhanced solid-solid interactions and better gel
network.

CONCLUSION

In this study, it was found that moisture content
and total solid content were correlated with
textural properties. However, T1 and T relaxation
times were not directly correlated with the textural
properties.  Solid-solid ~ interactions  and
crystallinity changes were thought to be the
reason of that. On the other hand, T; and
moisture content results were found to be
correlated. Furthermore, regarding T relaxation
spectrum, two distinct peaks with different
relaxation times were observed for all the samples
and these peaks were found to be informative in
terms of solid-solid interactions and bulk water
found in gel matrices.

In manufacturing, performing fast and accurate
analysis method is very important during
production. According to the correlation results,
moisture content, textute analysis and total
soluble solid content could be used to control the
quality of the products. However, moisture
content analysis takes long time and making
decision is very hard based on just moisture
content while products are in oven because of the
process time. Texture analysis is fast but very
difficult method to make decision just after
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completing stoving cycle since products have a
sticky surface. So, total soluble solid content and
TD-NMR results could be used together to
control the quality of products with acceptance of
small error and variation.

For this study, 20 h stoving time was accepted as
the reference. Then, stoving time was extended 24
h in order to reach better textural properties. In
the light of this study, it was recommended that
2.5 g samples’ stoving cycle can be decreased 20 h
again. Thus, 4 h stoving time and accordingly
energy can be saved. In addition to that, all
samples (2.5 g, 3 g and 6g) are kept 72 h on
conditioning area before packaging and it was
recommended that, 3 g and 6 g samples’ texture
can be better if they are not waited more than 48
h in conditioning area. This study also suggested
that Ti and T: relaxation times could be
effectively used to monitor the changes during
drying of gelatin based soft candies together as an
alternative to the conventional methods such as
total soluble solid and moisture content and it was
believed that obtained results will pave the way
for the utilization of TD- NMR relaxometry in
confectionary industry.
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Sitrik asit, oksidatif solunum yapan biitiin canl organizmalarin metabolizmasinda bulunan 6nemli bir organik
asittir. Bu organik asit; yitksek ekonomik potansiyeli, diisitk maliyeti ve distk toksisitesi nedenleriyle gida,
ilag, kimya, tanim ve kozmetik endustrilerinde genis bir kullamim alanina sahiptir. Sitrik asit ézellikle gida
endistrisinde asitlik diizenleyici, lezzet vetici, koruyucu, kivam arttirict ve stabilize edici olarak
kullantlmaktadir. Dtinyada her yil 2 milyon tondan fazla sitrik asit tiretilmesine ragmen tlkemizde sitrik asit
tretimi ve bu konu Uzetine bilimsel ¢alismalar sinirhdir. Sitrik asit tiretimi dogal kaynaklardan izolasyon,
biyokimyasal sentez veya mikrobiyel fermantasyon yontemleriyle yaptlmaktadir. Sitrik asit iretim miktarinin
%99undan fazlast Aspergillus niger ve Yarrowia lipolytica mikroorganizmalan kullanlarak mikrobiyel
fermantasyon ile gerceklestirilmektedir. Sitrik asit Gretildikten sonra farklt saflastrma yontemleri ile izole
edilerek ticati bir tirine dontstiirtilmektedir. Bu calismada sitrik asidin bazi 6zellikleri, kullanim alanlari, saglik
tzerine etkileri, Gretim ve saflastirma yontemleti detlenmistir.

Anahtar kelimeler: Sitrik asit iiretimi, fermantasyon, Aspergillus niger, Y arrowia lipolytica, saflastirma

CITRIC ACID PRODUCTION AND PURIFICATION
ABSTRACT

Citric acid is an important organic acid found in oxidative metabolism of all living organisms. It has
common usage in food, medicine, chemical, agricultural, and cosmetic industries because of its high
economic potential and low cost and toxicity. Citric acid is used in food industry as acidity regulator,
flavoring, preservative, thickener, and stabilizer. Although more than 2 million tons/year of citric
acid is produced in the wortld, citric acid production and scientific research on this subject in Turkey
are limited. Its production is conducted by isolation from natural sources, synthesis or microbial
fermentation. More than 99% of total citric acid production is performed with microbial fermentation
by using Aspergillus niger and Yarrowia lipolytica. After the production, it is isolated by different
purification methods and turned into a commercial product. In this study, some properties of citric
acid, its usage area, effects on human health, production and purification methods were reviewed.
Keywords: Citric acid production, fermentation, Aspergillus niger, Yarrowia lipolytica, purification
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GIRIS
Sitrik asit, oksijenli solunum yapan organizmalarin
metabolizmasinda yer alan bir trikarboksilik asittir
(Amato vd., 2020). Distik maliyet ve toksisiteye
sahip olmast nedenleriyle yitksek bir ekonomik
potansiyele sahiptir. Farkli endiistri alanlarinda
yaygin olarak kullanilan sitrik asidin %70 kadarn
gida, %18 kadart ilag ve %12 kadar ise kimya,
tarim, kozmetik ve diger endistri dallarinda
kullanilmaktadir (Kamzolova ve Morgunov, 2017,
Ciriminna vd., 2017; Wang vd., 2019). Sitrik asit
Ozellikle gida endistrisinde koruyucu, asitlik
diizenleyici, lezzet verici, antioksidan maddelerin
etkinligini arttirici, stabilizasyon saglayict ve kivam
arttirict olarak kullanilmaktadir (Francisco vd.,
2019).

Sitrik asidin tretim ve tiketimi yillara bagl olarak
artmakta olup 1993 yilinda 0.7 milyon ton olan
tretimin, 2004 yilinda 1.4 milyon tona ve 2015
yilinda ise 2 milyon tona ulagtigt bildirilmistir
(Yalcin vd., 2010; Addo vd., 2016; Ciriminna vd.,
2017; Wang vd., 2019). Giinimizde ise diinyada
her yil iki milyon tondan fazla sitrik asit Gretimi
yapilmaktadir (Steiger vd., 2017; Ding vd., 2018;
Motgunov vd., 2018). Yillik sitrik asit talep artis
orant %3.5 ila %5.0 arasinda degismekte olup, bu
talebin ortalama %4 artis orantyla 2022 yilinda 2.8
milyon tona kadar ulasacagl tahmin edilmektedir
(Ciriminna vd., 2017). Sitrik asidin baslica tretici
ve tuketicileri arasinda Cin, Amerika Bitlesik
Devletleri ve Avrupa Birligi tlkeleri gelmektedir
(Berovic ve Legisa, 2007; Wang vd., 2019). Cin'de
yillilk  yaklastk 1.3 milyon ton sitrik asit
tretilmektedir (Zhang vd., 2017a).

Sitrik asit Gretimi dogal kaynaklardan izolasyon,
biyokimyasal sentez ve mikrobiyel fermantasyon
olmak  tzere u¢  farkll  yontem @ ile
gerceklestirilmektedir (Yin vd., 2017; Yu vd,
2018). Ancak mikrobiyel fermantasyon yontemi
ile sitrik asit Gretimi ylksek ticari potansiyele sahip
oldugundan giinimuzde sitrik asit Gretiminin
%99’ undan fazlasi bu yontem ile
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007;
Wang vd., 2019). Sitrik asidin mikrobiyel
fermantasyon yoluyla tretimi uygun besiyeri
ortaminda bakteri, kiif ve mayalar kullamlarak
yaptlmaktadir. Ticari sitrik asit Giretiminde daha

cok Aspergillus niger kifl tercih edilmekle birlikte,
Yarrowia  lipolytica mayast da lretim icin
kullantlmaktadir (Alnassar vd., 2016; Singh vd.,
2016). Mikrobiyel fermantasyon yolu ile sitrik asit
Uretimi yiizey kiltir, derin kiltir ve katt hal
fermantasyon yontemleri ile yapilabilmektedir
(Wang vd., 2019). Bu fermantasyon ydntem-
lerinden en fazla kullanidan ve en etkili olant ise
derin kiiltiir fermantasyon yéntemidir (Chen ve
Nielsen, 2016; Dezam vd., 2017; Wang vd., 2019).
Son yillarda sitrik asit Gretimi i¢in kullanilabilen
katt hal fermantasyon yéntemi, fermantasyonda
cok cesitli ve ucuz tarimsal endistriye dayalt
atiklarin  substrat olarak kullandmasina imkan
vermesine ragmen yontem ile ilgili cesitli
teknolojik zorluklar bu yéntem ve hammaddelerin
kullandmasini kisitlamaktadir (Dhillon vd., 2011).

Sitrik asidin, fermantasyondan sonra ortamdan
ayrilmast ve saflastirilmast  farklt  saflastirma
yontemlerinin  kullanildigr  kritik bir agamadir.
Sitrik  asidin  saflagtirilmast  icin  kullanilan
yontemler, fermantasyon yontemine ve kullanilan
substrata bagh olarak degismektedir. Ayirma ve
saflastirma islemleri icin c¢Oktirme, membran
filtrasyon, renk giderme, elektrodiyaliz, solvent
ekstraksiyonu, mikroorganizmalarin hareketsiz-
lestirilmesi, adsorpsiyon, absorpsiyon ve iyon
degistirme gibi yontemler kullanilarak ticari sitrik
asit elde edilmektedir (Dhillon vd., 2011; Wang
vd., 2019). Bu calisma ile; sitrik asidin 6zellikleri,
kullanim  alanlari, saglik tzerine etkileri ve
Uretiminin derlenmesi amaclanmistir.

SITRIK ASIT VE OZELLIKLERI

Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3-propan trikarboksilik
asit), Latince “cirus” kelimesinden tiretilen ve
oksijenli solunum yapan canhlarda meydana gelen
biyokimyasal sitrik asit dongtstinde bir ara madde
olarak olusan bir trikarboksilik asittir (Max vd.,
2010; Zhang vd., 2017a; Sawant vd., 2018).
Saglikh bir yetiskin tarafindan disaridan alinanlar
hari¢ biyokimyasal olarak her giin ortalama 1.5 kg
kadar sitrik asit tretildigi ve metabolize edildigi
bildirilmistir (Vandenberghe vd., 2017).

Sitrik asit, 8. yiizyilda bir simyact olan Cabir bin
Hayyan tarafindan kesfedilmis ve 1784 yilinda ise
Isvecli kimyact Carl Wilhelm Scheele tarafindan
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limon suyundan ilk kez kristalize formda elde
edilmistir (Vandenberghe vd., 2018; Wang vd.,
2019). Sitrik asit bircok bitkinin meyve, tohum,
gbvde ve Ozsuyu kistmlarinda dogal olarak
bulunan bir organik asittir. Ozellikle kuru
maddesinde %8 kadar sitrik asit iceren limon ve
misket limonu gibi narenciye tlri meyveler sitrik
asit acisindan 6nemli dogal kaynaklardir. Ayrica
sitrik asit peynir ve sarap tretiminde de olugan ve
bu driinlerin atiklarinda kalan bir organik asit
olarak da dikkat cekmektedir.

Kimyasal formili CsHsO7 seklinde olan sitrik
asidin; molektl agithiginin  192.124  g/mol,
yogunlugunun 1.665 g/mlL, erime sicakliginin
153°C, sl bozulma sicakhiginin 175°C  ve
kaynama  sicakliginin  ise  310°C  oldugu
bildirilmistir (Cavallo vd., 2017; Vandenberghe
vd., 2018). Suda yiksek bir ¢ozinirlige sahip
olan sitrik asidin  20°C  sicakliktaki  suda
cozunutliginin 59.2 g/100mL oldugu rapor
edilmistir (Anonim, 2020a). Sitrik asit ti¢ karboksil
grubuna sahip olmasi nedeniyle degerleti sirasiyla
3.13, 476 ve 6.39 olan ¢ iyonizasyon sabitine
sahiptir (Show vd., 2015).

Sitrik asit ticati olarak anhidrat veya monohidrat
olmak tzere iki farkll formda uretilmekte olup,
monohidrat formu 78°C’deki 1sil iglem uygula-
mastyla anhidrat forma dontstirilebilmektedir
(Cavallo vd., 2017). Sitrik asit, sulu ¢Ozeltilerde
sitrat iyonlarina doniiserek sodyum, potasyum ve
kalsiyum  gibi  iyonlarla  cesiti  tuzlar
olusturmaktadir (Cavallo vd., 2017). Sitrik asidin
bu formlart gida, ilag, kimya, tatim ve kozmetik
sektorleri  gibi  alanlarda  gesiti  amaclarla
hammadde olarak kullanidlmaktadir.

SITRIK ASIDIN KULLANIM ALANLARI

Diinyada her yil dretilmekte olan 2 milyon ton
kadar sitrik asit; disiik toksisiteye sahip olmasi,
suda ¢6zinirliginin yiksek olmasi, lezzet ve
aroma Uzetine olumlu etkiletrinin  bulunmasi,
oksidasyonu 6nlemesi ve tirtinlerde pH ve asitligin
diizenlenmesinde kullamlmast gibi avantajla-
rindan dolayt ¢ogunlukla gida endistrisinde
kullanilmaktadir (Steiger vd., 2017; Ding vd.,
2018). Gida koruyuculart arasinda GRAS
(Generally Recognised As Safe) olarak tanimlanan

ve EFSA (European Food Safety Authority)
tarafindan E330 kodu ile ifade edilen sitrik asit;
gazli ve gazsiz iceceklerde, marmelat ve regellerde,
konservelerde, sekerleme triinlerinde,
dondurulmus yiyeceklerde ve yaglarda farkls
kullanim amaglariyla katki maddesi olarak ilave
edilmektedir (Cavallo vd., 2017).

Sitrik asit; gazli ve gazsiz icecekler, meyve sulart ve
hazir bitki ¢aylan gibi iceceklerde eksi tat vermek,
asitligi  diizenlemek ve drind korumak gibi
amagclarla  kullamlmaktadir.  Saraplara  ise
¢cokelmeyi ve oksidasyonu engellemek amaciyla
sitrik asit ilavesi yapilmaktadir (Soccol vd., 2006;
Ciriminna vd., 2017).

Sitrik asit; regel, jole ve marmelat gibi Griinlerde
tat ve kivamin artturilmasi ve Urlinin asitligin
dizenlenmesi icin siklikla kullanilan bir katki
maddesidir (Vandenberghe vd., 2018). Sitrik asit
sekerleme Urtinlerinde ise; Urlinde istenen eksi ve
asidik tadin saglanmasi, bu triinlerde bulunan
sakkarozun kristalizasyonunun engellenmesi ve
pektin  jelinin = dayaniminin  artturilmast  gibi
amaclatla  kullanilmaktadir  (Soccol vd., 20006;
Vasanthabharathi vd., 2013; Vandenberghe vd.,
2018).

Sitrik asit kimyasal ve mikrobiyel olarak gidalatin
kalitesinin  korunmast ve raf Omitlerinin
arttirilmast bakimlarindan da 6nem tasimaktadir.

Ozellikle  bitkisel ve hayvansal yaglarda,
antioksidan  sinerjisti  olarak  oksidasyonun
Onlenmesi ve bu drinlerin  stabilizasyonun
korunarak  Urtinlerdeki  kalite  kayiplarinin

azaltlmasina yardimct olmaktadir (Dhillon vd.,
2011). Ayrica sitrik asit, toksin Greten Clostridinm
botulinum bakterilerinin neden oldugu botulizme
karst gidalari korumak i¢in de meyve ve sebze
konservelerine koruyucu ve asitlik diizenleyici
olarak eklenmektedir (Anderson vd., 2011). Sitrik
asit kullanimi ile bu gidalanin pH degeri hedef
mikroorganizmalarin  faaliyet g6steremeyecegi
seviyelere dustirilmektedir.

Dondurulmus urtinlerde de bir katki maddesi
olarak sitrik asit kullanimz1 oldukea yaygindir. Sitrik
asit dondurulmus meyve ve sebzelerde iz metalleri
baglamast sonucunda uriinde bulunan askorbik
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asit oksidasyonunun engellenmesi, oksidatif
enzimlerin faaliyetlerinin yavaslatlmast ve renk,
aroma ve lezzetin bozulmasinin 6nlenmesi igin
celatlayici olarak da bu triinlere katkilanmaktadir
(Cavallo wvd., 2017; Ciriminna vd., 2017,
Vandenberghe vd., 2018). Dondurulmus et
driinlerinde de driiniin su tutma kapasitesini
arttirmak amaciyla sitrik asit kullamlmaktadir
(Cheng ve Sun, 2008).

Sitrik asit stit Urlnlerinde asitlik dizenleyici,
antioksidan  ve emilgatér madde olarak
kullanilmaktadir  (Vandenberghe vd., 2018).
Ozellikle siitiin asitligini arttirarak pthtilasmayt
saglamast  bakimindan  peynir  dretiminde
pthtilastirict madde olarak tercih edilen bir katk:
maddesidir. Sodyum sitrat kazeini stabilize
etmekte ve peynirde su ve yag fazlarinin
ayrilmasini engelleyerek emiilsifiye edici bir tuz

olarak islev gbrmektedir (Dhillon vd., 2011).

Sitrik asit gida endiistrisi disindaki alanlarda da
siklikla kullanilan bir tiriindiir. Tlac endiistrisinde,
ilaclarda  bulunan  aktif bilesenletin = hizlt
¢ozinmesi ve ilaclarda eksi tat olusturulmast
amagclariyla sitrik asit kullamlmaktadir. Ayrica
bikatbonat iceten toz ve tabletlerde suda
reaksiyon vererek karbondioksit ctkarmast ve
koagiilasyonu engellemesi amaclariyla da sitrik asit
kullanilmaktadir (Soccol vd., 2006; Cavallo vd.,
2017; Vandenberghe vd., 2018). Kimya ve
kozmetik  endustrilerinde  ise  sabun  ve
dezenfektanlarin etkinligini arttirmak, trlnlerin
asitligini diizenlemek ve beyazlatict bir 6zellik
kazandirmak amaclariyla da  sitrik  asitten
faydalanilmaktadir (Soccol vd., 2006; Ciriminna
vd., 2017). Sitrik asit tarim alaninda da Fe, Cu, Mg
ve Zn gibi iz eclementler agisindan topragin
cksikliklerini  gidermek,  bitkilerdeki  fosfor
kullanimini  arttirmak ve fitopatojenlere karst
bitkiyi korumak icin kullanilmaktadir (Soccol vd.,
2006; Cavallo vd., 2017; Morgunov vd., 2018).
Ayrica agir metallerle kirlenmis topraklarda,
kursunu uzaklastirarak topragin temizlenmesi icin
de sitrik asitten yararlandabilmektedir (Dhillon
vd., 2011; Li vd., 2017; Zhang vd., 2017b).

SITRIK ASIDIN INSAN  SAGLIGI
UZERINE ETKILERI

Sitrik asit Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Gida ve Tlag
Kurumu (FDA) tarafindan kullanimina herhangi
bir kisitlama getirilmemis ve GRAS listesinde
kullanimi kabul edilmis bir gida katki maddesidir

(Cavallo vd., 2017; Vandenberghe vd., 2018).

Sitrik  asidin  sagltk acisindan  yasal olarak
sinirflandirlmus bir giinlik tiketim limiti (QS,
quantum satis, belitlenmemis miktar) bulunmayip
yalnizca bazi gidalarda kalite icin kullanim limitleri
bulunmaktadir (Citiminna vd., 2017). Kakao ve
cikolata turiinlerinde kullanilabilecek maksimum
sitrik asit miktart %0.5 ve bu deger meyve sulari
icin 3 g/L ve saraplar icin ise 1 g/L olarak
belirtilmistit (Anonim, 2020Db).

Sitrik asidin cesitli viriislere karst antimikrobiyel
etki gOstermesi nedeniyle kullanildig
bildirilmektedir. Sitrik asit 6zellikle hapsirma ve
Oksurme sonucunda kiicik damlaciklar sekilde
yayllan soguk alginligr ve grip viriislerini inhibe
etmektedir. Bu nedenle ylzeylerin dezenfek-
siyonu icin kullanilabilmektedir (Ciriminna vd.,
2017). Ayrtica sitrik asidin sodyum tuzunun ¢ok
bulasici bir viris turii olan ve insanlarda kusma ve
ishal gibi belirtiler g&sterebilen norovirtslerin
bulasmasint 6nlemeye veya noroviris ile enfekte
olan hastalarda semptomlatin siddetini azaltmaya
yardimct oldugu rapor edilmistir (Koromyslova
vd., 2015; Ciriminna vd., 2017). Sitrik asit tuzlart
kan transfiizyonunda antikoagiilan madde olarak
da kullamilabilmektedir (Dhillon vd., 2011;
Cavallo vd., 2017).

Sitrik asidin insan saglig1 tizerine dogrudan olumlu
etkilerinin bulunmasinin yant sira dolaylt olarak da
olumlu etkileri bulunmaktadir. Sitrik asit iyi bir
metal baglayicidir ve bu  6zelligi nedeniyle
radyonuklidlerle kirlenmis niikleer sahalar ile
sanayi bolgelerine yakin olan agir metalletle
kirlenmis topraklardan bu metallerin
temizlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(i vd., 2017; Zhang vd., 2017b). Béylelikle insan
saglig1 tzerine zararl etkileri bulunan bu agir
metallerin bitki, hayvan veya su yoluyla insanlara
gecmesine engellemeye yardimctr  olmaktadir.
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Sitrik asidin polimerler arast ¢apraz baglanmayi
artirmast  nedeniyle de cevresel iyilestirme
uygulamalaninda kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Awadhiya vd., 2016; Cavallo vd., 2017; Ciriminna
vd., 2017).

Sitrik asit saglik acisindan faydali 6zelliklerinin
yant  sira bazt  olumsuz etkilere de yol
acabilmektedir. Uzun siireli ve yiiksek miktarda
tiketimi karin agrisina neden olabilmektedir
(Sweis ve Cressey, 2018). Ozellikle kiigiik
cocuklarda sitrik asidin tiketimi, dis minesini
olumsuz etkileyerek dislerin aginmasina yol
acabilmektedir (Asher ve Read, 1987; Johansson
vd., 2001; Zheng vd., 2009). Ayrica, cilt ile temas
ettiginde sitrik asidin tahris edici bir etkisinin
bulunabilecegi, ciltte ve gbzde kizariklik ve agriya
neden olabilecegi de bildirilmektedir (Tang ve
Yang, 2018). Toz formda bulunan sitrik
asidin solunmast ile solunum sistemi ve
mukozada tahrisin meydana gelebilecegi ve bu
durumun bogaz agrist, 6kstiriik ve nefes datligina
neden olabilecegi rapor edilmistir (Sweis ve
Cressey, 2018). Ayrica cok nadir olmakla bitlikte
bazi insanlarda sitrik asit iceren gidalarin tiiketimi
ile cesitl alerjik reaksiyonlarin da ortaya
ctkabilecegi bildirilmistir (Asher ve Read, 1987;
Sweis ve Cressey, 2018).

SITRIK ASIT URETIMI
Endustriyel boyutlardaki ilk sitrik asit Gretimi
1860 yiinda Italyan narenciye endustrisi

tarafindan sitrik  asidin, kalsiyum tuzlart ile
coktirilmesiyle dogal kaynaklardan izolasyon
yontemiyle gerceklestirilmistir (Cavallo vd., 2017).
1880 wyiinda Adams ve Grimaux tarafindan
kimyasal yontemle gliserolden sitrik asit sentezi
yapilmustir (Max vd., 2010).1893 yilinda Wehmer,
Penicillinm glancum kifi, seker ve inorganik tuzlar
iceren bir kultir ortamunda sitrik asit birikimi
oldugunu bildirmistir (Soccol vd., 2006). 1917
yilinda ise James Currie, A. niger kifintin baz
suslarinin diisiik pH ortaminda, yiksek seker
konsantrasyonunda ve bazi mineral tuzlann
vathginda sitrik asit Gretimi yapabildigini tespit
etmistir (Sawant vd., 2018). Daha sonra yapilan
cesitli calismalarda farklt Aspergillus titlerinin de
sitrik asit Uretebildikleri, ancak sitrik asit Gretimi
icin en uygun ve verimi en yitksek olan tirtin A.

niger oldugu belirtilmistir (Sawant vd., 2018).
Boylece 1923  yilinda  Amerika  Birlesik
Devletleri'ndeki  “Pfizer” firmast  seker ve
inorganik tuz c¢Ozeltilerine A. niger kifh ilave
ederek mikrobiyel yontemle ticari olarak sitrik asit
Uretimine baglamis ve daha sonra ise 1970l
yillarda  Japonya’da  Yarrowia  titlerinden
endustriyel sitrik asit Gretimi gerceklestirilmistir
(Berovic ve Legisa, 2007; Cavallo vd., 2017).

Guntumiizde sitrik asit tiretimi dogal kaynaklardan
izolasyon, biyokimyasal sentez ve mikrobiyel
fermantasyon olmak iizere u¢ temel yontemle
tretilebilmektedir (Yin vd., 2017; Yu vd., 2018).
Sitrik asidin dogal yolla tretimi limon suyundan
sitrik  asidin  kristalize edilerek ayrilmastyla
gerceklestirilmektedir. Meksika, Yunanistan ve
bazi Guney Amerika tlkelerinde bu yontemle
turuncgillerin olgunlasmamis meyvelerinden sitrik
asit Uretimi yapilmaktadir (Berovic ve Legisa,
2007). Bu yontem giintimiizde ticari acidan ¢ok
tercih edilmemekle birlikte uygulama agisindan
dogal kaynaklardan sitrik asit izolasyonu icin
pratik bir yontem olarak kullanilmaktadir.

Sitrik asidin biyokimyasal sentez ile Uretimi;
glikozun pirivata déntisimi, pirtivatin oksidatif
dekarboksilasyonu ve karboksilasyonu ve sitrik
asit  birikimi  olmak lzere U¢ asamadan
olusmaktadir (Vandenberghe vd., 2018). Sitrik asit
dongistiniin  (Krebs doéngtst) ilk asamasinda
sitrat sentetaz enzimi ve metal iyonlari gibi bazi
kofaktotlerin etkisine baglt olarak asetil-CoA ve
oksaloasetik  asitten sitrik asit elde
edilebilmektedir (Vandenberghe vd., 2018). Bu
yontem ticari sitrik asit Gretimi ig¢in ekonomik
olmadigindan genellikle tercih edilmemektedir.

Gunumiizde sitrik asit tretiminin %99’undan
fazlast mikrobiyel fermantasyon yontemi ile
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007).
Bu yontem; iretim tesisleri ve proseslerinin
genellikle daha az karmasitk olmasi, kullanimi
kolay olan kontrol sistemlerine ihtiyag duyulmast
ve daha az is glicl ve enerji tiketimi gerektirmesi
nedenleriyle diger iretim yontemlerine gdre
o6nemli avantajlara sahiptir (Soccol vd., 2000).
Ayrica kimyasal ve biyokimyasal sentez yontemine
gore de daha giivenli ve ¢cevre dostu bir yontem
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oldugu icin sitrik asit tretiminde mikrobiyel
fermantasyon yontemi tercih edilmektedir (Sun
vd., 2017).

Mikrobiyel Fermantasyon Yontemi ile Sitrik
Asit Uretimi

Sitrik asidin mikrobiyel fermantasyon yoluyla
Uretimi uygun besiyeri ortaminda bakteri,
(Arthrobacter  paraffinens, — Bacillus  licheniformis,
Brevibacterium flavum, Corynebacterinm vd.), maya (Y.
lipolytica, Candida oleophila, C. guilliermondii, C.
ctroformans, C. tropicalis, Hansenula anamola vd.)
veya kif (A niger, A. wenti,
A. awamori, A. foetidus, A. fonsecaens, A. phoenicis,
Penicillinm  janthinellum ~ vd.) ilave  edilerek
yapilmaktadir (Tan vd., 2016; Cavallo vd., 2017;
Hu vd., 2018; Francisco vd., 2019; Monrroy vd.,
2019). Ancak ticari sitrik asit Uretiminde
cogunlukla maya ve kiifler kullanilmakta olup,
maya olarak Y. /ipolytica ve kif olarak ise A. niger
mikroorganizmalart tretim Ozellikleri acgisindan
diger titler arasinda 6ne citkmaktadir (Alnassar
vd., 2016; Singh vd., 2016; Tan vd., 2016; Cavallo
vd., 2017).

Y. lpobtica, lipit agisindan zengin ortamlarda
gliserol ve sakkaroz gibi karbon kaynaklarint
kullanarak cogalabilmekte ve bd&ylece sitrik asit
tretimi gerceklestirilebilmektedir (Kamzolova ve
Motrgunov, 2017). Mayalarin  yitksek substrat
derisimleri ve metal iyonlarina karst direncli
olmasi, tek hicreli olmalart nedeniyle tretim
proseslerinin ~ kontrolintn daha  kolay
yapilabilmesi ve proseslerdeki déntisim oranlar
ile verimin daha ytksek olmast gibi 6zelliklerinden
dolayt kullanim agsindan kiiflere gbre daha
avantajli olduklar: bildirilmektedir (Liu vd., 2014;
Cavallo vd., 2017). Ayrica mayalar genetik olarak
kolaylikla modifiye edilebilmekte ve béylelikle
suslar sitrik asit Uretimini arttirmak Gzere
tasarlanabilmektedir (Liu vd., 2014; Cavallo vd.,
2017). Baz1 Candida (C. guilliermondii, C. oleophila, C.
intermedia, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. fibriae, C.

catennlate) ve Brettanomyces, Debaromyces, Endomyces,

Pichia,  Rhodotorula, — Hansenula,  Saccharomyces
tirlerinin ¢esitli karbon kaynaklarini kullanarak
o6nemli diizeyde sitrik asit  Uretebildikleri

bilditilmistir (Cavallo vd., 2017; Hu vd., 2018;
Kamzolova ve Morgunov, 2017). Ancak tim bu

avantajlarina ragmen sitrik asit Gretiminde bazi
suslarin yan tiriin olarak yiiksek miktarda izositrik
asit Uretmeleri maya ile fermantasyonun en
6nemli dezavantajt olup, bu da mayalarin sitrik asit
Uretiminde  kullanimlarint  sinirlandirmaktadir
(Tan vd., 2016; Cavallo vd., 2017; Kamzolova ve
Morgunov, 2017).

A. niger kiflinlin gesitli suslart (ATTC 9142, YW-
112, BC1, NRRL 2001 vd.) kullanim kolayligt,
substrat  olarak  ¢esitli  disik  maliyetli
hammaddeleri fermente edebilme yetenegi, 2.5-
3.5 gibi diistik pH araliginda ¢ogalabilmesi, toksik
yan trlin olusturmamast, yitksek Gretim verimi ve
besiyeri ortamumin  seker konsantrasyonunu
arttirarak  verimin  de  arttirilabilmesi  gibi
nedenlerle ticari sitrik asit Uretimi icin en fazla
tercih edilen mikroorganizmalardir (Soccol vd.,
2006; Max vd., 2010; Show wvd., 2015;
Vandenberghe vd., 2017; Hu vd., 2018; Sawant
vd., 2018). Ticari sitrik asit Gretiminde A. niger
kifinin tretim Ozelliklerine en yakin tirtin A.
wentii oldugu belirtilmistir (Amato vd., 2020).

A. niger mikroorganizmast tarafindan sitrik asit
Uretim verimini etkileyen Onemli faktotler
fermantasyon ortaminin kimyasal bilesenleri ve
fiziksel kogullaridir. Sitrik asit iretiminde; karbon,
fosfat  kaynaklarn ve bunlann
konsantrasyonlari, iz elementlerin konsantras-
yonlari, fermantasyon ortaminin sicakligt ve pH
degeri, fermantasyon siiresi, havalandirma ve

kanistirma gibi faktorler fermantasyon verimini
etkilemektedir (Vandenberghe vd., 2017).

azot ve

Kullanilan karbon kaynaginin tird sitrik  asit
Uretimini 6nemli 6lcide etkilemektedir. Karbon
kaynagiun tird, kullandan mikroorganizmaya
gére degismekte olup, besiyeri ortaminda
mikroorganizma tarafindan hizla tiketilebilen
karbonhidratlarin varligr sitrik asit Gretimi igin
elzemdir. A. niger ile sitrik asit tretiminde
kullamulabilecek en iyi substratin sakkaroz oldugu
ve bu mikroorganizmanin sakkarozun yant sira
glikoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, mannoz, ksiloz
ve arabinoz gibi basit sekerleri de metabolize
edebildigi rapor edilmistir (Vandenberghe vd.,
1999; Yalgin vd., 2010; Morgunov vd., 2018).
Seliiloz, etanol, sorboz, mannitol, laktik asit ve
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malik asit gibi diger karbon kaynaklar da sitrik asit
tretimini sinirh miktarda desteklemektedir. Ayrica
sitrik asit iretiminde melas, ¢esitli nisastaca zengin
maddeler, hidrokarbonlar ve tarimsal atiklar da
hammadde olarak kullandabilmektedir (Liu vd.,
2014). Tarimsal atik olarak musir kogant, bugday
samani ve soya, sorgum ve piring gibi tahillarn
islenmesi ile olusan attk yan dUrlinler tercih
edilmektedir (Yal¢in vd., 2010; Addo vd., 2016;
Wang vd., 2019; Amato vd., 2020). Distk
maliyeti ve %40-55 gibi yiiksek seker icerigi
nedeniyle seker endustrisinin bir yan triind olan
melas, sitrik asit dretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Morgunov vd., 2018). Ancak
melas, sitrik asit tiretimi Gzerinde geciktirici bir
etkiye sahip olan kalsiyum, magnezyum,
manganez, demir ve ¢inko gibi mineralleri
icermektedir. Bu maddelerin melas icerisindeki
konsantrasyonlarinin  disik olmasina ragmen,
hammadde olarak kullanilmadan 6nce melastan
bu iz metalletin uzaklastirlmast gerekmektedir
(Vandenberghe vd., 1999; Vandenberghe vd.,
2017). icin  genellikle  potasyum
ferrosiyantr  kullanilarak  bu iz  elementler
coktirilmektedir (Soccol vd., 2000).

Bunun

Sitrik asit Uretimi icin karbon kaynagimin tira
kadar bu kaynagin konsantrasyonu da 6nemli bir
parametredir. Seker konsantrasyonun %14 ila
%22 arasinda oldugu sartlarda daha iyi bir Gretim
verimi elde edilebilmektedir (Soccol vd., 2000;
Dhillon vd., 2011). Seker konsantrasyonunun
%2.5 diizeyinden daha dusiik olmast durumunda
sitrik  asit Uretiminin gerceklesmedigi rapor
edilmistir.

Sitrik asit Uretimi, azot kaynaginin dogasindan ve
konsantrasyonundan dogrudan etkilenmektedir.
Ure, amonyum nitrat ve siilfat, pepton, malt
ekstrakt gibi fermantasyon i¢in gerekli olan azot
kaynaklar1 ortam pH degerinin diismesine yol
agmaktadir (Vandenberghe vd., 1999). Azot
hiicresel yapinin bir parcast olarak metabolizmaya
katildigindan sitrik asit Gretimi i¢in uygun bir azot
dengesi elzemdir. Sitrik asit fermantasyonu igin
gerekli olan azot konsantrasyonunun amonyum
sulfat icin 0.1-0.4 g/L oldugu bildirilmistir
(Cavallo vd., 2017). A. niger, dusik azot
konsantrasyonundaki bir ortama konuldugunda

metabolik yol degisebilmekte ve sitrik asit yerine
oksalik asit dretimi meydana gelebilmektedir
(Soccol vd., 20006). Yiksek azot konsantrasyonlari
ise kif gelisimini ve seker tiketimini arttirirken,
tretilen sitrik asit miktarint ise azaltmaktadir
(Vandenberghe vd., 1999; Soccol vd., 2000;
Vandenberghe vd., 2018).

Sitrik asit bilesimini etkileyen bir diger faktér de
fosfat kaynagidir. Sitrik asit Gretimi i¢in en uygun
fosfat kaynagimin potasyum dihidrojen fosfat
(KH2POs4) oldugu ve degerinin 0.5-5.0 g/L
araliginda olmast gerektigi bildirilmistir (Soccol
vd., 2006; Dhillon vd., 2011). Manganez (<1
mg/kg), demir (1.3 mg/kg), bakir (0.1-500
mg/kg), magnezyum sulfat (%00.02-0.025) ve
cinko (0.3 mg/kg) gibi elementler yalnizca belitli
degerlerde bulundugunda fermantasyon prosesini
olumlu yonde etkilemektedir (Soccol vd., 2006;
Dhillon vd., 2011; Vandenberghe vd., 2018).
Bununla birlikte sitrik asit Gretimi aerobik bir
islem oldugundan, oksijen dizeyinin Uretim
tzerinde belitleyici bir etkisi olup, oksijen
konsantrasyonunun %25 doygunlugun izerinde
tutulmast gereklidir (Soccol vd., 2006; Max vd.,
2010; Vandenberghe vd., 2017).

Fermantasyon ortaminin sicakligt ve pH degerinin
yiksek olmast ve uzun fermantasyon siresi de
sitrik asit Uretimini engellemektedit.
Fermantasyon i¢in en uygun sicaklik araliginin 28-
30°C oldugu bildirilmistir (Vandenberghe vd.,
2018). .A. mgerin  yiksek miktarda  sitrik
uretebilmesi i¢in pH dizeyinin ise 2.5-3.5
arahifinda olmasi gerektigi ve daha yiksek pH
degerlerinde gergeklestirilen fermantasyonda yan
triin olarak oksalik ve glikonik asitlerin olustugu
belirtilmistir (Show vd., 2015).

Sitrik  asit Uretimi  genellikle dasik pH
degerlerinde ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra baglamakta olup, bu islem 4-6 glin boyunca
devam etmektedir (Vandenberghe vd., 2018).
Sitrik asit retimini etkileyen parametrelerden biri
de metanol, etanol, izopropanol ve n-propanol
gibi diisik molekdl agirhkh alkollerin vatlig olup,
bu alkollerin konsantrasyonlart %1 ila %4
arasinda iken sitrik asit verimini arttirdiklar
bildirilmistir (Dhillon vd., 2011).
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Belirtilen tim bu faktorlerin yant sira bir diger
O6nemli parametre ise uygulanacak mikrobiyel
fermantasyon yontemidir. Mikrobiyel fermantas-
yon ile sitrik asit Uretimi ylizey kiiltiir, derin kiltir
ve katt hal fermantasyon yontemleri ile

yapilmaktadir (Wand vd., 2020).

Yiizey Kiiltiir Fermantasyonu

Sitrik asit Uretimi ic¢in uygulanan ilk &zgiin
fermantasyon yontemi stvi  yizey  kiltir
yontemidir.  Yuzey  kiltir  fermantasyonu,
mikroorganizmalarin substrat tzerinde gelistigi
sabit bir fermantasyon islemidir. Cok eski bir
uygulama olmasina ragmen ginimiizde de bazt
kiiciik ve orta Oleekli tesislerde bu yontemin
kullaldigs belirtiimektedir (Show vd., 2015). Bu
yontem basit ekipmanlar kullamlarak, daha az
enerji ve disitk maliyetle Gretime imkan vermesi
gibi bazi avantajlart nedeniyle giinlimizde de
kullanilmakta ve diinyada sitrik asit ihtiyactnin %5
ila %10 kadart bu yontem ile karsilanmaktadir
(Berovic ve Legisa, 2007; Dhillon vd., 2011).
Yizey kultir yontemi, besiyeri ortami igin
calkalama ve karigtirmaya ihtiya¢ duyulmamasi
nedeniyle enetji acisindan daha ekonomik bir
yontemdir. Bu yontemin bir diger avantajt ise
driiniin ortamdan ayrlmasina gerek olmamasidir.
Bu yontemde isgletim, kurulum ve enetji
maliyetleri daha ekonomik olmasina ragmen,
tretim icin daha fazla iscilik gereksinimi
bulunmaktadir (Sawant vd., 2018).

Yiizey fermantasyon yonteminde, mikroorganiz-
malar substrat yluzeyinde ¢ogalmakta ve substrat
olarak genellikle rafine veya ham sakkaroz ve
seker kamust veya seker pancart melas:
kullanllmaktadir  (Vandenberghe vd., 2017).
Ayrica bugday kepegi, patates nisastast ve glikoz
surubu gibi besin maddeleri de substrat olarak
degerlendirilebilmektedir (Alnasaar vd., 2010).
Hazirlanan steril substrat ortami c¢elik veya
aliminyumdan yapilmis 1-2.5 cm derinlige sahip
s1g tepsilere ince tabakalar halinde yayilmaktadur.
Cogalulmis 4.  niger spotlann  da  ortama
astlandiktan sonra tepsiler 50-100 L kapasiteye
sahip Ozel fermantasyon odalarina yerlestirilmek-
tedir (Vandenberghe vd., 2017). Sitrik asit Giretimi
28-30 °C sicaklikta ve 9%40-60 nispi nem
araliginda 8-12 giin siire ile gerceklestirilmektedir.

Bu yontemde havalandirma, sogutma ve isitma
sistemleri biiyitk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
tretimin yapildigi fermantasyon odalart sicaklik
kontrolli, nemli ve hava sirkiilasyonludur.
Fermantasyon islemi tamamlandiginda, ham
fermantasyon sivist bosaltilmakta ve Gretilen sitrik
asit kristallendirilmektedir. Genellikle fermantas-
yon verimi baslangictaki seker iceri§ine baglt
olarak %70-75 degerlerine kadar ulagabilmektedir.
Olusan kif miselleri yeniden taze ortama
eklenerek tekrar kullanidabilmektedir.

Utretim stirecinde hava ve besin maddelerinin esit

olmayan dagilimi, taban alaninin verimsiz
kullanimi ve kontaminasyon nedenleriyle sorunlar
yasanabilmektedir (Show vd., 2015).

Fermantasyon odalarina siklikla Penzcillium titleri,
diger Aspergillus titleri, mayalar ve laktik asit
bakterileri tarafindan bulasma olabilmektedir
(Vandenberghe vd., 1999; Vandenberghe vd.,
2017). Bu nedenle fermantasyon odalarinin
Ozellikle kif sporlarinin ¢imlendigi ilk 2 giin
boyunca aseptik kosullar altinda korunmast
gerekmektedir (Vandenberghe vd., 2017).

Papadaki ve Mantzouridou (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, A. niger mikroorganizmast
kullantlarak ylzey kiltiir fermantasyon yontemi
ile beyaz tziim posasindan elde edilen sekerlerle
zenginlestirilmis ve Ispanyol usulii isleme prosesi
ile tretilmis yesil zeytin attk sulatindan sitrik asit
tiretimi gerceklestirilmistir. Inokiilasyon yapilarak,
kiiciik 6lcekten (250 ml) Slcek biyiitme (5 L)
islemi uygulanmustir. Prosesin miktart artirilinca
optimizasyonda ayn1 sekilde sonug elde edilmistir.
Optimizasyon faktdrleri; baslangic sakkaroz
icerigi, devir hiz1, fermantasyon zamani,
optimizasyonun cevaplart ise sitrik asit icerigi (85
g/L), verimi (0.54 g/g), biyokiitle igerigi (49 g/L)
olarak belirlenmistir. Sitrik asit Uretimi i¢in beyaz
tziim posast ve yesil zeytin attk suyunun
kanistirilmastyla, hammaddede yeterli seviyede
seker (110 g/L) ve asitlik (pH 5.2) elde edilmistir.
Optimum fermantasyon kosullars; 30°C sicaklikta,
pH degeri 4 ila 6 arasinda, fermantasyon stresi ise
5 ila 12 giin arasindadir. Yapilan fermantasyon
sonrasinda filtrasyon islemi ile mikroorganiz-
manin biyokitlesi ayrilmis kalan siviya saflastirma
islemi uygulanmustir. Bu ¢alisma sonucunda, %097
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verim ve %95 saflikta sitrik asit elde edildigi
bildirilmistir.

Sitrik asidin tretiminde uygulanan ilk yontem
ylzey kultir ydontemi olmakla bitlikte glinimiizde
sitrik asit Gretiminin %80’den fazlast nisasta veya
sakkaroz iceren bir besiyeri ortamina 4. #iger kiifia
ilave edilerek gerceklestirilen derin  kiltiir
fermantasyon yontemidir (Berovic ve Legisa,
2007; Chen ve Nielsen, 2016; Dezam vd., 2017,
Campanhol vd., 2019).

Derin Kiiltiir Fermantasyonu

Bu yontem sivi kiltir veya batnk kaltir
fermantasyonu yontemi olarak da bilinmektedir.
Derin kiiltiir fermantasyon yontemi yiksek tiretim
verimi, distik maliyeti ve kontaminasyon riskinin
daha az olmast gibi avantajlart nedeniyle en fazla
tercih edilen tretim yontemidir (Yalgin vd., 2010;
Show vd., 2015; Vandenberghe vd., 2017).
Yiksek enerji maliyeti ise bu prosesin
dezavantajidir. Ayrica diger yontemlere gére daha
karmastk kontroller gerektirdiginden tretimde iyi
egitilmis is glictine ihtiya¢c duyulmaktadir (Berovic
ve Legisa, 2007). Derin kiltir fermantasyon
yontemi ile Uretimde sitrik asit verimi; kullanilan
mikroorganizmalarin morfolojisi, karbon kaynagi,
baslangic karbon ve azot konsantrasyonlari, iz
elementlerin tiird ve konsantrasyonlar: ile sistemin
sticakhigl, pH diizeyi ve havalandirma hizi gibi
cesitli faktotlerden etkilenmektedir
(Vandenberghe vd., 2017).

Derin kiltir fermantasyonu fermentérde kesikli,
yart  surekli  veya  surekli  sistemlerle
gerceklestirilmektedir (Yalgin vd., 2010). Mekanik
olarak stirekli karistirmali tank ve kabarcikli kolon
reaktorii  olmak iki  tp fermentor
kullanilmaktadir. Ancak maliyeti, boyutlart ve
islevselligi acisindan avantajlari nedeniyle kabarcik
kolon reaktérii daha cok tercih edilmektedir
(Vandenberghe vd., 2017). Derin kiltir
yonteminde sitrik asit Gretimi iki basamakli bir
prosesten olusmaktadir. Prosesin ilk asamasinda
spotlar ¢cogalma ortamina astlanmakta ve 3-4 giin
sonra cogalan miseller ayrlmaktadir. Ikinci
asamada ise ayrilan miseller fermentdre alinan
steril  besiyeri  ortamuna  eklenmektedir.
Fermantasyon 25-30°C sicaklikta ve 3-5 glin

uzere

stresince gerceklestirilmektedir. Fermantasyon
sirasinda sistemin karistirma ve havalandirma hizt
kontrol edilmekte ve sitrik asit Uretimi sartlara
bagli olarak 5-12 giin igerisinde tamamlanmak-
tadir (Soccol vd., 2006; Dhillon vd., 2011).
Fermantasyon tamamlandiktan sonra elde edilen
ortam sitrik asit ekstraksiyonu i¢in bogaltilmakta
ve miseller ayrilarak tekrar kullanilabilmektedir.

Kamzolova ve Morgunov (2017) tarafindan derin
kiltir yontemi ile glikoz, sakkaroz ve ksiloz
kullanimiyla ve azot, fosfor ve kiikiirt varliginda
bircok maya tiir ve susu kullamlarak yapilan bir
calismada; Y. /[pohtica mayast ile %92.5-95.3
verimde, 80-85 g/L sitrik asit tiretimine ulagilmig
ve bu deger endistriyel acidan yeterli olarak
degerlendirilmistir.

Kat1 Hal Fermantasyonu

Kati hal fermantasyonu, Koji yontemi olarak da
bilinmektedir (Show vd., 2015). Sitrik asit tiretimi
icin en kolay tretim teknigi olarak belirtilen bu
yontem ilk kez 1935 yilinda Japonya'da meyve
attklart ve piring kepegi gibi bol miktarda
hammaddenin bulundugu bélgelerde
gelistirildiginden sitrik asit Gretimi i¢in uygulanan
geleneksel Japon yontemi olarak da bilinmektedir
(Vandenberghe vd., 2017; Monrroy vd., 2019).
Katt hal fermantasyonu yonteminde dogal
substrat kaynaklatt olarak cogunlukla meyve suyu
endistrisi  artiklart  kullanilmakta  olup,
lignoselilozik tarimsal endistriyel atiklar da
substrat olarak degerlendirilmektedir (Yalcin vd.,
2010; Dhillon vd., 2013; Campanhol vd., 2019).
Derin kiltiir fermantasyon yontemine gore cesitli
avantajlara  sahip olmasi nedeniyle kati hal
fermantasyon yonteminin kullanmimi son yillarda
artis gOstermistir (Campanhol vd., 2019). Bu
yontem substrat nem igeriginin diisiik olmast
nedeniyle daha az bakteriyel kontaminasyon riski
tagimaktadir. Ayrica Uretim icin daha basit
fermantasyon tesisleri kullandmakta ve daha az
enertji tiketimi gerekmektedir (Barrington ve
Kim, 2008). Katt hal fermantasyonu yénteminde
1z elementlerin varligs sitrik asit Giretimini olumsuz
ctkilemediginden  substrata bir 6n  islem
yapilmasina gerek yoktur (Soccol vd., 20006;
Berovic  ve  Legisa, 2007). Kat  hal
fermantasyonunda  en  yaygin  kullanilan
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mikroorganizma 4. niger olmakla birlikte, bu
yontemin daha dustik su aktivitesi diizeyinde
uygulanmast nedeniyle besinlerin ve
metabolitlerin diflizyon hizlarinin diismesine bagl
olarak 6zellikle azot ve fosfat ihtiyact yiiksek olan
suslarin katt hal fermantasyon yontemi i¢in uygun
olmadig bildirilmistir (Monrroy vd., 2019).

Mikroorganizmalarin ¢6ziinmeyen katt
substratlarin  bulundugu ortamdaki gelisimleri,
dogal  ortamlarina  benzer  bir  gelisme
gostermektedir (Barrington ve Kim, 2008). Bu
yontemde, uygun oranda seker kamist melasi veya
nisasta gibi kaynaklar iceren fermantasyon ortami,
gbzenekli yapiya sahip ¢ozinmez 6zellikteki katt
materyaller tzerine tutturulmaktadir. Hazirlanan
bu ortam tzerine spor slspansiyonu astlanarak
25-30°C sicaklikta, %065-70 nispi nem ve 5-5.5 pH
degeri araliginda 6-7 giinde sitrik asit Uretimi
gerceklestirilmektedir (Berovic ve Legisa, 2007;

Vandenberghe vd., 2018).

Dhillon ve diger arkadaglart tarafindan (2013), A.
niger mikroorganizmasit  kullantlarak 12 L
hacminde dénen tambur tipi bir biyoreaktorde,
katt hal fermantasyon yontemi ile elma
posasindan sitrik asit Uretimi zerine etanol ve
metanol varliginin ve fermantasyon

parametrelerinin optimizasyonu icin bir calisma
gerceklestitilmigtir. Fermantasyonun optimum
kosullart olarak belitlenen; %3 metanol, her 12
saatte 1 saat 200 rpm hizda karstirma, 1 vvm
havalandirma hizi ve 120 saat inkibasyon
suresinde 220.6 g/kg kurumadde oraninda sitrik
asit Uretim degetine ulagildigr bildirilmistir.

SITRIK ASIDIN SAFLASTIRILMASI

Fermantasyon islemi tamamlandiktan sonra elde
edilen sitrik asit, miselyum ve mineral tuzlar,
organik asitler ve proteinler gibi cesitli safsizliklar

icerebilmektedir.  Sitrik asidin  fermantasyon
ortamindan  kazanimi  saflastirma  islemleri
uygulanarak  yapimaktadir.  Sitrik  asidin

saflastirilmast icin kullanilan yontemler, uygulanan
fermantasyon yontemine ve fermantasyonda
kullanllan  hammaddeye baglt olarak farkhihik
gostermektedir. Ayirma ve saflastirma islemleri
icin coktlirme, solvent ckstraksiyonu,
elektrodiyaliz, membran filtrasyonu, renk

giderme, adsorpsiyon, absorpsiyon,
mikroorganizmalarin immobilizasyonu ve iyon
degistirme gibi yontemler kullanilabilmektedir
(Dhillon vd., 2011; Wang vd., 2019). Bu
yontemler igerisinde ise ¢oktirme ve solvent
ektraksiyonu yontemleri en ¢ok tercih edilen
saflastirma uygulamalandir (Wang vd., 2019).

Sitrik  asidin =~ fermantasyon  ortamindan
saflastirilmast  temel  olarak  Sekil  1’de
gOsterilmistir.

Coktirme islemi geleneksel bir ayirma yontemi
olup, kolay uygulanabilirligi nedeniyle siklikla
kullandmaktadir. Coktiirme isleminin verimi sitrik
asit konsantrasyonu, pH, sicaklik ve kalsiyum
karbonat ilave orant gibi ¢esitli faktSrlere baghdir.
Sitrik asidin yitksek ¢ozunirligi nedeniyle bu
ayirmada beklenen kayip yaklasik %4-5 kadardir
(Soccol  vd., 2006). Fermantasyon islemi
tamamlandiktan sonra ¢coktirme isleminden 6nce
fermantasyon stvist On filtrasyondan gecirilmekte

ve biyokiitleden ayrilmaktadir (Papadaki ve
Mantzouridou,  2019).  Filtrasyon  yapilmus
fermantasyon stvisina  ¢Oktirme  islemi

uygulanmaktadir. Bu yéntemde sitrik asit iceren
karigtma 90-95°C sicaklikta, yaklagtk pH degeri 7
olan kalsiyum karbonat (CaCO3) ilave edilmekte
ve sitrik asit ¢Oziinmeyen tri-kalsiyum  sitrata
dontstirilerek ¢oktirilmektedir (Papadaki ve
Mantzouridou, 2019; Wang vd., 2019; Amato vd.,
2020). Coken kalsiyum sitrat tuzlari, konsantre
edilmis %50-60 sulfarik asit (H2SOy) ile muamele
edilerek kalsiyam siilfat (CaSOy) ve sitrik asit
ayristirtlmakta ve olusan kalsiyum siilfat filtrasyon
yontemi ile ortamdan uzaklastirilmaktadir
(Kamzolova ve Morgunov, 2017; Delgado
Dobladez vd., 2018). Stvi igerisinde olugarak kalan
sitrik asit monohidrat, yaklagitk 35°C sicaklikta
vakum buhatlastirict ile konsantre edilmektedir.
Konsante sitrik asit ¢Ozeltisi santrifiijlenerek
kurutulmakta ve sitrik asit kristalleri elde
edilmektedir (Vandenberghe vd., 2017; Papadaki
ve Mantzouridou, 2019). Kurutma iglemi 36.5°C
alundaki sicakliklarda gerceklestirilirse kristalize
sitrik asit monohidrat, bu gecis sicakliginin
tzerinde yapilirsa kristalize sitrik asit anhidrat elde
edilebilmektedir. Sitrik asit iceren c¢ozelti aktif
karbon ile muamele edildifinde veya iyon
degistiricilerden  gecirildiginde ~ daha  fazla
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saflastirma yapilabilmekte ve rengi
acilabilmektedir  (Vandenberghe vd., 2017).
Coktirme yontemi kolay uygulanabilir olmasina
ragmen yapilan islemlerden dolay1 ¢ok fazla atik
ortaya ¢tkmast bu yoéntemin dezavantajidir

Fermantasyon sivis1

l

Filtrasyon

/ \

(Delgado Dobladez vd., 2018). Ayrica ylksek
enerji tiketimi ve farkli asamalar icermesi
saflastirma maliyetini de artirmaktadir (Sun vd.,

2017).

Biyokiitle

Filtrat

l

90-95°C’de kalsiyum karbonat ile
muamele, pH = 7

l

Filtrasyon

/7 \

Fitre keki

Kalsiyum sitrat filtrat

l Filtratm %50-6

0 konsantrasyondaki

siilfiirik asit ile muamele

Filtrasyon

Filtrat

N\

Vakum altinda evaporasyon

= 35°C

Kalsiyum siilfat

l

%90-95 verim ve saflikta elde
edilmis sitrik asit

Sekil 1. Sitrik asidin fermantasyon ortamindan saflastiriimast

Sitrik asidin geri kazamilmasinin alternatif bir
yontemi olan solvent ektraksiyonu, sulu ortamda
¢bziinmeyen veya sadece az ¢6ziiniir olan segici
bir ¢Oziici vasttastyla sitrik  asidin - ayrilmast
uygulamasidir. Coktiirme islemi, biyik o6lcekli
endistriyel isletmelerde en ¢ok kullanidan yéntem
olmasina ragmen, sitrik asidin ayrilmasi igin

solvent ekstraksiyonu ile geri kazanim yéntemi de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang vd., 2019).
Ancak c¢oktiirme islemi her tirli fermantasyon
ortami i¢in uygulanabilirken, solvent
ckstraksiyonu icin daha az safsizlik iceren bir
fermantasyon sivist gerekmektedir. Bu nedenle
ekstraksiyondan once fermantasyon sivisindaki
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kiif miselleri ve siispansiyon halindeki maddelerin
filtrasyon islemi ile uzaklastirilmasi gerekmektedir
(Soccol vd., 20006). Ekstraksiyon isleminde
kullanilacak ¢6ztch maksimum miktarda sitrik asit
ve minimum miktarda safsizlik ekstrakte edecek
Ozellikte olmalidir. Bu amacla bazi alifatik alkoller,
ketonlar, etetler, estetler, tri-n-butilfosfat,
alkilstilfoksitler ve suda ¢6ziinmeyen aminler gibi
organofosfor bilesikler ile kismen veya tamamen
suyla karismayan diger organik c¢ozicller sitrik
asit ekstraksiyonunda kullamlmaktadir (Berovic
ve Legisa, 2007). Aseton, su, etanol ve metanol
cozeltleri ile 20-25°C  sicaklikta  yapilan
ckstraksiyon islemi ile sitrik asit izolasyonu
yapilabildigi bildirilmistir (Soccol vd., 2000).
Solvent ekstraksiyon yontemi ile fermantasyon
karisimindan yaklasik %090 oraninda sitrik asit elde
edilebilmektedir. Cozgenlerle aymlan sitrik asit
daha sonra ¢oziicinin damitilmast veya ekstraktin
suyla yikanmast ile ¢6zgenden aynlmakta ve
konsantre edilerek kristallendirilmektedir
(Dhillon vd., 2011).

Sitrik  asidin  geri kazaniminda ¢evre dostu
yontemlerden biri olarak bilinen elektrodiyaliz,
son yilarda endistriyel Slcekte yaygin olarak
kullanilan klasik metotlara alternatif bir yontem
olarak g6rilmektedir. Elektrodiyaliz, elektrik
yukli membranlarin ve elektriksel potansiyel
farkin yuritict giich alandaki iyonlart sulu
cozeltilerden ayirmak icin  kullanilmaktadir.
Anyon ve katyon degistirici membranlarin birbiri
ardina iki elektrot arasina yerlestirilmesi ile
olusturulan ve elektrodiyaliz membran yontemleri
arasinda yaygin olarak kullandan bu yontem,
proseste meydana gelen atik sulart azaltmayi
amaglamaktadir (Cavallo vd., 2017). Bu yéntem
tuzlarin, elektrik potansiyel farki sayesinde asit ve
baza dénustirildikten sonra elektriksel yiikli
monopolar veya bipolar membranlar araciligtyla
¢Ozeltiden ayrilmasini saglamaktadir.  Yaygin
olarak kullanilan bipolar membranlar, bir elektrik
alaninda suyun H* ve OH- iyonlarina ayrilmasim
saglayan 6zel iyon degisim membranlardir.
Bipolar membran elektrodiyalizi, geleneksel
yontemlere gore bir¢ok avantaja sahiptir (Liu vd.,
2015). Teknik olarak gelismis bir yéntem olan
clektrodiyaliz ile attk miktar1 azaltilmakta,
gelistirilmis ~ dretkenlik  ile  yiksek  verim

saglanmakta ve stirekli prosesler
gerceklestirilmektedir (Liu vd., 2015; Sun vd.,,
2017). Bu yontemin en Onemli avantaji ise,
organik  asit tuzlarindan organik  asitlerin
tretilebilmesidir (Liu vd., 2015; Sun vd., 2017).
Ancak elektrodiyaliz yontemi yiksek maliyet ve
Ozel ekipman ihtiyact gibi dezavantajlara da
sahiptir.

Sitrik asit, adsorpsiyon yéntemi kullanilarak da
geri kazanilabilmektedir. Bu amacla kullanilan
polimer regineler, yitksek adsorpsiyon kapasitesi
ve secicilige sahiptir (Delgado Dobladez vd.,
2018). Saflastirma icin kullanilan hafif bazik
regineler Uglinclil aminler veya piridin  ile
yapilmaktadir (Wu vd., 2009; Delgado Dobladez
vd., 2018). Ayrica son yillarda Ozellikle derin
kiltiir fermantasyon yontemi gibi strekli bir
proseste ortaya ¢ikan bazt sorunlart en aza
indirmek  amactyla  mikrobiyel  hicrelerin
immobilizasyonu da saflastirmayr kolaylastirmak
amaciyla kullanillan bir yontemdir (Amato vd.,

2020).  Sitrik  asit  Gretiminde A, niger
immobilizasyonu kalsiyum aljinat jeli,
poliakrilamid  jel, poliiretan  kopik  ve

kriyopolimetlestirilmis ~ akrilamid  kullanilarak
gerceklestitilmektedir (Amato vd., 2020; Behera
2020). Mikroorganizmalarin immobilize formda
canlt biyokatalizotler olarak uygulanmast yontemi
genellikle serbest mikroorganizma
uygulamalarindan  daha iyi dretim  verimi
saglamaktadir (Amato vd., 2020).

SONUC

Sitrik asit gida, ilag, kimya, tarim, kozmetik ve
diger endistrilerde yaygin olarak kullanilan bir
organik asittir. Sitrik aside olan tiketim talebi her
gecen yil artmakta ve artan taleple birlikte sitrik
asit Uretimine daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadur.
Diinyada her yil 2 milyon tondan fazla miktarda
sitrik asit Gretilmesine ragmen tlkemizde sitrik
asit Uretimi ve bu konu izerine bilimsel calismalar
son derece stnirhidir. Sitrik asit konusunda ithalat
ve disa bagimhiligin azaltdabilmesi i¢in sitrik asidin
Ozelliklerinin,  tretim  ve  geri  kazamm
proseslerinin  arastirdlmast  ve  incelenmesinin
6nemli bir konu oldugu degerlendirilmis ve bu
amagcla sitrik asidin 6zellikleri, kullanim alanlari,
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saglik tzerine etkileri, Gretim ve saflastirma
yontemleri bu detlemede agiklanmistir.

CIKAR CATISMASI
Bu makale ile ilgili olarak baska kisiler ve/veya
kurumlar arasinda bir ¢ikar catismast yoktur.

YAZAR KATKILARI
Tim yazatlar makalenin yapilmasinda,
yazilmasinda ve yaymnlanmasinda esit katki

saglamiglardir. Makalenin hazirlanmasinda baska
kisi ve/veya kurumlarin katkist yoktut.
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Bu calismada rafinajlik zeytinyagi, sodyum hidroksit (NaOH), magnezyum oksit (MgO) ve kalsiyum
hidroksit (Ca(OH)2) olacak sekilde farkli kuvvetteki alkaliler ile asitlik giderme islemine, natiirel ve asitle
aktiflestirilmis degisken oranlardaki (%00.1-%0.5-%0.9) agartma topraklart ile renk agma islemine tabi
tutulmustur. NaOH ve MgO ile SYA miktarinin etkin bicimde azaldigt ve rafinasyon kaybinin Ca(OH)z’ye
gore disiik oldugu tespit edilmistir. Baslangic TOTOX degeti 152.02 olan rafinajlik yaglarda bu degerin
NaOH ve MgO ile gerceklestirilen asitlik giderme islemleti sonrasinda sirastyla 47.82 ve 56.9%a diistiigi ancak
Ca(OH): ile 123.53 diizeyinde kaldig1 géralmektedir. Asitligi gidetilen 6rnekler arasinda en yitksek fenolik
bilesen icerigi 175.3 mg/kg ile NaOH orneginde tespit edilmistir. Natiirel agartma topraklarinin
kullantlmasinin  biyoaktif bilesenler acisindan Onemli bir koruma saglamadigt ancak artan oranlarda
kullanildiginda islem etkinligi acisindan asitle aktiflestirilmis topraklara gore daha etkin sonuglar verdigi tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: minimal rafinasyon, zeytinyagi, asitlik giderme, renk agma, biyoaktif bilesen, tokoferol,
fenolik bilesenler

EVALUATION OF MINIMAL REFINING IN OLIVE OIL IN TERMS OF
PROCESSING PERFORMANCE AND QUALITY CRITERIA

ABSTRACT

In this study, lampante olive oil was subjected to acidification treatment with alkalis with different
strengths namely, sodium hydroxide (NaOH), magnesium oxide (MgO) and calcium hydroxide
(Ca(OH)2) and bleached with natural and acid-activated bleaching earths at variable ratios (0.1% -
0.5% - 0.9%). A decrease in the amount of FFA effectively achieved with NaOH and MgO and the
refining loss is lower than Ca(OH). Initial TOTOX value of 152.02, decreased to 47.82 and 56.9,
respectively, after the de-acidification processes performed with NaOH and MgO, but remained at
the level of Ca(OH)2 and 123.53. Among the neutralized samples, the highest phenolic component
content was found in the NaOH sample with 175.3 mg/kg. The use of natural bleaching soils in
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bleaching processes does not provide significant protection in terms of bioactive components, but
when used at increasing rates, it gives more effective results than acid activated soils in terms of

processing efficiency.

Keywords: minimal refining, olive oil, neutralization, bleaching, bioactive components, tocopherol,

phenolic compounds

GIRIS

Turk Gida Kodeksi (TGK) Zeytinyag ve Pirina
Yagi Tebliginde Natiirel zeytinyagi, zeytin agact
meyvesinden dogal niteliklerinde  degisiklige
neden olmayacak bir 1s1l ortamda, sadece ytkama,
dekantasyon, santriflij ve filtrasyon islemleri gibi
mekanik veya fiziksel islemler uygulanarak elde
edilen; kendi kategorisindeki Urlnlerin fiziksel,
kimyasal ve duyusal 6zelliklerini tasiyan yaglar
olarak  tanimlanmaktadir (Gida Tarm ve
Hayvancilik Bakanlig, 2017). Natiirel
zeytinyaginin alt kalite siniflari; natiirel sizma
zeytinyagl, natlirel birinci zeytinyagt ve ham
zeytinyagi/rafinajlik  zeytinyagidir. Ham olarak
titketilebilen natiirel sizma ve natiirel birinci kalite
sinifindaki natiirel zeytinyaglarinin tokoferol ve
fenolik maddeler gibi biyoaktif bilesenleri dnemli
dizeyde icerdigi, bu nedenle 6zellikle saglikli
beslenme duzeninde 6nemli bir yeri oldugu
bilinmektedir (Boskou, 2009; Preedy ve Watson,
2010; Soénmez, Ozdikicierler ve Giimiiskesen,
2018). Natiirel zeytinyagt sinifindaki
ham/rafinajlik zeytinyaglari ise rafinasyon islemi
sonrasinda tiketime sunulutlar (Cmolik ve
Pokorny, 2000). Rafinasyon, hidroliz ve
oksidasyon gibi bozulma reaksiyonu uriinleri
basta olmak Uzere yaglardan istenmeyen tim
bilesenlerin uzaklastirildigt veya kabul edilebilir
diizeye indirgendigi islemler akisidir. Rafinajlik
zeytinyaglarina uygulanan rafinasyon islemi genel
olarak  topraklama ve buhar distiasyonu
asamalarint  icermekte ve islemler sirasinda
uygulanan yiksek sicaklik ve vakum kosullart
zeytinyaglarinda  bulunan  dogal  biyoaktif
bilesenlerin yagdan uzaklasmasina yol agmaktadur.
Bunun yami sira rafinasyon islemleri sirasinda yag
asitlerinin  konjugasyonu  gerceklesebilmektedir
(Ghazani ve Marangoni, 2013; Lucci, Bertoz,
Pacetti, Moret ve Conte, 2020; Pan ve digerleri,
2019; Verhé, Verleyen, Van Hoed ve De Greyt,
2008).

Son vyillarda bilimsel calismalarda yer bulan
“Saglik icin Minimal Rafinasyon” kavramu, bitkisel

yaglarin daha zayif alkaliler ile asitliginin
giderilmesi, farkll agartma topraklart veya
teknikler ile renk a¢cma islemin gerceklestirilmesi
ve béylece yagda dogal olarak bulunan biyoaktif
bilesenler miimkiin oldugunca korunurken etkin
bir rafinasyonun da saglandigt yenilikei teknikleri
ifade etmektedir (Ghazani, 2012; Ghazani,
Garcfa-Llatas ve Marangoni, 2013). Bitkisel yag
rafinasyonunda kimyasal asitlik giderme islemi
geleneksel olarak sodyum hidroksit (NaOH) veya
potasyum hidroksit (KOH) ile
gerceklestirilebilmektedir. Kuvvetli alkaliler olan
bu kimyasal maddelerin alternatifleri olarak orta
kuvvetli bir alkali olan magnezyum oksit (MgO)
ve kalsiyum hidroksit (Ca(OH),), orta ve zayif
kuvvette alkaliler olarak minimal rafinasyon asitlik

giderme asamast icin Onerilmistir (De ve Patel,
2011; Ghazani ve digerleri, 2013).

Bu calismanin amaci, farklt kuvvetteki alkaliletin,
degisken oranlarda kullanilan farkli agartma
topraklarinin, asitlik giderme ve renk a¢ma
islemlerinin performanslarina ve bu islemler
sirasinda gerceklesen biyoaktif bilesen kayiplarina
etkilerinin incelenmesidir. Bu amacla
calismamizda rafinajlik zeytinyag, NaOH, MgO
ve Ca(OH): kullandarak rafinajlik zeytinyaglarina
asithk  giderme islemleri  gerceklestirilmistir.
Asitligi giderilen zeytinyaglart calismamn ikinci
asamasinda asitle aktive ve natiirel olmak tizere iki
farkli agartma toprag: ile %0.1, %0.5 ve %00.9
olmak Uzere g farkli miktarda renk agma islemine
tabi tutulmuslardir. Islem sonrasinda farkl
alkalilerin islem performanst tizerine etkisi SYA ve
rafinasyon kaybi ile, renk a¢ma isleminin
performanst ise toplam karotenoid ve klorofil
miktarlan lzerinden degerlendirilmigtir.
Islemlerin oksidasyon Uzerine etkisi K232, K270,
peroksit sayisi, p-anisidin sayist ve TOTOX degeri
ile, biyoaktif bilesen tizerine etkisi ise toplam
fenolik madde miktart ve a-tokoferol miktatt ile
incelenmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Rafinajlik zeytinyagt Ornegi, Izmir’de faaliyet
gbsteren  bir rafinasyon tesisinden temin
edilmistir. Rafinajlik  zeytinyagt laboratuvara
getirildikten sonra 500mL lik amber siselere
paylastirilmis ve kapak altt bosluklarindaki hava
hafif bir azot akimi alunda stipirilmustir.
Rafinajik  zeytinyagt  Orne§i, denemelerin
gerceklestitilecegi gline kadar -20°C sicakliktaki
depoda bekletilmistir. Analizlerde kullanilan tim
kimyasal maddeler uygun saflik derecelerinde
temin edilmislerdir. Renk a¢cma denemeleri icin
Balikesir’de faaliyet gésteren bir agartma topragt
Ureticisinden temin edilen bentonit bazli asitle
aktive edilmis ve natlirel olmak Uzere iki cesit
agartma topragi kullanilmustir.

Yoéntem

Asitlik giderme islemi

Gerceklestitilecek alkali nétralizasyon
islemlerinde  kullanilacak NaOH, MgO ve
Ca(OH), icin  uygun  miktar;  rafinajhk
zeytinyaginin serbest yag asidi icerigi baz alinarak
stokiyometrik olarak hesaplanmustir.

Denemelerde hesaplanan alkali miktar1 kadar
kullanilmig,  fazla  alkali  ilavesi  (excess)
uygulanmamistir. Stokiyometrik olarak
hesaplanan alkali miktarlar;; NaOH 0.52g, MgO
0.26g, Ca(OH); 0.48g olup, bu miktarlar asitlik
giderme denemelerinde kullanilmustir.

Rafinajlik  zeytinyag: Orneklerinin  asitliginin
giderilmesinde Ghazani vd. (2013) tarafindan
actklanmis  olan “kanola yaginda minimal
rafinasyon prensibiyle alkali nétralizasyon islemi”
modifiye edilerek uygulanmustir. Asitlik giderme
islemi icin 100g yag 60°C sicakliga isitilmugtir.
Alkaliler ile hazitlanan sulu ¢ozeltiler (saf su orant
yagin %2.5’1 olacak sekilde) yaga eklenerek yag
60°C sicaklikta 600 devir/dk hizda 20 dakika
karistirma  ile  sabunlasma  reaksiyonunun
tamamlanmast saglanmistir. Reaksiyon sonrasinda
5200g (yercekimsel gli¢) kuvvetinde 10 dk
santrifiij sonucu olusan sabun fazi ¢okeltilmistir.
Sabun fazindan aymlan yag Orneginde kalinti
sabunun uzaklastirtlmast i¢in yag 80°C sicakliga
sitilarak yagin icerisine %1 trysil (sentetik silika)
ile %1 Magnesol R60 (magnezyum silikat)

eklenerek 600 devir/dakika hizda tekrar 20 dakika
karistrlmistir,  Kanstirma  sonrasinda  eklenen
adsorbantlar; 5200g kuvvetinde 10 dakika
santriflj uygulamasi ve filtrasyon ile yagdan
uzaklastirdmistir (Ghazani ve digerleri, 2013).

Renk agma islemi

Renk ag¢ma islemi icin Ghazani vd. (2013) ve
Sabah ve Celik (2005) tarafindan aciklanmis olan
laboratuvar ortaminda renk a¢ma islemleri birlikte
modifiye edilerek uygulanmistir. Asitligi giderilmis
olan zeytinyagt bir cam reaktdre alinarak 30mm-
Hg (40mbar) basing altinda kanstirma esliginde
55°C sicakliga kadar 1siulip farklt oranlarda (%60.1
- 9%0.5 — 9%0.9) agartma topragt (asitle aktive
edilmis veya natirel) eklenmistir. Agartma
topraginin eklenmesinden sonra, 90°C sicaklikta,
20 dakika stireyle kantstirma esliginde renk a¢ma
islemi gerceklestirilmistir. Islemler sonrasinda
rengi acilmis olan zeytinyaglan filtre kagidindan

stztlerek elde edilmislerdir (Ghazani ve digerleri,
2013; Sabah ve Celik, 2005).

Analiz yontemleri

Serbest yag asitligi (SYA), IUPAC Metot no:2.201
temel alinarak etanolli potasyum hidroksit
¢Ozeltisi titrasyonu ile tayin edilmis ve sonuclar %
oleik asit cinsinden verilmistir. Asitlik giderme
isleminde gerceklesen rafinasyon kaybini tespit
etmek icin asagidaki esitlik kullandmistir. Bu
esitlige gbre rafinasyon kaybinin sifira yakin
olmast rafinasyon kaybinin distik oldugunu
gOstermektedir.

notr yag

m
Rafinasyon kaybt = 1 —
f Y Y (mham yag — mSYA)

Mham yaz = Alkali nétralizasyon 6ncesinde yagin
toplam agitligt (g)

msya = Ham yagin icerdigi toplam serbest yag
asitlerinin miktar (g)

Moger yag = Asitligi giderilmis olan yagin miktart (g)

Peroksit degeri (PV) IUPAC Metot no: 2.501
kullamlarak sodyum tiyostlfat titrasyonu ile
gerceklestitilmis ve sonuclar meq Oz/kg yag
cinsinden sunulmustur. p-anisidin degerinin (p-
anV) belitlenmesi i¢in IUPAC Metot no: 2.504°da
belirtilen spektrofotometrik yontem izlenmis ve
sonuclar mmol/kg yag cinsinden verilmistir.
Toplam  oksidasyon  degeri  (TOTOX),
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Oksidasyonun birincil ve ikincil drinlerinin
toplami tzerinden genel bir oksidasyon siireci
degerlendirmesi  yapmayt miimkiin kilan bir
degerdir ve TOTOX= p-anV + 2 x PV formili
ile hesaplanir. UV siginda 6zgil absorbans
(K232 ve K270) analizi icin Tirk Gida Kodeksi
Zeytinyagi ve Pirina Yagt Analiz Metotlart Tebligi
(Teblig No: 2014/53) kullanilmigtir. Toplam
Fenolik Madde Miktarinin (mg/kg) belitlenmesi
icin Uluslararast Zeytinyagt Konseyi Metot No:
COI1/T.20/Doc No 29 kullanilmistir ve sonuclar
gallik asit esdegeri (GEA) olarak verilmistir.
Zeytinyagt 6rneklerinde a-tokoferol miktarlarinin
tespiti, Uluslararast zeytin konseyinin
COI/T.20/Doc No 29 numarali metodu takip
edilerek HPLC ile gerceklestirilmistir. Renk agma
islemi sonrasinda ve Oncesinde zeytinyagi
orneklerinin toplam karotenoid ve toplam klorofil
miktarlart ITUPAC Metot no:5.301’da belirtilen
spektrofotometrik yontem ile tespit edilmistir.

Tim denemeler iki kez ve analizler en az g kez
tekrarlanarak  sonuglarin  kesinligi  varyasyon
katsayilarinin devamli kontrolii ile saglanmustir.
Istatistiksel olarak farklarin tespitinde ANOVA ve
Tukey post-hoc testi kullandmistir. Tim
istatistiksel testler «=0.05 Onem duzeyinde
gerceklestirilmis ve P<0.05 olan tim farkliliklar
“istatistiksel olarak Onemli bir fark vardir”
seklinde yorumlanmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Calisma Oncelikle farkli alkali tipleri (NaOH,
MgO ve Ca(OH)2) ile gerceklestirilen asitik
giderme islemleri daha sonra farkli tip agartma
topraklart ile gerceklestirilen renk agma islemleri
ile devam etmistir. Oncelikle asitlik giderme
isleminin performansi, islemin temel amact olan
SYA miktarindaki azalma ve islem sirasinda

gerceklesen  rafinasyon  kaybt  Uzerinden
degerlendirilmistir (Shahidi, 2005).

7,582

m Serbest yag asitligi (% oleik asit)

m Rafinasyon kaybi

0,35

> o
o ©°
S S

w
o
o

Serbest yag asitligi (% oleik asit)
Free fatty acids (% oleic acid)

0,27
015c|
i

Sodyum
Hidroksit

Rafinajlik
Zeytinyag1

Magnezyum

026+ 0,30

029°|
|

0,25

o1 020

325bI

Kalsiyum
Hidroksit

Rafinasyon kaybi
Refining loss

0,15
0,10
0,05
0,00

Oksit

Alkali tipi
Type of alkali

Aynt veri serisi boyunca degisen st indis harfler Tukey testine gére grup farkhiliklari ifade etmektedir.
Superscript letters located on same sample group indicate statistical difference according to Tukey’s test.

Sekil 1. Farkh alkaliler ile gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda yaglarin serbest yag asitligi
degerleri ve her alkali icin rafinasyon kaybi degerleri
Figure 1. Free fatty acidity and refining loss for each alkali after the neutralization process performed with different
alkalis
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Serbest yag asitligindeki azalma ve islemler
sirasinda gerceklesen rafinasyon kayiplart Sekil
1’de verilmistir. Rafinajlik zeytinyaginin baslangic
serbest yag asidi miktarinin %7.58 oldugu
gorillmektedir. NaOH ve MgO ile gerceklestirilen
asitlik giderme islemleri sonrasina serbest yag
asitliginin sirastyla %0.15 ve %0.29’a distigh
tespit edilmis olup serbest yag asitligindeki azalma
yonlinden bu iki alkalinin istatistiksel bir fark
gOstermedigi tespit edilmistir. Ancak serbest yag
asitligi miktarinda Ca(OH)2 kullanimt sonrasinda
etkin bir azalma yasanmamis ve %3.25 diizeyinde
kalmistir.  Gergeklesen — rafinasyon — kayiplar
karsilastirildiginda NaOH ve MgO’nun arasinda
O6nemli bir farklilhk tespit edilmemistir. Ancak
Ca(OH): ile gergeklestirilen asitlik giderme islemi
sonrasinda rafinasyon kaybinin daha disik
oldugu gérilmistir. Bu sonuclar, asitlik giderme
isleminin temel amact olan serbest yag asitligi

miktarindaki azalma acisindan geleneksel olarak
kullanilan NaOH ile orta kuvvetteki alkali olan
MgO’nun benzer etkiler gésterdigi ve rafinasyon
kaybinin da benzer diizeylerde gerceklestigini
gostermistir. Ca(OH), nin ise her ne kadar diger
alkalilere gére daha dusiik bir rafinasyon kaybina
sebep olsa da, serbest asitlik miktarint azaltmada
istenilen etkiyi saglayamadigt gérilmiistiir. Benzer
bir calismada ise yapiskan maddelerinden
arindirlmis  kanola yagimin %0.55 dizeyindeki
SYA miktani, NaOH, MgO ve Ca(OH), ile
gerceklestirilen  asithk  giderme  islemleri
sonrasinda sirastyla  %0.02, %0.08 ve 9%0.03
dizeyine inmis ve Ca(OH).'in asitlik giderme
isleminde MgO’dan daha etkin sonug verdigi ifade
edilmistir. Ancak ulagtlan SYA degerleri ¢ok
dustik dizeylerde oldugu icin bu miktarlarda
istatistiksel bir fark bulgulanmamistir (Ghazani ve
Marangoni, 2013).

Cizelge 1. Farkli alkaliler kullanilarak gerceklestirilen asitlik giderme islemleri sonucunda zeytinyaginin
oksidasyon parametrelerindeki degisimler
Table 1. Changes in the oxidation parameters of olive 0il before and after of neutralization processes using different

alkalis.
PV p-anV

K232 K270 (meq O,/kg yag) (mmol/ke yag) TOTOX
Rafinajlik
Zeytinyagl , eoci00020 022940001 73.87+0.49 4.2940.012 152.02+0.98
Lampante
olive o1/
NaOH 2.468+0.0014  0.20010.001c  22.64+1.03c 2.55+0.014 47.8242.05b
MgO 2.692+0.002¢  0.35240.001:  27.03+0.59¢ 2.8410.01¢ 56.941.18b
CaOH,  2.75140.001b 0.188+0.001¢  52.27+4.31b 2.9610.01b 123.53428 430

Stitunlar boyunca degisen tst indis hatfler, Tukey testine gére grup farkliliklarini ifade etmektedir.
Superscript letters, located along colums, represents statistical groupings according to Tukey’s test.

Cizelge 1’de zeytinyaginin asitlik giderme islemi
6nce ve sonrasinda oksidasyon parametrelindeki
degisim gorilebilmektedir. Oksidasyonun birincil
trtinleri ve iki ¢ift bag iceren konjuge yag asidi
(konjuge dien) miktarlarinin bir gdstergesi olan
K232  degerinin  rafinajlk  zeytinyaginda
baslangicta 2.855 oldugu tespit edilmistir. K232
degerlerinde en etkin  azalma NaOH ile
gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda
gozlemlenmistir (2.468). Oksidasyonun ikincil
trtinleri ile Ggli cift bag iceren konjuge yag asidi
(konjuge trien) miktarlarinin géstergesi olan K270
degerinin rafinasyon oOncesinde 0.229 olarak

olgildigi, NaOH ve CaOH; ile gerceklestirilen
asitlik giderme iglemi sonrasinda strastyla 0.200 ve
0.188 dizeyine distigi, ancak MgO ile
gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda
bu degerin 0.352 diizeyine yikseldigi tespit
edilmistir. K232 ve K270 degerlerindeki azalma
icin genel bir yorum yapildiginda NaOH’in her iki
degerde etkin azalma sagladigi gérilmistiir.

Asitlik  giderme islemi 6ncesinde rafinajlik
zeytinyaginin PV dizeyinin 73.87 meq Oz/kg yag
oldugu gérilmektedir. TGK’ye gére PV diizeyi
20’nin tizerinde olan natiirel zeytinyaglart lampant

315



316

M. Yazilikaya Parasiz, O. Ozdikicierler, F. Yemiscioglu

(rafinajlik) olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak
rafinasyonun asitlik giderme agamasinin birincil
amaci oksidasyon Urlnlerinin miktarinda azalma
saglanmasi olmasa da, 6zellikle rafinasyonun ileri
asamalarindaki  yikiin = azaltlmast igin tim
istenmeyen maddelerin miktarinda gerceklesecek
azalmanin G6nemli oldugu disinilmektedir.
PV’nin istatistiksel olarak en etkin bicimde NaOH
ve MgO ile gerceklestirilen asitlik giderme
islemleri sonrasinda azaldigt tespit edilmistir
(strastyla 22.64 meq Oz/kg yag ve 27.03 meq
O2/kg yag). Ca(OH); ile gerceklestirilen asitlik
giderme islemleri sirasinda ise PV’nin 52.27 meq
Oy/kg yag seviyesine dustigi gorilmugtir.
Peroksit sayist, kanola yagt ile gerceklestirilen
farklt bir calismada ise NaOH, MgO ve Ca(OH).
ile gergeklestirilen asitlik giderme islemlerinde
yikselmistir (Ghazani ve Marangoni, 2013).
Oksidasyonun ikincil trinleri olan aldehitlerin
miktarinin bir ifadesi olarak kullanilan p-anV,
islem Oncesinde rafinajik zeytinyaginda 4.29
mmol/kg yag olarak tespit edilmistir. Asitlik

giderme isleminin, kullandan alkali tipinden
bagimsiz olarak p-anV degerini azalttigi tespit
edilmistir. Istatistiksel olarak p-anV degerinde en
fazla dusis NaOH ile gerceklestirilen asitlik
giderme islemi sirasinda gerceklesmistir (2.55
mmol/kg yag). Oksidasyonun genel bir ifadesi
olan TOTOX degeri, PV ve p-anV degerleri ile
hesaplanan bir gostergedir. Asitlik giderme
islemleri 6ncesinde rafinajlik zeytinyagi 6rneginin
TOTOX degerinin 152.02 oldugu, NaOH ve
MgO alkalilerinin bu degerin 6nemli dizeyde
azalmasint sagladigt (NaOH ve MgO icin sirastyla
47.82 ve 56.9), CaOH: ile gerceklestirilen asitlik
giderme islemi sirasinda ise TOTOX degerinde
Onemli bir azalma gerceklesmedigi (123.53)
gorilmektedir.  Cizelge 1’de verilen tim
oksidasyon gostergelerinin  genel bir yorumu
yapilmak  istendiginde  ise  calismamizin
sonuglarina gbre NaOH ile gerceklestirilen asitlik
giderme islemlerinde, oksidasyon trinlerinin
diger alkalilere gbre daha etkin bicimde azaldigt
tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde (mg/kg GAE)
Total phenolic component (mg/kg GAE)

(S}
o

146,300¢

150
144,80¢
- 150
100
62,69 100
- 50
0 0
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346,322 a-tokoferol (mg/kg)
ysy 245502 318120 3%0
300
200 175,30

250

119,30¢ 200

a-tokoferol (mg/kg)
a-tocopherol (mg/kg)

Rafinajlik Sodyum Magnezyum Kalsiyum
Zeytinyagi Hidroksit Oksit Hidroksit
Alkali tipi
Type of alkali

Sekil 2. Farkh alkaliler kullaniarak gerceklestirilen asitlik giderme islemleri sonucunda zeytinyaginin
biyoaktif bilesenlerindeki degisimler.
Figure 2. Changes in the bioactive components of olive 0il as a result of nentralization reactions using different alkalis.

Toplam  fenolik madde ve  zeytinya8:
tokoferollerinden en baskin izomer a-tokoferolin
konsantrasyonlarinda, asitlik giderme denemeleri

sirasinda  kullamilan alkali tipine baglt olarak
gerceklesen degisimler Sekil 2’de  verilmistir.
Rafinajlik zeytinyaginda asitlik giderme islemleri
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oncesinde toplam fenolik madde ve a-tokoferol
strastyla 245.50 mg/kg GAE ve 346 mg/kg olarak
bulunmustur. Toplam fenolik ~ madde
miktarindaki en fazla azalma, Ca(OH), ile asitligi
giderilmis zeytinyaginda (119.3 mg/kg GAE)
tespit edilmistir. Her ne kadar Tukey gruplarn
incelendiginde NaOH ve MgO ile MgO ve
Ca(OH); alkali ikilileri arasinda istatistiksel grup
farki tespit edilmemis olsa da, NaOH ile
gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda
tespit  edilen  toplam  fenolik  madde
konsantrasyonu (175.3 mg/kg GAE), diger
alkalilere gbre daha ylksektir. a-tokoferol
miktarlart  karsilastirldiginda  ise  Ca(OH)z ile

gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda
a-tokoferol konsantrasyonundaki (318.12 mg/kg)
azalmanin cok disik oldugu, MgO’da ise o-
tokoferol miktarindaki azalmanin (62.69 mg/kg)
en fazla gerceklestigi tespit edilmistir. Genel
olarak, calismamizda kullanilan alkali tiplerinin
asitik giderme islem performanslart dikkate
alinmadan sadece biyoaktif bilesenler tizerindeki
etkileri karsilastirilacak olursa, Toplam fenolik
madde konsantrasyonunda en az disiise neden
olan alkalinin NaOH, a-tokoferol
konsantrasyonunda en az disiise neden olan
alkalinin ise Ca(OH), oldugu gorilmektedir.

Cizelge 2. Farkli alkaliler ile asitligi giderilmis zeytinyag 6rneklerinde toprak tipi ve toprak miktarinin
zeytinyaginin genel kalite kriterleri tizerine etkisi
Table 2. The effect of bleaching earth type and amonnt on the general quality criteria of olive il neutralized with different

alkalis.

NaOH % ;Zﬁasit) K232 K270 (meq (i \//kg - (mf;n ZTX{g) TOTOX
Es;;;;%d il 0.09x00 2.469%0¢ 0.200%0s 22.64%0.732 2.55%0¢ 47.8211.452

Asit aktive agartma toprag

Acid acitivated bleaching earth
% 0.1 0.6410.012 2.620£0.001ab 0.305%0.014 22.54%0.344 8.06+0P 53.15£0.682
% 0.5 0.6610.044 2.136%04 0.389%0p 19.30+1.462 5.2%0¢ 43.781+2.91a
% 0.9 0.68%0.01= 2.549£0.002b 0.503%02 19.52+0.712 8.57%0s 47.6111.41a

Natiirel agartma topragt
Natural bleaching earth
% 0.1 0.13+0.010 2.648%0.001= 0.230%0f 24.00%1.57» 5.32%0d 53.313.13a
% 0.5 0.150.02b 2.646%0.0252 0.255%0¢ 23.66%1.772 5.6120¢ 52.92£3.54a
% 0.9 0.16+0.01> 2.451%0.001¢ 0.333%0¢ 23.01£4.052 4.16x0f 50.18£8.092
PV -anV

MgO SYA K232 K270 (meq On/kg y28) (mfnol k) TOTOX
1;2;;222%[1 il 0.19+0.01> 2.692%0.0014 0.352%02b 27.031£0.424 2.8410¢ 56.910.834

Asit aktive agartma toprag

Acid acitivated bleaching earth
% 0.1 0.61£0.01= 2.902%0.0052 0.23720¢4d 44.84%1.86¢ 3.4910d 93.17£3.71¢
% 0.5 0.6410.032 2.705%0.0024 0.290£0.03b< 66.12%1.802 7.37102 139.6+3.6
% 0.9 0.66102 2.559%0.001= 0.420%02 52.44£3.05b< 5.88+0b 110.756.1b<

Natiire]l agartma topragi
Natural bleaching earth

% 0.1 0.7710.01= 2.860%0.003b 0.194%04d 50.32£2.26b< 2.2410f 102.87+4.52b<
% 0.5 0.57£0.182b 2.736%0¢ 0.20520¢4 58.38£1.78b 3.4910d 120.25+3.562b
% 0.9 0.39102b 2.748%0¢ 0.231£0¢4d 55.08£0.05b< 3.5110¢ 113.65+0.11b<
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PV p-anV

Ca(OH): SYA K232 K270 (meqO»/kgyad) (mmol/kg) TOTOX
NowYag 5010060 2.750+0.001¢ 0.18820¢ 52.2743.05 2.96+0¢ 123.53%16.42
Neutralized oil

Asit aktive agartma toprag

Acid acitivated bleaching earth
% 0.1 0.09x0¢ 2.830%0.005¢ 0.327%04d 54.49+2.872 6.9210¢ 115.915.74a
% 0.5 0.1£0.01¢ 2.984+02 0.424%0b 56.1714.192 7.07%02 119.418.382
% 0.9 0.11%0¢ 2.904%0.005b 0.470%0a 44,06x1.512 6.71£0.014d 94.82+3.012

Natiirel agartma topragt
Natural bleaching earth

% 0.1 0.5+0.01b 2.833%0.005¢ 0.279x0f 22.6413.01b 1.63%0¢ 46.9116.02b
% 0.5 0.49%0.01b 2.799£0.002d 0.316%0¢ 50.11£0.752 2.55+0f 102.75%£1.512
% 0.9 0.510b 2.767%0.001¢ 0.359%0¢ 27.91%1.58b 7.0220b 62.83%3.17b

Her farkls alkali ile asitlik giderilmis zeytinyagi 6rnegi icin ayr1 ayrt olacak sekilde stitunlar boyunca degisen st indis
harfler, Tukey testine gore iki farklt agartma topragt ve tg farkli toprak miktart icin istatistiksel grup farkliliklarin

ifade etmektedir.

The superscript letters varying along the columns for each different alkali express the statistical group differences for two different
bleaching soils and three different soil amounts according to the Tukey’s test.

Cizelge 2°de NaOH, MgO ve Ca(OH); ile asitlik
giderme islemi uygulanan rafinajlik
zeytinyaglarinin ayri ayrt olacak sekilde asitle
aktive ve natiirel agartma topraklarinin farkl
oranlart (%0.1 - %0.5 - %0.9) ile gerceklestirilen
renk ac¢ma islemi sonrasinda genel kalite
kriterlerinin  degisimi sunulmustur. Oncelikle
SYA’da en etkin azalmanin saglandigi NaOH ile
asitligi giderilmis yaglarda natiirel agartma topragi
ile yapilan renk a¢ma islemlerinde %0.09 olan
SYA’nin toprak miktarinin etkisi olmaksizin
%0.13-%0.16 araliginda kaldig1, ancak asitle aktive
agartma topragt kullamldiginda bu degerin %00.64-
%0.68 araligina yikseldigi gérilmektedir. Bu
durum, renk ac¢ma asamasinda asitle aktive
agartma topragt kullanilmasinin SYA
yukselmesine neden olabilecegi ile
aciklanabilmektedir. MgO ve Ca(OH); ile asitligi
giderilen 6rneklerde ise SYA degerinin etkin
bi¢imde azaltilamamas: nedeniyle asitle aktive ve
natiirel agartma topraklart hakkinda benzer bir
etkinin tespiti net olarak yapilamamaktadur.

NaOH ve CaOH: ile asitligi giderilmis yaglarda
agartma topragl tipi ve miktarindan bagimsiz
olarak K232 ve K270 degetlerinde belirli bir
yikselme tespit edilmistir. MgO ile asitligi
giderilmis zeytinyaginda ise K232 degerinde

benzer bir artis gbzlemlenirken K270 degerinde
azalma séz konusudur. Her ne kadar K232 ve
K270 degerlerindeki bu degisimlerin  ¢ogu
istatistiksel olarak 6nemli olarak tespit edilmis olsa
da  degisim miktarlaninin  disik  oldugu
s6ylenebilmektedir.  Genel — olarak  NaOH
disindaki alkaliler ile gerceklestirilen renk a¢ma
islemlerinde, toprak miktarindan bagimsiz olarak
PV degerlerinde istatistiksel bir artis  s6z
konusudur. NaOH ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinin renk agma denemelerinde PV
degerinde istatistiksel bir artis tespit edilmemesi,
asitlik giderme agamasinda NaOH kullaniminun,
renk agma isleminde bu agidan avantaj sagladigi
s6ylenebilmektedir. Oksidasyonun ikincil
trinlerinin gdstergesi olan p-anV degeri, tim
alkali tipleri i¢in incelendifinde renk a¢ma
islemleri sonrasinda belitli oranda yikselmistir.
Ancak, bu  yikselisler natiirel agartma
topraklarinin kullanddmasi durumunda daha dastik
diizeydedir. Ornegin NaOH ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinda 2.55 mmol/kg yag olan p-anV
diizeyi, asitle aktive agartma topragi kullanildig
zaman toprak miktarina bagl olarak 5.2 mmol/kg
yag - 8.57 mmol/kg yag araligina yukselirken,
natiirel agartma topraginda bu deger 4.16
mmol/kg yag — 5.61 mmol/kg yag araliginda
degismektedir.
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Asitle Aktive Agartma Topragt
Acid activated bleaching earth

Naturel Agartma Toprad
Natural bleaching earth

NaOH ile asitlik gidetilen z.yag
Neutralized olive oil using NaOH
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MgO ile asitlik giderilen z.yagt
Neutralized olive oil using MgO
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Ca(OH); ile asitlik gidetilen z.yag
Neutralized olive oil using Ca(OH)
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Her grafik icin ayr1 ayr1 olacak sekilde kendi veri serisi i¢inde degisen tst indis harfler (toplam fenolik madde ve a-tokoferol igin
ayrt ayri degerlendirilmelidir), Tukey testine gore grup farkliliklarini ifade etmektedir. Kirmizs barlar ile ifade edilen toplam
fenolik madde solda bulunan birincil eksende, eflatun renkli barlar ile ifade edilen a-tokoferol ise sagda bulunan ikincil eksende

gosterilmektedir.

Superscript letters (which should be evaluated separately for total phenolic content and a-tocopherol) represent group differences according to Tukey’s
test. The total phenolic content represented by red bars and is shown on the primary axis on the lefl, and a-tocopherol expressed by the magenta bars

on the secondary axis on the right.

Sekil 3. NaOH, MgO ve Ca(OH): ile asitlik giderme uygulanmus zeytinyagi 6rneklerinin degisken
miktarlarda farkli agartma topraklariyla renk agma islemine tabi tutulmasi sonucunda yaglarin biyoaktif
bilesen miktarindaki (toplam fenolik madde ve a-tokoferol konsantrasyonlari) degisimler.

Fignre 3. Changes in the amount of bioactive components (total phenolic and a-tocopherol concentrations) of olive oil samples,
which were neutralized with NaOH, MgO and Ca(OH)z, and bleaching with varying amounts of different bleaching earths.
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Farkh  alkali tipleri ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinda toprak tipi ve miktarinin toplam
fenolik madde ve a-tokoferol konsantrasyonlari
tzerine etkisini gosteren Sekil 3’de verilmis olan
grafikler incelendiginde, renk ac¢ma islemi
sonrasinda biyoaktif bilesen miktarlarinda bir
dists yasandigr goriilmektedir. NaOH ile asitligi
giderilen zeytinyaglarinda toplam fenolik madde
konsantrasyonlarinin  toprak miktart artist ile
diizenli bir degisiklik géstermedigi ancak toprak
miktart arttik¢a a-tokoferol miktarlarinin azaldig
goriilmektedir. NaOH ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinda %0.9 oranda asitle aktive agartma
topragt kullanilarak gerceklestirilen renk ac¢ma
islemleri sonrasinda o-tokoferol dizeyi 84.48
mg/kg’e inerken ayni oranda kullanilan natiirel
agartma topraginda ise bu deger 61.02 mg/kg’a
kadar dismistir. Benzer etkiler, MgO ve
Ca(OH), ile elde edilen nétr yaglardaki o-
tokoferol degerlerinde de gbzlemlenmektedir.
Ozellikle  Ca(OH), ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinin  %0.1 oranda natiirel agartma
topragt ile renk a¢ma islemine tabi tutulmast
sonunda a-tokoferol degetlerinin 318.12 mg/kg
seviyesinden 123.42 mg/kg’a indigi
gorilmektedir. Yapilan denemeler genel olarak
degerlendirildiginde, artan agartma topragi
miktarlart genel olarak biyoaktif bilesen kaybint
arturdigt  goriilmektedir.  Biyoaktif bilesenler
tzerinde benzer bir etki kanola yaginin farkli
alkaliler ile nétralizasyonu  sonrasinda da
gozlenmistir.  Ozellikle a-tokoferol miktarinin
asitlik giderme ve renk agma asamalarinda 135
mg/kg dizeyinden 6nce 107.3 mg/kg seviyesine,
oradan da renk agma sonrasinda 92.3 mg/kg
diizeyine inmesi, rafinasyon isleminin biyoaktif
bilesenler tzerine etkisini net bi¢cimde ortaya
koymaktadir (Ghazani ve Marangoni, 2013).

Renk a¢ma isleminin temel amact olan karotenoid
ve klorofil gibi yaglarda bulunan renk
maddelerinin azaltlmasidir. Farklr alkali tipleri ile
asitligi giderilen zeytinyaglarinda toprak tipi ve
miktarinin  toplam  karotenoid ve klorofil
miktarlar tizerine etkisini gosteren grafikler Sekil
4de verilmistir. NaOH ile asitlik giderme islemi
yapilan zeytinyagt 6rneklerinde asit aktive agartma
topragimin - %0.1  oraninda  kullanilmast
durumunda bile karotenoid miktar1 2.88 mg/kg

seviyesinden 1.57 mg/kg’a azalmistr. Natirel
agartma topraginda ise benzer karotenoid
miktarlarina ulagmak icin %0.5 oraninda agartma
topragt kullanilmast gerekmistir. Ancak natiirel
agartma topraginin artan miktarlar kullanildiginda
karotenoid ve klorofil seviyeleri kademeli bicimde
daha fazla azalirken asitle aktive agartma topragi
icin aynt durum s6z konusu degildir. MgO ile
asitik  giderme uygulanan  zeytinyaglarinda
baslangic karotenoid (11.33 mg/kg) ve klorofil
(2.07 mg/kg) duzeyleri diger alkaliler ile asitlik
giderme islemi uygulanmis yaglara gére ¢ok daha
yuksektir. Bu nedenle, MgO Orneklerinde renk
acma islemi sonrasinda pigment maddelerindeki
dustisin fazla oldugu goriliyor olsa da her iki

toprak tipi i¢in de bu degetlerin NaOH
Orneklerinden daha yiksek seyrettigi
gorilebilmektedir. Renk ac¢ma  islemlerinin

Ca(OH), ile asitligi giderilen zeytinyaglarindaki
etkinlikleri incelendiginde baslangic karotenoid
miktatlaninin  diger alkalilere gbre daha distk
oldugu (1.9 mg/kg) gorulmektedir. Bu 6rneklerin
renk acma denemelerinde asitle aktive toprak
kullanildiginda toprak miktarindaki artisin klorofil
miktar1  Gzerine dizenli bir etkisi tespit
edilemezken klorofil miktatlart 0.39 mg/kg
baslangic seviyesinden %0.1 ve %0.5 toprak
miktatlarinda  0.08 mg/kg seviyesine indigi
gorilmektedir. Buna ragmen, %0.9 natirel
agartma topragl kullanildiginda bile Ca(OH); ile
asitligi giderilen zeytinyaglarinda karotenoid ve
klorofil seviyesinin sirastyla 1.59 mg/kg ve 0.12
mg/kg seviyesine geldigi gorulmektedir. Bu
degerler aymi oranda asitle aktive agartma topragi
kullanildiginda sirastyla 3.34 mg/kg ve 0.13
mg/kg olarak tespit edilmistir. Diger alkali tipleri
ile kiyaslandiginda Ca(OH). 6rneklerinde renk
acma  ctkinliginin = daha  disik  oldugu
gorilmektedir. Ca(OH), ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinda baslangic SYA, PV dizeylerinin
diger alkali tiplerine ait &rneklere kiyasla daha
yitksek olmasi, bu 6rnekler i¢in eklenen agartma
topraklarinda kitletici unsur olarak rol oynadig,
bu nedenle pigment maddelerinin
adsorbsiyonunda beklenen azalma miktatlarina
ulastlamadigy distnilmektedir (Brien, Farr ve
Wan, 2000).
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Her grafik icin ayrt ayri olacak sekilde kendi veri serisi icinde degisen tist indis harfler (karotenoid ve klorofil icin ayrt ayri
degerlendirilmelidir), Tukey testine gére grup farkliliklarint ifade etmektedir. Karotenoid miktart solda bulunan birincil eksende,

klorofil miktari ise sagda bulunan ikincil eksende gosterilmektedir.
Superscript letters (for carotenoid and chlorophyll must be evaluated separately), represent group differences according to Tufkey test. The amount of

carotenoid is shown on the primary axis on the lefl, and the amount of chlorophyll on the secondary axis on the right.
Sekil 4. NaOH, MgO ve Ca(OH): ile asitlik giderme uygulanmis zeytinyag érneklerinin degisken
miktarlarda farkl agartma topraklatiyla renk a¢cma islemine tabi tutulmast sonucunda yaglardaki renk
maddelerinin (toplam karoteniod ve klorofil miktarlarr) degisimi.
Figure 4. The change in the amonnt of coloring bodies (total carotenioid and chlorophyll amounts) as a result of the
bleaching of olive ol samples treated with NaOH, MgO and Ca(OH)2 at varying amounts of different bleaching soll.

321



322

M. Yazilikaya Parasiz, O. Ozdikicierler, F. Yemiscioglu

SONUC
Bu calisgmada, bitkisel yaglara uygulanan
rafinasyon  islemleri  sirasinda  gerceklesen

biyoaktif bilesen kayiplant izerinde asitlik giderme
isleminde kullanilan alkalinin kuvvet ve renk
acma isleminde kullanilan agartma topraginin tipi
ve miktarinin etkileri incelenmistir. Yapilan
calismada ayrica uygulanan islemlerin performans
kriterleri de izlenerek ¢ift yonli yorumlama
vapilmaya calismistir. Elde edilen sonuglar
Oncelikle asitlik giderme isleminde NaOH ve
MgO’nun SYA miktarint %7.58’dan  sirasiyla
%0.15 ve 9%0.29a dustritken rafinasyon
kayiplarinin  sirasiyla 0.27 ve 0.26  diizeyinde
oldugu gorilmustir. Ca(OH); ile asitligi giderilen
zeytinyaglarinda rafinasyon kaybi degerleri 0.17
olarak daha diisik bulunmus olsa da SYA ancak
3.25’¢ dusurilebilmistir. Ca(OH), ile etkin bir
notralizasyon isleminin gerceklesmemesi
sonucunda Ozellikle a-tokoferol degerinin diger
alkalilere  gbre  daha  yiksek  seviyede
(318.12mg/kg) kalmast dikkat cekicidir. Asitligi
giderilmis 6rnekler arasinda toplam fenolik madde
miktarindaki en yuksek deger 175.3 mg/kg ile
NaOH ile asitligi giderilmis olan zeytinyaginda
tespit edilmistir. Gergeklestitilen asitlik giderme
islemleri rafinajlik  zeytinyaginin  oksidasyon
degerlerinde belirli bir azalmayr da saglamustir.
Alkali tipleri arasinda NaOH ve MgO ile
gerceklestirilen asitlik giderme islemlerinde 152.02
olarak tespit edilen baslangic TOTOX degeri
strastyla 47.82 ve 56.9%a duserken Ca(OH): ile
gerceklestirilen asitlik giderme islemi sonrasinda
bu deger 123.53°de kalmustir. Asitlik giderme
deneme sonuclart yorumlandiginda, NaOH ve
MgO’nun islem etkinligi ve biyoaktf bilesen
kaybini  azaltma acisindan genel anlamda
Ca(OH)2’ye  goére daha  basarih  oldugu
gorilmistir. Renk agma islemleri genel olarak
SYA ve TOTOX degerlerinde artisa neden
olmustur. Ancak asitik giderme islemi
sonrasindaki SYA duzeyi disik olan NaOH
6rneklerinde natiirel agartma topragi kullaniminin
SYA degetlerinde 6nemli bir artisa neden
olmadigt séylenebilmektedir. Ca(OH); ile asitligi
giderilmis olan zeytinyaglarinin  renk a¢ma
islemleri sonrasinda oksidasyon degetlerinde
onemli bir artis gbzlenmemesi, baslangic TOTOX
degerinin yiiksek olmast ile agiklanabilmektedir.

MgO ile asitligi giderilmis olan zeytinyaglarinin
renk acma islemleri sonrasinda ise ulagtift
TOTOX degerleri, NaOH 6rneklerinin yaklagik
iki katt olmustur. Renk agma isleminin etkinligini
gOsteren  pigment miktarlart  incelendiginde
Ca(OH): ile asitligi giderilmis 6rneklerde istenilen
renk agma etkisinin her iki agartma toprag tipinde
de gerceklesmedigi, bunun ise Ca(OH)2’nin yeterli
miktarda asitlik ve oksidasyon trtinlerinde azalma
saglamamast ve muhtemel olarak bu maddelerin
agartma topraginin etkinligini azaltmast ile
actklanabilmektedir. MgO ile asitligi giderilmis
zeytinyagl Orneklerinde ise artan miktarlarda
agartma topragt kullandmasi, hem etkin bir
pigment maddesi adsorbsiyonu hem de toplam
fenolik madde kaybinda diger alkalilere gére daha
fazla azalma gerceklesmesini saglamistir. -
tokoferol kaybinin en az yasandigi renk ac¢ma
denemesi ise NaOH ile asitligi giderilen zeytinyagt
Orneklerinin asitle aktive agartma topragt ile renk
acma islemine tabi tutulmasi sonrasinda elde
edildigi sGylenebilmektedir. Yapilan ¢alisma asitlik
giderme ve renk agma islemlerinde alkali ve toprak
tiplerinin  bir optimizasyon stlresi igerisinde
degetlendirilmesiyle daha kesin sonuclarin elde

edilebilecegi  dustntlmektedir.  Ayrica  bu
maddelerin  reaksiyon  strasinda  yag  ile
karistirilmasinda ultrases  gibi  mekanik
tekniklerden daha etkin yontemlerin

denenmesinin ileriki calismalarda arastirilmast
gerektigi kanisina varlmugtir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu makale ile ilgili baska kisi veya
kurumlar ile ¢ikar catismast olmadigint beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Merve Yazilikaya Parasiz: Denemelerin yapilmast,
sonuglarin tablolastirilmasi, metin yazimi. ﬂgﬂi
projede “bursiyer” olarak gérev almustir.

Onur  Ozdikicierler:  TIstatistiksel — analizlerin
gerceklestirilmesi, literatliriin detlenmesi,
sonuglarin  yorumlanmasi, metin  yazimi,
iletisimdeki yazar olarak yayin siirecinde iletisimin
yuritilmesidir. 1lgili projede arastirmact olarak
gorev almustir ve “hak sahibi” konumundadir.
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ABSTRACT

Due to health concerns associated with the increase of antimicrobial resistance in foodborne pathogens such
as Salmonella, plant extracts have become important natural alternatives to known antimicrobials. The
eradication effect of the water-soluble stinging nettle extracts with 2 mg/ml.,, 4 mg/ml, 6 mg/mL, 8
mg/ml, 12 mg/ml., 16 mg/ml., and 20 mg/ml. concentrations, on pre-formed biofilms and swimming
motility of Salmonella enterica subspecies enterica serovars, including Newport, Typhimurium, Enteritidis,
Virchow, Othmarschen and Mikawasima, was investigated 7 vitro. Degradation of biofilm formation on
spinach inoculated with each serovar was ascertained within different exposute time of 40 mg/mL
concentrated extract as well. Moreover, major genes responsible for biofilm formation (i.e., 7paS, mirA, yofR,
JfimA, spiA and esg) were screened in these isolates. The extract significantly decreased swimming motilities
of Mikawasima and Vitchow serovars. The highest reductions were found as 0.88 Log CFU/mL and 2.00
Log CFU/cm?in vitro and on spinach, respectively.

Key words: Antimicrobial effect, biofilm, Sa/zonella, stinging nettle, swimming motility

ISIRGAN OTU (URTICA DIOICA) SULU EKSTRAKTININ SALMONELLA
ENTERICA SEROVARLARININ BiYOFILM OLUSUMU UZERINE
ANTIMIKROBIYEL ETKISININ BELIRLENMESI

(077

Salmonella gibi gida kaynakli patojenlerde antimikrobiyel direncin artmast yol agacagt saglik
problemleri nedeniyle endiselendirmektedir. Bu baglamda, bitki &zleri bilinen antimikrobiyellere
6nemli dogal alternatifler haline gelmistir. Suda ¢éztnir 1sirgan otu ekstraktlarinin 2 mg/mlL, 4
mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 12 mg/mL, 16 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlari ile eradikasyon
etkisi, Newport, Typhimurium, Enteritidis, Virchow, Othmarschen ve Mikawasima dahil olmak tizere
Salmonella enterica alt tUrQ emterica serovarlarinin O6nceden olusturulmus biyofilmleri ve yiizme
hareketliligi in vitro olarak arastinlmistir. Her serovar ile bulastirilan 1spanakta, izolatlarin olusturdugu
biyofilm olusumunun engellenmesi i¢cin 40 mg/mL konsantre ekstraktin etkin oldugu tespit edilmistir.
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Antibiofilm effect of plant extract

Ayrica, biyofilm olusumundan sorumlu ana genler (yani rpoS, mirA, yefR, fimA, spiA ve esgA) bahsi
gecen tim izolatlarda taranmistir. Buna ilave olarak, ekstrakt, Mikawasima ve Virchow serovarlarinin
yizme hareketlerini 6nemli Slciide azalttigr belirlenmistir. En yiiksek azalma sirasiyla in vitro ve
1spanakta 0.88 Log CFU/mL ve 2.00 Log CFU/cm? olarak bulunmustut.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel etki, biyofilm, Sa/monella, 1s1rgan otu, yiizme hareketliligi

INTRODUCTION

Due to health concerns, the demands to fresh
produce have been increasing in the United States
(US) and Europe (Faour-Klingbeil and Todd,
2018). Fresh food produces are generally
consumed without any preprocessing processes.
Therefore, if biofilms are present on the fresh
produces, they might stay on the fresh product for
a long time. Unless biofilms are removed, they
might lead to foodborne diseases and shorten the
shelf life of the products. In addition to this,
contamination factors during growing, harvesting,
handling, processing and transportation trigger
biofilm formation of enteric pathogens such as
Salmonella  enterica  spp. (Patel et al, 2013;
Pyatkovskyy et al., 2017). Foodborne outbreaks
associated with Sabmonella enterica subp. enterica
(Salmonella) serovars, due to contaminated fresh
produce, including green leaves such as spinach,
lettuce, alfalfa sprouts, and tomatoes, have been
incrementally overspreading (Yaron and Rémling,
2014). For instance, tomatoes contaminated with
Salmonella serovars Typhimurium and Newport,
packed salad contaminated with Salwonella
serovars Enteritidis and Newport (Callejon et al.,
2015) and salad items contaminated with
Salmonella Virchow (Heaton and Jones, 2008)
might be some examples. Moreover, Salmonella
serovar Mikawasima, a rare serotype, has shown
an unusual increase in outbreaks related to fresh
waters, vegetables, meat and fish products
(Syanott et al., 1993; Polo et al., 1999; EFSA and
ECDC, 2013), and antibiotic resistance (Myskova
etal., 2013) in the recent years. In addition to this,
Salmonella enterica serovar Othmarschen, which is
also an uncommon serovar, was isolated from
eggs, seafood and squash (Kim et al., 2007).

Antibiotic resistance has become more critical
problem, when these bacteria have biofilm
forming ability, since biofilm enables bacteria to

protect themselves from the environmental
stresses such as chemical disinfectants and
antibiotics. Hence, it becomes exceedingly

difficult to remove bacteria. Biofilm formation
might be expressed as clusters of bacterial cells
encompassed by secreting extracellular polymeric
substances (EPS) on abiotic and/or biotic
surfaces in order to insulate themselves from
environmental stresses, antibiotics, sanitizers, and
the host (Steenackers et al, 2012). After
ageregation and attachment of bacteria, they
reveal quorum-sensing (QS) signals, which
provide bacteria with communicating each other
to regulate gene expression (Sperandio et al.,
2003). Cutli (amyloid fimbriae) are assigned in
adherence to surfaces, biofilm forming, cell
ageregation and host cell invasion (Rémling et al.,
1998). Flagellar motility enables Salwonella to
swim in liquid media and on surfaces (Deditius et
al., 2015), which might enhance the biofilm
formation and pathogenicity.

Crude extracts of medicinal plants might function
as alternatives to antibiotics, due to various
secondary  metabolites  including  tannins,
alkaloids, and polyphenols (Gupta and Birdi,
2017). Plant extracts might change or inhibit the
protein domains (Koehn and Carter, 2005). At
this point, the detection of sufficient
concentration of plant extract that can penetrate
into the biofilm matrix to make the bacteria
ineffective is crucial because EPS defends the
microorganisms by constituting  biological,
physical and chemical protective barriers (Lu et
al,, 2019). Since each bacterium has different QS
system and cell matrix, distinct types of plant
extracts are applied in order to inhibit EPS
production and QS signals. For example, the
leaves of stinging nettle (Urtica divica) include
tannins taking parts in inhibition of cell envelope
transport proteins and adhesiveness of bacteria,
and terpenes participating in detetioration of
membrane in bacteria (Gupta and Birdi, 2017).
Water, hexane, chloroform, ethyl acetate and
methanol extracts of stinging nettle have shown
antimicrobial activiies on human pathogenic
bacteria  such as  Psendomonas  aeruginosa,
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Staphylococens  anrens, Salmonella Typhi, Klebsiella
prenmoniae, and Enterococcus faecalis (Gilginet al.,
2004; Daret al., 2013). Our aim in this study was
to determine the eradication effects of aqueous
extract of stinging nettle on biofilm forming of
different Salmonella serovars in vitro, as well as on
spinach leaves. Moreover, the effects of different
concentrated water-soluble extracts of stinging
nettle on swimming motility of each serovar were
investigated 7z wvitro. To sum up, the usage of
alternative edible plant extracts has a huge
potential on prevention of bacterial growth due to
health concerns. Therefore, more studies should
be conducted to determine the effective
concentration of plant extracts that can also
penetrate the biofilms of foodborne pathogens.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

Salmonella enterica serovar Virchow (MET S1-003),
Newport (MET S1-166), Typhimurium (MET S1-
185), Enteritidis (MET S1-217), Othmarschen
(MET §1-227) and Mikawasima (MET S1-409),
isolated from different sources and locations in
our previous studies (Gunel et al., 2015; Acar et
al., 2017), were used in this study (Table 1). Each
serovar was grown in Brain Heart Infusion (BHI,
CM1135 Oxoid) broth medium for 24 h at 37°C
at 150 rpm to get the stationary phase cultures
(Cui et al., 2010).

Preparation of the stinging nettle extract

Different concentrated crude extracts of
lyophilized stinging nettle leaves, which are 2
mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml, 8 mg/mlL, 12
mg/mlL, 16 mg/mL, 20 mg/mL and 40 mg/mlL,
were preparedas described (Wolska et al., 2015).
Lyophilized stinging nettle (Urtica divica 1L..) leaves
(obtained from Ankara, Turkey) in sterile ddH>O
at 90°C were shaken for10 min in a water bath,
and then cooled to the room temperature (Wolska
et al,, 2015). The solution was vacuum-filtered by
using a sterile mixed cellulose esters filter (0.45
um, MF-Millipore membrane filter, Merck).

Detection of curli expression in Salmonella
serovars

Salmonella serovars were grown in Tryptic Soy
Broth (TSB, CM0129 Oxoid) for 18 h at 37°C.

Overnight cultures of individual Salmonella
serovars were streaked on tryptone agars
containing congo red (40 ug/mlL, C6767 Sigma-
Aldrich) and coomassie brilliant blue (20 ug/mlL.,
B0770 Sigma-Aldrich), and incubated at 22°C
and 37°C for 48 h, respectively. Cutli expression
in strains was indicated by red colonies as a result
of dye uptake (Patel et al., 2013).

Detection of swimming motility in
Salmonella serovars

Bacterial strains in BHI (CM1135 Oxoid) broth
medium were grown for 48 h at 37°C. Soft agar
plates (1% tryptone, 0.5% NaCl and 0.3% agar)
were inoculated with 2 pL of cell suspension, and
incubated at 37°C for 24 h. Then, the diameters
of bacterial growth were measured. Moreover, the
effects of the extract on swimming motility were
observed by using 2 mg/ml, 4 mg/mL, 6
mg/mlL, 8 mg/ml, 12 mg/ml, 16 mg/mL and
20 mg/mL of stinging nettle aqueous extracts.

Biofilm formations and determining the
antibiofilm effects of the stinging nettle
extract in vitro

For each bacterial strain with six replicates, 190
uL of BHI supplemented with 10 pLL of overnight
cultures of individual Salwonella serovars with
concentration of ca. 106 CFU/mL in BHI was
dispensed into the wells of a 96-well flat-
bottomed stetile polystyrene microtiter plate as
described method with some modifications
(Stepanovicet et al., 2004). Microtiter plates were
incubated at 37°C for 48 h without shaking.
Growth medium devoid of bacterial inoculum,
and extract of stinging nettle served as negative
control. After 48 h incubation in microplate, the
medium from the well was discarded. The wells
were washed five times with sterile phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.2) to remove the
planktonic cells, and were air-dried (Christensen
etal., 1985). Subsequently, pre-formed biofilms in
the wells were treated with 200 pLL water-soluble
extract of stinging nettle individually at different
concentrations which are 2 mg/mlL, 4 mg/mlL., 6
mg/mlL, 8 mg/ml, 12 mg/ml., 16 mg/mL and
20 mg/mL for 24 h at 37°C to determine biofilm
eradication effect. The microtiter plates were
washed with PBS to remove freely moving
bacteria and stained with 200 gL of a 1% crystal



Antibiofilm effect of plant extract

violet (CV) solution per well for 5 min at room
temperature, followed by washing five times with
sterile PBS and air drying for 45 min. 200 uL of
95% ethanol was added to each well for de-
staining (Chen et al., 2013). The absorbance was
determined by measuring at 600 nm (Agno) using
specttophotometer  (SHIMADZU,  Japan).
Salmonella  strains were divided into weak,
moderate or strong producers, as described
(Stepanovic et al., 2004). The cut-off OD (ODc)
was expressed as three standard deviations above
the mean OD of the negative control.
Classification was carried out as following: ODc<
OD = (2XODc¢) for weak biofilm producer,
(2XODc) < OD = (4XODc) for moderate
biofilm producer, and (4XODc) < OD for strong
biofilm producer (Stepanovié et al., 2004).

Biofilm formations and determining the
antibiofilm effects of the stinging nettle
extract on spinach

Spinach leaves were aseptically cut into small
rectangular pieces (4X4 cm). The vegetable pieces
were submerged in each overnight culture of each
bacterial strain with a concentration of ca. 10¢
CFU/ml.. After overnight incubation at 25°C, the
pieces were rinsed with sterile PBS to remove
freely moving cells. They were transferred to
sterile petri dishes and dried in the laminar flow
cabinet for 15 min. For biofilm formation,
contaminated spinach pieces were incubated at
25°C for 48 h in petti dishes (Cui et al., 2016).
Individual spinach pieces, inoculated with each
bacterial strain, were treated with 3 ml. of the
stinging nettle extract (40 mg/mlL) for 5, 10, 30
and 60 min, respectively. Higher concentration of
the extract was used on spinach leaves compared
to in vitro since the eradication of biofilm formed
on fresh produce is more troublesome, due to the
surface area of it and tich medium of the fresh
produce for the pathogens. After treatments with
stinging nettle extract, 10 pieces of leaves were
aseptically transferred into a stomacher bag and
mixed with 100 mL PBS (Cui et al, 2016).
Subsequently, the mixture was putreed by a
homogenizer for 20 min. The numbers of viable
bacteria on the leaves were determined by plate
count method. Homogenized mixture was diluted
in PBS to ranging dilution factor between 10-6 and

108. Aliquots were spread out using a sterile
bacterial spreader of each dilution onto the Plate
Count Agar (CM0325, Thermo Fisher Scientific)
plates. They wete incubated at 37 °C for 48 h. The
number of bacterial colonies were counted.

Screening of biofilm
Salmonella isolates
Selected genes associated with biofilm formation
(.e. rpaS, mirA, yofR, fimA, spiA, and esgA) were
screened in Salmonella enterica isolates (Table 2).
PCR mix was prepared as 1 pL template, 1 pL
each primer (20 uM), 25 pL. 2X MyTaq Red Mix
(Bioline), and 22 pL sterile ddH2O for each gene
according to MyTaq Red Mix protocol. PCR was
performed with regard to the following
conditions: initial denaturation at 95°C for 60 s,
denaturation at 95°C for 15 s, annealing at 60°C
for 15 s, and extension 72°C for 10 s with 35
cycles (Ledeboeret al., 2006; Lu et al., 2011; Lu et
al., 2012; Salazar et al., 2013; Uhlich et al., 2013;
Han et al., 2018). 1.7% agarose gel was run at 100
V for 45 min, for confirmation.

related genes in

Statistical Analysis

All experiments were carried out in six replicates.
Statistical analysis was done by using Two Way
Analysis of Variance (ANOVA). P< 0.05 was
considered to be significant.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we used different Sa/monella isolates,
representing most common serovars associated
with foodborne outbreaks bound up with fresh
produces, as well as serovars we collected from
fresh produces previously in our laboratory
(Gunel et al., 2015; Acar et al., 2017). Salmonella
Virchow, collected from chicken meat, was the
only multidrug-resistant (resistant to ampicillin,
ceftiofur, nalidixic acid, streptomycin,
sulfisoxazole, trimethoprim, and
sulfamethoxazole-trimethoprim) serovar used in
this study. Furthermore, Salmonella Newport,
isolated from cattle, Typhimurium and
Othmarschen, isolated from human clinical
soutces, showed antibiotic resistance to only
sulfisoxazole, while  Salmonella  Enteritidis,
collected from human clinical source, and
Mikawasima, collected from iceberg were
susceptible to all antimicrobials tested (Table 1).
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Table 1. Salmonella enterica subsp. enterica isolates.

Phenotypic

METU-IDs Serovars Antimicrobial Resistance  Source g)ll_e(c:ted from
Profiles fy-ountry
MET S1-003  Virchow AmpEftNalStrSfTmpSxt  Chicken meat Ankara-Turkey
MET S1-166 ~ Newport St Cattle Sanlrfa-Turkey
MET §1-185  Typhimurium St Human Sanlurfa-Turkey
MET S1-217  Enteritidis Susceptible Human Sanlrfa-Turkey
MET S1-227  Othmarschen St Human Sanlrfa-Turkey
MET S1-409  Mikawasima Susceptible Iceberg Ankara-Turkey

aSusceptible: Susceptible to antibiotics including amikacin, amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin (Amp), cefoxitin,
ceftiofur (Eft), ceftriaxone, cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin, ertapenem, gentamicin, imipenem,
kanamycin, nalidixic acid (Nal), streptomycin (Str), sulfisoxazole (Sf), sulfamethoxazole-trimethoprim (Sxt),

tetracycline, trimethoprim (Tmp).

Curli expression

Flagella fulfilling adhesion, cutli fimbriae,
cellulose, lipopolysaccharides, and some outer
membrane proteins are factors participating in
adherence to surface. Cutli proteins, such as
amyloids, participate in colonization, durability,
invasion and motility (Uhlich et al., 2013).
Moreover, curli help to build attachment between
cell and surface, and then the interactions among
cell cultures (Steenackers et al, 2012).
Furthermore, the previous studies revealed that
cutli expression depends on the strain and certain
conditions (Barnhart and Chapman, 2000).
Furthermore, curli are in need of initial phases of
biofilm formation.

In our isolates, representing serovar Virchow was
weak cutli producer at 37 °C, while Newport,
Typhimurium, Enteritidis, Othmarschen and
Mikawasima serovars were strong cutli producers
at 37 °C. On the other hand, none of the isolates
expressed curli production on congo red medium
at 22 °C. Hence, the results indicated that the
incubation temperature is a key point for cutli
expression of Salmonellaisolates used in this study.
In another research the greatest level of curli
expression was observed by S. Seftenberg,
followed by S. Enteritidis and §. Thompson,
while §. Newport and §. Typhimurium developed
lower intensity of colony staining with congo red
at 28 °C (Patel et al., 2013). Yet, further studies

are requited to determine the certain

inducements.

Effect of plant extracts on swimming motility
Different concentrated aqueous extracts of
stinging nettle (i.e. 2 mg/ml, 4 mg/ml, 6
mg/ml, 8 mg/ml, 12 mg/ml, 16 mg/mlL and
20 mg/mL) had various effects on swimming
motility of  Salmonella  Virchow, Newport,
Typhimurium, Enteritidis, Othmarschen, and
Mikawasima serovars (Table 3). Swimming
motility based on flagella enhances the adherence
to surface and biofilm maturation. Salmonella
isolates swim in liquid medium and surfaces by
the help of flagellar motility triggering the biofilm
formation and attachment to surface (Deditius et
al., 2015). In general, when the bacteria get
through to plant surfaces, motility and chemotaxis
might help them to form biofilm in adherence
areas. In plant-bacterial interactions, the bacteria
respond to plant-produced signals, including
spatial and nutritional signals (Mohan et al., 2018).
Flagella and fimbriae play a crucial role in the
mobility and attachment for settlement in the
formative stages of biofilm development by
bacteria on host plants (Mohan et al., 2018).

In our study, motility abilities of bacterial strains
were determined according to the diameter (cm)
of the halos grown on soft agar plates without
stinging nettle extract as control. The highest
ability for swimming motility was observed in S.
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Virchow (8.5£0.01) followed by S. Typhimurium
(8.0£0.02), §. Enteritidis (8.0£0.02), .
Othmarschen (8.0£0.01), . Newport (7.5£0.01),
and S. Mikawasima (6.020.02) on soft agar plates
without extract (Table 3). Motility inhibition of
extracts was ascertained as the percentage (%)
decrease in diameter on soft agar plates. The most
inhibitory effects on motility in percentages were
found as 83.33% (§. Mikawasima, 1.0+0.22; 4
mg/ml) followed by 80.00% (§. Vitchow,
1.7£0.13; 4 mg/mL), 55.00% (§. Othmarschen,
3.6%0.30; 6 mg/mL), 53.75% (S. Typhimurium,
3.7£0.24; 12 mg/mlL), 40.00% (5. Newpott,
4.510.58; 6 mg/mlL), and 32.50% (S. Enteritidis,
5.4%0.62; 6 mg/mL) (Table 3). More interestingly,
these highest inhibitory effects resulted from the

usage of different concentrated aqueous extracts
of stinging nettle, including 4 mg/ml., 6 mg/mL,
and 12 mg/ml. While 4 mg/ml. concentrated
stinging nettle extract inhibited the mobility of S.
Virchow and  Mikawasima  serovars in
considerable level, 6 mg/ml extract had
inhibitory effect on §. Othmarschen, Newport,
and Enteritidis serovars. Additionally, in case of
S. Typhimutium, 12 mg/mL extract was
determined as the most inhibitory concentration
for the swimming motility. Although the
concentrations of the extract were different, the
highest similar reductions were ascertained in
swimming motilities of Typhimurium
Othmarschen serovars (Table 3).

and

Table 2. Selected Salmonella biofilm associated genes.

Gene Primer Sequence (5'— 3')s Function Reference
F: TATCGCCTGGATTACTGGCAAC Stationary-phase .
795 R: TAGGACGCTGACGTGTCTTATC sigma factor Uhlich etal., 2013
4 F: ACATACCCGCAAACCACACTTC Regulatortr"f chlﬂi Uhlich et al. 2013
7L R AGCTATGCGCATAATGCACTCC and - extraceluia chetak,
matrix formation
F: ACGCCAGAAGGTCAACAGAA Putj“.ve.mf“éb?‘?e Han et al, 2018;
IR R GGGCCGGTAACAGAGGTAA Eirsﬁelﬁ nauded N lazar et al., 2013
F: TTGCGAGTCTGATGTTTGTCG o
fimA R: CACGCTCACCGGAGTAGGAT Fimbrial unit Ledeboer et al., 2006
F: Outer membrane
$il  GAGATATGCCATTATTTACTACTGAGG  protein involved in  Lu et al., 2012
R: TGACTTCACCCTTTATGCCAGAC biofilm
cseA F: TATTATCCGCACCCTGGCCTAC Cutli subunit Lu et al,, 2011

R: GCAATAGTTCCGGCCCG

aF: Forward Primer, R: Reverse Primer.

To the best of our knowledge, this is the first
study determining the effects of different
concentrated aqueous extracts of stinging nettle
(U. divica) on swimming motilities of Salmonella
serovars. In another research, 5 mg/mlL, 10
mg/ml, 15 mg/mlL and 20 mg/mL aqueous
extract of stinging nettle reduced the motility of
Escherichia coli rods as ~22%, ~6%, ~14%, and
~34%, respectively, while 0.125 mg/mL
increased the motility ~32% (Wojnicz et al.,
2012). Besides that, motilities of 5. Newport, .

Typhimurium, and §. Enteritidis increased in agar
supplemented with apitoxin (512 pg/mL)
compared to control without apitoxin in another
study (Arteaga et al., 2019).

Our results showed that some concentrations
reduced the bacterial motility, while others
increased it as well. It is difficult to explain this
phenomenon, because there are no reports
defining these kinds of points. However, another
study demonstrated that bacteria growing at pH
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6.0 and 7.0 were more motile than those grown at
pH 5.8-10.0 (Hattermann and Ries, 1989).
Further studies are required in order to
understand the effects of different concentrated
extracts on swimming motiliy. It might be
concluded that particular concentration is

required to inhibit considerably the swimming
motility of each serovar. In addition to this,
aqueous extract of stinging nettle might play a
crucial role in limiting the motilities of Sa/monella
serovars during the formative stages of biofilm
development on host plants.

Table 3. Swimming mobility capacities of biofilm forming Sa/nonella isolates in presence of the aqueous
extract of stinging nettle in different concentrations.

Diameter (cm) on plates, including extract of stinging nettleP Decrease
Serovars Control? 2 4 6 8 12 16 20 in
(cm) mg/m mg/m mg/m mg/m mg/m mg/m mg/m  diameter
L L L L L L L (%)
. 8.5+ 8.5+ 1.7+ 50+ 8.5+ 64t 7.0+ 7.0+
Vitchow 0.01 0.01 0.13 0.28 0.03 0.14 0.20 0.01 80.00
N ) 7.5+ 7.5+ 4.8+ 4.5+ 5.1+ 5.6+ 5.5+ 5.5+ £0.00
ewpor 0.01 0.01 0.25 0.58 0.26 0.23 0.16 0.23 :
. 8.0+ 8.0+ 5.5+ 51+ 6.8+ 3.7+ 5.9+ 6.5+
Typhimurium ) ) 0.02 0.38 0.41 0.32 0.24 0.46 0.38 2375
L 8.0+ 8.0+ 8.0+ 5.4+ 7.5+ 7.5+ 7.5+ 7.5+
Enteritidis 0.02 0.02 0.10 0.62 0.09 0.02 0.10 0.12 32.50
8.0+ 8.0+ 4.5+ 3.6+ 4.5+ 7.5+ 7.5+ 7.5+
Othmarschen ) 0.01 0.32 0.30 0.15 0.03 0.05 0.02 5500
. . 6.0+ 6.0+ 1.0+ 5.0+ 6.5+ 5.5+ 6.5+ 8.5+
Mikawasima 0.02 0.02 0.22 0.35 0.07 0.04 0.04 0.03 83.33

*Agar medium of control groups includes 1% tryptone, 0.5% NaCI and 0.3% agar without stinging nettle extract.

b Agar media consists of 1% tryptone, 0.5% NaCl, 0.3% agar, and different concentrated extracts of stinging nettle,
which ate 2 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 12 mg/mL, 16 mg/ml and 20 mg/ml..

¢ Diameters were measured according to the most inhibitory concentration specified as bold number narrow for
each serovar. Calculation was done as specified: [100 - (Diameter in the most inhibitory concentrationx100/
Diameter in the control)]. Diameters are the average values of the six replicates. P-value< 0.05 for stinging nettle

concentrations used to inhibit swimming mobility.
concentrations.

Effect of plant extracts
biofilms in vitro

Optical density at 600 nm (ODgo) for each
Salmonella serovar was found as 2.2802%+0.30
(Mikawasima), 2.2321£0.26  (Othmarschen),
2.0389+0.24 (Enteritidis), 0.8502%0.15
(Typhimurium), 0.7985%0.10 (Virchow), and
0.6201%£0.01 (Newpott) in vitro as control groups
untreated with stinging nettle extract, respectively
(Table 4). Mikawasima, Othmarschen and
Enteritidis serovars were determined as strong
biofilm producers, while Typhimurium, Virchow
and Newport serovars were ascertained as
moderate biofilm producers in vitro, as desctribed
classification (Stepanovicet al., 2004). Although
Mikawasima is a rare serovar, in this study
Mikawasima was found out as the strongest

on pre-formed

There is a significant difference between stinging nettle

biofilm producer. In another study, biofilm
development capacity of . Mikawasima isolated
from laying hens was determined as the highest
compared to Enteritidis, Typhimurium, and
Virchow serovars as well (Marin et al., 2009).
Another rare human pathogen, which is S.
Othmarschen, was also found as one of the
strongest biofilm producers in this study. On the
other hand, §. Newport, which was characterized
as a strong biofilm producer in a broad array of
environmental conditions in another study
(Lianou and Koutsoumanis, 2012), was typified as
a moderate biofilm producer in our study.
Different biofilm forming abilities in Salmonella
serovars are strongly considered to derive from
strain-dependence (Lianou and Koutsoumanis,
2012).
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Additionally, eradication effects of water-soluble
stinging nettle extracts including 2 mg/ml, 4
mg/mL, 6 mg/ml, 8 mg/ml, 12 mg/mlL, 16
mg/mlL, and 20 mg/mL on pre-formed biofilm
formations of Salmonella serovars were specified
(Table 4). The findings indicated that for each
serovar these extracts had different eradication
effects on pre-formed biofilm. For instance, the
highest Log CFU/mL reduction (0.55%0.16) on
pre-formed §. Mikawasima biofilm was observed
using 2 mg/ml. aqueous extract of stinging nettle.
In §. Othmarschen 0.8810.20 Log CFU/mL
reduction was noticed applying 20 mg/mL
extract. Surprisingly, higher concentration (20
mg/ml.) partially eradicated biofilm formation of
Othmarschen serovar, while lower concentration
(2 mg/mL) resulted in the highest eradication
effect on biofilm of Mikawasima serovar. It is
difficult to explain the reason of this finding. Yet,
the complex interactions governing biofilms
might be distinctly affected by the components of
stinging nettle extract. The greatest reduction in
pre-formed biofilm of S. Enteritidis 7 vitro was

obtained as 0.68+0.20 Log CFU/mL within 4
mg/ml  extract. Among the strong biofilm
producers including Mikawasima, Othmarschen
and Enteritidis serovars, water-soluble stinging
nettle extract had the greatest eradication effect
on pre-formed biofilm of Othmarschen. On the
contrary, in moderate biofilm producers, which
are Typhimurium, Virchow and Newport
serovars, 0.0810.02 Log CFU/mL (2 mg/mL),
0.2810.12 Log CFU/mL (4 mg/ml), and
0.30£0.15 Log CFU/mL (4 mg/mL) wete found
as the greatest reductions, respectively (Table 4).
Findings showed that aqueous stinging nettle
extract did not have any pivotal effect on
eliminating pre-formed biofilm of Typhimurium
serovar, while same concentrated extract (4
mg/mlL) demonstrated similar eradication effect
on biofilm formations of Virchow and Newport
serovars. More interestingly, no reduction on
biofilms of Typhimurium and Newport was
determined using 8 mg/ml extract although
lower and higher concentrations than 8 mg/ml.
indicated some reductions (Table 4).

Table 4. The Log CFU/mL reductions of Salmonella isolates in vitro with the aqueous extract of stinging
nettle in different concentrations.

Isolates Control Log CFU/mL Reduction®

METU-  Serovars oD ’ 2 4 6 8 12 16 20
1Ds 60 mg/mL mg/ml. mg/ml.  mg/mL  mg/ml. mg/ml. mg/mL
MET Virchow 0.7985+ 0.17% 0.28+ 0.24* 0.22+ 0.23% 0.26% 0.25%
S1-003 0.10 0.05 0.12 0.17 0.14 0.11 0.10 0.10
MET Newport 0.6201+ 0.27t 0.30+ 0.28* No 0.13% 0.25% 0.27%
S1-166 0.01 0.10 0.15 0.16 reduction 0.05 0.10 0.11
MET Typhimugiam 0.8502+ 0.08+ 0.01£ 0.02+ No 0.02+ 0.05% 0.01%
S1-185 YP 0.15 0.02 0.01 0.01 reduction 0.01 0.02 0.01
MET Enteritidis 2.0389+ 0.66t 0.68+ 0.35% 0.25% 0.49% 0.48% 0.54%
S1-217 0.24 0.13 0.20 0.09 0.18 0.18 0.13 0.16
MET Othmarschen 22321t 0.57+ 0.60+ 0.70% 0.85%+ 0.83+ 0.14% 0.88+
S1-227 0.26 0.11 0.14 0.16 0.20 0.21 0.04 0.20
MET Mikawasima 22802+ 0.55+ 0.23+ 0.26%+ 0.32%+ 0.35% 0.47% 0.48+%
S1-409 0.30 0.16 0.11 0.12 0.12 0.10 0.10 0.15

*Optical densities of each control group were calculated by taking the average values of the six replicates. Bold
values were representing statistically significant values between Log CFU/mL reductions resulting from the usage

of different concentrated extracts of stinging nettle with P-value < 0.05.

It might be concluded that for each serovar there
is a certain threshold for the concentration of
stinging nettle extract in order to eradicate the
pre-formed biofilms. To understand deeply the
reason of these, more studies related to biofilm
matrix are required. In another study, the use of

glutaraldehyde, formaldehyde, and peroxygen at
concentration of 1.0% in field conditions was
determined as inadequate for  Salmonella
elimination irrespective of the serotype, the
biofilm  development capacity, and the
disinfectant contact time (Marin et al., 2009). In
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addition to this, aqueous extract of stinging nettle
used in this study demonstrated better elimination

of biofilms compared to most common
disinfectants including glutaraldehyde,
formaldehyde, and  peroxygen.  Apitoxin

destroyed the pre-formed biofilms of .
Enteritidis, Newport, and one of Typhimurium
strains on polystyrene surface as 0.16 Log, 0.28
Log, and 0.40 Log reduction, respectively
(Arteaga et al., 2019). In comparison with this
result, our study showed higher eradication effect
on pre-formed biofilms of Enteritidis and
Newport. Moreover, carvacrol and thymol, which
are the main components of oregano and thyme
oils, reduced §. Typhimurium biofilms about 5
Log, and S. Enteritidis biofilms about 4 Log on
polypropylene surface (Amaralet al., 2015).
Although carvacrol and thymol indicated much
greater destructive effect on biofilm formations
compared to stinging nettle, the roles of biofilm
formation surfaces on eliminating effect should
also be taken into consideration. Nevertheless, a
little or nothing is known related to eradication
effects of plant extracts on pre-formed biofilms
of 5. Mikawasima, Othmarschen, Newport and
Virchow serovars. Therefore, our study might
contribute important findings to literature about
disruptive effects of aqueous extract of stinging
nettle on pre-formed biofilms of Salmonella
serovars i vitro.

Effect of plant extract on pre-formed biofilms
on spinach leaves

Surface structures and genotypic features of the
plant, the regional physicochemical properties,
the ecological conditions, such as temperature,
wind, soil and rainfall, and the processes from
field to fork have crucial impacts on the biofilm
forming ability of microbial communities on
plants (Carter and Brandl, 2015). Moreover,
biofilms on fresh produce enable bacteria to
endure against environmental stress conditions,
exchange genetic elements, such as antibiotic
resistance genes among bacteria, and interoperate
in metabolic and physical way. Thus, 40 mg/ml.,
a higher concentration compared to the ones used
for in vitro, was applied to the biofilms Salmonella
serovars on spinach leaves, since eradication of
biofilms on fresh produce has been harder than

of in vitro. Furthermore, exposure time also plays
a crucial role in obstructing the biofilm formation
on fresh products. In other words, efficient
exposure time is required to impair the biofilm
matrix of bacteria, and diffuse the bioactive
compounds of the extracts and/or essential oils
into the bacterial cells.

Salmonella colonies on samples without treatments
were counted as controls. Initial microbial loads
of Salmonella serovars were recovered from
spinach leaf surface as 8.301£2.00 Log CFU/cm?
(§. Mikawasima), 8.30+1.00 Log CFU/cm? (S.
Othmarschen), 8.00£2.00 Log CFU/cm? (S.
Enteritidis), 7.9532.00 Log CFU/cm? (S.
Virchow), 7.78£1.00 Log CFU/cm? (S.
Newport), and 7.30+1.00 Log CFU/cm? (S.
Typhimurium), respectively (Table 5). Biofilm
forming ability on spinach leaf surface was found
similar between Salmonella serovars (P > 0.05)
without exposure to water-soluble stinging nettle
extract. In another study, Salmonella Tennessee
and S. Thompson produced stronger biofilms iz
vitro compared to 5. Newport, 5. Negev, and S.
Braenderup attached more strongly to lettuce
than other serovars (Patel and Sharma, 2010).
Furthermore, §. Typhimurium growth was
inhibited when cultured in rocket extract and
when grew directly to rocket leaves (Doulgeraki et
al., 2016). Another research indicated that
Salmonella persistence on spinach leaves is affected
by the source of contamination and the biofilm
forming ability of the strain (Patel et al., 2013).
Although Salmonella serovars used in this study
were isolated from different sources including
chicken meat, cattle, human, and iceberg, and .
Typhimurium, Virchow and Newport serovars
ascertained as moderate biofilm producers 1 vitro,
all serovars demonstrated similar biofilm forming
ability on spinach leaf. Moreover, §. Virchow
showed a little higher biofilm forming capability
on spinach leaf compared to that of representing
Newport and Typhimurium serovars despite
being weak producer (§. Virchow) in cutli
expression. The reason of that might be
connected to strain and characteristics of the
biofilm formation. In addition to this, greater
biofilm forming ability of §. Mikawasima and
Othmarschen, which are rare serovars compared
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to S. Enteritidis, Typhimurium, Virchow and
Newportt, on spinach might pose a setious threat
to food safety. In other words, if leafy green
vegetables consumed as raw salad are
contaminated with pathogenic Salmonella, the
eradication of them from fresh produce gains
prominence.

Different exposure time, including 5 min, 10 min,
30 min, and 1 h, of 40 mg/mL. aqueous extract of
stinging nettle were applied to pre-formed
biofilms of Salmonella serovars. The greatest
reductions were recovered for S. Newport,
Enteritidis, Othmarschen, Mikawasima,
Typhimurium, and Virchow serovars as
2.00£0.21 Log CFU/cm? (1 h exposure of
extract), 1.7010.23 Log CFU/cm? (1 h exposure
of extract), 1.70£0.26 Log CFU/cm? (1 h
exposutre of extract), 1.70£0.18 Log CFU/cm? (1
h exposure of extract), 1.4010.21 Log CFU/cm?
(30 min exposure of extract), and 0.88+£0.20 Log
CFU/cm? (5 min exposure time), respectively
(Table 5). The results demonstrated that serovat-
dependence is also important information as well
as time-dependence for the eradication efficiency
of water-soluble stinging nettle extract on pre-

tormed biofilms of Salmonella serovars (P < 0.05).
For instance, 5 min treatment with 40 mg/mL
stinging nettle extract exhibited the greatest
disruption performance on pre-formed biofilm of
S. Virchow, while no reduction was observed on
pre-formed biofilm of . Mikawasima which is an
emerging serovar causing outbreaks recently.
Besides, 5 min treatment was found as the second
highest effective exposure time for the pre-
formed biofilm of §. Newport. In contrast, 30
min treatment showed a considerable eradication
effect on 5. Typhimurium, which is a common
serovar associated with numerous foodborne
outbreaks. Additionally, greater considerable
reductions were determined within 1 h exposure
of the extract on biofilms of S. Newport,
Enteritidis, Othmarschen, and Mikawasima
serovars. Even though it is hard to clarify the
interaction between serovar-dependence and
time-dependence to eliminate pre-formed biofilm
within the extract, importance of exposure time
of the stinging nettle extract on biofilm
formations of each Salmonella serovar were
enlightened to observe antibiofilm effects on
spinach leaves.

Table 5. The Log CFU/cm? reductions of Salmonella isolates on spinach leaf at different exposure times
with 40 mg/mL stinging nettle extract.

Initial Microbial Log CFU/cm?Reduction®

Isolates Serovars Load

METU-IDs (Log CFU/cm?) + 5 min 10 min 30 min 1h
MET S1-003 Virchow 7.95%£2.00 0.88+0.20 NO. 0.21£0.05 0.80%0.11

reduction
MET S1-166  Newport 7.78%1.00 1.5240.12 0.77%£0.14 0.68+0.15  2.00+0.21
MET S1-185 Typhimurium 7.30%£1.00 1.00+0.15 0.82+0.23 1.40£0.21  0.70%0.20
MET S1-217  Enteritidis 8.00£2.00 0.49+0.13 0.06%0.01 1.40+0.10 1.70%0.23
MET S1-227  Othmarschen 8.30£1.00 0.15%+0.09 0.14%0.03 1.10+£0.20 1.70%0.26
MET S1-409 Mikawasima 8.30£2.00 NO. 0.20%+0.05 1.00£0.10 1.70%+0.18
reduction

2 CFU: Colony Forming Unit. Colony forming units were given as the average values of the six replicates.
b Bold values were representing significant difference between exposure times with P-value < 0.05.

Rather than biotic surfaces, there are more studies
about elimination of biofilm formation by
Salmonella  enterica on different food-contact

Studies related to the eradication of pre-formed
biofilms of Salmonella on biotic surfaces such as
plants within plant extracts are limited and/or not

found in the literature. A study detected 2.26 Log
CFU/cm? reductions in lettuce samples
inoculated with E. c/i O157:H7 after 4 mg/mL
clove oil treatment for 30 min (Cui et al., 2010).

sutfacesusing essential oils, plant extracts and/or
chemical disinfectants in the literature. For
example, the levels of Sa/monella spp. biofilm cells
wete reduced by 3.3 Log CFU/cm? when treated
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with thyme essential oil and by 3.1 Log CFU/cm?
when treated with tea tree essential oil at 0.1% v /v
within 2 h-exposure on stainless steel surface
(Sadekuzzaman et al, 2018). However, the
reductions were lesser on rubber surface than
those found on the stainless steel surface
(Sadekuzzaman et al., 2018). More interestingly, 1,
15, or 60 min exposure of chemical solutions
which are glutaraldehyde, formaldehyde, and
hydrogen peroxide at 1.0% concentration were
inadequate for Salmonella elimination on abiotic
surfaces (Marin et al., 2009). Our findings might
contribute to the literature about the elimination
of pre-formed biofilms of Salmonella on raw
vegetables such as spinach using water-soluble
stinging nettle extract.

Biofilm related genes

In molecular level, biofilm associated genes
(.e.poS, mirA, yofR, fimA, spiAd and csgA) were
screened in all Salwmonella isolates including
Virchow, Newport, Typhimurium, Enteritidis,
Othmarschen and Mikawasima serovars in this
study. 7p0S is an important control unit in
expression of many genes telated to stress
response, regulation and metabolism (Chen et al.,
1996). RpoS, stationary-phase sigma factor, is also
assigned in cutli gene expression (Arnqvist et al.,
1994) and cellulose production (Wang et al,
2010). Moreover, 7poS plays a crucial role in
adhering to the plants for Salnonella enterica (\Wang
et al., 2010). RpoS regulates the curli gene
expression by actuating MIrA expression as well
(Brown et al., 2001). Thus, MlrA takes part in the
generation of RpoS-based cutli, and extracellular
matrix formation of Salmonella isolates. YcfR
promotes the surface attachment in Sa/monella and
triggers biofilm formation (Salazar et al., 2013). In
another tresearch, it was ascertained that the
deletion of ygR in Salmonella enterica serovar
Typhimurium and Saintpaul decreased the
attachment of them to spinach leaves after
chlorine treatment (Salazar et al., 2013). fimA,
encoding the major fimbrial protein subunit
(Cohen et al., 1996), takes charge in adherence,
pathogenesis and colonization during the biofilm
formation (Zeiner et al., 2012). spiA secreting type
III outer membrane protein is assigned to
virulence factors in biofilm formations, and curli

expression (Dong et al., 2011). CsgA which is the
major structural subunit is expressed by agBAC
operon required for cutli secretion in Salmonella
(Rémling et al, 1998). In this study, among
Salmonella  Virchow, Newport, Typhimurium,
Enteritidis, Othmarschen and Mikawasima
serovars, 1poS, mirA, yoR, fimA, spiA, and esgA
genes were detected. Our findings as regards
selected biofilm formation related genes (Table 2)
were compatible by taking into consideration the
biofilm forming abilities of Salmonella serovars in
vitro and spinach, and curli expression except for
Salmonella Virchow, due to being weak in curli
production. However, further investigation
should be conducted to determine the expression
levels of each gene in biofilm production 7 vitro
as well as on spinach leaves.

CONCLUSION

All in all, this study indicated vatious eradication
impacts of the different concentrated aqueous
extracts of stinging nettle (Urtica divica) on biofilm
forming foodborne pathogen Salmonella enterica
isolates. Cellular properties of the strains,
bioactive constituents of the stinging nettle, and
QS molecules and extracellular polysaccharides of
biofilm forming Sa/monella might be adduced for
the reasons of distinct destructive effects.
Moreover, the results showed that the significance
of the exposure time of the extract in order to
disrupt the biofilm structure on spinach. In
conclusion, biofilm forming abilities of Sa/monella
isolates,  representing  Virchow, Newport,
Typhimurium, Enteritidis, Othmarschen and
Mikawasima serovars, were affected by different
concentrations of aqueous extract of stinging
nettle (Urtica dioica) in this research. By taking into
consideration  the  natural, antimicrobial,
nourishing features of stinging nettle, it might
contribute to solution for biofilm spreading on
fresh produce, which is a common problem of the
world.
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oz

Bu calismada, Tirk siyah cayt isletme atiklardan konsantre cay ekstrakt tiretimi gerceklestirilmis, tretim
strasinda olusan krema miktart ve bilesimi ile son Uriiniin bazi 6zellikleri belitlenmistir. Bu dogrultuda en
uygun ekstraksiyon kosullarinin belitflenmesi amactyla ti¢ farklt sicaklik (75, 85 ve 95 °C), 5 farkls stire (15, 30,
45, 69 ve 90 dakika) ve 2 farkli atk cay/su besleme oraninda (1/15 ve 1/20) ekstraksiyonlar
gerceklestitilmistr. Ekstraksiyon calismalari en uygun sartlarin 95 °C, 30 dakika ve 1/15 besleme orant
oldugunu gostermis ve elde edilen ekstraktin suda ¢6ztntr kuru madde miktart 1.8 °Bx, kafein miktart 0.45
g/100 g ve bulaniklik 27.6 NTU olarak dl¢iilmiistiir. On konsantre (15 °Bx) edilen ekstraktlarda 4 *C’de 12
saat sonunda en fazla miktarda (1.98 g/100 mL) cay kremast olusumu gozlenmis ve kremanin %15.88 kafein,
%17.08 protein, %08.72 epigallokatesin, %5.89 epigallokatesin gallat, %05.38 katesin gallat, %04.04 epikatesin
gallat, %02.83 gallokatesin, %2.15 epikatesin ve %1.37 katesinden olustugu gérilmistir.

Anahtar kelimeler: Siyah cay atig1, cay kremast, konsantrasyon, bulaniklik, katesin

DETERMINATION OF CREAM FORMATION CONDITIONS AND ITS
COMPOSITION DURING PRODUCTION OF CONCENTRATED TEA
EXTRACT FROM BLACK TEA MANUFACTURING WASTES

ABSTRACT

In this study, concentrated tea extract was obtained from Turkish black tea manufacturing wastes,
the amount and composition of cream formed during production and also some properties of the
concentrated product were determined. Accordingly, in order to determine the best extraction
conditions, the treatments were carried out at three different temperatures (75, 85 and 95 °C), five
different time (15, 30, 45, 69 and 90 minutes) and two different waste tea/water feeding ratios (1/15
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and 1/20). Extraction experiments showed that the best conditions were 95 © C for 30 minutes in
1/15 ratio and the water soluble dry matter content of the obtained extract was measured as 1.8 ©
Bx, caffeine amount and turbidity value were 0.45 ¢/100 g and 27.6 NTU, respectively. The highest
amount (1.98 g/100 mL) of tea cream formation was observed after 12 hours at 4 °C in the pre-
concentrated (15°-Bx) extracts, the cream consisted of 15.88% caffeine, 17.08% protein, 8.72%
epigallocatechin, 5.89% epigallocatechin gallate, 5.38% catechin gallate, 4.04% epicatechin gallate,
2.83% gallocatechin, 2.15% epicatechin and 1.37% catechin.

Keywords: Black tea waste, tea creaming, concentration, turbidity, catechin

GIRIS
Bircok bitkinin tohumu, cicegi, dallan, yapragi,
meyvesi, meyvesinin cekirdekleri veya kabuklart
degisik toplumlarda ylzyillardir c¢ay olarak
titketilmektedir. Bunlar icerisinde cay (Camellia
sinensis) bitkisinin strglin ve taze yapraklarindan
elde edilen ¢ay ise kendine 6zgl tadi, aromasi ve
sagliga faydali Ozellikleri nedeniyle bes kitaya
yayllmis ve dinya genelinde sudan sonra en cok
titketilen alkolstiz icecek haline gelmistir (Yilmaz
vd., 2020). Cay yapraklarinin farkli sekillerde
islenmesiyle siyah, yesil ve oolong cay gibi farklt
gbrinis, tat ve lezzette caylar elde
edilebilmektedir. Bu ¢aylart diger bitki caylarindan
farkli ve O6zel kilan en Onemli maddeler ise
bilesimlerinde bulunan katesinler ve kafeindir
(Balci ve Ozdemir, 2016). Son vyillarda gida
bilesenlerinin antioksidan 6zelliklerinin ve gida
saglik  iligkilerinin  belirlenmesi
aragtirmalar artmis ve bu arastirma sonuglar ¢ayin
onemli Dbilesenletinden katesinler ve bunlarin
oksidasyon Urlni olan theaflavin (TF) ve
thearubiginlerin  (TR) saglik tzerine olumlu
etkilerinin oldugunu géstermistir (Pou vd., 2019;
Sen vd., 2020). Kendine has duyusal 6zellikleri
yaninda cayin insan saglhigl tzerine olan olumlu
etkileri de cay tiketimini arttirmustir (de Mejia vd.,
2009; Fatima ve Rizv, 2011). Bu durum,
geleneksel ¢ay tiketiminin disinda ¢aydan elde
edilen yeni Urin arayislart ile cay katkill ya da
iceriginde ¢ay ekstrakt veya etken bilesenlerinin
bulundugu yeni urinler gelistirme konusunda
yaptlan  c¢alismalarnt  arttirmustir.  Nitekim,
ginimiizde farkli meyve aromali soguk cay, cay
katkili seketlemeler, dondurmalar, kahvalulik ve
pastacilik Urtnleri, gida takviye edici ¢ay trtinleri
tuketicilerin hizmetine sunulmustur. Bu konuda
arastirmalar tim diinyada devam etmektedir.

konusuna

Soguk ¢ay tretiminde kullanilan ¢ay ckstrakt,
konsantre edilmis ekstraktin (>65 °Bx) istenilen

oranda seyreltilmesi ya da hizlt ¢6ziiniir formda
dretilen  caylarin  tekrar  ¢oziindirilmesiyle
saglanmaktadir. Ancak soguk ¢ay tiretimindeki en
onemli problem; cay ekstrakti icerisindeki bazi
bilesenlerin sogukta ¢oziiniirliklerinin azalmasina
bagli olarak ekstraktta krema olusumudur (Evans
ve Bird, 2010). Cay ekstrakti cayin duyusal ve
biyoaktit 6zelliklerinden sorumlu olan katesinler
ve kafein ile birlikte polisakkaritler, proteinler ve
mineral maddelerin de bulundugu kompleks bir
yapt icermektedir (Yin vd., 2009). Soguk suda
coziinmeyen maddeler "cay kremast" olarak
nitelendirilmektedir. Cay katesinleri ve siyah ¢cayda
katesinlerin oksidasyon drtnleri (TF ve TR),
kafein, protein, pektin ve metal iyonlart ile
etkilesime girdiginde, c¢c6ken biyik kompleks
yapilar (cay kremast) olusmaktadir. Ozellikle
katesinlerin  gallatlanmis  formlarinin  krema
olusumunda 6nemli bilesenler oldugu
bildirilmektedir (Yin vd., 2009; Xu vd., 2012).
Ekstrakt sogutuldugunda buyltk boyuttaki bu
olusum gozle de gorilebilir bir bulaniklik olarak
algllanmakta ve soguk cayda renk, patlaklik ve
lezzet agisindan titketici begenisini olumsuz yonde
etkilemektedir. Ayrica sogutulmus cayda gézlenen
cay kremast olusumu ¢ayin duyusal 6zelliklerinin
yant sira Urinin saglk tzerine olumlu etki

gosteren  potansiyelini  de olumsuz  yonde
etkilemektedir (Dubey vd., 2020).

Cay kremasinin ¢ay ekstraktindan ayrilmast icin
farkli  yontemler uygulanabilmektedir.  Cay
kremast santrifiij edilerek ckstrakttan
ayrilabilecegi gibi farkli boyutlardaki membran

filtrelerden gecirilerek de ayrilmasi
saglanabilmektedir (Argyle ve Bird, 2015).
Sogutulmus ekstraktin - membran filtrelerden
gecirilmesi ile bulanikltk cogunlukla

engellenebilmekte iken bu islemin dezavantaji
biyoaktif ve duyusal kaliteye etkili bilesenlerin
konsantrasyonunu  da  azaltabilmesidir. Cay
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kremasinin ayrilmasinda fiziksel yontemlerin yant
sira kimyasal yontemler de kullanilmaktadir.
Gallatlanmis  formdaki katesinlerin  hidrolize
edilmesi i¢in tannaz enziminin kullanilmast gibi
kimyasal yontemler, elde edilecek ekstraktta
burukluga ve genel duyusal kalitesinde kayba
neden olabilmektedir. Ayrica enzim kullaniminin
tretim hattinda kesikli ¢alismayt gerektirmesi ve
enzimin geri kazanlmasinda yasanan zorluklar da
yontemin diger dezavantajlart olarak
gorilmektedir. Dugsik pH degerlerinde ¢ay
kremast olusumunun azalmasina baglt olarak
esktrakta sitrik asit gibi asitligi arttirict maddelerin
cklenmesi de cay ckstraktinda duyusal acgidan
olumsuzluklara neden olabilmektedir (Argyle ve
Bird, 2015; Dubey vd., 2020).

Ulkemizde konsantre cay ekstrakti {iretiminde
siyah cay islem atiklarinin hammadde olarak
kullanildigr  bilinmektedir. Bu baglamda bu
attklarin  kullanilarak degetlendirilmesi ve tlke
ckonomisine katma deger saglamast oldukca
O6nemli  gOriilmektedir. Konsantre ekstrakt
tretimi amaglt kullamilan siyah cay atiklarini
fabrikalarda olusan; kurutma havasi ile ayrilan lif
ve tozlar, elektrostatik lif tutuculart tarafindan
ayrilan atik, eleme artif1 ve tasnif odasinda olusan
uretim tozlart olusturmaktadir. Her 100 kg'lik yas
cay, fabrikada islendikten sonra yaklasik 22-23 kg
tasnif edilmemis kuru c¢ay elde edilmekte ve bu
cayin yaklasik %13-15' atik olarak ayrilmaktadir.
Nitekim yas cay hasat normuna, stirgin dénemine
ve elde edilen siyah cayin kalitesine bagli olarak
siyah ¢ay fabrikalarinda randiman  %19-20
arasinda degismektedir. Biytik miktarlarda ortaya
ctkan bu atik, Gretime alinan taze ¢ay yapraginin
yaklagitk %4'ini olusturmaktadir. Bu atiklarda
seliloz oramt ¢ok fazla olup ¢6p diye
adlandirilmaktadir. Ancak bu atiklarin piyasada
satisa sunulan siyah caylara kiyasla katesin, TF ve
TR igeriklerinin daha az olmasina bagl olarak
daha dastik miktarda ekstrakt verimi, zayif
duyusal ve fonksiyonel 6zellikleri s6z konusudur.
Siyah ¢ay tretim atiklarini degerlendirmek amach
calismalar ve uygulamalar bulunmakla beraber bu
attklardan konsantre cay ckstrakti diretimi son
zamanlarda katma degerli bir Giretim olarak dikkat
cekmektedir. Béylece geriye kalan organik madde
hala giibre, yakit vb sekillerde kullanilmaya uygun

olabilmektedir. Halihazirda konsantre cay tretim
hattt genel olarak ekstraksiyon, stzme, kaba
partikiillerin =~ ayrimu  igcin  seperasyon,  6n
konsantrasyon, sogutma ve son konsantrasyon
asamalarindan olusmaktadir, (Ozdemir, 1992;
Ozdemir Vd., 2018).

Yapilan bu ¢alismada siyah ¢ay islem atiklarindan

elde edilecek cay konsantresinin  Uretim
agamalarinda ¢ay ekstraktinin  bilesimi  ve
degisiminin  belirlenmesi  amaclanmistir.  Bu

dogrultuda piyasadan temin edilen ¢ay atiklar
kullanilarak cay konsantresi tiretilmis ve bu islem
stresince hem ¢ay ekstraktlarinda hem de olusan
kremada baz1 bilesim analizleri gerceklestirilmistir.
Literatiirde farkll tlkelerin siyah ve yesil cay
esktraktlarinda  krema olusan
kremanin bilesimine yonelik calismalar mevcut
olsa da Turk cayinda ve atiklarinda krema
olusumu ve bilesimi ile ilgili bir calismaya
rastlanldamamistir.  Bu  bakimdan  calisma
literatiirde ilk olma 6zelligi tastmaktadir.

olusumu ve

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ay atiklart Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde siyah ¢ay tiretimi yapan bir
fabrikadan temin edilmistir. Kullanilan atiklar
siyah ¢ay dretim hattnin 2 farkli noktasindan
(elektrostatik lif tutucularinda tutulan ve tasnif
odasindan) alinmig ve ¢alismalar 6ncesi bu atiklar
1:1 oraninda  karistirilarak  calismalarda
kullantlmigtir. Analizlerde kullanilan kimyasallar
Merck (Darmstat, Almanya) firmasindan temin
edilmistir.

Ekstraksiyon

Siyah ¢ay ati1 Orneklerinden en uygun
ckstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla
ckstraksiyon calismalart ¢ farkl sicaklik (75, 85
ve 95 °C), 5 farkli stire (15, 30, 45, 69 ve 90 dakika)
ve 2 farklt atik cay/su besleme oraninda (1/15 ve
1/20) ¢alkalamali su banyosunda (Daihan WSB—
30) 150 rpm karigtirma hizinda
gerceklestirilmisgtir. Bu amacla 250mL’lik agzi
sizdirmaz cam balonlara c¢ay atig1 Ornekleri
tartilarak Uzerine 100 ml saf su cklenmis,
eklenilen saf su sicakliklari termometre ile dl¢tlip
istenilen ekstraksiyon sicakligina ulasip ulagsmadigt
kontrol edilmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra
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su banyosundan ¢ikartilip hizla sogutulan 6rnekler
once kaba filtre kagidindan (gézenek cap1 2-4 um)
stzllmiis, daha sonra da 15000 gde 15 dakika
santriftyj edilerek analizler icin kullanima hazir
hale getirilmistir. Ekstraksiyon asamasimin en
uygun sartlarinin  belirlenmesinde ekstraktlarin
briks degeri (°Bx) ve kafein miktari cevap olarak
kullantlmistir.

Ekstraktlarin 6n konsantrasyonu

En uygun kogullarda elde edilen ekstraktlar krema
ayrimi Oncesi 6n konsantrasyon amaciyla déner
buharlastirict (Laborota 4000, Heidolph) yardimi
ile 60 °C sicaklikta 15 °Bx degerine kadar
konsantre edilmistir.

Ekstraktlarda krema olusumunun izlenmesi
ve olugan kremanin ayrilmasi

On konsantre cay atig1 ekstraktlarinda krema
olusumunun saglanabilmesi i¢in 15 °Bx’e getirilen
ekstrakt 4 *C’de farkli siirelerde (3, 6,9, 12, 18 ve
24 saat) Dbekletilmistir. Belirtilen —stirelerde
ekstraktlarda olugan kremanin ayrilabilmesi icin 4
°C’de 15000 gde santrifiij islemi uygulanmistir.

Konsantre ¢ay ekstraktinin eldesi

65 °Bx’lik konsantre cay au@int elde etmek
amactyla  kremast ayrilmis 15 °Bxlik  ¢ay
ekstraktlart déner buharlastirict (Laborota 4000,
Heidolph) yardimi ile 60 °C sicaklikta konsantre
edilmistir. Siyah ¢ay atigindan konsantre ekstrakt
Uretimi amacglt bu asamaya kadar yapilan ve
yukarida anlatlan tim islemler Sekil 1°de
g6sterilmistir.

Kuru madde tayini

Elde edilen ekstraktlarin ve ayrilan kremanin kuru
madde miktart hizh nem tayini cihazi ile (Kern,
DBS-60, Almanya) belitflenmistir.

Suda Coziiniir Kuru Madde Analizi
Ekstraktlarin suda ¢6ziintir kurumadde degerleri
dijital refraktometre (Hanna Digital H10, ABD)
kullanilarak 6lgiilmiistir.  Olgtimler 25+1°C’de
gerceklestirilmigtir.

Krema miktarinin belirlenmesi

Cay ekstraktlarinda olusan ¢ay kremasinin
beliflenmesi ~ Yin  vd. (2009ya  gore
gerceklestirilmistir. Bu amagla elde edilen cay

ekstraktlart 10000 gde 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz ayrildiktan sonra altta kalan
kisim 2 asamada toplamda 10 mL saf su ile
alinarak darast alinmis petriye aktanlmis ve 80
°C’de 48 saat ctivde bekletildikten sontra agirlik
farkindan krema miktar: hesaplanmistir.

e 3

Ekstraksiyon
Extraction

Santrifiij
Centrifuge

On Konsantrasyon (15 °BX)
Pre-concentration

Krema Olusumu (4 °C)
Creaming

Kremanin Ayrilmasi
Seperation of Cream

Son Konsantrasyon (65 °BXx)
Final Concentration

\.

Sekil 1. Konsantre Cay Atigi Uretim Akim
Semast

Figurel. The Flow Chart of Concentrated Tea Waste

Production

Geri kazanim

Ekstraksiyon  isleminde  kullanilan  suyun
labotatuvar sartlarinda kendiliginden
gerceklestitilen  stizme isleminde ne kadarlik
kisminin  ¢ay posasindan geri alinabildiginin
saptanmast amaciyla kazanim orani belirlenmistir.
Bu amagla ekstraksiyonda kullandan suyun
ckstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraksiyon
miktarina orant geri kazanim degeri (%) olarak
ifade edilmistir.
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Bulaniklik tayini

Orneklerin ~ bulaniklik  degeri  Slgiimii  igin
tirbidimetre (Hach 2100 N Turbidimeter,
AB.D.) kullamlmis olup, bulaniklik degerleri
NTU (Nepholometric Turbidity Unit) degeri
cinsinden ifade edilmistir (Tajchakavit vd., 2001).

HPLC ile kafein ve katesin profili analizi

Ekstraktlarin katesin ve kafein analizleri Wang ve
Helliwell (2000)’e gére kismen modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda cay
atug Ornekleri ve aymlan  krema  gerekli
seyreltmeleri  yapttktan  sonra  0.45 um’lik
membran filtreden sizilip, HPLC (Shimadzu-
UV 160A)ye enjekte edilmistir. Bilesenlerin
ayriminda Inertsil ODS 3 (250 X 4.6 mm, 5um,
GL Sciences, Japan) kolon kullanilmistir. Analizde
mobil faz olarak % 0.1 ortafosforik asit iceren su
(A faz1) ve % 0.1 ortafosforik asit iceren metanol
(B fazi) kullandmistir.  Mobil faz akis hizt 1
ml./dakika olup, akis programi 0-5 dakika arast %
20 B fazi, 5-7 dakika arast % 20-24 B fazi, 7-10
dakika arast % 24 B fazi, 10-20 dakika aras1 % 24-
40 B fazt ve son 20-40 dakika arast % 50 B fazt
olarak ayarlanmistir. Analiz siresince kolon
stcakligt 30 °C olup bilesenlerin tanimlanmast 280

nm’de  yapilmistir.  Aragtirma  kapsaminda
orneklerdeki kafein ve katesin
konsantrasyonunun belirlenebilmesi icin

Orneklerin - yuratildigi kosullarda standartlar
once farkll konsantrasyonlarda tek olarak, daha
sontra da  karma  halde yine  farkl
konsantrasyonlarda  yuritilmis ve tutulma
zamanlari belirlenmistir.

TF-TR analizi

Cay esktraktlarinin TF ve TR degerleri Giirses ve
Artk (1987)e gbre yapilmistir. Bu amagla elde
edilen cay atig1 ekstraktlardan 10 mL alinmis ve
tzerine 10 mL %!1’lik disodyum hidrojenfosfat
eklenip kanstridmistir. Karigim 10 mL etil asetat
ile ekstrakte edilerek ardindan etil asetat
tabakasindan 2 mL aliip metanol ile 25 mL’ye
seyreltilmistir (E1). Diger taraftan 1 mL cay atug
ckstraktina 9 mL distile su karistinlip metanol ile
25 mDl’ye tamamlanmustr (E2). Ayrica 1 mL %
10luk okzalik asit ¢Ozeltisine 1 mL ¢ay atigt
ckstrakti ve 8 mL distile su ilave edilip metil alkol
ile 25 ml’ye seyreltiimistir (E3). Elde edilen

ekstraktlar  spektrofotometrede 380 nm’de
okunmus ve bu degerler agagidaki formillerde

yetlerine konularak TF ve TR degerleri
hesaplanmustir.

TF (%) = 2.25x 2E1 @)
TR (%) =7.06 x (4E3 —2E1) 2)

Istatistiksel analiz

Siyah cay attklarindan ekstraksiyon, krema ayrimi
ve konsantrasyon islemleri iki tekerriirli olarak
yapilmis,  analizler  U¢  paralelli  olarak
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
verilere varyans analizi ve Onemli bulunan
faktotlere ise Duncan Coklu Karsilastirma Testi
uygulanmustir. Tm istatistiki hesaplamalar SAS
programt  (SAS, Cary, NC, USA) ile
gerceklestirilmis  olup degerler ortalama *
standart hata seklinde verilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Ekstraksiyon gartlarinin bilesime etkisi

Siyah c¢ay konsantresi iretiminde ilk asama
ekstraksiyon olup, kati-stvi ekstraksiyonunda
katidan suya gecebilecek maddelerin en yitksek
oranda alinabilmesi sontraki asamalar icin islem
ekonomisi acisindan  O6nem  arz
etmektedir. Katidan siviya kitle transferinde
materyalin partikiil boyutu, ekstraksiyon sicakligt,
sutesi ve kullanilan materyal/su orant etkili
faktorler oldugu icin calisma kapsaminda
ekstraksiyon sicakligi, stiresi ve kullanilan ¢ay/su
oraninin  etkisi  arasturilmisur.  En  uygun
ekstraksiyon sartlarindaki hedef; ¢ay ekstraktinda
en yliksek °Bx degerinin ve kafein miktarinin
saglanmast olmustur. Ekstrakttaki kuru madde
miktarimin  yitksek olmast bundan sonraki
konsantrasyon islemi sirasinda enerji maliyetin
azalmasina neden olabilecegi gibi aynt zamanda
evaporasyon suresi azalacagindan dolay1 trinde
1s1l islemler nedeniyle olusabilecek kontaminantlar
da azaltilmis olacaktir. En uygun ekstraksiyon
sicakliginin belitlenmesinde hedef bilesen olarak
kafeinin secilmesinin nedeni ise CAYKUR
tarafindan  belirtilen soguk ¢ay ckstraktinin
tagimast gereken Ozelliklerinde kimyasal bilesen
olarak kafein alt limitinin (son Urinde en az 2.5
¢/100 g kuru madde) yer almasidir. Bu hedefler
dogrultusunda o6ncelikle test edilen 3 farkh
ekstraksiyon sicakligindan (75 °C, 85 °C ve 95 °C)

suresi  ve
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en uygun sicaklik belitlenmistit. En uygun
sicakligin belirlendigi denemelerde besleme orant
(1:15, cay atigrsu) ve ekstraksiyon stresi (30
dakika) sabit tutulmustur.

Cizelge 1’de 3 farkls sicaklikta elde edilen cay atig1
ckstraktlarinin “Bx, kafein miktart (g/100 g KM)
ve ekstraksiyon sonucunda kazanilan ekstraktin
miktarina (%) iliskin sonuclar verilmistir. Cizelge
incelendiginde ekstraktlarin °Bx ve kafein miktari
degerlerinin ekstraksiyon sicakligi ile arttigl, bu
artisin °Bx degetlerinde istatistiki agidan 6nemli (P
< 0.05) oldugu gorilmektedir. En yiiksek °Bx
degeri (1.80) ve kafein miktari (0.45 g/100 g KM)
95 °C sicaklikta yapilan ekstraksiyon sonucunda
belirlenmistir. Cizelge 1°de verilen ekstraksiyon
sonrast cay atgindan geri kazamlan ekstrakt
miktarlarina  ait  sonuglar  incelendiginde
ekstraksiyon ~ sonrast  stviuin  ekstraksiyon
sicakhigina bagl olarak % 65.65-67.97 arasinda
geri alinabildigi, ekstraksiyon sicakliginin degerler
tzerinde etkisinin 6nemli olmadigt (P > 0.05)
goriilmektedir. Balci ve Ozdemir (2016), yesil ¢ay
icin 85 °C ekstraksiyon sicakhiginin kritik bir deger
oldugunu, bu sicakliga kadar suya madde miktar
gecisinin artt@l, bu sicakliktan sonra ise artis
hizinin  azaldig ve hemen hemen dengeye
geldigini belirtmislerdir. Elde edilen ekstraktin
°Bx ve kafein madde miktart degetleri 95 °C

sicaklikta elde edildigi i¢in en uygun besleme orani
ve ckstraksiyon siiresi calismalart bu sicaklikta
yuritilmuastir. Ekstraksiyonda kullamlan  katt
materyalin oraninin azalmasiyla ekstraktin °Bx
miktart degerinin ve ekstrakta bulunan kafein
miktarinin istatistiki acidan 6nemli derecede (P <
0.05) azaldig: tespit edilmistir (Cizelge 1). Kati-sivi
ekstraksiyonlarinda konsantrasyon farki arttikca
ekstraksiyon hizinin - arttidl, ancak  ¢dzgene
gecebilecek maddelerin denge konsantrasyonuna
ulastigt noktada ne kadar fazla katt madde
beslenirse °Bx degerinin de o oranda artis
gosterdigi bildirilmistir (Torun vd., 2015). Elde

edilen sonuglar dogrultusunda cay atigusu
oraninda en uygun oranin 1:15 oldugu
belirlenmistir. Stireye bagli sonuglar

degerlendirildiginde ise ekstraktlatin °Bx ve kafein
icerikleri istatistiki actdan 6nemli (P < 0.05) bir
degisim gostermistir. Ekstraktlatin °Bx ve kafein
degerleri 15 dakikalik stire sonunda sirastyla 1.30
ve 0.40 g/100 g KM olarak belitlenitken, 90
dakikalik siire sonunda bu degerler strastyla 2.00
ve 045 /100 ¢ KM olarak belirlenmistir.
Ekstraktarin  °Bx ve kafein degetlerindeki
istatistiksel acidan Onemli degisim 30. dakika
itibariyle olusmus ve bu sirelerden sonraki
degisim istatistiki acidan 6nemli bulunmamustir (P
> 0.05).

Cizelge 1. Farkli sicaklik, stire ve besleme oranlarinda yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen
ekstraktlarin 6zellikleri
Table 1. Properties of extracts obtained as a result of extraction at different temperatures, times and ratios

Sicaklik (°C)  Stire (Dakika) Kat1/Sivi SCKM (°Bx)  Kafein Miktar (g/100  Sivt kazanimi (%)
Temperature Time (Minute) orant WSDM (‘Bx) g KM) Caffeine content Liguid gain (%)
&) Solid/ Liguid (¢/ 100¢ DM)
ratio
75 1.40%0.07¢ 0.41£0.03 65.65%£1.13
85 30 1/15 1.60£0.06> 0.43£0.00 67.37£1.74
95 1.80%0.08% 0.45%0.07 67.97£0.74
95 30 1/15 1.80%0.052 0.44£0.022 68.03£0.95
1/20 1.20%0.04> 0.27£0.00P 68.28%2.57
15 1.30%0.04> 0.40£0.04b 67.53%1.74¢
30 1.80%0.05> 0.46%0.052 67.97£1.38¢
95 45 1/15 1.90%0.07+> 0.47£0.002 70.65£3.57b¢
60 1.90%0.06% 0.48%0.022 75.17£3.902b
75 2.00£0.07» 0.46%0.012 76.88£2.48
90 2.00£0.042 0.45%0.032 76.56%2.582

Sonugclar OrtalamatStandart Hata olarak verilmistir. Aynt stitundaki farkls harfler istatistiksel farki ifade etmektedir

(P < 0.05). SCKM: Suda Coztunitir Kuru Madde

Values are given as MeantStandard Error. Different letters in same column mean the statistical significance (P < 0.05). WSDM:

Water Soluble Dry Matter
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En uygun olarak belitlenen kogullarda (95 °C, 45
dakika, 1:15 atik ¢ay:su orani) yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktin bazi kalite
Ozelliklerine iliskin sonuglar Cizelge 2’de, katesin
kompozisyonuna ait sonuglar ise Cizelge 3’de
verilmistir. Cizelge 2 incelendiginde ¢ay atiklart ile
elde edilen ekstraktin °Bx degerinin 1.8, kafein
miktarinin 045 g/100 ¢ KM ve bulaniklik
degerinin 27.6 NTU oldugu gérilmektedir. Cay
auginin  bilesimi  tizerine yapilmig olan  bir
calismada cay atgindaki kafein orant 0.14-0.18
2/100 g (Giirii ve Igen, 2004), Iran’da tretilen
siyah ¢ay atiginin bilesimini arastinldigs ¢alismada
(Shalmashi vd., 2010) ise kafein miktart 0.77
g/100 g olarak rapor edilmistir. Calismada elde
edilen kafein miktar1 rapor edilen sonuglatla
kismen benzerlik g6éstermekte olup, aradaki
farkliliklarin materyalin stirglin dénemi, islenme
sekli, bekleme stiresi ve ekstraksiyon sartlarindan

kaynaklanabilecegini  séylemek — miimkiindiir.
Siyah c¢aydaki kafein miktart c¢ay yapraginin
varyetesi, bakim budama ve glbreleme gibi
killtirel tedbirler, toplama standardi, strgiin
donemi, ekstraksiyon kosullarina baglt olarak % 2-
5 arasinda degismektedir (Zhu vd., 2019). Kafein
bir yesil cay sirgiiniinde en vyiksek yaprak
tomurcugu ve takip eden 1. ve 2. taze yapraklarda
bulunmakta olup, yaslt yapraklarda, yaprak sap1 ve
strglin gévdesinde miktari azalmaktadir. Kaliteli
bir siyah ¢ay tretimi ¢ay terminolojisinde 2.5
yaprak (tomurcuk+2 takip eden iki yaprak) olarak
bilinen kisimdan tiretilmekte olup, materyalde kart
yaprak ve sap orami arttik¢a kalite dismektedir.
Nitekim bu c¢alismada kullandan ¢ay atgt da
actklandigt tzere sap ve kart yapraklardan
olustugu icin 6rnegin kafein miktart satisa sunulan
siyah caylara gbére daha disiik bulunmustur.

Cizelge 2. Cay atig1 ekstraktlarinin bazi kalite 6zellikleri
Table 2. Some quality properties of tea waste extracts

SCKM Kafein miktart Bulaniklik
(‘Bx) (2/100g KM) (NTU) TF (%) TR (%)
WSDM Caffeine content Turbidity TF (%) TR (%)
(‘Bx) (2/ 1000 DM) (NTU)
Ekstrakt
1.80+0.01c  0.45+0.02¢ 27.60+248 0331006 23224242
Extract
On konsantre ckstrakt 15.002094> 33740070  3400%476 0244010  19.50+2.08
Pre-concentrated extract
Konsantre ekstrakt 65004143 20.77+1.76 3.9340.59b 0214005  18.01+1.67

Concentrated extract

Sonugclar OrtalamatStandart Hata olarak verilmistir. Aynt siitundaki farklt harfler istatistiksel farki ifade etmektedir

(P < 0.05). SCKM: Suda Coézuntr Kuru Madde

Values are given as MeantStandard Error. Different letters in same colummn mean the statistical significance (P < 0.05). WSDM:

Water Soluble Dry Matter

En uygun sartlarda elde edilen ekstraktlarin
6n konsantrasyonu

Kaba filtre kagidinda yapidan stzme islemi
ardindan daha kig¢uk partikillerin de santrifiij
seperasyonla ayrilmast sonrasinda 1.8 “Bx’lik ¢ay
atg ekstrakti rotary evaporatérde 15 “Bx’e kadar
konsantre edilmistir. Briks degeri 1.8 olan 250
ml’lik ¢ay esktraktt 60 “C’de 2 saat stire sonunda
15 "Bx’e getirilmistir. Yapilan konsantrasyon
islemi sonrasinda elde edilen 15 *Bx’lik ¢ay atgt
ckstraktinin  bazt  kalite Ozelliklerine  iliskin
sonuglar Cizelge 2’de, katesin kompozisyonuna
ait sonugclar ise Cizelge 3’de verilmistir. Cizelge 2

incelendiginde 6n konsantre ekstraktin bulaniklik
degerinin istatistiki agidan Onemsiz olmakla
birlikte 27.60 NTU’dan 34.00 NTU’ya arttigt
goriilmekte olup bu durum bulaniklik unsuru
olusturan Dbilesenletin  konsantre olmasi ile
iliskilendirilmistir. Cizelge 2’de verilen TF ve TR
degerleri ise ¢ay yapraginda bulunan katesinlerin
siyah ¢ay Uretimindeki oksidasyon agamasinda
yikseltgenmesiyle olusan bilesikler olup bu
bilesenler siyah cayin icim  Ozelliklerinden
(dolgunluk, burukluk, renk ve parlaklik)
sorumludutlar. Kaliteli bir siyah ¢ayda TF/TR
oraninin 1/10-1/12 arasinda olmast gerektigi
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bilinmektedir. Sonuglar incelendiginde ¢ay atigt
ekstrakttnin ~ TF ve TR degerlerinin

konsantrasyona bagli 6nemli derecede (P > 0.05)
degismedigi gorilmiistir.

Cizelge 3. Cay atig1 ekstraktlarinin ve olusan kremanin katesin kompozisyonu (g/100 g KM)
Table 3. Catechin composition of tea waste extract and formed cream

EGCG GA C

EGC EC GC ECG CG

Ekstrakt

+0.01d
Ectract 0.16£0.01

0.07£0.004 0.08£0.00¢ 0.1

2+0.01d 0.41£0.044 0.06£0.01> 0.07£0.00> 0.06£0.03¢

On
konsantre
ekstrakt
Pre-
concentrated
extract

0.59£0.02¢ 0.4520.01¢ 2.06£0.07°

0.39£0.01¢

6.93£0.01> 0.86£0.02> 0.90£0.00> 1.14+0.03¢

Konsantre
ekstrakt
Concentrated
extract

5.89£0.37¢ 0.60£0.15> 1.37£0.17¢

8.72£1.83>

2.15£0.55¢ 2.83%0.18¢ 4.04£0.25 5.38%0.15#

Krema

+0.17>
Cream 4.971£0.17

0.75£0.09* 3.60+0.472

5.88+0.992

14.21£1.54 2.69+0.13¢ 2.82+0.11# 3.64+0.16"

Sonuglar OrtalamatStandart Hata olarak verilmistir. Aynt stiitundaki farkl harfler istatistiksel farki ifade etmektedir (P < 0.05).

EGCG: Epigallokatesin gallat, GA: Gallik asit, C: Katesin,
Epikatesin gallat, CG: Katesin gallat

Values are given as MeantStandard Error. Different letters in
Epigallocatechin gallate, GA: Gallic acid, C: Catechin, EG!
Epicatechin gallate, CG: Catechin gallate.

Cizelge 3’de verilen ekstraktlarin  katesin
kompozisyonuna iliskin veriler incelendiginde
baslangic ekstraktlarinda en fazla epikatesin (0.41
g/100 g KM), epigallokatesin gallat (0.16 g/100 g
KM) ve epigallokatesin (0.12 g/100 g KM) tespit
edilmistir. On konsantre edilen ekstraktlarda ise
en fazla sirastyla epikatesin (6.93 g/100 g KM),
katesin (2.06 g/100 g KM) ve katesin gallat (1.14
g/100 g KM) belitlenmistir. Ekstraktlarin
konsantre edilmesi ile beklendigi gibi tim
kateginlerin miktar1 artmus, ancak epigallokatesin
gallat gibi bazi katesinlerin artisinin kuru madde
artisina  bagli oransal olarak gerceklesmedigi

gbrilmis, bu durumun katesinlerin  1sisal
hassasiyetlerinin ~ farkli  olmasindan  ve  1s1
uygulamast  ile  epimerizasyona  ugramis
olmalarindan kaynaklanmis olabilecegi
distntlmektedir. Nitekim ¢ay kateginlerinin
sicakhikla  birlikte — epimerizasyona — ugradig

bildirilmistir (Balct ve Ozdemir, 2016)

Cay ekstraktinin bekletilme siiresinin krema
olusumuna etkisi

On konsantre edilen 6rneklerin zamana baglt
krema  olusumunun  beliflenmesi  amaciyla
ornekler 4 °C’de farkli siirelerde (3, 6,9, 12, 18 ve
24 saat) Dbekletilerek, bekletme strelerinin

EGC: Epigallokatesin, EC: Epikatesin, GC: Gallokatesin, ECG:

same column mean the  statistical significance (P < 0.05). EGCG:
C: Epigallocatechin, EC: Epicatechin, GC: Gallocatechin, ECG:

sonunda ekstraktta olusan krema santrifiyj ile
ayrilmis  (Sekil 2) ve miktarlart Cizelge 4’de,
kremanin kafein, protein, TF ve TR degetleri ise
Cizelge 5’de verilmigtir. Ayrica kremanin katesin
kompozisyonu da belitlenerek Cizelge 3°de
sunulmustur.

Cizelge 4 incelendiginde ekstrakttan ayrilan krema
miktatinin zamana baglt olarak istatistiksel acidan
farklilik (P<0.05) g6sterdigi, 12 saate kadar artarak
12 saat sonunda en yuksek miktara (1.98/100 mL)
ulagtigt gérilmektedir.

Olusan 1.98 g miktarindaki krema ¢ay atigindan
elde edilen ve 15 °Bx’e konsantre edilen 100 mL
ckstraktin  kuru maddesinin yaklagtk %13’ini
olusturdugu gbz 6ntine alindiginda cayin 6nemli
bir kisminin krema ile uzaklastirildigi séylenebilir.
Nitekim  Cizelge 5’de  verilen  sonuglar
incelendiginde kremanin 15.88 g/100 g KM
oraninda kafein ve 17.08 g/100 ¢ KM oraninda
protein icerdigi gorilmektedir. Bu caligma
kapsaminda analiz edilmese de kremayi olusturan
diger 6nemli bilesenlerin  karbonhidratlar ve
minerallerden olustugu bilinmektedir. Lin vd.
(2015) tarafindan siyah ve yesil cay ekstraktlarinda
olusan kremanin bilesiminin beliflendigi calisma
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sonucunda siyah c¢ay eckstraktindan ayrilan
kremanin bilesiminin %24 TR, %23 protein, %18
katesin, %10 kafein, %06 karbonhidrat, %3
aminoasit ve %1 TF'den olustugu rapor edilmistir.
Yapilan baska bir calismada bulgularimizt
destekler nitelikte cay kremasinda kafein oraninin
yaklagik %20 oldugu ifade edilmistir. Aymnt
calismada yesil c¢ayda olusan cay kremasinin

igeriginin ¢ayin elde edildigi taze cay yapragt
kistmlarina gore degisiklik gosterdigi belitlenmis,
cayin tomurcugundan elde edilen ¢aydan olusan
kremadaki katesin ve kafein iceriginin dordinci
yapraktan elde edilen ¢ayda olusan kremadakine
gore 10 kat fazla oldugu bildirilmistir (Yin vd.,
2009).

Sekil 2. Sogutulma sonrast kremalagsma ve kremanin ayrimt
Figure 2. Creaming after Cooling and Separation of Cream

Cizelge 4. Sogutma suresi sonrasinda ekstraktlarda olusan krema miktart (g/100 mL) ve
sipernatantlarin bulaniklik degerleri (NTU)
Table 4. The content of cream (g/ 100 mL) formed in the extracts after the cooling period and the turbidity values of the

supernatants
Sogutma  stresi Krema miktart (g/100 mL) Stipernatantin bulaniklik degeri (NTU)
(Saat) Cream content (g/ 100 L) Turbidity value of supernatant (NTU)
Cooling time (Hour)
3 0.71£0.24¢ 5.4%0.172
6 1.51+0.57b 4.9%0.142>
9 1.90%0.162 4.3+0.21bc
12 1.98£0.362 3.4%0.284
18 1.65%0.392b 4.0£0.11<d
24 1.60%0.28=> 4.3%0.25b¢

Sonugclar OrtalamatStandart Hata olarak verilmistir. Aynt siitundaki farklt harfler istatistiksel fark: ifade etmektedir

(P < 0.05).

Values are given as Mean=Standard Error. Different letters in same column mean the statistical significance (P < 0.05).
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Cizelge 5. Cay kremasinin bilesimi
Table 5. Composition of tea cream

Kafein miktari (g/100g

Protein miktart

(g/100g KM)

KM) : TF (%) TR (%)
Caffeine content (z/100g Protein content (8/100 TF (%) TR (%)
gDM)
DM
Cay kremasi
Ton cream 15.88+3.55 17.08+2.18 0412014  22.44%1.64

Sonuglar OrtalamatStandart Hata olarak verilmistir.
Valnes are given as Mean*tStandard Error

Siyah c¢ayda, TF, TR, gallatlanmis katesinler,
EGC, metilksantinler ve proteinler ¢Skmeye,
katesinler, gallik asit, karbonhidratlar ve
aminoasitler ise supernatant kisminda kalmaya
meyillidir. TF'lerde gbzlenen ylksek kremlesme
egilimi, Oncelikle molekiillerin  kendi icinde
birlesmesi ve siyah cayin icinde dogal olarak
bulunan glikoz ve kalsijumun etkisiyle de
artmasina baglt oldugu belirtilmistir (Jébstl vd.,
2005). Buna bagli olarak, saflastirilmis katesinler,
cay polifenol oksitleri, metilksantinler ve
proteinler, tespit edilen diger bilesenlerden daha
giicli kremlesme afinitelerine sahiptitler ve biyiik
Slgtide cay kremasi olusumunda etkili olmaktadir
(Lin vd., 2015).

Cizelge 4’de krema ayrimindan sonra elde edilen
ekstraktin bulaniklik degetleri verilmistir. Cizelge
incelendiginde 12 saat bekleme siitesi sonunda
olugan kremanin ayrilmasi sonrasinda elde edilen
ckstraktin bulaniklik degerinin 3.40 NTU oldugu
gorilmektedir. Baslangicta 27.60 NTU olan
bulaniklik degeri 6n konsantrasyon sorasinda
34.00 NTU’ya artmis ve bu deger krema ayrimi
sonrasinda kabul edilebilir 6l¢lide azaltlmistir.
Chandini vd. (2013) tarafindan yapilan bir
calismada siyah cay ekstraktinin bulamklik degeri
25.23 NTU olarak belitlenmis ve ¢ay ekstraktinda
kabul edilebilir (tiketicinin gézle algilayamadigy)
bulaniklik degerinin 5 NTU’nun altinda olmast
gerektigi bildirilmistir.

Cizelge 3’de  verlen kremanin  katesin
kompozisyonu incelendiginde kremada 9%8.72
epigallokatesin, 9%5.89 epigallokatesin gallat,
%5.38 katesin gallat, %4.04 epikatesin gallat,
%2.83 gallokatesin, %2.15 epikatesin ve %1.37

katesinden olustugu gorilmektedir. Kremada
bulunan toplam katesin miktart hesaplandiginda
kremanin  yaklagtk %30’unun  katesinlerden
olustugu belitlenmistir. Literatiirde siyah c¢ay
kremasinin  %18inin  katesinlerden olustugu
bildirilmis (Lin vd., 2015) olup, calismamizda elde
edilen sonuclar bildirilenden daha yiksek
bulunmustur. Bu farkliligi ekstraktin bilesimi ve
krema olusumu sartlart ile iliskilendirebilmek
mimkindir.
Konsantre ekstraktinin
bilegimi

Krema ayrimu yapilan 15 °Bx’lik ekstrakt ticari
tretim kosullart g6z o6ntinde bulundurularak
mikrobiyolojik agidan stabil depolanabilecegi 65
°Bx degerine konsantre edilmis ve elde edilen
ekstraktin analiz edilen Ozellikleri Cizelge 2 ve
Cizelge 3’de verilmistir. Konsantre ekstraktin
kafein miktart 20.77 g/100 ¢ KM, TF degeri
%0.21, TR degeri %18.01, bulaniklik degeri 3.93
NTU, epikatesin miktart 14.21 ¢/100 g KM,
epigallokatesin  miktar1  5.88 ¢/100 g KM,
epigallokatesin gallat miktar1 4.97 g/100 g KM,
katesin gallat 3.04 ¢/100 g KM, katesin 3.60
g/100 g KM, epikatesin gallat 2.82 g/100 g KM,
gallokatesin 2.69 ¢/100 g KM ve gallik asit 0.75
g/100 ¢ KM olarak belitlenmistir. Konsantre
siyah cay atg ekstraktinin  katesin  profili
incelendiginde kuru maddedeki oransal artiga
bagli olarak her bir katesinin konsantrasyonun
artis gostermedigi gbrilmistiir. Elde edilen bu
sonu¢  katesinlerin  termal  stabilitelerinin
birbitletinden farkli olmast ile iliskilendirilebilit.
Lun-Su vd. (2003) tarafindan katesinlerin farkls
sicakliklardaki termal stabilitesinin arastirildig
calisma sonucunda epikatesin ve epigallokatesinin

siyah ¢ay atig1
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termal stabiliteleri epigallokatesin gallata gére
daha ytiksek bulunmustur.

SONUC

Siyah cay tretim miktaniyla diinyada ilk 5 tlke
arasinda yer alan tilkemizde tretilen ¢ayin ihracat
potansiyelinin arttirilmast icin yiiksek kalitede yeni
cay uriinlerinin Uretilmesine, iretim sirasinda
olusan atiklarin katma degeri arttirilmug Griinlere
donustirillerek  degerlendirilmesine  ve  bu
driinlerin Uretimine olanak saglayan proseslerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calisma
ile tlkemiz siyah cay atiklarindan soguk ¢ay basta
olmak tzere c¢ay icerikli farkli Grlnlerde
kullanilmast miimkiin olan konsantre ¢ay ekstraktt
Uretimi gerceklestirilmis, Uretim agamalarinda
olusan krema ile olusan kayiplar ve her bir
asamada elde edilen ekstraktin bazt 6zellikleri
belirlenmistir. Arastirma sonuglar Tirk siyah cay
islem attklarindan katesin ve kafein icerigiyle cayt
temsil eden konsantre cay elde edilebilecegini
gbstermis, ancak krema ile  ekstrakttaki
katesinlerin ve kafeinin O6nemli bir kisminin
ayrildigt da belitlenmistir. Bu bakimdan daha
nitelikli konsantre cay tretimi icin krema ayrimi
yerine olusumunun engellenmesi ve olusan
kremanin degerlendirilmesine yénelik ¢alismalarin
yapilmasi gerekliligi sonucuna ulasilmistir.
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Tron Sazlig: Bitlis Tli’nde yer alan Tiirkiye’nin énemli sulak alanlarindan biridir. Alanda yasayan karaburun
baligt (Chondrostoma reginm Heckel, 1843) bolge halki tarafindan yogun bir sekilde tiketilmektedir. Bu
calismada, balikgilar tarafindan Kasim (2019) tarihinde yakalanan baliklarin besin kompozisyonunun
belitlenerek yore halki icin besinsel degerinin incelenmesini amaglanmistir. Bu kapsamda; balik¢idan temin
edilen baliklar soguk zincir ile laboratuvara getirilmis ve disekte edilerek analizlere kadar -18 °C’de
saklanmugtir. Analizler sonucunda numunelerde protein %018.6212.10, yag %2.61£1.08, kil %1.44£0.35,
nem %75.6620.99 ve kuru madde %24.3320.99 olarak bulunmustur. Literatirde Chondrostoma reginm
(Heckel, 1843)’un besin degetlerinin incelendigi calismalar olduk¢a kisitlh olup calismanin bu anlamda
literattire katk: saglayabilecegi distintlmistur.

Anahtar kelimeler: Tron Sazligt, Chondrostoma regium, Karaburun Balig, Besin Degerleri, Bitlis

INVESTIGATION OF PROXIMATE COMPOSITION OF BROND-SNOUT
[ Chondrostoma regium (Heckel, 1843)] GROWING IN IRON REEDS (BITLIS,
TURKEY)

ABSTRACT

Iron Reeds, located in Bitlis Province is one of the most important wetlands in Turkey. Karaburun
tish (Chondrostoma regium Heckel, 1843) living in the area is heavily consumed by the people of the
region. This study aimed to determine the nutritional composition of the fishes caught by fishermen
in November (2019) and to examine the nutritional value for the local people. The fish obtained from
fishermen were brought to the laboratory with a cold chain, dissected and stored at -18°C until
analysis. As a result of the analysis, the average levels of crude protein, lipid, ash, moisture and dry
matter were found to be; 18.62 £ 2.10%, 2.61 £ 1.08%, 1.44 £ 0.35%, 75.66 £ 0.99%, 24.33 £ 0.99%,
respectively. Studies relating the nutritional values of Chondrostoma regium (Heckel, 1843) are quite
limited in the literature, and it is thought that study may contribute to the literature in this area.
Keywords: Iron Reeds, Chondrostoma reginm, Brond-Snout, Proximate Composition, Bitlis
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GIRIS
Baliketi, saglikli ve dengeli bir beslenme diizeni
i¢in son derece 6nemli ve temel bir besin 6gesidir
(Baysal vd., 2013). Protein bakimindan zengin, az
yaglt ve omega-3 yag asitleri acisindan son derece
zengin  olan  baliketi  tiiketimi,  basta
kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve obezite olmak
tzere pek cok hastaliktan korunmada etkin rol
oynamaktadir (Domingo, 2007, Burger ve
Gochfeld,2009).

Dogu Anadolu Bolgesinde Bitlis ili/Guroymak
ilcesi ile Mus ili/Korkut ilgesi arasinda bulunan,
olduk¢a genis bir fauna ve floraya sahip,
RAMSAR sozlesmesi acisindan da 6nemli sulak
alanlardan biri olan Iron Sazligi, bolge halki
tarafindan ciddi bir balik tiiketim kaynagi olarak
gorilmektedir (Eken vd., 2006; Anonymous,
2019; Turkdogan, 2012; Avsin vd., 2019). Doga
koruma Subesinden alinana sézIi bilgiye gére
sazlik icerisinde pek ¢ok balik tlrl yasamakta ve
karaburun baligt (Chondrostoma  reginm Heckel,
1843) 6zellikle sonbahar mevsiminde bélge halki
tarafindan yogun olarak titketilmektedir.

Bu calismada Tron Sazhig’nda yetisen ve bolgede
yogun olarak tiketilen Chondrostoma  reginm
(Heckel, 1843)un besin kompozisyonunun
incelenmesi amacglanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada Ozellikle baligin bol ve lezzetli
oldugu sonbahar mevsiminde (Kasim, 2019)
bélgedeki yerel balikgilarin serpme balikeiligr ile
avladiklart ve satisa sunduklart baliklardan en fazla
olant segilerek, 1s1 yalitimli kaplarda soguk zincir
ile Bitlis Eren Universitesi Cevre Miihendisligi
Laboratuvarina getirilmigtir. Yirmi adet balik
6rnegi ilk olarak numaralandirilmis, musluk suyu
ile yitkanmus ve filtre kagidiyla kurutulmustur. Tam
boy ve catal boylart milimetrik cetvel ile total
agirliklart ve gonad agirliklart 0.01 gr hassasiyetli
Akpinar marka hassas terazi ile Ol¢lilmustir.
Gonad agirliklart ve gériinimlerine bakilarak
baliklarda cinsiyet tayini yapimustir. Baliklarin
yenilebilen tim kas dokulart ¢tkartilarak saf su ile
yikanmis 6nce polietilen stre¢ film ile ardindan
aliminyum folyo ile paketlenmis ve bazt analizler

bir bagka birimde gerceklesecegi icin analiz
giniine kadar -18 °C’de saklanmistir.

Besin kompozisyonu analizleri kapsaminda ham
protein, yag, toplam kil, nem ve toplam kuru
madde oranlart incelenmistir. Ham protein
yuzdesi tayini ve yag ylzdesi tayini Bing6l
Universitesi Merkezi Laboratuvar Uygulama ve
Arastirma Merkezi'nde gerceklestirilmistir. On
islemler kapsaminda -18 °C’den alinan numuneler
ev tipi blender ile homojenize edilip 1.5 ml’lik
eppendorf ve 15 ml'lik polipropilen falkon tiiplere
konularak 1s1 yaliumlt kapta buz akisii ile birlikte
paketlenmis ve soguk zincir ile ilgili birime
gonderilmistir. ﬂgili birimde ham protein
ylzdesinin analizinde Gerhardt-Dumaterm marka
124  seri numarali protein analiz  cihaz
kullantlmigtir. Uygulamada Dumas y6nteminin
temel prensipleri esas alinmig, 0.20-0.25 g numune

alinarak 800-900 °C’de saf oksijenle yakilmis bu
sayede gida icerisindeki tiim azot formlarinin azot
oksit gazina donlismesi saglanmustir. Daha sonra
bu gazlar elemental azot formuna indirgenerek
gida icerisindeki toplam azot miktari saptanmustir.
Elde edilen Y%nitrojen baliklar icin 6,25 olan
protein ¢evirme faktérii  ile  carpilmus  ve
numunelerin ham protein yiizdesi bulunmustur
(Olgun vd., 2013). Yag yiizdesinin analizi ise Velp
Scizentifica marka 148 seri numarali ekstraksiyon
cihaziyla yapilmistir. Yag ylzdesinin analizinde
soxhlet  ekstraksiyonu  yonteminin  temel
prensipleri esas alinmistir. Sabit tartima gelinceye
kadar etiivde kurutulan numuneler soxhlet cihazi
icerisinde kimyasal c¢ozlciler ile kargtirilarak
numuneden yagin ekstraksiyonu saglanmustir.
Daha sonra ise ¢o6zici ucurularak kalan
numunenin tartm ile numunedeki yag yiizdesi
saptanmustir (Biytiktuncel, 2012).

Nem ve kuru madde ve kil analizleri ise AOAC
(1990)’a gore Bitlis Eren Universitesi Beslenme ve
Diyetetik Laboratuvarinda tarafimizca
gerceklestitilmistir. Nem ve kuru madde
analizlerinde sicak hava ile kurutma yontemi
kullamlmustir. Daha énceden daralar Slgiilen petri
kaplarina &rneklerden 5’r g konulmus, kaplar
masa ile tutularak 6nceden 1sitilmis Wisd marka
etiive yetlestirilmis ve 105 °C’de 18 saat boyunca
sabit tartima gelinceye kadar bekletilmistir.
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Ardindan kaplar tekrar hassas terazide tartilmistir.
Aradaki farkin toplam agirhga boluntp 100 ile
carplmast ile O6rneklerin nem yiizdesi tespit
edilmigtir. Kalan yiizdelik kisim ise toplam kuru
madde yiizdesini ifade etmistir. Kil miktart tayini
icin ise Ornekler Akpinar marka hassas terazide
tartilarak daha 6nceden darast alinmig porselen
krozeler igerisine 1-2’ser g alinmug, kil yakma

firrina yetlestitilip 550 °C’de 8 saat boyunca

yakdmigtir.  Ardindan  Srnekler  sogutularak
tartdmistir.  Toplam kil miktar;, porselen
krozelerin kil firtnindan  ¢tkttktan  sonraki
agithginin - dara  agirhigindan  gikartilmasiyla

bulunmustur. Bu agirligin baslangicta kullanilan
ornek agirligina bolintp 100 ile ¢arpilmast ile de
Ornekteki kil  miktaninin  yiizdelik  oram
saptanmustir (AOAC, 1990; Gokalp ve Kaya,
1993).

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 23 (Statistical
Package for the Social Sciences) paket programi
ile yapilmustir. Sonuglar %95 giiven araliginda, P
<0.05 anlamhlik diizeyinde degerlendirilmistir.
Verilerin normallik testleri 6rnek sayist 25’ten

kiictik oldugu icin Shapiro-Wilk testi kullamilarak
ve Skewness-Kurtosis katsayilart incelenerek
yapilmustir. Skewness-Kurtosis katsayilarinin -2 ile
+2 arasinda oldugu durumlarda verilerin normal
dagilim gosterdigi kabul edilmistir (George ve
Mallery, 2010). Normal dagilim g6steren
degiskenlerde parametrik istatistiksel
yontemlerden bagimsiz 6rneklemler t testi ile disi
ve erkler gruplar arasindaki farklarin anlamlt olup
olmadig analiz edilmisgtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada kullantlan baliklarinin (n=20) %80’1
disi, %20’si erkektir. Baliklarin besin icerikleri
analizleri tekrarsiz olarak gerceklestirilmis olup
analizler sonucunda elde edilen bulgular oransal
olarak, cinsiyet bazinda ve populasyon genelinde
olmak tizere Cizelge 1’de verilmistir. Baliklarin
besin degetlerine ait verilerin normallik testine ait
sonuglar Cizelge 2’de verilmis olup verilerin
timinin  normallik  varsayimini  karsiladigt
gorillmustiir. Baliklarin besin degetlerinin cinsiyet
bazinda degetlendirildigi bagimsiz 6rneklemler t
testine ait sonugclar Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 1. Chondrostoma reginm (Heckel, 1843)’un ortalama ylizde besin degerleri
Table 1. Proximate composition of Chondrostoma reginm (Heckel, 1843)

Protein % / Yag % / Nem % / Kil % / Kuru madde % /

Protein % Lipid % Moisture %o Ash % Dry matter %
Disi (n=16) / 19.0242.10  2.50+0.97 75.56+0.89 1.46+0.37 24.43+0.89
Female (n=16)
Erkek (11:4) / 17.04+1.34 3.07£1.55 76.04*1.44 1.3410.21 23.95+1.44
Male (n=4)
Genel (n=20) / n 4 4 " "
All (1=20) 18.62%£2.10 2.61£1.08 75.66£0.99 1.44%+0.35 24.331£0.99

Yapilan analizlerde, ortalama protein orant disi

baliklarda  %19.02£2.10, erkek  baliklarda
%17.04£1.34, populasyon  genelinde  ise
%18.62+2.10 olarak saptanmustir. Baliklarda

protein oraninin disi ve erkek baliklarda anlaml
bir sekilde farkhlasmadigr gorilmistiir (P =0.094).
Ortalama yag oram disi baliklarda %2.50£0.97,
erkek  baliklarda  %3.07+1.55, populasyon
genelinde ise %2.61+1.08 olarak bulunmustur.
Baliklarda yag oraninin disi ve erkek baliklarda
anlamlt bir sekilde farkhlagmadigr goriilmistir (P
=0.365). Ortalama nem orant disi baliklarda
%75.56+0.89, erkek baliklarda %76.04+1.44,

populasyon genelinde ise %75.66£0.99 olarak
bulunustur. Baliklarda nem oraninin disi ve erkek
baliklarda anlamli bir sekilde farklilasmadigt
gortlmistir (P =0.408). Ortalama kil orant disi
baliklarda ~ %1.46+0.37,  etkek  baliklarda
%1.3410.21,  populasyon  genelinde  ise
%1.44£0.35 olarak bulunustur. Baliklarda nem
oraninin disi ve etkek baliklarda anlamli bir sekilde
farklilasmadigt goritlmistir (P =0.554) (Cizelge
3).
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Cizelge 2. Baliklarin besin degerlerinin normallik analizi sonuglart
Table 2. Results of the normality analysis of nutritional values of fish

Protein % / Yag % / Nem % / Kl % / Kuru madde % /
Protein % Lipid % Moisture %o Ash % Dry matter %o
P 0.122 0.021 0.394 0.423 0.394
Skewness 0.293 1.170 0.292 0.476 -0.292
Kurtosis -1.312 1.222 -1.070 -0.593 -1.070
*P <0.05

Cizelge 3. Baliklarin besin degerlerinin cinsiyet bazinda degerlendirildigi t-testi sonuglart

Table 3. T-test results evaluating the nutritional values of fish on the basis of gender

Parametre / Cinsiyet /
Parameter Gender N X SD F P
Protein / D 16 19.0201 2.10827
Protein E 4 170455 1,34106 2:550 094
Yag / D 16 2.5062 97116
Lipid E 4 3.0720 1.55308 1173 365
Nem / D 16 75.5656 .89382
Moisture E 4 76.0425 1.44133 4110 408
Kuru Madde / D 16 24.4344 .89382
Dry matter E 4 23.9575 1.44133 4110 408
Kl / D 16 1.4659 37920
Ash E 4 1.3454 21585 1.856 554
*D=disi / female, E=ctkek / male
*P <0.05

Literattirde Chondrostoma reginm (Heckel, 1843)’un
besin degerlerinin incelendigi calismalar oldukca
kisitlt olup Cizelge 4’te detlenmistir. Baliklarin
besinsel bilesimlerini etkileyen pek cok faktér
bulunmaktadir. Bunlar arasinda; ireme doénemi,
ortamin besin stoku, sicaklik, mevsim, ortamin
kirliligi, baligin yast, cinsiyeti veya iginde
bulundugu ortam kosullat sayilabilir (Képriicii ve
Ozdemir, 2003; Giines, 2007). Iron Sazligi’nda
yetisen Chondrostoma  reginm (Heckel, 1843)’un
besin degerleri aym tir tzerinde yapilan
calismalarla  (Cizelge 4) karsidastirildiginda;
protein, nem ve kil oranlan acisindan benzer
oldugu fakat sonbahar mevsimi ve kasim ay1 i¢in
yag orant agsindan  kismen yiksek oldugu
gorilmektedir. Bu durumun sebebi olarak
bélgedeki baliklarin bélgenin yiiksek rakimindan
dolayt sularin  erken sogumast ile diger
bélgelerdeki baliklardan daha erken yag tutmaya
basliyor olabilecegi distinilmustiir. Diger taraftan
Kara (2001), Chondrostoma  reginm  (Heckel,
1843)’un kas dokusundaki yag asidi miktarlarint
treme periyotlart bazinda incelemis, yag asidi

miktarinin Ureme sonrasinda anlamli  sekilde
azaldigint bildirmistir. Calismamizda baliklarda
yas tayini yaptlmamast nedeniyle baliklarin eseysel
olgunluga ulasip ulasmadig: bilinmemektedir. Bu
nedenle, farkli calisma alanlarinda (Kagar vd.,
2018; Coban ve Sen, 2006; Oymak, 2001) treme
dénemi Mart-Haziran arast olarak bildirilen
Chondrostoma  regium  (Heckel, 1843)’un treme
donemi sonrasinda yag depolanni eritmis,
ardindan yeniden yaglanmaya Dbaglamis ve
avlandigr Kasim ayinda bu kismi yiksek yag
yizdesine sahip olmus olabilecegi hipotezimizi
destekleyebilecek glicli bir kanut
bulunmamaktadir.
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Cizelge 4. Chondrostoma regium (Heckel, 1843)’a ait 6nceki calismalar
Table 4. Previous studies of Chondrostoma regium (Heckel, 1843)

Protein % /  Yag % / Nem % / Kl % / Karbonhidrat-
Protein % Lipid % Moisture %o Ash % Kas Glikojen % /
Carbohydrate-
Muscle Glycogen %o
Ozyilmaz (Kasim /  (Kasim /  (Kasim / (Kasim / (Kasim /
vd,, (2016) November) November) November) November) November)
N 18.48+£0.38  2.76%0.13 77.73£091  0.77%0.04 0.5510.03
(Kacar vd,, Z(i?aslm /
2018) ovember)
0.921+0.23
(Sonbahar / (Sonbahar /
(Dagli, 2009) Autumn) Autummn)
1.40£0.15 %0.07£0.005
(Kasim /
(Kaya, 2017) November)
D=%1.46%0.04
E=%2.1410.10
(Erdogrul e !
vd., 2005) 163
*D=disi / female, E=etkek / male
SONUC besin kaynaklarinin ve tirlerin

Bu ¢alismada; Kasim (2019) ayinda bolge halkinin
balik tiketim kaynagi olan Iron Sazligi’dan yerel
balikcilar tarafindan serpme ag ile avlanan
Chondrostoma  reginm  (Heckel, 1843)’un  besin
kompozisyonu incelenmis ve literatlir verileri ile
karstlastirtlmustir. — Yapilan — analizlerde  Tron
Sazligi’nda yetisen Chondrostoma regium (Heckel,
1843)’un protein oramt %18.6212.10, yag orant
%2.61%£1.08, nem orani %75.661£0.99, kil orant
%1.44%0.35 ve kuru madde orani %24.33+0.99
olarak saptanmugtir. Ayrica bu oranlarin disi ve

erkek bireyler arasinda anlaml  bir sekilde
farkhlasmadigt  goértlmistir. Diger yandan
verilerimizin,  Chondrostoma  reginm — (Heckel,

1843)’un besin degerlerinin incelendigi diger
calismalarla benzer oldugu gérilmis, kismen
yiksek olan yag oraninin ise kabul edilebilir
oldugu ve bu durumun cevresel farkliiklarla
aciklanabilecegi diisinilmistir.

Bu ¢alismada yore halki tarafindan yogun bir
sekilde tiketilen ve ckonomik éneme sahip olan
Karaburun baliginin iyi bir besin bilesimine sahip
oldugu anlasilmis olup, ekosistemin devamliligt ile

strdirilebilirliginin saglanabilmesi icin etkili su
yonetim planlarinin ve balik¢ilik  stratejilerinin
gelistirilmesi tarafimizca 6nerilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu makale ile ilgili baska kisi veya
kurumlar ile ¢ikar catismast olmadigint beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Bu calisma Seyda Kaya’nin yiksek lisans tezinin
bir boliminden tretilmistir. Tim yazatlar bu
calismanin planlanmasinda, saha arastirmalarinda,
makalenin taslaginin olusturulmasinda,
yazilmasinda ~ ve  yaymlanmasinda  katkt
saglamuglardir.  Ayrica ¢alismaya olan  teknik
desteklerinden 6tirii Sayin  Erdem Kaya’ya
tesekkiir ederiz.
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ABSTRACT

Gatlic (Allium sativum 1..) has a very strong odor, which lingers on the breath for approximately a day, after
consumption. The deodorization mechanism for garlic odor has been associated with the phenolic content
and enzymatic activity of the deodorizing food. In this study, the effectiveness of both fresh and dried form
of the herbs (mint, oregano, rosemary and thyme) were examined to reduce the garlic volatile content of
allyl mercaptan, allyl methyl disulfide, allyl methyl sulfide and diallyl disulfide. The concentration of gatlic
volatiles was measured in the headspace for 30 min by Selected Ion Flow Tube Mass Spectrometry (SIFT-
MS). In general, dried herbs were found to be more effective at deodorizing selected volatiles than fresh
herbs. Fresh rosemary had the strongest deodorization effect among the fresh herbs, while dried mint had
the strongest effect among the dried herbs. Fresh thyme had the lowest effectiveness on deodorization of
gatlic volatiles.

Keywords: Allium sativum L., volatile sulfur compounds, deodotization, SIFT-MS, rosemary, mint

SARIMSAK KOKUSUNUN TAZE VE KURU BITKILER iLE SIFT-MS
KULLANILARAK DEODORIZASYONU

oz
Sarimsagin (Alinm sativum 1..) tuiketimden yaklasik bir glin sonra nefeste kalan ¢ok glicli bir kokusu
vardir. Sarimsak kokusunun giderilme mekanizmasi, koku giderici gidanin fenolik igerigi ve enzimatik
aktivitesi ile iligkilendirilmistir. Bu ¢alismada, cesitli bitkilerin (nane, kekik, biberiye ve kekik) hem
taze hem de kuru formunun ¢ig sarimsaktaki ugucu bilesiklerden alil merkaptan, alil metil distlfir,
allil metil stlfir ve dialil distlfidin iceriginin azaltilmast tizerine etkinlii incelenmistir. Sarimsaktaki
ucucu bilesenlerin konsantrasyonu, secilen iyon akis tipi kiitle spektrometresi (SIFT-MS) ile 30
dakika boyunca tepe boslugundan oSl¢ulmistir. Genel olarak, kurutulmus bitkilerin, secili ugucu
bilesenlerden kaynaklanan kokularinin giderilmesinde taze bitkilerden daha etkili oldugu saptanmustir.
Taze biberiye, taze otlar arasinda en gicli koku giderme etkisine sahipken, kurutulmus otlar arasinda
en gicld etkiyi kurutulmus nane goéstermistir. Taze kekik, sarimsak ucgucularinin deodorizasyonunda
en distk etkiyi gbstermistir.
Anahtar kelimeler: A/ium sativum L., ugucu sulfur bilesenleri, deodorizasyon, SIFT-MS, biberiye,
nane
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Deodorization of garlic odor by herbs

INTRODUCTION

Gatlic (Allium sativum L., Family Liliaceae) is one
of the most valuable vegetables in the world. The
overall harvested fields of dry bulbs are 1.634.634
ha and the yearly production is 30.708.243 tonnes
(FAO, 2019). Gatlic has been commonly
consumed as food and medicine all over the world
since ancient times. It produces enhancements in
culinary, therapeutic, and medicinal areas. Some
research shows that garlic lowers blood
cholesterol and blood sugar (Thomson vd., 2000),
and acts as an antiaging agent, which improves
memory (Kim vd., 2013). It is a good source of
several vitamins and minerals, also it helps in
lowering blood pressure and cholesterol and
reduces the risk of cancer (Block vd., 1992; Yeh
ve Liu, 2001).

Garlic is consumed as a raw or dried vegetable,
gatlic oil, garlic extract and gatlic powder.
Regardless of its beneficial effects, garlic
consumption ends up producing a strong and
lingering odor, which may stay up to 24 h on the
breath after consumption (Mirondo ve Barringer,
2016). High levels of volatile sulfur compounds
are responsible for the distinctive odor and flavor
(Lawson, 1996). The formation of the
characteristic flavor of gatlic is a consequence of
several biochemical reactions, which produce
volatile organosulfur compounds and non-
volatile amino acids (Amagase vd., 2001; Martins
vd,, 2016). The major volatle compounds
responsible for garlic breath are diallyl disulfide,
allyl mercaptan, allyl methyl disulfide, and allyl
methyl sulfide (Suarez vd., 1999; Rosen vd., 2001;
Tamaki vd., 2008). Even though the precursors of
these volatile compounds are present inside the
cells, formation doesn’t start until garlic is crushed
or chopped, when the conversion of alliin to
allylsulfenic acid to allicin occurs by the enzyme
alliinase. Allicin converts to allyl methyl disulfide
and diallyl disulfide (Negishi vd., 2002). Allyl
methyl disulfide originates from allicin and does
not convert into other gatlic volatiles (Suarez vd.,
1999). Diallyl disulfide is reduced to form allyl
mercaptan (Iciek vd., 2009). These volatiles are
formed in raw garlic; only allyl methyl sulfide can
be formed both in garlic and inside of the body

(Lawson, 1998; Hansanugrum ve Barringer,
2010).
Researchers have proposed that the

deodorization of garlic odor is connected to the
total amount of phenolic constituents in several
fruits and vegetables, and that polyphenol oxidase
(PPO) and peroxidase (POD) are the main
enzymes present in plant tissues responsible for
the reactions (Negishi ve Ozawa, 1997; Negishi ve
Negishi, 1999; Negishi vd., 2002). The suggested
deodorization process involves the reaction of
phenolic radicals with gatlic volatiles. Oxidation
of the phenolic compounds results in the
development of radical quinones that bind with
thiols and other organosulfur compounds. This
process leads to formation of odotless phenol-
organosulfur complexes. The enzymes PPO or
POD increase the rate of oxidation of phenolic
compounds, and further increase the ensuing
addition reaction of volatile compounds to radical
quinones (Yasuda ve Onogi, 1996; Negishi ve
Negishi, 1999; Negishi vd., 2002). For that reason,
a higher deodorization effect will be observed in
the presence of both enzymes and phenolic
compounds. This mechanism is not completely
understood, but current studies have focused on
the effectiveness of food and food components,
including tea and tea-like beverages, raw fruits,
raw vegetables, and some dairy products on
lowering the level of the volatile compounds
related to malodorous odor (Yasuda ve Arakawa,
1995; Negishi vd., 2002; Negishi vd., 2004;
Hansanugrum ve Barringer, 2010; Munch ve
Barringer, 2014; Mirondo ve Barringer, 2016;
Castada vd., 2017).

The aim of present study was to compare the
deodorization effectiveness of mint, oregano,
rosemary, and thyme, both dried and fresh, by
measuring  the reduction in  headspace
concentration of allyl mercaptan, allyl methyl
disulfide, allyl methyl sulfide, and diallyl disulfide
with SIFT-MS.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Gatlic, fresh thyme, oregano, mint, and rosemary,
and dried thyme were obtained from a local

359



G. Ozcan Sinir, S.A. Barringer

market (Giant Eagle, Columbus, Ohio, U.S.A.).
Dried oregano, mint, and rosemary were obtained
from a spice bazaar (Bursa, Turkey). All materials
were stored at room temperature until use.

Headspace volatile measurements

5 g peeled gatlic cloves (raw), 5 g fresh herb or the
equivalent amount of dried herb to produce the
same dry weight content as the fresh sample, and
50 mL of HPLC grade water were blended (Magic
Bullet model MB1001B, Ningbo Great Height
Commodity, Ningbo, China) for 30 sec. The same
procedure was also applied to control
measurements without herb addition. The
blended mixture was transferred in 500 mL Schott
glass bottles and covered with a Teflon sealed
screw cap. After capping, the headspace volatiles
of the mixture were analyzed using selected ion
flow tube mass spectrometry (SIFT-MS)
immediately. Volatile compound measurements
were conducted at room temperature (25+1°C)
from 0 to 30 min at 5 min intervals. Total SIM
scan time was 120 s.

Selected ion flow tube mass spectrometry
(SIFT-MS)

Table 1 outlines the volatile compounds analyzed
in this study with their corresponding ion

product, precursor ions, mass-to-charge ratios
(m/3), and the reaction rates used in SIFT-MS.
SIFT-MS utilizes chemical ionization with H3O%,
NO* and Oz*. The concentration (M) of volatile
compounds were obtained via product count rate
(Ip), reaction rate constant (k), precursor ions
count rate (I), and reaction time (t) as follows: (M)
= Ip/Ikt (Spanél ve Smith, 1999). Trace volatile
analyte compounds were introduced in the
reactor at an optimized sample inlet flow rate of
0.35 TorreL./s (26 cm3/min). The validation was
performed before usage of the instrument by
quantifying propetly via linearity, range, accuracy,
precision and limit of detection using a
pressurized mixture of certified gas standards
(benzene, ethylene, isobutane, octafluorotoluene,
hexafluorobenzene, toluene, p-xylene, and
1,2,3,4-tetrafluorobenzene) each  having a
concentration of 2 ppm (F£5%) in nitrogen (Air
Liquide America Specialty Gases LLC,
Plumsteadville, PA, USA) and standardized to a
pressure of 21 kPa. Conflicts between selected
volatiles were removed by selecting different
masses or different precursor ions for each
compound in the method.

Table 1. Detailed SIFT-MS information of measured volatile compounds

Precursor Reaction rate (&)

Volatile Compound Ton Product Ton mf3 (10-9 cmd /s)
Allyl mercaptan CsHeS NO* 74 2.4
Allyl methyl disulfide CsHsS2 NO* 120 2.4
Allyl methyl sulfide C4HsS.H* H;0* 89 2.6
Diallyl disufide (C5H5)2S2* NO+ 146 2.4

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was applied to assess the
normality of the distribution of variables. The
Kruskal-Wallis test was employed to determine
whether significant differences existed among the
groups. The Mann-Whitney U-test was used for
comparing two groups after the Kruskal Wallis
test was performed, in cases in which
significances was determined. The Mann-Whitney
U-test was applied for comparing the continuous
variables not meeting normality assumption.

Continuous variables were presented as the
median. The significance level was set to o = 0.05.
Statistical analyses were performed with IBM
SPSS Statistics version 25.0 (IBM Corporation,
New York, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Mint, oregano, rosemary and thyme showed a
very significant deodorization capacity against
allyl mercaptan, allyl methyl disulfide, allyl methyl
sulfide and diallyl disulfide (Figures 1-4). These
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volatile compounds produce the aroma unique to
garlic and have been measured in breath and
headspace analyses by several researchers
(Hansanugrum ve Barringer 2010; Munch ve
Barringer, 2014; Mirondo ve Barringer, 2010).
Control samples, without addition of an herb, had
a continuous increase in the concentration of
measured garlic volatiles over time, because of the
continued enzymatic formation of volatile sulfur
compounds (Figures 1-4). When gatlic is cut,
ground or crushed, the enzyme allinase is released
and hydrolyzes alliin, a non-proteinogenic amino
acid. Several enzymatic reactions follow, resulting
in formation of allicin, which has a garlic odor,
and is the main precursor for the other volatiles
responsible for garlic odor. Allicin rapidly
degrades into other sulfur compounds (Lawson,
1996; Negishi vd., 2002).

In general, dried herbs were at least twice as
effective as fresh herbs, at deodorizing the volatile
compounds in garlic. This may be explained by
the higher total phenolic content in dry herbs than
fresh herbs, at the same total dry matter content.
Vaidya vd. (2014) investigated the total phenolic
content and antioxidant activity of fresh and dried
rosemary. They determined that dried samples
had higher total phenolic content and antioxidant
activity compared to fresh samples. Sharma vd.
(2020) investigated several extraction method to
identify differences in bioactive compound
content in rosemary. Caffeic acid, rosmatinic acid,
luteolon-7-o-glucoside, carnosic acid, carnosol,
and ursolic acid content was significantly higher
in the dry leaf decoction compared to the fresh
leaf decoction. Hossain vd. (2010) investigated
total phenolic content, rosmarinic acid, and
antioxidant capacity of dried rosemary, oregano,
marjoram, sage, basil, and thyme after drying and
compared to fresh samples. They determined that
the fresh samples had lower total phenolic
content, rosmarinic acid, and antioxidant capacity
than the dry samples.

The higher levels of phenolics and terpenoids in
dry herbs compared to fresh herbs, may be
explained by the difference in biomass that can be
extracted. Dried samples have a higher extracted
compound concentration, due to the fragility of

the tissues. The drying process makes tissues
more fragile, so cell walls break more easily during
the extraction procedure. These broken cells
result in higher extraction of the phenolic
compounds by the solvents during the process
(Hossain vd., 2010).

Enzymatic degradation is another possible
explaination for the lower antioxidant capacity of
fresh herbs. Fresh samples have active enzymes
which can cause degradation during processing.
To maximize antioxidant extraction, it is
recommended to use dried or frozen herbs, rather
than fresh samples, due to enzymatic activity
(Suhaj, 2006). Many enzymes are inactivated by
decreased water activity, thus dried samples
maintain a higher antioxidant capacity and total
phenolic content in herbal extracts.

Fresh rosemary had the highest deodorization
effect among the fresh herbs, while all of the dried
herbs were equally effective (Figure 1-4). The
main phenolic compound in rosemary is
rosmarinic acid, which has a higher trolox
equivalent antioxidant capacity than other
phenolic compounds such as catechin and
quercetin  (Berker vd., 2013). However, fresh
thyme had the lowest effectiveness in
deodorization of garlic volatiles (Table 2). The
total lipid content of fresh rosemary is more than
twice that of fresh thyme (USDA, 2021). Oil
significantly lowers the volatility of garlic volatiles
in the headspace due to the hydrophobicity of the
volatiles (Hansanugrum ve Barringer, 2010). Thus
the oil content may contribute to the better
deodorization effect of fresh rosemary. Mirondo
ve Barringer (2016), reported the deodorizing
effect of fresh spearmint leaves against garlic
breath volatiles. Munch ve Barringer (2014) also
reported that parsley, spinach, and mint leaf
applications were all efficient in removing allyl
methyl disulfide, diallyl disulfide, allyl mercaptan,
and allyl methyl sulfide, which are malodorous
garlic breath volatiles by enzymatic deodorization.
The dried mint was significantly effective at
deodorizing all measured volatiles (Table 2).
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Figure 1. Effect of fresh and dried mint on concentration changes of selected volatiles
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Figure 2. Effect of fresh and dried oregano on concentration changes of selected volatiles
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Figure 3. Effect of fresh and dried rosemary on concentration changes of selected volatiles
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Table 2. P-value of difference in garlic volatile concentration at 30 min, for fresh vs. dried herb, fresh
hetb vs. control, and dried herb vs. control

Allyl methyl

Allyl methyl

Allyl mercaptan disulfide <ulfide Diallyl disulfide
Mint 0.014 0.025 0.014 0.014
Fresh vs. Dried Otregano 0.007 0.011 >0.05 0.011
Herb Rosemary 0.013 0.013 >0.05 0.013
Thyme 0.025 >0.05 0.025 0.025
Mint 0.007 >0.05 >0.05 0.050
Fresh Hetb vs. Oregano 0.005 >0.05 0.024 0.050
Control Rosemary 0.005 >0.05 0.031 0.050
Thyme 0.050 >0.05 >0.05 >0.05
Mint 0.034 0.034 0.034 0.034
Dried Herb vs. Oregano 0.034 0.034 0.034 0.034
Control Rosemary 0.034 0.034 0.034 0.034
Thyme 0.034 0.034 0.034 0.034
CONCLUSION AUTHOR CONTRIBUTIONS

Mint, oregano, rosemary and thyme significantly
reduced the headspace volatile sulfur compounds
present in garlic and suppressed malodorous
odor. Fresh rosemary had the highest
deodorization effect among the fresh herbs, while
dried mint had the strongest effect among the
dried herbs. Fresh thyme had the lowest
effectiveness on deodorization of gatlic volatiles.
In general, the dried forms of these herbs were
found to be more effective than the fresh herbs.
This may be due to a drying process effect, which
causes cell walls to break more easily and expose
more phenolic compounds. Another reason may
be fractionation of phenolic compounds into
smaller components which have higher
antioxidant activity, or higher enzymatic
degradation of phenolic compounds in fresh
herbs. In conclusion, the present study suggests
that the odor of garlic volatiles can be reduced by
herbs, especially dried herbs.
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Bu calismada yer elmasi (Helanthus tuberosus) tozunun (YET), eksi hamur fermantasyonu sirasinda laktik asit
bakterilerinin (LAB) fermentatif aktivitesi tizetine etkileri arastiilmistir. Eksi hamur fermantasyon ortamina,
%15 oranina kadar YET ikamesinin LAB sayisimn arttrdigi ancak bu oranin tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigt beliflenmistir. Fermantasyon siresi boyunca ornekletin ortalama LAB sayist 6.77 log kob/g
degetinden 9.15 log kob/g degerine ulasmustir. Eksi hamur 6rneklerinin pH degeri 48 saatlik siire icetisinde
tim 6rneklerde ortalama olarak 6.26 degerinden 3.88 degerine azalmis ve YET ilavesinin asitligi baskilayict
bir rol oynadig tespit edilmistir. Titrasyon asitligi degeri, fermantasyon stresi boyunca artarak ortalama
%0.24 degerinden %0.85 degerine yikselmis ve en yiiksek titrasyon asitligi degeri %15 YET ilave edilmis
eksi hamur fermantasyon ortaminda elde edilmistir. En yiiksek indirgen seker icerigi ise 136.38 g/kg degeti
ile %20 YET iceren 6rneklerde tespit edilmis olup fermantasyon siiresi érneklerin indirgen seker iceriginde
istatistiksel olarak 6nemli bir degisime neden olmamustir.

Anahtar kelimeler: Yer elmasi tozu, eksi hamur, laktik asit bakterileti, fermantasyon

THE EFFECT OF JERUSALEM ARTICHOKE POWDER INCORPARATION ON
SOURDOUGH FERMENTATION

ABSTRACT

In this study, the effect of Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) powder (JAP) on the fermentative
activity of lactic acid bacteria (LAB) in sourdough fermentation was researched. The enrichment of
sourdough fermentation medium with 15% JAP led to increase total LAB count, but over this level,
there was insignificant effect. The total average LAB count of samples increased from 6.77 to 9.15
log CFU/g during fermentation period. The mean pH value of samples decreased from 6.26 to 3.88
as average, and it was also determined that JAP utilization suppressed the acidity. Titration acidity
value increased from 0.24% to 0.85% during fermentation, and the highest value was recorded in
sourdough containing 15% JAP. Additionally, the highest reducing sugar content was detected in
20% JAP containing samples to be 136.38 g/kg, and fermentation period had insignificant effect on
reducing sugar content of samples.

Keywords: Jerusalem artichoke powder, sourdough, lactic acid bacteria, fermentation
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GIRIS
Eksi hamur ekmegi bilinen en eski ekmek tiretim
yontemlerinden birisidir. Bu tretim tekniginde
ekmek mayasi olarak, saf starter kiltlrlerle veya
spontan fermantasyonla laktik asit ve maya
fermantasyonuna tabi tutulmus eksi hamur
kullanilmaktadir. Eksi hamur ekmegi,
fermantasyon ile ortaya c¢tkan mikrobiyal
metabolitler sayesinde besinsel olarak
zenginlesmektedir. Son yillarda eksi hamur
ckmegine olan bilimsel ve teknolojik ilgi hizla
artmaktadir. Eksi hamur ckmegi, yalnizca
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak tretilen ticari
beyaz eckmekle kiyaslandiginda icerigindeki
antifungal bilesenler ve yiiksek asitlik nedeniyle
daha uzun raf 6mriine sahip olmakta ve aromatik
bilesenler agisindan zengin oldugundan duyusal
olarak daha fazla begenilmektedir (Siepmann vd.,
2018).

Eksi hamur fermantasyonu sirasinda LAB ve
maya aktivitesi sonucu bircok kimyasal reaksiyon
aynt anda gerceklesmekte ve besin bilesenleri
degisime ugramaktadir. Fermantasyon sirasinda
uretilen organik asit ve ekzopolisakkaritler
sayesinde ekmegin tekstiirel 6zellikleri gelismekte
ve fiziksel-mikrobiyolojik raf 6mrii uzamaktadir.
Ekzopolisakkarit tirevi bilesikler, hamurun
viskoelastik  6zelliklerini  gelistirmekte, ekmek
hacmini artirmakta, ekmek ici sertligini azaltmakta
ve bu yolla  ekmegin  bayatlamasini
geciktirmektedir (Tortieri vd., 2014). Corsetti vd.
(2000) cksi hamur iceren ekmek orneklerinin
nisasta retrogradasyon oraninin, igermeyen
kontrol 6rneklerine gbre daha az oldugunu rapor
etmistir. TUum bunlara ilaveten eksi hamur
fermantasyonu  ile  birlikte  minér  gida
bilesenlerinin miktarinda da artis oldugu rapor
edilmektedir (Clement vd., 2018; Heitmann vd.,
2018; Koistinen vd., 2018). Tim bunlara ilaveten
cksi hamur fermantasyonu ile hassas bagirsak
sendromuna (Irritable Bowel Syndrome, IBS)

sebep olan FODMAP (fermentable
oligosaccharides, disaccharides,
monosaccharides, and polyols) seviyesi de

azaltilmaktadir (Loponen ve Ganzle, 2018).

Eksi hamur fermantasyonu, LAB ve mayalarn
ko-fermantasyonu ile ortaya citkmaktadir. Eksi

hamur mikroflorasinda 50 farkli LAB ve 20 farklt
maya tiri izole edilmis olup LAB olarak
Lactobacillus ve maya olarak ise Saccharomyces ve
Candida’nin baskin oldugu rapor edilmistir (De
Vuyst  ve Neysens, 2005). Eksi hamur
fermantasyonunda LAB ve mayalarin fermentatif
aktivitesinin  arturilmast  ve  mikrofloranin
zenginlestirilmesi  i¢in  farklh  formilasyonlar
kullanilabilmektedir. ~ Gaglio  vd. (2020)
Lactobacillus b sanfranciscensis/ — Leuconostoc
citreum/Weissella  cibaria kangtk  kiltira  ile
hazirladiklar1 eksi hamur formilasyonuna c¢am
fistig1 tozu ilave ederek kiltiirlerin fermentatif
etkisini arttirmayt amaclamislardir. Saa vd. (2018)
eksi hamur fermantasyonunda siit ve sart olum
olmak tlzere iki farkli zamanda hasat edilmis
olgunlasmamis tam bugday ununu
kullanmiglardir. Nutter vd. (2017) eksi hamur
fermantasyon ortamina farkhi oranlarda bal ilave
edilmesinin, LAB sayisint ve fermentatif aktiviteyi
artturdigini bildirmiglerdir. Daha 6nce yuritilen
calismalardan g6rildigi gibi eksi hamur ortamina
LAB ve maya gelisimini tesvik edici farkli
kaynaklardan ikameler yapilabilmektedir. Bu
amagcla diyet lif acisindan zengin kaynaklar da
kullanilabilmektedir. Ozellikle suda ¢éziinebilen
inilin gibi diyet liflerin, prebiyotik etkileri
sayesinde eksi hamur fermantasyon ortaminda
mikrobiyal aktiviteyi arttirict rol oynayabilecegi
dusunilmektedir.

Tahil kepekleri diyet lifce zengin kaynaklar olup
genellikle gida formilasyonlarinda bu amagla
kullantlmaktadir. Ancak son yillarda inilin gibi
meyve ve sebze kaynakli diyet lifler, yiksek lif
orani ve fitik asit gibi anti-besinsel faktorleri
icermemesi gibi avantajlart  sayesinde tahil
kepegine tercih edilmektedir (Garcia-Amezquita
vd., 2018). Yer elmast 6nemli bir iniilin kaynagidir.
Yer elmast kéklerinin kuru madde agihigimin
yaklastk  %8-21"1 oraminda indlin  icerdigi
bildirilmektedir (Radovanovic vd., 2014; Sirbu ve
Arghire, 2017). Inilin igerigindeki bu varyasyon,
yer elmasinin yetistirilmesi sirasinda karsilagilan
ekolojik ve genetik farkliliklardan
kaynaklanmaktadir (Puttha vd. 2012). Iniilin, 3-(2-
1) glikozidik bag ile baglanmis fruktoz
molekiillerinden ve en ugtaki fruktoza o-(1-2)
bagtyla bagh tek bir glukoz biriminden olusmus
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bir karbonhidrat polimeridir (Mortis ve Mortis,
2012; Rubel vd., 2015). Iniilin bu yapt sayesinde
st gastrointestinal sistemde enzimatik sindirime
direncli olup ancak kalin bagirsakta endojen
mikroflora tarafindan fermente edilebilmektedir
(Sitbu ve Arghire, 2017). Prebiyotik etki olarak
tammlanan  bu  Gzellik  sayesinde iniilin,
probiyotiklerin ve laktik asit bakterilerinin (LAB)
gelisimlerini ve aktivitelerini secici olarak tesvik
edebilmektedir (Oliveira vd., 2012).

Yapilan literatir taramalarinda eksi hamur
fermantasyonunda diyet lif ilavesinin, LAB
aktivitesi tzerine etkisinin aragtinldigt st
sayida calisma tespit edilmistir. Ayrica intlince
zengin bir kaynak olan yer elmast tozunun eksi
hamur fermantasyonunda kullanildigt herhangi bir
calismaya rastlanlmamistir. Bu calisgmada eksi
hamur formiilasyonuna farkli oranlarda yer elmast
tozu (%5, 10, 15 ve 20) ilave edilmesi ve
fermantasyon sirasinda LAB sayisi, pH, titrasyon
asitligi ve indirgen seker miktarinin 48 saatlik stire
boyunca takip edilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Arastirmada kullanilan yer elmasi, Konya’da yerel
bir treticiden herhangi bir 6n islem gbrmemis
sekilde temin edilmis olup 2019 yilt hasadina aittir.
Yer elmast Ornekleri yikandiktan ve kabuklar
soyulduktan sonra dilimlenerek doéner tepsili
kurutma cihazinda (Eksis, Konya, Turkiye)
50°C’de nem icerigi %5’in aluna dusene kadatr
kurutulmustur. Kurutulan yer elmast dilimleri
laboratuvar tipi diskli degirmen (Mill 120, Perten,
Isvigre) kullanilarak 250 um biyiikligiine kadar
oiitiilmiistiir.

Eksi hamur fermantasyonunda ekmeklik un
(Hekimoglu, Konya) kullamlmis olup analizlerde
kullanilacak genel kimyasal malzemeler Merck
(Darmstat, Almanya) firmasindan temin
edilmistir.

LAB kiiltiirlerinin hazirlanigi

Eksi hamur fermantasyonunda kullanilan izolat
LAB kultirleri (Lactobacillus renteri, Lactobacillus
brevis,  Lactobacillus ~ fermentum ~ve  Lactobacillus
rhaninosus) Bayburt Universitesi, Gida

Mithendisligi Bolimi’nden temin edilmistir.
LAB, 6nceden sterilize edilerek oda sicakligina
kadar sogutulmus 50 mL MRS Broth (de
Man Rogosa Sharp, Merck, Almanya) besiyeri
icerisinde ayrt  ayrt  olarak  37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda hiicre peletleri iki kez steril ringer
cozeltisi ile yikandiktan sonra steril %2071k
gliserol ¢6zeltisi (Merck, Almanya) igerisinde -
18°C’de eksi hamur fermantasyonuna kadar
bekletilmistit.

Eksi hamur fermantasyonuBu amagcla 100 g
ekmeklik beyaz un, 100 mL iyi kalitede icme suyu
ile kanstinlmustir. Fermantasyon ortami igerisine,
un agirhiginin %5, %10, %15 ve %20’si oraninda
yer elmast tozu ilave edilmistir. Hazirlanan
karisimlara her bir LAB kultirinden 0.2 mlL
inokiile edilmis, karigtmlar steril bir kasik
yardimiyla aseptik kosullarda karstirildiktan sonra
30°C’de 48 saat fermantasyona birakidmustr.
Fermantasyon sirasinda 0., 24. ve 48. saatlerde
aseptik kosullarda 6rnekleme yapilmis ve alinan
eksi hamur Orneklerinde toplam LAB, pH,
titrasyon asitligi ve indirgen seker analizi
gerceklestitilmisgtir.

Hammadde temel bilesen analizleri

Ekmeklik un ve yer elmasi tozu 6rneklerinin nem
(Metod no: 44-15.02), kil (Metod no: 08-01.01),
protein (Metod no: 46-12.01), ham yag (Metod
no: 30.10.01) ve toplam diyet lif (Metod no: 32-
07.01) icerigi AACC Standart metotlar
kullantlarak beliflenmistir (AACC, 2000).

Toplam LAB sayimi1

Aseptik kosullarda alinan 10 g 6rnek 90 mL steril
ringer soliisyonu ile homojen bir sekilde
kanstirilarak ik dilisyon hazitlanmustir. Diger
ornek diliisyonlart, ilk diliisyonun 10 kat oraninda
seyreltilmesi ile hazidanmistir. Toplam LAB
sayiminda besiyeri olarak 10 mg/L oraninda
sikloheksimid ~ ilave  edilmis MRS  agar
kullamlmustir. Uygun dilisyonlardan ekim yapilan
petriler, 37°C’de 48 saat anaerobik kosullarda
inkiibasyona birakildiktan sonra sayim yapilmustir
(Nutter vd., 2017).
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pH ve toplam titrasyon asitligi analizi

5 g eksi hamur 6rnegi tartilmis ve Uzerine 25 mL
saf su ilave edilerek homojenize edilmigtir.
Ornegin pH degeri, pH metre (WTW, Weilheim,
Almanya) kullamilarak belirflenmistir.  Toplam
titrasyon asitligi ise pH OSl¢iimil i¢in homojenize
edilen 6rneklerin fenol fitalein indikatérligiinde,
0.1 N NaOH cozeltisi ile titre edilmesi sonucu
belirlenmistir. Toplam titrasyon asitligi degeri
laktik asit esdegeri kullanidarak % olarak
hesaplanmistir  (Metot no: 02-31.01; AACC,
2000).

Inditgen geker analizi

0.1 g eksi hamur 6rnegi tizerine 3.9 mlL saf su ve
0.08 mL HCI ilave edilerek 6rnek homojenize
edilmis ve 90 °C’de 10 dk bekletilerek invetsiyon
saglanmustir. Stire sonunda 6rnek tizerine, 0.2 mL
5 N KOH ilave edilerek rekasiyon durdurulmus
ve 6rnekler oda sicakligina kadar sogutulmustur. 3
mL 6rnek tzerine 3 mL DNS ¢6zeltisi (%01 dinitro
salisilik asit, %0.05 sodyum siilfat, %1 sodyum
hidroksit) ilave edilerek 90 °Cde 15 dk
bekletilmistir. Stire sonunda 6rnek tiipl icetisine
1 mL %40’lik potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 6rnek absorbanslart 574 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (OPTIZENT™,
Daejeon, Kore) 6lciilmistir. Indirgen seker
miktar1 ise 0, 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 g/kg
konsantrasyonunda hazirlanan glukoz
standardina ait kurvenin egimi kullanilarak
hesaplanmustir (Ai vd., 2015).

Istatistiksel analizler

Eksi hamur fermantasyonu iki tekerriifld ve
analizler ise iki paralel halinde yapilmistr. Analiz
sonucunda elde edilen verilere varyans analizi ve
o6nemli bulunan faktdtrlere ise Duncan Coklu
Karsilastirma Testi uygulanmustir. TGm istatistik
hesaplamalar  SAS  istatistk  programi ile
gerceklestirilmis  olup degerler ortalama *
standart sapma seklinde diizenlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Hammadde bilesen kompozisyonu

Yer elmast tozu ve un Orneklerine ait temel
kimyasal bilesenlerin  miktart  Cizelge 1°de
sunulmustur. Hammaddeler arasinda en 6nemli
fark diyet lif iceriginde ortaya cikmustir. Un
orneginin diyet lif icerigi %2.50 diizeyinde tespit
edilitken bu oran yer elmast tozunda %23.99
olarak belirlenmistir. Yer elmast tozunun tespit
edilen ¢Ozinebilir diyet lif icerigi %14.96 ve
¢ozlinmeyen diyet lif icerigi ise %9.02°dir. Bu
durum, yer elmasinin oldukea yiiksek oranda diyet
lif olarak siniflandirilan  indlin - bilesenini
icermesinden  kaynaklanmaktadir. Yapilan
calismalarda yer elmast yumrularinin karbonhidrat
iceriginin yaklasik %80’inin indlinden olustugu
rapor edilmistir (Barta ve Patkai, 2007). Ayrica yer
elmasinin en o6nemli indlin  kaynag oldugu
bildirilmekte olup kuru aguhigin yaklasik %8-
27’nin  indlinden  olugtugu  bildirilmektedir
(Radovanovic vd., 2014; Sirbu ve Arghire, 2017).

Cizelge 1. Bugday unu ve yer elmast tozunun kimyasal kompozisyonu (N=2, £ std hata)
Table 1. Chemical composition of wheat flour and Jernsalem artichoke (N=2, T std error)

Ornek Nem (%0) Kil (%) Protein (%o) Yag (%o) Diyet lif (%)
Sample Moisture (%) Ash (%) Protein (%) Fat (%) Dietary fiber (%)
Un 13.11£0.01 0.51%0.01 13.99£0.44 1.19£0.01 2.50%0.01
Yer elmasi 4.66%0.17 5.54%0.10 5.47£0.15 0.40%0.01 23.99%0.11

Yer elmast tozunun dretimi sirasinda uygulanan
kurutma nedeniyle nem icerigi, un érneginin nem
iceriginden daha digiik olarak belidenmistir. Yer
elmast tozu Orneklerinin kil icerigi un 6rneginin
kil iceriginden yaklastk 11 kat daha fazla olarak
tespit edilmistir. Yer elmast Srneklerinin ham
protein miktart ise, un 6rneginden daha digtktir.

Protein igerigi ile benzer bir sekilde yer elmast
tozunun ham yag miktarr, un Ornegl ile
kiyaslandiginda genel olarak daha dusiik seviyede
tespit edilmistir.
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YET ilavesinin ve fermantasyon siiresinin
eksi hamur 6rneklerinin toplam LAB sayis1
tizerine etkisi

Farkli oranlarda yer elmast tozu ile yapilan
ikamenin eksi hamur 6rneklerinin toplam LAB
sayist Uzerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
etkili olmustur (P<0.05) (Cizelge 2). Eksi hamur
fermantasyonda en distk LAB sayist 8.04 log
kob/g degeriile yer elmast tozu icermeyen kontrol
grubunda tespit edilmistir. En yliksek LAB sayist
ise %10 ve %15 oraninda katki iceren eksi hamur
orneklerinde strastyla 8.51 ve 8.45 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Yer elmast tozu ilavesi eksi
hamur fermantasyon ortammnimn LAB sayisi
arttirmakla birlikte artan oranlart (%20) negatif
etkiye neden olmustur. Bu durumun, belli bir
seviyeye kadar yer elmasi igerigindeki prebiyotik

etkili bilesenlerin LAB gelisimini tesvik etmesi
ancak bu smunn tzerinde, icerigindeki yitksek
mineral  kompozisyonu  gibi  faktérlerin
antagonistik etkilerinden kaynaklandig
dustinilmektedir. Bu calismada kullanilan yer
elmast  tozu  geleneksel beyaz un ile
karsilastirlldiginda  yaklastk 10 kat daha fazla
toplam kil icerigine sahiptir. Dimitrovski vd.
(2016) sinbiyotik 6zellikle fermente yeni bir icecek
tretmeyi amagladiklart caligmalarinda yer elmast
suyunu ve probiyotik L. plantarum kiltirind
kullanmiglardir. Bu calismada yer elmast suyunun
herhangi bir enzimatk 6n isleme gerek
duymaksizin 1. plantarum gelisimini destekleyici
etki gbsterdigini ve bu durumun ise yer elmasinin
yiksek  fruktooligosakkarit —icerigine  sahip
olmasindan kaynaklandigint bildirmislerdir.

Cizelge 2. Farkli oranlarda yer elmast tozu ilave edilerek Uretilen eksi hamur 6rneklerinin toplam LAB
sayist, pH, titrasyon asitligi ve indirgen seker icerigi (ortalamat standart hata)
Table 2. Total I.AB count, pH, titration acidity and reducing sugar content of sourdongh samples utilized by different
ratios of Jerusalem artichoke powder (mean  error)

Toplam LAB

Titrasyon asitligi Toplam indirgen
YET N sj‘{yésg /(IOg (%) seker icerigi (g/kg)
JAP T g pH Titration acidity Total Reducing sugar
otal I AB count %) content (3] kg)
(log CFU/g) -
%0 6 8.04£0.51 b 4.74%0.50 « 0.48+0.11 % 83.75£4.23 4
%5 6 8.40£0.51 ba 4.8010.48 be 0.56%0.11 ba 97.15%6.14 de
%10 6 8.51£0.53 » 4.86+0.46 > 0.52%0.10 b= 109.55£5.71 be
%15 6 8.4520.49 » 4.9110.43 ba 0.58%0.13 » 119.38£2.14 ba
%20 6 8.38%0.51 ba 5.00£0.41 » 0.56%0.11 ba 136.38£7.31 »
Fermantasyon stresi (saat)
Fermentation time (hour)

Baslangic 10 6.77%0.06 » 6.26%0.01 » 0.24%0.02 « 106.03£8.01 =
24 10 9.14%0.14 » 4.44%0.06 b 0.531+0.02 b 113.74£7.01 »
48 10 9.1520.06 » 3.88%0.04 ¢ 0.85%0.03 » 107.95£6.66 »

YET; yer elmasi tozu

JAP; Jerusalem artichoke powder

Aynu siitundaki farkli harfler istatistiksel farki ifade etmektedir (p<<0.05)

Different letters in same column statistical significance (p<<0.05)

Fermantasyon stiresi, eksi hamur Orneklerinin ulasmistir. Fermantasyonun ikinci  periyodu

toplam LAB sayisi Uzerinde istatistiksel olarak
o6nemli diizeyde etkili olmustur (P<0.05).
Fermantasyonun ilk periyodunda (0-24 s), LAB
sayist dikkate deger bir artis gOstererek tiim eksi
hamur Orneklerinde ortalama olarak 6.77 log

kob/g degerinden 9.14 log kob/g degerine

degerlendirildiginde ise (24-48 s), LAB sayisinin
yikselis trendini kaybettigi ve 9.15 log kob/g
seviyesinde kaldigi gorilmektedir. Elde edilen
veriler daha 6nce gerceklestirilen ¢alismalar ile
uyumlu olup eksi hamur fermantasyonunda LAB

sayist  genellikle benzer seviyelerde —tespit

371



372

H. Cetin Babaoglu, S. Arslan Tontul, N. Akin

edilmektedir. ~ Sterr vd.  (2009)  spontan
fermantasyon ile yurittikleri eksi hamur
calismasinda 10 glnlik fermantasyon siiresi
boyunca &rneklerin toplam LAB sayisinin 10°-
1010 kob/g  seviyesinde oldugunu  rapor
etmiglerdir. Calisma sonuglarindan %15 oranina
kadar yapilan yer elmast tozu ikamesinin eksi
hamur  fermantasyonu  strasinda  LAB’nin
gelisimini tegvik ettigi ve fermantasyon icin
istenilen sayiya 24 saat igerisinde ulasilabildigi
anlastimaktadir.

YET ilavesinin ve fermantasyon siiresinin
eksi hamur Orneklerinin pH igerigi ve
titrasyon asitligi tizerine etkisi

Eksi hamur Orneklerinin pH ve titrasyon
asitligindeki degisime ait veriler Cizelge 2’de
verilmistir. Eksi hamur Orneklerinin pH  ve
titrasyon asitligi degetleri tizerine yer elmasi tozu
ilavesinin  etkisi istatistiksel olarak Snemli
bulunmustur (P<0.05).

Eksi hamur 6rneklerinin fermantasyon stiresince
tim 6rneklerde elde edilen en yliksek ortalama pH
degeri olan 5.00, %20 yer elmasi tozu iceren eksi
hamur 6rneginde tespit edilmistit. Bu durum
actkca ortaya koymaktadir ki Orneklerin pH
degeri, LAB aktivitesinden cok yer elmast tozu
katkisindan etkilenmis ve yer elmast tozu asit
olusumunu  baskilayict  rol oynamugtir. Bu
durumun temel nedeninin yer elmasinda bulunan
bazik karakterli bilesiklerin pH arttiric1 etkisinden
kaynaklandig1 distintilmektedir. Rakhimov et al.
(2014) yer elmast yumrusunun bazik karakterli bir
amino asit olan lisin iceriginin ylksek oldugu
bildirilmistir. Benzer bir sonu¢ Cankurtaran vd.
(2020) tarafindan yuratilen bir calismada da tespit
edilmis olup tarhana Srneklerinde en yiiksek pH
degerini %20 oraminda yer elmast tozu igeren
formiilasyonda bildirmislerdir. Diger taraftan 48
saatlik fermantasyon siresi boyunca LAB
aktivitesi sonucu O6rneklerin pH degeri 6.26
degerinden 3.88 degerine azalmigtir. Tespit edilen
cksi hamur pH degetleri daha 6nce yiriitilen
calismalar ile uyumlu olarak degetlendirilmistir.
Bartkiene vd. (2013) lupin unundan hazirladiklar
cksi hamurlarda pH degerini 4.13 olarak rapor
etmislerdir. Daha  o6nce  gergeklestirmis
oldugumuz bir c¢alismada ise olgunlasmamis

bugday iceren eksi hamur O6rneklerinin pH
degerinin 48 saatlik fermantasyon stiresi sonunda
6.57 degerinden 3.50 degerine distigl tespit
edilmistir (Cetin-Babaoglu vd., 2020).

pH verilerinin aksine titrasyon asitligi analizinde
elde edilen veriler, LAB sayist ile uyum
gostermektedir. Fermantasyon siiresince en
yuksek titrasyon asitligi degeri %00.58 ile %15 yer
elmast tozu iceren eksi hamur 6rneklerinde ve en
dustik deger ise %00.48 ile kontrol 6rneginde elde

edilmistir.  Fermantasyon  sliresi  boyunca
fermentatif aktivite nedeniyle titrasyon asitligi
%0.24  degerinden %85  degerine  artis

gostermistir. Titrasyon asitliginde meydana gelen
bu artis LAB’nin metabolit olarak tirettigi organik
asitlerden  kaynaklanmaktadir.  Eksi  hamur
fermantasyonu strasinda LAB tarafindan retilen
temel organik asitler, laktik ve asetik asittir
(Poutanen vd. 2009). Eksi hamur ekmeginin en
onemli 6zelliklerinden birisi  sagladigt  asidik-
eksimsi  tattr. Bu nedenle eksi hamur
fermantasyonu  sirasinda  titrasyon asitliginin
yiikselmesi beklenmektedir. Uretilen organik
asitler sayesinde ekmegin asitlik degeri artarak
mikrobiyal bozulmalara karst korunmakta ve

béylece raf Omrli artmaktadir. Daha 6nce
yurttilen  calisgmalarda da  eksi  hamur
fermantasyonu  sirasinda  titrasyon  asitligi

degetlerinde 6nemli artiglar kaydedilmistir. Cetin-
Babaoglu vd. (2020) eksi hamur fermantasyonu
sirasinda 6rneklerin titrasyon asitliginin 48 saatlik
petiyotta yaklastk 8 kat arttiint bildirmistir.

YET ilavesinin ve fermantasyon siiresinin
eksi hamur 6rneklerinin indirgen seker icerigi
uizerine etkisi

Yer elmast tozu ilavesinin eksi hamur 6rneklerinin
indirgen seker igeriginde meydana getirdigi
degisim Cizelge 2’de verilmistir. Varyans analiz
sonuglarina gore yer elmast tozu ilave oraninin,
cksi hamur 6rneklerinin indirgen seker igerigi
Uzerine istatistiksel olarak 6nemli  diizeyde
etkisinin =~ oldugu  (p<<0.01), buna karsin
fermantasyon siiresinin ise herhangi bir etkisinin

olmadig1 tespit edilmistir (»>0.05).

pH analizinde elde edilen sonuglar ile benzer
sekilde, Orneklerin indirgen seker iceriginde
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meydana gelen degisim LAB aktivitesinden ¢ok
yer elmast tozu ilavesi ile seckillenmistir. Bu
durumun nedeni ise yer elmasiin 6nemli bir
inilin ve fruktan kaynagi olmasidir (Barta ve
Patkai, 2007). Bu anlamda en dustik indirgen seker
igerigi yer elmast tozu igermeyen kontrol
orneginde, en ylksek deger ise %20 yer elmast
tozu iceren eksi hamur Srneginde belitlenmistir.
Barta ve Patkai, (2007) yer elmasinin indirgen
seker icerigini %3-6 olarak rapor etmistir.
Fermantasyon siiresi boyunca 6rneklerin indirgen
seker iceriginde dikkate deger bir artis veya azalis
gerceklesmemistir. LAB ve mayalar fermantasyon
strasinda  karbon kaynagi olarak ortamdaki
sekerleri kullanmakta ve boylelikle geliserek farkls
metabolitler iretmektedirler. Marti vd. (2014) eksi
hamur fermantasyonu sirasinda sukroz ve rafinoz
miktarinin  LAB  aktivitesi sonucu azaldigint
bildirmistir. Rizzello vd. (2010) ise bugday
riseyminin spontan fermantasyonu sirasinda
arabinoz, fruktoz, glikoz, maltoz ve rafinoz
iceriginde azalma oldugunu rapor etmistir.
Mevcut arastirmada beklenilenin aksine ortaya
ctkan bu durumda mikrobiyal aktivite sonucunda
fermente edilen seker miktat1 ve yer elmasindan
gelen ylksek indirgen seker iceriginin birbirini
dengelemesinin etkili oldugu distinilmektedir.
Yer elmasinin yiiksek oranda serbest seker icerdigi
daha Once vyiritilen caligmalarda da ortaya
konulmugtur. Yapilan bir calismada bes farklt yer
elmast ¢esidinin 70-90 g/kg fruktoz ve 10-30 g/kg
glikoz igerdigi bildirilmistir (Barta ve Patkai,
2007).

SONUCLAR

Bu calisma ile inulin acisindan zengin bir kaynak
olan yer elmast cksi  hamur
fermantasyonunda kullanim imkanlar
arastirdmustir.  Sonu¢  olarak  eksi  hamur
fermantasyon ortamina %15 oranina kadar yer
elmast tozu ilavesinin laktik asit bakterilerinin
fermentatif etkisini arttirict bir rol oynadigi ancak
bu oranin Uzerinde vyapilan ilavenin LAB
gelisimini negatif olarak etkiledigi tespit edilmistir.
Ayrica yer elmasi tozu ilavesi ile birlikte artan LAB
aktivitesi sayesinde eksi hamur fermantasyonunda
arzu edilen asitlik degerlerine 48 saat yerine 24
saatte ulasilabildigi ve boylece fermantasyon
stresinin kisaltilabildigi belirlenmistir. Bu ¢alisma

tozunun

ile yer elmast tozunun eksi  hamur
fermantasyonunda kullanilabilirligi ortaya
konulmustur. Mevcut arastirma ile prebiyotik
bilesenlerce zengin bitkisel kaynaklar kullanilarak
eksi hamur fermantasyonunda rol alan LAB ve
mayalarin fermentatif aktivitesinin arttirilabilecegi
belirlenmistir. Tum bunlara ilaveten 6nemli bir
diyet lif kaynagi olan ancak sinirlt tikketim oranina
sahip yer elmasinin, toz forma getirildikten sonra
eksi  hamur  ckmegine ikame  edilerek
degerlendirilebilecegi de ortaya konulmustur.
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oz

Bu ¢alismada Kayseri’de yetisen 39 ve kiiltiire edilen 6 tibbi mantar tiirtiniin antioksidan kapasiteleri (AO),
fenolik madde miktatlart (TFM) ve kolesterol distrticii Ozellikteki eritadenin bilesiginin (EA) varligt
arastirilmistir. TFM agisindan ilk iki siradaki mantatlar Swillus lutens (2150 mg GAE/100 g) ve Agaricus sp.
(1776 mg GAE/100 g)’ dir. AO agisindan ilk iki siradaki mantatlar (ABTS yontemiyle) Suzllus luteus (2211
mg TE/100 g) ve Agrocybe aegerita (1981 mg TE/100 g), DPPH yontemiyle) Leucopaxillus sp. (1651 mg
TE/100 g), Lentinnla edodes (984 mg TE/100 g) ve Agaricus bernardii (983 mg TE/100 g) mantarlandir (P
<0.005). EA gozlenebilme st (LOD) 0.0002 mg/L, tayin st (LOQ) 0.00066 mg/I. olarak
hesaplanmustir. Cesitli mantar titlerinde bulundugu literatiirde bilditilen EA, calismamizda sitake mantarinda
(3338 mg/kg) beliflenmis, diger 44 mantar tirindeyse belitlenememistir. Temel bilesen analiziyle 4
degiskenin 45 mantar tizerindeki etkisi incelenmis, toplam varyansin %78.89luk kisminin iki temel bilesence

actklandigt gorilmustiir. Mantatlarn Grlin gelistirme ¢alismalarinda kullanulabilecegi sonucuna varilmustir.
Anahtar kelimeler: Tibbi mantatlar, etitadenin, RP-HPLC, LOD, temel bilesen analizi

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC CONTENT, ANTIOXIDANT
ACTIVITY AND ERITADENINE COMPOUND OF WILD MUSHROOMS IN
KAYSERI REGION AND CULTIVATED MEDICINAL MUSHROOMS

ABSTRACT

In this study, AO, TPC and presence of EA compound of 39 wild mushrooms in Kayseri region and
6 medicinal mushrooms were investigated. The highest TPC was obtained from Swillus lutens and
Agaricus sp. 2150, 1776 mg GAE/100 g, respectively. In terms of the AO, Swillus lutens and Agrocybe
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Tibbi mantarlarin biyoaktif 6zellikleri

aegeriata, were foregrounding with 2211 and 1981 mg TEAC/100 g. LOD and LOQ of EA was
calculated as 0.0002 and 0.00066 mg/L, respectively. The presence of EA in vatious mushrooms was
reported in the literature, it was found only in shitake mushroom in this study, EA was not detected
in others. The effect of 4 variables on 45 mushrooms was examined by Principal Component
Analysis. As a result, it was determined that 78.89% of the total variance was explained by the first 2
PCs in the whole data set. It was concluded that mushrooms can be used in product development

studies.

Keywords: Medicinal mushroom, eritadenine, RP-HPLC, LOD, Principal component analysis

GIRIS
Makro ve mikro mantarlart kapsayan TIungi
aleminde tahminen 1.5 milyon tiir oldugu, bu
tirlerin ise yaklastk 140000 tanesinin gozle
gorilebilecek  buytklikte makromantarlardan
olustugu bilinmektedir (Chan vd, 2009). Mantarlar
kendilerine has aromalara sahip olmalart (Pinto,
2008) ve klorofil icermemeleri nedeniyle 1s18a
ihtiya¢ duymaksizin yasamlarini idame ettirebilme
yetenegi ile diger canllardan ayrilmaktadir.
Mantarlar tarih boyunca insanoglu tarafindan
gindelik  yasamlarinda  ¢esiti  sekillerde
degerlendirilmiglerdir. Ornegin, insanoglunun
mantarlari besin maddesi olarak kullanmast avel
toplayict oldugu tarih Oncesi c¢aglara kadar
uzanmaktadir (Pinto, 2008; Pegler, 2002; Wani
vd., 2010). Bir besin maddesi olarak tatihte sadece
dogadan toplanilarak tiketilen mantarlarin
ginimiizde biylk miktarlarda kiltire edildigi ve
insan besin zincirinde 6nemli yere sahip oldugu
gbze carpmaktadir. Ayrica pek ¢ok tibbi mantar
modern tipta kullanilan ilaglara alternatif veya
destekleyici olarak, geleneksel tiptaysa cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Giinimiizde modern tip tarafindan da Onemi
giderek daha da fazla anlasilan mantarlann
Uzakdogu tlkelerinde binlerce yildir gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullaniddigi bilinmektedir
(Chan vd., 2009). Mantarlar yapilaninda 6nemli
aminoasit igeren proteinler, az miktarda lipit,
yuksek oranda lif, zengin mineral ve vitaminler
bulundurmaktadir. Hayvansal kaynaklt besinlere
gore daha az, bitkisel kaynakli proteinlere gore
daha fazla miktarda ve dengeli protein iceren
mantarlar yiiksek besin degerlerine ilaveten
saglikli yasam icin 6nemli olan bazt biyoaktif
maddeleri de igermektedir. Sapkall mantarlarin
antioksidan (Puttaraju vd., 2006; Erdogan vd.,
2017), kolesterol distriicii (Kaneda ve Tokuda,
1966; Morales vd., 2018), immin sistemi
giiglendirici ( Kodama vd., 2003; El Enshasy ve

Hatti-Kaul, 2013), antiviral (Dogan vd., 2018),
antikanser (Bekei, 2020; Hetland vd., 2020; Mitra
vd., 2020), antimikrobiyal (Bek¢i vd., 2011;
Kosani¢ vd., 2012; Eren ve Akytz, 2018),
antialerjik  (Hetland vd., 2020), antidiyabetik
(Khatun vd., 2007; Khursheed vd., 2020),
antiinflamatuar (Hetland vd., 2020) o6zellikleri

farkli  caligmalarla  beliflenmistir.  Ayrica,
Tricholoma, — Morchella, — Fomitopsis, — Phellinus,
Ganoderma, ~ Fomes, ~ Pleurotus,  Polyporus, ~ Poria,

Coprinus, Alenrodiscus ve Clitocybe gibi pek ¢ok
mantar tirtinden de insan saghigr Gzerine faydall
olan biyoaktif bilesikler elde edilmektedir.
Mantarlar yapilarinda basta 3-glukan olmak tzere,
polisakkaritler, lentinan, fenolik bilesikler,
saponinler, alkaloidler, lovastatin, glikopeptidler
ve  eritadenin  gibi  biyoaktif  bilesikler
bulundurmaktadur. Bulundurduklart bu
bilesenlerin saglik tzerine olumlu etkileti izerine

bircok calisma ortaya konulmustur ( Wasser,
2002; Rogers, 2000).

Diinyada ve tlkemizde 6lim nedenleri arasidan
birinci sirada kardiyo vaskiler hastaliklar yer
almaktadir. Kardiyovaskdler hastaliklarla kandaki
plazma S-adenozil-L-homosistein (SAH) seviyesi
arasinda iliski oldugu bilimsel ¢alismalarla ortaya
konmustur. Molekiler formuli CoH11N5O4 olan
eritadenin bazit mantar tiirlerinde bulundugu
rapor edilen, SAH hidrolaz enzimini inhibe
ederek hipolipidemik aktivite gésterdigi belirlenen
bir bilesiktir (Sekil 1) ( Cheung, 2008; Enman vd.,
2012; Afrin vd., 2016; Boonsong vd., 2016;
Morales vd., 2018). Bununla birlikte angiotensin
donustiiriicti enzim inhibisyonu mekanizmasi ile
de anthipertansif — 6zellik  gbsterdigi  de
belirlenmistir (Enman vd., 2007).

Farkli mantar tiitlerinin antioksidan aktiviteletinin
arastrddift  calismalara  literatirde  sikca
rastlanmaktadir. Ancak Kayseriilinde dogal olarak
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yetisen bazt mantar tiirlerinin antioksidan kapasite
ve toplam fenolik madde igerigi ile ilgili sinirls
calisma  bulunmaktadir.  Ayrica, literatiirde
eritadenin varliginin belirlendigi mantar sayist
(sitake, kiltir ve istiridye mantarlart) olduke¢a
stnirlidir (Afrin vd., 2016). Tklim kosullar, bitki
Ortlisti ve rakim gibi cografyaya 6zgii 6zelliklerin
mantarlarin  biyoaktiviteleri {izerinde 6nemli
etkileri oldugu ve literatiirde sadece sitake ve
birka¢c mantar tirtinde (Agaricus bisporns ve
Plenrotus ostreatus) eritadenin varligimn bildirildigi
g6z Ontine alindiginda kolesterol diistriict etkiye
sahip olan bu bilesigin diger mantar tiirlerinde de

N"‘-...,_
\\
N

N. /
\_N

arastirlmast gerektigi distiniilmektedir. Ayrica,
ginimiizde saglikli gidalarla beslenme trendinin
artmasina paralel olarak dogada kendiliginden
yetisen pek ¢ok mantar tirtiinden elde edilebilecek
biyoaktif maddelerin kullaniminin giderek artacagt
tahmin  edilmektedir. Bahsedilen tim bu
gerekeelere dayanarak bu calismada, Kayseri
bolgesinde dogal olarak yetisen 39 adet
makromantarin ve kiltire edilen 6 adet 6nemli
ttbbi  mantarin  antioksidan  aktivitelerinin
karsilastirilmast ve bu mantarlarda kolesterol
dustrticti etki gosteren eritadenin  bilesiginin
belirlenmesi amaclanmustir.

OH O

OH

OH

Sekil 1. Eritadenin bilesiginin molekdl yapist
Figure 1. Molecular structure of eritadenine

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Kayseri bolgesinde dogal olarak yetisen 39 adet
makromantar 2018 yili mart-agustos aylar
arasinda Kayseri ili Yahyali ilcesi G6koluk Yaylast,
Kayseri ili Felahiye ilgesi-Sivas ili Gemerek ilcesi-
Yozgat ili Akdagmadeni ilcesi arasinda yer alan
Cat Ormanlar, Erciyes Dagt Camlik bélgesi,
Erciyes Dag1 Kiranardi Mahallesi Kog¢dagt Mevkii,

Kayseri ili Melikgazi ilcesi Gesi Mahallesi Vekze
Vadisi, Melikgazi ilgesi Ildem-Selale Mevkii,
Ozvatan ilge merkezinden toplanmis, 6 adet
kultiire edilmis tibbi mantar ise Denizli ilinde
faaliyet gOsteren Agro Mantarcilik Firmasindan
temin edilmistir. Kayseri bolgesinde dogal olarak
yetisen mantar tirleri ve kiltlire edilen tbbi
mantar tirleri Cizelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanidan kultiire edilen tibbi ve dogadan toplanan mantar tirleri
Table 1. Medicinal and wild mushroom species used in this study

Mantar

Geleneksel . Saprofitik/ Parazitik Dogal
Kodu Ad1 Regional B‘ll.lm.sel Adi Mikorizallik Habitat1 Lokasyonu Location
Mushroo Scientific name . . .. o .
w mmber " Saprophytic/ parasitic/ mycorrhizalic Habitat
. . y Ureticiden
1 Sitake Lé’ﬂflﬂ%/?. edodes Saprofitik /saprophytic Aga(_;v . temin/ from the
mantari (Berk.) Singer katigi/ on log sushroom producer
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10

11

12

13

14

Kulak

mantari

Hindi
kuyrugu
mantari

Aslan yelesi
mantart

Kral
mantari

Reishi
mantart

Istiridye
mantatt

Mirekkep

mantari

Caksir

mantari

Kokulu
mantar

Kavak
mantari

Sahte
kuzugdbegi

mantari

Posteki
mantari

Mirekkep

mantari

Auricularia
pobytricha
Sace.

(Mont.)

Trametes  versicolor

(L) Lioyd

Hericium  erinaceus

(Bull.) Pers.

Plenrotus

(DC.) Owél,

eryngii

Ganoderma lucidum

(Curtis) P. Karst.

Pleurotus  ostreatus
(Jacg.) P. Kumm.

Coprinopsis
atramentaria (Bull.)

Redhead,  Vilgalys

& Moncalvo
Pleurotus — eryngii
var. Ferulae
(Lanzi) Sace.(-
Lencopaxcillus
giganteus

Agrocybe  aegerita

(V. Brig.) Singer

Verpa  bobemica
(Krombh.) . Schrot.

Coprinus  comatus

(O.F. Miill.) Pers.

Coprinellus
micacens  (Bull.)
Vilgalys,  Hopple
& Jacq. Jobnson

Saprofitk /saprophytic

Saprofitk /saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Parazitk, Saprofitk/ parasitic

,saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Sikistirdlmig
talas/ pressed
sawdust

Agag
katigt/ on log

Agag
kUtigt/ on log

Agag
kutigt/ on log

Genis ve
diken
yapraklt agac
uzeri/on the
broad-/eaved
tree
coniferous tree

Agag
kUtigt/ on log

Agac
kUtigi/ on log

Cakstr bitkisi
kokua ile
ortak

yasam/ with
Ferula
communis root

Karakavak
kutigt/ Blac
k poplar log
Karakavak
katigi/ Blac
k poplar log
Kavak agact

alt1/under
the poplar

Cayirlik/
meadowy

Agag
katigi/ on log

and

Ureticiden
temin/ from
mushroom producer

Ureticiden
temin/ from
mshroom producer

the

Ureticiden
temin/ from
mushroom producer

the

Uteticiden
temin/ from
mushroom producer

the

Ureticiden
temin/ from
mushroom producer

the

Seker
Mevkii/ Sugar
location

Golu
lake

Vekse Vadisi/ Vekse
valley

Yahyalt Gokoluk
Yaylast/ Yahyal:
Gokoluk platean

Vekse Vadisi/ Vekse
valley

Vekse Vadisi/ 1V ekse
valley

Erciyes Kogdagt
Mevkii/ Erciyes Kogdags
location
Erciyes Kogdagt
Mevkii/ Erciyes Kogdags
location

Vekse Vadisi/ ekse
valley

379
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

380

Caksir
mantarl

Kokulu
mantar

Kaypak

mantar

Mot bacak
mantart

Kzl
mantart

cayir

Sahte

kanlica

Kara kiz
mantari

Cincile
mantari

Mal mantart

Cayir
mantart
Amanita-
Koygociire
N mantart

Plenrotus — eryngii
var. Ferulae
(Lanzi) Sace-2

Helvella acetabulum

(..) Quél.

Helvella  solitaria
(P.Karst.) P.Karst.

Lencopaxillus sp.

Suillus lutens (L.)

Roussel

Lepista  personata
(Fr.) Cooke

Agaricus  bernardii

Quel.

Stropharia
coronilla (Bull.:Fr.
) Quél.

Paxillus  vernalis
Watling

Tricholoma terrenm

(Schaeff.) P. Kumm

Hebeloma
sinapizans  (Fr.)

Sace.

Lepista nuda (Bull.)
Cooke

Lencopaxcillus
gentianens — (Quél.)
Kotl.

Agaricus sp.

Amanita
argenteauijman

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitk/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Cakstr bitkisi

koku ile
ortak yasam/
with  Ferula

communis root

Ségit  agact
alt/ under the
willow tree

Ségut  agact
altt/ under the
willow tree

Calimst bitki
kokii/ shrub
root

Cam  agac
altt/ under the
pine tree

Cayirlik/
meadowy

Cayirlik/
meadowy

Cayirlik/
meadowy

Hus  agaa
alty, cayitlik/
under the birch
tree, meadowy

Cam  agaci
altt /under the
pine tree

Cam  agac1
altt /under the
pine tree

Cam  agaa
altt /under the
pine tree

Cam  agaa
altt/ under the
pine tree

Cayirlik/
meadowy

Cam  agaa
altt/ under the
pine tree

Yahyali Hacer
Ormanlart/ Yabyalk
Hacer forest

Vekse Vadisi/ Vekse
valley

Vekse Vadisi/ Vekse
valley

Erciyes Kocdagi
Mevkii/ Erciyes Ko¢dag:
location

Cat Ormant/ Cat forest

Kirimusagi
Mabhallesi/Kirimusag
1 village

Cat Ormant/Cat
forest

Cat Ormani/Cat
forest

Erciyes Dagt yapay
¢cam  ormanit/Ergyes
pine forest

Erciyes Dagt yapay
¢am  ormanit/Eragyes
pine forest

Erciyes Dagt yapay
¢am  ormanit/Eragyes
pine forest

Cat  ormanlar/Cat
Sorest

Cat Ormani/ Cat forest

Cat Ormant/Cat
forest

Cat Ormani/ Cat forest
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Kizilca gayir
mantarl

Kara kiz
mantari

Kizil kaypak
mantar

Kara  kafa
mantart

Puf mantari

Cayir

mantari

Kanlica
mantart

Kuafla
mantar

Geyik

mantari

Act stitlia
mantar

Cayir

mantari

Kirlgan

mantar

Sart  sakal

mantari

Kav mantart

Entoloma sp.

Agaricus  silvaticus

Schaeff

Tricholoma terreum
(Schaeff.) P. Kumm
-2

Sutllellus — lnridus
(Schaeff.) Murrill

Boletus reginens D.
Arora & Simonini

Hebeloma
sinapizans  (Fr.)

Sace

Calvatia  gigantea
(Batsch) Lloyd

Agaricus sp.

Lactarins deliciosus

L.) Gray

Russula  virescens
(Schaeff.) Fr.
Lactarius  volemus

Lactarins piperatus

(L.) Pers.

Agaricus sp.

Russula sp.

Ramaria sp.

Fomes  fomentarins

(L) Fr.

Saprofitk/ saprophytic

Saprofitk/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Mikotizal/ mycorrhizal

Saprofitik/ saprophytic

Parazitik/ parasitic

Cam  agact Erciyes Dagi yapay
alt /under the ¢cam  ormani/ Erdyes
pine tree pine forest

Caytrlik/ Cat
meadowy forest

Cam  agac
alt/ wunder the Cat Ormani/ Cat forest
pine tree

Cam  agaca Erciyes Dagi Kocdag:
alt/ under  the Mevkii/ Erciyes Kogdags
pine tree location

Mese agact Erciyes Dagi yapay
alt/under the cam  ormani/ Erdyes
oak tree pine forest
Cam  agact Erciyes Dagi yapay
altt/ wunder the cam  ormani/ Erdyes
pine tree pine forest

Gokoluk
yaylast/ Gikolnk
platean

Cayirlik/ Cat

meadowy forest

Cam  agaci

altt /under the Cat Ormant/ Cat forest
pine tree

Cam  agacl

altt /under the Cat Ormant/ Cat forest
pine tree

Cam  agaci
altt/ wunder the Cat Ormani/ Cat forest
pine tree

Cam  agac1
altt/ wunder the Cat Ormani/ Cat forest
pine tree

Cayirlik/
meadowy

Cam  agaa
altt/ under the Cat Ormani/ Cat forest
pine tree

Ormant/Cat

Cayirlik/
meadowy

Ormani/Cat

Sogit  agact

N . Vekse Vadisi/Vekse
govdesi/on

the willow tree
Sogit  agact
govdesi/  on
the willow tree

valley

Vekse Vadisi/ Iekse
valley
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Toplanan mantarlarin tir teshisleri Ege Tarimsal
Arastirma Enstitisti Mudurlig, Biyogesitlilik ve
Genetik  Kaynaklart  Bolimii’'nde  yapidnustir.
Mantar teshisleri maktroskobik ve mikroskobik
Olgtimlerden, morfolojik goriiniimden elde edilen
verilerin ilgili literatiir (Smith vd., 1980; Lincoff
vd., 1981; Barron, 1999; Laessoe, 2013; Gminder
ve Bohning, 2007; Flick, 2019) ve farkli web
sitelerinde (Anonymous, 2021a, 2021b, 2021c)
bulunan teshis anahtarlart kullanilarak
gerceklestirilmigtir.

Mantarlarin toprak st (sapka ve sap) kisimlar
yabanct unsurlarindan anndirildiktan sonra 0.5-1
cm boyutlarinda kiiciik parcalar haline getirilerek
40 °C’de fanli etivde (GEMO, DT104, Tirkiye)
kurutulmustur. Kurutmay: takiben karanlkta ve
oda sicakliginda depolanmistir. Ekstraksiyon
Oncesinde 6glitme islemine tabi tutularak partikil
boyutu 300 um olacak sekilde elekten gecirilmistir.
Elde edilen 6rnekler analizlere kadar -18 °C'de
muhafaza edilmistir.

Kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler analitik
ve kromatografik saflikta olup temin edildikleri
yer ve kodlart su sekildedir: Folin&Ciocalteu
reaktifi (1.09001.0500, Merck, Almanya), gallik
asit (G7384, Sigma-Aldrich, Almanya), DPPH
(D9132, Sigma-Aldrich, Almanya), troloks
(238813  Sigma-Aldrich, Danimarka), ABTS
(A1888 Sigma-Aldrich, Cin), eritadenin (Q4951,
Sigma-Aldrich, Almanya).

Ekstraksiyon

Mantatlardan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu
Afrin vd. (2016) tarafindan uygulanan metotta
kismi  modifikasyon  yapilmus, ckstraksiyon
etanol:su  (60:40, v/v) c¢ozicust kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla, 3 g mantar tozu
alinmis ve 100 ml etanol:su (60:40, v/v) ile 7000
rpm’de 5 dk boyunca homojenize edilmistir
(Silverson, L5, Ingiltere). Elde edilen homojenizat
7000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hitachi, Tokyo,
Japonya) edilmistir. Ekstraksiyon basamaklar
ikinci kez tekratlanmis ve filtratlar bitlestitilmistir.
Filtrasyonu takiben O&rnekler 50 mbar basing
alunda 40 °Cde 5 ml’ye konsantre edilerek
analizlere kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

Toplam fenolik madde miktari

Mantar ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktart Folin & Ciocalteu reaktifi kullanilarak
belirlenmistir ( Singleton ve Rossi, 1965; Li vd.,
20006). Distile su ile 10 kat seyreltilen Folin-
Ciocalteau reaktifi reaksiyon tiiplerine alinmustir.
Karisim tizerine seyreltilen ekstraktlardan 100 pl
eklenmistir. %7.5” lik Na,COj; ¢ozeltisinden 1.6
mL eklenerek analiz tiipleri 10 saniye kanstirilmis
ve reaksiyonun gerceklesmesi icin 1 saat karanhk
ortamda oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Kor
¢ozelt icin Ornek yerine ayni miktarda distile su
kullanilmigtir.  Stire sonunda 765 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (SHIMADZU UV
1800, Japonya) Orneklerin absorbans okumalart
gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi icin ise 25-
125 mg/L konsantrasyon aralifinda gallik asit
standart ¢Ozeltileri kullamlmistir. Sonuglar mg
gallik asit esdegeri (GAE)/100 g olarak verilmistir.

Antioksidan aktivite

Antioksidan aktivite iki farkli radikal (DPPH ve
ABTS) ile gerceklestirilmis ancak sonuglar ayni
birim tizerinden ifade edilmistir. DPPH radikali ile
gerceklestirilen metot (Brand-Williams, Cuvelier
ve Berset, 1995) icin 2.5 mg DPPH kimyasalt
tartilarak 100 ml. metanolde ¢ézundirilmustur.
Once hazirlanan bu ¢ézeltiden 3.9 ml. tiiplere
konulmus, sonra farkli konsantrasyonlarda
seyteltilen ekstraktlardan 100 pl konulmustur.
Tiapler 10-15 saniye kansturilarak reaksiyonun
gerceklesmesi icin 30 dakika karanlkta bir
ortamda  oda  sicakliginda  inkibasyona
birakilmistir. Kontrol 6Ornekleti icin  ekstrakt
yerine 0.1 ml distile su ve kdr ¢ozeltl icin ise
metanol kullantlmustir. 30 dk inkiibasyon siiresi

sonunda 515 nm dalga boyunda
spektrofotometrede ornek okumalar
gerceklestirilmistir.  Farkli  konsantrasyonlarda
hazitlanan  troloks standardi ile standart

inhibisyon egrisi ¢izilerek elde edilen lineer
denklem kullanilarak sonuglar mg troloks esdegeri
(TE) /100 g olarak belirtilmistir.

ABTS radikali kullanilan antioksidan aktivite
tayininde de spektrofotometrik ~ metot
kullamlmustir  (Re  vd., 1999). ABTS radikal
cozeltisi 12.25 mM KjS$:0; e 12-16 saat
karanlkta inkiibe edilmis, absorbanst 734 nm de
0.68-0.72 verecek sekilde fosfat tamponu (PBS)
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ile ayarlanmistir. Absorbanst ayarlanmig ABTS
radikalinden 2 ml  almarak mikrokivete
aktarilmis ve tzerine yine PBS ile seyreltilmis
ekstraktlardan 20 upL  eklenmistir. Kontrol
ornekleri icin 20 plL PBS ¢6zeltisi kullanilmustir. 6

dakika  karanlikta inkibasyonun ardindan
spektrofotometrede 734 nm de Orneklerin
absorbans okumalart yapimistir. Sonuclar farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan troloks

standardina karsilik cizilen inhibisyon egrisinden
faydalanilarak mg troloks esdegeri (TE)/100 g
olarak belirtilmistit.

HPLC ile eritadenin analizi

Mantar ekstraktlatinin  eritadenin iceriklerinin
belirlenmesi amactyla Enman vd. (2007) ve Afrin
vd. (20106) tarafindan uygulanan zit faz HPLC
(RP-HPLC) metodunun modifiye edilmis sekli
kullantlmistir.  Analizde  kullanilan ~ HPLC
sisteminin 6zellikleri: CBM-20A  kominikasyon
moduli, 2 LC20ADXR pompa, SIL-20ACXR
otomatik enjeksiyon tnitesi, DGU-20A5 degazor,
CTO-20AS VP kolon firini Ginitesi, ODS C18 (15
cm x 4.6 mm, 5um) kolon ve SPD-M20A
fotodiyot array dedektér (DAD) (Shimadzu
UPLC,  Tokyo, Japonya)den  meydana
gelmektedir. Verilerin toplanmasi ve analizinde
LC Solution 1.25 programi kullanilmistir. Elisyon
¢cozeltisi olarak ¢ozuclh A ve ¢ozich B olarak
nitelenen ikili ¢6zlici sistemi  kullandmuistir.
Cozicu A %0.03 trifloro asetik asit iceren saf su
ve ¢ozici B %0.03 trifloro asetik asit iceren
asetonitrilden olusturulmustur. Coklu denemeler
sonunda akis hizt icin 1 ml/dak, sicaklik icin 24 °C
ve eritadenin bilesiginin verdigi pikin saf olmast
amactyla dereceli eliisyon metodu gelistirilmistir.
Bu eliisyon programi su sekilde
gerceklestirilmistir: 0-10 dk, %0 B; 10-12 dk, %0-
60 B; 12-18 dk, %60 B; 18-20 dk, %060-0 B; 20-25,
%0 B. Dereceli eliisyon metodunu takiben bir
sonraki analiz icin kolonu dengeye getirmek
amactyla 5 dk kolondan baslangic ¢oziici
kompozisyonu gecirilmistir. Eritadenin bilesiginin
absorbans spektrumu  190-400 nm arasinda
izlenmigtir. Sitake mantarinda bulunan eritadenin
bilesigi kantitatif olarak analiz edilmistir. ilk olarak
alikonma zamant karstlagtirilmis ardindan UV
bélge  spektrumundan  faydalanarak  sitake
mantarinda eritadenin  bilesigi kalitatif olarak

belirlenmistir. Eritadenin teshisi icin 260 nm’ deki
absorbans spektrumlarimin 6rnek ve standartlar
icin karslastirlmast ve alikonma zamani esas
alinmustir.

Eritadenin igin LOD ve LOQ degetlerinin
belirlenmesi

Belifleme siurt olan LOD  degerinin  tespit
edilmesinde farklt metotlar kullanilmaktadir. Bu
calismada LOD degerini tespit etmek icin
sinyal/gurtltd  (§/G) oraninin 3’ U sagladig
konsantrasyona, stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ve
enjekte edilerek S/G oraninin belitlenmesi yoluyla
ulagimistir. Eritadenin bilesiginin belifleme sinir
LOD) ve tayin st (LOQ) degerlerini
belirlemek icin, 5 farklt konsantrasyondaki (20, 1,
0.1, 0.01, 0.001 ve 0.0002 mg/L) eritadenin
standardt HPLC’ ye bes kez enjekte edilmistir.

Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiki degetlendirmeleri SPSS 22
paket programi (SPSS Inc., Chicago, IL, Amerika)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklerin tiim
verileri Tukey testine tabi tutularak ortalamalar
arasindaki fark P <0.05 anlamlilik dizeyinde
karsilastirtlmistir. Temel bilesen analizi (PCA),
toplam fenolik igerigi, antioksidan aktvite (DPPH
ve ABTS) ve eritadenin degiskenlerine gbre tim
mantar titlerine uygulanmistir. Puan ve ylikleme
grafikleri, analiz edilen 4 parametre ve 45 mantar
turd  arasindaki iligkileri g6zlemlemek icin
XLSTAT (Surim 2020, Addinsoft, NY, Ametrika)
kullanilarak olusturulmustur.

SONUC ve TARTISMA

Toplam fenolik madde miktarlar

Etanol (%060) ile ckstrakte edilen mantarlarn
toplam fenolik madde miktarlarnt Cizelge 2' de
gosterilmistir. Toplam fenolik madde miktart
sonuglari incelendiginde en yiksek icerige ®
<0.05) sahip mantar tirerinin Swillus lutens
(Kaypak mantar) (2150 mg GAE/100g), Agaricus
sp. (Cayir mantar) (1776 mg GAE/100 g) ve
Coprinellus micacens (Murekkep mantart) (1598 mg
GAE/100 g) oldugu, en distk toplam fenolik
madde miktariuin (P <0.05) ise Trametes versicolor
(Hindi kuyrugu mantatt) (24.45 mg GAE/100 g)
mantarinda  oldugu  gbrilmistir.  Diger
mantarlarin toplam fenolik madde miktarlar ise
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4592 - 936.9 mg GAE/100 g araliginda tespit
edilmistir.

Iki  farkll Agariens cinsi mantar tiiriiniin
Ozelliklerinin arastirlldigt bir calismada Agaricus
bisporns (Kilthr mantart) ve Agaricus brasiliensis
(Brezilya  cayir  mantar)  tlrlerinin  sulu
ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerikleri
strastyla 21.47 mg GAE/g ve 15.79 mg GAE/g
olarak, %60 etanolli ekstraktlarinin ise sirastyla
10.25 mg GAE/g ve 12.50 mg GAE/g olarak
kaydedilmistir (Gan vd., 2013). Calismamizdaki
Agaricus sp. (Cayir mantart) mantarinin toplam
fenolik madde miktatlatt  (569.9-1775 mg
GAE/100 g) ile literatir verilerinin oldukca

uyumlu  oldugu goérilmektedir. Bir baska

calismada ise %00 metanol ve ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilmis ve Lactarius
volemus (Geyik mantari) icin toplam fenolik madde
icerigi 3.61 ¢ GAE/kg olarak, Lentinula edodes
(Sitake mantart) icin ise 2.21 ¢ GAE/ kg olarak
beliflenmistir (Butkhup vd., 2018). Yapian bu
calismadaki geyik mantart ve sitake mantar tirleri
icin elde edilen toplam fenolik madde miktarlart
calismamizdaki ayni tiir mantarlarin degerlerinden
(577.6 ve 395.6 mg GAE/100 g) daha dusuk
sonuclar verdigi tespit edilmistir. Elde edilen
veriler ile literatlir degerleri arasinda farkliliklarin
mantarlarin yetistigi iklim kosullari, ekstraksiyon
sartlart ve kurutma tekniklerinin farklliklarindan
kaynaklanabilecegi distintilmektedir.

Cizelge 2. Kayseri bolgesinden toplanan mantarlar ve kiiltiirel yontemlerle tretilen tibbi mantatlarn
toplam fenolik icerileri, antioksidan aktiviteleri ve eritadenin miktarlari!
Table 2. Total phenolic content, antioxidant activity and eritadenine amount of wild mushrooms in Kayseri region and
cultured medicinal mushrooms

Mantar Toplam  Fenolik Antioksidan Aktivite Eritadenin
ZIEodbu / Mantar Tiirt / Mushroom Madde 1§erigi /Am?gz/d;zgégdzv@ %;kt;r; .
ushroo (mg GAE/100 g) (mg Q) 7i dt enine
” / Total phenolic content o
number ABTS DPPH (mg/kg)
1 Lentinula " edodes (Berk) 395 ¢+ 41 1514 537.8416.37ccdels  984.4+3136  3338+73.4
Singer (Sitake mantarr)
Auricularia polytricha
2 Mont.)  Sace. ~ (Kulak 45.92+16.172 25.26%6.78# 56.0710.29<« <LOD
mantart)
Trametes  versicolor  (L..)
3 Liyd 244507700 200.5+2.66bxs 44574083  <LOD
(Hindi kuyrugu
mantart)
4 Hericiunn erinacens 51.6740.33 190.3%12.52:bcs 82.7820.59¢fhi  <LOD
(Aslan yelesi mantart)
5 Pleurotus — enymgit - (DC.) 165 745 g7e 267.3+3.54ubecde 93.3+2.97Wi  <LOD
Quwél. (Kral mantarr)
Ganoderma Incidum
6 (Curtis) P. Karst. (Reishi 198.011.95¢¢d 334.411.912abecde 68.8916.54d<fsh  <LOD
mantart)
Plenrotus ostreatus (Jacq.)
7 P. Kumm.  (Istitidye 459.9124.84fehi 234.3+1.28abcede 719.2+39.120¢  <LOD
mantart)
Coprinopsis — atramentaria I defoh
8 (Bull) Rediead, Vilgalys 4493+9 8ien 344,649 1 esaer ZTIVESIOEE g
& Moncalvo



Tibbi mantarlarin biyoaktif 6zellikleri

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

(Mirekkep mantar)

Plenrotus  eryngii  var.
Ferulae (Lanzz) Sace.
(Cakstr mantart)

Lencopaxillus — giganteus.
(Kokulu mantar)

Agrocybe  aegerita (1.
Brig.)  Singer  (Kavak

mantart)

Verpa bohemica (Krombh.)
. Schrit.
(Sahte

mantart)

kuzugobegi

Coprinus  comatus (O.F.
Miill.)  Pers.  (Posteki

mantart)

Coprinellus micacens (Bull,)
Vilgalys, Hopple & Jacq.

Jobnson (Murekkep
mantart)

Plenrotus — eryngii  var.
Ferulae  (Lanzi) — Sace.

(Cakstr mantart)

Helvella  acetabulum (L.)
Qnél.
Helyella solitaria (P.Karst.)

Leucopaxillus sp.
(Kokulu mantar)

Suillus lutens (L.) Roussel

(Kaypak mantar)
Lepista  personata  (Fr.)
Cooke  (Mor  bacak
mantart)

Agaricus bernardii - Quel.
(Kiz1l ¢ayir mantart)

Stropharia
coronilla (Bull.:F'r.) Quél.

Paxillus vernalis Watling
(Sahte kanlica)

Tricholoma terrenm

(Schaeff.) P. Kumm
(Kara kiz mantart)

Hebeloma sinapizans (Fr.)
Sace.

673.9£26.14n06

861.1£45.76s

890.2+37.26s

657.7427.4Gmnod

728.9%2.610prs

1598+£36.60¢

839.4134.64s

158.311.44bccd

151.241.04bed

519.1+21.17Mik

2150%9.15v

398.417.84%

645.9£1.56!mno5

368.31£1.95¢f

173.1£3.52¢d

547.21+18.951ikim

698.4£3.920p

472.9+32.78besdefg

1359416.39:

1981£25.18i

443 24203 .Gabcsdefg

544.1+17.65cdefe

381.2+46.03abcedef

855.7+12.80sh

468.9£20.52bccdefg

4461 32bcedefy

1278%615.9

2211%23.851

221.7£1.39bccd

1328+127

314,947 54abecde

452.3133.83bcedefg

650.1£22.41¢f

280.4+£27.01abegde

527.5146.41km

336.4116.70b¢

763.8£9.27¢

210.914.291

655.24+37.26m°

391.8+6.525

742.7713.34defghi

289.9£7.17mn

276.9£4]1mn

1651£18.56¢

481.5£6.43p

453.9£7.07p

983.61+83.52i

170.227.96bes

111.1+11.932

967.3+5.30p

436.5+50.38k

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Lepista nuda (Bull.) Cooke

(Cincile mantatt)
Lencopaxillus — gentianeus
(Quél)  Kotl. (Mal
mantart)

Agaricus sp.  (Cayir
mantart)

Amanita argentea
Huijman (Amanita-
Koygoetren)

Entoloma sp.

Agaricus silvaticus Schaeff.
(Kizilca cayir mantarr)

Tricholoma terrenm

(Schaeff.) P. Kumm
(Kara kiz mantart)

Suillellus luridus (Schaeff.)
Murril] (Kaypak mantar)

Boletus reginens D. Arora
& Simonini (Kara kafa
mantart)

Hebeloma sinapizans (Fr.)
Sac.

Calvatia gigantea (Batsch)

L/oyd (Puf mantarr)
Agaricns sp. (Cayir
mantart)

Lactarius  deliciosus  (L..)
Gray (Kanlica mantart)

Russula virescens (Schaeff.)
Fr. (Kafli mantar)

Lactarius volenus (Fr.) Fr.
(Geyik mantarr)

Lactarins  piperatus (L)
Pers. (Act sutlii mantar)

Agariens sp. (Cayr
mantart)

Russula — sp.  (Karilgan
mantar)

Ramaria sp.

(Sar1 sakal mantarr)
Fomes fomentarius (I..) Fr.

(Kav mantarr)

387.3116.34%

591.2£37.90kmno

17761+26.53¢

262.7£13.59de

875.4£25.49s

825.5+17.64rsst

791.8+65.37prss

535.7+13.06Mik

828.7£26.14rsst

430.8£38.56fh

469.1£11.76f%i

720.6£26.14%pr

655.41+4.57mnos

218.8+7.06¢

577.7411.76kmn

97.61£7.692b¢

569.9154.9ijkimn

815.81+7.84rs

175.1£5.43¢d

115.741.834b¢

231.8%7.042besd

203.4£21.052bcs

1217£51.86M

296£10.072bccde

463.1118.44bcedefg

44().81+9 2(abcedefg

336.416.68bccde

576.2146.525d<fg

498.21+44.82¢csdefy

305.7£5.73abeede

626.7£29.89d<fg

453.2£30.36bccdefg

276.3£2.874bcede

55.37+1.68»

398.8£2.29abcedef

178.5114.492bcs

629.3+20.244<fg

764.4£29.17%

380.9419.72abeedef

152.24+18.614bc

553.7£17.24i»

472.1%£8.35p

876.9£23.51K

180.9+14.13hii

609.1+12.2]mn

772.3£8.55¢

60.21£6.752

557.9+1.28¢

590.1+0.64¢

358.4£8.108hti

300.7£7.71mn

595.41+9.01 ¢de

353.8£29.67d<fe

143.£30.2defghs

173.1£19.28fghii

128.11+24.47 cdef

508.4+10.93i

175.949.37b¢

178.949.01b¢

96.48+3.11%b

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

*Cizelge Uzerinde verilen degerler ortalama * standart sapmayi ifade etmektedir.
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**Cizelgede kullamulan farkli harfler Tukey testi sonucuna gére ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamh

farkliligin oldugunu (P <0.05) belirtmektedi.

*#*Cizelgede mantar kodu 1, 2, 3, 4, 5, 6 olarak verilen tiirler ttbbi mantarlari, diger kodlar ile belirtilen tirler ise

makromantarlari ifade etmektedir.

k% Cizelgede belirtilen “<LOD” ifadest ilgili mantar tiirindeki eritadenin bilesigi miktarinin tespit edilebilir limitin

altinda oldugunu ifade etmektedir.
*Each value is expressed as mean = S.D.

** The different letters indicate a statistically different (P <0.05) between the means according to the Tukey test.
% Mushroom number 1, 2, 3, 4, 5, 6 in the chart refer to medicinal mushrooms, others to non-medicinal

mushrooms.

Rk The expression "<LOD" means that the amount of etitadenine compound is less than the limit of detection.

Antioksidan kapasite degerleri

Kayseri bolgesinde dogal olarak yetisen ve kiiltire
edilen ttbbi mantarlardan elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktivite degetleri Cizelge 2' de

verilmistir. ABTS radikali kullanilarak
gerceklestirilen  antioksidan  aktivite  tayin
yonteminde en yiksek aktiviteye (P <0.05)

sahip mantar titlerinin Swillus lutens (Kaypak
mantar) (2211 mg TE/100 g) ve Agrocybe acgerita
(Kavak mantart) (1981 mg TE/100 g) oldugu, en
disik antioksidan aktivitenin (P <0.05) ise
Auwricularia polytricha (Kulak mantart) (2526 mg
TE/100 ¢) mantarinda goruldugu  tespit
edilmistir. Diger mantar tirlerinin = ABTS
metoduna gére antioksidan aktivite degerlerinin
55.37-1359 mg TE/100 g arasinda degistigi
belirlenmistir. DPPH yontemine goére ise en
yiksek aktiviteyi (P <0.05) Lewcopaxillus sp.
(Kokulu mantar) (1651 mg TE/100 g), Lentinula
edodes (Sitake mantart) (984.4 mg TE/100 g) ve
Agaricus bernadii (Kizil cayir mantari) (983.6 mg
TE/100 g) mantar tirtlerinin gosterdigi, en dusuk
aktivitenin (P <0.05) ise Trametes versicolor (Hindi
kuyrugu mantari) (4457 mg TE/100 g)
mantarinda  oldugu tespit edilmistir. Diger
mantarlarin DPPH metoduna gére antioksidan
aktivite degerleri ise 56.07-984.4 mg GAE/100 g
olarak belirlenmistir.

Makromantarlar  icerdikleri — akdf  bilesikler
sayesinde farkls biyoaktif Ozellikler
sergilemektedir. Bu aktif bilesiklerden olan fenolik
bilesikler sahip olduklari hidroksil ~gruplart
nedeniyle elektron ve serbest radikal giderici
aktivite veya hidrojen atomu verme Ozelligi
sayesinde antioksidan aktivite gostermekteditler.
Bu nedenle fenolik bilegiklerle antioksidan aktivite
arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir (Gupta,

2013). Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde
farklt yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden bazilart aragtirma materyalindeki
antioksidan madde tarafindan elektron transferi
ile indirgenen oksidan maddenin renginin agilmast
reaksiyonuna dayalt yontemler iken diger bélumi
ise hidrojen atomu transferine dayali olan
reaksiyon yontemleri olarak siniflandirilmaktadir.
Bu calismada, mantar ekstraktlarinin antioksidan
aktivitelerinin beliflenmesi icin basit, hizli ve stabil
olan radikal stpurici aktivitenin belirlendigi
DPPH  metodu ve ABTS  radikalinin
antioksidanlarca sénimlenmesi temeline dayanan
ABTS antioksidan aktivite metotlart kullanilmistir
(Prior vd., 2005).

Antioksidan  aktiviteden  sorumlu  farkh
bilesenlerin  mantar tlrlerine goére farkhilik
gostermesi bilinen bir durumdur. Mantarlardaki
fonksiyonel gruplarin konsantrasyonunu
mantarin gelisim durumu da etkileyebilmektedir.
Bir calismada Coprinus comatus (PSsteki mantart),
Cantrabellus ~ cibarius  (Civciv  ayagl mantart),
Lactarins delicions (Kanlica mantart) ve Licoperdon
perlatum (Puf mantart) mantarlarinin su ve etanolli
ekstraktlartmin ~ DPPH  yontemine — gore
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. En yiiksek
aktivitenin - Licoperdon  perlaturms  (Puf mantar)
mantarinin sulu ekstraktinda (%060.3) oldugu ve
diger mantar ¢esitlerinde ise en yiiksek aktivitenin
%95 etanol ile alinan ekstraktlarda oldugu tespit
edilmistir (Nowakowski vd., 2021). Bir diger
calismada ise 12 yabani mantar tirinde DPPH
metodu  ile  antioksidan  aktivite  tayini
gerceklestirilmistir. Bu mantar tlrleri arasinda
Lactarius piperatus (Act sitli mantar) (316.8 mg
TE/100 g) ve Lactarius deliciosns un (Kanlica
mantart) (402.5 mg TE/100 g) diger mantar
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tirlerine gbre calismamizdaki ayni tiir mantarlarin
degetlerinin (1283 ve 353.8 mg TE/100 g)
kismen disik oldugu gérilmektedir (Erdogan
vd., 2017). Literatiir verileri ile benzer sekilde
aragtirmaya alinan mantar tiitlerinin antioksidan
aktivite  degertlerinin  tiirden  tire farkhilik
gOsterdigi  gorilmektedir. Bu durum mantar
tirleri  arasindaki  genetik  varyasyonlardan,
yetistikleri iklim sartlant ile toprak yapilarindan,
mikorizal ya da parazitik yasam strdiirdiikleri bitki
cesitliliginden, glines 15181 alma yogunlugundan ve

mantarlarin  toplandiklart  dénemdeki  gelisim
durumu  gibi  faktérlerden  kaynaklandigi
distnilmektedit.

Mantar tiirlerinde eritadenin bilegiginin
varliginmin aragtirilmasi

Bitkiler —alemi basta olmak uzere canli
organizmalarda ikincil metabolitlerin miktar

olarak az ancak islevlerinin 6nemli oldugu
Ozellikle son 20 yil icerisinde net olarak
anlasilmistir.  Literatirde mantatlann  biyoaktf
bilesikleri ve bunlatin sagladigi biyoaktif 6zellikleri
ile ilgili calismalar (Bekgi, 2020; Dogan vd., 2018;
El Enshasy ve Hatti-Kaul, 2013; Erdogan vd.,
2017; Eren ve Akytiz, 2018; Khursheed vd., 2020;
Puttaraju vd., 2000) fazla miktarda yer almaktadir.
Sitake mantarinda yer alan ikincil bir metabolit
olan eritadenin bilesigi sergiledigi 6zellikler
nedeniyle dikkat cekmektedir. Bu bilesigin S-
adenozil-L-homosistein hidrolaz enzimini inhibe
ederek kolesterol dustriicti etki gosterdigi in vivo
calismalar ile ispatlanmistir (Fukada vd., 2000;
Sekiya vd., 2006; Yamada vd.,2007). Literatirde
Lentinula edodes’in  biyoaktif bilesenlerinin kan
kolesterolinii ve plazma fosfolipid seviyesini
diistiriici etkisi oldugu ve HMG-KoA rediiktaz

mhll

enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (Kaneda ve
Tokuda, 1966; Rokujo vd., 1970). Kiltiir mantari-
Agaricns  bisporns  mantarinin - ise  biyoaktif
bilesenlerinin toplam kolesterol, LDL. ve HDL
kolesteroli dustiriicii etkisi oldugu (Rokujo vd.,
1970; Sekiya vd., 2006; Yamada vd., 2007)
belitlenirken, — Pleurotus — ostreatnsun  (Istiridye
mantart) yapisindaki biyoaktif bilesenlerin kan
kolesterold, toplam kolesteroli ve LDL, VLDL,
plazma trigliserit miktarint ve kan basincint
dustriict etkisi oldugu bildirilmistir ( Lelik vd.,
1997; Hossain vd., 2003; Khatun vd., 2007;
Kajaba vd., 2008). Ayrica, literatiirde en yitksek
eritadenin igerigine sahip olan mantar tiriinin
sitake mantart oldugu (317-633 mg/100g) ve
bunun yant sira kiltir mantart (375 mg/100 g) ve
istitidye mantarinin da (212 mg/100 g) bu bilesigi
icerdigi bildirilmistir (Afrin vd., 2016; Enman vd.,
2012).

Mantar tlrlerindeki eritadenin miktatlarint tespit
etmek amaciyla farkll konsantrasyonlardaki
eritadenin standardi HPLC’ ye enjekte edilmis ve
elde edilen kromatogramdaki (Sekil 2) pik alanlart
konsantrasyona karst grafige donistirtilmistiir.
Olusturulan  lineer  kalibrasyon grafigi ve
kalibrasyon denklemi (y= 801036x-14335) ile
orneklerin  eritadenin miktarlart  belitlenmistir.
Eritadenin bilesiginin LOD ve LOQ degetlerini
belirlemek icin elde edilen eritadenin piklerinden
0.0002 mg/I” lik minimum konsantrasyonlu
standart pikinin sinyal/gurtlti oraninin (§/G) 3’
U sagladigi (kromatogramdaki gurilti yiksekligi
0.01 mAU, sinyal yuksekligi 0.03 mAU)
belirlenmigtir. Bu verilere g6re eritadenin
bilesiginin LOD degeri 0.0002 mg/L olarak tespit
edilmistit.

150G T

o A Eritadenin

1]

T ho |

260 nm

;
L3

T T T T T T

Sekil 2. Eritadenin standardinin 260 am dalga boyundaki kromatogrami (A) ve spektrumu (B)
Figure 2. RP-HPL.C chromatogram (A) and spectrum (B) of eritadenine at 260 nm
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Etanol (%060) ile ekstrakte edilen mantarlardaki
eritadenin  bilesigi miktatlart  Cizelge 2' de
belirtilmistir. ~ Sitake  mantarinda  belitlenen
eritadenin miktar1 3338 mg/kg iken, diger ¢alistlan
mantar tirlerinin eritadenin miktatlarnin LOD
degerinin = (0.0002 mg/L) alunda kaldig
belitflenmistit. Doért farkli kiltire alinan ticari
sitake mantar tiriiniin incelendigi bir calismada
mantatlarin metanollii ekstraktlarinin eritadenin
miktatlart 3.17-6.33 mg/g olarak tespit edilitken
(Enman vd., 2007), bir diger caligmada sitake
mantarinin sapka kisminin eritadenin iceriginin
50-70 mg/100 g olarak, sap kisminin ise 30-40
mg/100 g eritadenin icerdigi (Kajaba vd., 2008)
belitflenmistit. Baska bir calismada ise sitake
mantarinin misellerinin 73.7 mg/100 g eritadenin
icerdigi tespit edilmistir (Lelik vd., 1997). Enman
vd., (2007)’nin test ettikleri sitake mantatlarinin
eritadenin miktarlar ile ¢alismamizdaki aym tir
mantarin eritadenin icerigi ile gayet uyumlu
gorinmektedir. Ancak sitake mantarinin sapka,
sap ve misellerinin (Lelik vd., 1997) ayrt ayr1 olarak
degerlendirildigi calismalardaki eritadenin
verilerinin  calismamizdaki degerden oldukeca
distik oldugu géze carpmaktadir. Bunun nedeni
olarak sitake mantarinin  bir butin olarak
calismaya alinmamis olmast ve mantarin diger
kistmlarindan  da  gelebilecek olan  bilesigin
degerlendirmeye alinmamis olmasindan
kaynaklanabilecegi distintlmektedir. Yapilan bir
baska calismada ise Lentinnla edodes (Sitake
mantart) (642.8 mg/100 @), Flamullina velutipes
(Saman mantart) (427.1 mg/100 g), Hericium
Sekil 3 ve 4

erinacens (Aslan yelesi mantart) (409.7 mg/100 g),
Agaricus blagei (Brezilya cayir mantarr) (403.2
mg/100 @), Agaricus bisporns (Kiltir mantatt)
(3755 mg/100 g), Cordyceps militaris (Tirtl
mantart) (367.3 mg/100 g), Pleurotus eryngii (Kral
mantart) (335.8 mg/100 g), Tricholoma matsutake
(Matsutake mantart) (280.1 mg/100 g), Pleurotus
ostreatus (Istiridye mantar) (212.1 mg/100 g),
Ganoderma lucidum (Reishi mantarr) (21.0 mg/100
@) ve Phellinus linteus (Kav mantart) (9.4 mg/100 g)

mantar  tlrlerinin  etanolli  ekstraktlarinda
eritadenin  bilesigi tespit edildigi bildirilmistir
(Afrin  vd., 2016). Bu c¢alismadaki sitake
mantarinin  icerdigi  eritadenin miktar ile

calismamizdaki aym tiir mantarin  eritadenin
miktar1 karsilagtirildiginda kismen duisiik oldugu
gorillmektedir. Diger yandan bu ¢aligma,
eritadenin miktarlart belirlenmis olan diger mantar
tirlerinin ¢alismamizdaki aynt tiir mantarlarda bu
bilesigin tespit edilmemis olmast yoOninden
farklilagmaktadir.  Bu  durumun  varyete
farkliliklarindan ve ekstraksiyon prosediitlerindeki
olast farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi
dustnilmektedir. Yapms oldugumuz calismada
gerek Kayseri bolgesinden toplanan 39 mantar
tiurtinde, gerekse tibbi Ozellik tastyan kiltlire
edilmis 5 mantar tlriinde eritadenin bilesigi tespit
edilememistir. Sitake mantarina ait kromotogram
Sekil 3’ te gOsterilmistir. Literatiirde (Afrin vd.,
2016) eritadenin icerdikleri belirtilen ancak bizim

calismamizda  tespit edemedigimiz  mantar
tiurlerine ait kromatogramlar Sekil 4 te
gbsterilmistir.

Eritadenin

-

.

Sekil 3. Sitake mantarimin 260 nm dalga boyundaki kromatogrami
Figure 3. RP-HPL.C chromatogram of shiitake mushroom at 260 nm
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Sekil 4. Hericium erinacens (A), Pleurotus eryngii (B), Ganoderma lucidum (C), Auricularia polytricha (D)
kromatogramlari
Figure 4. RP-HPL.C chromatograms of Hericium erinacens (A), Pleurotus eryngii (B), Ganoderma lucidum (C),
Auricularia polytricha (D)

Temel bilesen analizi

Temel bilesen analizi (PCA), karmagik veri
kiimesinin boyutunu anlasilabilir ve kolayca
yorumlanabilir bir bicime indirgemek i¢in uygun
bir tekniktir. PCA" nin 4 kismen iliskili orijinal
degiskene uygulanmasindan sonra, ik 2 temel
bilesen tim veri setindeki toplam varyanslarn
%78.89" ini aciklamustir. Degiskenler ve mantar
tirleri arasindaki iliskiler, PCA" nin ikili grafigini
gosteren Sekil 5' te gérillmektedir. Bu grafige gore
ABTS ve toplam fenolik madde igeriginin
birbitleriyle iyi iligkili oldugu goriilmektedir. Tim
mantar tirleri arasinda mantar kodu 10 olan
Lencopaxillus gigantens (Kokulu mantar) mantari,
mantar kodu 12 olan Verpa bobemica (Sahte
kuzugébegi mantar) mantari, mantar kodu 14
olan  Coprinellus  micacens (Mirekkep mantarr)

mantart, mantar kodu 19 olan Swillus Iuteus
(Kaypak mantat) mantari, mantar kodu 28 olan
Agariues sp. (Cayir mantart) mantart ve mantar
kodu 43 olan Russula sp. (Kirilgan mantar)
mantarlarin toplam fenolik madde igerigi ve
ABTS antioksidan aktivite degerleri agisindan iyi
karakterize edildigi gériilmektedir. 1 nolu mantar
(Lentinula  edodes-Sitake mantarr) olan sitake
mantarinin ise eritadenin iceren tek mantar olarak
diger mantar tiirlerinden net bir sekilde ayrildigi ve
bu &zelligi ile karakterize edildigi PCA’ nin ikili
grafiginde  goriilmektedir.  Ikili  grafigin = sol
kisminda yer alan mantar tiirleri ise analiz edilen
degiskenler agisindan benzer 6zellik gdstererek
birlikte gruplandigi goriilmektedir.
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Figure 5. 45 mushroom species and principal component analysis binary data graph with 4 different variables

SONUC

Kayseri bolgesinde dogal olarak yetisen 39 adet
makromantar tiriiniin ve kiltire edilen 6 6nemli
ttbbi mantar tirinin %60 etanol ile elde edilen
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri,
antioksidan  aktiviteleri (ABTS ve DPPH
metotlart) ve kolesterol distiriicli etkiye sahip olan
eritadenin bilesiginin miktar1 arastirilmustir. En
yuksek toplam fenolik madde igerigine sahip
mantar tirinin Swilus lutens (Kaypak mantar)
(2150 mg GAE/100g) oldugu en yiksek
antioksidan aktivite gdsteren mantar tiirlerinin ise
ABTS metodu ile Swillus lutens (Kaypak mantar)
(2211 mg TE/100 g), Agrocybe aegerita (Kavak
mantart) (1981 mg TE/100 g) ve DPPH metodu
ile Leucopaxillus sp. (Kokulu mantar) (1651 mg
TE/100 g) oldugu tespit edilmistit. Eritadenin
bilesigi sitake mantari haricinde incelenen baska
bir mantarda tespit edilememis/diger mantarlarda
ki eritadenin vathg LOD degerinin altindadir.
Eritadenin bilesiginin gézlenebilme siurt (LOD
degeri) 0.0002 mg/L, tayin sinir1 (LOQ degeri) ise

0.00066 mg/L. olarak hesaplanmustir. Literatir
verileri incelendiginde de gliclii fenolik icerik ile
gicli antioksidan aktivitenin birbiriyle iligkili
oldugu ve bu bilginin calismamizdaki Suillus luteus
(Kaypak matntar) mantarinin diger mantar tlrleri
arasinda en ylksek fenolik icerigi ile beraber en
yuksek antioksidan aktivite géstermesi sonuglatt
ile paralellik g6sterdigi belitlenmistir. Elde edilen
sonuglar Suillus lntens (Kaypak mantar) hakkinda
daha detaylt calistlmasi gerektigi sonucunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, farkli antioksidan
aktivite belifleme yontemlerinin dogast geregi
mantarlarin antioksidan aktiviteleri de degiskenlik
gostermektedir.  Bu  nedenle  mantatlarin
antioksidan aktiviteleri beliflenmeye calisilirken
olabildigince farkli metotla tespit yapmaya
calismak elde edilen sonuclarin daha objektf ve
givenilir olmasini saglayacaktr. Ayrica, mantarin
tird gibi genetik faktdrler, giines alma durumu,
sicaklik, rakim, bulundugu enlem derecesi, su (su
stresi), toprak yapisi, hasat dénemi degisimleri,
blylime gelisme sartlari, hasat sonrasi islemler ve
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depolama sartlart gibi cevresel faktorlerin mantar
tirleri  arasinda  biyoaktivite  Ozelliklerinin
degisiklik gistermesinin sebepleri olabilmektedir.
Uzun yillardir Uzakdogu geleneksel tibbinda
Onemli yer tutan ve ginimiizde bati tbbinca
Oonemi fark edilmeye yeni baslanan mantarlarin
yapilarindaki biyoaktif bilesenler tzerine daha

fazla  arastrmalar  yapimali, mantarlardan
ekstrakte edilecek biyoaktift ~ maddelerin
fonksiyonel gidalarda kullamim  olanaklarina

odaklanilmalidir. Yapmis oldugumuz c¢alismalar
sonucunda dogadan toplanan bazi mantarlann
belirlenen bazi biyoaktif 6zelliklerinin  ttbbi
mantarlardan daha yiksek oldugu g6z 6ntinde
bulunduruldugunda ciddi potansiyele sahip
olduklar gérilmektedir. Bu ¢alismadan hareketle
dogadan toplanan mantarlarin tzerinde daha
detayli ¢alismalarin yapilarak kullanim alanlarinin
artturilmasi gerektigi diistintlmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Bu makale ile ilgili olarak kisilerin kendi arasinda
ya da bagka kisiler ve/veya kurumlar ile ctkar
catismast bulunmadigt beyan olunur.

YAZARLARIN KATKISI

Murat Kaya makale konusunu arastirds, tasarlad:
ve calismalart gerceklestirdi. Nese Adanacioglu
calismada kullamilacak materyallerin  teshislerini
yaptt. Murat Kaya ve Serap Berktas makalenin
taslagini olusturdu. Tum yazarlar makalenin
yazimina katkida bulundu, Mustafa CAM
makaleyi tasarladi, makalenin son halini okudu ve
onayladi.
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oz

Siyez bugdayinin kepek ve endosperm tabakalart morfolojik nedenle birbirine stki olarak bagldir. Una
ogutilmesi sirasinda, bu fraksiyonlar tam olarak ayrlamadigindan, degirmen atik/yan urtind olarak
endospermce zengin ortalama %25 kepek aciga ¢ikmaktadir. Bu calismada siyez ve ekmeklik bugday
kepeklerinin eksi hamur dretiminde kullanim olanaklart degerlendirilmistir, farkli hamur veriminde (HV)
spontan fermantasyon ile hazirlanan eksi hamurlar, pH, biyoyararlanim ve fitik asit (PA) degisimleri agisindan
karstlastirlmustir. Siyez kepeginin, ince bugday kepegine gore daha iri taneli oldugu, eksi maya tretimi i¢in
ikinci bir 6giitme islemi gerektigi belitflenmistir. Siyez kepeginden en az HV:200, bugday kepeginden ise en
az HV:300 orantyla eksi hamur hazitlanabildigi tespit edilmistir. 72 saatlik fermantasyon sonucu (HV:300)
ile hazirlanan siyez kepegi eksi hamurunun (pH 3.27), ince bugday kepegi ile hazirlanandan (pH 4.89) daha
fazla asitik gelisimi gosterdigi belirlenmistir. Siyez kepegi (%676.9) biyoyararlanmiminin, bugday kepeginden
(%73.8) daha yiksek oldugu bulunmustur. Diyet lif ve mineral madde kaynagi olarak gidalara ilave edilen
kepek fraksiyonunun uygun HV oraminda spontan fermantasyonu sonucu, PA degradasyonu ve
biyoyararlamim artistyla, kullanildigt gidalarda besinsel kaliteyi ylikseltecegi diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Siyez, Triticun monococcum, ince kepek, eksi hamur

EVALUATION OF USAGE POSSIBILITIES OF EINKORN AND FINE WHEAT
BRAN IN THE SOURDOUGH PRODUCTION

ABSTRACT

As a result of milling of Einkorn whose bran and endosperm layers are closely bond to each other
morphologically, an average of 25% endosperm-tich bran is separated as milling waste/by-product.
In this study, usage potential of einkorn and wheat bran for sourdough production was evaluated.
For this purpose, sourdoughs prepared by spontaneous fermentation by different dough yield (DY)
were compared in terms of pH, bioavailability and phytic acid (PA) degradation. As a result, it was
determined that einkorn bran is more coarse than fine wheat bran, therefore it should be subjected
to a second grinding for sourdough. It was determined that sourdough could be prepared with least
DY:200 ratio from einkorn bran, and least DY:300 ratio from wheat bran. As a result of fermentation
for 72 hours (DY:300), einkorn sourdough showed more acidity (pH 3.27) than wheat bran
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sourdough (pH 4.89). The bioavailability of einkorn sourdough (76.9%) was also higher than wheat
bran sourdough (73.8%). It is thought that the result of the spontaneous fermentation at appropriate
DY ratios of the bran fractions, which are added to foods as source of dietary fiber and minerals, will
increase the nutritional quality of the foods due to increasing PA degradation and bioavailability.
Keywords: Einkorn, T7iticum monococcum, fine bran, sourdough

GIRIS
Siyez (Triticum monococenm L. subsp. monococcum)
ginimiizden yaklasgtk 10 bin yil 6nce kiltire
alinmis ginimuiz bugdaylarinin atasidir.Yitksek
protein, yag icerifine sahip siyez bugdayinin
ginimilz ekmeklik bugdaylarina gére cok daha
yiksek mineral madde igerigine sahip oldugu
bilinmektedir (Brandolini vd., 2008; Hidalgo ve
Brandolini, 2012; Hidalgo ve Brandolini, 2014;
Hendek Ertop ve Atasoy, 2019). Siyez bugdayi,
sikt kavuz yapist ve tek basakeikli olmast nedeniyle
diger bugdaylardan farkli olarak kavuzu ile birlikte
hasat edilmektedir. Morfolojik yapist nedeni ile
diger bugdaylardan kicik olan siyezin kepek
tabakast (perikatp, testa ve aleuron) endosperm
tabakasina (unun elde edildigi merkez kisim) daha
stki bagldir ve kepek tabakast orant da daha
yuksektit (Hendek Ertop ve Atasoy, 2019). Bu
morfolojik farkliliklar nedeniyle siyez bugday:
diger bugdaylarin  islendigi  degirmenlerde
islenememekte ve una donistirilmesinde aymnt
ekipman/diyagram kullanilamamaktadir.
Selektérden  gecirilerek  yabanct  maddeleri
temizlenen kavuzlu siyez taneleri, merkezkag
kuvvetiyle cidara carptirilarak mekaniki bir ayirma
islemi ile kavuzu uzaklastirilmaktadir. Tam tane
olarak 6giitilmekte ve elenerek kepek tabakast ve
un fraksiyonlar ayrilmaktadir. Klasik bugday
ogutme sistemlerindeki ¢oklu rediiksiyon ve
kirma vals sistemlerinden ge¢mediginden ve tam
tanenin  Ogutilmesi temeline dayandigindan
dolay1, “siyez unu daima bir miktar kepek, siyez
kepegi de daima bir miktar endosperm kalintist”
icermektedir. Bu nedenle siyez unu tretiminde
hem tane yapisinin kigik olmasi, hem de
kepek/endosperm ayriminin tam
yapilamamasindan dolayt yan triin olarak 6nemli
miktarda kepek ¢ikmaktadir. Ekmeklik bugdayda
%80-85 randimanla caligilirken, siyezde %55
randimanla ¢aligtimaktadir. Kastamonu’da siyez
i¢in kurulan degirmen sistemlerinde yaklagik %620
kavuz, %25 dizeyinde de kepek yan/atik trin
ctktigr bildirilmektedir. Una 6glitme  sirasinda
kirma  ve  rediksiyon  vals  sistemleri

kullamlamadigindan  dolayt etkin  bir ayrnm
saglanamamakta ve elde edilen kepeklerde
ekmeklik bugdaya gbre daha fazla endosperm
icerigi kalmaktadir. Endospermi olusturan nisasta

agitliklt  karbonhidrat iceriginin ise kepegin
fermente  olabilirligine  katki  saglayacagi
diustnilmektedir.

Tarim ve Orman Bakanhgr 2018 yili verilerine
gore Kastamonu’da 45 bin dekar siyez ekimi
yaptlmstir. Ortalama verimin 300 kg/dekar
oldugu g6z 6ntinde bulunduruldugunda 45 bin
dekar ekim alanindan 13500 ton siyez bugday
hasati elde edilmistir. Yalnizca Kastamonu ilinde
hasat edilen bugdaylarin yarisinin siyez bulguruna,
diger yaristnin da una islendigi disinilduginde,
selektor ve kavuz ayirma islemlerinden gegcirilmis
siyez bugdayindan yaklagitk 1000-1250 ton siyez
kepegi agiga ctktigt tahmin edilmektedir. Elde
edilen siyez kepeginin tamamina yakint ise hayvan
yemi olarak satisa sunulmaktadir.

Ekmekeilik sektériinde kepek kullanimi eski ve
yaygin bir uygulamadir. Tirk Gida Kodeksine
gobre bir ekmegin “kepekli ekmek™ olabilmesi icin
un agirhigt tzerinden en fazla %30 kepek icermesi
gereklidir. Bu amacla ince bugday kepegi ekmek
hamuruna yogurma sirasinda direkt olarak ilave
edilmekte, hamurun su kaldirma orani ve teksturu
tzerinde de etkili olmaktadir. Ekmekte eksi maya
(eksi hamur) kullanimi ise tlkemiz bagta olmak
tzere pek ¢ok tlkede kullanimi devam eden
geleneksel ekmek yapim yontemlerinden biridir.
Cok asamali spontan fermantasyon veya starter
laveli fermantasyon ile hamurun ecksitilmesi
metoduna dayanan bu yoéntemde, temel olarak
laktik asit fermantasyonu meydana gelmekle
bitlikte, ~ mikrobiyotayt ~ 1/100  oraninda
maya/laktik asit bakterilerinin (LAB) olusturdugu
bilinmektedir (Gobbetti vd., 1994). Bakterilerin
cogunu Lactobacillus cinsine ait tiitler olustururken
(Corsetti ve Settanni, 2007), maya
populasyonunun buyitk bélimiiniin Saccharonzyces
cerevisiae oldugu bilinmektedir (Salovaara ve
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Savolainen, 1984). Sonucta laktik asitin yant sira
onemli diizeydeki asetik asit, COz, alkol ve diger
ucucu bilesikler meydana gelmektedir (De Vuyst
ve Neysen, 2005). Eksi hamur fermantasyonu,
homofermentatif ve heterofermentatif LAB’nin
faaliyetine  dayanmasina ragmen, metabolit
olusumunda maya ve LABleri arasindaki
interaksiyonun etkili oldugu disinilmektedir
(Martinez Anaya vd, 1990). Yapilan calismalar,
geleneksel  eksi  maya Uretiminde  kepek
kullaniminin fermantasyonu tesvik ettigini, asitligi
arturdigini, hem eksi maya kitlesini hem de
kullamldig ekmek lezzet profilini
zenginlestirdigini ortaya c¢tkarmustir (Katina vd.,
20006). Ayrica diyetle alinan kepekli gidalar
kalsiyum, potasyum, magnezyum, demir, ¢inko ve
fosfor gibi elementler acisindan da iyi bir mineral
kaynak olmaktaditlar. Diger taraftan minerallerin
biyoyararlanimlari, fitat ve myo-inositol hegza
fosfat’in varhgi ile sinirh olabilmektedir (Poutanen
vd., 2009). Ancak fermantasyon prosesiyle gelisen
asitik ve endojen enzim aktivitesindeki artis,
antinutrientlerin  ytkiminda Onemli bir aractir
(Hendek Ertop ve Bektas, 2018). Yapilan bir
aragtirmaya gore kepegin 6n fermantasyonu ile
LAB’leri, fitat parcalamasini  %90’a  kadar
artirmakta ve bu artis Ozellikle magnezyum ve
fosfor c¢ozuntrliginde meydana gelmektedir
(Poutanen vd., 2009). Eksi hamur fermantasyonu,
tam tahil unlarinin mineral ¢6ztntrliginde etkili,
ancak yalnizca kepek kullanimi durumunda daha
az etkili bulunmustur (Lioger vd., 2007).

Literattirde siyez ununun eksi hamur tretiminde
kullanimina dair olduk¢a az sayida calisma
(Antognoni vd., 2017; Cakir vd., 2020) varken,
siyez  kepeginin  degerendirilmesine  dair
arastirmaya ise rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile
degirmencilik yan Grind olarak 6nemli diizeyde
ortaya ¢tkan siyez kepeginin, endustriyel kullantmi
kabul gérmiis ekmeklik bugday kepegine alternatif
olarak  eksi hamur Uretiminde kullanimi
degerlendirilmistir. Hem eksi maya Gretimi igin
sektére yeni bir hammadde, hem de gliinimiz
tiketicilerinin ~ katkisiz,  fonksiyonel
beklentilerine 6nemli bir alternatif sunulmast
hedeflenmigtir. Diger taraftan yiksek dizeyde
ctkan  degirmencilik  atik/yan

uruan

uranunun

fermantasyonla insan beslenmesinde kullanilabilir
forma donustirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Eksi maya tretiminde kullanilacak siyez ve
ekmeklik  bugday kepekleri Ucbasak un
fabrikasindan (Devrekani, Kastamonu) 2019 yaz
déneminde hasat edilmis bugdaylardan temin
edilmistir. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan
MRS agar, oksijen tutucu Anaerocult A ile diger
analizlerde kullamlan HNOs;, H>SO4, HCI, gibi
kimyasallar Merck (Almanya)’dan, pepsin enzimi,
C6H6024P6Na12 ve HO, ise Sigma Aldrich
(Almanya)’dan temin edilmistir.

Hamur Verimi

Eksi hamur yapiminda performanst etkileyen
onemli faktorlerden bir tanesi de un/su oranidir
ve Hamur Verimi (HV) (Dough yield) degeri ile
ifade edilir. Un ile yapilan calismalarda;

aY = (Kullanilan su miktar: + Kullanilan un miktart)

Kullanilan un miktart x100 (1)
formild (1) ile hesaplanan HV:200 degerti en iyi
sonuglart verdiginden dolayt (Chavan ve Chavan,
2011) bu calisgmada da 1:1 (su:kepek) orani ile
baslanmus, icerikleri birbirinden farkli iki bugday
kepegi kullanilacagindan dolayt uygun HV
oraninin tespit edilebilmesi icin HV:200, 250, 300,
350, 400 oranlarinda calisgmalar yapilmistir

Spontan Fermantasyonla Ekgi Maya Uretimi
Calismada  farkli HV  oranlarindaki  eksi
hamurlatin hazirlanmasinda, kepek miktart sabit
tutularak (100g), HV:200 i¢in 100 mL su; HV:250
icin 150 mL su; HV:300 icin 200 mL su; HV:350
icin 250 ml su, HV:400 icin de 300 ml su
kullanidarak spontan fermantasyon
gerceklestirilmistir. Bu amagla 100 g kepek, 100
mlL (HV:200 icin) su ile homojen karisim
yapilarak sogutmali inkiibatérde (JSR, Kore) 26
°C’de (Chavan ve Chavan, 2011) fermantasyona
birakidmustir. Cok asamali (multiple-step) standart
cksi hamur tiretiminde, hamurun iki veya t¢ defa
yenilenmesi (Hansen, 2012), ve pH 4.0-4.5
diizeyinde olmasi istendiginden 24 saat aralikla
kepek eksi mayalarimn pH degisimleri tespit
edilmistir. 24 saatlik fermantasyon sonrast HV
oraninin (200 igin) bozulmamast igin tekrar 100 g
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kepek ve 100 mL su ilave edilip kangim
yenilenerek, 26 °C de fermantasyona birakilmistir.
Bu islem 48.saat’te tekrar edilerek, fermantasyona
72 saat streyle devam edilmistir. Farklh HV
oranlarina sahip eksi hamurlarin her 24 saat’te pH
gelisimleri zamana baglt olarak belirlenmistir.

Temel Bilesen Analizleri
Kepek numunelerinden 5 g tartilarak 6nceden 130

‘Cde kurutularak  darast alinmis  kaplara
konulmustur. Etivde 105 °Cde 12 saat
kurutulduktan sonra, kurumadan Onceki ve

sonraki degerlerin  kullanimuyla nem miktar
hesaplanmistir  (AACC  Metod 44-19, 1990).
Kepek 6rneklerin kil firninda 600 °C’de beyaz
kil olugup sabit tartima gelene kadar yakilmasiyla
kil miktart (%) beliflenmistir (AACC Metod 08-
03, 1990). Kjeldahl yontemine gbre yart otomatik
protein  tayin  cihazt  kullamlarak  kepek
Orneklerinin toplam azot igerikleri tespit edilmis
(AACC Metod 46-12, 1990), sonuglarin ifadesi
icin 5.7 gevirme fakt6ri ile carpilmistir. Soxhelet
yontemi  kullanlarak 6rneklerin - toplam  yag
icerikleri (AACC Metod 30-25.01, 1990)
belirlenmistir. Tum degetler 2 paralel olarak
calistlmistir. Yag, rutubet, kil ve protein igerik
toplaminin =~ 100’den  ¢ikartilmast  ile  genel
karbonhidrat igerigi hesaplanmistir. Kepek eksi
hamurlarinda asitlik gelisiminin tespiti icin pH
metre probunun direkt karisima batirilmasiyla
oleim yapilmistir.

Fitik Asit Tayini

0.06 g ormek 10 mL 0.1 N HCl ile 1 saat
calkalayicida calkalanarak ve toplamda 24 saat aynt
kapta bekletilerek ekstrakte edilmistir. Bu
ckstrakttan paralel olarak 2 adet test tipine 0.5
mL alinarak, 1 mL ferrik solisyonu (23 pg/ml)
ilave edilmis ve agizlari kapali olarak 105 °C’de
kaynar su banyosunda 30 dak tutulmustur. Tipler
buz banyosunda oda sicakligina hizla sogutulmus,
2 mlL 22-bipiridin ¢6zeltisi (1%) ilave edilerek
vorteks ile karstirlmis ve 45 sn sonra kiivetlere
aktarilarak ve spektrofotometrede 510 nm dalga
boyunda optik yogunlugu okuma yapimustir.
Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda fitik asitin
sodyum tuzu (CeHsO24PsNayz) referans olarak
kullantddmustir. Stok ¢6zelti 0.15 g sodyum fitatin
10 mL saf suda c¢ézindurilmesi ile hazirlanmus,

referans sollsyon ise stok soliisyonun HCI ile
seyreltilmesiyle  hazitlanmistir  (3-30  pg/mL
arasinda) (Haug ve Lantzsch, 1983; Ahmad vd.,
2013).

Biyoyararlanim

Ornek tizerine 25 ml. pepsin ¢ozeltisi (0.03 N
HCl + 2 g pepsin) ilave edilip c¢alkalamali
inkiibatorde 37°C’de 3 saat tutulmus,
sonunda her bir 6rnek standart kilstiz filtre
kagidindan stzilmiistiir. Filtre kagidinda kalan
kisim filtre kagidi ile birlikte kil firtninda yakilarak
kil miktart belirlenmistir. Bulunan deger toplam
kil miktarindan  cikarlarak  sindirilebilir kil
miktart bulunmugtur. Bu degetler kullanilarak
agagidaki formile gbre mineral biyoyararlanim
diger bir ifadeyle Kiil Sindirilebilirlik Orani (IKKSO)
hesaplanmustir (2) (Saharan vd., 2001; Bilgicli ve
Tirker, 2004; Bilgicli vd., 2008).

sure

KSO (%) = Sindirilebilir Kul Miktart ™ )
o= Toplam Kul Miktart X Q)

Mineral Madde Kompozisyonu

On yakma islemi i¢in HNO3 (67 % v/v) ve H2O»
kullanilmustir. Icerisinde farkli elementler bulunan
standart stok ¢ozeltisi kalibrasyon standartlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Ornekler
mikrodalga yakma sistemi (Millestone MLS 1200,
Italya) kullanilarak yakilmis, bunun icin kiigiik
parcalar halinde sistemin teflon siseleri icerisine
tartilip, Gzerine HNO3 ve HyO» ilave edilmistir.
Agizlart kapatilarak sisteme yetlestirilen siselere
O6n yakma (oda sicakhiginda) 15 dak., ylkselme
(1200 W’a 150 °C), 10 dak. sabit tutma (1200
W’da 150 °C’de), sogutma (30 dak.) 250W yakma
programt uygulanmustir. Ornek ¢ozeltiler oda
sicakligina sogutulduktan sonra mineral icerigin
tespiti indiktif olarak eslesmis plazma optik
emisyon  spektrometresi ~ (ICP-OES)  ile
gerceklestirilmisgtir.

Laktik Asit Bakteri Sayimi

Farklh HV oranlart ile hazirlanan kepek eksi
hamurlarinin 72 saat’lik fermantasyon sonunda
LAB sayimi yapilmustir. Bunun igin 10 g 6rnek 90
mlL steril fizyolojik tuzlu suda (FTS) homojenize
edilmistir. Bu sekilde hazitlanan  107lik
seyreltiden 1’er mL 9 mI’lik FTS’lere aktarlarak
diger seyreltmeler yapilmustir. Uygun
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dilisyonlardan MRS Agar besiyeri tizerine, 0.1’er
mL ylzeye yayma yontemiyle ekim yapidmistir.
Petri kutulari anaerobik kavanozda (Anaerocult A
kullanilarak) 36.5 °C’de 2 glin siireyle inkiibe
edilmis ve petri kutularindaki koloniler saydmistir
(Giirgiin ve Halkman, 1990).

Istatistiksel Analiz

Calismada, temel bilesen analizleri 2 paralel,
mineral madde igerikleri 3 paralel olarak dl¢timleri
gerceklestirilmistir.  Sonuglar ortalamaztstandart
sapma olarak verilmistir. Analiz sonuglarina ait

verilerin  karstlastirlmasinda ~ SPSS 17.0.1
programt (SPSS Inc., Chicago, Illinois, US); coklu
veriler icin ANOVA testi; ikili karsilastirmalarda
ise student-7 testi (p<< 0.05) kullamlmistrr.

SONUC VE TARTISMA
Kepek  Orneklerinin
Ozellikleri

Calismamizda kullanilan siyez kepegi ve ekmeklik
ince bugday kepegine dair kimyasal 6zellikler
Cizelge 1.’de verilmistir.

Temel  Bilesen

Cizelge 1. Kepek 6rneklerinin temel bilesenleri

Table 1. Main component of bran samples

Rutubet (%) Kiil (%) Protein (%)  Yag (%) Karbgz;“drat (igl/kl ‘8%1;)
) Sore!
Moisture (%) Ash (%) Protein (%) Fat %) Carbolydrate (%) Phytic acid(mg] 1002)
Ekmeklik
ince bugday
kepegi 10.88+0.01 4.2940.04 15961021 436+0.13  64.57+0.14 293.18+1.72
Fine wheat
bran
Styezkepegl 10574005 2204001 13.57+018  2.4250.09 71.54+0.08 212.03+1.65
Einkorn bran
> 1k
£ degeri 0.010 0.012 0.056 0.043 0.013 0.013
p value

* (p<<0.05) degerler arast farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu géstermektedir

*(p<0.05) means that the values statistically different

Cizelge 1.deki sonuglara gbre siyez bugday
kepeginin  karbonhidrat  icerigi  yiksek
bulunmustur. Karbonhidrat iceriginin lif ve
nisastall endospermden olustugu
disiinilmektedir. Siyez bugdayt kepek ve
endosperm fraksiyonlarinin morfolojik olarak
bitisik olmast nedeniyle normal  bugday
degirmeninde 6gutilememekte ve kabuk kismi
soyulamamaktadir.  Bu  nedenle
uzaklastirilan siyez bugdayi tam bugday formunda
tas degirmende Ogitilmekte, daha sonra elek
sistemlerinden gecirilerek kepegi ayrilmaktadir.
Ancak bu siirecte kepek icerigine 6nemli diizeyde
unsu endosperm fraksiyonu da karismaktadir.
Kepek ile birlikte ayrilan endosperm kisminin eksi
hamur  fermantasyonunu  tegvik  edecegi
distntlmektedit.

kavuzu

Cizelge 1.’de ince bugday kepeginin 6zellikle kil
miktar1 agisindan yitksek oldugu tespit edilmis,
buna istinaden her iki numunede de mineral
madde dagilimlari incelenmistir (Cizelge 2.).

Ekmeklik bugday kepeginin toplam kil icerigi
gibi, mineral madde dagilimu da siyez kepeginden
daha yuksek (»<0.05) bulunmustur. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda siyez bugdayr mineral madde
icerikleri, bugdaydan daha yitksek bulunmasina
ragmen (Hendek Ertop ve Atasoy, 2019), mineral
maddelerin = bugdayin farkli  fraksiyonlarinda
lokalize olmalarindan dolayt bu calisgmada farkls
sonug elde edilmistir. Siyez kepeginde daha fazla
endosperm kalintist bulunmasi, tahillarda 6zellikle
kabukta yogunlasan mineral maddelerin oransal
olarak diigiik ¢tkmasina neden olmustur.
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Cizelge 2. Kepek 6rneklerinin mineral madde icerikleri
Table 2. Mineral content of bran samples

Na K Ca Mg P
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Ekmeklik  ince

bugday kepegi 94.80%0.60 1182040421.60  2243.2041320  3301.00+18.80  10780.80+10.20
Fine wheat bran

Siyez kepedd 63.40£0.80 52012041820 714604440 899404420  4940.80+19.00
Einkorn bran

s
£ degeri 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000
p value
Fe Mn Zn Cu Se
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (ng/kg) (ng/kg)

Ekmeklik  ince

bugday kepegi  115.80%0.60 145.60+0.00 99.80+0.40  8872.801249.20  1418.60+159.40
Fine wheat bran

Siyez kepegi 55.40+0.20 20.80+0.00 39.00+0.20 <0.00 974.80+50.20
Einkorn bran

Searik
£ degeri 0.000 0.000 0.000 0.000 0.220
p value
* (P<0.05) degetler arasi farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu géstermektedir
*(P<0.05) means that the values statistically different
Cizelge 3. Kepek 6rneklerinin elek analiz sonuglart
Table 3. Sieve analyses of bran samples
425 y iistil 212 iistii 212 pala
(%) %) (%)

Ekmeklik ince bugday

kepegi 33.18+1.50 44.90£0.95 21.92£1.00

Fine wheat bran

Siyez kepegi 79.92+2.20 16.12+1.60 3.960.60

Einkorn bran

o
p deger 0.020 0.021 0.035
b value

Cizelge 3.’de gorilecegi Gzere siyez kepeginin 425
p elek dsti miktart %79.92°dir, ekmeklik ince
bugday kepeginden ¢ok daha biyik partikil
buyikligine sahiptir. 212 p elek altt ve Ustil
fraksiyon oranlart ise daha dustiktir. Bu sonuglara
gore eksi maya hazirlama asamasinda rnek kepek
materyallerimizin Ogitilerek ve elenerek aymt
partiktl buytikligine getirilmesi gerektigine karar

verilmistir.  Kepek — 6rnekleri  laboratuvar
degirmeninde 425 pwdan tamamen gecebilecek
boyuta kadar 6gutilmistir.

Kepek Orneklerinin Fermantasyonu ve Eksi
Hamur Uretimi

Eksi hamur yapmminda performans: etkileyen
onemli faktorlerden bir tanesi de un/su oranidir
ve Hamur Verimi (HV) degeri ile ifade
edilmektedir. Literatirde undan HV:200 ile
yaptlan calismalarda en iyi sonuclarn alindig
belirtildiginden dolayt (Chavan ve Chavan, 2011)
6n denemelere bu oranla baglanmistir. Bu amagla
100 g kepek+100 mL su (HV:200); 100 ¢
kepek+150 mL su (HV:250); 100 g kepek+200
mL su (HV:300); 100 g kepek+250 mL su
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(HV:350) ve 100 g kepek+300 mL su (HV:400) ile
homojen  karisgm  yapilarak 26 °C’de
fermantasyona birakilmislar ve pH degerlerindeki
degisim takip edilerek spontan fermente
olabilirlikleri degerlendirilmistir. Siyez kepegi ve
ince bugday kepek boyutlar 6gitilerek 425 w’dan
gegebilecek esit boyuta getirilmelerine ragmen,
farkll icerige sahip olmalann nedeniyle aym
miktarda ile kanstirldiklarinda  aynt
absorbsiyonunu  gostermemislerdir.  Bugday

su su

Cizelge 4. Farkli HV oranlarina sahip eksi mayal

kepegi, yiiksek diizeyde su absorbladigindan
dolayt HV: 200 ve 250 oranlart ile eksi hamur elde
edilememis, en az HV:300 ve Uzeri oranlarda
karnigim yapilabilmistir. Siyez bugday kepeginin ise
su absorblama niteligi daha distk oldugundan
dolay literatiirde bugday unu icin de tavsiye edilen
(Chavan ve Chavan, 2011) HV:200, 250 ve 300
oranlarinda eksi hamur hazirlanabilmistir. Ayrica
daha yiksek diizeyde su kaldirmamis, HV: 300
tzerinde eksi hamur elde edilememistir.

arin zamana bagl pH degisimleri, LAB, fitik asitk ve

biyoyararlamim degerleri
Table 4. pH, 1.AB digerstibility values and phytic acid content of the sourdough samples prepared with diferent Dongh
Yield (DY)
Siyezkepegi Ekmeklik ince bugday kepegi
Einkorn bran Fine wheat bran
Zaman (saat) HV:200 HV:250 HV:300 HV:300 HV:350 HV:400
Time(hour) DY:200 DY:250 DY:300 DY:300 DY:350 DY:400
0 5.87+0.12+" 6.08%+0.102 6.00+0.192 6.02%0.192 597+0.14»  6.07£0.17»
pH 24 5.88%+0.12# 5.69%0.142 4.55%+0.10b 571£0.09  5.74£0.08®>  5.80%0.112
48 4.41£0.04> 4.46£0.09>  4.20£0.078>  5.27%+0.372 5.18%+0.09>  5.35%0.082
72 3.87+0.02¢ 3.63+0.22b 3.27+0.07¢ 4.89%0.14» 3.67+0.13¢  3.71+0.21b
LAB (kob/g) 6.107 8.107 5.107 12.10° 10.10° 11.10°
Fitik asit
Phytic acid 190.98+0.01* 155.14£0.01> 69.47£0.02¢ 108.56£0.01¢ 85.92+0.014 68.44%+0.01f
(mg/ 100g)
Mineral
Biyoyaratlanim c N . B b .
Mineral Digestibility 70.40 71.60 76.90 73.08 78.66 82.68
%)

HV: Hamur verimi; LAB: Laktik asit bakteri sayist

*Farkli harfler 6rnek degerleri arasi farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (p< 0.05)

DY: Dongh Yield: 1. AB: Counts of lactic acid bacteria

*Different letters means that the values statistically different between the samples (p <0.05)

Eksi Hamur Orneklerinin Nitelikleri

Ik asamada beliflenen HV degerlerine gore
hazirlanan siyez ve ince bugday kepekleri ile
hazirlanan ~ ekst  kansimlan 26 °C’de
fermantasyona birakiarak pH degetlerindeki
degisim saptanmustir (Cizelge 4). Eksi hamutlarda
zamana baglt olarak gelisen fermantasyonla
birlikte pH degetlerinde diisiis meydana geldigi,
Ozellikle 72 saat sonunda, pH degerlerinin

baslangic degetlerine gore istatistiki olarak da
farkli (P<0.05) oldugu belitlenmistir. Gerek siyez
kepegi gerekse bugday kepegi kendi icinde
degerlendirildiginde HV oranin  yitkselmesinin
yani eksi hamurdaki su oraninin artirllmasinin pH
dististing tesvik ettigi belitlenmistir. Bu durum
Cizelge 4’de 72 saat sonunda aynt bugday
kepeklerinin  farkli HV oranlarina ait pH
degerlerinde agikea  gériilmektedir.  HV:300
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oraninda hazirlanmis siyez ve ince bugday kepekli
eksi hamurlarin 72 saat sonundaki pH diizeyleri
karsilastirildiginda ise siyez kepegi ile hazirlanan
ornegin pH seviyesi ¢ok daha disik (pH:3.27)
bulunmustur.  Cakir  vd. (2020) yaptiklan
calismada, siyez unu ve bugday unundan ¢ok
asamalt  fermantasyon ile drettikleri  eksi
hamurlardaki asitlik gelisimini incelemisler, aynt
stire sonunda siyez bugday unu eksi hamurundaki
pH dizeyinin (3.35), bugday eksi
hamurundan (3.47) daha disik oldugunu
bulmusglardir.

unu

72 saat sonunda kepek eksi hamur Srneklerinin
timiinde yapilan laktik asit bakteri (LAB) sayimit
sonucunda 10° kob/g duzeyinde LAB tespit
edilmistir. Gidada starter olarak kullanilacak
kaynagin 107 kob/g dizeyinde mikroorganizma
icermesi beklendiginden, elde edilen sonuca gére
kepekli eksi hamur 6rneklerinin tamami ekmek
hamuruna ilave edilebilecek yeterli mikrobiyota
diizeyine 24 ve 48. saatlerde yapilan iki yenileme
ve toplam 72 saatlik fermantasyon sonucu
ulagsmustir.  Eksi  hamurlarla  yapilan  farkli
calismalarda LAB iceriginin 10510° diizeyinde
oldugu belitlenmistir (Cakir vd., 2020; Hendek
Ertop vd., 2018; Lonner vd., 1986)

Calisma baslangicinda fitik asit igerikleri siyez
kepegi icin 212.03 mg/100g, ince bugday kepegi
icin 293.18 mg/100 olarak tespit edilmistir.
Orneklerin 72 saat sonunda fitik asit dizeyleri
karsilastirildiginda, eksi hamur hazirlamada HV
diizeyi yikseldikce yani su orant arttikea fitik asit
diizeyletinin de azaldigi, diger bir ifadeyle fitik asit
degredasyonunun arttig tespit edilmistir (Cizelge
4). Ozellikle HV: 300 oranlt (kepek 100: su 200
orant) siyez kepekli eksi hamurda fitik asit
diizeyinin  69.47 mg/100 g dizeyine kadar
diistigu tespit edilmistir. Aymt HV oraninda ince
bugday kepegi eksi mayasinda ise 108.56 mg/100g
diizeyinde ~ bulunmustur.  Islem  g6rmemis
kepeklerdeki fitik asit diizeyleri (Siyez kepegi:
212.03 mg/100g, Bugday kepegi: 293.18
mg/100g) g6z 6ntne alindiginda fermantasyon ile
fitik asit dizeylerinde dustis saglandigl acikea
gorilmektedir. Benzer sckilde ince bugday
kepeginden dretilen cksi hamurlarda da su
miktartnin - artisina bagh  olarak  fitk  asit

dizeylerinde  azalma  oldugu  belirlenmis,
HV:400°de 68.44 mg/100 g olarak saptanmuistir.
Fermantasyonun, tahil tanelerindeki
antinutrientlerin seviyesini azaltan buna bagl da
in-vitro  proteinlerin  sindirebilirliligini  artiran
(Elhag vd., 2002), minerallerin biyoyararlanim
oranint yikselten (Badau vd., 2005) 6nemli bir
uygulama oldugu da bilinmektedir. Bu ¢alismada
da azalan fitik asit diizeyine baglt biyoyararlanim
oranlarinda artis oldugu tespit edilmistir. Bir
antinutrient olan fitik asitin 6 fosforlu myo-
inositol halka yapisinin, tahillarda zaten kisith olan
¢inko ve demir gibi minerallere karst baglayict ve
biyoyararlammi  kisitlayict  bir  etmen oldugu
bilinmektedir (Hendek Ertop vd., 2020).

Fermantasyon stiresince etkili en 6nemli
mikroorganizmalar LAB’leri ve mayalardir.
Fermantasyonda LAB tarafindan glikoz kullanimi
ile tretilen laktk asit ve diger organik asitler ile,
mayalar tarafindan oksijensiz ortamda alkol
fermantasyonu ile tretilen CO gazinin suda
¢ozuinmesi ile olusan karbonik asit ortam
asitliginin artmasina neden olur. Bu da fitik asidin
yikimt i¢in dogal ortam ve optimum pH
kosullartnin olusmasini (Haard vd.,1989) saglar.
Buna bagh olarak fitk asit ve diger bazt
antinutrient bilesiklerin miktarinda azalis meydana
gelmektedir. Gobbetti vd. (2014), fermantasyon
prosesi ile artan  asitligin, fitk  asidin
degradasyonunu saglayan fitaz enziminin aktif
oldugu pH 4.0-6.0 ortamint da olusturdugunu
bildirmistir. Leenhardt vd. (2005), ise eksi hamur
fermantasyonunda LAB’nin olusturdugu asitlikle
ortam pH’nin 5.5 degerinin altina distigind,
artan fitaz aktivitesi sayesinde bugday unundaki
fittk asit igeriginin % 70 oraninda azaldigini
bildirmistir. Fitik asitin yikiminda etkili fitaz
enzimi kaynaginin tanedeki pasif endojen fitazlar
olabilecegi gibi fermantasyonda ¢ogalarak ortam
mikrobiyotasint  olusturan LAB ve mayalann
mikrobiyal fitazlari da olabilecegi belirtilmektedir
(Poutanen vd., 2009). Dolayistyla fermantasyonla
fitik asitte meydana gelen azalisin fermantasyon
strasinda mikroorganizmalarin direkt veya dolayli
etkilerinden kaynaklandig1 séylenebilir (Gupta
vd., 2015). Diger taraftan fitik asitin yitkilmasinda
fermantasyon siire ve kosullarimin da 6nemli
oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir calismada % 2
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maya oranina sahip hamurda 3 saat fermantasyon
sonucu fitat fosforunun yaklasik % 25 oraninda
azaldigi,  feremantasyon  siiresi 5  saate
ctkanldiginda ise fitat fosforun % 27 oraninda
degrade oldugu belirtilmistir (Tangkonchitr vd.,
1981). Ekmek yapim prosesinde ise fitazin, fitik

asidi % 60’a kadar azalttg1 rapor edilmistir (Erdal
vd., 1998). Farkli bir arasturmada da kepege
uygulanan 6n fermantasyonla LAB’nin, fitatlar1 %
90’a kadar parcalayabildigi, 6zellikle Mg ve P
iyonlarinin  ¢oziintrliginde etkili artts meydana
geldigi belirtilmistir (Poutanen vd., 2009).
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Sekil 1. HV:300 oraninda siyez ve bugday kepegi eksi hamurlarinin zamana bagli pH degisimleri
Figure 1. Time-dependent pH changes of the sourdough samples (Dough Yield:300) prepared with einkorn and fine
wheat bran

Aynit kepek ve su oranina sahip olmalart nedeniyle
HV:300 oraninda siyez kepegi ve bugday
kepeginden hazirlanan eksi hamurlarin 26 °C’de
fermantasyonlarindaki pH degisimleri
incelendiginde (Sekil 1), siyez kepegi eksi
mayasinda 6zellikle ilk 24 saatten sonra ¢ok daha
hizlt ve kesikli olmayan bir pH disisi izlendigi
gorilmektedir. 72 saat sonunda nihai pH degerleri
arasinda biytk fark olmamakla birlikte Siyez
kepegi eksi hamurunun (3.27) bugday kepeginden
(4.89) daha disik pH degerine sahip oldugu da
tespit edilmistir.

SONUC
Calismamizda siyez kepegi ile cksi maya
Uretiminin mimkiin oldugu, spontan

fermantasyon sonucu ince bugday kepegi ile
hazirlanan cksi maya ile aymt LAB dizeyine
ulastigt belirlenmistir. Diger taraftan daha az su

absorbe ettiginden dolayt bugday unu icin tavsiye
edilen oranda yani HV:200 dizeyinde siyez
kepeginden eksi maya tiretiminin miimkiin oldugu
belirlenmis, ince bugday kepegi ise yitksek oranda
su cektiginden dolay1 en disiik HV:300 oraninda
cksi maya hazirlanabilecegi belitlenmistir. Siyez
kepeginin degirmen ¢tkisinda teknolojik ve
morfolojik nedenlerle iri endosperm pargalart
icermesi nedeniyle direkt kullanima uygun
olmadigy, ekmek firinlarinda eksi maya tretilerek
ekmek hamuruna ilave edilebilmesi icin ilave bir
ogutme islemi ile inceltilmesi  gerektigi
dustintlmektedir. Tahil ve baklagil kepek/kavuz
tabakalarinda yiksek diizeyde bulunan ve besinsel
biyoyarayisliligt kisitlayan 6nemli
antinutrientlerden olan fitik asitin siyez eksi
hamurunda daha yiiksek diizeyde yitkima ugradigt
da belitlenmistir. Calisgmada, artan HV oranina
yani su icerigindeki artisa bagh olarak kepek eksi
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mayalarinda  fittk asit iceriklerinin  azaldigi,
fermantasyonla degrade oldugu
biyoyararlanimlann ise arttigi tespit edilmistir.
Artan su icerigine bagh olarak LAB sayilarinda
Onemli bir degisim tespit edilmemekle birlikte pH
degerlerinin daha fazla dustigl belirlenmistir.
Fitik asit degradasyonunda ortam asitligindeki
artisa  bagl olarak fitaz enzim aktivitesinin
artigtnin etkili  oldugu  disinilmektedir.
Fermantasyon hem fitik asit gibi antinutrientlerin
degradasyonunu saglamakta, hem de gidalardaki
besinlerin biyoyararlanimini da  arttirmaktadir.
Dolayistyla diyet lif ve mineral madde takviyesi
nedeniyle gidalara ilave edilen kepek fraksiyonuna
kullanim oncesi fermantasyon islemi
uygulamasinin, kullamldigt gidalarda disik fitik

asit icerigine baglt olarak, protein/mineral
biyoyararlaniminda  da  artig  saglayacagt
ongorilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Bu makalede vyazarlarin, bagka kisiler veya
kurumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI
Bu calisma FO ve MHE tarafindan tasarlanmus ve
analizleri  gerceklestirilmistir. Tum  yazarlar

makalenin yazimina katkida bulunmus, son halini
okuyarak onaylamistir.
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oz

Gelenceksel et tiretiminin iklime, dogaya ve dolayistyla cevreye olan olumsuz etkisi, et Griinletine olan talebin
surdirtilebilir boyutlarda kargilanabilmesi icin bazt yesil teknolojiler, yapay et, bécek proteini ve et analoglar
gibi yenilik¢i uygulamalar glindeme getirmistir. Et endistrisinde genetik secilime ugramus, verimi ylksek
hayvan Uretiminin ve nesneletin interneti teknolojisi kullanilarak ¢evrimici stirli takibinin yapilabildigi, etkili
attk bertarafina sahip akillt ciftlik tasarimlan yayginlasmaktadir. Stnurlt kaynaklarin verimli kullandlmast
ilkesiyle tretilen hammaddenin ¢evre dostu yenilikci isleme ve muhafaza teknolojiletiyle et tedarik zincirinde
yer almasi da ciftlikten catala strdirilebilir et teminini saglayabilecek uygulamalardandir. Gelecegin umut
veren gidast olarak gériilen, ancak, saglik tizerine etkileri yeterince arastirilmamus, yiiksek maliyetli yapay etin,
alternatif protein kaynagi olarak boceklerin veya et analoglarinin titketiminin yayginlastirilmast gibi ¢6zim
yollarinin ise titketici kabul edilitligi sinirhidir. Gelecek nesilletin yasam kalitesinin artirlmasinda, giincel
arastirmalara konu olan yenilikei yesil uygulamalarin, ekonomik, sosyal ve cevresel surdirilebilitlik ilkeleri
g6z 6ninde bulundurularak bitinsel yaklasimla sektore kazandirilmasi sektérdeki tim paydaslarin
sorumlulugudur.

Anahtar kelimeler: Stirdiriilebilir et tiretimi, Akilh ¢iftlikler, Yenilik¢i teknolojilet, Yapay et, Bocek proteini,
Et analoglan

NOVEL APPROACHES FOR A SUSTAINABLE MEAT PRODUCTION
ABSTRACT

The impact of traditional meat production on the environment has prompted the search for
alternative production approaches geared towards sustainable operations. Examples of these novel
approaches so-called green technologies include artificial meat, meat analogs, new protein sources
like from insects. In the meat sector, smart farms where online herd monitoring is performed using
Internet of Things technology are becoming widespread. These farms use genome-wide selection
approaches producing high yield animals. To process the raw material produced with these systems
using innovative processing and preservation technologies is a promising way to ensure a meat supply
in a sustainable framework. Artificial meat, meat analogs and the usage of meat protein alternatives
have limited consumer acceptance. These innovative green and sound approaches should be better
integrated into the meat sector considering the positive impact on social, economic and sustainability
principles. These new opportunities should be embraced by consumers as a good way to improve the
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quality of life while protecting the environment through sustainable production of meat and meat-

like products.

Keywords: Sustainable meat production, Smart farms, Innovative technologies, Artificial meat,

Insect protein, Meat analogs

GIRIS
Gida sektdriinde kiresel aglik, yetersiz beslenme,
gida glvenligi gibi artan dinya ndfusunun
getirdigi sorunlara karst sturdirilebilir ¢6zim
yollart  saglamanin  G6nemi ginden  gline
artmaktadir. “Glnimiziin kaynaklarin
kullanarak hayata devam ederken gelecek
nesillerin de bu konuda aynt olanaklara sahip
olabilme yetenegini koruyabilmek” seklinde
tantmlanan sturdirilebilitlik kavramt 1987 yilinda
Birlesmis Milletler Genel Kurulu’na sunulan
“Ortak Gelecegimiz” isimli raporla hayatimiza
girmistir (Anonymous, 1987). Cevresel, toplumsal
ve ekonomik faktorlerin dengelendigi bir gelecek
icin gerekli olan surdiiriilebilirlik, Greticilerin, bu
konuda olusturulan yasal zorunluluklara uyma

gerekliligi, misteri ve vyatiimer taleplerini
karsilayabilme, kamuoyu glivenini
saglayabilmeleri ve c¢evrenin korunabilmesi

konusundaki endiseleri giderme gerekliliginden
dolayt daha da fazla 6nem kazanmistir (Gedik,
2020).

Yapilan arastirmalara gére gida irtinlerine yonelik
kiiresel talebin, 2012 ile 2050 yillari arasinda %35-
50 oraninda artacagl tahmin edilmektedir (FAO,
2019). Bu talebi karsilamak icin bilingsizce atilan
adimlar dogal kaynaklar1 tiketitken, iklim
degisikligi, su kirliligi, biyolojik ¢esitlilik kayb1 gibi
olumsuz cevresel etkiler ortaya ¢ikarmaktadir.
Hayvancilik  sekt6ri  de kiresel c¢apta et
tiketiminde gorilen kaginilmaz artisa paralel
olarak tesislerinin Olceklerini stirekli artirmakta,
genellikle strdirilebilir olmayan kosullar altnda
tretim yapmakta ve pek ¢ok cevresel soruna
neden olmaktadir (OECD-FAO, 2019). Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiiti’niin (FAO),
hazitlamis  oldugu  rapora  gére  kiresel
hayvanciliktan kaynaklanan sera gazi emisyonu
miktart yillik 7.1 gigaton CO; es degeri ile tim
insan kaynaklt sera gazi emisyonunun %14.5’ini
temsil etmektedir (FAO, 2013). Diger taraftan,
kiiresel tatlh suyun %20’sini kullanan hayvancilik
sekt6rintn tiretim faaliyetleri sonucu ortaya ¢tkan
attklarin = su  kaynaklarina karismast ise su

kirliliginin baslica nedenlerinden biridir (Krauf3
vd., 2016). Verimli tarim arazilerinin tarim yerine
buytk 6lgekli hayvanciligin kullanimina sunulmast
nedeniyle et Gretimi i¢in kullanidlan buzsuz karasal

arazi miktar, kuresel karasal arazi miktarinin
%35’ini kapsamaktadir (FAO, 2019).

Hayvancilik sekt6riintin neden oldugu ¢evresel
stresin artmast, kaynaklarin verimsiz kullanilmasi
gibi olumsuz etkiler, hayvan refahi konusundaki
endiseler, et tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan salgin
hastaliklar gibi nedenlerden dolay: treticiler doga
ile daha uyumlu ve strdiiriilebilirlik ilkesine uygun
sekilde  dretim  gerceklestirebilecek  yeni
uygulamalara yonelmistir. Bir insamin sagliklt bir
hayat stirdiirebilmesi i¢in kilogram basina glnlitk
yaklastk 1.6 gram olan protein ihtiyacint titkettigi
gidalardan saglamast gerekmektedir (Schoenfeld
ve Aragon, 2018). Bu ac¢idan tiketicilerin et ve et
triinlerine olan ve giin gectikce katlanarak artan
talebinin karstlanmasi icin glindemde olan
alternatif uygulamalardan akla ilk gelenler yapay
et, bocek proteini ve et analoglari gibi protein
kaynaklar ile ikamedir. Ayrica, gevresel yonden
olumsuz imaja sahip geleneksel et uretim
yontemlerinin yerine, hayvan refahi ile uyumlu,
minimum olumsuz cevresel etki ilkesine gore
isleyen yenilik¢i et dretim, isleme ve muhafaza
sistemlerinin kullamlmasinin da stirdirilebilir et
Uretimi Uzerinde etkin bir rol oynayacagi
ongorilmektedir. Bu calisgmada, et sektérinde
surdiirilebilir dretim icin gelecege yonelik
yenilikgi  yesil  ¢6ziim  yollar;;  geleneksel
uygulamalann gézden gegirilerek sosyal, cevresel
ve ekonomik hedeflerle biitiinlestigi stirdiirtilebilir
tedarik zinciri saglanmast i¢in gelistirilen sistemler
ve gelencksel ete olan talebin azaltlmasinda et
alternatifi yenilik¢i yaklasgimlar olmak tizere iki
baslik altinda (Sekil 1), giincel arastirmalara yer
verilerek irdelenmistir.
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Sekil 1. Et tiretiminde strdirilebilir, yenilik¢i yaklagimlarin sematik 6zeti

SURDURULEBILIR ~ET  TEDARIK
ZINCIRININ OLUSTURULMASI

Hayvancilik sektdriinde gbzlenen biiyiimenin yol
actigl cevresel etkilerin ve hayvan refaht ile ilgili
etik endiselerin gegmisten gUniimiize birincil
protein kaynagi olarak benimsenen et triinlerine
yiikledigi olumsuz imaj nedeniyle, stirdirilebilir
tretimin teminini amaglayan ¢6zim yollart ortaya
konulmustur. Ete olan ihtiyacin azaltilabilmesi
icin protein kaynaklarini ¢esitlendirmek, bir baska
deyisle alternatif protein kaynaklari aramak akla
gelen ilk ¢6ziim olsa da yuzydlardir stregelen
insan aliskanliklarini  degistirmek olduke¢a zor
olacaktir. Bu yiizden arastirmacilar, ¢evre dostu
hayvan yetistirme sistemleri ve yenilikci et isleme

teknolojileri ile hayvancilik endistrisinin neden
oldugu strdiiriilemez kosullart tersine cevirme
fikrini ortaya atmuslardir (Andonovic vd., 2018).

Akalli Ciftlikler

Akillt endistriyel sistemlerin kurulmasina zemin
saglayan endistri 4.0 deviiminin en biyik getirisi
olan nesnelerin interneti (Internet of Things: IoT)
sayesinde sirdirtlebilir kogullar altinda, hayvan
refaht ilkeleriyle uyumlu tretim yapan, ¢evreci ve
akillt ciftlik tasammlarnin  hayata gegcirilmesi
miimkiin hale gelmistir. Endistriyel reformun itici
gici olan IoT teknolojisi temelde, sensérler,
kameralar, cep telefonlar1 ve bilgisayarlar gibi
teknolojik trtinlerin birbiri ile etkilesime gecerek,
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ortak bir hedefe ulasmak icin uyumlu ¢alismalarint
saglayan yenilik¢i bir teknolojidir (Pan vd., 2016).
Binlerce hayvami biinyesinde barindiran biyiik
Olgekli ciftliklerde, her hayvanin hareketinin, yem
tiketiminin, gebelik sirecinin  ve hastalik
durumunun tek tek takip edilmesi oldukea zordur.
Bu zorluklara karst getirdigi ¢éziimlere ek olarak,
maliyeti duastrip, kaynaklarin verimli
kullanllmasini ~ saglayan, dolayisiyla  tiretimin
artirtlmasint  amaclayan hassas siirii yonetim
sistemlerinin  (Precision Livestock Farming)
kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Geleneksel
ciftliklerde her bir hayvanin diizenli takibinin
vapilamamasindan dolayr strideki tek bir
hayvanda gorilen bulasict  hastaligin  fark
edilememesi tim striyl etkilerken, bu sorunun
ortaya ctkmasint Onlemek icin asin antibiyotik

kullantmina  bagvurulabilmektedir. ~ Toplum
sagligint riske atan bu uygulamalarin yerini alan
hassas siirii  yOnetim  sistemleri  sayesinde

hayvanlarin yasadigi ortam, saglik ve beslenme
durumlan izlenerek, siirii saghginin korunmast
hedeflenir (Zin vd., 2020). Sosyal, ekonomik ve
cevresel olarak strdurtlebilir hayvanciligi tesvik
eden bu uygulama ayni zamanda, hayvanlarin
bireysel kapasitesinden en yiksek oranda
yararlanmak, koruyucu saglik 6nlemleri ile ilag
kullammini  en aza indirmek ve hastalik
durumunda erken teghis ile surtyi korumak gibi
amaclara da hizmet eder (Vranken ve Berckmans,
2017). Bu sistemler, ciftlik icerisine yerlestirilen
kameralar, mikrofonlar ve sensbtler (3D
ivmedlger, sicaklik ve nem sensérleri vb.) ile
ortam kosullarinin izlenebilitliginin saglanmasina,
hayvanlarin kulaklarina, boyunlarina ya da ayak
bileklerine takilan akdl bileklikler sayesinde de
kas, boyun ve bilek hareketlerinin verilere
dontstirilmesine  olanak  tanir.  Hayvanlar
ciftliklerde kurulan baz istasyonlarnin  alict
alanlarina her girdiginde &l¢tlen veriler IoT
teknolojisi  kullanilarak kablosuz olarak ana
bilgisayara indirilir. Béylece, her hayvandan elde
edilen veriler, bulut tabanli yazilim ortaminda
stirekli izlenebilir hale gelmektedir (Andonovic
vd., 2018). Normal davranis kaliplarint ¢ikaran bu
akilt  bileklikler, normallikten sapma gibi
durumlarda ise hemen ciftgiye uyart mesaji
gondererek, ciftcilerin siirtilerini uzaktan izleyip

gerektiginde  erken  midahale
kullanmalarini kolaylastirmaktadir.

yontemlerini

Gergek dinyada hayata gecirilmek istenen bir
sistemin, sanal diinyada kopyasini yaratmayi
saglayan dijital ikiz teknolojisi, 2002 yilinda Ulusal
Havacilik ve Uzay Dairesi’nin (NASA) ¢alismalart
sonucu ortaya ¢tkmis, 10T teknolojileri sayesinde
de kullanimi yayginlasmustir. Gergek zamanlt bir
simtlasyon olarak da tamimlanan dijital ikiz
teknolojisi,  sonuglart  merak edilen  bir
uygulamanin gercek hayatta test edilmesinin
maliyetli olacagi durumlarda, istenilen analizlerin
sanal ortamda olusturulan dijital ikiz Uzerinde
uygulanip  sonuglarinin  gorillebilecegi, sanal
ortamda testleri tamamlanan ve stabilizasyonu
saglanan uygulamanin daha sonra gercek diinyaya
aktarilabilecegi bir sistemdir. Bu sistem sayesinde
yenilik¢i  teknolojilerin =~ uygulamalart  ve
sonuglarinin  izlenmesi hizlandirilirken, gercek
hayatta sistemlerin stabilizasyonunun saglanmast
icin gerekli olan yitksek maliyetli denemeler de
ortadan kaldirilmis olacaktir (Fuller vd., 2020). Jo
vd. (2018) tarafindan yapilan bir calismada,
ciftliklere yetlestirilen sensérler ve hayvanlara
takilan akilli bileklikler ile toplanan verilerin dijital
ortama aktarilmasiyla hayvancilik endistrisinde
dijital  ikiz  teknolojisinin  uygulanabilirligi
arastirilmis; bu  teknoloji sayesinde gelecekte
ciftlikler tzerinde yenilik¢i teknolojilerin daha
hizli uygulanabilecegi, ¢iftliklerin izlenebilitliginin
artirilarak hayvan refaht konusundaki endiselerin
azaltilabilecegi ve yeni teknolojiler denenirken
ortaya ¢ikabilecek ek maliyetin disirilebilecegi
belirtilmistit.

Hollandali arastirmacilar, ciftliklerin boyutlarinin
buyitilmesi nedeniyle isgal edilen tarim arazilerini
Ozglr birakmak, yeni tarim arazileri yaratabilmek
icin tahrip edilen ormanlarin ve dogal yasamin
korunmasint saglamak adina dikey c¢iftlik fikrini
ortaya atmiglardir. Bu ciftlikler teoride neredeyse
kendi kendine strdirilebilir, ¢ok katlt bir yapi
binyesinde binlerce besi hayvanim batindiran ve
bu hayvanlarin hayvan refaht ile tamamen uyumlu

bir  sekilde stres faktoflerinden — uzakta
yasayabilmelerini amaglayan ¢iftlikler olarak
tasarlanmistir  (Driessen ve Korthals, 2012).

Gercek  dunyada ortaya ctkabilecek  yiiksek
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maliyetler ve olumlu sonu¢ elde edilip
edilemeyeceginin  belirsizligi nedeniyle hayata
gecirilemeyen bu ciftliklerin, dijital ikiz teknolojisi
ile sanal ortamda kurulup, sistem gereklilikleri ve
optimizasyonu saglandiktan sonra gercek diinyada
faaliyete gecirilebilecegi 6ngorilmektedir.

Genetik Diizenlemeler

Et ve et Uriinletine olan talebin karsilanmasinda
hayvan sayisini artirmak yerine yiiksek kesim
agiligina, maksimum biiylime orant ve optimum
diizeyde karkas bilesimine sahip genetik segilime
ugramis besi hayvani dretmek, hayvancilik
endistrisinin cevresel etkilerinin azaltlmasinda
O6nemli bir rol oynayabilir (Grandin, 2019).
Gegmisten glnimize kadar yapilan genetik
calismalar sonucunda, domuzlarda yavru tretimi
%50 oraninda artarken, diinyaya gelen yavrularin
yagstz et miktarlarinda yerel 1rklara gére %371k
artts gézlenmistir. Ayrica bu hayvanlarda 1 kg yem
tiketimi sonucu alinan et verimi gecmistekine
gbre iki katina ckmustir. Kanath tretiminde
yapilan yapay seleksiyon ile tavuklarin 2 kg agirliga
gelmesi icin gereken stre 100 gliinden 40 gine
dustrulmustiir. Secici tireme sonucu elde edilen
tavuklarin yem tiketim oranlar yariya inerken,
gbgiis eti miktarlan %12°den %20’ye yikselmis,
yilda elde edilen yumurta miktart da %30 oraninda
artmistir. S181r endustrisinde ise yapay seleksiyon
stit veriminin %67 oraninda artmasini saglamustir
(Tait-Burkard vd., 2020). Yapilan genetik
calismalar, glinimiizde daha az hayvan sayist ile
yiksek verimli tretim yapilabilmesine, genetik
secilime ugramis yiksek verimli hayvanlar
kullanilarak yem tiketiminin azaltilabilmesine
olanak  tamimaktadir.  Boylece,  ciftliklerin
kapasitesinin artirilmast nedeniyle artan tarim
arazisi kullamminin ve yiksek hayvan sayist
nedeniyle ¢evreye salinan sera gazi emisyon
miktarinin azaltlmasi da miimkiin olacaktir. Diger
taraftan, yapay seleksiyonun yerel tretime sekte
vurmast ve biyogesitlilik kaybina neden olmasi,
karsit gruplar tarafindan stirdiirtilebilirlige aykirt
bir durum olarak degerlendirilmektedir (Tisdell,
2003).

Atk Bertarafi
Gincel teknolojilerle donatilmis modern akill
ciftliklerin, geleneksel ciftliklere gére artan enetji

ihtiyactnin ~ karstlanabilmesi  icin  yenilikgi
sturdirilebilir enerji kaynaklarinin  kullanimim
iceren ¢evre dostu tasarimlar mevcuttur. Hizl bir
blylime gosteren diinya niifusuna paralel olarak
artan enerji talebini karsilamada yenilenemeyen
enerji kaynaklarindan olan fosil yakitlar artik
yetersiz kalmaktadir. Bu yakitlarin hava kirliligi,
kiiresel 1sitnma gibi olumsuz cevresel etkilere sahip
olmasindan dolay1 alternatif strdiiriilebilir enetji
kaynaklarinin  arastirilmast  Onem  kazanmustir.

Ciftliklerde giinlik tonlarca Gretimi
gerceklestitilen  hayvansal atiklarin  alternatif
yenilenebilir ~ bir  biyoenerji kaynagt olma
potansiyeli mevcuttur.  Biyogaz, hayvansal
atiklardan anaerobik bir ortamda
mikroorganizmalarin organik maddeleri

parcalamasi temeline dayanarak uretilir (Cremiato
vd., 2018). Bu islem sonucunda digestat ad:
organik  glibre  olarak  sera
yetistiriciliginde kullanim potansiyeline sahip bir
kat1 yan driin olugur. Elde edilen biyogaz, ciftligin
tretim yapabilmesi icin gerekli olan elektrik
enerjisinin temininde kullanilabilir (Khalil vd.,
2019). Bunun yant sira, et Gretimi sonucu olusan
kan, kemikler, tras atiklar1, mekanik ayrilmus et gibi
attklarin  kollajen basta olmak tzere protein
hirolizat ve biyoaktif peptitlerin Uretiminde
degerlendirilmesi de giindemde olan
strdirilebilir Gretime katkida bulunabilecek
uygulamalardir (Mora vd., 2014).

verilen  ve

Yenilik¢i Isleme ve Ambalaj Teknolojileri

Et ve et uriinleri gibi cabuk bozulan gidalarda,
gida kaynakll patojenlerin varligt gbz Oniine
alindiginda riskleri etkili bir sekilde azaltmak ve
ortaya cikabilecek gida israfini dnlemek; ayrica,
tiketicinin iyl kalitede, giivenli ve uzun raf
omrine sahip minimum diizeyde islenmis, taze
gida talebini karsilamak amaciyla  birtakim
yenilik¢i isleme ve muhafaza teknolojileri
gelistirilmis ve bunlardan baziart endistride
kullanilmaya baglamustir.  Yiksek hidrostatik
basing, vurgulu elektrik alan, soguk plazma,
ultrases, radyofrekans, mikrodalga, ohmik 1sitma
gibi uygulamalar stirdirilebilir yenilikci et isleme
ve muhafaza teknolojileri olarak 6ne ¢itkmaktadir.
Bu teknolojiler, tiriin kalite 6zelliklerini koruyarak
raf Omriini uzatmanin yani sira, sagladiklar
minimum ¢evresel etki ve diisiik enerji sarfiyatt ile
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de surdurilebilirlik actsindan tiketici
beklentilerini  karsilayan — gidalanin  Gretimini
gerceklestirebilmektedir. Et teknolojisinde en
fazla uygulama alani bulan yiiksek hidrostatik
basin¢ (HPP), @da kaynakli patojenlerin
inaktivasyonu i¢in yiiksek basing (100-1000 MPa)
uygulamasina dayanan 1sil olmayan bir gida
koruma teknolojisidir (Barbosa-Canovas vd.,
2020; Singh vd., 2020). Gidalarda organoleptik
Ozelliklerde istenmeyen degisikliklere neden
olmadan mikroorganizmalari oldirme
yetkinligine sahip olan vurgulu elektrik alan
teknolojisi, 2 elektrot arasina yerlestirilen gidaya
kisa streli, yliksek voltajli elektrik uygulanmast
isleminden olugur. Son yillarda vurgulu elektrik
alan teknolojisinin et triinlerinde kullanimina dair
gerceklestirilen calismalar mevcuttur (Bhat vd.,
2019; Dong vd., 2020; Ghosh vd., 2020). Soguk
plazma teknolojisi, et endiistrisini ilgilendiren gida
kaynakli patojenlere karst genis bir aktvite
yelpazesine sahip yeni bir uygulama olarak ele

alinmaktadir. Bu teknoloji kullandigr reaktif
oksijen-nitrojen  tiirleri,  ultraviyole  (UV)
radyasyon ile  mikroorganizmalarin  hicre

zarlarinda ve DNA yapisinda bozulmalara neden
olarak mikrobiyal gelisimin kontrol altina
alinmasina olanak tanir. Ayrica, soguk plazma
uygulamasinin nitrit icerigi azaltilmis et Griinleri
Uretimine  alternatif  olabilecegi de  bazt
calismalarda gosterilmistir (Lee vd., 2017; Jo vd.,
2020). Etlerde verim ve su tutma kapasitesini
artirmak,  tekstiri  iyilestirmek  amactyla
kullanilabilen ultrases teknolojisi, 20 kHz-100
MHz arasinda degisen ses dalgalarinin yarattig
kavitasyon nedeniyle mikroorganizmalarin hiicre
duvarlarini  parcalayarak inaktive etmektedir
(Alarcon-Rojo vd., 2019). Isd gida teknolojileri
icerisinde yer alan ohmik 1sitma ise gidamn
icerisinden alternatif elektrik akimi gegirilerek
trinin 1silmasi iglemine dayanr (Singh vd.,
2020). Bu alternatif yenilik¢i teknolojilerin, gida
sektoriinde yuksek kalite ve diigiik karbon ayak
izine sahip “temiz” etiketli gida drtinlerinin
tretimine getirdikleri  yenilik¢i  bakis  agist
nedeniyle gelecekte gelencksel gida isleme
teknolojilerinin yerini almalart beklenmektedir.

Et ve et trinlerinin depolama ve nakliyesinde
kolaylik saglayan ambalajlar, ayni zamanda Griintin

raf  Oomrini uzatarak, kalite Ozelliklerinin
korunmast, tizerinde yer alan etiket ile tiiketiciye
bilgi saglama ve triine dikkat cekici bir &zellik
kazandirarak ticarilesmesini kolaylastirmak gibi
amagclara hizmet etmektedir. Plastics Europe’un
hazirlamis  oldugu rapora goére 2018 yilinda
Avrupa’da dretilen 62 milyon ton plastigin
%39.9’u ambalaj sektériinde hammadde kaynagi
olarak  kullamlmistir  (Anonymous, 2019a).
Gintmiizde surdirilebilirlik kavraminin
Uretimin her asamasina entegre edilmesi ile
biyolojik olarak bozunamayan, geri déntisimi
olduke¢a zor ve maliyetli olan fosil bazli ambalaj
attklaninin  neden  oldugu c¢evre kirliliginin
onlenmesi zorunlu hale gelmistir. Uzun raf émri
ve kullanim kolaylig1 saglayan gelistirilmis islevsel
Ozelliklere sahip ambalaj materyallerinin biyolojik
olarak parcalanma veya geri donlisiim kabiliyetine
odaklanilmistir. Bu baglamda, biyobozunur ya da
yenilebilir ambalaj materyallerinin et sektérinde

kullantminin ~ yayginlagtirilmast ~ 6nem  arz
etmektedir.
ET URETIMINE ALTERNATIF

OLABILECEK PROTEIN KAYNAKLARI
Hayvansal proteine alternatif olabilecek protein
kaynaklarinin ~ gesitlendirilmesi  geleneksel et
Uretimine olan talebi azaltarak, hayvancilik
sektorinin neden oldugu olumsuz etkiletin
ortadan kaldirilabilmesi icin ¢6ziim sunabilir. Bu
amagla, et analoglari, yapay et ve bocek proteini
gibi alternatif protein kaynaklart izerinde
gerceklestitilen  arastirmalar  artarak  devam
etmektedir. Gelistirilen trlinlerin besin degeri ve
duyusal 6zellikler agisindan, geleneksel Uretilen
etin Szelliklerine denk olabilmesi, geleneksel etten
alinan  hazza ulasilmast  konusunda halen
calismalar yuritilmektedir.

Yapay Et Uretimi

Geleneksel et tretiminin olumsuz cevresel
etkilerinin Oniine gecilebilmesi igin ortaya ¢ikan
alternatif uygulamalardan biri, hayvan kesimi
yaptlmadan hiicresel tarim yontemleri ile bir
kiltir ortaminda hayvansal kok hiicrelerden
tretilen “in vitro et”, “kiltiir eti” ya da “temiz et”
olarak da adlandirilan yapay et Giretimidir (Bryant
ve Barnett, 2018; Broad, 2020). 1lk olarak 2013
yilinda, kiltiir et kullanilarak Gretilen hamburger
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koftesi ile tanitimut yapilan yapay et, hayvanciligin
neden oldugu cevresel stresin azaltilabilmesi icin
umut vadeden bir ¢6ziim olarak dogmustur
(Fernandes vd., 2019).

Yapay et, sicakllk ve nem kontrolli bir
biyoreaktor icerisinde, uygun besiyeri kullanilarak
donor hayvanlarin kas dokusundan elde edilen
kok hiicrelerin iskele yap: tizerinde gelistirilmesi
ilkesine dayanir (Post, 2012; Fernandes vd., 2019;
Zhang vd., 2020a). Laboratuvar kosullarinda
tretimi gerceklestirilen yapay etin, glvenilir ve
strdirilebilir bir alternatif olarak tiiketilebilmesi
icin geleneksel etin gérinim, koku, doku ve tat
gibi Ozelliklerini taklit edebilmesi gerekmektedir.
Iskelet kasi ve yag dokusu olusturmak icin gerekli
tim teknolojiler gelistirilmis olsa da bu zotlu bir
strectir (Melzener vd., 2020). Glnlimiizde halen
endustriyel Gretimi saglanamayan yapay etin, kas
dokusunun gelisme ortaminin ¢esitlendirilmesi,
tretim kosullaninin optimize edilmesi ve tim
sirecin  finansal olarak uygulanabilir hale
getirilmesi  gibi asmast  gereken  zorluklar
mevcuttur (Bonny vd., 2015). Kas hiicrelerinin
tzerinde  ¢ogalip,  farklilagabildigi — memeli
bilesenlerinden olusan bir yapiya sahip iskelenin,
hayvansal bilesenlerden tretilmesinin
surdirilebilirlikle  bagdagsmadigini  savunan
Orellana vd. (2020), ana bileseni somon jelatini,
aljinat ve agaroz olan yenilebilir film yapisinda,
memeli bilesenlerine baglt kalmadan
surdirilebilir olarak dretimi mimkiin olan yeni
bir iskele Giretmislerdir. Acevedo vd. (2018), yapay
et Uretim stiresini kisaltmak i¢in yapmus olduklar
calismalarda,  kas  hucreletinin  Uzetrinde
cogalabildigi  yenilebilir ~ film  formundaki
iskelelerin tiretimini saglayabilecek mikro kaliplart
gelistirmiglerdir. Bu mikro kaliplar ile dretilen
iskeleler sayesinde, kas htcrelerinin iki katina
ctkma siresi 18 saate kadar dustrdlmistis.
Bodiou vd. (2020), tp alaninda yaygin olarak
kullanllan mikro tastyrcilarn, ilk kez kas kok
hicrelerinin gelisimini tesvik edebilecek sekilde
modifiye etmiglerdir. Béylece, hiicre kiltiriinin
gelisimi hizlandirilarak, yapay et Gretim siiresinin
kisaltilmast miimkiin olmustur. Xueliang vd.
(2020), tretim agamasindaki yapay etin gelisimini
saglayacak sicaklik  kontrolli ortam olarak
tanimlanan biyoreaktotler tizerinde calismislardir.

Gelistirilen yeni tip air-lift biyoreakttr sayesinde
300 m¥lik tek bir reaktor ile 75.000 ailenin et
ihtiyacinin yapay et ile karsilanabilecegi sonucuna
varlmistir. Uretim maliyetlerinin diistiriilebilmesi
ve yapay ete ulastlabilirligin artirilmast adina 3D
biyoyazicilar ile yapay et dretimi tzerine de
arastirmalar mevcuttur (Dick vd., 2019; Handral
vd., 2020). Tim bu calismalar, gelecekte yapay

etin strdarilebilir kogullarda buyik —Sleekli
endustriyel tretiminin  gerceklestirilebilecegini
gostermektedir.

Yapay etin, st birka¢ 6rnek disinda heniiz
ticarilestirilmedigi  icin,  ¢evresel  etkileri
konusunda  belirsizlik  tagimasina  ragmen,
aragtirmacilara gore geleneksel ciftliklerde tretilen
etin cevresel etkilerinden daha disiik bir etkiye
neden olacagl Ongorilmektedir. Tuomisto ve
Mattos (2011), biiytik 6lcekli yapay et Uretiminin
olast c¢evresel etkilerini degerlendirmek icin
gerceklestirdikleri yasam déngiisti analizinde (life-
cycle assessment: LCA), 1000 kg yapay et
tretebilmek icin 26.33 gj enetji, 367-521 m? su,
190-230 m? arazi gerektigini ve cevreye 1900-2240
kg CO; es degeri sera gazt emisyonunun
yayildigini tespit etmislerdir. Yapay et Gretimi icin
hesaplanan bu miktarlarin Avrupa’da geleneksel
yolla tretimi gerceklestirilen etin ¢evresel etkileri
ile kiyaslandiginda olduk¢a dustik oldugu
gorulmustir (Tuomisto ve Mattos, 2011).
Tuomisto ve Roy (2012)’un yapmis olduklar: diger
bir ¢alismada ise, Avrupa’da geleneksel yolla
dretilen etin yerini yapay et alirsa, sera gazi
tretiminin mevcut et Uretimine kiyasla %098.8,
arazi kullaniminin %99.7 ve su kullaniminin %94
oraninda azalacadl 6ngdrilmistir.

Olumlu cevresel etkilerinin yant sira yapay etin
Uretimi  agamasindaki ~ kosullarin  kontrolu
saglanabildiginden, et bilesiminde bulunan yag
kompozisyonunun diizenlenmesi ve kalitesinin
tyilestirilmesi mumkin olacaktur. Boylece, et
tiketimi  sonucu  ortaya  ¢tkmast  olast
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6niine gegilebilecek,
vitaminler gibi saglik tzerine avantajli etki
saglayabilecek besin 6gelerinin  bilesime dahil
edilmesi  ile fonksiyonel et  Uretimi
gerceklestirilebilecektir (Korhonen, 2002; Post,
2012). Ayrica pestisit, arsenik, dioksin gibi toksik
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bilesikler, geleneksel et ile iliskilendirilen
hormonlar ve antibiyotiklere maruz kalma riskleri
azalacaktir (Bryant ve Barnett, 2018).

Gelecekte endistriyel boyutlardaki Gretiminin
kaginilmaz olacagr diistiniilen yapay et konusunda
gerceklestirilen  tiiketici  anket  calismalarinin
bazilart Cizelge 1°de verilmistir. Bu ¢alismalarda,
yapay et tliketmekten kacinan bireylerin bu karari,
kisisel kaygilari, dogal olmayan yapi nedeniyle

duyulan saghk endiseleri, yiksek fiyat, gida
givenligi, tiiketim sirasinda beklenilen gercek et
tadinin ~ saglanamayacagl  gibi  konulardaki
cekincelerinden dolayr  aldiklar1  g6rilmistiir.
Anket calismalarina gbre yapay et tiketimi
konusunda olumlu goériis bildirenler bu karari,
hayvan refahi, cevresel stresin azaltilabilmesi ve
strdirilebilirligin gerekliligi konusunda
duyduklart  kaygilardan  dolayr  aldiklaring
belirtmislerdir (Bryant ve Barnett, 2018).

Cizelge 1. Ulkelere gére yapay et titketimi konusunda yapilan secilmis tiiketici anketleri

Ulke /  Ankette Yapilan A¢iklama One Cikan Kavramlar Kaynak
Katilimet Olumlu Olumsuz
Sayisi
Brezilya / Yapay et konusunda agiklayict bir video ile -Hayvan refahi -Satin (Valente vd.,
626 katilimet bilgilendirme yapilmustir. -Cevrenin alinabilirlik 2019)
korunmast -Etik kaygt
-Aragtirma
cksikligi
Ttalya / Yapay etin tretim yonteminden bahsedilmis; yapay — -Hayvan refahi -Lezzet (Mancini  ve
525 katilimet et Uretiminin daha verimli oldugunu kanitlamak icin ~ -Gida giivenligi -Besleyicilik ~ Antonioli,
bir Gniversitenin calismasina ait veriler kullanilmis;  -Cevrenin -Gida 2019)
yapay etin geleneksel etle benzetligini tanimlamak  korunmast glivenligi
icin “gercek et” ifadesi kullanilmustr. gerekliligi
-Strdurtlebilirlik
ABD / Kiltiir etinin Gretim yonteminden, gercek ete benzer  -Lezzet -Maliyet (Bryant  ve
480 katilimct tada ve besleyicilige sahip oldugundan bahsedilmis; -Giivenlik Dillard,
“temiz et”, “in vitro et”, “kultir eti” gibi ifadeler 2019)
kullantlmustir.
Dominik Katilimeilara bilgilendirme yapilmamustir. -Cevrenin -Gida (Gomez-
Cumbhuriyet, korunmast glivenligi Luciano vd.,
Ispanya / gerekliligi -Fiyat 2019)
401 katiimet -Hayvan refaht -Lezzet
-Besleyicilik
Isvigre / Genetigi  degistirilmis  et/baltk,  yenilebilir - Besleyicilik -Dogal (Egolf  vd.,
313 katilimct kaplama/filmler, yapay et/stt ve sentetik gida katk1 olmayan yap1 ~ 2019)
maddelerinin ~ Gretm  yoéntemleri  konularinda
bilgilendirme yapilmustir.
Almanya / Yapay etin tretim yontemi anlatilmus; hayvan -Hayvan refahi -Dogal (Weinrich
713 katilimct refahina katkist ve heniiz siiper market ya da -Cevresel etkiler olmayan yap1  vd., 2020)
kasaplarda yer almadigt belirtilmis; tanimlamalar -Fiyat
yapilirken “in vitro et”, “sentetik et” “kiiltiir eti” gibi
isimler kullandlmistir.
Cin / Yapay etin tiretiminden, saglik tizerine faydalarindan  -Cevrenin -Tat (Zhang vd.,
1004 katthmer  ve  saglayacagi  olumlu  ¢evresel etkilerden korunmast -Besleyicilik ~ 2020b)
bahsedilmistit. gerekliligi -Gida
glivenligi
-Saglik
Hollanda / Hayvancilik  sektoriiniin neden oldugu olumsuz  -Cevrenin -Fiyat (Rolland vd.,
193 kattlimet cevresel etkilerden, yapay etin tiretim yonteminden, — korunmast -Asina 2020)
titketim icin giivenilir, besin degerinin, tadinin, gerekliligi olmama
kokusunun ve goriinisiniin gercek et ile benzer -Hayvan refahi duygusu
oldugundan bahsedilmistir. -Lezzet
-Gida gtvenligi
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Bocek Proteinleri

Yasamin devamlilifi icin elzem olan protein
kaynaklarina karsi artan talebin strduirilebilir
yollarla karsilanabilmesinde son yillarda dikkatleri
ceken tiketilebilir bocekler alternatif bir ¢ézim
yolu sunmaktadir. Avrupa Gida Parlamentosu ve
Konseyi’nin 2015/2283 sayilt yonetmeligine gore,
1 Ocak 2018’den itibaren tiketilebilir bécekler bir
gida haline gelmistir (Ademek vd., 2018). Bat
tlkelerinde yagayan insanlar protein ihtiyaglarin
genellikle hayvansal kékenli gidalardan karsilama
egilimindeyken, protein kaynagi olarak bécek
tiketimini yoksulluk ile iliskilendirmekteditler
(Looy vd., 2014). Tiketilebilir bocekler, az
gelismis ve gelismekte olan ilkelerde hayati bir
besin kaynagi olmakla beraber, gida kilttrlerinde
de 6nemli bir yer tutmaktadir (Tang vd., 2019).
Entomofaji olarak adlandirilan bécek tiketimi,
Kuzey Amerika ve Avrupa’da yeni bir kavram
olmasina ragmen, Afrika, Asya ve Gliney Amerika
gibi bolgelerde yasayan 2 milyar insan igin
aliskanlik gOsteren bir tiketim tiridir (Venne
vd., 2017).

Yitksek protein igerigi ve uretim maliyetlerinin
distkligiinden dolay1 bir¢ok tilkede Circir (Acheta
domesticus), bal arist (Apis mellifera), ipek bocegi
(Bombyx: mori), el (Imbrasia belina), Afrika hurma
kurdu (Rbynchoporus phoenicis) ve un kurdu (Tenebrio
molitor) dahil olmak Uzere alti yaygin ticati
yenilebilir boécek turtint Uretmek icin bdcek
yetistirme tesisleri kurulmaktadir (Tang vd., 2019).
Bu tesislerde Uretilen boceklere, fiziksel
temizlikten sonra dondurarak kurutma ile 6tenazi
islemi uygulanir. Dondurularak  kurutulmus
bécekler bu islemden sonra paketlenebilir ya da
kavurma, 6giitme gibi ileri islemlere de tabii
tutulabilir  (Venne vd., 2017). Avrupa Gida
Guvenligi Otoritesi (EFSA), her ne kadar aroma
kaybina neden olsa da giivenlik nedeniyle 1sil islem
uygulanmasim Snermektedir (Ademek vd., 2018).

Yapilan arastirmalara gbre gida olarak tiiketim icin
uygun olan boceklerin, 100 gramindaki protein
orant %7 ile %48 arasinda degisirken, bu oran
sigir etinde %19 ile %26 arasindadir. Tim yasam
evrelerinde zengin bir protein kaynagi olan

bécekler, olgunlasmamus formlart olan pupa ve
larva iken zengin aminoasit ve yag asidi
igeriginden dolay1 tercih edilir. Tek bir bocekte var
olan ham protein orani, kuru agirlik bazinda %40-
70 arasindadir. Mevcut protein izol6sin, 16sin,
lizin, fenil alanin, treonin, valin, atjinin, histidin ve
tirozin gibi elzem amino asitleri yeterli diizeyde
icermektedir (Tang vd., 2019). Bocekler erken
yasam evrelerinde yitksek oranda saglikli yag asidi
icerigine sahipken, yetiskinlige ulastiklarinda bu
oran %?20’nin altina dismektedir. Larvalarda
doymus yag asitleri ve tekli doymamus yag asitleri
genellikle tim yaglarin  %80’inden fazlasint
olusturmaktadir (Sales-Campos vd., 2013). Sigir
etinin yag kompozisyonu ile karsilastirildiginda
bécekler, kardiyovaskiiler hastaliklarin - 6ntine
gecebilmek icin umut vadetmektedir. Ayrica
bécekler, gelisme ve saglik icin gerekli olan A, B1,
B12, C, D, E, K vitaminlerini saglayabilecek
dizeyde  vitamin  kaynag  iken, demir,
magnezyum, mangan, fosfor, potasyum,
selenyum, sodyum ve ¢inko gibi gesitli mineraller
acisindan da olduk¢a zengindir (Rumpold ve
Schluter, 2013; Koufimska ve Adamkova, 2016).
Ozellikle bat1 tilkelerinde titketici kabulii oldukca
distik olan, ambalajlanmis bécekler ve sporcu
beslenmesinde  kullanilan st bazli protein
tozlarina igerik olarak iyi bir alternatif saglayan
yagsiz boOcek tozlart slpermarket raflarinda
yetlerini almugtir (Venne vd., 2017). Yiksek
protein icerifine ragmen bocek tiketimi
konusunda olusan neofobinin  nedenlerini
actklayabilmek icin yapilan anket calismalarina
gore katilimecilar, béceklerin tiiketime uygun bir
gida olabilecegi konusunda duyduklan 6nyargi,
hosnutsuzluk ve isteksizlik nedeniyle bu driinleri
tiketmekten kacinmaktadirlar (Venne vd., 2017;
Orsi vd., 2019; Poortvliet, 2019; Woolf vd., 2019).
Formiilasyona duyusal 6zelliklerde degisiklige yol
acmayacak oranlarda bécek proteinleri  dahil
edilerek hibrit et Grlnleri tretimi de bocekletin
alternatif kullamimlar icinde yer almaktadir. Bu
amagla farkli oranlarda bécek tozlart ilave edilerek
tretilen hibrit et Griinlerinin fiziksel, kimyasal ve
duyusal 6zellikler acisindan incelendigi calismalar
Cizelge 2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2. Bécek proteini titketimi ile ilgili yapilan yenilikei calismalar

Bocek Proteini / Urlin

Formiilasyonlar

Bulgular

Kaynak

Un  kurdu larvasi
(Tenebrio molitor) ve ipek
bécegi pupast (Bombyx
mori) unlart / Sosis

- Kontrol: %060 yagsiz
domuz eti, %20 buz, %20
sirt yagt

- Bécek unlu emilsiyonlar:
Bocek unu ile %10 yagsiz
domuz eti itkamesi

- Bocek unlannin formiilasyona
ilave edilmesi ile daha yiiksek pH
degeri, daha yiiksek P, K, Ca, Mg,
Zn, Mn ve protein igerigi, daha
distk nem igerigi, daha sert yapi,
daha koyu renk olusumu

(Kim vd., 2016)

Ipek bécegi  pupast
(Bombyx mori) tozu /
Transglutaminaz (TG)

ilaveli et hamuru

- Kontrol: %85 domuz eti,
%15 su, %1.5 NaCl ve %]1
transglutaminaz

- %5, %10 ve %15 ipek
bécegi pupast ilave edilmis
gruplar

- Ipek bocegi pupast ilaveli
gruplarda daha disik nem, daha
yiksek pH degeri, viskozite,
protein ve mineral icerigi, daha
koyu renk ve daha sert bir yapi

(Park vd., 2017)

Circir  bocegi  (Acheta
domesticus) unu / Et
emilsiyonu

- Kontrol: %060 yagsiz
domuz eti, %20 sirt yagy,
%20 buz, %2 tuz

- Bécek unlu emilsiyonlar:
Yagsiz domuz et ve/veya
sirt yaginin %5 ile %10
oraninda ikame edilmesi

- %5 ve 10 Circr bécegi unu
ikamesi ile protein icerigi ve sertlik
artmug, %10 Circir bbcegl unu
ikamesi ile nem igerigi azalmistir.

(Kim vd., 2017)

Ogiitiilmiis ~ sart  un
kurdu (Tenebrio molitor
L) larvalart /
Frankfurter sosis

- Kontrol: %50 domuz
jambonu, %25 sirt yagi,
%25 buz

- Ogiitilmiis ~ bocek
emiilsiyonlart: Domuz
jambonu ile %5, %10, %15,
%20, %25, %30 oraninda
ikame edilmesi

- Sart un kurdu ilavesi ile tretilen
sosislerde daha disik emilsiyon
stabilitesi, nem ve yag icerigi; daha
yiksek pH degeri, protein ve kil
icerigi; daha koyu renk

- %15'e kadar sart un kurdu
ilavesinin driin yapisinda olumsuz
etkisi gbrilmemistir.

(Choi vd., 2017)

Siyah  asker sinegi - Kontrol: Yagsiz domuz - Tum 6rneklerde benzer kil ve  (Bessavd., 2019)
(Hermetia illucens) larvast  eti, sirt yagl, tuz, baharat, yag icerigi
(BSFL) konsantresi / soya konsantresi, nisasta, - BSFL ilave edilmis
Viyana tipi sosis lesitin formilasyonlarda daha disiik nem
- Bocek konsantresi igeren  ve protein icerigi
emilsiyonlar: %34 BSFL, - Soguk depolamada kontrol
%31 BSFL ve %28 BSFL sertligini korurken, BSFL
gruplarinin sertligi azalmistr.
Ogiitiilmiis solucan - Bocek model sistemi: - Hibrit model sistemler bécek  (Scholliers  vd.,
larvast (Zophobas morio %0100 ZM modeli sistemlerine kiyasla dahaiyi ~ 2020)
larvaé) (ZM) / Hibrit et - Et model sistemi: viskoelastik ~ 6zellik; benzer su
hamuru %100 domuz sirt eti (DSE)  tutma kapasitesi ve dokusal 6zellik
- Hibrit model sistemi: gOstermistir.
%75 ZM + %25 DSE
%50 ZM + %50 DSE
%25 ZM + %75 DSE
Protein kaynagi olarak bécek tiketimi beslenme yetistirilen hayvanlara oranla daha yuksek

disinda ¢evresel, ckonomik, tarimsal avantajlara
da sahiptir (Gravel vd., 2020). Bécek yetistirmek
icin gerekli olan yem ve su ihtiyact et tretimi
amactyla hayvan yetistirmek i¢in ihtiya¢ duyulan
miktardan olduk¢a azdir. Bécekler, tiketim igin

yenilebilir agirlik yiizdesine sahiptir. Bir circir
béceginin %80’ini tiketilebiliyorken, bir tavugun
%5571, bir sigin ise %401un  tiketilebildigi
bildirilmistir. Bu oranlar yenilebilir béceklerin
daha verimli olduguna isaret etmektedir. Ayrica,
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béceklerin yavru iiretme kapasitesi, geleneksel
hayvanciliktan oldukca yiiksektir. Ornegin, bir
cretr bocegi bir ayda 1500 yumurta iretebilir
(Venne vd., 2017). Boceklerin bu hizli treme
yetenegi sayesinde kisa siirede biytik miktarlarda
protein tedarigi saglanarak, hayvansal protein
kaynaklarina olan ihtiyacin bir miktar karsilanmast
ve boylece hayvancilik sektériintin neden oldugu
cevresel stresin de azaltlmast miimkiin olabilir.

Yenilebilir bocekler yitksek besleyici degere sahip
oldugundan, hayvancilk ve su Uriinleri
yetistiriciliginde yem olarak kullanimi da arastirma
konusu  olmustur. Hayvan beslenmesinde
kullanildiginda, béceklerin patojen tastyict veya
pestisit kalintillart icerme ihtimali nedeniyle ortaya
ctkan gida glivenligi endiseleri bu amagla kullanimi
sinirlandirmaktadir. Bu konuda yapilan bilimsel
calismalarda kara asker sinegi, karasinek, cekirge
ve ipek kurdu da dahil olmak tizere 4 bocek tiiri
ilgi cekmektedir. Bu 4 bécek tirtiinden biri olan
kara asker sineg (Hemmitia illucens) bdcek
hastaliklarina karst dayanikli olmast ve larvalarinin
tretiminin kolay olmast nedeniyle diger bécek
tirlerinden ayrilmaktadir (Stamer, 2015). Popova
vd. (2020), tarafindan yapilan bir caligmada,
Hermetia — illucens  tirtne ait larvalar tavuk
beslenmesinde kullanilmis, larvalar ile beslenen
tavuklarin  agirliklarimin  daha  yiiksek oldugu
belitlenmistir. Larvalarla beslenen tavuklardan
elde edilen etin ise protein, laurik asit ve miristik
asit icerikleri kontrol grubuna gére daha yitksek
bulunmustur. Hemmetia illucens, Musca domestica,
Tenebrio molitor ve Zophobas morio gibi bocek tirleri
farkll oranlarda katistirlarak balik yemlerinin
aminoasit ve yag asidi profillerini iyilestirip,
besleyici  degerini  yikseltmek  amactyla
kullantlmistir (Nogales-Merida vd., 2019).

Et Analoglan

Alternatif protein sektdriinin en ¢ok tercih edilen
triind olan et analoglar veya et ikameleri adi
verilen bitkisel bazli et alternatifleri, estetik olarak
ve besin degeri acisindan et triinlerine oldukea
benzer 6zelliklerde tretilen driinlerdir (Broad,
2020). Bir bagka deyisle, bu trtinler bitkilerden
elde edilen protein ile Gretilip, tekstilr, gbrunis,
tat, koku ve besin degeri gibi 6zellikleriyle ete
alternatif olabilecek triinlerdir. Uretimin mevsime
bagli olmamasi, diisiik maliyet, daha uzun raf

Omri gibi sebeplerden o6tirii endiistride son
yillarda gbzde tirlinler arasinda yer almaktadirlar.
Yiksek maliyetli hayvansal proteinin, farkls
teknolojiler ve uygun formilasyonlar kullanilarak
mantar, bugday, bakliyatlar, kolza tohumu ve
kanola gibi bitkisel driinlerden elde edilen
proteinler ile ikame edilmesi ~muimkin
olabilmektedir ~ (Kumar vd., 2017). Et
alternatiflerinin 2018 yilindaki satis oranlarinda,
yine aynt yil Burger King, White Castle, KIFC,
DelTaco ve Mc Donalds gibi inli fast food
firmalannin bu drinleri “etsiz et” veya “vegan et”
adi altinda meniilerine eklemelerinden dolay1
%30’luk bir artts yasanmustir (Anonymous, 2018).
Gunimiizde ise kiiresel gida pazarinda, et
analoglart endustrisi stirekli ve hizli bir buyiime
icerisindedir. Avrupa ve Kuzey Amerika gibi
tlkelerde sadece vejeteryanlara ya da veganlara
yonelik degil, et seven ve tiketen insanlara da
hitap edebilecek sekilde et analoglant pazat
genisletilmistir (Bohrer, 2019).

Tuketiciler tarafindan en cok bilinen bitki bazli et
alternatifleri arasinda soyadan dretilen “tofu”,
“tempeh”, “yuba”, bugday proteininden iretilen
“seitan” gibi udrinlerin  kullanimi  yaygindir
(Kyriakopoulou  vd., 2019).  Tiketicilerin
genellikle et analoglar Gretimine asina olmayislart
ve ete kiyasla bu driinleri duyusal o6zellikler
acisindan daha az cazip bulmalari bitkisel bazli et
alternatiflerini tiketmekten kacinma nedenleri
olarak belirtilmektedir (He vd., 2020; Koning vd.,
2020; Michel vd., 2021). Michel vd. (2021) et
analoglarinin biftek ya da eskalop gibi formlarda
Uretilmesi yerine, islenmis et Urlnlerinin taklidi
olacak sekilde uretilmesinin tiketici kabulind
artirabilecegini bildirmislerdir. Et analoglarinin
Uretim  asamasinda  ilk  olarak  bitkisel
hammaddeler hayvan etinin besin degerine uygun
olacak sekilde belitli yiizdelerde Grtine dahil edilir.
Karigima daha sonra uygun pisirme teknikleri ile
ete benzer doku ve agiz hissi verilitken, dogal
katki maddeleri kullamlarak da et gérinimi ve
rengi saglanir (Anonymous, 2018; Kyriakopoulou
vd., 2019). Formilasyonda yer alan yiksek su
orani, emilsiyon olusumunda  gerekliyken,
tekstiirize bitki proteini uygun agiz hissini
saglamak icin kullamlmaktadir (Kyriakopoulou
vd., 2019). Ayrica, goriinis, lezzet, renk ve tekstiir
gibi duyusal Ozelliklerin saglanmasi amaciyla
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formiilasyona renklendirici, lezzet artirict ve
baglayici ajanlar da ilave edilmektedir (Kumar vd.,
2017).

Et analoglarinin tanimlanmasinda belirleyici rol
oynayan proteinler, ¢Ozuntrlik,
emtilsifikasyon, képtk olusumu, lezzet baglama,
uygun viskozitenin saglanmast, jellesme, tekstiire
etme gibi pek ¢ok yapisal 6zellik saglatlar. Protein
sindirilebilirligi dizeltilmis amino asit skoru
(PDCAAS) 6l¢egindeki en yiiksek derece olan 1.0
skoru ile hayvansal proteine esdeger oldugundan
soya proteini iyi bir alternatif protein kaynagi
olarak goriilmektedir (Malav vd., 2015; Kumar
vd., 2017). Baglanma, hamur olusturma ve iyi
mayalanma derecesi saglama 6zellikleri nedeniyle
bugday gluteni yaygin olarak kullamilan bir bagka
et ikamesi hammaddesidir (Kyriakopoulou vd.,
2019). Bezelye, nohut, mercimek gibi bakliyat
proteinleri ise iyl emdlsiyon olusturma, kopik
stabilizasyonu  ve uygun jel olusumu gibi
fonksiyonel 6zelliklerinden dolayr arastirmacilarin
dikkatini ¢cekmistir (Ladjal-Ettoumi vd., 2016). Et
analogu Uretimi i¢in en umut vadeden bakliyat
proteininin ise verdigi uygun tekstiir ve agiz hissi
nedeniyle bezelye proteini oldugu arastirmalar ile
ortaya konmustur (Kyriakopoulou vd., 2019).
Thompson vd. (2020) tarafindan yapilan bir
calismada, bezelye ve karnibahar esit oranlarda
katistietlip  Lactobacillus - plantarum ile fermente
edilerek, yiksek besin degerine sahip bir et
analogu Uretilmis; Urlinde yiksek oranda
riboflavin ve folat gézlenirken, alanin, glisin,
histidin, izoldsin, 16sin ve valin oranlarinda da bir
miktar artis tespit edilmistir. Kiiru vd. (2020), soya
proteini izolat1 ile ¢ekirge ununu karnstirarak hem
bitkisel bazli protein hem de bécek proteini igeren
besin degeri yiksek bir et alternatifi tretmeyi
amaglamislardir. Rehrah vd. (2009), trettikleri yer
fistig1 bazli bitkisel et analogunu duyusal 6zellikler
acisindan soya fasulyesi bazli et analogu ile
karsilastirmislar ve yer fistigt bazli et analogunun,
soya fasulyesi bazli olana benzer ya da daha iyi
tatta oldugunu bildirmislerdir.

urune

Diger bitki bazli protein kaynaklarina gore ete
benzer lezzet verebilme 6zelligi nedeniyle
ogutilmis mantar yeni tip karisim et analoglarin
uretiminde kullamilan bir bagka hammadde
kaynagidir. Hamburger koftesi ve sosis formunda

tretimi gerceklestirilen ilk et analoglari yenilebilir
bir mantar olan  Fusarium  graminears'dan
Uretilmistir. Mantar koékenli et analoglarinin
tadinin diger bitkisel et analoglarina kiyasla ete
daha yakin olmast, mantarin kimyasal bilesiminde
yer alan kikiirtli aminoasitler ve glutamik asitle
iliskilendirilmistir (Kumar vd., 2017; Lang 2020).

Cesitli protein kaynaklart disinda et analoglarinda
istenilen Urtin  kivamini  saglayabilmek icin
karbonhidratlar, tGrinin tiketilebilirligi Gzerine
etkili olan lezzet, renk ve goriints Ozelliklerinin
saglanabilmesi i¢in ise yaglar, baglayict ajanlar,
lezzet bilesikleri ve renklendiriciler
kullantlmaktadir. Nigasta, un, metilselilloz, akasya
zamki, ksantan zamki, karragenan et analoglarinin
tretiminde yapisal Ozellikleri gelistirmek icin
kullandan karbonhidratlardir  (Bohrer, 2019).
Karbonhidrat miktarina oranla et analoglarinda
yag miktart oldukca dustktir Modern et
analoglart kanola yagi, hindistan cevizi yagi,
aycicek yagt, musir yagl, susam yagi, kakao yagt gibi
bitkisel yag kaynaklarini icerebilmektedir (Bohrer,
2019). Kyriakopoulou vd. (2019)’nin, yapmis
oldugu calismada et analogu formiilasyonunda yer
alan katt ve sivt yaglann Grinin sululuguna, agiz
hissine ve aroma salimimina katkida bulundugu
gorilmustir (Kyriakopoulou vd., 2019). Soya
proteini izolati, bugday gluteni, siit proteinleti,
yumurta, karagenan, ksantan zamki ve pektin et
analoglarinda hem su hem de yag baglayicist
olarak islev gérmektedir (Arora vd., 2017). Et
analoglarinin lezzetinin saglanmasinda pek ¢ok
baharatin yam sira klorofil ve hem grubu iceren
proteinler gibi demir kompleksleri ile tadin
dengelenmesi son yillarda oldukca popiler bir
uygulama haline gelmistir (Fraser vd., 2017).
Pisirme agamasinda Maillard reaksiyonlart sonucu
seketler ve aminoasitlerden yeni karakteristik
tatlar elde etmek miimkindiir. Indirgen sekerler
(6rnegin; glikoz, riboz, ksiloz), amino asitler
(serin, methionin, prolin, lisin, sistein) ve
nikleotitler gibi bilesiklerin et analogu tiretiminde
et benzeri lezzetin yakalanabilmesi i¢in kullanimi
yaygindir  (Fraser vd., 2017). Et analoglan
tiketilmeden Once, pisitilme sirasinda  ve
pisirildikten sonra gelencksel et trinlerinin
rengine benzer bir renkte olmalidir. Bu ylizden et
analoglarinda karamel renkleri, malt, anatto,
turmin, karoten gibi 1siya olduke¢a dayaniklt
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renklendiriciler kullanilmaktadir (Malav  vd.,,
2015). Son yillarda renk bileseni olarak nar tozu,
pancar ekstrakti, domates salcast gibi dogal
alternatifler ~ de  kullanima  sunulmustur
(Anonymous,  2018;  Anonymous,  2020a;
Anonymous, 2020c). Et analoglar i¢in orijinal et
yapisinda oldugu gibi demir ve oksijen baglayict
proteinler kullanilarak da renk elde etmek

miumkindiir.  Renklendirme  ajant  olarak
hemoglobin ve miyoglobine benzer yapida olan ve
leghemoglobin adt verilen soya tlirevi bir bilesik

kullantmi  buna  6rnek  olarak  verilebilir
(Anonymous, 2020b; Anonymous, 2019b).
Diinyada ticari olarak et analogu uretimi

gerceklestiren Oncii bazt firmalar ve urtnleri
Cizelge 3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3. Ticari olarak iiretilen bazi bitki bazli et analoglar

Firma /

Uriin Adt / Giinliik Besin Degeri (%0)*

Gramaj

Beyond , -

Y Toplam — Doymus ool Na KHI P proein Ca Fe K Kalord

Butger / Yag Yag lifi

Beyond 23 25 0 15 2 7 40 8 20 6 260

burger / — _ — R _

113 oram Urtin icerigi: su, bezelye proteini, kanola yagi, hindistan cevizi yag, piting proteini, dogal tatlar, kakao
yag1, mas fasulyesi proteini, metilselilloz, patates nisastast, elma ekstrakti, nar ekstrakti, tuz, potasyum
kloriir, sirke, limon suyu konsantresi, aycicegi lesitini, pancar suyu ekstrakt

Mornmgstar Toplz}m Doyn}u§ Kolestrol Na K.H.! D1yet Protein Ca Fe K Kalori

Farms Yag Yag Lifi

Burger / 10 5 0 17 2 9 21 2 6 2 150

Izgara Uriin igerigi: su, bugday gluteni, bitkisel yag (mustr, kanola ve / veya aycicek yag), soya proteini izolatt,

vejetaryen soya unu, yumurta beyazi, %2 veya daha az dogal aroma, musir nisastast, metilseliiloz, pismis sogan ve

burger / havug suyu konsantresi, tuz icerir peynir altt suyu, sarimsak tozu, baharat, sogan tozu, domates sal¢ast

71 gram (domates), ksantan zambki.

Imp0551ble Topl:itm Doyrr}u§ Kolestrol Na K.H.! Dlyet Protein Ca Fe K Kalori

Burger / Yag Yag Lifi

Impossible 18 40 0 16 3 11 31 15 25 15 240

Burger / Urin igerigi: su, tekstiire bugday proteini, hindistan cevizi yag1, patates proteini, dogal tatlar,

113 gram leghemoglobin (soya), tuz, soya proteini izolats, ksantan zamki, vitamin C, tiyamin, niasin, vitamin B6,
riboflavin, vitamin By.

Gardein / Toplz}m Doyrr}u§ Kolestrol Na K.H.1 D1yet Protein Ca Fe K Kalori

Ultimate Yag Yag Liff

Slglr eti 7 0 0 13 2 8 21 4 10 - 130

burgeri / Uriin icerigi: su, tekstiire bugday proteini, bugday gluteni, bugday unu, maltlt arpa ekstrakti, soya proteini

85 gram konsantresi, sogan, kanola yag1, soya proteini izolati, organik antik tahil unu, organik horasan bugday
unu, organik amaranth unu, organik dart unu, organik kinoa unu, modifiye sebze sakiz, maya ekstrakti,
kurutulmus sarimsak, sogan tozu, maltl arpa ekstrakti, organik seker kamusi, deniz tuzu, dogal tatlar
(bitki kaynaklarindan), patates nisastasi, baharatlar, sirke, bezelye proteini, havug lifi, pancar lifi,
leghemoglobin.

Before the = Toplam — Doymus ool Na KHI P9 proin Ca Fe K Kalori

Butcher / Yag Yag Lifi

Bitki  bazl 19 35 0 16 3 0 40 8 15 10 240

burger / ——— — - — — —

Urtin igerigi: su, soya unu, soya proteini, kanola yags, rafine Hindistan cevizi yag1, soya proteini
113 gram konsantresi, maya ekstraktt (tuz, dogal aromalar), metilseliloz, karamel rengi, tatlandirict (maltodekstrin),

orta zincirli trigliseritler, sodyum fosfat, 1zgara ve duman aromasi, pancar suyu tozu (pancar suyu
ekstrakty, sitrik asit), dogal kirmiz1 renk (pancar suyu, annatto, gliserin).

*Gunlik ortalama bir beslenmenin ne kadarini karsiladigin ifade etmektedir (Daily value). ':Karbonhidrat
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SONUC

Iginde yasadigimiz diinya genelini etkileyen
kiiresel egilimlerin, ylizyillardir beslenmede temel
protein kaynagi olan etlerin Uretim zincirine
yansimast  surdirilebilir  GUretim ve tiketim
olgularint  giindeme getirmistir.  Giinimiizde
sirdirilemez yonde ilerledigi digtinilen et
tedarik zincirinin, hayvan refahina ve insan
sagligina deger veren, ekonomik ve daha az
cevresel etki yaratan bir vizyon izleyebilmesi i¢in
hammaddeden son iriine kadar yenilik¢i yesil
teknolojiler ile donatilmasi, bu sektoriin gelecege
tasinabilmesi icin 6nemli bir adim olacaktir. Bu
baglamda, geleneksel ciftliklerin akilli teknolojiler
ile donatilarak hayvan refahi ile uyumlu
hammadde Uretiminin gerceklestirilmesi, ayrica,
uretilen hammaddenin isleme ve muhafazasinda,
mevcut teknolojilerin yerine ¢evre dostu yenilikei
yesil teknolojilerin  kullanilmast igin dreticiler
tesvik edilmelidir. Genetik segilime ugramis
yiksek karkas verimine sahip, hastaliklara karst
direncli hayvan tiitlerinin hammadde tretim agina
dahil edilmesi, biyocesitlik ve sosyo-kiltirel
acidan olumsuz etkilerinin yam sira, toplumun
buyik bolimini etkileyen dogala donis
trendinden 6tiiri bazi  tartigmalart  glindeme
getirmektedir. Hormon, antibiyotik gibi veteriner
kalintilart ya da toplum sagligini riske atabilecek
bulasanlari icermeyen yapust ile gelecegin alternatif
protein kaynagi olarak gérilen yapay etin saglik
tzerine etkileri ve dinya genelinin ihtiyacina
cevap verecek miktatlarda biyik 6lcekli tretim
olanaklari arastirtlmalidir. Yiiksek besin degeri ve
distik maliyet gibi avantajlar sunmalart nedeniyle
bazi tlkelerde ilgi gbren bocek proteinleri ve
bitkisel proteinlerden tretilen et analoglarinin
6zellikle bati ilkelerinde titketimi gida neofobisi
ile karsilanmaktadir. Bu alternatif urunletle
beslenme  tarzinin  kabul  edilebilitliginin
artirilabilmesi icin tiiketici goriis ve isteklerinin
pazara yansitilmast Snem arz etmektedir. Bu
yenilik¢i uygulamalarin, yarattiklan etik kaygilar da
dikkate alinarak, gida givenligi ve yasal
diizenlemelerle uyumlu, ¢evre ve doga dostu bir
yaklastmla  degetlendirilmeleri  gerekmektedir.
Diger taraftan, son yillarda tim diinyay1 etkileyen
dijitallesmenin yansimalarinin  goraldigh dstin
toplum modellerinde, teknolojinin  ve yeni
fikirlerin, bir tehdit olarak degil de bir yardimect

olarak algilanmasi, bu yeni uygulamalarin
stirdiiriilebilir et tedarigi sistemlerine entegre
edilmesini  kolaylagtiracak, gelecek nesillerin
giniimiizde mevcut olan aynit olanaklara sahip,
givenli bir yasam tarzi kurabilmelerine yardimect
olacaktir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢tkar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

KC ve GO makaleyi bitlikte planlamis, yazim,
inceleme ve dizenleme asamalarinda katkida
bulunarak, son halini okumus ve onaylamuslardir.
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oz

Insan gastrointestinal kanali (GIT), sindirimde, immiinolojide ve baz hastaliklarin olusumunda énemli rol
oynayan zengin, karmastk bir mikrobiyota icerir. Normal sartlar altinda, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi
kararhdir. Ancak diyetteki degisiklikler, bazi ilaglarin kullammi ve stres gibi faktorler nedeniyle
mikrobiyotanin bilesimi degisebilir. Bagirsak mikrobiyotasint diizenlemek amaciyla yeterli miktarda
alindiklarinda konaga fayda saglayan bakteri ve maya gibi canli mikroorganizmalar olarak tanimlanan
probiyotiklerin, gida seklinde ya da gida takviyesi olarak alinmasi giinlimiizde yaygin ve bilinen bir yéntemdir.
Son yillarda, cansiz (inaktif) mikroorganizmalar olan paraprobiyotiklerin veya canlt bakterilerden salinan ya
da bakteriyel parcalanma sonrasinda ortaya ¢tkan metabolik yan Griinler olan postbiyotiklerin, probiyotikler
yerine alternatif olarak kullanimi séz konusudur. Paraprobiyotik ve postbiyotikler uygulandiklarn konakeida
tipkt probiyotikler gibi basta bagirsak sagligim diizenleme ve immiin sistemini gliclendirme gibi birgok saglik
etkileri g6stermektedir. Bu calismada, probiyotikler yerine kullamulabilecek ve benzer saglik etkileri
saglayabilen paraprobiyotikler ve postbiyotikler ile ilgili ¢calismalar derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Paraprobiyotik, postbiyotik, bagirsak saghgi, bagisiklik sistemi

PARAPROBIOTICS, POSTBIOTICS AND THEIR EFFECTS ON HEALTH

ABSTRACT

The human gastrointestinal tract (GIT) contains a rich, complex microbiota that plays an important
role in digestion, immunology, and the occurrence of certain diseases. Under normal conditions, the
composition of the gut microbiota is stable. However, the composition of the microbiota may change
due to changes in diet, use of certain medications and stress. Today, it is a common and known
method to take probiotics, which are defined as living microorganisms such as bacteria, yeast, when
taken in sufficient quantities to regulate the intestinal microbiota, in the form of food or as a food
supplement. In recent years, the use of paraprobiotics, which are non-living (inactive)
microorganisms, or postbiotics, which are metabolic by-products released from living bacteria or
after bacterial degradation, have started to attract attention as an alternative to probiotics.
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Paraprobiyotikler ve postbiyotikler

Paraprobiotics and postbiotics demonstrate many health effects such as regulating intestinal health
and strengthening the immune system, just like probiotics, in the hosts where they are applied. In
this study, studies on paraprobiotics and postbiotics that can be used instead of probiotics and

provide similar health effects are reviewed.

Keywords: Paraprobiotic, postbiotic, intestinal health, immune system

GIRIS
Insan viicudundaki gastrointestinal ~kanalda
kolonize olan bakteri, viriis, maya, protozoa gibi
mikroorganizmalardan olusan ve bir organ gibi
islevi olan ekosisteme “bagirsak mikrobiyotast
(mikrofloras1)” denilmekte ve literatiirde bagirsak
mikrobiyotasinin, insan sagligi ile iliskili olduguna
dair ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (Young,
2017). Mikrobiyota gelisimini, bilesimini ve
fonksiyonunu etkileyen faktotler arasinda; dogum
sekli, annenin mikrobiyotast, anne sttd alimi,
antibiyotik/probiyotik  kullanimi ve beslenme
sekli yer almaktadir (Palmer vd., 2007). Bu
faktorler  arasinda  beslenme,  mikrobiyota
olusumu ve modilasyonu tizerinde %57 oraninda
etkili olmaktadir. Bu nedenle yeterli ve dengeli bir
beslenmeyle beraber makro besin ve mikro
besinlerin alinmastnin yant sira; dogal prebiyotik
ve probiyotik gida tikketimi 6n plana ¢ikmaktadir
(Baothman vd., 2016; Bektas vd., 2020a).
Beslenmeyle yeterli miktarda dogal prebiyotik ve
probiyotik alimi i¢in “Akdeniz diyeti” 6nerilmekle
birlikte tim dinyada “Batt tarzi beslenme”
seklinin yayginlagmastyla fazla miktarda hayvansal
doymus yag iceren islenmis ve rafine edilmis gida
tiketimi artmaktadir (Bektas vd., 2020b). Bu
beslenme tarzi, viicuttaki canli mikroorganizma
toplulugu  olan  mikrobiyotayt  olumsuz
etkilemekte ve bircok kronik hastaliga zemin
hazirlayan bozulmus, saglksiz mikrobiyotaya

(disbiyozis)  neden  olmaktadir.  Bagirsak
mikrobiyotasindaki  dengesizligin  giderilmesi,
bagirsak sagliginin iyilesmesi veya

modilasyonunu saglamak amactyla giinimiizde
gida ve ila¢ sanayisinde probiyotik, prebiyotik,
paraprobiyotik ve postbiyotik gida takviyeleri ve
recetesiz satilan farmasotik urtinlerin kullanimi
6nem kazanmaktadir.

Gunimiizde beslenme ve saglik konularina olan
ilginin  artmasi ile insan sagligini  koruyan,
iyilestiten ve hastalik olugsma riskini azaltan
fonksiyonel gidalara olan talep artmustir.
Fonksiyonel gidalarin  en 6nemli  grubunu

probiyotik  mikroorganizma  iceren  gidalar
olusturmaktadir. Probiyotikler yeterli miktarda
alindiginda konakeiya saglik yarari saglayan canl
mikroorganizmalar  olarak  tanimlamaktadir
(Buran, 2020). Gidalarda genellikle Bifidobacterium
spp. ve Lactobacillus spp. gibi bakteriler ile
Saccharomyces spp. gibi mayalar, probiyotik olarak
kullantlan  en yaygin  mikroorganizmalardir.
Normalde mikrobiyotada bulunan probiyotik
mikroorganizmalar (bakteri ve maya hiicresi),
disaridan dogal olarak gidalarla, gida takviyeleri
olarak ¢esitli gidalara ilave edilerek veya
farmasotik sekillerde (tablet, kapsiil, toz, sase,
damla vb.) alinabilmektedir (Yangilar 2015).

Son yillarda yapilan calismalar ile canli olmayan
mikroorganizmalatin ve bunlarin bilesenlerinin de
tipkt probiyotikler gibi saglik etkisi gOsterdigi
anlasilmistir. S6z konusu bu canli olmayan
mikroorganizmalara genel olarak paraprobiyotik
denilmektedir. Paraprobiyotikler yeterli miktarda
tiketildiginde fayda saglayan, canli olmayan
mikrobiyel ~ hiicreler  (bozulmamis  veya
parcalanmis) veya islenmemis hiicre o6zitleri
olarak tanimlanmaktadir (Martin ve Langella,
2019). Postbiyotikler ise hiicre metabolitleri,
biyojenikler, hiicresiz slipernatant, fonksiyonel
proteinler/enzimler, hiicre dist polisakkaritler
(EPS), teikoik asit, pili tipi yapilar, metabiyotikler
(mikrobiyota  metabolitleri) ve  probiyotik
aktivitenin metabolik atiklart olarak
tanimlanmaktadir (Malashree vd., 2019; Wegh
vd., 2019). Fermente siit driinlerindeki laktik asit
bakterileri (LAB), laktik asit, peptidoglikan,
bakteriyosin  ile  postbiyotik  olabilecek
metabolitleri salgilayarak saglik acisindan fayda
saglarlar. Ornegin, fermantasyonla tiretilen laktat
ve kisa zincitli yag asitlerinin (KZYA) birer
postbiyotik oldugu ve bagirsaktaki
antienflamatuar ve antikarsinojenik 6zellikleri
etkiledigi bildirilmistir (Iraporda vd., 2015; Wu
vd., 2018; Malashree vd., 2019). Bugiine kadar en
cok bilinen laktat, cesitli peptitler, KZYA,
galaktooligosakkaritler gibi farkli postbiyotiklerin,
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Lactobacillus ~ve Bifidobacterium bakterilerine  ait
suslar  tarafindan  bagirsakta veya gida
sistemlerindeki fermantasyonla tretildigi bilinse
de Streptococcus ve Faecalibacterium gibi  bircok
bakteri veya maya tarafindan da postbiyotik
sayilabilecek metabolitlerin tretildigi
bilinmektedir (Aguilar-Toala vd., 2018; Collado,
vd., 2019).

Gida sistemlerinde postbiyotik ve
paraprobiyotiklerin  kullanilmas: icin Oncelikle
detayli bir sekilde tanimlanmis ve
karakterizasyonunun iyi bir sekilde yapilmis
olmasi gerekmektedir. Postbiyotiklerde
metabolitlerin tanimlanmasi, paraprobiyotiklerde
ise bozulmamis hiicrelerdeki butinligin veya
degisikliklerin degetlendirilmesi i¢in kullanilan
tekniklerin ve analitik araclarin secimi, analitik
amagclara, mikrobiyel komplekslerin niteliksel
ve/veya niceliksel o6zelliklerine ve incelenen
molekiillere baglidir (Shenderov vd., 2020). Ek
olarak, bunlarnn fonksiyonel amaglarla Gretimini
uygun maliyetle saglamak icin kullanilabilecek
teknolojik  ve endustriyel strecler tzerinde
calisiimasina da ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla
Dunand vd. (2019) yaptiklart calismada hem

laboratuvar hem de endistriyel Olgekte
postbiyotik  dretiminin,  biyoaktivitelerinde
ve/veya  koruyucu  etkilerinde  farklilik

olusturmadig1 sonucuna varmiglardir. Son olarak,
postbiyotik / paraprobiyotik ile yapilan sinitlt
sayidaki ¢alismalarda, probiyotiklerde oldugu gibi
yararlt etki saglamak icin gerekli olan spesifik bir
doz belitlenmesi, bunlar icin henuz tam olarak
saptanmamustir (Nataraj vd., 2020). Bunun icin
gelecekteki calismalarda, 7 vitro aktivitelerinin ve
in wvivo etkilerinin biyoaktivitelerini daha iyi

anlamak icin mekanistik calismalara
odaklanilmalidir.
PROBIYOTIK YERINE

PARAPROBIYOTIK VE POSTBIYOTIK
KULLANIMI

Bir  mikroorganizmanin  probiyotik  olarak
nitelendirilmesi i¢in bagirsaga kadar canliligim
kaybetmeden ulagsmast ve bagirsak ceperine
tutunabilme yeteneginin olmast gerekir. Test
edilen probiyotik —suslari, gelisme ortamu,
inktbasyon sicakligr ve 6n islem yontemleri gibi

Uretim sireci kosullarindan  6nemli
etkilenmektedir. Probiyotik suslanin  bu  tip
kosullardan  etkilenmesi,  belitli  gidalarda
kullantminda ~ bazt  teknolojik  zorluklar
getirmektedir. Tirk Gida Kodeksi’ne gore, bir
gidanin probiyotik tiriin olarak kabul edilmesi icin
enaz 106 KOB/g ya da ml canli probiyotik bakteri
icermesi ve bunu muhafaza etmesi gerektigi
bildirilmistir (Anonymous, 2006). Probiyotiklerin
canlt olma gereksinimi, bunlarin belirli gidalarda
kullantmini  zotlastirmaktadir.  Béylece  aymt
faydalart  saglayan  paraprobiyotiklerin  ve
postbiyotiklerin tretimi 6n plana c¢tkmaktadir.
Teknolojik olarak tretimi sirasinda yiksek 1sil
islem gereken trtinlere kolay ilave edilebilmeleri,
canlilik kaybi problemi olmadig i¢in soguk zincir
gereksiniminin olmamasi, depolama ve tasima
kolaylig1, az gelismis bolgelere driin dagiim ve
satisinin kolay olmast gibi avantajlart nedeniyle
gidalarda probiyotikler yerine paraprobiyotiklerin
ve postbiyotiklerin kullanilmast giderek 6nem
kazanmaktadir.

Olciide

Probiyotikler de dahil olmak tzere canlt
bakterilerin  saglik uygulamalarinda  kullanimi
firsatct patojenite gelisimine neden
olabilmektedir. Bu durum bagisiklik sistemi zayif
bireyler icin risk olusturmakta ve yogun bakim
hastalarinda, bagirsak butinligh bozulmus aktif
kanamali hastalarda (6rnegin siddetli inflamatuar
bagirsak hastaligi- IBH) ve siddetli pankreatit
durumunda probiyotik kullanilmast
Onerilmemektedir  (Singhi vd., 2016). Canlt
mikroorganizma  yerine  inaktive  edilmis
mikroorganizma ve hticre Ozutlerinin
kullamlmasi; immin sistemi zayif ya da
baskillanmis  bireylerde  enfeksiyon — veya
enflamasyon riski olusturmadig icin
probiyotiklere  gbre daha fazla guvenlik
faktérintiin ~ olmast, depolama ve dagiim
secencklerindeki  kolayliklar  nedeniyle  de
tranlerde  kullanim  kolayligt gibi
avantajlar saglamaktadir (Sawada vd., 2016;
Warda vd., 2019).

sunmasi

Gida sistemlerinde probiyotiklerin kullamimina
alternatif olarak gelistirilen paraprobiyotikler;
DNA filamentlerinin ~ kirilmasi, hiicre  zan
bozulmast veya hiicre duvarinin mekanik hasart
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gibi mikrobiyel hiicre yapilarini  degistiren
faktorlere  maruz  kalip hiicre  canliliklaring
tamamen kaybeden mikroorganizmalardir. Ek
olarak, temel enzimlerin etkisizlestirilmesi veya
membran seciciliginin devre dist birakilmast gibi
mikrobiyel tizyolojik fonksiyonlardaki
degisiklikler de canlilik kaybina neden olur. Canli
bakterilerin inaktivasyonu ile paraprobiyotik elde
etmek amactyla gesitli yOntemler literatiirde
uygulanmistir. Bunlar 1s1l islem, kimyasallar (6r.
formalin), gama veya ultraviyole 1sinlama,
sonikasyon ve ohmik isitmadir (de Almada vd.,
2016; Tiptiri-Kourpeti vd., 2016). Uygulanan
islemler ve normlari, hiicrenin biitiinligi tizerinde

farklt etkilere sahiptir. Bu etkiler islemin
yogunlugu, islemin tiri ve uygulanma siiresine
gbre  degismekle  birlikte  elde  edilen

paraprobiyotigin saglk faydalari tzerinde de
etkilidir.

Postbiyotikler, canlt probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan tretilen veya hticre
kirilmasindan sonra konaga herhangi bir fizyolojik
fayda saglayan biyoaktif ¢6zintr faktorler
(irtinler veya metabolik yan trinler) olarak
tantmlanir. Molekiler agirligt 50 ila 100 kDa olan,

¢ozunur, cansiz  bakteri  Urlnleri  olan
postbiyotiklerin  konak¢t  iizerinde  biyolojik
aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Postbiyotik

tretimi genellikle 1s1 ve enzimatik islemler, ¢6ztict
ekstraksiyonu ve sonikasyon gibi hiicre parcalama
tekniklerini icerir. Ardindan ilave bir ekstraksiyon
ve santrifiij, diyaliz, dondurularak kurutma ve
kolon saflagtirma gibi Uretim sontrasindaki
islemler, Gretim prosediitleti elde etmeye yardimect
olmak i¢in kullandmaktadir (Aguilar-Toald vd.,
2018).

In vitro ve in vivo calismalar; postbiyotiklerin ve
paraprobiyotiklerin antienflamatuar
immiinomodilatdr, antioksidan ve antimikrobiyel
gibi  biyoaktiviteler ~— ile  antikarsinojenik,
antiproliferatif =~ faydalar  gOsterdigini  ortaya
koymaktadir. Paraprobiyotikler; alkoliin yol a¢tif
karaciger hastaliklari, solunum yolu hastaliklari,
ishal, inflamatuar bagirsak hastaliklart,
antienflamatuar, ba@isiklik sistemi ve bagirsak
mikrobiyotasinin  bakteriyel —translokasyonunu
modile etmek gibi farkli amaglar icin kullanilmus

>

ve literatiirde olumlu etkiler géstermistir. Diger
faydalt etkileri; laktoz intoleransinin azaltilmasi,
dis  ciriginin  iyilestirilmesi,  yaslanma
belirtilerinin yavaslatilmasi ve kanser hiicrelerinin
blylmesini kontrol etmesidir (de Almada vd.,
2016; Sharma ve Shukla, 2016; Posadas vd., 2017,
Aguilar-Toala vd.,2019; Chuah vd., 2019; de
Oliveira Coelho vd., 2019; Moradi vd., 2019; Riaz
Rajoka vd., 2019; Cuevas-Gonzalez vd., 2020).
BAGISIKLIK SISTEMI UZERINE
YAPILMIS CALISMALAR

Probiyotikler gibi paraprobiyotikler bagisiklik
sistemine etki ederler ve bagisikligi diizenleme
tzerindeki etkileri hakkinda literatiirdeki cesitli
rapotlar bulunmaktadir. Paraprobiyotik
uygulamasinin ~ dogustan  gelen  bagisiklik
hticrelerinden olan makrofajlarin tepkisini i vitro
olarak arttirdif1 ve enfeksiyonlara karst bagisiklik
sistemi Uzerinde bir etki yaratug yapilan
calismalarla gbzlenmistir. Paraprobiyotik elde
etmek icin uygulanan 1st ile inaktivasyonlarda,
makrofajlarda bagisikligt destekleyici
sitokininlerin Gretimindeki artis Gzerinde, hiicreye
uygulanan sl islemin engel olusturmadigi,
béylece paraprobiyotigin bagisikligi olumlu yénde
etkiledigi yorumu literatiirde bildirilmistir (de
Almada vd., 2016).

Cansiz hicreler olan paraprobiyotiklerin elde
edilmesinde kullanulan inaktivasyon yontemlerinin
degerlendirildigi bir calismada bakteriler 60°C'de
2 saat1s1 soku, 2.5 saat boyunca UV uygulamasi ve
formalin (%1 v/v) uygulamast olmak tzere 3
farkli yolla inaktive edilmistir. Calisma sonunda,
1sil islem gbrmils formun en iyi sonucu verdigi
belirtilmistir (Kamilya vd., 2015). Fujiki vd. (2012)
tarafindan yapian bir calismada, 1st ile inaktive
edilerek elde edilmis paraprobiyotik Lb. plantarum
L-137 uygulamasinin, bagisiklig destekleyici IL-
12p40 sitokininin dretimini, hiicre yapisindaki
teikoik asit bilesiminin uyardift ve iz witro
imminomodiilasyon  aktivitesini  gelistirdigi
gozlenmistir. Arastirictlar uygulanan 1sin bu
asidin bilesimi Uzerindeki etkisini netlestirmede
6nemli oldugunu vurgulamuglardir. Yapilan bir
baska calismada 1s1 ile inaktive edilmis farkls laktik
asit  bakteri suglarinin  imminostimtlasyon

ozelliklerinin stabilitesinin, 1s1ya maruz
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birakildiginda ve suga baglt olarak farkhhk
gosterdigi belirlenmis ve bu farkliligin lipoteikoik
asit ve peptidoglikan gibi hiicre ¢eperi
bilesenlerinde meydana gelen degisikliklerle iliskili
oldugu belirtilmistir (Ou vd., 2011). Hem canlt
hem de 1st ile inaktive edilmis I.b. brevis B13-2
yapilan calisma sonucunda, her iki formun da
antioksidan aktivite gosterdigi, paraprobiyotik
formun ise hem stabilite hem de immunomodiile
edici aktivite sergiledigi ve bunlann 1s18inda
paraprobiyotiklerin fonksiyonel bilesenler olarak
kullanilabilecegi yorumu yapilmistir (Song vd.,
2020).

Bifidobacterium  bifidum  BGN4Un  hicre
fraksiyonlarinin postbiyotik 6zelliklerinin Lee vd.
(2002) tarafindan incelendigi arastirmada, dort
farkll  fraksiyonun (tim hiicre, hiicreden
arindirtlmis  spernatant, saflastinlmis  hiicre
duvart ve kiltiir sipernatantt) her biri icin farkl
immin reaksiyon gdsteren imminoregilasyon
yetenekleri rapor edilmistir. Balzaretti vd. (2017)
tarafindan yapilan ¢calismada, Lb. paracasei DG'den
elde edilen postbiyotik bir ekzopolisakkaridin,
insan monosit hiicre hattt Tamm-Horsfall protein
1'de (THP-1) proinflamatuar sitokinlerin gen
ekspresyonunu  artirarak  imminostimilan
6zellikler sergiledigi bildirilmistir. Qi vd. (2020),
yizey tabakast proteini, genomik DNA ve
metillenmemis  sitozin-fosfat-guanin  igeren
oligodeoksintikleotid dahil olmak tzere Lb.
rhamnosus GG'den elde edilen farkli postbiyotik

bilesikletin ~ imminomodulatér  6zelliklerini
degerlendirmis ve cogu postbiyotik
fraksiyonunun  olumlu  etkiler  gOsterdigini
belirtmislerdir.

Yapilan arastirmalar sadece 7 vitro galigmalar ile
sturlt  degildir.  Literatiirde canlt  olmayan
mikroorganizma ve bunlarin preparatlarinin oral
yolla alindiginda dencklerin sagligi tzerindeki
etkilerin arastirldigi calismalar da bulunmaktadir.
Oral yolla alinan LAB gibi belirli tipte bagirsak
stimtlatorlerinin oral yolla alinmasi ile bagirsak
fonksiyonunun modifiye edilmesi miimkin olur.
Bu olast fonksiyonel degisiklikler, otonom sinir
sistemi, endokrin sistem ve bagisiklik sistemi
yoluyla tim viicudun ¢esitli biyolojik islevlerini
etkileyebilir (Sampson ve Mazmanian, 2015). Arai

vd. (2018) yaptiklart calismada paraprobiyotik L&.
paracasei  MC1849  uygulanmasinin, farelerin
bagirsak dokularinda antijene 6zgi IgA tretimini
tyilestirdigini, bu paraprobiyotigin, edinilmis
bagisiklik tepkilerini gelistirme potansiyeline sahip
oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢calismada, inaktive edilmis Lactococcus
lactis H61'!n oral yoldan farelere 4 ay boyunca
verilmesinin bagisikligt olumlu etkileyip kemik
dansititesindeki azalma, cilt Glserlerinin gbrillme
sikligl, sa¢ dokiilmesi gibi yaslanmaya dair bazi
belirtilerin Gstesinden gelme potansiyeli oldugu
bildirilmistir (Kimoto-Nira vd., 2007). Benzer bir
baska c¢alismada, yaslandirilmus farelere 10
mg/gin dozda (1x10"" KOB/g) paraprobiyotik
Lb. gasseri TMC0356 oral yolla diyetlerinin icine
eklenmis ve bunun sonucunda paraprobiyotik
laktobasillerin, konaket hayvanlarda hiicre aracilt
bagisikligt artirabilecegini ve dolayisiyla yasa baglt
immin yaslanmayr (yaslanmaya bagli olarak
bagisikligin bozulmasi) degistirebilecegini
gostermistir (Kawase vd., 2011).

GASTROINTESTINAL SISTEM

UZERINE YAPILMIS CALISMALAR
Bagirsak  mikrobiyotasy;  insan
metabolik, sindirim, immiinolojik streglerinde ve
patojen mikroorganizmalari engellemede 6nemli
bir rol oynar. Bagirsak mikrobiyotasinin saglig1 ve
dengesinin iyilestirilmesinde tipki probiyotikler
gibi paraprobiyotiklerin ve postbiyotiklerin de rol
oynadigt yapilan calismalarla gérilmistir (Wegh
vd., 2019). Bu nedenle, probiyotiklere alternatif
olarak paraprobiyotik ve postbiyotik kullantmi
popiiler olmaya baslamustir. Bagirsak mukozasinin
in vitro modellerinde 1s1 ile o6ldirilmis cesitli
probiyotik suslarin kombinasyonunun
uygulanmasinin; patojen bakterilerin mukozaya
yapismasint  Onleyerek, paraseliler gecirgenligin
artmasint engelleyerek, membran bitinliginin
restorasyonunu ve sitokin gen ekspresyonunu
modile ederek bagirsak hiicrelerini Escherichia coli

vicudunun

enfeksiyonundan  korudugu  literatiirde  6ne
strilmistir (de Servi ve Ranzini, 2017).
Bagirsak  bariyer  bitiinligh  ile  alakali

paraprobiyotikler ve postbiyotiklerin potansiyel
kullanimt  ile ilgili ¢esiti 7z witro galismalar
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mevcuttur. Ist ile inaktive edilmis cesitli
paraprobiyotik bakterileri (L& bulgaricus, Lb.
acidophilus ve Streptococeus thermophilus) igeren yogurt
titketiminin etkisinin 7 vitro olarak hiicre kiltirleri
tzerinde arastirildigt bir calismada, insan intestinal
Caco-2 hicrelerinde bagirsak epitel batiyer
fonksiyonunun bozulmasini 6nlemede
paraprobiyotiklerin 6nemli 6lclide etkili oldugu
bildirilmistir (Zeng vd., 2015). KZYA, safra
asitleri, poliaminler ve aril hidrokarbon reseptdr
(AhR)  ligandlart  gibi  postbiyotik  olan
metabolitler, hem immiin olan hem de olmayan
bagirsak  hiicreleri  ile  birlikte  bagirsak
mikrobiyomunu etkilemenin yant sira
gastrointestinal ~ sistemin  bariyer  ylzeyini
korumak, dogustan gelen ve uyarlanabilir konaket
immin yamtlarini modile etmek gibi cesitli
islevlere de sahiptir (Postler ve Ghosh, 2017).
KZYA’nin, bagirsak  mukozal  bariyerinin
butiinligini korudugu, antienflamatuar etkileri
olan histon deasetilaz inhibitérleri olduklarindan
dogal  bagisiklikta ve  adaptif  bagirsak
bagisikliginda 6nemli bir rol oynadigt literatiirde
belirtilmistir (Koh vd., 2016; Riwes ve Reddy.,
2020). Graft Versus Host Hastaligi (GVHH); kok
hiicre naklinden sonra dondriin kemik iligi ya da
kan kok hicresinde bulunan T lenfositletle,
alicinin doku grubu antijenleri arasindaki etkilesim
sonucu olusan, dondrden alinan T lenfositlerinin
aliciyt (host) yabanct olarak algilamast nedeniyle
immin hicrelerinde hasar meydana getiren
6nemli bir komplikasyondur. Akut ya da kronik
olarak siniflandirlabilmektedir. Farelerde
deneysel olarak olusturulan akut GVHH’de;
mikrobiyel metabolitlerin 6zellikle de KZYA’nin,
intestinal epitel hiicrelerinde azaldigt
gosterilmistir. KZYA’den bitirat ve propiyonatin
dogrudan verilmesinin ya da bagirsakta bu
metabolitleri  (6zellikle de butirat) dreten
bakterileri atttirmanin, farelerde akut GVHH
siddetinde  azalma  sagladigt  gosterilmistir
(Mathewson vd., 2016; Fujiwara vd., 2018).

Inflamatuar bagirsak hastaliginin (IBH) iki formu
olan Crohn hastalig1 ve tlseratif kolit icin bazi
paraprobiyotiklerin  probiyotikler gibi  fayda
sagladigini  gOsteren  ¢alismalar  literatiirde
mevcuttur. Yapilan bir calismada, 1s1 ile inaktive
edilmis (121°C’de 20 dakika) Lb.  brevis

SBC8803in, kolitli farelerin bagirsak
yaralanmalari  tzerindeki etkisi arastirilmistir
(Ueno vd., 2011). Paraprobiyotik uygulamasinin,
oksidatif stres altnda bagirsak epitelinin bariyer
fonksiyonunu gelistirdigi, bu nedenle
paraprobiyotik  uygulanmis  koliti  farelerde
inflamasyonu ve intestinal hasart azalttig1, bagirsak
iltihabini iyilestirirken bagirsak homeostazisini de
basartyla  strdiirmeye  yardimer  oldugu ve
probiyotikler gibi bagirsakta kolonize olmadan
saglk etkisi yarattigr gorilmistiir. Arastricilar,

proinflamatuar sitokinlerin ~ diizenlenmesi ve
hticrelerin  farkldastirilmas:t  yoluyla  bagirsak
iltthabinin  iyilestigi  yorumunu  yapmuslardir.

Benzer bir sonu¢ Chiu vd. (2013) tarafindan
yapilan bir calisgmada da gorilmustiir. Calismada,
pataprobiyotik Lb. plantarun/un (107 KOB/ml) in
vitro olarak uygulamasinin insan intestinalindeki
Caco-2 hicrelerine ait gen ekspresyonlarinin
dizenleyerek inflamasyonu inhibe ettigi, Gram

negatif ~ bakteriler  tarafindan  salgillanip
enflamatuart indiikleyen lipopolisakarite karst
(LPS) bagirsagin dayanimint arttirdigt

bildirilmistir. Aktif Gilseratif kolite ve bu hastaligin
alevlenmelerine karst  Bifidobacterium  spp. ile
fermente  edilmis  siitteki  paraprobiyotik
Bifidobakterilerin  etkisi Imaoka vd. (2008)
tarafindan yapilan bir calismada arastirilmustir.
Calismada, paraprobiyotik B. breve ve B. bifidum
uygulanmasinin, antienflamatuar bir sitokin olan
interlokin 10 (IL-10) Gretimini tetikledigi ve
epitelyal hiicrelerde proinflamatuar bir sitokin
olan interl6kin 8 (IL-8) salgilanmasint baskiladigt
gbzlenmistir. Postbiyotiklerin  kolondaki etkisi
Uzerine yapilan bir calismada, miyojenik hasara
neden  olan  lipopolisakkaritlerden  insan
kolonundaki diiz kas hiicreleti Lb. rbammnosusun
postbiyotik  reaksiyonlarin  gerceklesmesine
aracihk eden postbiyotik kimyasal maddeleri
korudugu Cicenia vd. (2016) tarafindan
belirtilmistir. Calismalar
paraprobiyotiklerin ve/veya bunlarin hiicre duvart
Ozutlerinin, canli bakterilere benzer yollar ile
iltihabt hafifletebildigi sonucuna ulasilmaktadir.

sonucunda

Paraprobiyotiklerin ve postbiyotiklerin etkisinin
arastirildigt saglik problemlerinden birisi de kolon
ve mide kanseridir. Literatiirde yapilan
calismalarda, farkli paraprobiyotik Lactobacillus
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spp. fraksiyonlarinin, 1siyla inaktive edilmis
hiicrelerinin, hiicre duvarnnin, peptidioglikan ve
sitoplazmatik fraksiyonlarin insan kanser htcre
hatlarina  karst  antiproliferatif =~ bir  etki
gOsterebildigi belirtilmistir (de Almada vd., 2016,
Ashwini vd., 2019). Postbiyotikler ile kolon
kanseri hiicrelerine karst yapilan calismalarda da
paraprobiyotiklere benzer olarak antiproliferatif
etkiler kanitlanmis ve bu etkilerin biiytik olasilikla
bagisiklik  tepkilerinin  diizenlenmesi  yoluyla
oldugu yorumu literatiirde yapilmustir (Tiptiri-
Kourpeti vd., 2016). Maghsood vd. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢calismada, Lb. reuteri PTCC
1655'ten  tretilen postbiyotiklerin  (htctesiz
sipernatant) ve paraprobiyotiklerin (1s1l islem
gbrmis ve sonike edilmis), kolon kanseri kok
hiicre benzeri huctreler (HT29-ShE) tzerinde
baskilayict etkiler gostererek apoptozu (kontrollii
hiicre Slimiind) artirdigt gézlenmistir. Probiyotik
S. thermophilus ve onun postbiyotik EPS'leti ile
vapilan  bir  calismada;  Helicobacter — pylori
adezyonununun azaldigi, yapiskan insan mide
adenokarsinom epitel hiicre hattunda (AGS
hucreleri) sitokin IL-8'in modilasyonu ile
enflamasyon hafifleyerek antienflamatuar etkinin
gbrildigt  bildirilmistir  (Marcial vd., 2017).
Benzer sonuclar literatiirde baska calismalarda da
gorulmus ve postbiyotik /paraprobiyotik
uygulamasinin, insan kolon karsinom hiicre hattt
ile kolon adenokarsinom hticre hattt tzerinde
apoptozu  arttirdigt  bildirilmistir  (Karimi
Ardestani vd., 2019; Nozati vd., 2019).

Literatiirde canlt olmayan mikroorganizma ve
bunlatin prepraratlatinin oral yolla tiketiminin,
deneklerin bagirsak sagligt ve stabilitesi tizerine
olan etkisinin arasturildigi  bircok  calisma
bulunmaktadir. Diyet yolu ile titketimi ile bagirsak
mikrobiyotasinin hem kompozisyonunun hem de
metabolik aktivitesinin gelismesine
paraprobiyotik  tiiketiminin  olumlu  katkida
bulundugu, bu katkilarin peptitler, teikoik asitler
gibi hiicre duvari bilesenlerinden dolayt oldugu
yapilan caligmalarla literattrde belirtilmistir.
Yapilan bir calismada, hizlandinlmis  sekilde
yaslandirilmug farelerin diyetine 0.5 g/kg'da 1s1 ile
inaktive edilmis Le /lactis ssp. lactis G50 ilave
edilmis paraprobiyotik tiketiminin bagirsakta
zararll bakterilerinin gelisimini baskdadigi, bu

farelerin bagirsak mikrobiyotasint  iyilestirdigi,
bagirsakta HoS iireten bakterilerin ¢ogalmasint
engelledigi  belirlenmistir ~ (Kimoto-Nira vd.,
2009). Yapilan klinik bir ¢alismada ise 2 hafta
boyunca giinlitk olarak paraprobiyotik kullanan
katiimecilarda, giinlitk 210 mg doz paraprobiyotik
aliminin, bagirsak ortaminda gézlenen Bacteroides
fragilis gibi bakterilerin seviyesini 6nemli sekilde
azalttif1, bagirsak hareketlerini  ise arttirdigt
gozlenmistir (Asama vd., 2016). Ulseratif kolit
lzerinde yapilan calismada, oral olarak hem canli
hem de paraprobiyotik 4. plantarum Zhang-LL
verilen farelerde; serumda proinflamatuar sitokin
miktarinin  ve kolon dokusunda bagirsak
gecirgenliginin  azaldifl, intestinal mikrobiyota
stabilitesinin korundugu ve bdylece farelerde

tlseratif  kolit  semptomlarinin  hafifledigi
gbzlenmistir (Jin vd., 2020).
Bagirsak  bariyerini  korumak ve bakteriyel

translokasyonu azaltmak icin paraprobiyotik
kullanimt ile ilgili yapilan bir c¢alismada, 1st ile
etkisiz hale getirilmis Saccharomyces boulardii (109
KOB/ml) uygulamasinin, bagirsak gecirgenligini
koruyarak ve bakteriyel translokasyonu azaltarak
farelerde  bagirsak  batiyerini  korudugu
belirtilmistir. Bu faydalarin calismada kullanilan
maya hiicresinin duvarina bagl oldugu sonucuna
varilmistit. Bu nedenle etki mekanizmasinda,
hticre yapist bilesenlerinin hiicre
metabolizmasindan daha fazla etkili oldugu
yorumu yaptlmistir (Generoso vd., 2011). Viseral
agrt  (ic  organlardan kaynaklanan agrilar)
rahatsizligina karst paraprobiyotiklerin etkisinin
aragtirildigt bir calismada, sicanlarda probiyotik
veya paraprobiyotik L. reuter/nin 1s1 (80°C’de 20
dk) veya gama 15111 ile etkisiz hale getirilip etkileri
arastridmistir.  Arastiricilar bu  uygulamalann,
bagirsaktaki enterik sinirler tizerinde olumlu etki
ettigini, kolorektal distansiyonun (kalin bagirsakta
gaz birikimi sonucu siskinlik ve agm) neden
oldugu i¢ organlardan kaynaklanan agrilan (viseral
agriy1) 6nleyebildigini, lipoteikoik asit gibi bakteri
hiicre duvarn bilesenlerinin pro ve antienflamatuar
immin tepkilerini diizenleyebilecegini
belirtmislerdir (Kamiya vd., 2000).

Paraprobiyotik ~ ve
dretilmis  bazt  ilaglarin,

postbiyotik  kullanilarak
sindirim  sistemi
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rahatsizliklan tizerindeki etkilerini degerlendirmek
igin calismalar yapilmustir. Ishal tedavisi amaciyla
1s1 ile inaktive edilmis liyofilize Lb. acidophilus
igeren paraprobiyotik kapsiiller, Fransa’da ticari
olarak gelistirilmis ve insanlarda kronik ishalin
tedavisinde kullanilmustir. Bu kapsiiliin cocuklarda
viral veya bakteriyel kaynaklt ishalin tedavisinde,
hastalik stiresinin azaltilmasinda, irritabl bagirsak
sendromu olan hastalarda diskt  kivaminin
iyilestirilmesinde fayda sagladigr belirlenmistir (de
Almada vd., 2016). Arastiricilar bu ticari kapsilin
etki  seklinin, L& addophilusun  patojenik
mikroorganizmanin yapigsma ve istilasina karst
kolitli mukozayt koruma kabiliyeti gelistirmesiyle
ilglli oldugunu 6ne surmuslerdir. Lb. rhamnosus
V'den ekstrakte edilen muramil peptidleti iceren
ticari  bir  postbiyotik ilacin, ¢ocuklarda
gastrointestinal rahatsizligin ~ giderilmesine
vardimet oldugu; B. longum, S. thermophilus ve Lb.
Plantarupian hiicre duvart lizadarini iceren bir
ilacin ¢ocuklarda disbiyozis (bozulmus, sagliksiz
mikrobiyota) ve otizmi 6nlemede faydali oldugu;
Lb. acidophilus ve Lb. helveticns'un urettigi KZYA’ni
iceren bir bagka ilacn ise kronik gastritli
hastalarda sagliksiz mikrobiyotayr dizenledigi
yapilan calismalar sonucunda bildirilmistir (West
vd., 2013; Omarova vd., 2014). Kabiz veya
bagirsak hareketliligi artmis olan bireylerde 1st ile
inaktive edilmis L.b. gasseri CP2305'1 igeren
fermente sttin (%10 skimmilk+%0.25 yeast
ckstrakt) etkisi arastrlmistir (Sawada vd., 2016).
Calisma sonunda, 3 hafta boyunca, 6zellikle kabiz
olan deneklerde iyilesmeler gorilmis ve bu
calisma ile aragtiricilar, gida yolu ile paraprobiyotik
tiketiminin kabizliga egilimi olan hastalarda

bagirsak fonksiyonunu diizenledigini
bildirmislerdir.
PSIKOLOJiYl DUZENLEYICI ETKIiSi

UZERINE YAPILAN CALISMALAR
Hayvan ve insan caligmalarindan elde edilen cesitli
kanitlar, bagirsak mikrobiyotasinin otonom sinir
sisteminin faaliyetlerini  degistirebilecegini  ve
bagirsak fonksiyonlarini, serotonin biyosentezi ve
ruh  sagligt  durumunu  degistirebilecegini
gOstermistir. Bu tedaviler icin kullandan canlt
mikroorganizmalara “psikobiyotik” denilmektedir
(Sampson ve Mazmanian, 2015; Obata ve
Pachnis, 2016).

Yapilan bir calismada, canli formda veya 1st
uygulamast ile (100°C’de 30 dk) oldurtlen L.
paracasei PS23'un (108 KOB/0.2 ml doz)
antidepresan benzeri etkileri arastirlmistir. Hem
canlt hem de paraprobiyotik PS23"tin anksiyete ve
depresyon  benzeri  davranslari  tersine
cevirebildigi, depresyon yénetimi icin potansiyel
bir psikobiyotik olabilecegi 6ne stirtilmiistir (Wei
vd. 2019). Warda vd. (2019) 1s1l islem gérmis Lb.
Sfermentum ~ve Lb. delbrneckii suglarint iceren bir
paraprobiyotik triininin (ADR-159) farelerde
kullaniminin, stres hormonu kortikosteronun
seviyesini diistirdiigii ve hayvanlann sosyalligini
arturdiginn goézlemlemislerdir.  Benzer  bir
calismada, arastinicilar paraprobiyotiklerin L.
helveticus MCC1848'in subkronik ve hafif sosyal
yenilgi stres modelli farelerde anksiyolitik veya

antidepresan ~ benzeri  etkiler  sagladigini
bulmuglardir (Maehata vd., 2019). Varian vd.

(2017), Lb. reuteri ATCC-PTA-6475'ten elde
edilen postbiyotiklerin, farelerde  oksitosin
seviyelerini  artirdigii = ve  kortikosteronu
azaltifini, bunlara ek olarak farelerin cilt
yaralarinda daha hizli iyilesme sagladiginu
gbzlemlemislerdir.

Nishida vd. (2017a) tarafindan yapilan ¢alismada,
paraprobiyotik L&, gasseri CP2305 her bir test
icecegi kutusunda 1x1010 bakteri/kutu olacak
sekilde hazirlanan icecekten katilimcilar 5 hafta
boyunca ginde 1 kere tiketmistir. Calismada
pataprobiyotik  CP2305'in  etkilerinde  stres
yanitlarint dizenleyen potansiyel bir
paraprobiyotik oldugu sonucuna varmiglardir.
Benzer sekilde bagka bir ¢alismada paraprobiyotik
Lb. gasseri CP2305 1x101° KOB/ml dozda olacak
sckilde hazirlanip, iceceklere eklenerek sinav stresi
altinda olan bireylere 12 hafta boyunca icirilmis ve
bunun sonucunda uyku kalitesinin énemli Slgtide
artig1,  parasempatik  sinir  aktivitesindeki
iyilesmeye ek olarak stresli kosullar altinda
bagirsak aliskanliklarinin  normallestigi  tespit
edilmistir (Nishida vd., 2017b). Fiziksel ve zihinsel
stres altindaki atletler ile yapilan bir calismada,
atletler inaktive edilmis I.4. gassers CP2305 (1x1010
KOB/kutu) iceren 6zel hazitlanmus icecekleti 12
hafta boyunca titketmislerdir. Calisma sonucunda
katilimedarin  yorgunluklarinin - 6nemli  6lgiide
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azaldigi, endise ve depresif ruh hallerinin
hafifledigi goriilmustiir (Sawada vd., 2019)

DIGER SAGLIK ETKILERI UZERINE
YAPILMIS CALISMALAR

Cesitli paraprobiyotik uygulamalarinin; alerjik rinit
semptomlarina  karst  baskilayict  etki  yapip
hafiflettigi, alerjik solunum yolu hastaliklarinin
Onlenmesi ve tedavisinde potansiyel sagladigi,
konakeinin savunma mekanizmast olan bagirsak
immiinitesini diizenledigi, solunum yollarinin asirt
duyarhligini  azalttigl, yash eriskinlerde yaygin
soguk alginligt oranim diistirdigl ve genel saglk
durumunun iyilestirdigi gézlenmistir (de Almada
vd., 2016). Yillarca stiren alerjik rinitli hastalarin
semptomlarinin hafifletilmesinde paraprobiyotik
uygulamasinin olast etkisi klinik bir calismada
incelenmistir. Calismada 1st ile inaktive edilmis [.A.
plantarnm YIT 0132 eklenen bir narenciye suyunu
katilimcilar 8 hafta boyunca glinde bir kez
tiketmislerdir.  Sonuclar, LP0132  tiketen
katilimcilarin nazal semptom skorunda ve tikali
burun skorunda Onemli bir azalma oldugunu
gOstermistir (Harima-Mizusawa vd., 2010).

Paraprobiyotik  uygulamasinin, farelerde  dis
cirimesi Uzerine etkisinin arastirildigr  bir
calismada; dis cliriigi olusumunun azaldigi, ayrica
oral mikrobiyotayr degistirmek icin potansiyel
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Safiudo vd.,
2017). Yapilan baska bir calismada 12 hafta
boyunca katilimecilara oral yolla 1si ile inaktive
edilmis Lb. plantarnm 1-137'den gunlik 10 mg
verilmis ve petriodontal tedavideki sonuglar
incelenmistir. Calisma sonucunda, hastalarda
periodontal ceplerin en dip noktasinda azalmalar

gozlenerek olumlu sonuglar elde edilmigtir
(Iwasaki vd. 2016).

Laktoz intoleransi olan ¢ocuklarda paraprobiyotik

(Dialac) iceren poset uygulamasinin etkisi
aragtirlmustir. Yapidan  uygulamanin  laktoz
intoleransli  ¢ocuklarda laktoz  intoleransin
gbsteren  hidrojen solunum  test sonuglarin

azaltugr gorilmistir (Rampengan vd., 2010).
Alkolle  tetiklenen = karaciger  hastaligina
paraprobiyotiklerin etkisinin arastirildigt
calismalarda, paraprobiyotik tiiketiminin alkolle
indiiklenen karaciger hastaligini iyilestirebildigi

gorilmustiir (Segawa vd., 2008). Yapilan bir
calismada, paraprobiyotik takviyesinin, yiksek
yogunluklu egzersiz sirasinda, Gist solunum yolu
enfeksiyon  hastaliklarinin ~ gériilme  sikligini
azalttig, semptomlart hafiflettigi, yorgunluk
hissini azalttig1 gosterilmistir (Komano vd., 2018).

Atopik  dermatit tedavisine yonelik yapilan
calismalarda, bazt probiyotik ve paraprobiyotigin
oral yolla uygulanmasinin cilt iltihabt ve lezyonlar
inhibe ettigi bildirilmigtir. Moroi vd. (2011)
tarafindan yapilan bir calismada, 12 hafta boyunca
paraprobiyotik iceren toz formda diyet takviyesi
uygulanan hastalarda, digerlerine gbre apotik
dermatit semptomlarinin ve cilt lezyonlarinin
ciddiyetinin azaldigr gortlmistir. Cilt Gzerine
etkisinin aragtirildign bir bagka calismada da
paraprobiyotigin insan keratinositindeki cilt
nemlendirme  aktivitesi degerlendirilmis ve
nemlendirici triinlerde fonksiyonel bir bilesen
olarak paraprobiyotik kullanimina iliskin 6n
veriler sunulmustur (Kim vd., 2020).

Nakamura vd. (2016) tarafindan yapilan obez fare
modelinde, 12 hafta boyunca parcalanmis
Lactobacillus amylovorns CP1563 ile muamelenin,
plazmadaki ~ LDL-kolesterol — ve  trigliserit
seviyelerini dustirdiigl, ateroskleroz indeksini
o6nemli 6lciide azalttigl ve plazma HDIL-kolesterol
seviyesini yikselttigini gbzlenmistir. Arastiricilar,
parcalanmig CP1563"n dislipideminin 6nlenmesi
ve tedavisi icin bir aday olabilecegi sonucuna
varmiglardir. Muramil dipeptid bazlt
postbiyotiklerin obez fareler tizerinde denendigi
bir ¢alismada ise adipoz inflamasyonu ve glikoz
intoleransinin azaldig gézlenmistir (Cavallari vd.,
2017).

SONUC

Paraprobiyotikler ve postbiyotikler ile yapilan
calismalarda, genel anlamda saglik yoniinden
olumlu ve probiyotiklerle benzer etkiler
gortlmistiir. Bu etkileri; hiicre i¢i bilesenler,
hticre duvart bilesikleri, elde edilen hiicre 6zutleri
ve  metabolitlerinin,  bagisiklik  sistemini
hizlandirma yolu ile sagladigi, bagirsak hiicrelerine
yapismayt  arttirdigt  yapilan  galigmalarda
gortlmektedir. Butin bu calismalann 1siinda
paraprobiyotik  ve  postbiyotik  tiiketiminin,
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probiyotikler  gibi  saghk faydalart  oldugu
anlagilmaktadir.  Probiyotiklerin  etkinligini

stnirlandiran 1s1l islemlerden etkilenmemesi ve
kisa raf 6mrl gibi sorunlart olmamast nedeniyle
paraprobiyotik ve postbiyotiklerin kullanim alant
giderek genislemektedir. Ancak
paraprobiyotik/postbiyotik takviyesinin saglikla
ilgili iddialarint  desteklemek ve gerekli olan
spesifik  bir dozu ortaya koymak icin iyi
tasarlanmis randomize, plasebo kontrollii insan ve
klinik miidahale denemeleri ile metabolomik
calismalara daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, makalenin herhangi bir kisi veya
kurumlar ile cikar catismast olmadigini beyan
edetler.

YAZAR KATKILARI
Makalenin  detlenmesinde, yazilmasinda ve
yayinlanmasinda tim yazatlar katkt saglamuslardur.
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oz

Et ve et drlinlerine uygulanan boyut kigiiltme, kitleme, 1s1l islem, fermantasyon ve depolama gibi isleme
yontemleri, yag ve proteinlerin oksidasyonuna yol agmaktadir. Fermente et Giriinletinde gelisen oksidasyonun
derecesi Uriintin kalitesi, glivenilitligi ve besleyici degeti agisindan 6nem tastmaktadir. Proses kogullart disinda
formiilasyonda yer alan yag tipi, yagin eklenme sekli ve miktart da oksidasyon reaksiyonlarint etkilemektedir.
Lipid ve protein oksidasyonu birbitlerini etkileyen reaksiyonlar olup artan lipid oksidasyonu protein
oksidasyonu reaksiyonlarim tetiklemektedir. Bu calismada fermente et triinlerinde gelisen oksidasyon
reaksiyonlarinin mekanizmalarinin ve reaksiyonlarin birbitleriyle olan iliskilerinin detlenmesi amaglanmustir.
Anahtar kelimeler: Fermente et tiriind, lipid oksidasyonu, protein oksidasyonu, sucuk

OXIDATIVE CHANGES IN FERMENTED MEAT PRODUCTS AND THEIR
EFFECTS ON PRODUCT QUALITY

ABSTRACT

Applications such as size reduction, curing, heat treatment, fermentation and storage applied to meat
and meat products cause lipids and proteins to be oxidized. Oxidation of fermented meat products
is important in terms of quality, safety, and nutritional value point of view. Besides the process
conditions, type of added fat/oil in the formulation, the amount and application forms of added
fat/oil effects the oxidation reactions. Lipid and protein oxidation are reactions that associated with
each other and increased lipid oxidation also triggers protein oxidation reactions. In this study, it was
aimed to compile the mechanisms of oxidation reactions and their interactions in fermented meat
products.

Keywords: Fermented meat product, lipid oxidation, protein oxidation, sucuk
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GIRIS
Taze etler raf Omrini uzatmak ve tiiketimi
cesitlendirmek amaciyla cesitli formiilasyonlar ve
teknolojiler kullantlarak et triinlerine
islenmektedir. Fermente et Urlinleri, biiyiikbas ve
kiiclikbas hayvan etlerinin ve yaglarinin kiyilarak
baharatlar ve kiirleme maddeleri ile karistirildiktan
sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak
belirli kosullarda fermantasyon ve olgunlastirma-
kurutma islemi uygulanan et tGriinleridir (Gallego
vd., 2018). Kurutma islemi sonrasinda urlin
kompozisyonundaki  yag  miktann = %30-40
diizeylerine  ulasabilmektedir.  Fermente et
driinlerinin 6nemli bir girdisi olan yag; lezzet,
tekstiir, agiz hissi, sululuk ve graniler yapi
olusumu gibi kalite kriterlerini etkilemektedir
(Olivares vd., 2011). Bununla birlikte ytliksek
oranlarda doymus yag asitleri ve kolesterol iceren
yaglarin tiiketimi ytksek kan kolesterold, obezite,
kalp-damar rahatsizliklari ve bazt kanser tiirleri ile
iliskilendirilmektedir (Fonseca vd., 2015; Jimenez
Colmenero vd., 2015).

Fermente et urtnlerinin islenmesi sirasinda
lipidler ve proteinlerde lipolitik, proteolitik ve
oksidatif degisiklikler olusmaktadir. Fermente
sosislerin  olgunlastirma basamaginda gelisen
proteoliz, uriinlerin nihai doku ve lezzetinin
gelisimi agisindan  Onemlidir  (Jokanovic vd.,
2017).

Kesim sonrasinda endojen antioksidanlarin
aktivitesinin azalmast ve nihayet kaybolmasi
nedeniyle proteinler ve lipidler oksidasyona
duyarh hale gelmektedir. Oksidasyon reaksiyonlar
et Urtinlerinin kalitesini ve raf 6mriini etkileyen en
6nemli degisikliklerdir (dos Santos vd., 2017).
Hayvanin tird, besi ¢esidi, kas tipi ve besi ortamu,
metal iyonlarinin varligi, enzimlerde bulunan agir
metaller ve metalloproteinler, ette oksidasyon
hizinin  artmasinda  etkili olmaktadir. Bu
faktorlerin yant sira ortamdaki oksijen varligy, 1sik,
sicaklik, katki maddeleri, isleme teknikleri ve
ambalajlama islemi de oksidasyon gelisimi tizerine
etkilidir (Jacobsen vd., 2008).

Lipid oksidasyonu ransit tat ve istenmeyen lezzet
olusumu, sizintt kaybi, trenk kaybi, toksik
bilesenlerin olusumu ve besleyici degerde azalma

gibi olumsuz degisikliklere neden olmaktadir
(Dominguez vd., 2019; Huang ve Ahn., 2019).
Protein oksidasyonu sonucunda, elzem amino
asitlerin  miktar1 ve protein sindirilebilirligi
azalmakta, renk ve tekstiir gibi kalite kritetlerinde
de istenmeyen degisikler goriilmektedir (Lund vd.,
2011).

Fermente et dUrlinlerinde lipid oksidasyonu
aragtiricilar tarafindan detayl olarak incelenerek
tim mekanizmalart ve etkileri ortaya konmustur
(Olivares vd., 2011, Berardo vd., 2016; Wéjciak
vd., 2019; Zhao vd., 2020). Fermente et
trinlerinde protein oksidasyonun
mekanizmasinin anlasilmasina yonelik ¢alismalar
da surdirilmektedir  (Fuentes vd., 2014,
Munekata vd., 2017; Ge vd., 2019; Oztiirk-
Kerimoglu vd., 2019a; Zhao vd., 2020). Bu
makalede fermente et iiriinlerinde protein ve lipid
oksidasyonu mekanizmalari ve bu mekanizmalar

tzerine etkili faktSrler literatir  bilgisine
dayanilarak derlenmistir.

FERMENTE ET  URUNLERINDE
MEYDANA GELEN BIYOKIMYASAL
DEGISIMLER

Fermente et Urlnlerinde fermantasyon ve

olgunlastirma siiresince lezzet, renk ve tekstiirii
etkileyen lipoliz ve proteoliz reaksiyonlart
gerceklesmektedir (Xiao vd., 2020). Lipoliz ve
proteoliz sonucu agiga ¢tkan serbest yag asitleri ve
amino asitler, yiiksek iyonik siddet ve dusik pH
degerleri  lipid  oksidasyonu ve  protein
oksidasyonunu tesvik etmektedir (Wéjciak vd.,
2012). Lipoliz sonucu olusan doymamis serbest
yag asitleri okside olarak alkan, alken, aldehit ve
ketonlart olusturmakta ve triin lezzeti olumsuz
etkilenmektedir (Lorenzo vd., 2016; Chen vd.,
2017).  Uriinlerde kabul edilemeyen kalite
degisiklikleri gbzlenmesinin yant sira  gelisen
reaksiyonlar sonucu olusan toksik bilesiklerin
insan saghgi izerinde olumsuz etkilere sahip

oldugu bilinmektedir (Soji¢ vd., 2015).

Fermente et triinlerinde proteoliz, proteinlerin
endojen ve eksojen proteolittk  enzimler
aracih@yla  polipeptitlere  parcalanmasi  ile
baslamakta, polipeptitler, peptidazlarca peptitlere
dontsmekte, peptitlerden ugucu olmayan tat
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bilesikleti ve ugucu aroma bilesikleri olusmaktadir
(Ikoni¢ vd., 2014; Wang vd., 2017). Lipoliz ve
lipid oksidasyonu sonucu olusan bilesikler Griinde
aroma  Uzerine etkili iken, proteinlerin
parcalanmast sonucu olusan peptitler ve serbest
amino asitler ise lezzet gelisiminde rol
oynamaktadir (Pérez-Santaescolastica  vd.,
2018; Zhou vd., 2019). Proteoliz sonucu olusan
peptit ve amino asitlerin tekstiirde meydana gelen
degisikliklerden de sorumlu oldugu bilinmektedir
(dos Santos Cruxen vd., 2019; de Lima Alves vd.,
2020). Proteinlerde gelisen oksidasyon, p-kalpain
inaktivasyonuna dolayistyla proteolizin
azalmasina neden olarak tekstir tizerinde olumsuz
degisliklere yol ac¢maktadir (Bao ve Ertbjerg,
2019). Bunlar disinda proteoliz et trlnlerinde
renk ve su tutma kapasitesini de etkilemektedir
(Kazemi vd., 2011). Proteoliz sonucunda agiga
ctkan  serbest amino  asitler, parcalanma
reaksiyonlan, dekarboksilasyon, deaminasyon ve
transaminasyon gibi c¢esitli reaksiyonlarda yer
alarak aminler, keto asitler, organik asitler ve
amonyak gibi farkli bilesiklere doéniismekte ve
triiniin ~ duyusal olarak kabul edilebilitligini
azaltmaktadir (Zhang vd., 2017).

FERMENTE ET URUNLERINDE LiPiD
OKSIDASYONU
Fermantasyonda endojen veya eksojen enzimlerin

oksidasyona vyatkin olmalari nedeniyle serbest
radikallerin varligi, sicaklik, metal iyonlart ve
oksidatif enzimlerin aktivitesine bagli olarak
peroksitlere déntismektedir (Amaral vd., 2018).
Oksidasyonun ilk asamasinda meydana gelen
hidroperoksitler triiniin lezzetini etkilemezken,
peroksitlerin  ikincil  oksidasyon  urtnlerine
doéntsmesi veya peptitler ve amino asitlerle
reaksiyona girmeleri sonucunda lezzet Uzerine
etkili olan ugucu ve ugucu olmayan (aldehitler,
alkoller, ketonlar, furanlar, karboksilik asitler vb.)
bilesikler olugsmaktadir (Chen vd., 2017).

Lipid oksidasyonu baslangic, gelisme ve sonug
asamalarindan olusmakta ve otooksidatif olarak
gelismektedir (Sekil 1). Tlk asamada reaktif oksijen
tirleri lipid molekillerinden (LH) hidrojen
atomunu ayirarak bu molekiilin lipid radikallerine
(L*) doéntsimiine yol agmaktadir.  Yayilma
agamasinda  lipid  radikallerinin  oksijenle
reaksiyona girmesiyle, ortaya c¢ikan birincil
oksidasyon  urtinii  lipid  hidroperoksitleri
(LOOH)dir. Lipid hidroperoksitleri —sicaklik,
metal iyonlart ve enzimler gibi kataliz6tlerin
etkisiyle bir dizi zincir reaksiyonlar sonucunda
etan, pentan gibi Urlnlere, aldehitler ise hekzanal
ve malonaldehit gibi oksidasyon urtnlerine
dénusitler (Guyon vd., 2016).

etkisiyle ac¢iga ¢ikan serbest yag asitleri;
0.
BASLANGIC \r\ SONUG
Doymanus yag asidi
(LH) nd GELISME LOO* ~===- - Radikal olmayan
Sicakhik 300 Octialer
Isik
Metal iyonu
Enzim Doymamis yag asidi
(L'H)
ERREE O e > Ikincil oksidasyon
ik Sicakhk, Metal iyonu lirtinleri
Hidroperoksitler Etan, pentan, hekzanal,
ey malonaldehit vb.

Sekil 1. Et ve et trtinlerinde gelisen lipid oksidasyonu reaksiyonlan
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Fermente et tirtinlerinde lipidlerin oksidasyonuyla
olusan ucucu bilesiklerin Ozellikleri yag asidi
kompozisyonuna bagh olarak degismektedir. Bu
nedenle fermente et tiriinlerinde lipid oksidasyonu
urtnleri arasindaki ana farkliliklar; kaslar arasi, kas
i¢ci ve kabuk yag: lipid icerigi gibi hammadde
niteliklerine, olgunlastirma, kurutma ve depolama
sicakligy, stiresi gibi bazi islem parametrelerine, tuz
miktarina, starter kiltlirin karakterine, amino
asitlerin ~ ve  karbonhidratlarin  parcalanma
diizeyine baghdir (Gék, 2015; Ozkal ve Ercoskun,
2016; Van Ba vd., 2016; Oven vd., 2017; Toptanci
ve Ercoskun, 2017; Yim vd., 2017; Oz vd., 2018;
Wen vd., 2019; Armutcu vd., 2020; El Adab vd.,
2020).

Tuz hicre vyapisinin  butiinligini  bozarak
doymamis yag asitleri ile radikallerin reaksiyonunu
kolaylastirarak ya da Na* iyonunun hem-
proteinlerinden demiri serbest birakmast gibi
nedenlerle prooksidan etki gostermektedir (Corral
vd., 2013). Kuru fermente sosislerde tuzun
azaltilmast ve tuz ikamesi katkilarin (KCI, CaCly)
kullaniminin aragtirildigt bir calismada, tuzun %50
oraninda  azaltdmast lipid  oksidasyonunun
yogunlugunu azaltan etki gOstermistir. Buna ek
olarak ilave edilen CaCl; gida matriksin iyonik
gliclinii artirarak, Gretim ve depolama siiresince
lipid oksidasyonunu tesvik etmistir (dos Santos
vd., 2017). Kutu fermente sosisler ile yapilan bir
baska calismada ise tuz seviyesinin (%2.5,2, 1.5 ve
1) 6rneklerin oksidasyonu tzerine etkili olmadigt
bildirilmistir (Hu wvd., 2020). Bu c¢alismada
oksidasyon tzerinde etkisinin
goriilmemesinin nedeni antioksidan &zelliklere

tuzun

sahip  starter  kalturin  kullanimi  olarak
belirtilmistit.
Fermente baltk ezmesine gelencksel olarak

fermente edilmis olan baliktan izole edilen
fermentatif mikroorganizma suslarinin ilavesinin
yag asidi oksidasyonu izerine etkilerinin
incelendigi bir calismada; Staphylococcus xylosus 135
ve Saccharomyces cerevisiae 31, serbest yag asitleri
miktarinda artisa neden olmustur. Buna ek olarak,
Staphylococcns xylosus 135 ilave edilen Srneklerde

sertbest yag asitlerinde en yiksek PUFA
oksidasyonu gézlenmis olup ardindan en yitksek
oksidasyon  Lactobacillus ~ plantarnm 120 ve

Saccharomyces cerevisiae 31 suslarinda gbzlenmistir
(Xuvd., 2019). Cin’e 6zgii kuru sosislerde, katalaz
gibi antioksidan enzimlere sahip olan Pediococcus
pentosacens, Lactobacillus curvatus ve Staphylococcus
xylosus  karisimindan  olusan  starter  kaltiir
kullanimi ile lipid oksidasyonunun
yavaslatilabilecegi bildirilmistir (Chen vd., 2017).
Bu calismalarin aksine, starter kiltir ilave
edilmeden gerceklestirilen 45 gunlik
fermentasyon sonucunda fermente sosislerde
daha yiiksek miktarda saptanan mayalarin lipid
peroksitleri engelleyerek  lipid
oksidasyonunu starter kiltiir ile tiretilen 6rneklere
kiyasla yavaslatmistir (Du vd., 2019).

olusumunu

Ozaki vd. (2020) tarafindan gerceklestirilen
arastirmada fermente pismis sosislerde sodyum
nitrit ikamesi olarak iki farkli kitosan orant (%0.25
ve 9%0.5) ve turp tozu (%0.5) kullanimi
degerlendirilmistirt. ~ Formiilasyondan  nitritin
cikartilmast  ve kitosan oraninin  artirilmast
oksidasyonu tesvik edici etki gOstermistir.
Oksidasyonun ilerlemesinde kitosanin
deasetilasyon derecesi veya molekil agirliginin
etkili oldugunun dusinildigl belirtilmistir. Bir
baska calismada ise nitrit miktart azaltlan kuru
termente sosislerde Debaryonsyces hansenii kullanim1
ile daha digik TBARS degerleri tespit edilmis
olup, aroma profili olumlu etkilenmistir (Perea-
Sanz vd., 2020).

Yagt azaltlmis fermente sosislerde yagin yer
elmast tozu ile %25, 50 ve 100 oranlarinda ikame
edildigi bir ¢alisgmada, depolama baslangicinda
yagin %100 oraninda ikame edildigi gruplarda
oksidasyon en yiksek diizeyde bulunurken,
depolama sonunda yagin azalulmast ve artan
oranlarda yer elmasi tozu kullaniminin daha dastik
TBARS degerlerinin gézlenmesine neden oldugu
goriilmiistiir (Ozer, 2019).

Fermente et Griinlerinin fonksiyonel dirun olarak
tasarlanmasinin bir diger yolu da yag miktar
azaltllirken, saglk tzerine olumlu etkileri bulunan
katkilann formulasyona cklenmesidir. Bis-Souza
vd. (2020) Salchichén formiilasyonlarindaki yagi
fruktooligosakkarit ve probiyotik kullanimi ile
azaltma stratejisini  uygulamus ve depolama
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stiresince en yitksek TBARS degerlerini kontrol
gruplarinda kaydetmislerdir.

Farkl et cesitleti ile Uretilen fermente sosislerde
etin yag asidi kompozisyonunun farklilig:
nedeniyle lipid oksidasyonu yogunlugu farklilik
gostermektedir (Settanni vd., 2020). Yiksek
miktarda ¢oklu doymamus yag asitleri igerigi
nedeniyle tavsan etiyle Uretilen fermente
sosislerde TBARS degetleri domuz fermente
sosislerinden daha yiksek bulunmustur (Ignacio
vd., 2019).

Fermente triinlerde toksik bilesiklerin olusumuna
ve olumsuz duyusal 6zelliklere yol agan lipid
oksidasyonunu yavaglatmak icin meyve-sebze
ekstraktlart (Martinez vd., 2020), gil yaprag
polifenolleri (Zhang vd., 2017) ve antep fistig
kabuk ekstraktt (Lashgari vd., 2020) kullanimlari
etkili bulunmustur.

Kullanilan katkilar ve starter kiltirlerin yant sira
hammadde olarak kullanidlan etin  saglandigt
hayvanin  yetistirildigi  iklim  kosullart  da
oksidasyon tizerinde etkili olabilmektedir. Han vd.
(2020) yaptiklart calismada farklt ytksekliklerde
yetisen Tibet Okizlerinin etlerinden Uretilen
kurutulmus et Urlnlerinin  lipoliz,  lipid
oksidasyonu ve lezzet profilinin incelendigi bir
calismada ylksek rakimda yetistirilen hayvanlarin
etlerinin kullanildigi  6rneklerde doymamis yag
asitleti ve TBARS miktatlarinin disik rakimda
yetistitilen hayvanlarin etlerinden uretilenlere
oranla daha yiksek oldugunu tespit etmistir.
Heksanal, nonanal, 2-nonenal, 1-heksanol, 2-
heptanon, 2-metil-3 oktanon ve 6-metil-5-heptan-
2-on gibi ugucu bilesikler yitksek rakimda yetisen
hayvanlarin etlerinden Uretilen 6rneklerde duyusal
kabul edilebilirligi olumlu etkileyen bilesikler
olarak kaydedilmistir.

Lipidlerde meydana gelen degisiklikler et
trinlerinde trine 6zgli  karaktere katkida
bulunmakla birlikte ransit tat, toksik bilesiklerin
olusumu, besin ve damlama kayiplarinda artma
gibi istenmeyen  degisikliklere de neden
olmaktadir (Amaral vd., 2018; Pereira ve Abreu,
2018).

Yag Kaynaklarinin Oksidasyon Uzerine
Etkileri

Fermente et tiriinlerinin yitksek miktarda doymus
yaglari icermesi ve bu yaglarin saglk Uzerine
olumsuz  etkilerinin  bilinmesi  nedeniyle
tiketicilerin saglikh et tiriinleri taleplerindeki artis
et endistrisinin az yagl, yag asidi profili

degistirilmis  fonksiyonel katkilari iceren et
Uriinleri formtlasyonlarinin gelistirilmesi
konusundaki ~ motivasyonunu  artirmaktadir

(Karabiytkoglu ve Serdaroglu, 2017).

Yag asidi kompozisyonunun daha saglikli olacak
sekilde modifiye edilmesi, formiilasyondaki
hayvansal yag yerine doymamis ya§ asitlerini
yiksek oranda iceren bitkisel ve/veya hayvansal
kaynakli  yaglarin  kullandmasiyla ~ mimkin
olabilmektedir. Cizelge 1’de fermente et triinleri
formilasyonlarinda doymamis yag asitlerini
yiksek oranda iceren yaglarin kullaniddig
calismalar 6zetlenmistir.

Cizelge 17 de goriilldign gibi fermente et trlinleri
formilasyonunda yer alan hayvansal yagin sivi yag
ile dogrudan yer degistirilmesi tekli ve coklu
doymamis yag asitleri acgisindan daha saglikhi bir
triin elde edilmesini saglamustir ancak doymamis
yag asitlerini yitksek oranda iceren sivi yaglarin
oksidasyona yatkinliklart (Carneiro vd., 2013)
nedeniyle drtnlerde bu yaglarin  kullanimi
istenmeyen lezzet gelisimi ve toksik bilesiklerin
olusmasina neden olabilmektedir. Bu
olumsuzluklarin dstesinden gelmek amaciyla
fermente et triinlerine ilave edilen sivi yaglann
basit emulsiyonlar (O/W) halinde kullanimt bir
o6nlem olarak  gorilmektedir. Bu amagla
gerceklestirilen calismalarda triinlerde doymamus
yag asitleri oraninda artis ve kolesterol miktarinda
azalma saglanmakla birlikte yag oksidasyonunun
arttil gozlenmis ayrica eklenen sivi yagin bir
miktarinin - kiif  disgtna sizarak  g6riintim

kusurlarina neden oldugu saptanmustir (Valencia
vd., 2000).

Mevcut sorunlarin basit emiilsiyonlar ile tam
olarak ¢6zilememesi, emilsiyon ve jel yapilarin
bir arada bulunduran sistemler kullandarak stvi
yaglarin ~ formilasyonlara  dahil  edilmesi
konusunda calismalar yuritilmesine yol agmustir.
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Bu amagcla son yillarda sivi yaglarin bir matris
icerisine enkapsile edildigi makro veya nano
boyutlarda hazirlanan oleojel, jel emiilsiyon veya
coklu emilsiyonlar, saglkli, yagt azalulmis ve
yiksek kalitede et Urlnleri Uretimi acisindan
buylk potansiyel tasimaktadir. Bu sistemlerden
bir tanesi, jel ve kati benzeri ézelligi bir arada
gosteren, iki asamada dtretilen jel emiilsiyon
sistemleridir. Ilk asamada proteinler ve yag ile
emtlsiyon Uretimi gerceklesmektedir (Serdaroglu

vd., 2017a; Kavusan vd., 2020). Bu basamagin
ardindan olusturulacak jel emilsiyon tipine gore
jellestirici katkilar ve asitlendirme, 1s1 islem gibi
uygulamalar kullanllmaktadir.  Sicak jellesme
yontemiyle emiilsiyon hazirlamak amactyla 1sil
islem ile c¢esitli polisakkaritler ve proteinler

kullanilmakta, soguk jellesme  yOntemiyle
hazirlanan emilsiyonlarda  ise jellesme
polisakkaritler, proteinler ve enzimler ile

saglanmaktadir (de Souza Paglarini vd., 2018).

Cizelge 1. Fermente et Griin formulasyonlarinda hayvansal yag yerine doymamis yag asitlerini yitksek
oranda iceren yaglarin kullanddigt calismalar

Uriin

Fermente
SOsis

Sucuk

Sucuk

Fermente
S0Osis
(Hollanda)

Sucuk

Yag formtlasyonu

Hayvansal yagin
%10, %15, %20
oraninda soya
protein izolat1 ile 6n
emtlsifiye edilmis
keten tohumu yag1
veya kanola yag ile
yer degistirilmesi
Hayvansal yagin
%15-30-50 ‘sinin
mustr yagi ile yer
degistirilmesi
Hayvansal yaga
ilave olarak %2.5 ve

%>5 oraninda findik
yaginin eklenmesi

Soya protein izolati
ile 6n emtilsifiye
edilmis veya
dogrudan eklenmis
(%15-30) ticari
enkapsiile ve saf
balik yagi ilavesi

%10, 20 ve 30
oranlarinda ceviz,
findik, aspir ve
zeytin yagl ilavesi

Etki

Kanola yaginin eklenmesi icerdigi yitksek tokoferol

orant nedeniyle oksidasyon degetlerinin diismesine
neden olmustur.

n-6/n-3 orant 11.30 degerinden keten tohumu ve
kanola yagi i¢in sirastyla 1.95 ve 5.12 degerine
dismustur.

Kolesterol ve doymus yag asidi oranlarinda azalma
gorulmustir.

Findik yagt miktart artttkca TBARS ve serbest yag
asitligi degerlerinde artis gézlenmistir.

Findik yag ilavesi ile tekli doymamis ve ¢oklu
doymamis yag asitleri iceriginde artis gbzlenmistir.

Enkapsiile balik yaginin 6n emiilsifiye edilerek %30

oraninda eklendigi gruplarda n—6/n—3 oraninin
0.92’ye dustiigi gorilmiistir.

En yiiksek lipid oksidasyonu saf balik yaginin
eklendigi gruplarda gorilmistir.

Artan oranlarda sivi yag kullanimi ve depolama ile
serbest yag asitligi ve peroksit degerinde artis
gozlenmistir.

Artan oranlarda sivt yag kullamimi ile doymamuslik
orani artmustir. En yiiksek coklu doymamus yag

asitlerinin %30 ceviz yag1 eklenen sucuklarda oldugu

bildirilmistir.

Kaynakca

(Pelser
vd.,
2007)

(Yddiz-
Turp vd.,
2008)

(Tikkan
vd.,
2009)

(Josquin
vd.,
2012)

(Geggel,
2010)
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Sucuk Interesterifiye Interesterifiye hurma ¢ekirdegi yaginin eklenmesi (Kilig ve
hurma ¢ekirdegi stearik, oleik ve linoleik asit konsantrasyonlarinda Ozet,
yaginin sigir et yagl  azalmaya, kaprilik, kaprik, laurik ve miristik asit 2017)
ile %25, 50, 75 ve konsantrasyonlarinda artisa neden olmustur.
100’4 oraninda yer ~ Sucuk hamurlarinda TBARS degerleri eklenen
degistirilmesi yagdan etkilenmemistir ancak depolama sonunda
hurma cekirdegi yagt eklenmesi TBARS degetlerinin
kontrol grubundan ytiksek ¢tkmasina neden
olmustur
Fermente  Findik yagi’nin Yeniden formiile edilen sucuklarin yag asidi Saygi vd.,
sosis hayvansal yag ile %  kompozisyonu ve kolesterol degerleri 2018
15, 30 ve 45 tyilestirilebilmigtir ancak findik yag ilavesi ile
oraninda yer orneklerde lipid oksidasyonu daha hizl ilerlemistir.
degistirilmesi

Kofte ve sosis formilasyonlarinda bitkisel yaglar
ile hazitlanan jel emilsiyonlarin kullaniddigt
calismalarin  sonuglart incelendiginde oksidatif
stabilitesi ve teknolojik kalitesi yiksek olan
triinlerin  elde edilmesi miimkiin olmaktadir
(Poyato vd., 2015; Pintado vd., 2016; Serdaroglu
vd., 2016; Serdaroglu vd., 2017a). Fermente et
urtinlerinde  bitkisel yaglarla hazirlanan  jel
emilsiyonlarinin  kullanimi  konusunda  stnurli
sayida calisma bulunmaktadir (Alejandre vd.,
2016; Glisic vd., 2019a; Glisic vd., 2019b; Oztiirk-
Kerimoglu vd., 2019a; Pintado ve Cofrades,
2020). Fermente sosis formilasyonundaki
hayvansal yagin sirastyla %26.3, %32.8 ve %39.5’1
karragenan ve keten tohumu yagiyla hazirlanan jel
emilsiyon ile yer degistirildigi bir c¢alismada,
driiniin  toplam enetji degeti azalitken, coklu
doymamis yag asidi kompozisyonunun gelismesi
saglanmis, n-6/n-3 orant ise 10.20’den 1.62’ye
dastrilmis  ve oksidasyon reaksiyonlarinin
kontrol ile benzer sonuglar gésterdigi saptanmugtir
(Alejandre vd., 20106).

Oztiirk-Kerimoglu vd. (2019a) tarafindan yapilan
calismada fermente sosislerde hayvansal yagin
sagliklt bir yag olan incir ¢ekirdegi jel emiilsiyonu
ile %100 ikame edilmesi ile oksidasyona oldukga
hassas olan incir gekirdegi yagr hayvansal yaga
esdeger oranda korunmustur ve boylelikle
fermente sosislerin kimyasal ve duyusal kalitesinin
jel emilsiyon kullanimi ile iyilestirebilecegi
sonucuna varilmistir.

Probiyotikler ve ¢oklu doymamis yag asitleri ile
zenginlestirilmis kuru fermente sosislerde inilin
jeli  ve intlin-keten  tohumu yag jel
emilsiyonunun  yagin  azaltlmast  amaciyla
kullantlmastyla, fermente sosislerin  duyusal
Ozellikleri olumsuz etkilenmeden yag asidi igerigi
modifikasyonu  saglanmis,  olgunlastirmadan
hemen sonra gruplarin TBARS degerleri arasinda
fark tespit edilmemistir. Ancak 1 ay depolama
sonunda keten tohumu yagi eklenen 6rneklerde
lipid oksidasyonu diger gruplara kiyasla daha hizlt
ilerlemistir (Glisic vd., 2019b).

Ispanyol tipi kuru fermente et trini (fuet)
formilasyonundaki hayvansal yagin azaltilmasi
amactyla, oleojel veya jel emulsiyon kullaniminin
kalite tzerine etkisi incelenmistir. Her iki yag
azaltict stratejinin uygulandigt Orneklerde uriin
matriksinin  mikrobiyolojik  kalitesinde  ve
malonaldehit ~ miktarlann  arasinda  Snemli
farkliliklar kaydedilmemistir ancak mikrobiyolojik
ve oksidatif Ozellikler acisindan 6rneklerin %620
hayvansal yag ile formile edilen kontrol grubuna
kiyasla daha iyi korundugu bulunmustur (Pintado
ve Cofrades, 2020).

FERMENTE ET  URUNLERINDE
PROTEIN OKSIDASYONU

Fermente et Urlnlerinde ¢esitli teknolojik
Ozelliklere katkida bulunan proteinler islem
kosullan, katalizor veya inhibitér gibi bilesenletin
varhgina bagh olarak oksidasyona maruz
kalmaktadir (Bhattacharya vd., 2016). Guniimiize
kadar  fermente  uriinlerde  gelisen lipid
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oksidasyonu detaylt bir sekilde arastirilmis olsa da

fermente et urlnlerinde lipid oksidasyonu
triinlerinin  tetikledigi  protein  oksidasyonu
gelisimi  Ozellikle son yillarda incelenmeye

baslamistir. Reaktif oksijen (OH, H2O2 gibi) ile
dogrudan veya oksidasyon olusan
sekonder trinlerin reaksiyonu sonucu dolaylt
olarak  indiiklenen,  proteinlerin  kovalent
modifikasyonu  protein  oksidasyonu  olarak
bilinmektedir (Basttoglu vd., 2016; Hellwig, 2019).
Protein oksidasyonu olusum mekanizmast lipid
oksidasyonu  reaksiyonuna  benzemektedir.
Baslangic asamasinda hidroperoksitler, aldehitler
gibi oksidasyon urtnleri, OH, Oz, ROO gibi
reaktif oksijen ve azot tiirleri, demir ve bakir gibi
metaller, amino asitlerden hidrojen atomunun
ayrilmasina neden olmaktadir. Bu reaksiyonlar
sonucunda protein radikali ve ayrilan hidrojen
atomuna OH iyonu baglanmast sonucu su (H20)
meydana gelmektedir. Olusan protein radikali
oksijen ile reaksiyona girerek protein peroksit
radikallerinin (POQO*) olusumuna yol acmaktadir,
protein peroksit radikalleri yapilarina hidrojen
atomu alarak protein hidroperoksitlerini (POOH)
ve vyeni protein radikallerini (P*) meydana
getirmektedirler.  Hidroperoksitler — kararsiz
bilesikler olmalari nedeniyle hizla alkoksi (PO®) ve
hidroksi radikaline (HO®) parcalanmaktadir. Bu
durum bazi amino asit kalintdarnin karbonil
bilesikletine dontsmesi  ile  sonuclanmaktadir

(Exrgezer vd., 2010).

sonucu

Oksidasyon sonucu 6zellikle prolin, atjinin, lisin
ve treonin amino asit kalintilarinda olusan
degisimler sonucunda karbonil igerigi artmaktadir
(Hellwig, 2020). Oksidasyon ile distlfit baglarinin
ve ditrozin kopriilerinin olugsmasindan kaynakls
sulfidril  ve tirozin igeriginde azalmalarda
gorilmektedir (Sun vd., 2011a; Zhang vd., 2017).
Miyofibriler proteinlerin  oksidasyona maruz
kalmasi sonucu meydana gelen disilfit capraz
baglanmalar;, aktin ve myosin  yapinin
giiclenmesine ve dolayisiyla  6nemli  kalite
karakteristikleri olan gevrekligin ve su tutma
kapasitesinin  azalmasina neden  olmaktadir
(Zakrys-Waliwander vd., 2012; Bao ve Ertbjerg,
2019). Yapilan caligmalarda  proteinlerde
oksidasyon reaksiyonlart sonucunda olusan
degisiklikler; denatiirasyon, proteinlerin dogal

doérdiinciil yapilarindaki kayip, endojen ve eksojen
enzimlerle gerceklesen hidrolitik parcalanma
reaksiyonlarinin (proteoliz) sturlanmast olarak
siralanabilir (Bastioglu vd., 2016). Fermente et
trtinlerinde fermantasyon siiresini kisaltmak ve

mikrobiyal  glvenilirligi  saglamak amactyla
uygulanan 1sil islem porfrin halkasindaki hem
formunda demiri hem  olmayan forma

donustiirmekte ve boylelikle protein ve lipid
oksidasyonu reaksiyonlari icin tesvik edici bir
ortam  olugsmaktadir  (Traore vd., 2012).
Proteinlerin 1s1l islem ile uyarilmasi sonucu ¢apraz
bagli protein kiimeleri olugsmaktadir (Visschers ve
de Jongh, 2005). Fermente kurutulmus bir trin
olan Cin sosislerinde (Cantonese) protein
oksidasyonu ve proteinlerdeki  degisiklikler
incelendiginde, fermantasyon, kurutma ve 1sil
islemler sonucu proteinlerde olusan oksidasyonun
proteinlerin kiimelenmesine ve ikincil yapilarinin
bozulmasina yol agmaktadir (Sun vd., 2011b).

Proteolitik enzimlerin okside olmast
aktivitelerinde degisiklikler ~gbzlenmesine ve
proteoliz  sonucunda  olusacak  lezzetin

etkilenmesine neden olmaktadir (Berardo vd.,
2015). Oksidasyon gelisimi ile uriin kalitesinin
olumsuz etkilenmesinin yani sira iriiniin besleyici
degerinde de kayiplar ortaya c¢ikmaktadir (Lund
vd., 2011). Gunimiize kadar et Urunlerinde
protein oksidasyonu reaksiyonlarinin tespitinde,
DNPH metotu ile lipid oksidasyonu triinleri ve
amino gruplart arasinda gelisen reaksiyon
sonucunda ac¢iFa ¢ikan protein karbonilleri
belitlenmistir (Fuentes vd., 2014; Soglia vd.,
2016). Bu tespit metoduna ek olarak oksidasyon
sirasinda olusan distlfit baglarinin etkisiyle azalan
sulfidril  iceriginin de belitlenmesi  protein
oksidasyonunun ilerlemesinin izlenmesi agisindan
6nem teskil etmektedir (Zhao vd., 2019) ancak
protein oksidasyonun detaylt olarak incelenmesi,
spesifik protein oksidasyonu iriinleri olan «-
aminoadipik semialdehitler (AAS) ve y-glutamik
semialdehidlerin (GGS) miktarinin saptanmast ile
izlenebilmektedir (Oztiirk-Kerimoglu vd., 2019b).
Bu dogrultuda Cizelge 2 incelendiginde fermente
et driinlerinde sicakhk, depolama, yag miktar,
TBARS degetleri ve yliksek basing uygulamasinin
protein oksidasyonu reaksiyonlarint tetikleyici etki
gosterdigi gérilmektedir.
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Cizelge 2. Fermente et trtinlerinde protein oksidasyonu konusunda yapilmis ¢alismalar

Uriin

Kuru
kirlenmis et
urunu
Fermente
sosis

Sucuk

Sucuk

Sucuk

Salchichén

Bacon

Fermente
sosis

Parametre
Yuksek
basing
(600 MPa2)
%4, %10 ve %15
oranlarinda hayvansal
yag veya bitkisel yag
kullanimi

hidrostatik
uygulamast

Hayvansal yag yerine
zeytinyagt  kullanimi

(%15-30)

Hayvansal yag yerine
zeytinyagt  kullanim
(%15-30)

4 ay, 4°C depolama

Hayvansal yag yerine
zeytinyagt  kullanimi
(%15-30)

Bira kalintt ekstraktt
(2000 mg/kg), kestane
yapragi ekstraktt (2000
mg/kg)  ve fistk
kabugu (2000 mg/kg)
ekstraktlarinin protein
oksidasyonuna etkisi
Pisirme yontemi
(mikrodalga, kizartma)
ve depolama siiresi (2
ve 28 giin)

Hayvansal yagin incir
cekirdegi  yagt  jel
emilsiyonu ile ikame
edilmesi

Etki
Yiksek  basing  kullanmmimin protein
oksidasyonunu arttirdig1 gézlemlenmistir.

En yiiksek karbonil miktart %4 hayvansal yag
iceren grupta, en yiksek AAS wve
GGS miktarlart %10 yag igeren o6rneklerde
gozlenmistir. Bitkisel yag iceren Orneklerde
AAS-GGS miktart  daha disik olarak
bulgulanmustir.

%30 oraninda zeytinyagt kullanimi doymamis
yag asitlerinin = fermantasyon  sirasinda
parcalanmast nedeniyle asitlik degetlerini
yukseltmistir.

Isil islem ile karbonil icerigi artmustir.

En yuksek karbonil icerigi %30 zeytinyagt
iceren gruplarda gérilmistir.

Orneklerde baslangicta AAS tespit edilmis
olup GGS olusumu gérilmemistir.

4 aylik depolama siiresince GGS olusumunun
AAS  olusumundan daha hizli  oldugu
gorulmustir.

Zeytinyaginin  kullanimi 4 aylik depolama
sonunda AAS ve GGS iceriklerinde azalmaya
neden olmustur.

Zeytinyaginin  yiksek  konsantrasyonlarda
kullanilmast, fermantasyon ve olgunlagtirma
agamalarinda, TBARS degerinde ve toplam
karbonil iceriginde artisa neden olmustut.
Antioksidanlarin  eklenmesiyle setbest yag
asidi artmakla birlikte hekzanal icerigi
azalmistir.

Antioksidanlarin sisteme dahil edilmesiyle
karbonil iceriginde azalmalar gbrilmistiir.

Kizartma islemi daha yiksek TBARS
degerine, mikrodalga pisirme yontemi ise daha
yiksek  protein  oksidasyonuna  neden
olmustur.

Protein katbonillerinin baska bilesikler ile
reaksiyona girmesi nedeniyle, 28. giinde
protein oksidasyonu daha disiik bulunmustur.
Fermentasyon ve olgunlagtirma sonrasinda
belirlenen protein oksidasyonu jel emilsiyon
iceren 6rneklerde daha diigitk bulunmustur.
Depolama stresince dalgalanmalar
gozlenmekle birlikte 28 glin  depolama

Kaynakea
(Fuentes
vd., 2010)

(Fuentes
vd., 2014)

(Zungur
vd., 2015)

(Serdaroglu
vd., 2017b)

(Oztiirk vd.,
2017)

(Munekata
vd., 2017)

Soladoye
vd., 2017

Oztiirk-
Kerimoglu
vd., 2019a
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sonunda ornekler arasi farklilik
gbzlenmemistir.
Ist1  islem Formilasyonda Zeytinyagt kullanimi toplam karbonil ierigini  Oztiirk-
26rmis zeytinyagt  kullanimi  arttrirken, a-aminoadipik semialdehit Kerimoglu
sucuk (%15 ve 30) konsantrasyonunu distirmistir. vd., 2019b
Genel olarak, 6rneklerin pepsin, tripsin ve a-
kimotripsin  aktiviteleri  birbirine benzer
bulunmustur.
Geleneksel  Yitksek  hidrostatik  120. giinde 18°C'de depolanan Orneklerin  Cava  vd.,
kuru basing (600 MPa, 8 katbonil miktatlari, 4°C'de  depolanan 2020
kiirlenmis dk., 16 °C) orneklerden daha yiiksek bulunmustur.
sosis- 4°C ve 18°C 120 giin Yuksek basingla muamele edilen ‘chorizo’
Chorizo depolama ornekleri kontrol gruplarindan daha yiiksek
miktarda karbonil icermektedir.
Fermente drlinlerde saglik tzerine olumsuz kullantmt  sonucunda  protein  oksidasyonu

etkileri bulunan tuzun miktarinin azaltilmast tiriin
kalitesini olumsuz etkilemesi nedeni ile 6nemli bir
problemdir.  Sucuklarda tuzun  azaltilmasi,
proteinlerin oksidasyonunun incelenmesinde ilk
belirtec olan triptofan oksidasyonu inhibe etmekle
birlikte, proteoliz (tuzun katepsinler tzerindeki
inhibe edici  etkisinin  azalmast), protein
karbonilasyonunu (artan proteoliz) ve AAS
konsantrasyonunu (Cl- iyonunun atjinin, histidin
ve lisin kalintlart ile iyon ¢ift olusturmast)
artrmistir (Lobo  vd., 2016).  Tuzun beliti
oranlarda ikame edilmesi (KCI) sonucu potasyum
iyonu, hicre gecirgenligi ve peptit gegisi
artirmakta sonug olarak proteoliz de artmaktadir.
Ayrica KCI hidrojen peroksit tiretme yetenegine
sahip laktik asit bakterilerinin  gelisimini
destekleyerek protein oksidasyonu reaksiyonlarini
gliclendirmektedir (Gan vd., 2019).

Fermente et dirtinlerinde protein oksidasyonunun
ilerlemesinin engellenmesinde Snemli bir strateji
de antioksidan 6zellikte mikroorganizmalarn
starter kiltirler olarak kullanmmudir (Ge vd,,
2018). L.  plantarnm NJAU-01'in  fermente
triinlerde 107 KOB/g ve 10° KOB/g oranlarinda
kullantmu ile protein karbonil igerigi ve protein
hidrofobikligi kontrol grubuna kiyasla 6nemli
olgiide  azalmustr. L. plantarum  NJAU-01
fermentasyon stresince stlfidrilleri oksidasyona
karst koruma etkisi gostermistir (Ge vd., 2019).
Tek bir mikroorganizma yerine radikal temizleme
aktivitesi ve antioksidan enzimlere sahip birden
fazla mikroorganizmanin starter kiltir olarak

geciktirilmis ve aynt zamanda lezzeti gelistirilmis
fermente et Urlnleri tasarlamak mimkindir
(Chen vd., 2017).

Formiilasyona eklenen bazt katki maddelerinin de
protein  oksidasyonunu  tetikleyici  etkileri
bulunmaktadir. Indirgen bir katki maddesi olarak
kullantlan askorbik asit veya tuzlart oksijen
radikalleri olusturulmasini destekleyen 6nemli bir
pro-oksidan  olarak  gbrev  alabilmektedir
(Villaverde vd., 2014a; Smirnoff, 2018), ancak
Berardo vd. (2016) kuru fermente et Griinlerinde
sodyum askorbatin protein oksidasyonu iizetine
etkisini incelemek amactyla yaptiklart calismada
askorbik asidin tek basina herhangi bir pro-
oksidan etki yapmadigini bildirmistir ancak
sodyum nitrit ile birlikte kombine kullanimi

sonucunda askorbik asit nitrit tarafindan
proteinlere  kovalent  olarak  baglanabilme
ozelligine sahip  dchidroaskorbik  aside
cevrilmekte ve dolayisiyla protein  karbonili
olusumu artmaktadir. Bununla  bitlikte
askorbatlarin  protein  radikallerini  onararak
antioksidan etki gosterdigi de  bildirilmigtir
(Hellwig, 2019).

Feng wvd. (2016) tarafindan gerceklestirilen
calismada  depolama  sirasinda sl islem
uygulanmis sosislerde, sodyum nitritin  lizin
kalintllarinin karbonilasyonunu onleyerek

karbonil olusumunun azaltilabilecegini ortaya
konmustur. Fermente sosislerde ise nitritin,

reaktif oksijen ve azot tirleri olusturarak
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oksidasyonu artirma etkisi nedeniyle, protein
karbonili ve Schiff bazi olusumunu tegvik ettigi
gorilmustir (Villaverde vd., 2014b).

Et drtnlerinde polifenollerin antioksidan etki
gostererek triinlerde oksidasyonu
yavaslatabilecegi bilinmektedir (Papuc vd., 2017;
Li vd., 2020). Bununla bitlikte in vitro caligmalar
polifenollerin Fe*3 varliginda stiperoksit radikalini
olugturarak prooksidan etki de gdsterebilecegini
ortaya koymustur (Eghbaliferiz ve Iranshani,
2016) ancak Xiang vd. (2019) fermente Cin
sosisletinde ~ (Cantonese) 1  g/kg  dut
polifenollerinin serbest radikalleri yakalama ya da
rekabet etmeleri ile o6rneklerde daha dusiik
TBARS degeri, protein karbonili ve daha yiiksek
stlfidril icerigi bulmustur. Feslegen esansiyel yagt
(0.75 mg/g) kullanimi Ttalyan salami 6rneklerinde
karbonil olusumu izerinde inhibe edici etki
gostermistir (Cichoski vd., 2011).

Ispanyol chorizo 6rneklerinde sentetik nitratin
biberiye ve turung ekstraktlart ve dogal nitrat
kaynaklart (1spanak+kereviz, pazit+pancar ve
marul+roka+ttere) ile ikamesinin arastirildigt bir
calismada tiyol gruplarinin biberiye de bulunan
fenolik bilesiklerin oksidasyonu ac¢iga ¢tkan
kinonlar ile reaksiyona girmesi nedeniyle turung
ekstraktinin, biberiye ekstraktindan daha etkili
oldugu bildirilmistir. Ekstraktlatin
1spanak+kereviz ile kombine olarak
kullanildiginda tiyol gruplarinda kayiplarin daha
yiksek oldugu bildirilmis, ancak diger nitrat
kaynaklar ile ekstraktlarin kullantminda kontrol
grubuna  kiyasla  daha  disik  kayiplar
kaydedilmistir (Martinez-Zamora vd., 2020).

FERMENTE ET  URUNLERINDE
PROTEIN OKSIDASYONU VE LIPID
OKSIDASYONU ARASINDAKI ILISKI
Lipidler ve proteinlerde meydana gelen oksidatif
reaksiyonlar et durtnlerinin kalitesini ve raf
omrintd etkileyen en O6nemli degisikliklerdir
(Dominguez vd., 2019). Lipid oksidasyonu ve
protein oksidasyonu benzer mekanizmaya sahip
reaksiyonlar olmakla bitlikte lipid oksidasyonu,
protein  oksidasyonuna oranla daha hizl
iletlemektedir (Smaoui vd., 2017).

Her ne kadar myofibriler proteinlerde bulunan
kikartli bilesikler lipidlerin oksidasyonuna karst
antioksidan  etki gOsterse de  oksidasyon
trtinlerinin ~ antioksidan  kapasiteyi ~ asmast
durumunda okside lipidler veya oksidasyon
sonucu olusan ftriinler protein oksidasyonu
reaksiyonlarini tesvik edebilmekteditler (Ergezer
vd., 2016). Okside lipidletle proteinler arasindaki
etkilesim ¢ sekilde olabilmektedir; proteinletle
kovalent olmayan bilesik olusumu, radikal
reaksiyona neden olan kovalent bag olusumu (Hes
vd.,, 2017; Li vd., 2019) ve lipid oksidasyonu
olusan  malonaldehitlerin ~ karbonil
gruplarinin iki farkl lisin kalintilart ile reaksiyonu
protein ¢apraz baglanmasina neden olmaktadir
(Bao ve Ertbjerg, 2019).

sonucu

Protein oksidasyonunun tespitinde kullanilan
temel bilesiklerden karboniller, lipid oksidasyonu
sonucu olusan aldehit ve ketonlarin sistein,
histidin ve lisin amino asitleri ile reaksiyonu
sonucu olusmaktadir (Stadtman vd., 2003). Lipid
oksidasyonu sonucu olusan bilesikler ile protein
aminleri arasinda gerceklesen reaksiyonlar Schiff
bazi olusumuna neden olarak urinin renk ve
lezzeti Gizerine de olumsuz etki gbstermektedirler

(Chelh vd., 2007).

Fermente et urlnlerinde TBARS degetleri ve
protein oksidasyonu urlnleri arasindaki iliskiyi
inceleyen calismalarda TBARS degerlerindeki
artisa paralel olarak protein oksidasyonun da
arttigr gorilmistiir (Fuentes vd., 2014; Oztiirk
vd., 2017).

Isil islem g6rmus sucuklarda zeytinyagt kullanimi
ile birincil oksidasyon urtnleri artarken, ikincil
oksidasyon triinleri azalmistr. Bu dogrultuda
artan birincil oksidasyon reaksiyonu ile iligkili
olarak protein karbonilleri de artis géstermistir.
Ikincil oksidasyon irtinleri ile dogru orantilt
olarak  protein  oksidasyonunun  spesifik
trinlerinde de azalma gozlenmistir (Oztiirk-
Kerimoglu vd., 2019b). Benzer sekilde geleneksel
kuru kirlenmis sosislerde yiksek hidrostatik
basing (600 MPa, 8 min, 16 °C) ve depolama
sicakhigt (4 °C ve 18 °C) min lipid ve protein
oksidasyonu etkisinin  incelendigi
calismada 120 giin depolama sonunda hem lipid

uzerine
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hem protein oksidasyonu reaksiyonlari yiitksek
basing uygulanan ve 18 °C’ de depolanan
orneklerde daha hizli iletlemistir (Cava vd., 2020).

Farklh  oksidasyon derecesine sahip yaglar
kullanilarak Sichuan sosisi Uretiminin
olgunlastirma agamasinda girdi olarak kullanilan
yaglarin oksidasyon seviyesi arttik¢a proteinlerin
daha glcli bir oksidasyona maruz kaldigt
gorilmigtir (Li vd., 2019). Formilasyonda aynt
miktarda ve oksidasyon derecesinde yag kullanilan
Cin kuru sosisinde tuz oraninin artirilmast ile hem
lipid hem de protein oksidasyonu hizlanmustir,
orneklerde lipoliz, lipid oksidasyonu ve protein
oksidasyonu arasinda iliski tespit edilmistir (Zhao
vd., 2020).

Italyan salami 6rneklerinde ultrases (de ILima
Alves vd., 2018) ve vurgulu UV 151k (Rajkovic vd.,
2017) uygulamalarinin hem lipidlerde gerceklesen
hem de proteinlerde gerceklesen oksidasyonu
artirabilecekleri gbzlenmistir.

SONUC

Fermente et Grtunlerinde islem kosullart, kullanilan
yag tipi ve miktari, kiitleme katkilarina bagli olarak
lipidler ve proteinlerde oksidatif degisiklikler
meydana  gelmektedir. Lipid ve protein
oksidasyonu uriinleri, kalite ve besleyici degerde
degisikliklere neden  olmaktadir.
Fermente et dUrlnlerinde lipid oksidasyonu
calismalari glinimize dek siklikla
gerceklestitilmesine ragmen protein oksidasyonu
ve lipid oksidasyonu ile protein oksidasyonu
arasindaki iliskiyi inceleyen c¢aligmalar sl
sayidadir. Buna ek olarak formiilasyonundaki
hayvansal yagin yerine doymamushgt yitksek stvi
yaglarin kompleks emilsiyon sistemleri yoluyla
Uriine iglenmesi sonucunda Urlinin oksidatif
kalitesinde meydana gelebilecek degisikliklerde
yeterli diizeyde ortaya konmamustir. Bu nedenle
gelecekte  yuritilecek olan  calismalarla, et
triinlerinde protein oksidasyonu mekanizmast ve
protein  oksidasyonu ile lipid oksidasyonu
arasindaki iligkinin tam olarak anlagilabilmesi
mumkiin olabilecektir. Farkli tilkelerin fermente
triinlerinde  de  protein  oksidasyonunun
gelisiminin incelenmesi tzerine yapilmus kisitlt
saytda c¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalarda

olumsuz

Italyan salami ve chorizo érneklerinde; feslegen
esansiyel yagl, nitrat-nitrite alternatifi olarak
ekstraktlar ve dogal nitrat kaynagi katkilann
kullammlari, wultrases ve vurgulu UV  1sik
uygulamalarinin  protein  oksidasyonu izerine
etkileri incelenmistir. Bu konudaki calismalarin
artiilmast  drinlerde  gelisen  oksidasyonun
aydinlatlmast ve Onlenmesi agisindan  biyiik
onem tasimaktadir.

TESEKKUR

Bu calisma, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 116-
0-506 numaralt proje kapsaminda
desteklenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar, bu makale ile ilgili baska kisi veya
kurumlar ile ¢ikar catismast olmadigini beyan eder.

YAZAR KATKILARI

Hilya Serpil Kavusan, literatiir calismalarinin
taramasi, yazim ve diizenleme kisimlarinda katki
saglamistir. Meltem Serdaroglu, konu analizi,
planlama, kaynak tarama, yazim, detleme ve
dizenleme kistmlarinda katki saglamistir.
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Ogiitmenin amact; tohumu meydana getiren baslica kisimlari, 6giitme yontemine gore ayirarak, gida
endiistrisi veya diger endiistrilerde kullanmaktir. Ogiitme, genel olarak kuru ve islak 6giitme olarak
stnuflandinlabilir. Islak 6glitmede amag; nisasta, protein, besinsel lif ve ham yag gibi tohumun baslica kimyasal
bilesenlerini ayirmak iken; kuru 6glitmede amac¢ tanenin anatomik kistmlan olan endosperm, ruseym ve
kepegi ayirmakar. Islak 6giitmede her bilesen miimkiin olan en saf haliyle ayrilirken; kuru 6giitmede, yiiksek
kalitede rafine veya tam tane unu elde edilir. Islak Gglitme, tahil veya pseudo-tahillarin temel bilesenlerini
fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve mekanik islemler ile ayiran endistriyel bir islemdir. Islak 6glitme, 1slatma
islemi ile baslar, ardindan mekanik ayirma islemi gelir. Islak 6giitme islemi sanayide, ¢cogunlukla bugday ve
mustra uygulanirken, sorgum, arpa, yulaf ve piring gibi tahillara da uygulanmaktadir. Karabugday, kinoa ve
amarant pseudo-tahullarinin 1slak 6gtitmesi ile ilgili caligmalar heniiz laboratuvar Glgegindedir. Tahil veya
pseudo-tahillarin 1slak Sglitme kosullart tamamen nisasta verimini ve fizikokimyasal Ozelliklerini
etkilemektedir.

Anahtar kelimeler: Islak 6giitme, tahil, pseudo-tahil, nisasta, protein, besinsel lif

WET MILLING TECHNOLOGY OF CEREAL AND PSEUDOCEREALS

ABSTRACT

The purpose of the milling is to separate the main fractions of the grain due to milling method and
is to use them for food or other industries. The milling can be classified as dry and wet milling. The
purpose of the wet milling is to separate the main chemical constituents of the grain, such as starch,
protein, dietary fibre and crude oil; the purpose of the dry milling is to separate the endosperm, germ
and bran parts of the grain. All constituents can be separated with the highest purity in the wet
milling; on the contrary the principle of the dry milling is to obtain the refine or wholegrain flour
with the highest quality. The wet milling, which is an industrial process, separates the essential
fractions of cereal or pseudo-cereals using physical, chemical, biochemical and mechanical processes.
The wet milling starts with steeping process, and then the grain constituents are separated with
mechanic splitting. The wet milling process is mostly applied to wheat and corn, besides it is also
employed for some cereals like sorghum, bartley, oat and rice. The wet milling of pseudo-cereals such
as buckwheat, quinoa and amaranth is still carried outin a laboratory scale. The wet milling conditions
of cereal/pseudo-cereals completely affect the starch yield and its physicochemical properties.
Keywords: Wet milling, cereal, pseudocereal, starch, protein, dietary fibre
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GIRIS
Tahdlar, Gramineae (Poaceae) familyasinin tyeleri
olup 8 «cinsi igermektedir, bunlar: bugday

(Triticum), cavdar (Secale), arpa (Hordeum), yulaf
(Avena), piring (Oryza), millet (Pennisetum), misir
(Zea) ve sorgumdur (Sorghum). Pseudo-tahillar ise
3 cinsi i¢ine almaktadir, bunlar: Polygonaceae
familyasindan karabugday (Fagoryrum),
Amaranthaceae familyasindan amarant
(Amaranthus) ve kinoa’dir (Chenopodinm) (Reguera
ve Haros, 2017). Tahillar ve pseudo-tahillar
nisastalt bitkilerdir, fakat énemli miktarda protein
ve ham yag da icerdikleri belirtilmistir. Tohumlar
genellikle ¢ kisitmdan meydana gelmektedir:
endosperm  (pseudo-tahillarda  perisperm),
embriyo (ruseym) ve kepek (petikarp+tohum
kabugu). Endosperm esas olarak nisasta icermekle
birlikte 6nemli miktarda protein de icermektedir.
Embriyo 6nemli miktarda ham yag igerir, ayrica
protein ve mineral maddelerce de zengindir.
Kepek ise selilloz ve hemiselilozdan meydana
gelmistir ve ayrica protein ve lignin de igerdigi
bilditilmistir. Tohum kisimlarinin tanedeki orani
tahillar ve pseudo-tahillarda farkhilik
gostermektedir. Tahil 6gltmenin  karakteristik
6zelligi endospermi, embriyo ve kepekten ayirarak
mimkin oldugunca saf un haline getirmektir.
Pseudo-tahillar ise hala geleneksel metotlar
kullanilarak, Ornegin tas degirmende tam tane
olarak 6gutilmektedir. Genellikle 6glitme kuru ve
slak 6glitme olmak tzere iki sinifa ayrilmaktadir.
Kuru 6gtitmede amag, tanenin anatomik kisimlart
olan endosperm, embriyo ve kepegi ayirmaktir.
Islak 6glitmede amacg ise tanenin baslica kimyasal
bilesenleri olan nigasta, protein, besinsel lif ve ham
yagi ayirmaktir. Kuru 6glitmede, endospermden
gelecek maksimum unu dretmek baslica hedef
iken, 1slak 6giitmede tim kimyasal bilesenleri en
saf haliyle ayirmak baglica amactir. Kuru 6gttme
direk olarak fraksiyonlamayla baslar, 1slak 6gtitme
ise kimyasal bilesenlerde fiziksel ve kimyasal
degismelerin oldugu 1slatma (maserasyon) islemi
ile baglamaktadir. Islatmanin amact endosperm
hiicre iceriginin dagilmasimi saglayarak nisastanin
protein agindan serbest kalmasini tegvik etmek
olarak aciklanmistr (Haros ve Wronkowska,
2017).  Islak  ogiitme,  tohumun  temel
bilesenlerinin, fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve
mekanik yontemler ile ayrilmasinda kullanilan

endiistriyel bir isleme yontemidir. Islem temel
olarak iki asamadan meydana gelir: birinci olarak;
tahil tanesinin belirli bir sicaklikta alkali veya asitli
cozeltilerde 1slatilmasi; ikinci olarak fraksiyonlarin
(nisasta, protein, ruseym, besinsel lif/kepek)
fiziksel Ozellik (yogunluk ve parcactk boyutu)
farkliliklarindan  yararlanarak mekanik olarak
ayrilmasidir. Islatma sirasinda su tohum icerisine
sizar ve hiicreler arast yapiy! yumusatip patrcalar ve
béylece verimde artis saglanmaktadir. Islatmanin
hizi, sicakliga ve asit/alkali kogullara bagli olarak
degismektedir. Nisasta 1slak 6glitmenin ana tiriini
olmakla birlikte, besinsel lif ve protein gibi
teknolojik ve gida amacl kullanllan baska
fraksiyonlar da ayridmaktadir (Wronkowska ve
Haros, 2014; Mufari vd. 2018; Skendi vd. 2020).
Gunimiizde sanayide, 1slak 6gtitme islemi en ¢ok
misir ve bugdaya uygulanmakta ve nisasta
tretiminin 6nemli bir miktart saglanmaktadir.
Daha az  siklikla  piring  ve  sorguma
uygulanmaktadir (Rosentrater ve Evers, 2018).
Islatma suyu olarak genellikle siilftir dioksit (SO»2)
ve laktik asidin farkli derisimlerdeki c¢ozeltileri
kullanilmaktadir. Islatma suyunda kullanilan SO»
indirgeyici ve antimikrobiyal olarak kullanilirken,
laktik asidin hiicre duvarlarinin parcalanmasint
kolaylastirdigt belirtilmistir. Bununla birlikte, 1slak
ogutmede kullanilacak yontemin dikkatli secilmesi

ve saf Dbilesenlerin  gida formiilasyonunu
etkilememesi ~ gerektigi  ifade  edilmistir
(Wronkowska ve Haros, 2014).

TAHILLARIN ISLAK OGUTME
TEKNOLOJIiSI

Bugday

Bugdaylar endosperm yapisina gbre yumugak
(%8-10 protein), sert ve ¢ok sert (durum, %12-16
protein) olarak siuflandirdmustr (Sayaslan vd.
2006). Nisasta ise bugday tanesinin %065-75ini
olusturmaktadir (El Halal vd. 2019). Bugdayin
1slak 6gutilmesinde nisasta ve vital gluten baslica
trin olarak alinmaktadir. Bu amacla yuksek
protein icerigine (>%11) sahip sert ve yumusak
bugdaylar kuru ogltme ile una &gutildikten
sonra 1slak ogutilmektedir. Gluten proteini ve
nisastanin bugday unundan islak ayrmi temel
olarak sudaki disik cozuntrliklerine
(agregasyon), pargacik boyutlarina ve
yogunluklarina (sedimentasyon) dayanmaktadir.
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Islatma islemini takiben gluten proteinleri nisasta
grantllerinden daha biyik fakat daha az
yogunlukta agregatlar meydana getirmektedir.
Bugday wununun endustriyel olarak  1slak
ogutilmesinde geleneksel yontemlerden Martin
(hamur yikama) ve Batter (bulamag¢ yontemi),
modern yontemlerden Alfa-Laval/Raisio,
hidrosiklon ve yitksek basingta disentegrasyon
olmak tzere 5 farkli yéntem uygulanmaktadir. Bu
1slak 6gltme yontemlerinde baslangic materyali
bugday unudur. Bugdayin slak 6gtitilmesinde
kullanilan modern yoéntemler ile su kullaniminin
azaluldigt  ve isleme siiresinin  kisaltildig
belirtilmistir (Sayaslan, 2004; Sayaslan vd. 20006;
Sayaslan vd. 2012; Wronkowska, 2016). Sayaslan
vd. (2012), tasarlamis olduklati laboratuvar 6lcekli
yiksek hizl karistirmali 1slak 6giitme sisteminde,
gluten, A tipi nisasta, B tipi nisasta, besinsel lif ve
suda ¢ozunir bilesikler olmak tzere 5 farklt Griin
elde etmislerdir. Steeneken ve Helmens (2009),
bugdayt piiriizsiiz valslerde hafifce ezdikten sonra
slak 6glitme islemine gecilmesini 6nermislerdir,
béylece gluten kiimelenmesi meydana gelmeden
besinsel liflerin  eleme ile ayrlabilecegini
belirtmislerdir. Sayaslan vd. (2005) glutenin
renginin ticari acidan kritkk bir kalite faktorii
oldugunu ve genelde acik renkli glutenlerin tercih
edildigini belirtmislerdir. Kepek patrcaciklarinin
1slak Ggltme sirasinda glutene yapismasindan
dolay1 koyu renkli, lekeli gluten iretilebilmektedir.
Glutenin renginin, 1slak &gltme  sirasindaki
enzimatik esmetlesme (polifenol oksidaz-PPO) ve
kurutma  sirasindaki  enzimatik  olmayan
esmerlesme  (Maillard ~ Reaksiyonu-MR)  ile
meydana geldigi belirtilmigtir. Sayaslan vd. (2005),
kirmizi, beyaz ve disik PPO igerikli beyaz
bugdaylardan izole edilen nisasta ve gluten
fraksiyonlarinin verimleri ve safliklarini benzer
bulmuglardir. Diusiik PPO  icerikli  beyaz
bugdaydan izole edilen ve liyolifilizasyon ve
etivde kurutma uygulanan glutenler en patrlak
bulunmus, bunu beyaz ve kirmizi bugday
unlarindan  izole edilen glutenler izlemistir.
Magallanes Lépez vd. (2018), nisasta ve glutenin
bugday endosperminden 1slak 6giitme yontemiyle
ayrilmasinin, partikiil boyutuna, yogunluguna ve
suda ¢ozunurligine baglt oldugunu
bildirmislerdir. Son yillarda bugday ve triinlerinde
kif kaynaklt mikotoksinlerin meydana gelmesi

gida glivenligi agisindan 6nem kazanmistir. Buna
gbre,  Magallanes  Loépez  vd.  (2019),
deoksinivalenol (DON) ile kontamine olmus
bugdaylardan  nisasta  ekstraksiyonu = ve
fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi ile ilgili
calismasinda, laboratuvar Slgekli ti¢ 1slak 6glitme
yonteminin (Martin, orta hizda karistirma/kesme,
yiksek hizda karistirma/kesme yOntemleri) ve
etkinligini karsilastirmis ve her t¢ 1slak 6glitme
isleminden  sonra  elde  edilen  nisasta
fraksiyonlarinin -~ higbirinde ~ DON  tespit
edilmemistir. Magallanes Lopez vd. (2021) baska
bir calismada, islak 6gitme islemi ile DON’un
suda ¢ozuniirligiinden yararlanidarak bugdaydan
uzaklastirilabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica,
islak  Ogutme  islemlerinden ayrilan  gluten
fraksiyonlarinda DON seviyeleri 0.2 mg/kg’den
disik bulunmustur. Alexandre vd. (2017) tam
bugday ununda ve 1slak 6glitme atigindaki DON
mikotoksininin azaltlmast icin arastirmalarinda
ozon kullanmislar, ozonlamanin etkili bir
alternatif  yontem  oldugunu  belirtmislerdir.
Sayaslan vd. (2006), mumlu (waxy) bugday
unlarinin islak 6gtitme 6zelliklerinin incelenmesini
Martin ve sulu dispersiyon yontemleri ile yapmis
ve verimler daha diistik bulunmus olup, daha fazla
ham yag ve pentozan, daha az nisasta fraksiyonu
elde etmislerdir. Guan vd. (2009) hamur yikama
yontemi (Martin yontemi) ile farkli tipteki bugday
unlarint  fraksiyonlarina  ayirmuglar,  hamur
karistirma 6zelliklerinin 1slak 6glitme  kalitesiyle
iliskili oldugunu ve 1slak Ogiitme islemiyle sert
mumlu bugdaylarin kolaylikla nisasta ve glutene
ayrilamadigint belirtmiglerdir.

Muisir

Misirin baglica kimyasal bileseni nigastadir (%70-
73) ve 7-25 um boyutunda, polihedral ve kiresel
graniillere sahip oldugu belirtilmistir. Misirda
bulunan proteinler (%8-10) nisasta ile ¢ok yakin
bir  etkilesimde  olduklatindan  nisastanin
ayrilmasim zorlastirdigy ifade edilmistir. Yuksek
nisasta verimi icin nisasta-protein arasindaki bag
kuvvetlerinin kirilmasi veya zayiflatilmasi gerektigi
belirtilmistir (El Halal vd. 2019). Misir nisastast
endistride  1slak  6gitme  teknolojisi  ile
ayrilmaktadir. Misirin 1slak 6giitiilmesinde baglica
kalite faktOrleri nisasta verimi, 1slatma ¢6zeltisi
kalitesi ve 1slatma slresi olarak belirtilmistir.
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Muisirin 1slak ogiitiilmesinde 1slatma agamasi, misir
tanesini yumusatmak ve misir hiicre duvarlarint
parcalamak icin Onemli bir islemdir. Misirin
slatma isleminde, SOz (%0.2-0.4) ve laktik asit
igeren c¢ozeltiler 50°C’de ve 24 saat siireyle
uygulanmaktadir. Islatma ¢6zeltisinin, endosperm
igerisine niifuz ederek nisasta graniillerini saran
proteinlerin distlfit baglarini kirdigt ve nisasta
veriminin  artintlmasina  yardimct  oldugu
belirtilmistir. Sulfurli ¢ozeltilerin cevre kirliligi
yaratmast sebebiyle, geleneksel asitli ¢bzeltinin L-
sistein indirgeyici ajant ile birlikte uygulandigs
cevre dostu yontemler Onerilmistir. L-sistein,
proteinlerin distlfit baglarini kirarak nisastanin
endospermden  serbest  kalmasini  sagladig
bildirilmistir (Wronkowska ve Haros, 2014; El
Halal vd. 2019). Utiarte-Aceves vd. (2015),
yaptiklart bir calismada, 15 adet Meksika mavi
musir genotiplerinin fiziksel, kimyasal ve 1slak
ogutme Ozellikleri arasinda buytk farkldiklar
oldugunu, bunlardan iki genotipin endustri i¢in
uygun nisasta Ozellikleri verdigini bildirmislerdir.
Arastirmalarinda, ortalama nisasta  verimini
%061.03, nisasta fraksiyonlarindaki kalintt protein
miktarint %0,39-0,68 ve toplam katt madde geri
kazanimint %98,8 olarak belirtmislerdir. Utiarte-
Aceves vd. (2018), aynt mavi misir genotiplerinin
slatma pH’stnin nisasta 6zelliklerinde muhtemel
etkisini azaltmak ve ylksek nisasta verimliligi
saglamak icin 1slatma suyunun pH’sit 0.2 M
NaHCO:s ile 3.75%e ayatlamiglardir. Calismalarinda
ortalama nisasta miktarint %99.41 ve kalinu
proteini  %0.54 olarak bulmuslardir. Uriarte-
Aceves vd. (2019), 25 farkli ticari beyaz hibrit
musirin (100 g) 1slak gtitmesini (52°C, %00.5 laktik
asit, %0.2 SO», 24 saat) calismuslar; buna gore,
nisasta verimleri, nisasta geri kazanimlar ve
nisastadaki kalinti protein miktarlannin sirasiyla
%54,63-65,95, %76.08-93.22 ve 9%0.33-0.62
arasinda degistigini rapor etmislerdir.

Piring

Piring, diinyada en ¢ok tiretimi yapilan tahillardan
bir tanesidir. Tane sekline gore kisa, orta ve uzun
olarak siniflandirilabilir. Pirincte nigsasta %76-90
oraninda bulunur ve tahillar icinde en kiicik
granil boyutuna (3-8 um) sahip oldugu
bildirilmistir. Piring, alerjik olmamast ve toksik
prolamin proteini icermemesinden dolay1; unu ve

nisastasinin,  glutensiz  gidalar  ve  bebek
mamalarinda  kullanilabilecegi belirtilmistir  (El
Halal vd. 2019). Pirincin 6gitilmesinde kuru,
slak ve yari-kuru (piring tanelerinin nemi %025-
30a 1slatma ile ayarlanir, 6glitmeden sonra piring
unu 40°C’de 3-4 saat kurutulur) Ogiitme
yontemlerinin kullanildigi, bunlar icerisinde 1slak
Ogutmenin en iyl kalitede verdigi
bildirilmistir. Islatma isleminin piring ununun
tanecik boyutunu etkiledigi ve 1slak OSglitme
yontemi ile daha az zedelenmis nisasta meydana
geldigi belirtilmistir. Ayrica, kuru 6glitmede elde
edilen piring ununun 1slak 6glitmeye kiyasla daha
yuksek zedelenmis nisasta verdigi ve daha fazla
hidrasyon kapasitesine sahip oldugu bulunmustur
(Tong vd. 2015; Wu vd. 2019). Piring nigastasinin
tretimi diger tahil nisastalari ile karsilastirildiginda
daha maliyetlidir, clinkii nisasta proteine ¢ok stki
baglidir ve ayrlmast icin 6n islemlere gereksinim
duyulur. Bu sebeple piring nigastasinin 1slak
ogutme ile ekstraksiyonunda slatma suyu olarak
alkali ¢6zelti (%00.10-0.30 NaOH), yizey aktif
maddeli ¢6zelti (dodesilbenzen stlfonat, sodyum
lauril stlfat), alkali c¢ozelti+proteaz enzimi ve
dondurma-¢oziindiirme inflizyon+proteaz
enzimi yontemlerinin  kullamuldigt belirtilmistir.
Alkali, proteaz ve infuzyon yontemlerinde nisasta
verimlerinin sirastyla %66.8, %061.7 ve %69.3
olarak bulundugu belirtilmistir. Aytica, enzim
uygulamasinda nisastanin geri kazaniminin alkali
yonteminden %10 daha fazla oldugu bildirilmistir
(El Halal vd. 2019). Ancak, uzun slatma stireleri
piringte bakteri tiremesine sebep olmakta ve tirin
kalitesinde ciddi bozulmalara yol agmaktadir. Bu
sebeple, daha fazla enetji gerektiren ve zedelenmis
nisasta oraninin fazla oldugu kuru Sgiitmenin
tercih edildigi belirtilmistir (Tong vd. 2015; Wu
vd. 2019). Tong vd. (2015), pirincin islak (25°C’de
deiyonize suda 24 saat), yari-kuru (%30 nemli) ve
kuru oOgiutme yontemlerinin eriste kalitesine
etkileri ile ilgili ¢alismasinda, yari-kuru 6giitmede
pirin¢ ununun karakteristik 6zelliklerinin daha iyi
korundugunu (zedelenmis nisasta miktarinin daha
az) ve unun daha iyi hidrasyon O&zellikleri
sergiledigini  belirtmiglerdir. Wu vd. (2019),
glutensiz piring unu ekmegi tretmek igin pirinci
islak Ogitme yontemi, laboratuvar tipi rotorlu
ogutiuct (siklon 6gutic) ve diskli 6gttict (cok
ince ogitme teknolojisi) ile Ggtitmiislerdir. Islak

unu
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Ogitme yontemi ile dretilen unun, ultra-ince
ogutme ve siklon 6gltmeye kiyasla daha distik
zedelenmis nisasta icerdigi (2.80 g/100 g), yuksek
jelatinizasyon sicakligl, absorpsiyon entalpisi ve jel

direncine sahip oldugu ve 1slak &gltme
yontemiyle tiretilen undan daha iyi glutensiz piring
ekmegi tretilebildigi gOsterilmistir.

Leewatchararongjaroen ve Anuntagool (2016),
kuru (dikey disk 6gtitiict) ve 1slak 6giitme (%1.25
NaHSO:s icinde 1slatma) ile elde edilen dokuz cesit
piring ununun fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini
incelemislerdir. Islak 6gtitme islemi ile elde edilen
unlarin 6nemli diizeyde disik protein ve kil
icerigine, fakat ylksek nisasta icerigine sahip
olduklart bulunmustur. Ayrica, 1slak 6glitme ile
tretilen unlarin nisasta grantillerinin daha kiiciik
ve jelatinizasyon entalpilerinin daha diigitk oldugu
g6rulmustir.

Arpa

Arpanin baslica kimyasal bilesenleri nisasta (%60-
77) ve proteindir (%8-15). Arpa nigastasi kuru ve
islak Ogitme yontemleri ile izole edilmektedir.
Arpa nisastasinin, ayrica, arpa B-glukaninin (%06)
ekstraksiyonunda agiga ¢ikan bir yan iiriin oldugu
da belirtilmistit (Zhu, 2017a; Sharma ve Kotari,
2017; El Halal vd. 2019). Arpada bulunan (-
glukanin viskoziteyi artirarak 1slak Ogiitmede
nisasta ekstraksiyonunu zotlagtirdigt belirtilmis,
bunun icin %507lik etil alkolde arpa ununun
disperse edilerek B-glukan kaynakli viskozitenin
azaltilabilecegi bildirilmistir. Ciinkii %50’lik etil
alkolde B-glukanin hidrasyonunun meydana
gelmedigi belirtilmistir. Daha sonra besinsel lif
konsantresinin ~ (B-glukan  dahil) elekler ile
nisastadan ayrilabilecegi ve nisastanin ise su/alkali
cozeltilerde saflastinlabilecegi bildirilmistir (Zhu,
2017a). Yizde 50’lik etil alkol kullanilarak 3 farkli
arpa genotipinden (normal, mumlu, yiksek
amilozlu) elde edilen nisasta ekstraksiyon
verimleri ~ %22-39  arasinda  bulunutken,
nisastalarin safligt %98’den fazla bulunmustur
(Gao vd. 2009). Yu vd. (2018) yaptug bir
arastirmada, arpa ununu oda sicaklifinda
%0.45’lik SO ¢ozeltisinde bir gece 1slatmis ve
daha sonra 2000xgde 10 dakika santrifiij
etmislerdir. Cokelti, 20 mL proteaz ¢ozeltisi ile
37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
4000xgde 10 dakika santrifij edilmistir. Cokelti

mutlak etil alkol ile tekrar ytkanmis ve 40°C’de 48
saat vakumda kurutulduktan sonra nisastasini
izole etmislerdir. Nisasta verimini ve nisasta
icerigini sirasiyla %48.1-54.8 ve %73.1-75.8
arasinda bulmuslardir. Kullamlan proteaz, nisasta-
protein etkilesimini kirarak nisasta verimini
artirmig, mutlak etil alkol ile ytkama ise B-glukanin

¢okmesine sebep olarak nisastadaki kalintt
miktarint  (<%1) distirmistir. Sharma ve
Tejinder (2014) ise kavuzlu ve kavuzsuz

arpalardan nisasta izolasyonunu calismuslardir.
Bunun i¢in, arpalar 6nce 50°C’deki %0.2 SO» ve
9%0.55 laktik asit iceren c¢ozeltide 4-5 saat
tslatilmus, sonra papain enzimi (0.4-2.0 g/kg)
eklenerek 50°C’de 1-5 saat bekletilmistir. Daha
sonra sodyum hidroksit ¢6zeltisi (0.01-0.05 M)
eklenerek 25°C’de 15-60 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Eleme ve nisasta saflastirma
islemleri  sonucunda, alkali  ekstraksiyon
yontemlerine (%70.9-83.7) gbre enzim yardimiyla
yapilan ekstraksiyon ile daha fazla nigasta
verimliligi (%80.7-84.0) saglandigi bildirilmistir.
Park ve Baik (2010) yapmis oldugu bir calismada
6 farkll arpa ¢esidini 1slak 6glitme islemine tabi
tutmus ve slatma suyu stcakliginin 23°C’den
60°C’ye yiikseltilmesi ile yaklastk %065 nisasta geri
kazanimi saglanmis, fakat protein geri kazanimi ve
safliginin azaldig1 belirtilmistir.

Yulaf

Yulafin baslica kimyasal bilesenleri nisasta (%60),
protein (kavuzsuz yulafta %15-20) ve ham yagdir
(%1-7). Proteinlerinin %70-80’1 globulinler, %04-
15’1 ise prolaminler (avenin) oldugu bildirilmistir.
Yulaf nisastasinin izolasyonu oldukg¢a gigtir,
cinkil nisasta proteine ¢ok kuvvetli bir sekilde
bagldir, ayrica tanede B-glukanin bulunmasinin
nisastanin ayrmint zotlastirdigt ifade edilmistir.
Yulaf nisastast kigik poligonal (3-10 um)
granillerden meydana gelmektedir (Zhu, 2017b;
El Halal vd. 2019; Punia vd. 2020). Yulaf
nisastasinin veriminin, protein miktarina ve
segilen ekstraksiyon yontemine gore degistigi
bildirilmistir. Nisasta izolasyonu; énce proteinin
sonta besinsel lifin bir takim seti mekanik

ayumalar  ile  uzaklasuridmas;,  su ile
yikama/nétralizasyon ve santrifigasyon ile geri
kazamm  iglemlerini  igerdigi  belirtilmistir.

Nisastadan proteini etkili sekilde ayirmak icin
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baslica 3 yontem Onerilmistir:  alkali ile
ekstraksiyon, yitksek hizda homojenizasyon ile
suda ekstraksiyon ve proteazlar kullanarak
ekstraksiyondur (El Halal vd. 2019). Shah vd.
(2017) tg farklt yulaf cesitinin nisastalarint izole
ettigi calismasinda; yulaf unu:su orant 1:10 olacak
sekilde hazirlanan kangimin pH degeri 9%a
ayarlanarak 1 saat karsturilmistir. Karigim daha
sonra kumas siizgecten filtre edildikten sonra
santrifiyj (3000xgde 15 dakika) edilmis, ¢kelti
(nisasta) 3 kez distile su ile ytkanmis ve 40°C’de
kurutulmustur. Nisastalarin %0.32-0.34 protein
ve %0.25-0.44 ham yag icerdigi bilditilmistir. Al-
Hakkak ve Al-Hakkak (2007) patentli bir
calismasinda  yulaf nisastasint  herhangi  bir
kimyasal kullanmadan sadece bugday gluteni
kullanarak izole etmistir. Bunun icin, 100 g yulaf
kirmast 18 g gluten ile kanstumldiktan sonra
%31k tuz cozeltisi ilave edilmistir. Bu yontemde
hidrasyon saglandiktan sonra yogurma ile gluten
ag1 meydana getirilmis ve gluten proteinleri ile
yulaf  proteinleri  arasinda  agglomerasyon
saglanmustir. Bir saat yogurmadan sonra hamur
yikama islemi yapilmis, nisasta kumas siizgecten
filtre edilerek ayrilmis ve santriftyj ile toplandiktan
sonra kurutulmustur. Bu yéntemde nisasta verimi,
un agirhigina gbre %55.7, undaki nisasta miktarina
gore %78.0 olarak belirlenmis, kalintt protein ve
ham yag miktar1 %00.35’ten az bulunmustur.

Sorgum

Sorgumun baslica kimyasal bilesenleri nisasta
(%57-77), protein (%11-13) ve ham yagdir (%3.5).
Proteinlerinin %77-82’si prolamin tip protein olan
kafirindir ve toksik prolamin icermedigi
bildirilmistir. Beyaz, kirmuzi, sart ve kahverengi
perikarp renklerine sahip sorgum cesitleri
bulunmaktadir. Sorgum 6nemli bir nisasta
kaynagidir, enzime direngli nisasta miktarinin
fazla olmast sebebiyle misirdan daha ¢ok
popiilarite  kazanmistir. Sorgum  nisastasinin
granil boyutunun 4-35 pum arasinda degistigi
bildirilmistir. Nisastanin, sorgumdan alkalide
islatma  ve bunu takiben cesitli saflagtirma
asamalari ile protein ve diger bilesenlerin
uzaklastirlldigt yani 1slak 6giitme yontemi ile
minimal diizeyde zedelenmis ve fiziko-kimyasal
6zellikleri degismemis nisasta olarak ayrilabilecegi
bildirilmistir (E1 Halal vd. 2019; Chhikara vd.

2019). Sorgum nisastasinin izolasyonu oldukc¢a
glictiir, ¢linkli ¢apraz bagl kafirin proteinleri ile
stki bir bag icerisinde oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte, sorgum cesitleri farklt tohum
kabugu  renklerine  sahiptifler ve nisasta
ekstraksiyonunda nisastaya kontamine olarak
nisastanin gida amagh kullanim degerini azalttig1
bildirilmistir. Bu sebeple, 1slak 6glitmeden 6nce
tohum kabugunun soyulmas: (dekortikasyon
islemi) alternatif bir yontem olarak Onerilmistir.
Sorgumun 1slak 6glitmesi, 1slatma, 1slak 6giitme,
santrifligasyon, izolasyon ve kurutma
agamalarindan meydana gelmektedir (Qi vd.
2018). Sorgumun geleneksel 1slak  Ogiitme
isleminde, farkli sulu ¢ozeltilerin (SO., laktik asit,
alkali cozeltiler) 1slatma asamasinda
kullanilabilecegi  belirtilmistir. Ozellikle alkali
cozeltilerin nisastanin parlakligint artirdigr ifade
edilmistir (El Halal vd. 2019). Qi vd. (2018),
kirmizi sorgumdan 1slak Gglitme yontemi ile
nisasta izolasyonunun optimizasyonunu yuzey
tepki  yontemini  kullanarak  laboratuvar
kosullarinda  calismuslardir. Renk  6zellikleri
bakimindan en iyi ve en yiksek nisasta verimi
(%54.58) kosullarini; 1slatma  sicakligs  50°C,
1slatma stresi 36 dakika, 6glitme siiresi 8 dakika
10 saniye olarak belirlemislerdir. Arastirmada,
ayrica, nisastadaki pigment kontaminasyonunun
onemli dizeyde azaltldigt belirtilmistir. Chew-
Guevara vd. (2016) kirmizi sorgum ile yaptiklar
bir calismada, kabuk soymadan (dekortikasyon)

sonra  ogutilen sorgum ununun 1slatma
agamasinda SO ile birlikte ticari proteaz
(Neutrase) kullanmiglardir. Nisasta
ckstraksiyonunda  (%43.59’dan  %58.89’2) ve

safliginda (%95.95’den %98.75’¢) énemli bir artis
gozlemlemislerdir. Dekortikasyon ile polifenolik
maddelerce  zengin  perikarp  tabakasinin
uzaklastitilmast sonucunda daha beyaz nisasta
tretilebildigi belirtilmistir.

PSEUDO-TAHILLARIN ISLAK OGUTME
TEKNOLOJisi

Amarant

Amarant tanesinde nigasta, protein ve ham yag
strastyla %48-69, %12-21 ve %5-8.5 arasinda
bulunmaktadir. Amarant nisastasinin granil sekli
poligonaldir ve granil ¢ap1 0.5-3 um arasinda olup
granil boyutunun olduk¢a ki¢ik oldugu
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bildirilmistir. Amarant nisastasinin izolasyonu i¢in
etkili bir 1slak 6glitme yontemi gelistirilememistir.
Amarant ¢ok kiiclik bir pseudo-tahil (1 mm ¢ap)
oldugundan ve vyiksek protein icermesinden
dolayt nisastasinin  geri  kazaniminin  oldukea
kompleks  oldugu  belirtilmistir. ~ Amarant
nisastasinin, genellikle, farkli sicaklikta ve farkls
derisimlerdeki  asit veya alkalide 1slatma
yontemleri ile izole edilebilecegi belirtilmistir.
Farkli calismalarda, protein ve nigastayt ayirmak
icin 1slatma suyunda sodyummetabisiilfit, sodyum
hidroksit veya diger alkali ¢cozeltilerin kullanildigi,
alkali derisimini azaltarak enzim ilavesinin nisasta
verimini ve safligim artirdigl ifade edilmistir
(Resio vd. 2006; Resio vd. 2009; Loubes vd. 2012;
HEspinosa-Solis vd. 2020, Kringel vd. 2020). Resio
vd. (20006), amarant tohumlatinin 1slak 6gtitmesini
53.9°C’de, 1.6 saat siireyle ve %0.041 SO; katkilt
ortamda gerceklestirmis ve nisasta ve protein
verimlerini  sirastyla %45 ve %17.5 olarak
bulmuglardir ve nisastadaki kalinti protein
miktarint %0.6 olarak beliflemislerdir. Ayrica,
ortamda bulunan SOz’nin su absorpsiyonunu ve
tanenin su ile doygunlugunu artirdigint ifade
etmiglerdir. ~ Resio  vd.  (2009)  amarant
tohumlarinin  1slak Sgitmesini asit kosullarda
farkli sicaklik (40, 50, 60°C), SOz konsantrasyonu
(%0.01, 0.055 ve %0.1) ve zamanlarda (sicakliga
gore sirastyla 140, 120 ve 45 dakika) faktoriyel (32)
deney dizayninda ¢alismiglardir. Buna gére,
besinsel lif verimi azaldikca nisasta geri kazanimi
artmis, besinsel lif fraksiyonundan proteinin geri
kazanimt artirlmis, 1slatma suyuna daha fazla
protein gecisi saglanmis ve nigastadaki kalintt
protein azaltilmistir. Loubes vd. (2012) asidik
sslatma kogullatiin (0.1-1.0 g/L SO, 40-60°C
sicaklik) amarant nisastasinin mekanik ve termal
Ozellikleri Uzerine etkisini arastirdiklart  bir
calismasinda, nisastanin jelatinizasyon sicakliginin
1slatma sicakhigindan etkilendigi ve jelatinizasyon
entalpisi ile arasindaki iligkinin 6énemli oldugu ve
47.4°C ve 0.72 g/L SO; slatma kogullatinda
kuvvetli ¢iris jelinin meydana geldigi bildirilmistir.
Leal-Castaneda vd. (2018), amarant tohumlarint
24  saat 4°Cde slatuktan sonra nisasta
sispansiyonunu santrifiigasyon ile ayirmus ve
kalint1 proteinleri nisastadan ayirmak icin iki kez
%0.3’lik NaOH ile yikamuglardir. Daha sonra
nisastayt 40°C’de 24 saat kuruttuktan sonra nisasta

icerigini %86, kalinti protein miktarint ise %4.9
olarak bulmuslardir. Bet vd. (2018) amarant
nisastasint sadece suda islattiktan sonra karistirma,
filtrasyon, slizme, santrifiigasyon ve kurutma
islemleri ile elde etmis, nisastanin nemini %12.78,
nisasta igerigini %83.18, kalint1 proteini %2.01,
ham yag icerigini %00.98, kil miktarit %1.05
olarak belirlemislerdir. Joaqui vd. (2020) ise
amarant tohumlarinin alkali kosullardaki 1slak
ogutilmesi ile proteinin sekonder yapist ve jel
olusturma kabiliyeti tizerine etkilerini arastirmis,
kullanilan sodyum dodesil stlfat konsantrasyonu
ve sicakligin sekonder yapilart bozdugu ve
amarant proteini viskozitesinin orta veya daha az
seviyede oldugunu belirlemislerdir.

Karabugday

Karabugday; nisasta (%59-70), protein (%11-16),
fonksiyonel ve n6trasotik bilesik icerigi yuksek bir
pseudo-tahuldir, ayrica toksik prolamin proteini
icermemesi  sebebiyle  glutensiz  driinlerde
kullanilabilecegi bildirilmistir. Karabugday nisasta
grantl boyutunun 1-11.4 pum arasinda degistigi
belirtilmistir (Wronkowska ve Haros, 2014; Malik
ve Saxena, 2016; Hung vd. 2020). Wronkowska ve
Haros (2014), laboratuvar kosullarinda kavuzlu ve
kavuzsuz karabugdayin islak 6gltmesini farkl
sicakllk,  zaman ve pH  kosullarinda
aragtirmiglardir. Buna gore, kavuzlu
karabugdaydan daha yiiksek nisasta ekstraksiyon
verimliligi (%90.95) saglanmis olup kalint1 protein
miktart %2.2 olarak bulunmustur. Arastirmada
genellikle nigastalarin Gzellikleri dogal formuna
gbre Onemli diizeyde degismemistir. Malik ve
Saxena, (2016) yagt alinmis karabugday ununu,
oda sicakliginda 0.2 N NaOH ¢o6zeltisinde
slatiktan sontra nisastasini izole etmisler, daha
sonra nigastayt asit hidrolizi ve sicaklik
kombinasyonlu modifikasyona tabi tutmuglardir.
Buna goére, modifikasyondan sonra nisastanin
sisme glici ve yag absorplama kapasitesinin
azaldidy; ¢6zunirlik, amiloz icerigi ve su baglama
kapasitesinin ise arttugint belitlemislerdir. Yu vd.
(2018), kavuzsuz karabugdayr 3 farkhi 6gttme
islemi  (1slak Gglitme, yiiksek hizli universal
ogutucide Ogiitme, tas degirmende &gltme)
uygulayarak ~ karabugday islenmesini
calismuslardir. Buna gore, 1slak giitme isleminde
(20°C’de 24 saat distile suda) karabugday ununun

ununa
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ekstraksiyon orant %70 olarak belirlenmistir. Islak
ogutme ile elde edilen karabugday ununun daha
beyaz renkte, partikill boyutunun daha kii¢tik ve
taramali elektron mikroskopundaki morfolojik
analiz sonuglarina gére daha az zedelenmis nisasta
graniliine sahip oldugu belirlenmistir.

Kinoa

Beyaz, sari, kirmizi ve siyah renkli genotipleri
bulunan kinoanin tam tane veya tam kinoa unu
olarak tiiketilebilecegi rapor edilmistir. Kinoada
%>50-69.2 oraninda nisasta  bulunmaktadir.
Kinoanin nisasta granilleri ¢ok ki¢tktir (1-3 pm)
ve  %3.5-22.5 arasinda amiloz  icerdigi
belirtilmistir. Kinoanin, tahillara gére daha yitksek
protein icerigi (%16) ve kalitesine sahip oldugu,
ayrica toksik prolamin proteinlerini i¢ermedigi
bildirilmistir (Li vd. 2016; Schoenlechner, 2017; Li
ve Zhu, 2018; Jan vd. 2019; Ballester-Sanchez vd.
2020; Kringel vd. 2020). Kinoanin 1slak 6giitme ile
ayrilan ve kimyasal bilesenleri olan nisasta, protein
ve besinsel lif fraksiyonlarinin endiistride ve gida
formilasyonlarinda kullamilabilecegi belirtilmistir
(Fernandez-Lopez vd. 2020). Kinoa, soguk suda
veya alkali ¢6zeltide yikandiktan sonra, fircalama
veya agindirma yontemleri ile kavuz ve dolayisiyla
anti-nutrisyonel saponin maddeleri
uzaklastirildiktan sonra slak 6glitme  islemine
gecilebilecegi belirtilmistir (Kringel vd. 2020).
Kinoanin 1slak o6gutilmesinde, 1slatma sonrast
kinoa c¢Oker ve bulama¢ bir takim paslanmaz
elekler ile slzilmektedir. Nisasta bulamact
ayrilirken; kepek, protein, ruseym ve besinsel lif
bilesenleri farkli eleklerde tutulur, son elek altl
santrifiijleme ile tamamen ayrilmaktadir. Izole
edilen kurutulmus tim tohum bilesenlerinin, ilk
bastaki kurutulmus kinoa miktarina orant ile
verimler hesaplanmaktadir. Uzun stre ve yiksek
sicaklikta 1slatma isleminin nisasta ayrilmasinda
daha etkili oldugu gérilmustiir (Arslan vd. 2016).
Jan vd. (2017), suda ve NaOH (%0.20-0.30)
cozeltisinde 1slatma yontemlerinin her ikisinde de
kinoa unundan ve kinoa tohumundan nisasta
verimlerini sirastyla %032.97-48.45 ve %28.15-
4377  araliklarinda  bulmuglardir.  Aym
aragtirmacilar %0.25 alkalide 24 saat 1slatma ile
kinoa unundan nisasta verimini kinoa tanesine
gbre %10.76 daha fazla belirlemislerdir. Yapilan
arastirmaya gore alkali kosullardaki nisasta verimi

daha yiksek bulunmus fakat %0.25 NaOH
derisiminin istiindeki kosullarda nisasta verimi
azalmistir. Ballester-Sanchez vd. (2019), laktik
asitli SOz ¢6zeltisinde farkl 1slatma stiresi (1, 5 ve
9 saat) ve sicakligin (30, 40 ve 50°C) kinoa
nisastastnun geri kazanimi ve kalitesi Uzerine
etkisini optimize etmek icin 32 faktoriyel dizayn
yontemi ile incelemislerdir. Buna gore, 30°C’de
0,5 saat 1slatma kosullarinin en ytksek nisasta geri
kazanimi ve en iyl nigasta kalitesini verdigi
belirtilmistir. Ballester-Sanchez vd. (2020), kirmuzt
kinoalardan, ekmek formiilasyonunda kullanmak
tzere, kuru ve 1slak oglitme yoéntemlerini
kullanarak besinsel lif bakimindan zengin
fraksiyonu ayirmayr calismuslardir. Buna gore,
1slak 6gtitme yontemi ile besinsel lif fraksiyonunda
daha yiitksek verim (%010.1), geri kazanim (%058.2)
ve daha yiiksek saflik (%72) elde etmislerdir.

SONUC

Bu detlemede tahillarin ve pseudo-tahillarin 1slak
ogutme teknolojileri ile ilgili son gelismeler
incelenmistir. Islak 6glitmede amag basta nisasta
olmak lizere protein, ruseym, besinsel lif ve ham
yag bilesenlerinin en ylksek verimde ve en saf
haliyle elde etmektir. Endistride, zarar gbrmemis,
kalinti protein ve renk maddesi miktan distk
nisasta  Uretimi  hedeflenmektedir.  Nisasta
verimini artirmak amaciyla, 1slatma suyunda laktik
asit, SOz ve enzim katkilarimin kullanildigr cesitli
aragtirmalarda  vurgulanmustir.  Islak  6glitme
teknolojisinde,  yiksek kalite ve verimin
saglandigi, dogaya zarar vermeyen, daha az su
tiketimine dayali etkin ayirma yontemlerine
ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Tahil ve pseudo-tahil
bilesenlerinin  gida  endistrisi  ve  diger
endistrilerde  kullamm  alant  bulabilecegi
belirtilmistir. Farkli fizikokimyasal ve fonksiyonel
ozellikler sergileyen protein ve besinsel lif gibi
bilesenlerin unlu urunlerde besinsel 6zellikleri
gelistirmek tizere kullanilabilecegi ifade edilmistir.
Islak 6gtitmeden agiga c¢ikan endistriyel 6nemi
zayif bazt yan trlinlerin ise hayvan beslemede
kullamlabilecegi vurgulanmigtir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazatlarin, bagka kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.
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oz

Stit ve trinlerinden izole edilen 50 laktik asit baktetisinin lipaz aktivitesi taranmistir. E114 ve E114.11
numaralt izolatlarda yiksek aktivite goriilmesi nedeniyle enzim tretimi icin secilmistir. 16S tRNA gen
bélgesine gore test bakterilerinin dizi analizi sonuglan Enferococcus durans olarak belitlenmistir. Lipaz Gretimi
icin optimum tretim kogullan belitlenmistir. Bu kosullar: Azot ve karbon kaynagt olarak %5 pepton ve %5
glikoz ile hazitlanan besi otrtaminin saglanmasi, pH 6.5'te 48 saat 120 tpm'de calkalama ve 40-60°C de
inkitbasyondur. E. durans izolatlarina ait enzimler en yiiksek aktiviteyi pH’1 9 olan ve %20 tuz igeren ortamda
gOstermistir. Cesitli katyonlarin ve ylzey aktif maddelerin etkisinin farklt oldugu saptanmustir. Enzimler
dustik ve yiksek sicakliklarda aktivite gostermektedir. Ayrica 5°C de 48 saat boyunca enzim akgvitesinin
stabil kalmasi da gida endiistrisi icin 6nem tagimaktadir. Ozellikle et ve siit Giriinleri gibi fermente iiriinlerde
lezzet kazandirilmast amactyla kullanilabilitligi umut vericidir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus durans, lipaz, enzim aktivitesi

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR LIPASE
FROM ENTEROCOCCUS DURANS

ABSTRACT

Lipase activity of 50 lactic acid bacteria isolated from milk and milk products were screened. E114
and E114.11 isolates were chosen for enzyme production due to their high activity. Sequence analysis
results of test bacteria according to 16S tRNA gene region were determined as Ewnterococcns durans.
Optimum production conditions for lipase production have been determined. These conditions are:
Providing a medium prepared with 5% peptone and 5% glucose as nitrogen and carbon source,
shaking at 120 rpm for 48 hours at pH 6.5 and incubating at 40-60°C. Enzymes belonging to E.
durans isolates showed the highest activity in the environment with pH 9 and containing 20% salt. It
has been found that the effects of various cations and surfactants are different. Enzymes show
activity at low and high temperatures. Stability of enzyme activity for 48 hours at 5°C is also important
for the food industry. Its usability in fermented products such as meat and dairy products is
promising.
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Enterococcus durans ile ekstraseliler lipaz tGretimi

GIRIS
Enzimler, aktivasyon enetjisini  disiirerek
reaksiyonu kolaylastirir ve denge reaksiyonlarinin
hizli sekilde gerceklesmesini saglarlar. Katalizér
olarak bazi kimyasallar da gbrev yapmaktadir.
Ancak asitler ve bazlar gibi kimyasallar, yiiksek
sermaye yatirimlarina, 6zel ekipman ve kontrol
sistemlerine yol acan yiiksek sicaklik, basing,
asidik veya alkali pH gerektirmektedirler
(Aravindan vd., 2007). Ayrica istenmeyen yan
urinler  olusturabilmektedir. Bu  nedenle
aragtiricilar ~ kimyasal  katalizOtlerin  yerine
kullanilabilecek,  spesifik,  biyolojik  olarak
parcalanabilen, geri kazanilmast kolay ve yeniden
kullanilabilir biyomolekdllere yénelmislerdir. Bu
biyolojik katalizétler hem hiicre dist hem de hiicre
ici enzimleri icermektedir (Karigar ve Rao, 2011).
Biyolojik lipaz enzimi kimyasallara gore
reaksiyonda daha az yan Urlin olusturmaktadir
(Treichel vd., 2010). Bu da enzimin biyoteknolojik
amagla 6zellikle de gida, ilag, deterjan, kozmetik,
tekstil, kagit, enetji ve biyoremediasyon gibi
bircok endustri alaninda daha c¢ok tercih
edilmesine neden olmaktadir (Treichel vd., 2010;
Adrio ve Demain, 2014). Lipaz enzimi, dogada
yaygin olarak bulunan bir enzim c¢esidi olup
trigliseritleri serbest yag asitlerine ve gliserole
hidrolize eden hidrolaz enzim siufina aittir
(Sharma vd., 2011). Ayrica estetlestirme, trans-
esterifikasyon, hidroliz, asidoliz ve aminoliz gibi
farkll reaksiyonlar1 yOnetme yetenegine de
sahiptirler (Rajendran vd., 2009).

En ¢ok mikrobiyal lipazlatin tercih edilme nedeni
ise, genis bir pH ve sicaklik araliginda aktif
olmalari, genis substrat spesifikliginin olmast,
kolay 6ziitleme ve ok fazla Uretim yapabilme
kabiliyetleri, kullanim alanlarinin fazla olmast gibi
6zelliklerinin bulunmasidir (Treichel vd., 2010).

Enterococens spp. lipolitik ve esterolitik aktiviteye
sahip olup, ugucu aromatik bilesikleri sentezleme
ozelligine sahip oldugu icin gidalarda probiyotik
ve starter killtiir olarak kullamlmaktadir (Giraffa,
2003). Enterococeus spp. peynitlerin olgunlastirilma-
sinda (Franz vd., 2003), lipolitik ve proteolitik
aktivitesi nedeniyle sucuk aromasinin olugsmastna
(Hugas vd., 2003) katkida bulundugu icin genis
capta kullamlmaktadir. Peynir ve sucuk gibi

drtinlerin  organoleptik Ozelliklerini  gelistirirler
(Franz vd., 2003). Bu Ozellikleri nedeniyle
biyoteknoloji endustrisinde biyik 6neme sahip
bakterilerdir.

Bu calismada daha 6nce siit ve Griinlerinden izole
edilen Ewnterococens sp. izolatlarinin lipaz Gretim
yeteneklerinin  taranmast, lipaz Uretimi i¢in
optimum kosullarin  arastilmast  ve enzim
aktivitesine etki eden faktorlerin  belitlenmesi
amaclanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada, daha 6nceki calismalarda cesitli siit ve
triinlerinden izole edilmis toplam 50 Ewnterococcus
§p. izolat1 ile calistlmistir. Test bakterileri M17
broth’a ekilerek 37°C'de 24 saat %10 CO:
kosullart altinda inkibe edilmistir. Gelisen
kiltirler M17 agara ekilerek ayni kosullarda
inkiibe edilmis ve olusan kolonilerin 6zellikleri
incelenerek morfolojik, Gram boyama yapilarak
mikroskobik olarak safliklart kontrol edilmistir.

Lipaz aktivitesi gosteren izolatlarinin segimi
Test bakterileri arasindan lipaz aktivitesi gosteren
izolatlart se¢mek icin tributrin, zeytinyagi ve
Tween 80 igeren lipaz besiyerine her bir izolatin
24 saatlik taze kiltirinden 50 pL ekim yapilmis
ve 48 saat 37°C'de %10 CO; kosullarinda inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonunda besiyerinde
olusan seffaf bolge degerlendirilmistir (Ko vd.,
2005).

Secilen izolatlarin tanimlanmasi
Izolatlarin tanimlanmast 27F 5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3" ve 1492R

5'"TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'
evrensel primerleri kullanilarak 16S rRNA gen
bolgesine goére dizi analizi yaptirlmustir. Elde
edilen dizi bilgileri BioEdit 7.0.5.3 dizi hizalama
ve editleme programinda diizenlenmis ve
birlestitilmigtir. Daha sonra elde edilen dizi
bilgileri National Center for Biotechnology
(NCBI) web sitesinde bulunan GenBank
veritabanindaki diger 16S rRNA dizileriyle Blast
programu kullaniarak karsdastirlmus ve izolatlar
tir dizeyinde yizde benzerlik orantyla
tantmlanmustir.
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Segilen izolatlarin patojenitesinin
belirlenmesi

Jelatinaz, hemolitik aktivite ve antibiyotik
hassasiyet ~ testleri  yapidmustur.  Jelatinaz

aktivitesinin belirlenmesi Eaton ve Gasson’a
(2001), antibiyotik hassasiyet testi Wayne (2010)’e
gore yapilmustir. Hemolitik aktivite kanlt agarda
belitlenmistir.

Lipaz iiretimi

Secilen bakteriler M17 agar da 37°C'de 48 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra tek koloni olarak
M17 broth’a ekilmiglerdir. M17 broth’da gelisen
kiltirler 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Kiltiirler, spektrofotometrede 600 nm
de OD 1 olacak sekilde ayatlanmistir. Daha sonra
10 mL olarak tiiplere dagitilan lipaz tayin ortamina
(%3 yeast ekstrakt, %3 sukroz, 0.1g/l CaSOy,
0.5g/1 KH,PO,, 0.1g/1 MgSO4 x THO, %1
tributrin) %1 oraninda kiltirlerden ekim yapilmis
ve 37°C'de 48 saat %10 CO; kosullarinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltirler 4°C
9000 rpm de 30 dakika boyunca santrifij
edilmistir. Olusan stipernatant pelletten ayrilarak
steril falkona aktarilmis ve lipaz aktivitesi
belirlenmistir. Aynt sekilde pellet steril falkonda -
20°C’de dondurucuda saklanmis ve daha sonra
lipaz aktivitesi belirlenmistir. Blitin ¢alismalar cift
paralel olarak yapilmustir.

Lipaz aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraseliler enzim aktivitesinin belirlenmesi:
Lipaz  aktivitesi  spektrofotometrik  olarak
belirflenmistir.  p-nitrofenilpalmitat  (p-NPP)
substrat olarak kullanilmustir. Lipaz aktivitesini
belirlemek icin 96 kuyucuklu Eliza petrisine 50
mM Tris-HCI icinde hazitlanan %0.4 tritonX ve
%0.1 gum arabik iceren (pH 7) ¢6zeltiden 135 pL,
10 ml izopropil ile hazitlanan 30 mg p-NPP ile
hazitlanan ¢ozeltiden 15 pl. konulmustur. Plaklar
oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra her
kuyucuga hazirlanan stpernatantlardan 50 pL
ilave edilmistir. Hazirlanan eliza petrileri 37°C’de
%10 COz kosullarinda 1 saat bekletildikten sonra
renkteki degisim spektrofotometrede 405 nm’de
okunmugtur (Arora, 2013).

Intraselliiler  (peletteki)  Enzim  Aktivitesi:
Stipernatanttan ayrilan pelet 4 ml 50 mM Tris HCI

tamponda (pH 7) stspanse edildikten sonra buz
icine yetlestirilmis ve 30 W’da 1dakika sonikasyon
uygulanmustr. Daha sonra 4°C 9000 rpm’de 30
dakika boyunca santrifijj edilmistir. Pelet ayrilarak
stpernatanttaki intraselliler enzim aktivitesi
belitlenmistir (Meyers vd., 1996).

Lipaz tnitesi (U) birim zamanda (dakika) 1 pmol
p-Nitrofenol a¢iga cikaran enzim miktart olarak
beliflenmistir. ~ Hesaplamalar ~ standard = p-
Nitrofenol egrisi kullanilarak yapilmistir
Cevresel Faktorletin - Enzim  Uretimine
Etkisinin Belirlenmesi

Stcakligin etkisi

Kati besiyerinde; Lipaz katt besiyerine 5 pL
kultirlerden ekim yapilmisur. Plaklar 4°C, 20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda
48 saat inkiibe edilerek bakterilerin gelisme
durumu incelenmistir.

Sivi besiyerinde; Test bakterileri 37°C'de 24 saat
%10 CO; kosullarinda inkibe edildikten sonta
600 nm’de OD.1’e ayarlanip deney tiplerinde
bulunan 10 mllik lipaz tayin ortamina 2 paralel
ekim yapilmustir. Deney tupleri 4°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C, 60°C sicakliklarda 48 saat inkiibe
edilerek lipaz aktvitesine sicakhigin  etkisi
arastirtlmistir (Bharathi vd., 2018).

Substrat sicakliginin etkisini belitlemek i¢in, 96
kuyucuklu Eliza petrisine 50 mM Tris-HCl icinde
hazirlanan %0.4 tritonX-100 ve %0.1 gum arabik
iceren (pH 7) ¢6zeltiden 135 pl, 10 mL izopropil
ile 30 mg p-NPP ile hazirlanan ¢ozeltiden 15 pL
konulmugtur. Hazitlanan Eliza petrileti 4°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklarda
10 dk bekletildikten sonra her kuyucuga
hazirlanan siipernatantlardan 50 pL ilave edilmis
ve belitlenen sicakliklarda 1 saat bekletilmistir.
Daha sonra spektrofotometrede 405 nm’de
degerlendirilmistir. Bitin okumalar 4 paralel
olacak sekilde yaptlmustir.

Karbon ve azot kaynaklarmmn etkisi

Lipaz aktivite tayin ortamina karbon kaynagi
olarak, sukroz yerine %3 glikoz ve %3 laktoz
kullantlmistir. Uretilen lipaz enziminin aktivitesi
belirlenerek  en  etkili  karbon  kaynag:
belitlenmistir.
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Lipaz aktivite tayin ortamina azot kaynagi olarak
%2 ve %5 oranlarinda pepton, amonyum sulfat ve
yeast ekstrakt kullanilarak dretilen enzimin
aktivitesine etkisi belitflenmistir.

PpH 'nan etkisi

Lipaz aktivitesine pH’in etkisini belitlemek icin
lipaz tayin ortammun pH1 5.5, 6.5, 7.5%
ayarlanmustir. Test bakterileri farkhh pH’lardaki
lipaz tayin ortaminda gelistirilerek elde edilen
enzimin aktivitesi belitlenmistir.

Calkalamann ve inkiibasyon siiresinin etkisi

Lipaz aktivitesine ¢alkalamanin etkisini belirlemek
icin test bakterileri statik ve 120 rpm calkalamal
etiivde gelistirilerek elde edilen enzimin aktivitesi
belitlenmistit.

Lipaz aktivitesine inkiibasyon siiresinin etkisini
belitflemek icin test baktetileti 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen enzimin aktivitesi belitflenmistir.

Enzim iretimi

En yiksek enzim aktivitesinin elde edildigi
kosullarda enzim Uretimi gerceklestirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar dikkate
alinarak enzim tretimi icin 500 mI.’lik lipaz tayin
ortami hazirlanmustir. Lipaz tayin ortaminda azot
kaynagi olarak %5 pepton, karbon kaynagt olarak
%3 glikoz konulmus ve diger bilesenler sabit
kalmistir. Lipaz ortaminin pH’t ise 6.5-7 olarak
ayatlanmusar. %10 CO; kosullarinda 37°C’lik
calkalamali etivde 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 9000 rpm
4°Cde 30 dk santriftj yapilmustr. Elde edilen
filtrata sogutulmus aseton 1:5 oraninda olacak
sekilde karistirilarak 24 saat 4°C de bekletilmis ve
9000 rpm, 4°C°de 15 dk santriftj yapilmistir.

Daha sonra diyaliz tiptine (Sigma PURX12015)
enzimden 3 mL konulmustur. Tris HCl tamponu
icine diyaliz tiipi yerlestirilmistir. 24 saatte bir Ttris
HCI tamponu degistirilmistir. 48 saat sonunda ise
kismi  olarak  saflasan  enzim  deneylerde
kullanlmustir.

Lipazin molekiil agirliginin belirlenmesi
Lipaz enziminin protein miktart Bradford
yontemi ile beliflenmistir  (Bradford, 1976).

Coomassie  Brillant  Blue G-250  boyast
kullanilarak 590 nm’de spektrofotometrede
okuma yapilarak degerlendirilmistir.

Enzimin molekil agihigt  Laemmli  (1970)

yontemine goére SDS-PAGE (sodyum dodesil
stlfat-poliakrilamid ~ jel  elektroforezi)  ile
belitlenmistir.

Kismi saflagtirilmis ekstraseliler enzim
aktivitesine etki eden faktorlerin belirlenmesi
Kismi olarak saflagtirilan lipaz enzimlerinin
aktivitesi tzerine sicakligin, pH’in, ¢esitli katyon,
yuzey aktif madde ve c¢Ozeltilerin etkisi
belitlenmistit.

Sicakligin enzim aktivitesine etkisi

Sicakligin lipaz enzim aktivitesi tizerine etkisini
belirlemek icin enzim 50 mM sodyum fosfat
tampon (pH 7) icinde 5 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 40
oC, 45 oC, 55 oC ve 65°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra enzim aktivitesi belitlenmistir.

Sicaklik stabilitesi belitflemek icin lipaz 50 mM
sodyum fosfat tampon (pH 7) icinde konularak
5°C, 20°C, 30°C, 45°C ve 55°C’de 5 dk, 15,4 5,24
s ve 48 s stre ile inkiibe edildikten sonra aktivite
belirlenmistir (Esteban-Torres vd., 2015).

pH’1n enzim aktivitesi lizerine etkisi

pH 3-11 arasinda hazirlanan tamponlarda enzim
bekletilerek pH’in lipaz aktivitesi tzerine etkisi
belirlenmigtir. pH 3-5 icin asetik asit-sodyum
asetat tampon, pH 6 icin sodyum fosfat tampon,
pH 7-8 icin Tris-HCI tampon, pH 9 icin glisin-
NaOH tampon kullanilmistir.

Enzimin pH  direncini  belitlemek  igin
ependorflara farkli pH’lardaki tamponlardan 200
ul. konulmustur. Uzerine ise 200 L. enzim ilave
edilerek 45°C’de 2 ve 3.5 saat inkiibe edilmistit.
Kalan enzim aktivitesi belitlenmistir.

Bazi ¢oOzeltilerin  ve enzim
aktivitesine etkisi

Bazi katyon, siirfektan ve c¢ozeltilerin enzim
aktivitesi tzerine etkisini belirlemek icin MnCl,
CuClz, MgClp, KCI, NiCl,, CaCly, HgClz, ZnCloin
son konsantrasyonu 1 mM olacak sckilde ilave

katyonlarin
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edilmis ve enzim aktivitesi 405 nm’de
spektrofotometrede belitlenmistir. Ure, EDTA,
SDS, tween 20, tween 80, tritonX-100in enzim
aktivitesine etkisi ortama 1 pL ilave edilerek
belitlenmistir.

Tuzun enzim aktivitesine etkisi

Sodyum kloriirin (NaCl) etkisini belitlemek icin
%0, %1, %5, %10, %15, %20, %25 (w/v)
konsantrasyonlarinda  NaCl tampona ilave
edilmistir.  Enzim  aktivitesi 405 nm’de

spektrofotometrede  belirlenmistir  (Esteban-
Torres vd., 2015).
SONUCLAR VE TARTISMA

Segilen Izolatlarin Tanimlanmast

Lipaz Gretimi, agisindan taranan 50 izolattan E114
ve E114.11 numarali izolatlarda elde edilen seffaf
bolge c¢aplart daha yiksek oldugu icin lipaz
tretiminde bu izolatlar kullamilmak tzere
secilmistir. 16S tRNA gen bolgesine gore dizi
analizi sonuclart ile test baktetileri E. durans olarak
belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Test bakterilerinin 16S tRNA gen bolgesine gore tanimlanmast
Table 1. Identification of test bacteria according to 168 rRINA gene region

Kod no Tanimlama Benzetlik (%) Erisim no

Code no Ldentification Similarity (%) Accession no

E114 Enterococcus durans 9958 MF582823.1

E114.11 Enterococcus durans 9929 MF582969.1
Ampisiline, gentamisine  ciprofloksasin ~ ve oldugu i¢in bu tip ¢alismalarda daha ¢ok tercih

vankomisine her iki E. durans izolatt da direncli
olarak bulunmustur.  Jelatinaz aktivitesi ve
hemoliz aktivitesi her iki E. durans izolati icin de
negatif olarak saptanmustir. Laktik asit bakterileri
vankomisine dogal olarak direncli oldugu,
vankomisin direncinin hiicre duvarinin sentezi
strasinda D-alanin ve D laktada vankomisin
baglanamadigy ile iliskili oldugu distintilmektedir
(Handwerger vd., 1994). Sit ve stt Grinlerinde
izole edilen enterokoklarin gentamisine direncli
olduklar1 rapor edilmistir (Citak vd., 2004).

Lipaz Enzimi Uretimi

Test bakterilerinin lipaz tretimleri Tween 20,
Tween 80, tributrin, zeytinyagt ortaminda test
edilmistir. Izolatlarin 11 tanesinin tributrin iceren
ortamda lipaz trettikleri saptanmustir. Tween 80
ve zeytinyaginda lipaz Uretimi saptanamamistir.
Tanasupawat vd., (2015) Lactobacillus pentosus ve
Pediococcus lolilin Tween 80 igeren ortamda yiksek
miktarda  lipaz  drettigini  bildirmislerdir.
Ramyasree ve Dutta, (2013) Lactobacillus lactis,
Lactobacillus  brevis ~ve Lactobacillus  plantarum an
substrat olarak limon yagi, zeytinyagini ve gil
yagint  kullanabildigini  bildirmistir.  Tributrin
gercek yag olup dogal yaglarda meydana gelen en
basit trigliserittir. Tributrin suda kolay dispers

edilmektedir (Samad vd., 1989). Bu calismada da
test ettigimiz izolatlarin hicbiri  zeytinyagini
hidrolize edememistir. Sadece tributrinde aktivite
gostermislerdir.  Ancak, Lopes vd., (2002)
tributrinin -~ spesifik  olmadigit  lipazlar  ve
esterazlarin ikisini de ayirdigint bildirmislerdir. Bu
nedenle tributrinin ilk asamada kullanilmasinin
daha uygun olacagini rapor etmislerdi.

Javed vd., (2018) bakteri lipazlarinin genellikle
hiicre dist olarak Uretilmeletine karsin hicre ici
veya membrana bagl da  olabildiklerini
bildirmislerdir. ~ Onceki  calismalarda  da
(Piatkiewicz, 1987; Meyer vd., 1996) laktik asit
bakterilerinin ~ intraselliler  lipazlan da
gosterilmistir.  Calismamizda ekstraseliller lipaz
aktivitesi daha yiksek olarak saptandigl icin
calismalara ekstraseltler lipaz ile devam edilmistir.

Lipaz Enzimi Uretimine Etki Eden Cevresel
Faktorler

Stcakligin etkisi

E. durans 114 ve E. durans 11411, 20- 50°C de
benzer sckilde gelismistir. 40-60°C de gelisen
kiltitlerden elde edilen enzimlerin aktivitesi daha
yitksek olmustur (Sekil 1). Bakterilerin metabolik
aktiviteleri digik sicaklikta yavaslamaktadir


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582823.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S1U7ABSA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF582969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S1TYK6V201N
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(Amato ve Christner, 2009; Uppada ve Dutta,
2012).

Subsrat sicakligl lipaz aktivitesini etkilemistir.
Substrat sicakligi 45°C oldugunda en yiiksek
enzim aktivitesi gerceklesmistir.

N
BmE114 ©@E114.11

RO

Enzim aktivitesi (U/mL)
Enzyme activity (U/mL)

Sicaklik (°C)
Temperature (°C)

\. J
Sekil 1. Farkli sicakliklarda gelistitilen E. durans E114 ve E114.11% ait ekstraseliiler lipaz enziminin
aktivitesi
Figure 1. Activity of extracellular lipase engyme of E. durans E114 and E114.11 that were developed at different
temperatures

Calkalama ve fermantasyon siiresinin etkisi

E. durans E114 ve E114.11 ic¢in optimum
fermantasyon siiresi 48 saat olarak saptanmugtir.
En yliksek enzim aktivitesi 48 saat inkiibe edilen
orneklerde elde edilmistir. Ramyastee ve Dutta,
(2013) L. lactis, L. brevis ve L. plantarum icin
optimum inkibasyon stiresini bulgularimizdaki
gibi 48 saat olarak bildirmistir. Lipaz aktivitesi
fermantasyon stresine bagli olarak artmistir.
Ancak aktivite belitli bir fermantasyon stiresinden
sonra dismustir. Aktivitedeki azalmanin nedeni
ortamdaki besin maddelerinin azalmast olabilecegi

gibi ortamda bakteriyel toksinlerin birikmesi de
olabilir.

Calkalamalh (120 rpm)  olarak  dretilen
bakterilerden elde edilen enzimin aktivitesi statik
olarak retilenlerdeki enzimin aktivitesinden
yiksek olmustur.

Agzot ve karbon kaynaklarmm etkisi
Farkhh azot kaynaklarinda gelistirilen  test
bakterilerinden elde edilen lipaz enziminin

aktivitesi degismistir. En etkili azot kaynagt %5
pepton olarak saptanmistir (Sekil 2). Yeast
ekstraktin ve amonyum silfatin fazla bir etkisi
olmamustir.

Karbon kaynagi olarak besiyerine %3 oraninda
laktoz, glikoz ve sukroz ilave edilmistir. Bu karbon
kaynaklarinda tretilen bakterilere ait enzimletin
aktivitelerine bakildiginda en ylksek aktivite
glikoz kullanildigina elde edilmistir (Sekil 2).

Laktik asit bakterileri ile lipaz enzimi tretiminde
karbon kaynag olarak glikoz azot kaynag olarak
pepton kullamildiginda en yuksek aktivite elde
edildigi bir¢ok aragtirici tarafindan vurgulanmistir
(Bhargavi vd., 2010). Arastricilarin bu durumun
tek karbon kaynagi ve lipid indiserin bulunmast
durumunda  elde  edildigini  bildirmislerdir.
Petrovic vd., (1990) de ekstraseliller lipaz Gretimi

igin en wuygun karbon kaynagini  bizim
bulgularimiza benzer olarak glikoz, Sangeetha vd.,
(2008)  azot  kaynagim1  pepton  olarak
saptamiglardir.
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Sekil 2. Farkli azot ve karbon kaynaklarinda gelistitilen F. durans 114 ve 114.17°¢ ait ekstraseliler lipaz
enzimlerinin aktivitesi.
Figure 2. Activity of extracellular lipase engymes belonging to E. durans 114 and 114.11 that were developed in
different nitrogen and carbon sources.

PpH i etkisi

Farkh pH (5.5, 6.5 ve 7.5) larda gelistirilen E.
durans izolatlarina ait lipaz enziminin aktivitesi en
yiksek pH 6.5 da gelisen E. durans izolatlarinda
olmustur. Optimum pH dan ¢ok yitksek ve ¢ok
distik pH tretimi 6nemli 6lgiide etkilemektedir
(Kumar ve Kanwar, 2012).

Lipaz Enziminin Molekiiler Agirlig1
E. durans izolatlart icin 120 rpm ¢alkalama hizinda
48 saat inkiibasyon siiresi optimum olarak

belirlenmistir. Optimum sicaklik 45°C, pH 6.5,
azot kaynagt olarak %5 pepton, karbon kaynagi
glikoz olarak saptanmistir. Yapilan benzer
calismalarda bakterilere gére degisen kosullar
saptanmustir. Bu kosullarda tretilen E. durans
izolatlaridan elde edilen kismi saflastirilmis
ekstraseliiler lipaz enzimlerinin kuru agirlik ve
protein miktarlar Cizelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 2. E. durans ait ekstraseliler lipaz enzimlerinin kuru agitlik ve protein miktarlart
Table 2. Dry weight and protein amounts of extracellular lipase engymes of E. durans

Bakterilerin kodlart Protein miktart

Bacterial codes (BSA mg/mlL) Kuru agitlik (mg/mL) Yas agirlik (mg/mL)
Protein content Dry weight (mg/mL) Wet weight (mg/mL.)
(BSA mg/ml)
E114 0.247 0.300 0.477
F114.1 1 0.275 0.444 1.040
Kismi saflagtirlan  enzimin molekiler agitligt Kismi saflagtirilmis ekstraseliller enzim
yaklastk olarak 23 kDa olarak bulunmustur (Sekil aktivitesine etki eden faktérlerin belirlenmesi
3). Ramakrishnan vd., (2012) Enterokok lipaz Kismi  saflagtinlmus  ekstraseliler  enzim

enziminin molekuler agirligint 22.86 kDa olarak
bildirmislerdir. Ramakrishnan vd., (2016) E.
Saeciunra  ait saflastirdmis  enzimin  molekdler
agithigim 19.2 kDa olarak bulmuglardur.

aktivitesine etki eden sicaklik, pH, gesitli katyon
ve siirfektanlarin etkisi belirlenmistir.
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Sekil 3. SDS-PAGE ile kismen saflastirilmis E.

Enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisinin
belirlenmesi

Kismi  saflastirdmis  ekstraseliler  enzim
aktivitesine sicakligin etkisi bakterilere gore
degismistir. E. durans E114 dan elde edilen kismi
saflastirilmis  ekstraseliler enzim 30-45°C de
maksimum  aktivite g6steritken E.  durans
E114.11%¢ ait ekstraseliler enzimlerin aktivitesi
30°C den daha yiksek sicakliklarda azalmistir
(Sekil  4).  Enterococcns  faecium/da  maksimum
aktivitenin  40°C'de  gerceklestigi  bildirilmigtir

durans’a ait lipazin molekiler agirligi (Ramakrishnan vd., 2016).
Figure 3. Molecular weight of partially purified lipase of
E. durans by SDS-PAGE
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Sekil 4. E. durans izolatlarina ait kismi saflagtirilmus ekstraseltler lipaz enziminin aktivitesi tizetine
sicakligin etkisi.
Figure 4. Effect of temperature on the activity of the partially purified extracellular lipase enzyme of E. durans isolates.
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Sekil 5. E. durans izolatlarina ait kismi saflastirilmus ekstraseliler lipaz enziminin farkls sicakliklarda
farklt bekleme siirelerine gore sicaklik direnci.
Figure 5. Temperature resistance of the partially purified extracellular lipase engyme of E. durans isolates at different
temperatures according to different time periods
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Farkli sicakliklarda 5 dak, 1s, 4s, 24 ve 48s
bekletilen ekstraseliiler lipaz enzimlerinin sicaklik
direnci farkli olmustur (Sekil 5). E. durans 114.11°a
ait kismi saflastinlmis lipaz enziminin aktivitesi
550C de stabil kalitken E. durans 114¢ ait
ekstraseltler enzimin aktivitesi dismustur. E.
durans 114°¢ ait ekstraseliler enzimin aktivitesi
sicakliklara bagl olarak bekleme siiresince degisen
oranlarda aktivite kayb1 olurken E. durans 114.11°a
ait kismi saflastinlmis lipaz enziminin aktivitesi
20°C de stabil kalmustir (Sekil 5). Ramakrishnan
vd., (2016) E. faecium'a ait lipaz enzimi
aktivitesinin en yiksek 40°C de oldugunu
aktivitenin 30-70°C de stabil oldugunu rapor
etmislerdir. Arastiricilar enzim aktivitesinin 80-
100°C de stabil oldugunu 100°C den sonra enzim
aktivitesinin kalmadigint bildirmislerdir. Esteban-
Torres vd., (2015) L. plantarun’a ait esteraz
enziminin maksimum aktivitesinin 40°C de
oldugunu, 5°C de enzimin aktivitesinin ancak
%4011 g6sterdigini, 55°C ve 65°C de 10 saat
inkiibasyondan sonra ise aktivitenin %40’1nin
kaldigint bildirmislerdir. Sicaklik, enzimin seklini
degistirerek molekiler  hareket  hizint
degistirerek enzim aktivitesini etkileyebilmektedir
(Enger, 2012). Calismada, E. durans 114.11%e ait
enzimin 5°C de 48 saat stiresince aktivitesi stabil

ve

kalmistir. Bu durum gida endistrisinde 6nem
tastmaktadir. Gidalarin et ve sit Urlnlerinin
olgunlasma sirasinda uzun siire distik sicaklikta
tutuldugu g6z Oniine alindiginda arzu edilen
aromanin olusmasinda bu enzim rol oynayabilir.
Peynir gibi gidalarin depolama sicakliklarinda
lipaz aktivitesi 6nem tagtmaktadir. Calismamizda
depolama siiremiz 48 saat ile siurh kalmustir.
Lipaz  enziminin  sicaklik  stabilitesi gida
endustrisinde 6nem tasimaktadir (Choo vd.,
1998). Enzimler 55°C de 24 ve 48 saat
inkiibasyonda stabilitesini korumustur. Yiksek
sicaklikta  (70°C)  aktif bolgeler, substrata
uyamayacak sekilde degisir ve bu sicaklikta enzim
denatiire olur ve sonugta enzim aktivitesi biyiik
Olclide azalmaktadir (Toole ve Toole, 2004).

Enzim aktivitesi tizerine pH’1n etkisi

Farkli tamponlar kullanilarak hazitlanan E.durans
ait ekstraseliiler lipaz enzim aktiviteleri asidik ve
n6tr pH da disikken pH alkaliye dogru ¢ikildikca
enzimlerin aktivitelerinde artis saptanmustir. FE.
durans, izolatlarina ait enzim pH 9 da en yiksek
aktiviteyi géstermistir (Sekil 6). Dellali vd., (2020)
E. duransve E. faecium ait lipaz i¢in optimum pH’yt
6-9 arasinda saptadiklarint bildirmislerdir.
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Sekil 6. Kismi saflagtirlmus ekstraseliler lipaz enziminin aktivitesi tizerine pH’in etkisi
Figure 6. Effect of pH on the activity of the partially purified extracellular lipase engyme
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Sekil 7. Kismi saflastirilmis ekstraseltler lipaz enzimi aktivitesinin pH direnci
Figure 7. pH resistance of partially purified extracellular lipase enzyme activity

Farkhh pH’larda 2 ve 3.5 saat bekleme stiresinde
El14’c ait enzimde Onemli aktvite kaybt
gozlenirken E. durans E114.11 ait enzimin aktivite
kaybi daha dustik olmustur. Aktivite kaybi
genellikle 3.5 saat bekleme stiresinde daha fazla
olmustur (Sekil 7). Ramakrishnan vd., (2016) E.
faecium lipazt icin optimum pH’t 10.8 olarak
bildirmiglerdir. pH 7-12 arasinda iken enzim
aktivitesinin stabil kaldigini asidik pH da ise
aktivite kaybit oldugunu rapor etmislerdir.
Calismada optimum pH degerlerinden sonra
aktivitede azalma gérulmistir. Aragtiricilar asidik
kosullarda lipaz aktivitesindeki digikligiin Ca+2
iyonlarinin kaybi ile enzimin aktif bolgesindeki
koordinasyon ile iliskili olabilecegini
bildirmiglerdir. Esteban-Torres vd., (2015) de L.
Pplantaruprdan  elde edilen esteraz enzimi igin
optimum pH 7 olarak bildirmislerdir. Genel
olarak, bakteriler tarafindan tretilen lipazlar notr
veya alkalin pH optimuma sahiptir. pH'daki
herhangi bir degisiklik, enzimler tzerindeki

elektrik  yiklerinin =~ degismesine ~ neden
olabileceginden enzimin tgiinctl ve kuaterner
yapilarint  stabilize eden  iyonik  baglan

ctkileyebilmektedir. Bu durum ise enzimin ig
boyutlu yapisinda ve aktivitesinde degismeye
neden olarak enzim aktivitesinin diismesine neden
olmaktadir (Sukohidayat vd., 2018).

Enzim aktivitesi izerine katyon, detetjan ve
yiizey aktif maddelerin etkisi

Yizde 1 olarak ilave edilen HgCly, CaClz, MnCly,
NiClp, KCI, ZnCl», MgCl, gibi katyonlarin E114 ve
E114.11 ‘den elde edilen enzimlerin aktivitesi
tzerine etkisi farkli olmugtur (Cizelge 3). EDTA
ve ure gibi maddeler de E. durans 114.11%e ait
enzimde aktiviteyi artirirken . durans 114’ten elde
edilen enzimin aktivitesi Uizerine etkili olmamustir.
Ramakrishnan  vd., (2016) E.  faecium
MTCC5695in  optimum  kosullarda  tUretilen
enzimin aktivitesini EDTA’nin inhibe ettigini
bildirmislerdir. HgCl> ve SDS her iki ekstraseltler
enziminde  aktivitesinde  azalmaya neden
olmustur. SDS enzimin aktif bodlgesinde
konformasyonel degisiklige sebep olarak enzim
yizeyinin hidrofobikligi tzerinde degisikliklere
yol agabilir. Sonucta enzimin dg¢incil yapist
bozularak enzimin inaktive olmasina neden
olabilir (de Almeida vd., 2013).

Ca*2, Mg ve Mn*? iyonlar, E. durans
E114117den elde edilen ckstraseliler lipaz
enziminin aktivitesini artiritken E. durans E114
den elde edilen ekstraseliler enzim aktivitesi
tzerine etkili olmamistir. Lopes vd., (2002) laktik
asit bakterilerine ait lipaz enziminin aktivitesi
tizerine Ca*?1n etkili olmadigini rapor etmislerdir.
Cat2ve NaCl yag asidi akseptort olarak ya da ara
yizey yikini baskdama etkisi nedeniyle ortama
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ilave edilmektedir. Ayrica Ca*? iyonlarimn
varhginda lipaz enziminin aktivite artisina neden
olan.  Ca*™? iyonlann  proteinin  1st ile
denatiirasyonunu 6nleyen yapiyr stabilize ederek
proteaz etkisini Onleyebilir  (Brockerhoff ve
Jensen,1974). Lopes vd., (2002) Mg*2 ve Mn+2
iyonlarinin  laktik asit bakterilerine ait lipaz
enzimlerinin aktivitesini iki G¢ kat artirdigim

saptamuslardir. Arastiricilar Hg*2, Cu*2 ve Nit*2
iyonlarinin  enzim aktivitesini 6nemli oranda
inhibe ettigini rapor etmislerdir. Calismamizda
Cu*? ve Ni*2 iyonlarnnin Onemli bir etkisi
saptanamamistir. Ramakrishnan vd., (2016) E.
Sfaecium’a ait lipaz enzimi aktivitesinin Na+*, Ca*2
Lit ve Mg*? ile artu@ buna karsihk Bat?in
varliginda ise aktivitenin diistigt bildirilmistir.

Cizelge 3. Cesitli katyon ve yiizey aktif maddelerin lipaz aktivitesi tizerine etkisi.
Table 3. The effect of various cations and surfactants on lipase activity.

Kalan aktivite (%)

Kalan aktivite (%)

Uygulama Remaining activity (%) Uygulama Remaining activity (%o)
Application E114 11 E114 Application E114 11 E114
Kontrol/Control 100.0 100 EDTA 105.4 99.9
HgCl, 45.7 42.6 Ure /Urea 107.1 101.1
CaCl, 109.9 98.1 SDS 90.9 81.7
MnCl, 120.5 97.6 TritonX-100 102.4 98.8
CuCl, 119.0 97.9 Tween 20 94.0 100.5
NiCl, 103.1 99.5 Tween 80 104.6 99.6
Kl 106.2 98.5

ZnCI2 108.0 97.4

MgCI2 119.7 97.7

Yiizey aktif maddelerden TritonX-100, Tween 20
ve Tween 80 enzimlerin aktivitesinde 6nemli

bir degisiklige neden olmamustir. Arastiricilar
Triton X-100 gibi iyonik olmayan surfektanlarin
lipaz  aktivitesini indikledigini ve enzim
denatiirasyonunu 6nledigini bildirmislerdir (Amid
vd.,, 2015). Tween 80 esasen mikrobiyal lipaz
Uretimi icin O6nemli bir substrattir. Calismada
Tween 80 E. durans izolatlarina ait ektraselliiler

enzimlerin aktivitesi tzerine Snemli bir etkisi
olmamustir. Bulgularin aksine Lopes vd., (2002)
laktik asit bakterilerine ait enzimlerin aktivitesini
Tween 80’in inhibe ettigini bildirmiglerdir.
Sukohidayat vd., (2018) Tween 20 ve Tween 80’in
enzim aktivitesini artirdigini anyonik strfaktan
SDS’in ise enzim aktivitesini inhibe ettigini
bildirmislerdir.
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Sekil 8. Kismi saflastirilmus ekstraseltler lipaz enziminin aktivitesi tizerine tuzun etkisi
Figure 8. Effect of salt on the activity of the partially purified extracellular lipase engyme
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Enzim aktivitesine tuzun etkisi

Tuzun etkisi lipaz enzimleri Uzerine farklt
olmustur. Enterokoklar ile tretilen lipaz
enziminin tuza direngli oldugu gérilmistiir. Her
iki  E. durans’a ait ekstraseliler enzim halofilik
ozelliktedir. %20 tuz iceren ortamda en yiksek
aktiviteyi gbstermigtir

E. durans’a ait lipaz enzimleri %25 gibi yliksek tuz
konsantrasyonunda bile aktivitesini kaybetme-
mistir (Sekil 8). Bu Ozellikleri gida Uretiminde
Onemli bir 6zelliktir. Esteban —Torres vd., (2015)
L. plantarun’a ait lipaz enzimini halotolerant
oldugunu bildirmistir. Sit ve et uUrinlerinin
fermantasyonunda  tuz  toleranst  6nem
tasimaktadir. Bu fermantasyonlarda yiksek tuz
konsantrasyonu vardir (Bautista-Gallego vd.,
2013; Johnson vd., 2009). Peynir yapiminda ve
olgunlasmasinda tuz ilavesi bulunmaktadir. Ayrica
peynir salamurasina yaklasik %20 civarinda tuz
ilave edilmektedir (Johnson vd., 2009).

SONUC

Laktik asit bakterilerinin lipaz enzimi tiretimi diger
lipaz tretici bakterileri ile karsilastirildiginda daha
distktir. Bununla birlikte, ylksek laktik asit
bakteri sayist ve aktivitesi fermente et ve sit
urunlerinde 6nem tasimaktadir. Et Grinlerinde
olgunlasmanin yavas bir islem oldugu, distk
aktivitelerin bile hayvan yag1 tizerine etki etmesine
izin vermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu
sekilde laktik asit bakterilerine ait lipazlarin lezzet
olusumu izerindeki roli nedeniyle 6nem
tagtyabilir. St Griinlerinin olusumunda tereyagt ve
peynirde arzu edilen aromanin olusmasinda laktik
asit bakterilerinin lipazt 6nemli bir rol oynayabilir.
Bu 6zellikleri nedeniyle, bu mikroorganizma-
lardan izole edilen lipazlarin aragtirilmast her yil
artmaktadir (Lopes vd., 2002). E. durans ile
tretilen lipaz enzimi 45°C de, pH 9-10 da
aktivitelerinin yiiksek olmasinin yaninda gidalarn
pH 5.0-5.5 gibi asidik kosullarda da aktiviteye
sahip olmast, 55°C ye 48 saat gibi bir stire direng
gOstermesi ayrica digik sicaklikta da aktivitesini
kaybetmemesi ve halofil 6zellikleri nedeniyle gida
endistrisinde imit vaat etmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin makale ile ilgili bagka kisiler veya
kurumlar ile ¢ikar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

EA, arastirmanin yirGtilmesi, degerlendirilmesi
ve yaziminda, VK lipaz enziminin belitlenmesi ve
enzim aktivite calismalarinda, MK arastirmanin
planlanmasi, degerlendirilmesi ve yaziminda
gorev almustr.
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